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1. INTRODUCAO

A conservagio de estoques natufajs e de locais de desova, juntamente com a propagagio
artificial, sdo as unicas formas de se produzir peixes visando a preservagio das espécies e a
produg@o de pescado em alta escala, fazendo face ao crescente consumo decorrente do aumento
da populacdo mundial. O oceandgrafo JACQUES-YVES COUSTEAU disse recentemente,
durante a conferéncia da Organizagdo das NagOes Unidas sobre meio ambiente e
desenvolvimento realizada no Rio de Janeiro, a Eco 92, que "os oceanos esﬁo exauridos"
(REVISTA VEJA - Ed. 1239 de 17/06/92). A pesca predatdria e o aurhento do esforgo de pesca

estdo reduzindo drasticamente 0s estoques pesqueiros de ambientes naturais, sejam éles mares

ou rios.

A busca por alternativas de produgio de pescado, em contrapartida ao aumento da
demanda, € uma constante. Muitas espécies de peixe de alto valor comercial ou de importincia
para os ambientes naturais ndo se reproduzem espontaneamente em cativeiro, onde as condi¢oes
nao sdo favordveis, sejam & maturagdo gonadal, sejam 2 desova (DONALDSON & HUNTER,
1983). Neste aspecto, desde o inicio dos trabalhos de HOUSSAY e VON IHERING por volta
dos anos 30 (CASTAGNOLLI & TONIOLO, 1980; CASTAGNOLLI & CYRINO, 1980;
HARVEY & HOAR, 1980) até os dias de hoje, novas técnicas de indugio a maturagio

~ ovocitdria, ovulagdo e desova tém sido pesquisadas em todo o mundo.



Na reprodugio de peixes teieésteos, h4 uma interrelacdo entre hipotdlamo, glindula
pituitéria e gbnadas sexuais (DONALDSON & HUNTER, 1983). Nos primeiros estudos sobre
propagagio artificial de peixes realizadas por IHERING, CARDOSO, AZEVEDO e outros,
eram feitas intervengdes no eixo hipdéfise-génada, processo este conhecido como hipofisagio,
que trata da indugdo da desova e espermiagdo pela aplicag@o de extrato de pituitdria contendo
horménio gonadotréfico em fémeas e machos préparados (IHERING & ZEVEDO, 1936;
AZEVEDO & CANALE, 1938; CASTAGNOLLI & TONIOLO, 1980; DONALDSON &
HUNTER, 1983). Este hormonio atua sobre as gdnadas estimulando a produgao de esteréides
sexuais necessdrios 3 maturacio dos gametas ‘€ sua consequente liberaéﬁo (JALABERT &
FOSTIER, 1984; GURAYA, 1986). A técnica da hipofisa¢cdo manteve-se praticamente tinica
na propagacao axtiﬁciél de peixes até o inicio da década de 70 (DONALDSON & HUNTER,
1983), se bem que tenha havido_aperfeigbamento de seu uso ao longo do tempo, mas ainda

hoje ela é empregada na maioria das desovas induzidas de peixes em vdrios paises.

Embora a utiliza¢do de pituitdrias de teléésteos na indug¢do areproducido de peixes venha
sendo feita com relativa eficiéncia hd mais de meio século, justifica-se a _realiiagﬁo de novas
pesquisas visando a busca por produtos que preencham requisitos, tais como: eficdcia
reprodutiva, teores hormonais conhecidos, facilidades de obtengdo e aplicagdo e pregos
competitivos. DONALDSON & HUNTER (1983) embora admitindo que outros horménios,
além do GtH existente na pituitdria, possam proporcionar efeito sinergistico sobre a indugfio
a desova, afirmam, também, que o peixe receptor pode desenvolver regides imunes a
gonadotrofina ou a outra proteina existente na pituitdria heteropldstica aplicada. CRIM et al.
(1983a) também sugerem que o uso de extrato de hip6fise em espécie diferente, além de ser
em diversas ocasides de dificil obtengdo, nem sempre proporciona resultados seguros e pode
provocar a formagio de anﬁcorpo§ aos hormonios hipofisdrios exégenos. BILLARD et al.
(1987) afirmam que, além das limitagdes para sua obtengdo, os extratos de pituitdria possuem

atividade biol6gica desconhecida. A qualidade da hipéfise est4 relacionada com o peixe doador,



a €época da coleta, a forma e o tempo de conservagio (JALABERT ef al., 1977). A. falta de
constincia no peso .‘e na concentragdo de gonadotrofina entre pituitdrias, bem como dificuldades
em sua obtengao tém limitado a realizagdo de muitas reprodugdes em estagdes de piscicultura
em todo o mundo, particularmente no Brasil. As capturas de cardumes de Prochilodus lineatus
realizadas nos rios Cuiabd (Mato Grosso) e Miranda (Mato Grosso do Sul), entre setembro de
1987 e outubro de 1988, para formagio de banco de hipéfises no Centro de Pesquisas e
Treinamento em Aquicultura - CEPTA, onde s6 naquele periodo foram coletadas quase 70.000
unidades (ALCANTARA ROCHA et al., 1989), sio exemplos das dificuldades e dos custos

que implicam as obtengdes de gldndulas pituitdrias.

A partir dos anos 70, conseguiram-se obter resultados satisfatérios com outros produtos
na __elevagﬁo dc(e GtH_ no sangue e na obtengao de dgsova em diversas espécies de peixes,
passando-se a atuar, também, no eixo hipotdlamo-hipéfise (BRETON et al., 1971, e BRETON
& WEIL, 1973, citados por PETER, 1983; DONALDSON & HUNTER, 1983). Dentre estes
produtos destacam-se, principalmente: gonadotrofina parcialmente purificada de pituitdria de
peixes teledsteos, como exemplo a SG-G100 - gonadotrofina parcialmente purificada de salmio
- e c¢GtH - gonadotrofina phriﬁcada de carpa comum (YAMAZAKI & DONALDSON, 1968;
GABILAN et al., 1986; ZANUY & CARRILLO, 1987); gonadotrofina coridnica humana -
HCG (GODINHO et al., 1977, NATH & SUNDARARAJ, 1981; EPLER et al., 1986; LEE
et al., 1988); hormdnio liberador de hormédnio luteinizante - LHRH (CHAN, 1977; CRIM et
al., 1981, 1983a,b; BILLARD et al., 1984; CURY & TSUKAMOTO, 1988) e seus an4logos
(DONALDSON et al., 1981/1982; LIN et al., 1986; CRIM et al., 1986); andlogos de
horménio liberador de gonadotrofina - GnRH-A (BRETON et al., 1983; SHERWOOD et al.,
1984, 1988; MACKENZIE et al., 1984; RIBEIRO ef al., 1986; LIN et al., 1988, 1991;
ALMENDRAS et al., 1988; BIENIARZ et al., 1989); associagoes dos hormoénios acima
citados com antagonistas de dopamina, como a Domperidona, a Pimozida e a Metoclopramida

(BILLARD et al., 1987; FERRAZ DE LIMA et al., 1988; LIN et al., 1988, 1991;



GLUBOKOV et al., v1992); esterGides, anti-estrégenos e célcio (KUO & NASH, 1975;
JALABERT et dl., 1977; BILLARD & PETER, 1977; UPADHYAYA & HAIDER, 1986;
GARCIA, 1990; FELICI et al., 1991, HALDER et al., 1991); e, ainda, feromonios
(FONTAINE, 1976; RESINK ef al., 1989; VAN WEERD ef al., 1990, 1991).

Como destaques dentre os novos produtos utilizados na indugdo da propagagio artificial
de peixes ap6s a hipofisagdo, tém-se o LHRH, por ter tornado realidade a intefvenqﬁo no eixo
hipotdlamo-hipéfise na reproducio de peixes, e o GnRH-A, por sua melhor qualidade em
relagdo ao primeiro, uma vez que possui identidade estrutural mais préxima 2 do peixe mas,
a0 mesmo tempo, por sua maior potencia (ZANUY & CARRYLLO, 1987; LIN et al., 1991).
Além da importéncia do horménio liberador de gonadotrofina, que induz a produgdo/liberagio
de GtH da hip6fise para as gbnadas, existe a influéncia de outros horménios que estimulam
ou inibem o processo de reprodugio em animais: a presenga de um fator inibidor de liberagdo
de gonadotrofina (GRIF) tem sido relatada na literatura também para teledsteos, sendo este
fator provavelmente a dopamina, que age diretamente sobre a hipé6fise dos peixes (BILLARD
et al., 1984; CHANG et al., 1984; PETER et al., 1986; LIN et dl., 1986, 1988;
OMELJANIUK et al., 1989). Pesquisas tém sido realizadas na busca por produtos que possarri"
ser administrados aos peixes com a finalidade de se obter desovas pela potencializacdo dos
LHRH-A e GnRH-A através do bloqueio dos receptores de dopamina na pituitﬁria
(OMELJANIUK et al., 1989). Vérias substincias com efeito antagonista 2 dopamina j4 foram
téstadas em diversas espécies, dentre as quais se destacam: Domperidona (DOM), que foi
empregada, entre outras espécies, em Carassius auratus (PETER et al., 1986; OMELJANIUK
etal., 1989), em Clarias gariepinus (VAN ASSELT etal., 1988), em Piaractus mesopotamicus
(FERRAZ DE LIMA, 1988), em Cyprinus carpio (NANDEESHA et al., 1990) e em
Paramisgurnus dabryanus (LIN et al., 1991); a Pimozida (PIM) foi utilizada em
Paramisgurnus dabrydnus (LIN et al., 1986, 1991), em Carassius auratus (CHANG &
PETER, 1983), em Cyprinus carpio (LIN et al., 1988; BIENIARZ et al., 1989) e em Silurus



glanis L. (EPLER & BIENIARZ, 1989); cloridrato de metoclopramida apresentou resultados
satisfatérios em Carassius auratus (PETER et al., 1986) e em Salmo irideus (GLUBOKOV
et al., 1992); a-metil parétirozina (a-MPT), que bloqueia a sintese de L-Dopa, foi utilizado
em Carassius auratus (CHANG et al., 1983; PETER et al., 1986) e em Paramisgurnus
dabryanus (LIN et al., 1986); Reserpina (RES), que provoca a deplegdo dé neurotransmissores
de catecolaminas (GILMAN et al., 1980, citados por CHANG et al., 1983) foi utilizada em
Carassius auratus (CHANG et al., 1983, PETER et al., 1986; LIN et al.; 1986) e em
Paramisgurnus dabryanus (LIN et al., 1986); Carbidopa (CBD), que impede a sintese de
Dopamina a partir do L-Dopa (LIN et al., 1986), foi empregado em Carassius auratus (PETER
et al., 1986) e em Paramisgurnus dabryanus (LIN et al., 1986); 6- hidroxidopamina HC1
(6-OHDA), que age destruindo os neurdnios catecolaminérgicos (KOSTRZEWA &
JACOBOWITZ, 1974, e ZAMBRANGO, 1975 citados por CHANG et al., 1983), foi utilizado
em Carassius auratus (CHANG et al., 1983; PETER et al., 1986); Dietilditiocarbamate
(DDC), que bloqueia a formagio de neuroepinefrina a partir de Dopamina (LIN et al., 1986),
este ndo foi eficiente em Carassius auratus (CHANG et al., 1983; PETER etal., 1986), nem

em Paramisgurnus dabryanus (LIN et al., 1986).

A realizagdo deste trabalho levou em considerago, dentre outros motivos: a) que quase
100% das propagagdes artificiais dé peixes em estagOes de piscicultura do Brasil ainda sio
realizadas pela técnica da hipofisagdo; b) que além da baixa disponibilidade (CURY &
TSUKAMOTO, 1988; CAROLSFELD, 1989), t;oa parte dcz mercado de hip6fises de peixes do
pais € abastecido por pituitdrias importadas, com tc;das as dificuldades decorrentes de suas
aquisi¢des; c) no que diz respeito ao éofltrole dé qualidade do material utilizado (JALABERT
et al., 1977), ele ¢ inexistente, tanto no caso das hipéfises de peixes nacionais quanto das
importadas; d) o alto prego do grama‘de hipéfise (BILLARD et al., 1987; CAROLSFELD,
1989), que hoje oscila em torno de US$ 309,00/g no mercado brasileiro; e) os elevados custos |

que envolvem cada processo de desova induzida de peixes, desde a formagdo de plantéis de



reprodutores até sua utilizagdo e f) pela maior procura por hipéfises, em fungiio da crescente
demanda por alevinos verificada atualmente, decorrente da expansio das 4reas de produgéo

de pescado em propriedades rurais no Brasil.

