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SINOPSE

Em 2009 foi realizado o primeiro estudo sobre a reproducdo induzida da
pescada-branca criada em tanque-rede, com a finalidade de contribuir para a
elaboracdo de um pacote tecnoldgico para o cultivo desta espécie, onde foram
avaliados indutores hormonais sintéticos e os sons produzidos pelos machos,
para ser utilizado como critério no momento de selecionar machos maduros

aptos para o processo de reproducao.

Palavras Chaves: Horménios sintéticos, Reproducgdo, Musculo sonoro.




“N&o é o mais forte que sobrevive,
nem o mais inteligente, mas o que
melhor se adapta as mudancas .

(Charles Darwin)
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RESUMO

Plagioscion squamosissimus quando criada em tanque-rede ndo completa a maturacao
final dos ovdcitos, tendo que ser induzida para que o processo aconteca. Os indutores
reprodutivos utilizados foram o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH -
Ovaprim®) e gonadotrofina coridnica humana (hCG). Nas fémeas, foi observado que 0s
glébulos de vitelo e goticulas de 6leo presentes nos ovocitos estavam em processo de
fusdo final ap6s 12 horas da inducéo utilizando 1.4 ml de ovaprim/Kg de peso vivo.
Com 300 Ul de hCG/kg foi observado o inicio da fusdo as 12 h. Os machos nao
apresentaram as génadas completamente desenvolvidas em ambos 0s experimentos e
ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. As gonadas dos machos se
desenvolvem em sincronia com o musculo sonoro e a pescada-branca produz sons mais
longos quando madura. Os sons ou “chamados” podem indicar o estado de maturagao
dos machos, no habitat natural ocorreu no periodo da seca, onde foram detectados
“chamados” de maior duracdo (0,404 +0,191 seg.), por tanto, maior numero de pulsos
(20,7 £9,7 pulsos/chamado), quando comparado com ao periodo da cheia (0,152 +0,056
seg. e 8.4 £0.8 pulsos/chamado respectivamente). Os sons gravados dentro do tanque
rede durante a seca tiveram menor duracdo que os sons captados no habitat natural no
mesmo periodo, indicando que os individuos no tanque-rede se encontram em processo
de maturagdo. Os métodos de canulacdo utilizado nas fémeas e a bioacustica nos
machos foram eficientes para avaliar a maturacao da pescada-branca. O método acustico
passivo permite inferir sobre o periodo e local de desova desta espécie e quando esta

pronta para a desova.



ABSTRACT

Plagioscion squamosissimus kept in cages did not complete the final maturation of
oocytes, having to be induced to make the process happen. The reproductive inducers
used were gonadotropin-releasing hormone (GnRH - Ovaprim ®) and human chorionic
gonadotropin (hCG). In females, it was observed that the yolk globules and oil droplets
were present in the oocytes fusion process end after 12 hours of induction using 1.4
ml/kg body weight of Ovaprim®. With 300 IU of hCG/kg was observed the onset of
melting at 12 h. The males didn’t show fully developed gonads in both experiments, and
no significant difference between treatments was found. The gonads of males develop in
sync with the sonic muscle and P. squamosissimus produces longer sounds when is ripe.
The sounds or "calls" may indicate the state of maturity of males in the natural habitat
that occurred during the dry season, which were detected "calls" of longer duration
(0.404 £0.191 sec.). Therefore, major number of pulses (20.7 £9.7 pulses/call) than
flood season (0.152 +0.056 sec. and 8.4 +0.8 pulses/called respectively).The sounds
recorded in cages during the dry season had shorter duration than the sounds captured in
the wild, perhaps indicating that individuals in cages are in a maturation process. The
methods of cannulation used in females and the bioacoustics of males were effective for
assessing the maturity of freshwater white Croaker. The passive acoustic method allows
predict the time and place of spawning of this species and when males are ready to

spawn.
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1. INTRODUCAO

Apesar da grande diversidade de peixes que existe no Amazonas, ha pouca
diversificacdo na aquicultura da regido, focada principalmente em duas espécies, 0
tambaqui (Colossoma macropomum) com ~83% e a matrinxa@ (Brycon sp.) com ~15%
total da producdo (IBAMA, 2008). Duzentos

A criacdo comercial de peixes é uma atividade que vem ganhando grande
destaque devido a necessidade em se desenvolver atividades socio-econémicas viaveis e
ambientalmente sustentaveis nas comunidades ribeirinhas, como também para suprir
parte do crescente déficit de pescados no mercado, que é resultado da reducdo dos
estoques pesqueiros (IBAMA, 2006). Evidentemente, por se tratar de uma atividade que
ndo tem tradicdo na regido amazoénica, e que requer infra- estrutura fisica e técnica e
envolve custos operacionais, padece de sérias limitacbes. Dentre essas, podem ser
destacadas a falta de “pacotes tecnologicos™ aplicaveis as condi¢fes regionais. Apesar
disso essa atividade é bastante estratégica para a regido, sobretudo por causa de
condi¢BGes naturais favoraveis, como abundéncia de agua, condi¢Bes climaticas e
aumento crescente por pescado de qualidade (Santos & Santos, 2005).

No Brasil, na Gltima década, a criacdo em tanques-rede se expandiu de forma
expressiva, devido & capacidade de conciliar o uso sustentdvel do ambiente com uma
alta taxa de estocagem e produtividade (Gomes et al, 2004). O uso de tanque rede para a
piscicultura em rios, lagos ou represas apresenta a vantagem da constante renovacgéo de
agua, proporcionando alta produtividade em um pequeno espaco (Kubitza 2000). Para
isto acontecer de fato, a escolha do local ideal é imprescindivel para obter melhor
desempenho produtivo (Brol, 2006).

Até agora, a criacdo comercial em tanque rede esta orientada principalmente ao
cultivo de espécies de alto valor comercial, incluindo Salmonideos, como também
espécies carnivoras marinhas e de agua doce (FAO, 2007). Principalmente na China,
onde muitas espécies da familia Sciaenidae sé&o cultivadas em tanque rede.

A familia Sciaenidae é representada mundialmente por espécies marinhas e
estuarinas com cerca de 80 géneros e 300 espécies (Casatti,& Chao 2002), dentre elas
quatro géneros (Plagioscion., Pachypops. Pachyuru e Petilipinni) ocorrem em aguas
doces da América do Sul (Casatti, 2002). O género Plagioscion com cerca 15 espécies

ocorre nas bacias dos rios Magdalena, Amazonas, Orenoco, Negro, Parana e Guianas
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(Casatti, 2005). Porém, as espécies provavelmente sdo um complexo de espécies, com
variedades (ou espécies) diferenciadas.

Os Cienideos de agua doce, chamados de pescada ou corvina, se destacam por
sua carne branca e baixo teor de gordura, (Rocha et al., 1982). A pescada-branca vem se
destacando como uma espécie bem sucedida na colonizagéo de reservatdrios (Agostinho
& Jualio jr., 1999). Foi introduzida para povoamento de agudes, principalmente no
Nordeste Brasileiro, onde desde 1935, sdo feitos estudos para aclimatagdo e criacdo
extensiva, no qual pode-se observar a precocidade na reproducdo, e rapido
desenvolvimento (Chacon, 1972). Depois dessa adaptacdo foi introduzida em diversos
reservatorios do Sul e Sudeste brasileiro (Agostinho & Julio Jr., 1999), onde representa
uma alta contribuicdo nas pescarias (Agostinho, 1994; Benedito-Cecilio, 1994), sendo
considerado um peixe nobre pela populacdo e bastante apreciado pelos consumidores.
No Amazonas, o0 desembarque pesqueiro desta espécie representa aproximadamente mil
toneladas por ano (IBAMA, 2008), com valor comercial entre R$7,00 e R$10,00/kg em
feiras e supermercados da capital.

A pescada-branca habita ambientes bento-pelagicos de lagos e margens de rios
de aguas brancas, claras, pretas e mistas (Siqueira-Souza & Freitas, 2006), e €
considerado um peixe carnivoro, alimentando-se principalmente de camar@es e peixes
(Almeida et al. 1997, Bennemann, 2006, Goulding, 1984).

