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APRESENTACAO

A obra "Aquicultura e Pesca: Adversidades e Resultados 2" é composta por
35 capitulos elaborados a partir de publicagcdes da Atena Editora e aborda temas
pertinentes a aquicultura de forma cientifica, oferecendo ao leitor uma visdo ampla de
varios aspectos que transcorrem desde sistemas de criacdo, até novos produtos de
mercado.

No Brasil, ao longo dos anos a piscicultura vem ganhando espaco
progressivamente, mas a caracterizacdo da pesca, bem como o conhecimento de
ictiofaunas, o manejo alimentar em criatérios, os processos genéticos e fisiologicos,
nao obstante ao manejo do produto destinado ao consumo humano, tém em comum
a necessidade do aperfeicoamento de técnicas. Dessa forma, os esforgos cientificos
tém se voltado cada vez mais para a aquicultura. Sendo assim, apresentamos aqui
estudos alinhados a estes temas, com a proposta de fundamentar o conhecimento
académico e popular no setor aquicola.

Os novos artigos apresentados nesta obra, abordando as demandas da
aquicultura, foram possiveis gracas aos esforcos assiduos dos autores destes
prestigiosos trabalhos junto aos esforcos da Atena Editora, que reconhece a
importancia da divulgacéo cientifica e oferece uma plataforma consolidada e confiavel
para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados.

Esperamos que a leitura desta obra seja capaz de sanar suas duvidas a luz de
novos conhecimentos e propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva
novas solug¢des para os inumeros gargalos encontrados no setor aquicola.

Flavio Ferreira Silva
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Danio rerio (ZEBRAFISH)

RESUMO: O presente trabalho verificou

o efeito de estratégias reprodutivas no
desenvolvimento do paulistinha. Dos 40 peixes
adquiridos comercialmente, foram selecionados
12 exemplares com tamanho médio de 4,94
para fémeas e 4,6 cm para machos O periodo
experimental foi de 25 dias e foram formados
grupos na proporcéo de 3:1 (fémeas e macho),
distribuidos em trés aquéarios de 15 L com
densidade 0,3 peixe/litro alimentados com racé&o
comercial duas vezes ao dia. Os tratamentos
foram T1: Gaiola; T2: Gaiola e esferas de vidro;
TC: Musgo de Java (Taxiphyllum barbieri)
e brita ao fundo do aquario. Apdés a desova
os ovos foram retirados e lavados com agua
destilada e azul de metileno (0,00003%). Foi
realizada contagem, medicao e observag¢ao dos
ovos e das larvas com estereomicroscépio. Foi
realizada analise de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia com o
programa R. Houve maior quantidade de ovos
viaveisnoT1(207). Otempo de desenvolvimento
dos ovos até eclosao variou de 3 a 5 dias para
todos os tratamentos. O didmetro e o espaco
perivitelino foram maiores no TC, com 4,9 mm
e 1,80 mm, respectivamente, sendo o espacgo
perivitelino significativamente maior do que nos
outros tratamentos. O maior comprimento total
larval no presente estudo ocorreu no T2 (13,0
mm), porém nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos. O aquario apenas com a
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gaiola como estratégia reprodutiva favoreceu uma maior quantidade de ovos e maior
porcentagem de ovos viaveis, sendo recomendada para reproducdo do paulistinha.
PALAVRAS-CHAVE: paulistinha, estratégia reprodutiva, peixe ornamental,
canibalismo, gaiola.

THE EFFECT OF REPRODUCTIVE STRATEGIES ON THE EGG PRODUCTION
AND LARVAL LENGTH OF Danio rerio (ZEBRAFISH)

ABSTRACT: The present study verified the effect of reproductive strategies on the
development of zebrafish. Forty animals were obtained commercially from a pet store,
and 12 of them were selected, with mean length of 4.94 cm and 4.6 cm for females and
males, respectively. The experimental period lasted for 25 days, and small fish groups
were formed with a sex ratio of 3 females: 1 male. Groups of fish were kept in three 15L
aquariums, with a stocking density of 0.3 fish/liter and the animals were fed twice per
day with commercial feed. The treatments tested were T1: cage; T2: cage and marbles;
and TC: gravel and Java moss. After the fish spawned, eggs were collected and rinsed
with distilled water and methylene blue (0.00003%). Eggs and larvae were counted,
measured and observed using a stereomicroscope. An analysis of variance (ANOVA)
and a Tukey test (p<5%) were performed using the R program. There was a greater
quantity of viable eggs (207) in T1. The period for the egg development until hatching
varied from 3 to 5 days in all treatments. The egg diameter and perivitelline space were
greater in TC with 4.9 mm and 1.80 mm, respectively, with the perivitelline space being
significantly greater in TC compared to the other treatments. In the present study, the
greater total larval length was in T2 (13.0 mm). However, there were no significant
differences among treatments. The aquarium that had only the cage as a reproductive
strategy produced a larger quantity of eggs and a higher percentage of viable eggs,
being recommended as a favourable reproduction strategy for zebrafish.
KEYWORDS: zebrafish, reproductive strategy, ornamental fish, cannibalism, cage.