- Contando com a possibilidade do LHRH ser produzido em nfvel comercial e a pregos
competitivos em relagdo a outros produtos utilizados nas propagagdes induzidas de peixes
(CRIM etal., 1983b) e pelos resultados satisfatérios enumerados anteriormente, as perspectivas
para sua utilizagdo em alta escala nas estag¢des de piscicultura, como alternativa de substituigdo
do processo de hipofisagdo, sdo bastante promissoras. Como no Brasil nio sio produzidos
andlogos estruturais do LHRH e do GnRH e tendo em vista que se buscava produtos de fAcil
obtengdo, optou-se pelo emprego do LHRH disponivel em drogarias do pafs, vendido
comercialmente como HRF (Gonadorrehna), dos Laboratérios Ayerst Ltda. CURY &
TSUKAMUDO (1988) reallzaram observagoes de campo com este produto e obtiveram

resultados satisfatérios com o Plaractus mesopotarmicus.

Uma vez que n3o se dispunha de anélogos mais potentes que o LHRH comum, agiu-se,
também, na tentativa de se amenizar o efeito do fator inibidor de liberagdo de gonadotrofina
(GRIF) através do uso de antagonista de dopamipa, como forma de se potencializar o emprego
do LHRH, como fizeram PETER et al. (1986) em Carassius auratus, FERRAZ DE LIMA
(1988) em Piaractus mesopotamicus e NANDEESHA et al. (1990) com Cyprinus carpio,
embora estes pesquisadores tenham empregado o GnRH-A ou o LHRH-A. No mercado
nacional encontram-se dfogas com efeito antagonista 2 dopamina, onde entre elas destacam-se
algumas que jd foram utilizadas com sucesso em desovas de peixes, como a domperidona,
vendida comercialmente como Motilium (Janssen Farmacéutica Ltda.) (OMELJANIUK et al.,
1989; LIN et al; , 1991), que foi empregada nesta pesquisa, e o cloridrato de metoclopramida,
vendido como Plasil (Merrell Lepetit Farmacéutica Ltda,) (PETER et al., 1986; GLUBOKOV
et al., 1992).



O pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887), utilizado nesta pesquisa, é uma
importante espécie de peixe da bacia db_ Prata, com ocorréncia nos rios Parand e Paraguai
(CASTAGNOLLI & ZUIM, 1985; GODINHO & GODINHO, 1986). De expressivo valor
comercial e com excelentes perspectivas para sua utilizagio na piscicultura comercial
(CHABALIN et al., 1988; ROMAGOSA et al., 1990; TORLONI et al., 1991), vem sendo
‘exaustivamente estudado, em éfeas téo abrangentes como na sistemdtica (BRITSKI, 1977;
GERY, 1986), nutrigio e cultivo (CANTELMO & SOUZA, 1988; CHABALIN & FERRAZ
DE LIMA, 1988; BERNARDINO & FERRARI, 1989; MENTON, 1989; TORLONI et al.,
1991), morfologia e reprodugdo (GODINHO et al., 1977; FERRAZ DE LIMA et al., 1984,
1988; ROMAGOSA et al., 1985, 1988, 1990; ROMAGOSA, 1991; GODINHO & GODINHO,
1986, 1988; ALVES & GODINHO, 1987; CAROLSFELD et al., 1988, 1990; CURY &
TSUKAMOTO, 1988; LIMA et al., 1991), enfermidades (CECCARELLI, 1988; CONROY,
1989) e genética (ALMEIDA TOLEDO ef al., 1988). Muitos trabalhos com pacu na 4rea de
reprodug@o com a utilizagio de LHRH, LHRH-A e GnRH-A foram realizados com relativo
sucesso. CURY & TSUKAMOTO (1988) testaram o LHRH, RIBEIRO ef al. (1986), ROSA
et al. (1986) e CAROLSFELD et al. (1988) utilizaram 0 LHRH-A e FERRAZ DE LIMA et
al. (1988) émpregaram 0 sGnRH-A. A domperidona, como antagonista do receptor de
dopamina, também j4 foi utilizada em pacu por FERRAZ DE LIMA et al. (1988), associada
ao sGnRH-A, que formamv um s6 produto, vendido no mercado internacional como "Ovaprim”,

dos laboratdrios Syndel.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Plantéis de Reprodutores, Estocagem e Alimentagio

Foram utilizados 2 plantéis de reprodutores de pacu (P mesopotamicus), sendo que
um deles estava estocado na Unidadé de Piscicultura do Gorutuba - UPG, da Companhia de
Desenvolvimento do Vale do Sdo Francisco - CODEVASEF, localiiada no municipio de
Porteirinha, MG (15° 43’ S e 43° 15’ W), e o outro era mantido no Centro de Pesquisa e
Treinamento em Aquicultura - CEPTA, do Instituto Brasileiro dé Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovdveis - IBAMA, situado no municx’pio de Pirassununga,SP (22° 02’ S

e 47° 30' W).

O plantel da UPG, com 61 excmplé.res, era mantido num viveiro de terra de 1000 m,
numa densidade média de 1 kg/6,3 m. Em meados do més de outubro/é9, o plantel foi
transferido para 4 viveiros com laterais em alvenaria e fundo de terra, com 200m cada, ﬁca.ndo‘
ali numa densidade média de estocagem de 1 kg/4,6m com peso médio corporal de 2,85 kg.
O plantel da UPG foi mantido sob condigdes de fotoperiodo natural e com temperatura da 4gua
- variando de 22 °C em junho a 27 °C, no més de novembro/89. ‘Enquanto isto, o plantel do
CEPTA utilizado neste experimento, num total de 264 exemplares e cujo peso médio do
exemplar era de 1,75 kg, estava estocado em 2 viveiros de terra de 1.000 m cada, divididos

a0 meio por uma tela, numa densidade média de estocagem de 1 kg/ 4,33 m, submetidos as



condigdes naturais de fotoperfodo e com temperatura média da 4gua variando de 17,5 °C em

junho a 27 °C, em dezembro/89.

Considerando que, estudos realizados no CEPTA (FERRAZ DE LIMA, 1989)
sugeriam que, para reprodutbres de pacu, ragio contendo 30% de proteina bruta (PB) atendia
aos seus requisitos nutricionais, forneceram-se aos 2 plantéis ragdes que apresentassem niveis
de PB préximos daquele referencial. Os pacus da UPG vinham recebendo ragio balanceada
com aproximadamente 22% de PB até o més de julho/89, com taxa de alimenta¢iio em cérca
de 3% da biomassa total, diariamente, e passaram a ser alimentados a partir daquele més com
ragio balanceada peletizada contendo 32,3% de PB, conforme anflises bromatolégicas
realizadas no CEPTA. O arragoamento, equivalente a 2,5% da biomassa total por dia, era
dividido em 2 etapas, sendo‘ a primejra por volta das 9:00 horas e a segunda, em torno das
16:00 horas. J4 os pacus do CEPTA, utilizados neste experimento, faziam parte de outro testé
e obedeciam a esquéma um pouco diferente nb que diz respeito a alimentagdo, que compreendia
um fornecimento didrio de rag3o balanceada contendo 32% de PB e que era administrada ad

libitum, em uma tnica refeigdo didria, por volta das 9:00 horas, em 6 dias por semana.

2.2. Captura, Selecido e Marcagio

As capturas dos reprodutores nos viveiros eram realizadas sempre pela manhd, entre
8 e 10 horas, por méio de redes de arrasto de ndilon multifilamento, com malha de 25 mm
entre nés opostos. As selegdes dos exemplares para indugio eram efetivadas com os peixes
ainda no interior dos viveiros (LIN et al., 1986; CAROLSFELD et al., 1988; FERRAZ DE
LIMA et al., 1988). Procurou-se identificar as fémeas que apresentassem aspectos externos
favordveis 2 desova (FERRAZ DE LIMA et al., 1988; ROMAGOSA et al. 1990). Foram
selecionados, por repeti¢do, 3 fémeas e 4 machos na UPG e 4 fémeas e 5 machos ho CEPTA,

de um total de 5 repeti¢des (ou blocos) em cada um dos 2 locais (TAB. 1 e 2).
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Tendo em vista o curto prazo para a execugio do experimento, trabalhou-se na UPG,
de cada vez, com duas, duas e uma repeticdes a partir dos dias 27, 28 e 30/ 11/89,
respectivamente, € no CEPTA também com duas, duas e uma repetigdes comegando nos dias

7, 8¢ 12/12/89.

Procurou-se, na medida do possivel, realizar a captura, a selegio € o transporte dos
exemplares com o cuidado necessdrio para reduzir o estresse decorrente do manejo

(JALABERT et al., 1977).

Ao chegar ao pavilhdo de reprodugdo, as fémeas foram pesadas e marcadas com
etiquetas pldsticas numeradas, sendo estas fixadas na membrana entre.os raios da nadadeira
dorsal por meio de hnhas nédilon. Em seguida f01 feito sorteio, visando tornar aleatéria a
deflmgao de uso das solugoes a serem testadas (EHC+SF, LHRH+SF,
LHRH+SF+DOM+SV e SF). Confeccionou-se um protocolo de acompanhamento
(APENDICE A) para todo o processo de indugdo, para anota§6es dos pesos corporais de
machos e fémeas selecionadas e de suas marcas, tamanho e nimero de doses das solucdes
ministradas, hora de aplicagio de cada solugdo, temperatura da 4gua e evolugo das horas-grau,

peso da ova coletada e taxa de fecundagéo por incubadora.

Para os machos, dos dois locais dos experimentos, tomou-se como critério de selegﬁo.
apenas a liberagdo positiva do sémen com adequada viscosidade, apés leve pres'sﬁo no abdémem
(HARVEY & HOAR, 1980; ROMAGOSA et al., 1990). Em seguida, éles foram transportados
para o pavilhdo de reprodugdo, pesados e colocados em tanques diferentes dos que se
encontravam as fémeas. Estes tanques eram dotados de renovagio constant; de 4gua, numa
vazdo aproximada de 25 litros por minuto. Os tanques da UPG sdo de alvénaria, com capacidade
para 3600 litros, enquanto os do CEPTA sio de fibra de vidro e comportam 3000 litros cada.

O volume d’4gua utilizado foi, aproximadamente, o da metade de suas respectivas capacidades

maximas.
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Considerando-se que os pacus eram razoavelmente "domesticados”, ndo se fez uso de
tranquilizantes nas fasés anteriormente descritas. Entretanto, para as biépsias e extrusoes,
utilizaram-se cerca de 10 ppm de Quinaldina (C10H9N), (Merck)(WOYNAROVICH, 1986)
em caixas de 100 e 60 litros onde, ap6s colocados os peixes, aguardavam-se 3 a § minutos

para o infcio do manuseio.

2.3. Solugdes e suas Aplicagdes

Utilizaram-se as seguintes solugGes: a) LHRH dissolvido em solugﬁo fisiolégica (SF),
doravante representado apenas por LHRH; b) LHRH em solucio fisiolégica e ﬁomperidona
(DOM) em solugdo veiculo (SV), que passardo a ser indicados como LHRH+DOM; ¢) extrato
bruto.de hipéfise de carpa comum dessecada em acetona dissolvido em solugdo fisiolégica
como controle positivo, que doravante chamar-se-é simplesmente de EHC; e d) solugdo

fisiolégica, também como controle, indicada a seguir como SE

O LHRH utilizado neste experimento, vendido comercialmente no Brasil em
frasco-ampola com 0,5 mg com 0 nome de HRF (Gonadoﬁelina), do Laboratério Ayerst Ltda.,
possui a mesma identidade estrutural e biolégica do hormonio natural de liberagdo de LH-FSH
de mamiferos, conforme seus fabricantes. O LHRH foi dissolvido, imediatamente antes de seu

uso, em solugdio fisiolégica a 0,65% de NaCl (VAN DER KRAAK ef al., 1986).