A adaptacdo em cativeiro de espécies vindas de estoques naturais € um fator
essencial no momento de escolher uma espécie para a piscicultura. Neste sentido, o
estudo pioneiro de Batalha (2009) demonstrou que a pescada-branca pode-se adaptar
muito bem quando criada em tanque-rede com profundidade de 2,0 m, onde apresenta
bom crescimento e boa aceitacdo no consumo de pedacos de peixe, duas vezes ao dia.

O periodo reprodutivo de Plagioscion squamosissimus ocorre na época de alta
precipitacdo pluviométrica (Felix, 2007; Negrdo, 2006; Carnel6s & Benedito-Cecilio,
2002; Castro, 1999) e elevadas temperaturas (Bialetzki, 2004), similar a maioria dos
peixes tropicais de agua doce (Kramer, 1978; Ferreira e Godinho, 1990; Fernandes,
1997; Winemiller, 1998; Ferreira, 2010; Godinho, Lamas, & Godinho, 2010). Segundo
Batalha (2009) o pico da reproducdo em tanque-rede ocorre entre janeiro e fevereiro,
apresentando desova total nesse sistema de cultivo e ndo observando se é capaz de

desovar em cativeiro.
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A possibilidade de uma espécie de peixe reproduzir-se naturalmente em
cativeiro foi um aspecto reprodutivo considerado durante varios anos uma caracteristica
desejavel para uma espécie destinada ao cultivo (Zaniboni & Weingartner, 2007).
Peixes criados em cativeiro podem deixar de receber certos estimulos externos, fazendo
com que ndo haja uma resposta enddcrina apropriada para a inducdo da maturagédo
gonadal final. Por outro lado, a reproducéo pode ser obtida fazendo-se uma simulagéo
da resposta enddcrina natural, atraves da manipulacdo ambiental ou aplicacdo de
substancias analogas aos estimulos hormonais intrinsecos (Andrade & Yasui, 2003).

A maioria dos esfor¢os no uso de hormdnios exdgenos para controlar o ciclo
reprodutivo na aquicultura tem-se focado principalmente na indugdo a maturacdo
gonadal final (MGF), ovulacéo, espermiacao e desova de peixes que completam ou nédo
esse processo em cativeiro, possibilitando a manutencdo de um fluxo continuo de larvas
e alevinos de qualidade e quantidade (Martins et al., 2008). Dentre os horménios mais
comumente empregados estdo a glandula pituitaria (PG), a gonadotrofina coridnica
humana (hCG) e o horménio anéalogo liberador de gonadotrofina (GnRHa).

Os primeiros trabalhos de inducdo a desova foram desenvolvidos paralelamente
na Argentina (Houssay, 1930) e no Brasil (lhering, 1935), quando foram obtidos
resultados positivos de inducdo a maturacdo final e desova de peixes migradores, a
partir da aplicacdo de horménios naturais presentes na hipéfise de peixes maduros. Essa
técnica continua sendo uma das alternativas utilizadas para induzir a reproducdo de
peixes migradores em todo mundo, sendo conhecida como “Hipofizagao”.

A hipofizacdo apresenta varias desvantagens, sendo as mais importantes: (a) a
grande variabilidade na concentracdo do LH, (b) o potencial de transmitir doencas do
peixe doador ao receptor (Zohar & Mylonas, 2001), (c) Dificuldade na coleta e
estocagem das glandulas, (d) ndo disponibilidade de quantidade suficiente e qualidade
de glandulas no momento certo e (d) Complexidade do processo de extracdo e
preparacgéo (Das, 2004).

A gonadotrofina purificada de origem humana vem-se mostrando um potente
indutor da ovulagcdo de vérias espécies de Perciformes (Cerqueira & Tsuzuki, 2009;
Zaki et al., 2007, Garcia-Alonso & Vizziano, 2004; Rahman et al., 2001; Cerda et al.,
1997), apesar de ndo estimular todas e podendo ou ndo apresentar respostas
imunoldgicas do peixe ao hormoénio. O hCG atua diretamente nas gbnadas e é

comumente aplicado em uma dose simples, em uma ampla margem de concentracfes. A
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efetividade deste hormonio apds de um tratamento simples se deve provavelmente ao
longo tempo de retencdo na circulacdo sanguinea (Ohta et al, 1997).

O hormonio liberador de gonadotrofina de mamifero e os seus analogos
(GnRHa) sdo efetivos para induzir a desova de varias espécies de peixes. Trés grandes
vantagens dos hormdnios liberadores de gonadotrofinas sdo verificadas na inducédo a
maturacdo final e a desova dos peixes. A primeira € que atuam no inicio da cadeia
hormonal e estimulam o peixe a sintetizar a sua prdpria gonadotrofina, eliminando
assim os problemas relacionados a utilizacdo de gonadotrofinas de outras espécies. A
segunda € que a molécula ndo € altamente espécie-especifica, sdo estruturas simples e
facilmente fabricadas, apresentam grande estabilidade estrutural e séo efetivas com
pequenas dosagens de aplicacdo e 0 seu uso é economicamente vantajoso (Harvey e
Carolsfeld, 1993).

A administracdo de substancias compostas (Ovaprim, Dagin, Ovopel e
Agquaspawn, Ovudal) contendo GnRH-a e um inibidor da dopamina e/ou domperidona,
tem contribuido para a retomada do uso de produtos com esses andlogos, uma vez que
elas possibilitam a administracdo da dose exata sem a necessidade de se pesar a solucédo
(Crepaldi et al., 2006). A combinacdo de GnRHa e domperidona (DOM) é um método
eficaz e confiavel para a inducdo da ovulacdo e pode ser muito Gtil nos programas de
reproducdo e repovoamento de peixes (Heyrati et al., 2007). O Ovaprim® (hormdnio
liberador de gonadrotrofina andloga de salmdo, antagonista da dopamina e
domperidona) é um potente indutor que existe hoje em dia no mercado e tem sido
utilizado em varias espécies de peixes (Nwokoye et al., 2007; Sahoo et al., 2007;
Adebayo & Popoola, 2008; Jamr6z M., 2008) mostrando bons resultados com pequenas
dosagens, acelerando a maturacdo final dos ovdcitos (Metwally & Fouad, 2008).

Resultados negativos de tentativas ndo publicadas sobre a inducdo reprodutiva
com hCG e GnRH na pescada-branca criada em tanque-rede podem indicar que esta
espécie ndo responde a tratamento hormonais.

Um dos aspectos reprodutivos mais interessantes sobre a familia Sciaenidae é a
producdo de sons, principalmente durante o periodo reprodutivo para congregar o
cardume (Mok et al., 2009; Luczkovich et al., 2008; Lagardére & Mariani, 2006). Os
sons sdo emitidos através de um par de musculos sonoros presentes em machos ou em
ambos 0s sexos de algumas espécies da familia, localizado na parede abdominal da
cavidade celémica e juntamente com bexiga gasosa é responsavel de produzir sons
auditaveis (Chao, 1978).
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Batalha (2009) destaca que P. squamosissimus apresenta dimorfismo sexual,
onde somente os machos produzem sons (roncos) audiveis. Os roncos do macho provém
ao utilizar sua desenvolvida bexiga natatoria como cAmera de ressonancia das vibracoes
do masculo sonoro extrinseco. Este musculo néo foi encontrado nas fémeas, mas sim foi
observado que estas produzem sons possivelmente através dos dentes faringianos. O
musculo nos machos esta presente o tempo todo, e provavelmente seu desenvolvimento
é maior durante a época de reproducdo onde poderias englobar toda a bexiga natatoria e
visceras.

Estudos em campo utilizando o método “acustico passivo” permitiram monitorar
a atividade da desova de uma agregacao residente de Cynoscion nebulosus (Sciaenidae)
por longo periodo de tempo (Walters et al., 2005). E foi possivel mapear areas de
desova de Cynoscion regalis, Bairdiella chrysoura, C. nebulous e Sciaenops ocellatus
(Luczkovich et al., 1998) e delimitar areas costeiras restritas de desova para Protonibea
diacanthus (Mok et al., 2009).