11 INTRODUCAO

O teledsteo Danio rerio, conhecido como zebrafish ou paulistinha, € um dos
modelos biolégicos mais estudados mundialmente, principalmente por apresentar
desenvolvimento rapido, reproducao exclusivamente externa, facil fertilizacao,
elevada fecundidade e grande transparéncia dos embrides (GRUNWALD; EISEN,
2002; HSU et al., 2007; NASIADKA; CLARK, 2012; WYATT et al., 2015; LIN; CHIANG;
TSAI, 2016). Desse modo diversas pesquisas tém sido realizadas visando protocolos
de manutencédo e reproducdo (GOOLISH; OKUTAKE, 1999; GRUNWALD; EISEN,
2002; BOYLE et al., 2010; PORTUGUES et al., 2014).

Para uma reproducdo mais eficiente do paulistinha se faz necessaria a
compreensao do comportamento natural da espécie, assim como de caracteristicas
abiéticas favoraveis (MATTHEWS et al., 2002; TSANG et al., 2017). Temperatura
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e qualidade da agua, quantidade e tipo de alimento disponivel, disponibilidade de
esconderijos, tamanho do tanque de reproducéo e fotoperiodo séo alguns fatores
que influenciam na reproducao e eclosédo dos ovos (SPENCE et al., 2007; GEFFROY;
SIMON, 2013; TSANG et al., 2017).

Em laboratério algumas estratégias reprodutivas sao utilizadas, como, adicao
de pequenas esferas de vidro maci¢co no fundo dos aquarios ou tanques, visando
impedir o canibalismo pelos reprodutores, sendo essa uma técnica simples que
facilita a coleta dos ovos, porém néo viavel em larga escala (WESTERFIELD, 1995;
LAWRENCE, 2007). Além disso, ha uma diversidade de produtos disponiveis no
mercado (LAWRENCE, 2007) que podem ser utilizados para melhoria na reproducéo,
como por exemplo, verificar o efeito da variacao de tamanho das gaiolas utilizadas na
desova e producao de ovos desses animais (GOOLISH et al.,1998).

Uma gaiola ou tanque-rede de plastico com volume de 1L, com uma malha
ou grade no fundo, inserida em um recipiente maior com agua, é uma estratégia
reprodutiva comum, pois a passagem dos ovos pela abertura da malha desfavorece
o canibalismo dos ovos pelos reprodutores (LAWRENCE, 2007). Além disso, quando
comparadas a adi¢cao de pequenas esferas de vidro macico no fundo do aquéario, as
gaiolas ou tanques-rede de plastico sdo mais convenientes para a coleta dos ovos
(NASIADKA; CLARK, 2012).

Uma questédo importante é a compreensao dos fatores que possibilitam uma
producéo favoravel em condigdes controladas, pois a manutencéo dos reprodutores
em condi¢cdes inadequadas de laboratério pode estressar os animais e impactar
negativamente na reproducéo do paulistinha (CARFAGNINI et al., 2009; NASIADKA;
CLARK, LAWRENCE; MASON, 2012; KIM et al., 2017).

O tamanho da fémea também influencia no nimero de ovos produzidos na
reproducdo (UUSI-HEIKKILA et al., 2010), assim como as instalagcGes refletem
diretamente na reproducédo, fazendo com que as fémeas ajustem o investimento
reprodutivo e produzam ovos maiores em menores quantidades (UUSI-HEIKKILA et
al., 2010). Outro fator de impacto na quantidade de ovos é a quantidade e qualidade
da alimentacao fornecida, podendo ocorrer maior producdao de ovos com uma dieta
mista de zooplancton (KARGA; MANDAL, 2016). Os ovos considerados saudaveis e
de melhor qualidade séo os que apresentam uma aparéncia translicida e amarelada
(PELEGRI, 2002), onde se considerados viaveis séo fertilizados e desenvolvem-se
até ecloséao das larvas (SALMITO-VANDERLEY et al., 2015).