Como Domperidona (DOM) empregou-se a droga disponivel no mercado sob a
denominac@o de Motilium (Janssen Farmacéutica Ltda), que é apresentada em frasco contendo
15 ml de suspensio, na concentrac¢do de 10 mg de DOM/ml. A DOM foi diluida numa solugio
veiculo (SV) a 0;7% de NaCl e 0,1% de metabissulfito de s6dio (SOKOLOWSKA et al., 1984;
LIN et al., 1988), e aplicada em 0,5 e 1 ml/kg de pacu, respectivamente, nas pﬁmeiras e

segundas doses, ministradas imediatamente apés as aplicagbes de LHRH em _solugdo
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fisiolégica.

As hipofisagdes (HERING & AZEVEDO, 1936, 1981; FONTENELE, 1953, 1982;
e SILVA et al., 1981), foram consideradas neste trabalho corﬁo controle positivo, por
~ apresentarem resultados satisfatérios no pacu (GODINHO. & GODINHO, 1986; SILVA
FILHO, 1986; BERNARDINO et al., 1988). Elas foram realizadas na UPG e no CEPTA com
0 uso de hipéfise seca de carpa comum (EHC), Cyprinus carpio L., com peso médio de 2,8
mg, que foi dissolvida em solugdo fisiolégica (SF) a 0,65% de NaCl.

A solucdo fisiolégica (SF), sozinha, também foi empregada num grupo de fémeas
contrdle (BILLARD et al., 1984; LIN et al., 1986) do CEPTA, na dosagem de 0,5 ml/kg a
12 dose e de 1 ml/kg a 22 dose. Em virtude da UPG apresentar plantel pequeno, eliminou-se

| o trata‘rﬁentO em qué ef;'fdrnecido apenés; o SF, de forma a ndo reduzir a qualidade da selegio

dos reprodutores.

| As solugdes (EHC+SF, LHRH +SF, LHRH+SF+DOM+SV e SF) foram aplicados
intraperitonealmente (VAN ASSELT et al., 1988) préximo 2 base da nadadeira ventral, através
de seringas graduadas de 5 e 10 ml. Conforme os protocolos de acompanhamento (APENDICE
A) e de aplicago (TAB. 1 e 2), as doses foram divididas em 2 injegﬁeé (HARVEY & HOAR,
1980; PETER, 1980; CAROLSFELD et al., 1988), sendo a primeira considerada como
"preparat6ria” e a segunda como "decisiva” (WOYNAROVIéH & HORVATH, 1983;
BILLARD etal. , 1984). O EHC foi fornecido, respecﬁvamente, em 0,5 e 5 mg/kg (GODINHO
& GODINHO, 1986), o LHRH foi ministrado em 50 e 100 ug/kg (CURY & TSUKAMOTO,
1988) e a DOM foi aplicada no total de 10 mg/kg (LIN et al., 1988) que foi divida em 35e

6,5 mg/kg, para acompanhar aproximadamente a mesma proporgﬁo das doses de LHRH.

Os machos receberam, sem distingo, a aplica¢io de 0,5 mg de EHC por kg de peso

corporal na 1? dose, logo ap6s a dose inicial ministrada as fémeas, € 2,5 mg de EHC/kg na 22
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dose (SILVA & PINHEIRO, 1989), também injetada em seguida 2 dose decisiva fornecida s
fémeas. Todas as doses para os machos foram igualmente aplicadas na cavidade peritoneal,

tendo como vefculo o SF em 0,5 ml/kg na 12 dose e 1;0 ml/kg na 22 dose.

2.4. Bibpsia

Com a finalidade de se determihar o nivel de maturagdo ovocitdria nos dois
experimentos, foram efetuadas trés biépsias em cada matriz. A primeira ocorreu imediatamente
antes da aplicac¢do da dose inicial de cada solugio que estava sendo testada (BILLARD et al. ,
1984), a segunda antecedeu a dose decisiva, com cerca de 12 a 13 horas ap6s a dose
preparatdria, e a terceira bidpsia foi realizada no momento previsto para atingir 300 horas-grau
apos a dose decisiva, ou antes, caso j4 houvesse ocorrido extrusio em funcio de manifestados

movimentos ovulatérios das fémeas (WOYNAROVICH, 1986).

Para as biépsias, tomou-se por base a técnica de pungio abdominal (BIENIARZ &
EPLER, 1976), com #gulha 40x20, que foi conectada a uma seringa de vidro de 5 ml através
de ﬁma sonda pléstica transparente de 5 cm. A agﬁlha foi inserida através da parede abdominal
entrea base da nadadeira ventral e a linha 1aterai, numa profundidade de 1,5 a 3 cm, de onde

se retirava uma porgdo estimada em mais de 200 ovécitos. Estes foram colocados em frasco
“de vidro de 10 ml devidamente etiquétado, contendo solugio fixadora (solugio salina a 0,6%

e formalina a 1%: SHEHADEH et al., 1973).

De 0,5 a 2 horas depois da coleta e imediatamente ap6s clareados com solugao de Serra
(60% de dlcool absoluto, 30% de fofmol a40% e 10% de 4cido acético glacial)(BILLARD,
1979), pelo menos 100 ovécitos por fémea foram examinados ao microscépio estereoscépico
e classificados tomando-se por base a escala proposta por BILLARD et al. (1984), anotando-se

a ocorréncia dos seguintes ftens: a) NC - niicleo situado na regido central do ovécito; b) NM
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- nicleo migrando para a périferia, maé sem atingir a membrana do ovécito; ¢) NP - niicleo
na periferia do ovécito, tocando em sua membrana; e d) MNR - membrana nuclear rompida,
ndo dando mais para distinguir a presenga do niicleo. A partir das bi6psias e de suas an4lises,
tomou-se como critério para caracterizar a condicdo  de ovécitos maduros aqueles que
'apresentaram a membrana nuclear rompida - MNR (JALABERT, 1976; ﬁmLARD, 1979;
GOETZ, 1983; MATSUYAMA et al., 1988).

Nos testes realizados no CEPTA tomou-se, também, o didmetro destes ovécitos, com
o emprego de microscdpio estereoscépico com ocular micrométrica. Os dados obtidos nas
andlises dos produtos das bi6psias por fémea, como posi¢do do niicleo e didmetro do ovécito

foram langados em formul4rios préprios (APENDICE B).

2.5. Extrusdo, Fecundaciio e Incubacio

De hora em hora, a partir do inicio dos trabathos de indugZo, foi tomada a temperatura
da dgua dos tanques do pavilhdo de reprodugio onde foram mantidas as matrizes, com o fim
de se precisar 0 momento em que se atingirfa 300 horas-grau (h-g) contadas a comegar da 22
dose, quando deveria ser realizada a 32 bi6psia e/ou a primeira tentativa de extrusio.
Tomaram-se 300 h-g como valor intermedidrio entre os resultados obtidos com reprodugio
induzida de pacu por GODINHO & GODINHO (1986), SILVA FILHO (1986),
BERNARDINO et al. (1988), CURY & TSUKAMOTO (1988) e FERRAZ DE LIMA et al.
(1988). Entretahto, foi acompanhado o comportamento das fémeas a partir de 250 h-g,
aproximadamente, com a finalidade de se verificar a ocorréncia de possiveis movimentos
ovulatérios (WOYNAROVICH, 1986), o que determinaria a antecipagdo dos procedimentos

de coleta de ovos, através da 32 bidpsia e da extrusio.

Completadas 300 h-g, cada fémea era capturada e, apés ser realizada é 32 bidpsia,
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exercia-se leve pressio no seu abdomen com o objetivo de se obter a liberagdo de ovos na
forma livre (HARVEY & HOAR, 1980; LIN et al., 1988). Caso ndo ocorresse a extrusdo dos
ovos naquela primeira oportunidade, aguardava-se aproximadamente 15 h-g para uma segunda
tentativa, sendo repetida aquela operagio enquanto ndo ocorresse a liberagdo dos ovos na forma
livre, até cérca de 420 h-g, quando era dada por encerrada cada segdo de repeti¢io do
experimento. Os ovos (WALLACE & SELMAN, 1981) extrusados eram coletados em bacias

pldsticas, devidamente taradas e etiquetadas e pesados antes de receberem o sémen.

A fertilizagdo dos ovos foi feita "a seco" (IHERING & AZEVEDO 1981;
WOYNAROVICH, 1986). Utilizou-se gametas de mais de um macho por bacia, de forma a
reduzir a influéncia da qualidade do s€émen de diferentes machos sobre o indice de fecundagio

dos ovos de distintas fémeas.

Empregou-se como critério para caracterizar a desova, as fémeas que liberassem ovos
livres (CAROLSFELD et al., 1988) e que eles viessem a se hidratar quando j4 estivessem

imersos n"dgua (TAMARU et al., 1988) alguns instantes depois.

Antes de serem levados 2 incubagdo, ocorreram repetidas trocas da dgua das bacias,

como procedimento de lavagem dos ovos fecundados (IHERING & AZEVEDO, 1981).

Os ovos hidratados foram colocados, cerca de 20 a 30 minutos apés a extrusdo, em
incubadoras de fibra de vidro tipo funil (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983) com
capacidade para 601d’4gua, na UPG, e em incubadoras de 20 € 2001, no CEPTA, na propor¢o
de, aproximadamente, 2 g de ovos por litro d’4gua para as incubadoras de 20 1e 1,5 g de ovos
por litro d’4gua para incubadoras de 60 e 200 1. A renovagdo da 4gua nas incubadoras foi feita
de maneira constante préxima a 0,5, 1 e 1,5 I/min, respectivamente para as incubadoras de
20, 60 e 200 1. Apés 12 horas, a vazdo era aumentada gradativamente até atingir,

respectivamente, algo em torno de 1,5, 3,0 e 4,5 I/min.
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Apés 9 a 10 horas da fertilizagdo dos ovos e j4 na fase da embriogénese, indicada pelo
fechamento do blastéporo (ALVES & GODINHO, 1987), foram realizadas amostragens de
ovos em cada incubadora, para se determinar o fndice de fecundagdo por fémea

(WOYNAROVICH & HORVATH, 1983).

2.6. Anidlises Estatisticas

Foram realizados testes estatisticos visando determinar comparativamente a efic4cia das
solugdes (EHC +SF, LHRH+SF, LHRH+SF+DOM + SV e SF) na maturago ovocitéria e na

desova das fémeas de pacu.

_ Para cada um dos dois plantéis utilizou-se delineamento em blocos completos
casualizados, em que cada fémea foi considerada unidade experimental (GOMES, 1977). Os
dados em porcentagem de ovdcitos maduros, ou seja, com membrana nuclear rompida (MNR),

foram submetidos 2 transformagio angular conforme ARRUDA (1979).

‘Foram empregadas anilises de varifincia para experimento bifatorial (preparados e
bidpsias) (SOKAL & ROHLF, 1979) com o objetivo de verificar a existéncia de diferenga
significativa, ao nivel de 5%, no atingimento da maturagdo ovocitdria pelas fémeas € no
didmetro dos ovdcitos de fémeas submetidas as solugGes. As comparagdes de médias foram

feitas com o teste SNK (STEEL & TORRIE, 1980).

A desova das fémeas submetidas as diversas solugdes foi comparada pelo emprego do

teste exato de Fisher (CAMPQOS, 1983; LIN et al., 1986).
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3. RESULTADOS

3.1. Etapa do Experimento na UPG

Na captura dos exemplares de pacu da Unidade de Piscicultura do Gorutuba - UPG,
verificou-se que, desde o primeiro grupo selecionado, as fémeas ainda nio se encontravam
com aspectos externos que pudessem ser considerados satisfat6rios para o inicio dos trabalhos
de indugdo artificial & desova. As matrizes denotavam caracteristicas de fémeas que se
apresentavam em fase de preparagio das gonadas para desova, como ventre pouco abaulado e

pouco fl4cido.