O método “acustico passivo” se baseia em ouvir 0s sons produzidos pelos peixes
sonoros para inferir sua distribuicdo e comportamentos, portanto é uma técnica limitada
as espécies sonoras (que propagam som) juntamente com o tempo e lugares que 0s
produzem (Mann et al., 2007), fornecendo beneficios importantes para a investigacdo
pesqueira como, primeiro, € um método ndo visual que permite inferir sobre a
distribuicdo e atividades dos peixes. Em segundo lugar, é uma ferramenta observacional
ndo invasiva e ndo destrutiva. Terceiro, fornece a capacidade de monitoramento remoto
permanente ou de longa duracdo. O acompanhamento ao longo prazo fornece
importantes informacGes sobre padrdes diarios e sazonais dos peixes (Rountree et al.,
2006). Padrdes temporais de comportamento tais como a desova, podem ser inferidos
pela simples gravacdo e analises dos sons utilizando técnicas de processamento de
sinais (Luczkovich et al., 2008).

O presente trabalho busca estudar importantes aspectos reprodutivos da pescada-
branca criada em tanque-rede, sendo pioneiro na reproducdo induzida e na utilizagdo
dos sons produzidos pelos machos desta espécie para a selegdo de exemplares maduros

aptos para a reproducao.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral
e Avaliar a maturacdo gonadal de fémeas e machos utilizando dois tipos de

indutores artificiais como também os sons produzidos pelos machos.

Objetivos secundarios

e Auvaliar os métodos de manejo e selecdo de exemplares maduros de P.
squamosissimus aptos para o processo de inducdo reprodutiva.

e Avaliar o efeito do Horménio Liberado de Gonadotrofina - GnRH (Ovaprim®)
como indutor para a maturacdo gonadal de machos e fémeas de P.
sguamosissimus.

e Auvaliar o efeito da Gonadotrofina Coridnica humana (hCG) como indutor para a
maturacdo gonadal de machos e fémeas de P. squamosissimus.

e Inferir sobre os estados de maturacdo sexual da pescada-branca a partir de sons

produzidos pelos machos no ambiente natural e no tanque-rede.

3. MATERIAL & METODOS

3.1 Local do estudo

O estudo foi realizado no Laboratério Flutuante do Projeto Pescada-branca,
localizado na Comunidade Nossa Senhora de Aparecida no Lago do Cataldo, a 5 km do
porto fluvial da Ceasa de Manaus, proximo a uma area de confluéncia dos rios Negro e
Solimdes (03° 09'33"" S ¢ 59° 54° 34,7” W) (Fig. 1).

O Lago Cataldo é uma &rea importante para o desenvolvimento de larvas de
peixes, inclusive da pescada-branca. Este lago também serve como &rea de disperséo e
alimentacdo dos peixes nesta fase do desenvolvimento. Além disso, muitas espécies
residentes se reproduzem no proprio lago durante a enchente dos rios (Leite et al. 2006).

Como a maioria dos lagos de varzea amazonica, o Lago Cataldo aumenta ou
diminui de tamanho de acordo com o nivel dos rios adjacentes. O Lago Cataldo
normalmente conecta-se ao rio Solimdes através de um curto carnal, apds 0s primeiros
meses de subida das aguas. Por outro lado, raramente fica totalmente desconectado do
rio Negro. Nas secas mais intensas, este lago se resume a uma pequena area denominada

“po¢do” e, mesmo assim, continua vertendo agua para o rio Negro.
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3.2 Avaliacdo da reproducéo induzida de P. squamosissimus

3.2.1 Manejo e selecdo de matrizes

O estudo foi realizado com exemplares de pescada-branca (Plagioscion
squamosissimus) em cativeiro ha 36 (primeiro lote), provindas de estoques naturais, e
eram alimentados com pedacos de peixes duas vezes ao dia (10% da biomassa total). Os
exemplares estavam em tanques-rede de 12m* com comprimento padrdo médio de 30.1
+3.1 cm e peso total médio de 544.3 +159.5¢.

Para 0 manejo e selecdo de individuos sexualmente maduros cada tanque-rede
foi amostrado mensalmente a partir de outubro de 2009 (inicio do periodo reprodutivo
segundo Batalha, 2009). Os peixes eram individualmente retirados de um tanque rede
(12m®) com pucés e logo colocados em cacapas para as observacoes.

A selecdo realizou-se seguindo critérios externos e internos de maturacéo.
Inicialmente foram selecionados fémeas e machos que apresentem sinais externos de
maturacdo sexual, como, uma coloracdo avermelhada na nadadeira pélvica e anal, e um
dilatamento do abdémen e/ou do orificio urogenital, no caso dos machos a producédo de
sons também foi considerada (Batalha, 2009).

Individuos pré-selecionados foram estocados em caixas de polietileno de 500 L
contendo agua do proprio rio. Exemplares sem essas caracteristicas foram colocados
novamente no tanque-rede.

Para verificar a ocorréncia de fémeas maduras baseado em caracteres internos,
estas primeiramente selecionadas eram retiradas dos tanques e logo submetidas a uma
biopsia para a obtencdo de uma amostra dos ovocitos através do método de canulacao
intraovarica, via papila genital (Bieniartz & Epler, 1976).

Na canulacdo os ovocitos foram coletados por succdo, introduzindo
(aproximadamente 5 cm) um cateter de polietileno de 1,0 mm de didametro pelo oviduto
(Fig. 2), onde fémeas com ocorréncia de ovocitos com tamanho >0.5 mm foram
selecionadas para a inducdo reprodutiva. As amostras de ovocitos obtidos pelo método
de canulacdo foram colocadas em placas de petri e observadas na lupa, e o didmetro dos
ovocitos foi medido com ocular micrométrica e foram analisados pela freqiiéncia de
distribuicdo por tamanho (Vazzoler, 1996). As fases de desenvolvimento dos ovocitos
foram observadas em microscopio e caracterizadas segundo a classificagdo utilizada por
Felix (2009) modificada, Fase | — Pré-vitelogénica (< 53 + 11 pm); Fase II -
Vitelogénica e lipidica inicial (136 +£28 um); Fase III - Vitelogénica e lipidica
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intermediaria (197 = 11 um); Fase IV: Vitelogénica e lipidica avancada (322 £+ 50 pum);
Fase V - Migrac&o do nucleo; Fase VI - Pré-ovulagdo.

A selecdo de machos foi realizada através de amostras de sémen (in vivo)
coletada por massagem abdominal, no sentido antero-posterior, utilizando uma escala
subjetiva, onde 0 = Sem liberacdo de esperma, 1 = somente uma gota de esperma
liberada apds vérias massagens abdominais, 2 = esperma facilmente liberado na
primeira massagem e 3 = abundante quantidade de esperma apds uma leve pressao
abdominal (Rainis et al., 2003), foram considerados machos nos niveis 1, 2 e 3.

Durante o procedimento de selecdo, os exemplares foram medidos
(cumprimento total — CT; comprimento padrdo - CP) e pesados para determinar a
dosagem dos indutores reprodutivos a serem utilizados.

3.2.2 Hormo6nios indutores e estocagem apods-inducao

Foi utilizado o horménio liberador de gonadotrofina andloga de salmao
(antagonista da dopamina e domperidona) (Ovaprim® com dosagens independentes de
0,8 e 1,4 ml/Kg peso vivo em fémeas, e em machos 0,1; 0,4 e 0,8 ml/Kg peso vivo em
machos.

A Gonadotrofina Coriénica humana (hCG) foi utilizada separadamente em
concentracdes de 200, 300 e 400 IU de hCG / Kg de peso vivo em fémeas, e 300 de
hCG Kg/peso vivo em um Unico macho. O hCG liofilizado foi diluido em soro
fisiolégico (1,0ml). Para ambos os indutores foi utilizado uma seringa de 1 ml e agulha
tipo 20G1 aplicada intraperitonealmente na regido abaixo da nadadeira peitoral de cada
exemplar em dosagem Unica (uma Unica fémea recebeu injecdo muscular).