Apesar de existirem protocolos bem estabelecidos para o paulistinha (GEFFROY;
SIMON, 2013), ainda sdo necessarios estudos para melhor conhecimento das
condicbes desejaveis para uma reproducao mais favoravel. Desta maneira, o presente
trabalho objetivou verificar o efeito de diferentes estratégias reprodutivas na producgao
de ovos e reflexo no comprimento larval do paulistinha.
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2 | MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratoério de Cultivo de Microalgas e Produgéo de
Plancton e na area experimental do Nucleo de Estudos em Pesca e Aquicultura (NEPA)
do Centro de Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biologicas (CCAAB) da Universidade
Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB), campus de Cruz das Almas, BA (12°40°39”S
39°06'23"W).

Foram separados 40 animais por sexo (machos e fémeas), esses obtidos
comercialmente e mantidos inicialmente em dois aquarios de 36 litros (40 cm de
comprimento x 30 cm de largura x 30 cm de altura) na densidade de 0,7 peixe/litro e
alimentados com ragao comercial trés vezes ao dia (8h, 13h e 18h). Os parametros
fisico-quimicos da agua foram aferidos com sonda multiparametros HANNA modelo
HI-9146 e a temperatura controlada com utilizacdo de termostato. No decorrer
do periodo experimental os valores médios foram mantidos de acordo com o
recomendado para a espécie (temperatura 26-28°C, pH 6,8-7,5 e oxigénio dissolvido
6mg/L) (SCHNEIDER, 2009). O fotoperiodo foi mantido em 14h claro e 10h escuro,
com temporizadores e lampadas fluorescentes (40 W).

O periodo experimental foi de 25 dias (agosto a setembro de 2017) incluindo
reproducédo, desova e desenvolvimento inicial da larva. Para reproducédo foram
formados grupos na proporcao de 3:1 (fémeas e macho) (PIERCE; HADIKUSUMSH,
1995), sendo selecionados os 12 maiores peixes do plantel, com tamanho médio
de 4,94 para fémeas e 4,6 cm para machos. Os procedimentos para manutencao
e reproducao dos peixes foram adaptados de Westerfield (1994), Reed e Jennings
(2010) e National Research Council (2011). Nessa fase os animais foram distribuidos
em trés aquarios de 15 L (40 cm de comprimento x 20 cm de largura x 25 cm de
altura), com densidade 0,3 peixe/litro e alimentados com ragdao comercial 2 vezes ao
dia (8:00h e 17:00h).

Em virtude dos ovos serem demersais, nao adesivos e 0s animais nao terem
cuidado parental, foram testadas duas estratégias para melhorar a desova e
fertilizacao, evitando também o canibalismo. Assim os tratamentos testados foram:
T1 - Gaiola revestida por telas com abertura de 3-4 mm; T2 - Gaiola contendo
pequenas esferas de vidro macico ao fundo e revestidas por telas com abertura de
3—4 mm; e TC (Tratamento controle) configurado como um aquario com musgo de
Java (Taxiphyllum barbieri) e brita ao fundo, ambiente similar ao natural (Figura 1).

Primeiramente os machos foram colocados nos aquérios, seguido das
fémeas. Os grupos reprodutores permaneceram nos tratamentos por 16 horas e,
ap6s a desova, os ovos foram transferidos, cuidadosamente com ajuda de uma
pipeta de Pasteur, para placas de Petri (Figura 2), as quais posteriormente foram
devidamente identificadas. ApGs a coleta os ovos foram lavados com agua destilada
e azul de metileno (0, 00003%) visando diminuir a probabilidade de contaminacéao
por protozoarios e/ou fungos. Posteriormente a triagem dos ovos foi realizada para
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contagem, medi¢do e observacéo do desenvolvimento em placas de Petri, com agua
destilada sob estereomicroscopio dptico binocular Olympus CX31.

Cinco horas ap6és afertilizagdo dos ovos, foram retiradas quatro amostras de cada
tratamento, realizando as medidas do: didmetro do ovo (DO), didmetro do vitelo (DV)
e espaco perivitelino (EPV). Decorrido 24 horas da eclosdo das larvas foram retiradas,
novamente, quatro amostras de cada tratamento para medi¢cées do comprimento total
(CT) e comprimento do vitelo (CV). Para manipulagdo dos individuos foram utilizadas
pinca, seringa subcuténea e pipeta de Pasteur.

Os dados foram analisados através da estatistica de variancia (ANOVA) e teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia com o programa R.