3.1.1. Migragio de Niicleo dos Ovécitos

Verificou-se no experimento realizado na UPG, que as fémeas do 1° bloco
apresentaram, A primeira bi6psia, incidéncia média superior a 60% de ovécitos com niicleo na -
posigdo central (NC) e menos de 40% com niicleo em migracio para a periferfa do ovécito
(NM) sem, contudo, ter ocorrido caso de ovécito com o nicleo tocando sua membrana (NP),
conforme pode ser constatado na FIG. 1. A medida que as solucdes (EHC, LHRH e
LHRH+DOM) foram sendo aplicadas, houve acentuado declinio na percentagem de ovécitos
com NC e elevagdo daqueles com a membrana nuclear rompida (MNR), embora a média destes

ultimos tenha ficado apenas em torno dos 60% quando da 32 bidpsia. Somente a fémea que
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recebeu LHRH atingiu mais de 77% de ovécitos com membrana nuclear rompida '(MNR).

No 29 bloco, repetiu-se a tendéncia observada no 1°, mas o percentual de ovécitos com
NC, 2 1* bi6psia, foi mais acentuado (aproximadamente 70%) e somente 2 32 bidpsia ocorreram
ovécitos com MNR. Mais uma vez, o tratamento 2 base de LHRH apresentou melhor
performance em relagdo ao atingimento da condi¢io de ovécitos madurc;s (MNR), tendo

totalizado 64 % dos ovécitos amostrados.

No 3° bloco, percebeu-se diferenga em relagio aos dois blocos iniciais, pois j4 na
selegdo das fémeas verificou-se que estas estavam melhor preparadas, embora que 2 primeira
biépsia tenha ocorrido a tendéncia observada nos dois primeiros blocos, isto &, alto fndice de
6v6citos com NC (acima de 68%), estando o restante com NM. A 32 bidpsia, entretanto, foi
evidente o amadurecimento dos ovécitos, atingindo, em média, acima de 90% dos ovécitos
amostrados (FIG. 2), com diferenca mfnima entre os trés trafamentos e leve superioridade para

a fémea que recebeu EHC.

O 4° bloco apresentou praticamente as mesmas tendéncias do bloco anterior, no qual
percebeu-se que as fémeas estavam melhor preparadas para a indugao 4 desova. Na 32 bidpsia,
as fémeas chegaram a atingir, em média, quase 96% dos ovécitos com MNR e menor diferenga

entre as 3 solugdes.

Tanto no 3° bloco quanto no 4° bloco, observou-se que a passagem de ovécitos com
NM para MNR se dava ap6s a aplicagio da dose decisiva (22 dose), entre as 225 e 325 bidpsias,
uma vez que foi verificado baixo fndice de ovécitos com NP nas duas primeiras biGpsias

realizadas em cada fémea (FIG. 2).

No 5° bloco, confirmou-se a tendéncia verificada nos blocos 3 e 4, em que as fémeas

atingiram melhor condi¢io para a desova, apresentando-se com o ventre mais abaulado,



19 -

facilitando consideravelmente o trabalho de selegdo. J4 na 1* biépsia ocorreu inversio na
incidéncia de ovécitos com NC e NM, atingindo este 1ltimo quase 60%. A média de ovécitos
com MNR 2 3* biépsia do 5° bloco foi superior a 92%, destacando-se a fémea do tratamento
a base de EHC que registrou 100% de ovécitos maduros.

ATAB. 3ea FIG. 3 apresentam os dados agrupados dos 5 blocos do experimento
realizado na UPG, nas quais se verifica elevado fndice de ovécitos com NC 2 12 bidpsia,
atingindo nfveis baixos & 3 bi6psia, e um percentual nulo de ovécitos com MNR 2 12 bi6psia,

contra alto indice a 3* bidpsia.

3.1.1.1 Andlise Estatistica

A andlise de varidncia para experimento bifatorial (TAB. 10) mostrou que, nio existiu
diferenga (p <0,05) entre os efeitos da aplicagio das solugdes (EHC, LHRH e LHRH+DOM)
na obtengdo de ovécitos com MNR. Houve diferenga significativa (p <0,05) entre pelo menos
uma bidpsia do experimento, no que diz respeito 2 obtengo de ovdcitos com MNR. Nio existiu .

diferenca (p s 0,05) entre as interagdes solugdes versus bi6psias, no que se refere 2 ocorréncia

de ovécitos com MNR.

A comparagdo entre bidpsias através do teste SNK, ndo apresentou diferenga
- significativa (p<0,05) entre as médias obtidas nas 1* e 22 bidpsias, relativas 2 ocorréncia de
ovécitos com MNR, mas foi significativa a diferenga registrada entre aquelas e a média obtida

232 bidpsia.

3.1.2. Desova

No experimento levado a efeito na UPG, ocorreram vérias desovas, conforme se observa
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na TAB. 5. Com base no teste exato de Fisher, a probabilidade de fémea submetida ao LHRH
vir a desovar e 0 mesmo ocorrer com as tratadas com EHC ¢ de 50%. A probabilidade de
fémea submetida ao tratamento com LHRH +DOM vir a desovar € 0 mesmo néo ocorrer com
aquela submetida a0 EHC € de 91,7%. A probabilidade de fémea submetida ao tratamento
com LRHR+DOM vir a desovar e 0 mesmo ndo ocorrer com aquela submetida ao LHRH &

- de 77,8%.

3.1.3. Fecundagio

Todos os machos utilizados liberaram sémen fluido suficientemente para a operagio de
fecundagio dos ovos, que foram coletados em bacias pl4sticas, sendo a fertilizagio realizada

a séco.

Das 5 desovas obtidas em fémeas tratadas com LHRH+DOM, 3 apresentaram taxas
de fecundagdo variando de 6,6% a 81,2% (TAB. 5 e FIG. 6), com média de 39,1 38,2%, e as
2 outras apresentaram taxa de fertilizagfo nula. Das que receberam LHRH, 3 desovaram de
um total de 5 testadas, mas apenas numa os ovos foram fééundados, em 51,3%, enquanto as
outras 2 tiveram taxa nula. Das fémeas tratadas com EHC, 2 desovaram em 5 testadas, com

uma apresentando taxa de fecundagio de 4,4% e a outra nula.

3.2. Etapa do Experimento no CEPTA

Na selegdo das fémeas de pacu do Centro de Pesquisas e Treinamento em Aquicultura
- CEPTA, constatou-se que, aparentemente, estas j& teriam ultrapassado a melhor fase para a

reprodugdo induzida, com o ventre exageradamente fl4cido.
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3.2.1. Migragéo de Niicleo dos Ovécitos

No i° bloco do experimento no CEPTA, constatou-se, 2 1* bi6psia, a presenga de
razodvel percentual de ovdcitos com nicleo periférico. Apenas a f8mea que recebeu EHC
respondeu satisfatoriamente 2 indugZo, tendo apresentado 96% de ovécitos com MNR 3 3%
biépsia (FIG. 4).

No 2° bloco, j4 a 1* biépsia, constatou-se a ocorréncia de ovécitos maduros (MNR).
Mas, da mesma forma que no bloco anterior, apenas a fémea que recebeu EHC mostrou altos
valores de ovécitos com MNR (97%). As demais solugdes n3o provocaram efeitos

significativos.

No 3° bloco, registrou-se a mesma tendéncia dos blocos anteriores, cujas fémeas
denotaram caracterfsticas de maturagio gonadal avangada, com os 4 exemplares apresentando
ovécitos nos diferentes estddios maturacionais considerados nesta pesquisa, ou sejam, NC,
NM, NP e MNR. Mais uma vez, somente a fémea que recebeu EHC atingiu nivel alto de

ovécitos maduros (acima de 82 %).

No 4° bloco, voltaram a ser registrados os resultados dos blocos anteriores que
apresentaram, j4 & 12 bi6psia, ovécitos com MNR e no qual somente a fémea que foi tratada

com EHC apresentou amadurecimento quase total dos ovécitos amostrados (cerca de 96%).

No 5° bloco desta série de repetigSes, confirmou-se a tendéncia dos resultados obtidos
nos blocos anteriores. Neste, as 4 fémeas apresentaram ovécitos maduros j& no infcio do
tratamento (entre 4,1 € 23,4% de ovécitos com MNR) e que somente a fémea que recebeu
EHC atingiu percentual expressivo de ovécitos maduros no momento da 12 extrusio, ocorrida

imediatamente ap6s a 3 bi6psia (97,5% com MNR).
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A TAB. 4 e a FIG. 5 apresentam os dados agrupados das 5 repeticdes do experimento
realizado no CEPTA. Percebe-se'que,_ jd na 1* biépsia, ocorreram os 4 diferentes est4dios de
maturagdo ovocitdria considerados nesta pesquisa (NC, NM, NP e MNR) e que somente a
fémea que foi tratada com EHC apresentou amadurecimento expressivo dos ovécitos a 32

bibpsia, atingindo percentual médio de 93,7 + 6,5% de ovécitos com MNR.

3.2.1.1. Anilise Estatistica

A anilise de variincia para experimento bifatorial (TAB. 11) revelou a existéncia de
diferenga significativa (p=<0,05) entre as reagdes manifestadas frente as solugSes (EHC,
LHRH, LHRH+DOM e SF) na obtengdo de ovécitos maduros (com MNR), em, pelo menos,
uma das fémeas de pacu. Também foi significativa (p <0,05) a diferenga entre as biépsias na
obtengdo de ovécitos maduros. Foi significativa a diferenga (p<0,05) ao menos em um

tratamento (interagao solugdo x bi6psia) no amadurecimento dos ovécitos.

Nio existiu diferenga (p <0,05) entre os resultados obtidos pelas fémeas tratadas com
LHRH, LHRH +DOM e SF, no que diz respeito A obtengio de ovécitos com MNR; Entretanto,
as percentagens ée ovécitos com MNR de fémeas tratadas com EHC foram significativamente
superiores (p <0,05) aquelas dos ovécitos das que receberam as demais solugdes. N&o ocorreu
diferenga significativa (p<0,05) entre as frequéncias de ovécitos com MNR nas 2 primeiras
bidpsias das fémeas tratadas com as 4 solugdes. Contudo, 3 32 bibpsia, ocorreu aumento
significativo no nimero de ovécitos com MNR. Todos os tratamentos (interagio solugio x
bidpsia) foram idénticos entre si em relagdo a frequéncia de ocorréncia de ovécitos com MNR,
com excegao das fémeas que receberam EHC, as quais, 2 32 bi6psia, apresentaram percentuais

destes ovdcitos significativamente superiores aos dos demais tratamentos.
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3.2.2. Diimetro dos Ovécitos

Os didmetros dos ovécitos, obtidos por biépsia ovariana, apresentaram variagdo de 750
a 1.250 pm, 2 1° bi6psia, com média de 1.011,5 + 80,5 um e coeficiente de variagdo (CV)
de 8% e, 2.3 bidpsia, a variac;ﬁd foi de 850 a 1.250 pm, com média de 1.071,2 + 70,8 um
com CV igual a 6,6% (TAB. 9 ¢ FIG. 8).

As fémeas que efetivamente desovaram e com ovos fecundados, que foram tratadas A
base de EHC, apreséntaxfam, a 1® bidpsia, ovécitos com didmetro variando de 750 a 1.125 um,
com média de 985,5 + 88,5 um e 9% de CV, & 22 bidpsia a varia¢do oscilou entre 925 e 1.200
um, com média de 1.072,5 + 64 um e 6% de CV e, 2 32 bidpsia, o didmetro dos ovécitos
oscilou entre 925 e 1.250 pum, com média de 1.129 + 67 ym e CV igual a 5,9%.

3.2.2.1. Andlise Estatistica

Na andlise de varidncia para experimento bifatorial, onde foi considerada a relagdo
entre solugdes e biépsias (TAB. 12), constatou-se que, embora tenha havido aumento no
didmetro dos ovdcitos das fémeas tratadas com EHC entre a 1* e a 32 bidpsia, nio ocorreram
diferengas significativas em relagdo as fémeas submetidas aos outros preparados, inclusive

Aquelas submetidas ao tratamento a base de SE. Neste caso, também tiveram aumento do
dismetro dos ovécitos quando, 2 1* bi6psia, €les apresentaram variagao de 875 a 1.175 um,
com média de 1.008,5 + 78 um e 7,7% de CV, enquanto, 2 32 bidpsia, se encontravam com

didmetro variando de 850 a 1.250 um, com média de 1.074,5 + 74,8 um e 7% de CV (TAB. 9).