Apobs a injecdo cada peixe foi novamente colocado individualmente em um
tanque de polietileno de 500 litros. Nos testes com ovaprim os tanques eram de fluxo
aberto, havendo renovacdo constate da agua bombeada diretamente do rio. Com hCG
ndo havia renovacdo da agua nos tanques (500l), mas sim uma areacdo constante com
pedra difusora.

Ap0s inducdo, em ambos os experimentos os peixes foram observados a cada
trés horas (durante o periodo total de doze horas), e parametros fisico-quimicos da dgua
(T° e OD) foram monitorados. Completado de tempo de doze horas os individuos foram
sacrificados, e posteriormente realizou-se a retirada e pesagem das gbnadas para

analises macroscapica e histoldgicas.
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3.2.3 Indice gonadossomatico (1GS)

Os valores de IGS foram obtidos de todos os individuos induzidas como também
de seis exemplares fémeas e trés machos que ndo foram induzidos. O IGS foi calculado
segundo Vazzoler (1996), utilizando a seguinte equacdo: (peso total da gonada / peso
total) * 100. Utilizando o valor médio para as analises. O IGS foi utilizado para inferir

sobre o efeito dos indutores no processo de maturacdo final das gbnadas.

3.2.4 Analises histoldgica das gbnadas

Para a histologia, fragmentos da parte média de gbnadas induzidas de fémeas e
machos foram colocados em cassetes plasticos e desidratados em alcool 70, 80, 90 e
100% (alcool etilico) por uma hora em cada, logo ficaram por uma hora em solugédo de
xilol e alcool e mais uma hora em xileno para o clareamento das amostras. Apos esse
tempo, foi feita a impregnagdo em parafina (dois banhos a 60°C cada um por uma hora)
na estufa. Foram realizados cortes com espessura de 5 um. Para a retirada do excesso
de parafina as laminas foram colocadas na estufa por 30 minutos e logo passaram por
dois banhos de xilol (5 minutos em cada um), dois de &lcool absoluto, um de &lcool
96% e 70% (1 minuto em cada), em seguida as laminas passaram por um banho de agua
por 5 minuto e corados com Hematoxilina por 15 minutos e Eosina (2 banhos rapidos).

3.3 Avaliacdo dos sons emitidos pelos machos de P. squamosissimus
3.3.1 Sons e maturacao sexual de machos de pescada-branca
Para avaliar a maturacdo sexual dos machos em cativeiro foram feitas gravacoes

dos sons no ambiente natural, no tanque-rede, como também durante 0 manejo para a

selecdo de exemplares maduros de pescada-branca (som de perturbacéo).
3.3.2 Metodo de gravacgao
Utilizou-se 0 meétodo acustico passivo e as gravacdes foram feitas com um

hidrofone H2a (com rango de frequéncia de 20 Hz — 100 kHz) conectado a um gravador
digital Olympus WS-400S (50 Hz — 190 kHz) (Fig. 3). Cada ponto de gravagdo foi
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marcado utilizando um GPS e também foi feita a medicdo da profundidade com

ecosonda.

3.3.3 Periodo e locais de gravacao

As gravagdes no ambiente natural e no tanque-rede foram feitas no periodo de
aguas baixas (novembro, dezembro e janeiro), perido reprodutivo da pescada-branca
(Batalha, 2009), e durante o periodo de aguas altas (junho, julho e agosto). No
ambiente natural foram gravados sons nos pontos (1) Canal Xiboreno, (3) Ilha do
Cataldo, (4) e (5) Lago do Cataldo. Os sons do tanque rede foram obtidos do
Laboratorio Projeto Pescda (ponto 2) (Fig. 1).

Para captar sons dos tanques-rede o hidrofone sempre foi submerso a uma
profundidade de 1 metro durante 15 a 60 minutos. Em cada um estavam estocadas
pescadas adultas (com comprimento padrdo médio de 30.1 +3.1cm), pertencentes ao
Laboratdrio Flutuante do Projeto Pescada localizado na desembocadura do lago do
Cataldo (Mapa ponto 2).

Os sons foram gravados em cada ponto durante o entardecer (17:00 h). O tempo
de gravacdo dependia da quantidade e qualidade de sons captados (entre 30 e 120
minutos). No momento das gravacGes no ambiente natural o motor do bote sempre foi
desligado e o hidrofone era submerso a uma profundidade de 1 a 5 metros.

Durante biometrias e selecdo de machos para a indugdo reprodutiva foram
obtidos sons de individuos manejados fora da agua, sons de Perturbacdo (SP), onde os
machos eram segurados com a mao. O gravador era colocado na regido anterior do

abdémen, préximo da cabeca, e o tempo de gravacgdo foi entre 1 e 2 minutos.

3.3.4 Analises dos sons

Os dados acusticos foram editados e analisados nos programas Easy Audio
Cutter e Raven pro 1.4 respectivamente. As analises dos sons captados incluiram: (A)
numero de pulsos/chamado; (C) duragdo dos chamados (s); (D) maxima frequéncia dos
chamados. A determinacdo do pulso completo foi baseada no ocilograma e sonograma,
a duracdo do chamado foi medida a partir do maior pico do primeiro pulso ate 0 maior

pico do ultimo pulso, a medicdo da frequéncia foi baseada no sonograma (Fig. 4).
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3.4  Monitoramento das variaveis fisicas e quimicas da gua nos tanques-rede

As medicOes das variaveis fisicas e quimicas tiveram como finalidade monitorar
as condicOes da agua. Semanalmente foram tomadas medidas dos seguintes parametros:
potencial de hidrogénio ibnico (pH) e condutividade (us/cm), como também
temperatura (°C) e o oxigénio dissolvido (mg/l), e coloracdo da agua (rio negro agua
preta, rio Solimbes agua branca). Dados coletados in loco.

Os valores da cota do nivel de &gua rio Negro em Manaus, foram obtidos através

dos dados oficiais coletados pelo Servigo Geoldgico do Brasil (CPRM) em 2009 e 2010.

35 Analises estatistica

Para analises dos parametros de didmetro dos ovocitos, valores de IGS e dos
sons produzidos pelos machos nos ambientes estudados, foi utilizado ANOVA critério
unico, com o teste de Bonferrone. Para todos os parametros analisados no software
BioEstat 5.0.

4. RESULTADOS

41  Reprodugéo Induzida

4.1.1 Manejo e selecdo de exemplares maduros

Nas amostragens realizadas durante os meses de novembro a janeiro ndo foram
encontrados individuos com sinais externos de maturacdo, estes apresentavam
nadadeiras brancas e sem dilatacdo do abdome e poro urogenital. As pescadas com
sinais de maturacao foram identificadas durante a enchente de 2010 (fevereiro e margo).

Houve dificuldade na escolha dos individuos devido a que a maioria apenas
apresentava nadadeiras avermelhas. Em algumas fémeas pré-selecionadas ndo foi
possivel extrair amostra dos ovocitos, possivelmente por ndo estarem maduras
sexualmente.

De todas as formas, o método de canulagéo foi bastante efetivo e permitiu
extrair, analisar e medir 953 ovdcitos com tamanhos que variam de 0,15 a 0,60 mm de
didmetro. Antes da inducdo, foram encontrados ovdcitos pré-vitelogénicos (fase 1),

vitelogéneses inicial (fase Il), vitelogéneses intermédia (fase IlI), vitelogéneses
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avancada (fase V1), com migracao do nucleo (fase V) (Fig. 5). Os peixes com ovocitos
no estadio V séo considerados peixes maduros e aptos a serem induzidos (Fig. 5 e 6).

Os ovacitos apresentaram media de 0,40 £0.12 mm de didmetro, com dois picos,
sendo a maior moda de ovécitos com tamanhos entre 0,45 e 0.55 mm (Fig. 7), indicando
que a fémea estava em processo de maturacdo avancado e apta para ser induzida. Este
padrdo caracteriza a pescada-branca com um desovador total sincronico em dois grupos.
Possivelmente a pescada-branca pode desovar mais de uma vez durante o seu periodo
reprodutivo, neste caso 0 menor grupo seria utilizado na segunda desova.