Figura 2: Ovos coletados de uma unidade experimental ap6s a desova.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo as estratégias de reproducdo do paulistinha possibilitaram
isolamento dos reprodutores da prole e obtencdo de um numero de ovos aceitavel
para a espécie. Apos 10 horas do inicio do experimento foram contabilizados 280 ovos
no T1 (Tabela 1), maior quantidade de ovos dentre os tratamentos, valor superior ao
encontrado por Goolish et al. (1998), onde conseguiram 217 unidades. Esses valores
estao de acordo com o encontrado na literatura, a qual cita variando, geralmente,
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de 150 a 400 ovos (GOOLISH et al 1998) e dependente, entre outros fatores, do
intervalo entre as desovas (NIIMI, 1974). A quantidade de ovos no presente estudo
também foi similar a outras espécies de peixes reproduzidas em cativeiro, como
Paracheirodon axelrodi (154 a 562 ovocitos), Pristella maxillaris (300 a 400 ovdcitos)
e Hyphessobrycon rosaceus (50 a 300 ovécitos) (TAPHORN, 1992; BAENSCH, 1997;
ANJOS, 2003 e 2006).

T1 = TC
. (Gaiola + esferas de .
(Gaiola) vidro macico) (Musgo + Brita)
Desova total (UND) 280 250 120
Ovos Viaveis (UND/%) 207 (73,9%) 170 (68%) 70 (55,3%)

Tabela 1. Numero de ovos e viabilidade, por tratamento.

O menor numero de ovos encontrados no T2 justifica-se, provavelmente, pelo
fato de que as esferas de vidro dispersas dentro das gaiolas favoreceram a retengao
dos ovos e, consequentemente, a ocorréncia de canibalismo. JAno TC, a permanéncia
dos reprodutores diretamente no aquario sem barreiras entre os ovos, favoreceu um
maior canibalismo, demonstrando a importancia de estratégias reprodutivas para
uma melhor viabilidade reprodutiva.

No presente trabalho a maior quantidade de ovos viaveis, que se desenvolveram
até eclosao das larvas foram encontradas no T1 (73,93%), possivelmente devido ao
isolamento total entre os peixes na gaiola e os ovos depositados, fato que facilitou a
coleta subsequente dos mesmos. De maneira contraria foi menor no TC (55,33%),
devido ao fato dos peixes nao estarem isolados da prole facilitou a ocorréncia do
canibalismo. Assim, no presente trabalho, o aquario contendo apenas a gaiola foi a
estratégia mais favoravel, apresentando diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,05) (Tabela 2).

Estudos que possibilitem comparacao da eficiéncia de diferentes estratégias
reprodutivas em cativeiro sdo importantes, pois podem favorecer maior producao de
ovos e ao mesmo tempo melhor conhecimento sobre a reprodugao e desenvolvimento
da espécie em questdao. Em razado da alta diversidade de espécies e da ocupacao dos
mais variados tipos de ambientes, os peixes desenvolveram imensa variedade de
estratégias reprodutivas no ambiente natural (GODINHO, 2007). A grande maioria
dos peixes teledsteos ndo possuem cuidado parental e desovam em substrato aberto
(VAZZOLER, 1996).

Em relacdo ao tempo de desenvolvimento dos ovos até eclosdo, no presente
estudo, o tempo variou de 3 a 5 dias em todos os tratamentos (72 a 120 horas).
Kimmel et al. (1995) obtiveram valores menores (em torno de 50 horas) para a
mesma espécie, ja Badilita et al. (2010) obtiveram tempo maior para Cyprinus carpio
(76 horas) do que parcela de nossos resultados. Quanto as medidas morfométricas
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do ovo, o didmetro (DO) e o espaco perivitelino (EP) foram maiores no TC, com 4,9
mm e 1,80 mm respectivamente, sendo que o EP obteve dados significativos entre os
tratamentos (Tabela 2) (Figuras 3 A e B).

DO DSV EP CVv CT
4,62 +0,36° 3,15+0,572 0,90+0,24° | 1,97+0,382 11,05+0,40°
4,60+1,052 2,770,272 0,85+0,10° 2,1+0,142 13+0,142
4,90+0,10° 2,85+0,342 1,80+0,142 1,920,102 9,3+3,80?

Aquicultura e Pesca Adversidades e Resultados 2

Tabela 2. Médias morfométricas do ovo e da fase larval: diametro do ovo (DO), diametro do
saco vitelo (DSV), espaco perivitelino (EP) e comprimento do vitelo (CV) e comprimento total
(CT) larval (unidade em mm) (n=4).

Valores médios + desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha representam diferenca estatistica significativa
(p < 0,05). Letras iguais na mesma linha indicam auséncia de diferencas significativas (p=0,05).