Ocorreram diferengas significativas entre didmetros dos ovécitos (TAB. 12) apenas em
relagdo as bi6psias e, mesmo assim, somente entre as 1* e 2% bidpsias, enquanto que as 2 e

32 bidpsias ndo foram diferentes estatisticamente (p <0,05).
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3.2.3. Desova

No experimento realizado no CEPI‘A, apenas as fémeas submetidas ao tratamento 2
base de EHC desovaram (TAB. 6). Com base no teste exato de Fisher, a probabilidade de
fémeas submetidas ao trétamento com EHC desovarem e 0 mesmo nio ocorrer com fémeas
submetidas aos demais tratamentos, nas condi¢des do experimento realizado no CEPTA, é de
99,9%. E de 100% a probabilidade de fémeas submetidas aos tratamentos a base de LHRH,

LHRH+DOM e SF na3o desovarem naquelas condiges.

3.2.4. Fecundagdo

Todos os machos liberaram sémen suficiente e com boa viscosidade. Para a fecundagio
dos ovos liberados, utilizou-se mais de um macho para fecundar os ovos coletados em cada

bacia, cuja fertilizagdo foi feita a séco.

Das 5 desovas obtidas em fémeas tratadas com EHC, apenas 3 apresentaram ovos
vidveis, com taxas de fecundagdo variando de 16,8% a 30,7%, com média de 23,4 7% e
coeficiente de variagdo de 29,8% (TAB. 6 e FIG. 7). Nao foram consideradas para anilise de

fecundag@o as fémeas submetidas aos demais tratamentos, por no terem desovado.
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4. DISCUSSAO

AZEVEDO & CANALE (1938) j4, hd muitas décadas, associavam o desenvolvimento
das gbnadas dos peixes as condigGes ambientais. As espécies de peixes reofilicos
(CASTAGNOLLI & TONIOLO, 1980) quando se encontram no seu habitat natural, na época
da reprodugdo migram em busca da complementagio de situagdes fisiol6gicas e ambientais
favordveis a desova. Quando cultivadas em cativeiro, onde as condigdes sio distintas daquelas
de seu ambiente nativo e que com frequéncia apresentam ritmos clim4ticos e regime nutricional |
diferentes daqueles aos quais a espécie estd geneticamente adaptada, € de se esperar que haja
yariagc“)es na evolugdo do processo de maturagdo das gonadas, quando comparadas as situadas
no ambiente natural. Talvez isto tenha acontecido com matrizes de pacu caﬁturadas no rio
Cuiabd, cujas desovas induzidas as margens daquele rio apresentaram desempenho

reprodutivo superior as realizadas no CEPTA em anos seguintes (FERRAZ DE LIMA, 1989).

A determinagio das épocas onde possam ser obtidos picos de desovas induzidas das
espécies de peixes criadas em cativeiro, ainda n3o se encontra totalmente elucidada. No que
diz respeito 2 possibilidade de se manipular aqueles perfodos de modo a se ampliar as épocas
de propagagao artificial, adequando-as & demanda de alevinos, esta ainda nfo ¢ explorada em
nossas condigdes, embora KUO & NASH (1975) tenham mostrado que é possivel estimular
a vitelogénese de Mugil cephalus L., controlando a temperatura e o fotoperiodo e Bromage

et al. (1984) afirmaram que controles na duragdo da exposi¢do diria 2 luz podem alterar a
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época de desova em Salmb. gairdnerii (Richardson). Além da dificuldade ainda encontrada
para se manipular os perfodos de desova dos peixes teledsteos, tém-se ainda a incerteza do
momento para atingimento de ovulagio espontinea, mesmo dentro da estagdo de reprodugéo
(CRIM & GLEBE, 1984). Normalmente s3o exigidos frequentes manejos dos plantéis de
reprodutores ao longo de cada perfodo de desova, visando a identificagdo do melhor momento

a propagagio artificial.

Atualmente, a identiﬂcagio das condi¢des propicias a indugdo da desova em peixes
teledsteos € obtida através de: a) exame das caracteristicas morfolégicas externas dos
reprodutores e matrizes (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983; VAN WEERD et al., 1990;
ROMAGOSA, 1991); b) pressdo da porgdo ventral de fémeas e machos, percebendo-se sua
flacidez nas fémeas ou a liberagdo de s€émen com adequada viscosidade nos machos
(CAROLSFELD, 1989); c) presenga em algumas espécies de peixes de protuberincias 4speras
(6rgios perlados) nas 4reas dorsais das nadadeiras peitorais e, as vezes, na cabega de machos
que, embora n3o bem visfveis, podem ser percebidas ao tato (KUO et al, 1974;
WOYNAROVICH & HORVATH, 1983); d) andlise da posigio da vesicula germinativa dos
ovéeitos, exames histolégicos realizados nas gdnadas e diAmetro atingido pelos ovécitos,
obti_dos por biépsia ovariana (KUO et al., 1974; JALABERT, 1976; BILLARD, 1979;
GARCIA, 1989b); e) determinagao do indice gonado-somético em exemplares sacrificados do
plantel a ser propagado (KUO & NASH, 1975; VAZZOLER, 1981; FERRAZ DE LIMA et
al., 1984); f) determinagio dos niveis de gonadotrofina na corrente sangufnea obtidos por
radioimunoensaio (PETER, 1983; DOWN et al.,1988); g) determinagio de elevadas
concentragoes de célcio e protefna no sangue (BOOKE, 1964; WOODHEAD, 1968 citado por
KUO et al. 1974); e h) andlise de fatores abiéticos, como a temperatura, a pluviosidade e o
fotoperiodo (AZEVEDO & CANALE, 1938; BILLARD, 1979; PETER, 1983; BROMAGE
et al., 1984).
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Na realizagdo da presente dissertagdo, em que se procurou trabalhar em dois locais
géograﬁcamente distantes entre si, um dos quais fora da bacia hidrografica do Prata, onde o
pacu ¢ nativo (CASTAGNOLLI & ZUIM, 1985), era presumivel que diferengas climdticas
determinassem épocas diferentes de picos de desova (FERRAZ DE LIMA, 1989). Diversos
autores estabelecem graus de importéncia distintos aqueles fatores abidticos na maturagio
gonadal de teleSsteos: alguns creditam A temperatura destacado pépel na aceleragdo do
desenvolvimento gonadal, por sua influéncia nos processos endécrinos que afetariam a
produgZo e liberagéo de hormdnios hipotaldmicos e gonadotréficos (KUO & NASH, 1975;
PETER, 1983); hd os que ddo grande relevincia ao fotoperiodo (KUO & NASH, 1975;
BROMAGE et al., 1984) que, através das fungdes fotossensorial e secretora da glandula pineal
e, talvez, da retina, induz a produgio do hormdnio mensageiro melatonina, que age no
‘PETER, 1982, 1983); é maturagao ﬁnal ¢ a desova estdo associadas, nas espécies reofilicas,
também segundo alguns autores, as chuvas, que t€ém significativa participacdo nos eventos
endécrinos e fisiolégicos da reprodugio (AZEVEDO & CANALE, 1938; BILLARD, 1979;
THERING & AZEVEDO, 1981).

FERRAZ DE LIMA (1981) afirma que, no ambiente natural do pantanal do Mato
Grosso, o periodo de desova do pacu ocorre entre os meses de outubro e janeiro, principalmente
nos meses de novembro e dezembro, coincidindo este ltimo com o perfodo relatado por
BERNARDINO et al. (1986) citados por ROMAGOSA (1991) para as reprodugdes realizadas
no CEPTA. FERRAZ DE LIMA et al. (1984) citam que o periodo de desova do pacu em seu
habitat hatural se d4 entre os meses de outubro e dezembro, com maior frequéncia no més de
novembro. ROMAGOSA et al. (1985) identificaram o perfodo de novembro a fevereiro como
aquele em que o pacu apresenta condigoes satisfatérias para a desova. Tendo em vista que até
o momento ndo sc dispunha de estudos comparativos, quanto a melhor época para atingimento

da matura(;ﬁo gonadal do pacu, entre 0 CEPTA, em Pirassununga, SP, e a UPG, em Porteirinha,
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MG, teve-se que escolher por qual dos dois locais se iniciarfa este trabalho. Pretendia-se testar
o emprego dos indutores de maturagdo gonadal e de desova nos momentos mais préximos
possfveis de pico de desova desta espécie naqueles ambientes. Determinou-se entdo o infcio do
experimento pela UPG, por considerar que a temperatura naquele local j4 se encontrava bem
mais elevada do que no CEPTA e que este fator poderia ser decisivo para que ndo se perdesse

a melhor época de desova nos dois locais.

4.1. Etapa do Experimento na UPG

Verificou-se ainda na 1* quinzena do més de novembro/89, que as fémeas de pacu da
UPG nio denotavam caracteristicas morfolégicas externas favordveis para indugdo a desova.
Iniciada a 22 quinzena daquele més e como ni3o ocorrera mudanga substancial naquelas
caracterfsticas, deu-se infcio ao experimento, levando-se em conta o adequado nimero de
repeti¢des a serem realizadas e o bloqueamento estatfstico que estava sendo empregado, que
submetia todos os tratamentos &s mesmas condigdes. A espera por uma melhor preparagao das
fémeas poderia atrasar o infcio do experimento no CEPTA e, em consequéncia, as fémeas
daquele local poderiam ser encontradas em fase mais avangada de maturégﬁo ovocitdria, o que

dificultarfa a comparagdo dos resultados entre os dois locais.

4.1.1. Maturagiio Ovocitdria

Através da anélise da migragdo do nicleo dos ovdcitos, verificou-se incidéncia elevada
daqueles com vesicula germinativa na posi¢ao central, sem registro de ovécito com membrana
nuclear rompida e sequer ovdcito com hﬁcleo tocando em sua membrana. Embora esta condigao
tenha se repetido ao longo do experimento na UPG, ela n3o refletia o aspecto morfoldgico
externo das fémeas 2 medida que avangavam as repeti¢oes. Foi observado; visualmente, aumento

no volume e abaulamento do abdome das fémeas a cada nova sele¢do, o que veio facilitar a
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escolha daquelas a serem testadas. Finalmente, as condi¢bes vde matura¢ao ovocitdria e de
morfologia externa das fémeas se corresponderam a 3* bidpsia, qﬁando a presenga de ovécitos
maduros, ou seja, com a membrana nuclear rompida (JALABERT, 1976; BILLARD, 1979;
GOETZ, 1983; MATSUYAMA et al., 1988), foi superior nos 3 ultimos blocos. Isto estf de
acordo com o que afirmaram JALABERT & FOSTIER (1984), que nio acharam que a
determinagio da posi¢do da vesicula germinal fosse um critério seguro para a classificago das
fémeas, e com o obtido por BILLARD et al. (1984), que n3o conseguiram relacionar a resposta
do ovécito de Cyprinus carpio. Confirmando-se o avango na maturagio ovocitéria, percebeu-se
ainda, & 3* bidpsia, nitida clarificacdo do vitelo nos ovécitos maduros, tal como registrado

para vérias espécies de peixes (WALLACE & SELMAN, 1981; GOETZ, 1983).

Pelos resultados obtidos, verificou-se que, indistimaniente, as solugbes (EHC, LHRH
e LHRH +DOM) proporcionaram a maturagio ovocitdria das fémeas de pacu exclusivamente
apés a aplicagio da 22 dose, o que estd de acordo com observagdes feitas por ROMAGOSA et
al. (1990). Os ovécitos apresentaram em sua quase totalidade, 2 32 bidpsia, a condigio de
MNR (JALABERT, 1976; BILLARD, 1979; GURAYA, 1986; ZANUY & CARRILLO, 1987),
que condiz com resultados citados por PETER (1983), RAMOS (1986) e CURY &
TSUKAMOTO (1988), que indicaram a agdo estimulatéria do LHRH na liberagio de

gonadotrofina e o efeito desta na consequente maturagio gonadal.