Os machos que foram previamente selecionados em base caracteres externos,
liberaram apenas uma gota de esperma apos varias massagens abdominais (nivel 1), ndo
foram encontrados machos nos niveis 2 e 3 de maturacao.

Apesar das dificuldades durante a escolha de exemplares maduros para os testes,
foi possivel selecionar um total treze exemplares (n=13), dos quais nove (trés fémeas e
seis machos) foram utilizados nos testes com Ovaprim, e quatro para os teste com hCG
(trés fémeas e apenas um macho).

A pescada-branca mostrou ser um peixe muito delicado nos procedimentos de
manejo e processo de inducdo, onde sofreu danos fisicos o que estimulo possivelmente
respostas fisioldgicas negativas.

Durantes as primeiras horas ap6s a inducdo de ambos os testes, em machos e
fémeas foi observado uma maior coloracdo nas nadadeiras pélvica e anal, junto com um
maior dilatamento do poro urogenital, como também uma aparente perda da mucosa na
regido do abdébmen e enrijecimento do mesmo. N&o ocorrendo desova apds leve
massagem abdominal. Os individuos apresentaram hematomas (marcas bastante
avermelhadas) na lateral do abdémen (Fig. 8), e com o passar do tempo comecaram a
perder o equilibrio, nadando em forma diagonal com a cabeca fora da agua e com
pequenos pulos. Isto indica que 0 manejo realizado tanto nos machos como nas fémeas

precisa ser reavaliado.

4.1.2 Analises do indice gonadossomatico (IGS)

Houve diferenca significativa (p<0.05) no valor de IGS, sendo maior nas fémeas
induzidas com Ovaprim® (5.1 +1.5) quando comparadas com fémeas induzidas com
hCG (2.2 +0.4), a concentragdo de 1.4 ml de ovaprim/kg de peixe teve um IGS de 6.0,
quase o dobro da fémea injetada com 0.8 ml (Tab. 1), indicando que o processo de
maturacgdo final da gbnadas poderia estar ocorrer mais rapido em fémeas induzidas com
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de ovaprim. Aparentemente nas fémeas ndo existe diferenca nos valore de IGS nas
diferentes concentragfes utilizando hCG. Em fémeas selecionadas e que ndo foram
induzidas apresentaram um IGS médio similar (p>0.05) ao obtido com hCG (Tab. 1),
indicando que durante as 12 horas de inducéo nao foi possivel ver o efeito deste indutor.

A igual que nas fémeas, os machos induzidos com ovaprim apresentaram IGS
maior (0.6 £0.1) que em hCG (IGS 0.3) valor similar aos machos controle. Nos machos
ndo hé diferencas aparentes entre as diferentes dosagens utilizando o Ovaprim® (Tab.
2).

4.1.3 Analises histoldgica das gbnadas

As fémeas injetadas com 1.4 ml de ovaprim/kg apresentaram um grande numero
de ovocitos com goticulas de éleo fusionadas ou em processo de coalescéncia, iSsO
ocorreu juntamente com a fusdo de globulo de vitelo (fase VI), onde o ndcleo néo €
mais visivel, pois tem a sua membrana rompida ao chegar a periferia da célula, fazendo
com que o seu material nuclear passe para o citoplasma, indicando que 0s ovécitos
estavam em um processo de hidratacdo e maturacdo final. Em menor numero
observaram-se também ovdcitos em maturacdo avancada (fase 1V) e ovdcitos com
migracdo do nucleo (fase V). Os ovocitos da fase IV apresentaram o citoplasma com
grande quantidade de glébulos de vitelo e de goticulas de éleo espalhados por toda a
célula, momento quando comeca a fundir-se (Fig. 9 A e a). Os ovdcitos da fémea
induzida com 0.8 ml de ovaprim/kg apresentaram o nucleo aparece na posicdo central e
ha grande quantidade de globulos de vitelo e goticulas de 6leo espelhadas dentro dos
ovécitos (Fase 1V), algumas comecando a fusdo, como também de atresia folicular
ocorrendo com maior frequéncia em ovocitos em fases avancadas de maturacdo, em
alguns (Fig. 9 B e b).

Nas gonadas de fémeas induzidas com Gonadotrofina Cori6énica humana (hCG)
o0s ovocitos da fémea injetada com 300 Ul de hCG por quilo de peso vivo apresentou
grande quantidade de globulos de vitelo e goticulas de oleo (Fig. 10 E) quando
comparada com as fémeas induzidas com 200 e 400 Ul/kg. Nestes ovocitos o ndcleo
foi encontrado na posicéo central (fase 1V), migrando para a periferia da célula (fase V)
e em alguns ndo foi visivel. Tanto os globulos de vitelo como as goticulas de 6leo ndo
aparentaram processo de fusdo, como foi encontrado nos ovoécitos das gonadas dos
peixes induzidos com Ovaprim®. Neste caso também foi encontrado um grande numero
de ovdcitos nas diferentes fases de atresia (Fig. 10).
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Os machos induzidos com Ovaprim® foram os que apresentaram maior
quantidade de espermatozoides (EZ) no Iimen (L), o limen apresentou forma alongada
convergido para o centro do testiculo, indicando que este estava em uma fase intermédia
de maturacdo, com presenca do ducto espermatico principal (DEP), na figura 11
observa-se que 0s espermatozdides, frequentes, comecam a preencher o lume dilatado
dos tabulos seminiferos e da por¢do intratesticular do ducto espermatico. O macho
injetado com 300 Ul de hCG/kg apresentou limen alongado e em processo de

maturacdo, aparéncia similar aos macho injetados com Ovaprim®.

4.2 Sons dos machos

4.2.1 Sons e maturacgdo sexual

A pescada-branca apresenta dimorfismo sexual, onde apenas 0s machos
possuem musculo sonoro e som audiveis diferenciado da fémea. Este musculo esta
sempre presente em individuos adultos, e foi observado que existe uma hipertrofia do
masculo com respeito & maturacdo das gonadas. Nas fases iniciais de maturacdo o
musculo aparece como uma fina camada, de cor rosada e quase translucida na lateral da
bexiga gasosa ndo a cobrindo completamente. A medida que a gbnada avanca no
processo de maturacdo este musculo vai se tornando mais espesso cobrindo a bexiga
natatoria e visceras. Quando as gbnadas alcancam um estado avancado de maturagdo o
musculo apresenta bastante irrigacdo devido a sua cor avermelhada intensa (Fig. 12)
podendo produzir chamados mais longos.

Os machos em geral comecam a emitir o som no final da tarde. Durante as
andlises das gravacdes, foi possivel analisar que os roncos continham um trem de
pulsos, de numero varidvel dependendo do ambiente e da época do ano. Machos
maduros sdo capazes de produzir sons mais longos que machos em processo de
maturagdo. Durante as gravacdes analises ndo foi possivel detectar os sons tipo “clicks”

produzidos pelas fémeas.

4.2.2 Sons no ambiente natural

No habitat natural os “chamados” ocorreram como balburdias durante todo o
periodo do estudo. Durante o periodo de aguas baixas (seca) os som foram gravados
proximos da margem esquerda (Mapa ponto 3) da ilha do Cataldo e no canal do
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Xiboreno (Mapa ponto 1), ndo ocorreram sons nos pontos (4) e (5) do Lago do Cataldo
durante 0 mesmo periodo.

Os sons foram obtidos a profundidades entre 8 e 12 metros, sendo possivel
detectar “chamados” de varios individuos em toda a area, mostrando uma possivel
agregacao do cardume de pescadas-brancas.

Nesse periodo ocorrem individuos capazes de produzir “chamados” com
variacfes de duragdes e pulso, de qualquer forma foi o periodo onde ocorreram 0s
chamados de maior duragdo e consequentemente com maior nimero de pulsos,
indicando provavelmente a presenca de pescadas maduras sexualmente, como também
algumas ainda em processo de maturagéao (Fig. 13).