Andrade (2015) observou que o diametro dos ovos é importante para uma
maior taxa de fertilizacdo, indicando condicbdes reprodutivas do peixe e influéncia
na sobrevivéncia das larvas. Apesar disso, UUSI-HEIKKILA et al. (2010) consideram
o didametro dos ovos dos paulistinhas varaveis. No presente estudo o didametro do
ovo variou de 4,60 a 4,90 mm, sendo maior que o obtido por outras espécies, como
Garra rufa (1,69 mm) (GOMES 2015), Paracheirodon axelrodi (0,9 mm) (ANJOS;
ANJOS, 2006) e Hyphessobrycon pulchripinnis (variacéo de 0,74 a 0,9 mm) (COLE
et al.,1999).

Figura 3: Ovo com maior média em relacdo ao didmetro do ovo e o espaco perivitelino (4,9mm
e 1,8 mm) (A). Ovo com maior média em relagcéo ao didmetro do vitelo (3,1mm) (B).

Em relagdo ao didmetro do vitelo (DVT) (Figura 3 B), ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, apesar de esse ser maior nos ovos do T1 (Tabela 2).
Esse diametro indica a reserva energética do ovo e os recursos nutritivos fornecidos
ao embrido, podendo favorecer uma maior taxa de sobrevivéncia das larvas dos
paulistinhas (UUSI-HEIKKILA et al., 2010). De acordo com Souza (2014) existe uma
relacdo direta do tamanho do ovo e do saco vitelinico com a sobrevivéncia da larva.
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Os diametros do vitelo no presente estudo foram menores do que os obtidos por Uusi-
Heikkila et al. (2010) para ovos da mesma espécie (5,2 mm). Em relacdo ao espaco
perivitelino, os resultados no presente estudo foram superiores aos do Paracheirodon
axelrodi (0,1 a 0,2 mm) (ANJOS; ANJOS 2006). O maior comprimento total (CT)
larval no presente estudo ocorreu no T2 (13,0 mm), porém nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos. As larvas apresentaram saco vitelino com formato
eliptico e relativamente grande, pigmentacéo em toda extens&o do corpo (Figura 4).
O comprimento das larvas de Hemisorubim platyrhynchoso variou de 3,47 a 11,85
mm (ANDRADE et al., 2014).

O tamanho dos reprodutores no presente estudo provavelmente néo influenciou
nos resultados, pois foram selecionados animais com tamanhos usualmente utilizados.
Uusi-Heikkila et al. (2010) ndo encontraram diferenca significativa entre o tamanho
das fémeas e ovocitos liberados e constataram que peixes pequenos produzem
ovos com didmetros maiores compensando a reducéo da fecundidade e frequéncia
de desova com ovo maiores. O tamanho maior de fémeas na reproducéo do Tetra
cardinal (P. axelrodi) é mais vantajoso, pois o0 nUmero de ovos por desova aumenta
exponencialmente com o comprimento das fémeas (ANJOS; ANJOS 2006).

Figura 4. Larva com media relagdo ao comprimento total e didmetro do vitelo ( 13 mm e 2,1
mm).

Os ovos demersais do paulistinha, depositados ao fundo do aquério, propicia
ocorréncia de fungos e parasitas, os quais podem torna-los inviaveis (KIMMEL et al,
1995; GOMES, 2015) além do que, favorece formacao de substrato e propagacao
da contaminacao dos ovos no aquario. Desta forma, € necessaria a coleta dos ovos
em curtos intervalos de tempo apés a desova. Para minimizar a incidéncia de fungos,
estudos demonstram a eficiéncia do azul de metileno como fungicida, reduzindo a
probabilidade de desenvolvimento de patégenos nos ovos (DAMMSKI et. al., 2011;
GOMES, 2015). No presente estudo, mesmo com a utilizagcdo do azul de metileno
(0,00003%) foi verificada ocorréncia de fungos em média 35% dos ovos coletados,
0 que provavelmente influenciou no numero de ovos nao viaveis. Desta maneira,
sao necessarias outras investigacbes em diferentes condicdes de temperatura e
luz, fatores esses determinantes na proliferacdo desses patdgenos, visando garantir
o aumento de ovos viaveis. Além disso, também sao importantes estudos para
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acompanhamento do desenvolvimento da larva até a fase juvenil, visando maior
conhecimento biol6gico da espécie estudada.

41 CONCLUSAO

A gaiola como estratégia reprodutiva favoreceu uma maior quantidade e maior
porcentagem de ovos viaveis, sendo recomendada para uma reproducao favoravel
do paulistinha.
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