Neste caso, funcionaram o que DONALDSON & HUNTER (1983), GURAYA (1986)
e CURY & TSUKAMOTO (1988) chamaram de técnicas de 12 e 22 geragées na propagagio
de peixes. A utilizag3o de extratos de pituitdria homopléstico e heteropléstico agindo no eixo
hipéfise-ovério, como o EHC empregado nesta dissertagio, pode ser considerada como técnica
de 1* geragdo, enquanto que o aprovcitamento do LHRH e do LHRH+DOM, que atuam no

eixo hipotélamo—hipéﬁse, ¢ tido como técnica de 2® gerag3o.
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4.1.2. Desova e Fecundagéio

Embora tenha sido expressivo o percentual de ovécitos maduros em todas as fémeas 2
32 bibpsia, este fato ndo se refletiu numa elevada quantidade de ovos liberados nem em altas
taxas de fecundagdo. Tais resultados estdo de acordo com os citados por FERRAZ DE LIMA
et al. (1988) e ROMAGOSA (1991), o que nos leva a supor que as doses aplicadas foram
insuficientes para que tivesse ocorrido ovulagdo em boa parte do ovéario ou que a eficiéncia
dos indutores maturacionais, empregados em etapas precoces de maturagao ovocitéria, tenha
sido baixa. CRIM & GLEBE (1984) tiveram o mesmo problema quando induziram a desova
de Salmo salar bem antes da época normal de propagagdo. Eles admitiram a possibilidade de
ter ocorrido ovulagio incompleta, ndo havendo abertura da micrépila para a penetragio do
espermatozéide. H4 autores qué consideram que a hio fecundagio de ovécitos ovulados pode
| ser devida 2 possibilidade destes ainda se encontrarem em paﬁe imaturos (AZEVEDO &
CANALE, 1938; JALABERT, 1976; GOETZ & BERGMAN, 1978; ZANUY & CARRILLO,
1987).

Deve ser ressaltado ainda que, com o fato de nem todas as fémeas terem liberado
6vulos A primeira tentativa de extrusdo, passou-se a contar com outra varidvel, a sincronizagio
entre fnachos e fémeas. Embora nao tenha havido falta de sémen as extrusdes ocorridas
posteriormente 2 1* tentativa, ndo é certo que o s€men obtido tenha apresentado a mesma

fecundidade que na primeira.

O tratamento 2 base de LHRH+DOM apresentou probabilidade de ocorréncia dedesova
superior aos outros dois tratamentos. PETER et al. (1985, 1987) citados por LIN et al. (1988)
mostraram que 0 sGnRH-A, associado ao antagonista de dopamina Pimozida, foi vdrias vezes
mais potente que 0 LHRH-A em Carassius auratus. Além disto, PETER et al. (1986) e
OMELJANIUK et al. (1987), estes iltimos citados por LIN et al. (1988), verificaram que a

Domperidona apresenta igual ou maior. eficiéncia que a Pimozida na potencializagio do
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LHRH-A na liberagdo de GtH na mesma éspécie. LIN_et'al. (1988) obtiveram significativa -
liberagdo de GtH em Paramisgurnus dabryanus com a aplicagio de DOM,, enquanto peixes
que receberam PIM apresentaram respostas idénticas aos controles. Enquanto isto, LIN et al.
(1991) colocam a Domperidona e a Pimozida como os mais potentés antagonistas de dopamina
na»‘ agao do GnRH em C. auratus. Isto nos leva a admitir Que a Domperidona tenha, no
experimento realizado na UPG, potencializado a a¢gdo do LHRH através do bloqueio dos
receptores de dopamina na hipdfise, embora.qué nossos resultados tenham ficado abaixo dos
_obtidos por GODINHO & GODINHO (1986), SILVA FILHO (1986), CURY & TSUKAMOTO
(19‘88) e FERRAZ DE LIMA et al. (1988), provavelmente conseguidos em épocas ‘mais

favordveis de desova.

Quanto a aplicagao do EHC, este pode ter proporcionado a maturago ovocitdria, mas
ndo a ovulacdo e, quando ela ocorreu, a fecundagdo foi baixa. Experimento realizado por
PETER GARADI, em Petrolina, PE, no ano de 1985, com o Colossoma macropomum
(informagdo verbal), que tinha como objetivo aplicar doses preparatdrias de EHC em 0,1 mg/kg
em 3 etapas, sendo uma a cada 3 semanas, visando a antecipagio do periodo de desova e/ou |
melhorar a performancé das fémeas. na liberagao de ovos vidveis, tanto do ponto de vista
qualitativo (melhor indice de fecundagdo) quanto quantitativo, apresentaram estatisticamente
| resultados idénticos, quando comparados ao obtido nas fémeas controle. FERRAZ DE LIMA
(1989) também n&o obteve resultados satisfatérios na antecipago da maturacdo gonadal do
paéu com o emprego de hipéfise e de ragio contendo hipéfise e tiroxiné. Além disso, ZANUY
& CARRILLO (1987) afirmam que elevadas doses de GtH em etapas ~precoces do‘
desenvolvimento gonadal, ainda que possam proporcionar a matura¢do dos gametas, podem

também determinar baixa qualidade dos mesmos.
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4.2. Etapa do Experimento no CEPTA

Ainda na fase inicial de selegdo das fémeas de pacu no CEPTA, constatou-se uma
situagdo bem diferente em relagdo A encontrada na UPG, em termos de ainadurecimento
ovocitrio. Enquanio na UPG, em Minas Gerais, as fémeas de pacu apresentavam caracterfsticas
morfoldgicas externas peculiares aquelas que ainda nio haviam atingido condigdo favordvel A |
desova, as do CEPTA, em So Paulo, a0 contrério, davam nitida impressdo de que j4 estariam
ultrapassando a fase ideal de sele¢do para propagagio artificial, quando comparadas com fémeas
.induzidas satisfatoriamente € com ovos vidveis, em desovas levadas a cabo na UPG em anos
anteriores. Como o plantel utilizado neste experimento j4 havia passado por repetidas selegbes,
em fungdo de outros testes a que eram submetidos na mesma estagio de desova, é possivel que
0 estresse decorrente de sucessivos manejos tenha, primeiramente, acelerado a maturagio
gonadal e ovulagdo (JALABERT, 1976) e, em seguida, antecipado a reabsorgio dos ovécitos,
uma vez que as fémeas apresentavam excessiva flacidei da regido ventral, o que poderfa ser
decorrente do inicio da vatresia folicular (BALL, 1960 citado por WALLACE & SELMAN,
1981; GURAYA, 1986; MATSUYAMA et al., 1988; LIMA et al., 1991).

4.2.1. Maturagio Ovocitdria

Diferentemente do que ocorreu na UPG, as fémeas apresentaram, desde a 12 bibpsia,
ovécitos nos 4 diferentes estddios maturacionais considerados neste trabalho. Verificou-se, a
32 bidpsia, que apenas as fémeas submetidas ao tratamento com EHC apresentaram reagao
satisfatéria &s 4 solugdes, atingindo elevados niveis de ovécitos com MNR (acima de 90%).
Os demais trataméntos (LHRH, LHRH+DOM e SF) apresentaram, A 32 bi6psia, indices
inferiores a 10% de ovécitos com MNR, nio havendo diferenca estatisticamente significativa

nem entre eles, nem em relagio ao obtido 4 1? bi6psia.
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Nem mesmo as fémeas que receberam LHRH juntamente com a DOM apresentaram
resultados satisfatérios. Peter (1983) evidenciou a importéncia da GRIF em C. auratus, mas
ressaltou que sua agdo ocorre em menor grau em fémeas sexualmente regredidas. Essa
afirmaéio nos leva a admitir que a partir de um adiantado estddio do ciclo reprodutivo, o
antagonista de dopamina, como a Domperidona que foi utilizada neste experimento, j4 atuem
de maneira menos eﬁcazf Neste caso, € pbssfvel que a retroalimentagdo negativa provocada
pelos esteréides gonadais passe a ter maior influéncia na liberagio/inibi¢ao de gonadotrofina
pela hip6fise (DONALDSON & HUNTER, 1983; PETER et al., 1986; TRUDEAU et al.,
1991), que a dopamina. A partir dessa premissa € por agirem no eixo hipotdlamo-hipéfise, e
ndo no segmento hipSfise-ovirio como o EHC, a resposta a aplicagdio do LHRH e do
LHRH+DOM, numa fase de adiantado estddio de maturagao ovocitdria, poderia ser pouco
eficaz, comparada a aplicacao direta do GtH. Talvez se, nesses casos de adiantado avango no
desenvolvimento gonadal, as doses de LHRH fossem de maior poténcia ou duragdo, como o
efeito provocado por andlogos de GnRH (PETER et al., 1986; ZANUY & CARRILLO, 1987;
LIN et al., 1991), poder-se-fa obter melhores resultados.

4.2.2. Desova e Fecundacio

Mesmo com todas as fémeas submetidas ao tratamento a base de EHC tendo desovado,
tanto o peso da ova liberada quanto a taxa de fecundagio foram baixos, embora que mais de

90% dos ovdcitos estivessem com MNR quémdo da extrus3o.

Como SILVA FILHO (1986) conseguiu elevado percentual de desova em fémeas de
pacu com 266 horas-grau (h-g), CURY & TSUKAMOTO (1988) apresentaram resultados
positivos com valor médio préximo a 250 h-g e FERRAZ DE LIMA et al. (1988) obtiveram
ovulagdo também com esta espécie entre 270 e 290 h-g, principalmente, € possivel que a

tentativa de extrusio com 300 h-g, observadas neste experimento, tenha sido atrasada,
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ensejando menor liberagao de ovos, bem como baixa taxa de fecundagdo. Ndo se pode deixar
de considerar, entretanto, que GODINHO & GODINHO (1986), BERNARDINO et al. (1988)
e ROMAGOSA et al. (1990) trabalhando com esta espécie, obtiveram respostas' satisfatérias
também com cerca de 300 a 325 h-g, o que motivou o estabelecimento de uma média em torno
de 300 h-g paré'a extrusio das fémeas de pacu desta pesquisa. Além do mais, a partir de 250
h-g eram realizadas observagdes do comportamento das fémeas, visando detectar}possfveis
movimentos ovulatérios (WOYNAROVICH, 1986), que motivaria a anteéipagﬁo da 32 bi6psia
e da extrus3o e isto somente foi verificado em dois casos, quando se encontravam com 293 h-g |

e 278 h-g (TAB. 6).

Como as fémeas submetidas aos demais tratamentos ndo desovaram, e sequer
apresentaram indices razodveis de ovécitos com MNR, provavelmente pelo inicio de atresia
folicular, € possivel que a baixa qualidade dos ovécitos tenha comprometido também os
resultados de desova e fecundagio das fémeas submetidas ao tratamento com hipéfise de carpa
comum. BARR (1968) -citado por GURAYA (1973) admite que a atresia em ovdrios de
vertebrados nao mamiferos pode ser devido 2 falta ou ao baixo nivel de gonadotrofina. Se isto
realmente ocorreu, € possivel que, atingido adiantado estddio de desenvolvimento gonadal,
motivado por condi¢des climéticas favordveis e/ou pelo estresse decorrente de excessivo
manejo, tenha sido requerido uma maior quantidade de gonadotrofina para ovulagid
espontinea. Como o peixe ndo dispunha da quantidade de gonadotrofina necessdria A esta
ovulagdo, teria entdo se iniciado o proceso de atresia folicular, que reduziu a qualidade dos
ovécitos. Ou, entdo, a baixa dosagem de gonadotrofina aplicada (EHC) tenha sido pequena
para o adiantado estddio de maturagao gonédal, o que poderia ter provocado, também, inicio

de atresia, ensejando, da mesma forma, queda na qualidade dos ovécitos.
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4.2.3. Diametro dos Ovécitos

A medida do didmetro médio dos ovScitos tem sido usada para caracterizar a maturidade
sexual de peixes (KUO et al., 1974, KUO & NASH, 1975; TAMARU et al., 1988). GODINHO
& GODINHO (1986), trabalhando com pacu, constataram incremento no didmetro do ovécito
de 1.097 + 14 um a 12 dose, para 1.252 + 14 um 2 extrusdo e CAROLSFELD et al. (1988)
testaram a aplicacdo de dose minima efetiva de LHRH-A em fémeas que apresentaram ovééitos
com didmetro médio inicial com 1.060 + 7 um. ROMAGOSA et al. (1990), por sua vez,
apresentaram faixas modais de didmetro de ovécitos para fémeas de pacu, nos 1° e 2° anos de
maturag¢ao gonadal, como lsendo inicialmente de 876.4 , 939,0 ou 1.001,6 um, tendo o valor

intermedidrio como preponderante. Estes valores sfo, portanto, inferiores as medidas

observadas pelos autores citados anteriormente.