Os “chamados” tiveram rango de duragdo entre 0.162 e 0.660 segundos (s),
contendo de 9 a 35 pulsos por “chamado”, onde foi possivel correlacionar estes dois
parametros (Fig. 16). Também foram detectados pulsos individuais e pareados, sempre
prévios ou depois aos “chamados” de longa duracdo, podendo iniciar 0s eventos de
chamados em um individuo. Os chamados durante a seca em média tiveram uma
frequéncia maxima de 1886.0 kHz (Tabela 3).

Durante periodo de aguas altas (cheia) os “chamados” ocorreram apenas nO
ponto 4, dentro do lago do Catal&o. Os sons encontrados unicamente em um pogo de 20
metros de profundidade (Mapa ponto 4), onde foi possivel obter “chamados” de varios
individuos, formando também um possivel cardume. Os “chamados” tiveram menor
duracdo quando comparados com o periodo seco (entre 0.117 e 0.182 (s) e entre 7 e 10
pulsos por “chamado”, observa-se que praticamente todos os “chamados” nesse periodo
estdo dentro desse intervalo (Fig. 14). em este periodo houve diferencas nas
frenquéncias maximas, onde durante a cheia tiveram média de 1383.4 Hz, sendo mais
baixas quando comparada com o periodo seco (Tabela 3).

Estes valores podem indicar que os individuos estdo em processo inicial de
maturacdo. A ocorréncia dos “chamados” em uma area especifica do lago e mais
profunda, pode caracterizar um comportamento de agregacdo do cardume em uma &rea
talvez mais segura e como estratégia de defesa contra predadores. Durante as gravacoes
foram vistos alguns individuos de Inia geoffrensis (boto vermerlho ou cor-de-rosa) em

areas mais rasas do lago.
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4.2.3 Sons no tanque-rede (TR)

Dentro do tanque-rede ndo foram captados sons durante o periodo da cheia,
sendo obtidos “chamados” apenas no periodo da seca (Fig. 15), com duracdo de 0.078 a
0.602 (s) e de 6 a 24 pulsos por “chamado”. Nao houve diferenca significativa entre os
valores de maxima frequéncia entre os chamados do tanque-rede comparados com o da
seca (Tabela 3), houve diferencas na duracdo e no numero de pulsos. Os valores
encontrados podem significar que dentro do tanque rede os individuos estdo em um
processo intermédio de maturacdo gonadal, sendo ate possivel que exista alguma
disfungdo no desenvolvimento gonadal dos machos de pescada em mantidos em
cativeiro.

N&o houve diferenca significativa entre a frequéncia méaxima emitida na seca
com a do tanque-rede na seca quando comparados com o tanque-rede (p>0.05),

indicando possivelmente um mesmo estadio de maturacéo gonadal.

4.2.4 Sons de perturbacéo

No més de junho foram capturados exemplares vivos de pescada-branca
préximos a area de estudo para compor o plantel de reprodutores do projeto pescada, as
capturas foram préximas dos pontos (1), (2) e (3) (Fig. 1) utilizando linha com anzol e
camarao como isca. Analises de sons de 49 machos (CP médio de 18.8 +3.3) manejados
durante a biometria indicaram que em individuos entre 13.0 e 19.0 cm de comprimento
padrdo (CP) ndo é possivel ouvir algum tipo de som, mas sim foi sentida uma leve
vibracdo do masculo sonoro. A partir de 19.0 cm de CP os sons produzidos pelas
contracdes do musculo sonoro comecaram a ser audiveis, indicando possivelmente
adultos iniciando o processo de maturacdo gonadal.

No manejo para a selecdo de machos maduros para a indugdo reprodutiva foram
obtidos “chamados” com durac¢des que variam de 0.100 a 0.483 (s), e 5 a 22 pulsos por
“chamado” (Fig.16 D). Como foram encontrados menores valores de nimero de pulso
por “chamado” e “chamados” de menor duragdo nos machos que foram selecionados
para a inducdo reprodutiva, poderia indicar que 0os machos ainda ndo estejam

suficientemente maduros para o processo (Fig. 16).
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4.3  Parametros da agua

O Lago Cataldo sofre influéncia direta do encontro dos rios Negro e Solimdes.
As caracteristicas fisicas e quimicas da agua nos tanques-rede no periodo entre junho de
2009 a maio de 2010 apresentaram os seguintes valores médios de pH (5,6 + 0,7),
condutividade (51,3 + 36,4 us/cm), temperatura (31,3°C £ 1.3), oxigénio dissolvido na
superficie (5,0 mg/l £ 1,1) (Tab. 4).

Esta regido apresenta uma grande variacdo nas suas caracteristicas limnolégicas,
na saida do lago, refletindo as mudancas do tipo de a&gua predominante no local ao
longo do ano, que depende de uma maior o menor influencia sazonal dos rios Solimdes
e Negro. Sendo que de agosto a fevereiro predominou a gua preta, e entre 0s meses de
marco a julho com predominio da agua branca, isto ocorre devido ao processo de
barramento natural, provocado pelo aumento do fluxo de dgua do rio Solimdes sobre o
rio Negro.

As oscilagdes do nivel da dgua do rio Negro no periodo de junho (2009) a maio
(2010), foram de 29,6 metros a méxima e 13.6 a minima, sendo ambas marcas recordes
historicos para a regido, tendo uma variacdo de 16,0 metros da cheia para a seca.

Estas variacdes de subida e descida do nivel do rio tém influéncia direta na
mudanca da dindmica dos parametros fisicos e quimicos da agua e no ciclo reprodutivo
dos peixes, visto que, no periodo da seca, os tanques-rede sofreram influéncia da agua
do rio Negro e na cheia do rio Solimdes, o que poderia ter influenciado os resultados
deste trabalho.

Nos meses onde foram encontrados exemplares maduros (fevereiro e margo de
2010) ocorreu a transicdo de agua preta (rio Negro) para branca (rio Solimdes), e onde
houve maior mudanca de pH e condutividade, sendo 4,3 a 6,1 (pH) e 27,0 e 43,0
(us/cm) respectivamente, esta transicéo talvez seja o gatilho para indicar o processo de
reproducéo.

No inicio do més de maio (2010) houve mortalidade total do plantel de
reprodutores do Projeto Pescada, isto pode ter ocorrido devido a uma queda nos niveis
de oxigénio dissolvido (OD) na agua, consequéncia da decomposicdo da matéria

orgénica quando a &gua alcanca as planicies imudaveis.

28



5. DISCUSSAO

Durante o processo de indugdo notou-se a dificuldade de manejar as pescadas
logo que colocadas dentro das caixas de polietileno de 500 I, devido a turbidez da &gua
ndo houve visualizagdo dos peixes a simples viste 0 que exigiu muito tempo para a sua
retirada, causando maior dano e estresse. Hematomas indicam a fragilidade que a
pescada-branca apresenta para este processo, devendo-se reavaliar o método de selecao

de machos maduros e extrusao

A pescada-branca apresentou dois grupos de ovocitos, e foi caracterizado como
desovador total em grupos, no Rio Para (PA) esta espécie apresenta desova parcelada
(Negréo, 2006). No reservatorio de Pedra, Rio de Contas (BA) foi caracterizado como
sendo sincrénica em mais de dois grupos (Felix et al., 2009). Na represa de Barra
Bonita, Rio Piracicaba (SP), a presenca de varias modas, relativas aos diferentes grupos
de ovécitos em desenvolvimento, também sugere um mecanismo de desenvolvimento
ovocitério sincronico em mais de dois grupos, produzindo uma desova parcelada
(Braga, 1997).

O valor do IGS de machos e fémeas maduros de P. squamosissimus obtidos
neste trabalho foi praticamente o dobro ao IGS relatado por Batalha (2009) e Riofrio
(2009) durante a época de reproducdo desta espécie, isto poderia indicar um efeito
positivo dos indutores utilizados para a maturacdo sexual da pescada-branca,
principalmente com Ovaprim®. No caso da pescada-branca o Ovaprim® pareceu ser um
indutor efetivo e rdpido na maturacéo final dos ovocitos, isto também foi observado
para varias espécies de peixes, onde uma Unica dosagem entre 0.2 e 1.5 ml/kg aplicada
intraperitonealmente foi eficaz na maturacdo dos ovocitos (Nwokoye et al. 2007,
Olubiyi et al., 2005; Cordero et al. 2003).

Né&o foram observados os efeitos do hCG na pescada-branca depois de 12 horas
da inducdo, possivelmente a maturacdo final dos ovdcitos leve mais tempo, segundo
Garcia-Alonso & Vizziano (2004) o ovario de Micropogonias furnieri em cativeiro
mostrou uma resposta positiva quando foram estimulados com hCG, onde doses de 100
e 300 1U kg™ foram efetivas ao induzir a maturagdo final dos ovécitos em 72 e 48 h
respectivamente.

Segundo Miranda et al. (1999) a atresia folicular é um fenbmeno comum nos
ovarios dos vertebrados em condi¢des naturais e experimentais e pode ser induzida por

fatores como estresse, confinamento e inadequados niveis hormonais. No caso da
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pescada-branca, isto, junto com o manejo poderia explicar a ocorréncia dos foliculos
atrésicos na pescada-branca ap6s o processo de inducdo reprodutiva. Rodrigues et al.
(2005) afirma que, embora a atresia possa ocorrer em praticamente todos os estadios de
desenvolvimento dos ovdcitos, no caso da pescada-branca este processo parece ser mais
comum nos ovocitos vitelogénicos, o processo de atresia pode ocorrer em ovocito de
fase IV e em ovacito de fase V. A ocorréncia de atresia em ovarios de peixes que ndo
desovam ap6s indugdo hormonal indica que o processo degenerativo pode ser um fator
no fracasso da método. A atresia folicular pode reduzir o potencial reprodutivo, uma vez
que é observada quando o indice gonadossomatico ainda é alto, e pela presenca de
odcitos atrésicos adjacente ao ovocitos normais na ovulacdo (Miranda et al. 1999), isto
tambem foi observado na pescada-branca.

A igual que em P. squamosissimus, 0 musculo sonoro de Leiostomus xanthurus
e Cynoscion regalis esta presente somente nos machos, onde em C. regalis também
ocorre junto com a maturacdo dos testiculos (Hill et al., 1987) e triplica em massa
durante o periodo reprodutivo (Connaughton et al., 2002), a hipertrofia muscular
tambem foi observada em Argyrosomus regius (Lagardére & Mariani, 2006), segundo
Connaughton et al. (1997) a hipertrofia muscular sazonal funciona como uma
caracteristica sexual secundaria.

Foi observado que o som emitido por machos de pescada-branca € similar aos
encontrados em outras espécies da familia Sciaenidae, onde o som € constituido por
trens de pulsos de numero variavel. Em Kathala axillaris o som consistiu uma
combinacdo de varios pulsos sonoros, sendo a maioria constituidos por grupos de trés
pulsos e a sua proporgdo diminuiu em cativeiro (Veerappan et al., 2009), este autor
acredita que isto ocorra devido a menor actividade de natacdo, no caso da pescada-
branca a diminuicdo de pulsos pode estar relacionada também com a disfuncdo na
maturacdo gonadal do macho em cativeiro.

Segundo Bialetzki et al. (2004) a desova da pescada-branca acontece no periodo
da noite, onde sdo abundantes 0s ovos que estdo no inicio do desenvolvimento
embrionario, os ovos em estadio avangado de desenvolvimento sdo encontrados no final
da noite. Isso tem relagdo com o inicio da producdo de sons por parte dos machos de
pescada-branca, que comecam a serem emitidos no final da tarde, para agregar o
cardume e iniciar o processo de desova durante a época da seca quando estdo

sexualmente maduros.
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Os sons de maior duracdo emitidos pelos machos da pescada-branca durante o
periodo da seca poderia indicar que 0os machos estdo em periodo reprodutivo e que areas
pouco profundas e calmas da margem direita do rio Negro, proximo do encontro das
aguas (rios Negro e Solimdes) seria o sitio de desova desta espécie, segundo Bialetzki et
al. (2004) os adultos da pescada-branca desovam principalmente em ambientes Iénticos,
a igual que em nossa espécie de agua doce, em uma especie marinha (Protonibea
diacanthus) foram localizadas e delimitadas areas costeiras restritas de desova para no
sudoeste da ilha, principalmente em profundidades menores a 15 m (Mok et al., 2009),
em esta espécie, o rango de duracdo dos chamados, 0 numero de pulsos por chamado e a
maxima frequéncia tiveram valores similares aos encontrados na pescada-branca.

A pescada-branca apresenta padrBes migratorios sazonais e espaciais
relacionados com a reproducdo, momento em que sai do lago na vazante e seca para se
reproduzir em areas razas préximo as margens do rio, ficando nessa area ate o final do
periodo reprodutivo. Durante a enchente e cheia essas migracBes ocorreriam
diariamente, saindo do lago no inicio do dia em busca de alimento e retornado no final
da tarde, para a regido de abrigo na area mais profundo do lago.

A captura de exemplares na margem direita do Rio Negro em junho estaria
indicando que os peixes podem sair do lago ao amanhecer e usar a area da margem
direita do rio Negro para a alimentacdo durante o dia, e a medida que entardece véo
migrando de volta para a rea mais profunda do lago do Cataldo (Mapa ponto 5). O ndo
aparecimento de peixes de maior tamanho durante a coleta dos exemplares pode indicar
que estes podem ser capazes de realizar migracgdes para lugares mais distantes em busca
de alimento.

Estudo em campo utilizando o método “actistico passivo” permitiu monitorar a
atividade da desova de uma agregacdo residente de Cynoscion nebulosus (Sciaenidae)
por longo periodo de tempo na Bahia de Tampa, inferindo sobre o periodo reprodutivo
que esta espécie apresenta (Walters et al., 2005).

Na pescada-branca foi observado que individuos entre 13.0 e 19.0 cm de
comprimento padrdo (CP) ndo € possivel ouvir algum tipo de som, mas sim foi sentida
uma leve vibragdo do musculo sonoro indicando possivelmente adultos iniciando o
processo de maturacdo gonadal e a partir dos 19.0 cm de CP os sons produzidos pelas
contragdes do musculo sonoro comecaram a ser audiveis. Em A. japonicus a produgéo
de sons ocorreu em individuos a partir dos 18 cm de comprimento total, aumentando o

nivel e a duracdo do som com o crescimento corporal, e significativamente quando
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alcancam o estadio de maturidade, esta diferenca poderia ajudar a anunciar quando
estdo prontos para a desova ou 0 momento da liberacdo dos gametas (Ueng et al.,
1999).

A producdo de sons de alguns peixes também pode estar relacionada com a
predacdo, agindo como um impedimento para a aproximacdo do predador (Vester et al.,
2004). Possivelmente 0 mesmo acontece com a pescada-branca dentro do lago do
Cataldo com a presenga do boto-rosa (Inia geoffrensis), podendo o som ser usado
também com esta finalidade, j& que a pescada-branca € a principal fonte de alimento

(57%) desta espécie de cetdceo na Amazonia central (Best & Silva, 1993).

6. CONCLUSAO

A utilizacdo da canula intra-ovérica foi efetiva para selecionar fémeas aptas para
a de inducdo reprodutiva e para avaliar o processo de maturacdo dos ovocitos na
pescada-branca. O manejo para a inducdo reprodutiva deve ser novamente analisado,
devido aos danos apresentados pelos exemplares selecionados. A concentracdo de 1.4
ml de ovaprim/kg de peso vivo e 300 Ul de hCG/kg utilizada nos testes parece ser
efetiva na maturagdo dos ovocitos da pescada-branca.