No presente experimento, o didmetro médio inicial variou de 750 a 1.250 yum e, 2 32
bidpsia, €le oscilou entre 900 e 1.250 um. Enquanto isto, o didmetro médio inicial dos ovécitos
das fémeas que desovaram e com ovos fecundados foi de 985,5 + 88,5 um, tendo sido um
pouco superior 3 moda preponderante, mas inferior 2 maior moda apresentada no trabalho de
ROMAGOSA et al. (1990) e inferior aos observados por GODINHO & GODINHO (1986) e
CAROLSFELD et al. (1988). E possivel que as diferencas possam ter como causa o estddio
de maturagdo em que se encontravam os ovécitos, que tendem a reduzir de tamanho quando
se encontram em regressdo (CAROLSFELD, 1989; LIMA et al., 1991) ou podem ser devidas
a agdo do liquido fixador, fazendo-os reduzir de tamanho, embora o tempo entre a coleta e a

leitura ndo tenha ultrapassado a primeira hora.

Ainda que tenha havido aumento no didmetro dos ovécitos das fémeas submetidas 2s 4
solugOes entre a 1* e a 32 bidpsias, as diferengas ndo foram estatisticamente significativas entre
as solugdes, incluindo o tratamento a base de solugdo fisiolégica (p=<0,05). Além disto, a

diferenga registrada no didmetro dos ovécitos s foi verificada entre as 12 e 22 bi6psias. Como



36

a diferenga na taxa de ovdcitos maduros, nas fémeas submetidas as 4 solugdes, s6 se deu entre
as 22 e 3? bidpsias, nos parece que o didmetro ndo seja, isoladamente, um pardmetro efetivo

para avaliar a maturag@o ovocitdria de pacu naquelas condigoes.
4.3. Comparagdo dos Resultados da UPG e do CEPTA

4.3.1. Fatores Abiéticos

Dados obtidos na UPG e no CEPTA no ano de 1989 (TAB. 13 e FIG. 9) registram
precipitacGes pluviométricas (em mm) ocorridas no periodo de setembro a dezembro, meses
que antecedem e/ou quando ocorrem os picos de desovas do pacu no ambiehte natural (FERRAZ
DE LIMA, 1981; FERRAZ DE LIMA et al., 1984) e no CEPTA (BERNARDINO et al.,
1986 citados por ROMAGOSA, 1991). Até meados do més de outubro as chuvas, tanto em
volume como em frequéncia, ocorreram em maiores niveis no CEPTA que na UPG, enquanto
somente na iltima semana do més de novembro € que maior frequéncia de chuvas se verificou
na UPG. Como os picos de desova estio associados nas espécies reofilicas as chuvas
(AZEVEDO & CANALE, 1938; }BILLA‘RD, 1979; THERING & AZEVEDOQ, 1981),
principalmente as enxurradas (ZANUY & CARRILLO, 1987), parece que, neste caso, se
confirmou a influéncia da pluviosidade na desova do pacu, mesmo em condigdes de
confinamento, uma vez que os reprodutores se apresentaram em condigbes de desova
primeiramente no CEPTA, provavelmente no més de novembro, € que as evidéncias indicam
que somente no inicio do més de dezembro € que as condigdes de maturagao gonadal estariam

satisfeitas para a desova do pacu na UPG.

Quanto ao fotoperiodo (TAB. 13 ¢ FIG. 10), medido em horas de luz por dia (ANUARIO
OBSERVATORIO NACIONAL, 1975), corrigidos para as localizagbes geogrificas de

Porteirinha/MG e Pirassununga/SP (ENCICLOPEDIA DOS MUNICIPIOS BRASILEIROS -
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IBGE, 1979), no CEPTA ocorreram horas de luz solar didrias em maior quantidade do que na
VUPG, a medida que avangavam os meses de setembro a dezembro. O CEPTA se situa dentro
da faixa de latitude onde se localiza o pantanal do Mato Grosso (STEFAN, 1964 citado por
FERRAZ DE LIMA, 1981) e a uma diferenga superior a 6° S em relagio a UPG.
Considerando-se a coincidéncia do perfodo de pico de desova entre 0 CEPTA e o ambiente
natural do pacu, o retardamento do infcio da desova na UPG pode também ter tido como causa
o fotoperfodo, pois a quantidade de hora de luz/dia ocorrida no CEPTA no més de novembro,

s6 foi registrada na UPG no més de dezembro.

No que diz respeito as temperaturas médias mensais dos tanques, foram registrados na
UPG 24,9 °C, 25,8 °Ce 27,1 °C e no CEPTA 21,4 °C, 22,5 °C ¢ 24,8 °C, respectivamente,
nos meses de setembro, outubro e novembro/89 (TAB. 13 e FIG. 11). Enquanto no CEPTA as |
primeiras indugdes reprodutivas do pacu por nés presenciadas, em outras propagacdes
realizadas naquela estagdo de desova, se davam desde o final do més de outubro e inicio de
novembro, quando a temperatura oscilava em torno dos 22 ‘°C, na UPG temperaturas superiores
a estas j4 ocorriam no més de setembro. No entanto, s6 no final do més de novefnbro e inicio
de dezembro, quando a temperatura variava em torno dos 27 °C, ¢ que os pacus da UPG se
apresentavam em condigoes de desova, 0 que pressupde ndo ter sido a temperatura o fator
climitico limitante ou estimulante 3 maturagdo final ovocitdria e desova, diferentemente do
observado por Lima (1990), que em seu trabalho realizado no CEPTA, encontrou que, das
condigdes climéticas, a temperatura foi o pardmetro que mais contribuiu para a maturagio final

gonadal daquela espécie de peixe.

Dada a comparagdo dos dois locais, nos parece mais razodvel associar o avango da
maturagao final ovocitdria do pacu, no que diz respeito as condigdes climdticas, principalmente
ao progressivo aumento dos fotoperiodo e pluviosidade, embora que a temperatura deva atingir

um patamar minimo a partir do qual os processos de maturagdo final e ovulagio possam
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acontecer.

4.3.2. Tratamentos, Mafuragéo Ovocitdria Final e Desova

DONALDSON & HUNTER (1983) propdem que o LHRH pode ser empregado na
maturagdo ovocitdria, além de estimular a ovulagio. RAMOS (1986), utilizando LHRH-A em
fémeas de Solea solea (L.), obteve desova semi-natural apés 48 horas da aplicagio do
tratamento, que teve continuidade por mais 25 dias, enquanto que as fémeas controle sé
iniciaram a desova um més ap6s o inicio do tratamento e prosseguindo por 5 semanas,
mostrando que efetivamente houve antecipagdo do perfodo de desova pela ministragio de
LHRH-A. Resultados idénticos foram obtidos por GARCIA (1990) que tesfou ouso de "peller”
de LHRH-A e de 17 a-metiltestosterona e suas combinagdes em Lates calcarifer (Bloch),
conseguindo significativo desenvolvimento gonadal e desova antes da época normal de desova
daquela espécie. ZANIBONI FILHO & BARBOSA (1991), realizando aplicacdo prévia de
extrato de hipdfise de carpa com 0,25 mg EHC/kg em C. macropomum e P. mesopotamicus,
3 dias antes das duas doses normais (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983), obtiveram
resultados superiores no que diz respeito & proporgao de fémeas que desovaram, embora que
o percentual de ovos liberados por fémea tenha sido menor em pacu e superior em tambaqui,
quando comparados com fémeas que foram induzidas também com EHC ou LHRH-A, mas
‘sem aaplicagdo da dose prévia. J4 CRIM & GLEBE (1984) observaram variagdes nas respostas
a aplicagio de "pellet™ de LHRH-A em Salmo salar em diferentes épocas. 30% das fémeas
desovaram quando induzidas 7 semanas antes do periodo normal de desova ¢ mais de 90%
desovaram 4 semanas antes do tempo normal de propagagio. Apesar dos resultados satisfatérios
na indugdo precoce, no 1° caso 100% dos ovos obtidos goraram 24 horas apés a fertilizagio
e no 2° caso apenas 50% dos ovos obtidos foram de boa qualidade. Vale lembrar, no entanto,
que ndo foi obtida antevipagdo do periodo de desova com o uso de extrato de pituitdria em

trabalhos realizados por PETER GARADI (1985; informagio verbal) com C. macropomum
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nem por FERRAZ DE LIMA (1989) com P. mesopotamicus.

Pelos resultados obtidos na UPG, o tratamento a base de LHRH+DOM foi o que
apresentou maior nimero de desovas e mais elevadas taxas de fecundagdo, enquanto que o
realizado a base dé EHC foi o que apresentou menor nimero de desovas e mais baixas taxas
de fecundagao. Considerando-sev as observagdes contidas em DONALDSON & HUNTER
(1983), RAMOS (1986) e GARCIA (1990), € possfvel bresumir que, em estégios préximos 2
fase de maturacao gonadal ﬁnal‘, as agdes do LHRH eda Domperidona tenham conseguido
promover a liberagdo da gonadotrofina necessdria em maior grau que a proporcionada pelo
LHRH isoladamente e pelo EHC mas, provavelmente, em quantidade insuficiente ou ainda
antes do momento propicio a indugdo para a extrusio da totalidade de ovos na condigio de
vidveis. E possivel supor, ainda, que o extrato hipofisério heteropldstico, aplicado antes da
maturagao gonadal natural oriunda da a¢io de horménio gonadotréfico do préprio peixe, pode
n3o conter va(s) gonadotrofina(s) especifica(s) (KUO ez al, 1974; JALABERT et al., 1977;
DONALDSON & HUNTER, 1983; PETER et al., 1986) que proporcionaria(m) a conclusiio
da maturagio final e ndo somente a ovulagio, embofa que CHANG et al. (1988) admitam que,

independentemente da espécie e do género do peixe receptor, a gonadotrofina de outra espécie

possa sempre ser eficaz.

Com referéncia as fémeas de pacu do CEPTA, onde somente as tratadas com EHC
desovaram, embora com taxas de fecundagﬁd baixas, as evidéncias indicam que os ovécitos j4
haviam passado por um longo periodo de espera em condigdes de serem estimulados para a
maturagao final e ovulagdo. Isto pode ser confirmado pela ocorréncia de outras propagagoes
presenciadas desde o final do més de outubro e infcio de novembro com este plantel dentro da
mesma estacdo de desova. O manejo frequente de fémeas ovadas pode ter provocado o inicio
de atresia folicular JALABERT, 1976; LIMA et al., 1991). E tambén, possfvel que, de acordo
com resultados obtidos por LILEY & ROUGER (1990) com Oncorhynchus mykiss (Walbaum),
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mesmo permanecendo vidveis por longo tempo, tio _logo tenha acontecido o infcio do
mecanismo de regressdo ovariana, rapidamente foi registrada a queda na qualidade dos
ovicitos. Estesrautores citam, ainda, que trabalhos com Salbmo gairdneri R. realizados por
NOMURA et al. (1974), SAKAI et al. (1975), BRY (1981), ESCAFFRE & BILLARD (1979),
CRAIK & HARVEY (1984) e SPRINGATE et al. (1984) evidenciaram um declfnio na
qualidade dos ovos com o progressivo tempo de retengio dos mesmos nas génadas. WEIL et
al. (1975, 1978) citados por CRIM et al. (1983a) admitem que podem ocorrer mudangas na
sensibilidade da hip6fise de teleSsteos na produgdo de gonadotrofina, 2 aplicagio de LHRH
comum, dependendo da fase de maturagio gonadal. Entretanto CRIM et al. (1983a) obtiveram
incremento na produgio de gonadotrofina em diferentes periodos do ano ao empregarem
anélogos de LHRH em Salmo salar. Na etapa final da estagio de desova, estes autores
conseguiram estender o periodo de espermiacdo com LHRH-A, mas na fase de regressao
gonadal, ainda que tenham conseguido elevar os nfveis circulantes de GtHno sangue de machos,

somente ocorreram tendéncias de elevagdo do IGS, porém estatisticamente insignificantes.