O método acustico passivo pode ser usado para avaliar a época de reproducdo e
para aprimorar a metodologia de sele¢cdo de machos maduros para o procedimento de
reproducdo induzida, como também para identificar areas de desova de Plagioscion

squamosissimus.
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8. ANEXO - Tabela & Figuras

Tabela 1. Dosagem utilizadas em fémeas de pescada-branca, grupo controle, e valores

do Indice gonadossomatico (IGS), comprimento padrio (CP), Peso total (Pt) e Peso da

gbnada.
Indutor Peso
Sexo reprodutivo Dosagem n IGS CP (cm) Pt (9) gonada (g)
. ® 0.8 ml/kg 1 34 27.0 365.0 12.53
Ovaprim
1.4 ml/kg 2 |6.0+0.6 | 33.045.7 | 703.5+385.5 | 40.9+17.1
Fémeas 200 Ul/kg 1 1.8 33.0 520.0 9.23
hCG 300 Ul/kg 1 2.6 33.0 600.0 15.52
400 Ul/kg 1 2.1 37.0 820.0 17.14
Controle - 6 |28+1.0|275+7.7| 607.5+267.5 | 15550

Tabela 2. Dosagem utilizadas em machos de pescada-branca, grupo controle, e valores

do indice gonadossomatico (IGS), comprimento padrdo (CP), Peso total (Pt) e Peso da

gbnada.
Indutor Peso
Sexo reprodutivo Dosagem n IGS CP (cm) Pt (g) gonada (q)
0.1 ml/kg 3 | 06+0.1 | 31.7+2.1 | 556.7 £70.2 3.4+0.9
Ovaprim® 0.4 ml/kg 2 | 05+0.1 | 32.045.7 | 632.5+307.6 | 3.0+1.7
Machos 0.8 ml/kg 1 0.7 33.0 680.0 4.92
hCG 300 Ul/kg 1 0.3 32.0 490.0 1.53
Controle - 3 103+0.1 | 31.7+1.2 | 508.7+31.7 | 1.500.2
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Tabela 3. Valores médios dos parametros dos “chamados” emitidos por machos de P.
squamosissimus durante o manejo fora da agua (sons de perturbacdo — SP), no tanque-
rede (TR) e durante o periodo de aguas altas (cheia) e baixas (seca).

Som Pulsacéo Duracéo do Frequéncia
(pulsos/ chamado) chamado (s) maxima (Hz)
Aguas baixas 20,7497 0,404 +0.191 1886,0 +221,9
(seca)
Aguas altas 8.4 +0,8 0,152 +0.056 13834 +114.4
(cheia)
Ta”?}’g)rede 142 +7.4 0,258 +0.136 1800,6 +144.8
Sons de
perturbago 9.3 +4,0 0.211 +0.097 1209,6 +291.9
(SP)

Tabela 4. Monitoramento das variadveis fisico-quimicas da dgua durante o periodo de
junho (2009) a maio (2010), com os valores mensais do Potencial hidrogednico (pH),
condutividade elétrica da superficie, temperatura (°C), Oxigénio dissolvido (O.D), e

variacdo da cor da agua em preta e branca.

2009/2010 | T(°C) | OD (mg/l) pH (E:/rc‘i') Cor da &gua
Jun 20.8 3.7 6.6 113.2 Branca
Jul 30.7 5.1 6.3 99.4 Branca
Ago 30.9 5.5 5.8 95.8 Preta
Set 30.9 6.4 5.7 35.0 Preta
Out 32.5 6.7 5.3 19.8 Preta
Nov 33.3 6.1 5.0 14.8 Preta
Dez 31.9 4.9 5.3 17.3 Preta
Jan 32.2 4.8 4.8 21.3 Preta
Fev 31.1 4.7 43 27.0 Preta
Mar 33.4 5.1 6.1 43.0 Branca
Abr 29.8 4.6 5.6 45.3 Branca
Mai 29.4 2.8 6.1 84.0 Branca
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Rio Negro @

Figura 1. Ditribuicdo da area de estudo, indicando pontos de coleta de sons da pescada-
branca . (1) Canal Xiboreno, (2) Laboratorio flutuante do projeto pescada (experimento
de inducéo reprodutiva), (3) Ilha do Cataldo, (4 e 5). Lago do Cataldo. Fonte: Google
earth (perido da seca de 2009).

Figura 2. Método de canulacdo usado para avaliar o estado de maturacdo gonadal de

fémeas da pescada-branca (P. squamosissimus) criadas em tanque-rede.
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Figura 3. Equipamento utilizado para captar e gravar sons emitidos por machos de
pescada-branca. (A) gravador digital e (B) hidrofone.
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Figura 4. Variaveis utilizadas para caracterizar o som emitido por machos de P.
squamosissimus, analisados no programa Raven pro 1.4. (A) Oscilograma e (B)
sonograma ampliado onde area 1 e 2 indicam como o pulso e a frequéncia maxima
foram determinadas, area 3 indica a medicdo da duracdo do chamado e 4 medicéo da
frequéncia maxima (kHz). Parametros do sonograma foram: tamanho de DFT de 256 e

sobreposicdo de 96.9.
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Figura 5. Fotografia digital da amostra de ovdcitos coletada de uma fémea de P.
squamosissimus madura sexualmente. Sdo observados ovécitos em vérias fases de

desenvolvimento (1 a V).

%

y

Figura 6. Fotografia digital dos ovdcitos de P. squamosissimus em processo de
maturacdo final (Fase V, ovécitos com 0.5 mm de didmetro) com nucleo (N) em

posicdo centra (fase 1V) ou migrando (fase V) para a periferia do foliculo.
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Figura 7. Frequéncia relativa padrdo de classes de tamanho dos ovocitos encontrados

em gbnadas de fémeas maduras de P. squamosissimus criadas em tanque-rede.
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Figura 8. Exemplar P. squamosissimus apos 3hrs. de aplicada a injecdo apresentando
coloracdo avermelhada do abdémen e rigidez, possivelmente devido ao manejo de

selecao.

46



Figura 9. Fotografias de cortes histologicos de gbnadas induzidas com Ovaprim, fémeas
A - 1.4 ml/kg e B - 0.8 ml/kg. n — nucleo; fa — foliculo atrésico; gof — goticula de 6leo

fusionada; fgv — Fusdo das goticulas de vitelo; | a VI — Estadios de maturacdo dos

ovocitos.
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Figura 10. Fotografias das gonadas e de cortes histologicos de fémeas induzidas com
hCG, Fémea D - 200 Ul/kg, fémea E — 300 Ul/kg e F — 400 Ul/kg. Aumento 10x. n —

nacleo; fa — foliculo atrésico; | a V — Estadios de maturagdo dos ovocitos.
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Figura 11. Fotografias de cortes histoldgicos de gdnadas de machos induzidas com
Ovaprim, macho: (1) dosagem de 0.1 ml/kg, (2) 0.4 ml/kg e (3) 0.8 ml/kg. Onde, DEP —
Ducto Espermatico Principal; EZ — Espermatozoides; L — Lumen; CG - Células

germinativas.
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Figura 12. Sincronismo do desenvolvimento gonadal e do musculo sonoro em machos
de P. squamosissimus, quando o musculo sonoro esta totalmente desenvolvido envolve

por completo a gbnada e demais 6rgaos.
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Figura 13. (A) Oscilograma e (B) sonograma durante o periodo de aguas baixas (seca),
onde se observa que ocorre um par de pulsos antes do chamado. Parametros do

sonograma foram: tamanho de DFT de 256 e sobreposicdo de 96.9.
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Figura 14. (A) Oscilograma e (B) sonograma durante o periodo de aguas altas (cheia),
onde pode ser observado mais de um individuo. Parametros do sonograma foram:
tamanho de DFT de 256 e sobreposi¢édo de 96.9.

51



Amplitude (ku)

Time (s)

Frequéncia (kHz)

Tempo (s)
Figura 15. (A) Oscilograma e (B) sonograma dentro do tanque-rede, durante o periodo
de aguas baixas (seca). Parametros do sonograma foram: tamanho de DFT de 256 e

sobreposicao de 96.9.
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Figura 16. (A) Oscilograma e (B) sonograma dos sons gravados quando os individuos
eram segurados na mao (sons de perturbacéo), durante o periodo de aguas baixas (seca).

Parametros do sonograma foram: tamanho de DFT de 256 e sobreposicéo de 96.9.
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