Como se poden'a deduzir, 0 LHRH comum empregado nesta dissertagio nio &
compardvel ao LHRH-A na propagacio artificial do pacu. E provivel, também, que sua
ministragio em etapas iniciais de regressio gonadal ndo seja eficaz na obteng¢do de ovos
vidveis. Enquanto isto, a aplicagio do EHC ainda que tenha conseguido proporcionar a desova
no infcio do perfodo de Tegressao ovocitéria, os ovos j4 ndo apresentaram boa qﬁalidade, o que

determinou a baixa fecundidade.

A presente dissertagdo apresentou resultados quase que opostos entre as etapas do
experimento na UPG e no CEPTA, possivelmente por terem sido realizados, respectivamente,
em periodos que antecederam a melhor época para a desova ou quando as fémezas jé se
encontravam em prolongada condigdo de aciantada maturagdo ovocitdria e, neste caso, talvez

em inicio de atresia folicular. E necessério esclarecer ou confirmar questOes ndo bem definidas,
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quais sejam: 1°) Idades e regimes alimentares diferentes dos dois plantéis influenciaram os
resultados? 2°) A ndo ocorréncia de desova ou o baixo fndice de fecundagdo poderfam ter tido
como causa o tamanho da dose ou a eficécia dos produtos utilizados nas indugdes? 3°) Para
0s casos em que a extrusao s6 foi obtida apés 300 h-g, houve a influéncia na sincronizagio
entre machos e fémeas no fndice de fecundagdo? 4°) Como outras selegdes j4 haviam sido
realizadas no plantel do CEPTA, os baixos résultados obtidos neste local nio poderfam ser
devido 2 retirada dos melhores exemplares, restando para este experimento fémeas
normalmente expurgadas nas primeiras propagagdes? 5°) Fatores climiticos e varidveis
fisico-qufmicas registradas na UPG e no CEPTA nio terfam provocado efeitos diferentes 2
aplicagio das solugdes nos dois locais? 6°) Se os fatdres clim4ticos influenciaram os resultados,
no poderiam ser manipulados visando a amplia¢io do perfodo de desova do pacu em nossas
condigBes? 7°) Hip6fises heteroplésticas aplicadas em perfodos que antecedem ou quando

ultrapassam a época ideal de propagagdo poderfam nio conter alguma gonadotroﬁna especffica

para esta espécie de peixe?

Para tentar dar respostas 2 estas questdes, € necessédrio que novos experimentos sejam

‘realizados, onde dever-se-fam:

1° Realizar blocos de repetigdo nas fases anteriores, normais e posteriores a cada época

ideal de desova do pacu, tanto na UPG quanto no CEPTA.

20 Utilizar lotes diferentes de mesmos plantéis, mantidos em tanques distintos, para cada
fase do ftem anterior, visando reduzir a influéncia do estresse, decorrente do

manejo, no desenvolvimento/regressio da maturagdo ovocitéria;

3¢ Realizar o acompanhamento das condigdes clim4ticas e das varidveis fisico-quimicas da
dgua, de forma a se verificar a influéncia destes fatores na maturaggo ovocitéria

final, ovulagdo e fecundagio;
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Realizar a coleta do s€men dos machos, conservando-o adequadamente para posteriores
utilizages, de forma que extrusdes verificadas em diferentes ocasides ndo
influenciem a taxa de fecundagdo dos ovos pela falta de sincronizagio entre machos

e fémeas;

Realizar exames histol6gicos das gdnadas e determinar os nfveis de gonadotrofina no
plasma ao longo de todo o experimento e, se possfvel, determinar os niveis de
esterdides, especialmente o 17 a, 20 8-dihidroxi-4-pregnen-2-one (17 «,20 8-DHP)
e o 17 B-estradiol, visando a verificagdo de provével correlagdo entre suas presengas

e a ocorréncia de retroalimentagio positiva ou negativa;

i

Utilizar para os dois locais plahtéis com mesma idade de maturagdo gonadal,

submetendo-os a idénticos regimes nutricionais;

Testar o uso de hip6fises homoplistica e heteroplésticas, verificando a existéncia de
diferentes efeitos que justifiquem a presenga de horménios gonadotréficos
especificos da espécie atuando em etapas anteriores € posteriores a

inammgiq/regressio gonadal;

Pelos diferentes resultados obtidos por diversos autores em termos de unidades térmicas
acumuladas (medidas em n® de hora-grau) a ocorréncia de desova a partir da

aplicagdo dos indutores maturacionais, realizar experimentos prévios para a
determinag@o do mais provdvel momento da ovulagdo, visando a extrusio de boa

parte do conteido do ovdrio num mesmo instante, de modo a se obter melhores.

fndices de fecundagio para cada tipo de horm6nio utilizado.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

A criagdo de novas técnicas para obtengio de maturagio final ovocitéria € desova de
peixes teleSsteos, em substituicdo 2 tradicional hipofisagdo, vem sendo buscada por
pesquisadores em todo o mundo, como forma de superar limitagdes no uso de pituit4rias de
~ peixes doadores, como seus elevados custos, dificuldade de obtengio em alta escala e variagdo
nos teores hormonais. Dentre os mais promissores indutores de maturagdo gonadal final e de

desova obtidos estio o LHRH-A e o GnRH-A, associados ou n3o a antagonistas dé dopamina.

O presente trabalho visou encontrar produtos disponiveis no mercado brasileiro que
pudessem ser utilizados com sucesso na propagagib artificial de pacu. Em funcgdo da.nio
existéncia de andlogos do LHRH ou do GnRH em drogarias do pafs, optou-se pelo LHRH
com identidade estrutufal similar ao de mamfferos, vendido com o nome comercial de HRF,
associando-o ou nio ao antagonista de dopémina Domperidona (DOM), disponivel A venda
como Motilium. Os resultados foram comparados com os obtidos em fémeas induzidas com
de hipéfise de carpa comum (EHC) e com fémeas tratadas simplesmente com solugio

fisiolégica.

De um total de 5§ repetigdes em cada um dos dois locais e com cada fémea sendo
considerada uma unidade amostral, iniciou-se o experimento pela UPG em 27/11/89 e no

CEPTA em 12/12/89. As doses foram divididas em 2 injegdes, sendo o LHRH ministrado em
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50 e 100 ug/kg, a Domperidona foi aplicada em 3,5 ¢ 6,5 mg/kg, o EHC foi fornecido em
0,5 e 5,0 mg/kg e a solugdo fisiolégica, como controle, foi empregada sozinha em 0,5 ¢ 1,0
ml/kg, respectivamente nas 1* e 2* doses. Todos os machos receberam EHC, também em 2
doses, em 0,5 e 2,5 mg/kg. |

Foi escolhido o pacu (Piaractus mesopotamicus Holmberg, 1887) por seu elevado valor
comercial e por sua importincia na piscicultura, principalmente na regi‘ﬁo sudeste do Brasil.
Os experimentos foram realizados na Unidade de Piscicultura do Gorutuba (UPG), da
CODEVASF, em Porteirinha, MG, e no Centro de Pesquisas e Treinamento em Aquicultura~
(CEPTA), do IBAMA, em Pirassununga, SP.

A temperatura, que era tida como a varidvel climitica mais importante para o
atingimento do estidio de maturagdo ovocitdria favordvel 2 desova induzida, nio foi,
éparentemente neste caso, o fator mais limitante para que as fémeas de pacu atingissefh plena
condig3o para a propagagcdo artificial. O fotoperfodo e a pluviosidade parecem ter tido maior

influéncia na preparagdo das fémeas 2 desova nos dois locais.

Na UPG, onde as caracteristicas morfoldgicas externas das fémeaS de pacu indicavam
@e ainda ndo se ehcontravam em condi¢es favordveis A propagacdo induzida, as tratadas com
LHRH+DOM apresentaram probabilidade de ocorréncia de desova superior as fémeas que
receberam apenas LHRH ou EHC. Além disto, as fémeas induzidas s6 com LHRH é as tratadas
com EHC apresentaram baixa frequéncia de desova e, quando estas ocorreram, suas taxas de

fecundagao foram baixas.

No CEPTA, ao contrédrio, onde as fémeas de pacu apresentaram aspectos externos
caracteristicos daquelas j4 em avangado estddio de maturagdo gonadal, apenas as tratadas com
EHC desovaram. As demais, tanto no que diz respeito 3 maturagio ovocitdria final quanto 2

desova, apresentaram resultados estatisticamente idénticos ao observado no grupo controle,
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que recebeu somente solugdo fisioldgica.

Estes dados nos levam a supor que a Dompeﬁdona tenha potencializado a agio do
LHRH apenas no primeiro caso, enquanto que o GtH heteropléstico s6 tenha atuado eficazmente

ap6s as fémeas terem atingido est4dio de maturagio gonadal avangado.

Embora 'tenha‘ havido aumento do didmetro dos ovécitos, seu crescimento ocorreu
principalmente entre a 1* € a 2‘_bi6psias, enquanto que o amadurecimento do ovdcito,
caracterizado pelo rompimento da vesicula gernﬁnal, se deu ap6s a 2* biépsia, quando as
fémeas receberam a 2* e maior dose dos tratamentos. Isto nos faz presumir que o didmetro do
ovécito n3o seja, isoladamente, um parimetro efetivo para avaliar a maturagzo final ovocitdria

do pacu naquelas condigoes.
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TABELA 1

Protocolo de aplicagio utilizado nos experimentos realizados na UPG, no perfodo de

27/11 a 01/12/89, em fémeas de pacu (P. mesopotamicus)

) TRATAMENTO
DISCRIMINACAO
EHC LHRH LHRH+DOM

FEMEAS POR BLOCO 1 1 1
N° DE BLOCOS (REPETICOES) 5 - 5 5
12 DOSE

¢ Fonte de hormédnio / kg PC 0,5 mg S0 ug 50 pg

e SF (mVkg PC) 0,5 | 0,5 0,5

* DOM (mg/kg PC) - ‘ — — 3,5

e SV (ml/kg PC) - - 0,5
22 DOSE

* Fonte de horménio / kg PC 4,5 mg B 100 pg 100 ug

¢ SF (ml/kg PC) 1 | 1 | 1

* DOM (mg/kg PC) | — - 6,5

® SV (ml/kg PC) - - 1
INTERVALO (h) ENTRE DOSES 12-13 12-13 ° 12-13

EHC = Hip6fise de carpa comum; LHRH = Horménio liberador de horménio
luteinizante; LHRH+DOM = Hormdnio liberador de horménio luteinizante + Domperidona;
PC = Peso corporal; SF = SolugZo fisiolégica; DOM = Domperidona; SV = Solug@o veiculo;

h = horas.
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 TABELA 2

Protocolo de aplicagdo utilizado nos experimentos realizados no CEPTA, no perfodo

de 7 a 14/12/89, em fémeas de pacu (P mesopotamicus)

) TRATAMENTO
DISCRIMINACAO
EHC LHRH LHRH+DOM SF

FEMEAS POR BLOCO 1 1 1 1
N° DE BLOCOS (REPETICOES) 5 5 5 5
1* DOSE

* Fonte de horménio / kg PC 0,5 mg 50 Kg 50 ug —

* SF (mV/kg PC) 0,5 0,5 0,5 0,5

* DOM (mg/kg PC) | - — 35 —

* SV (ml/kg PC) - - 0,5 —
22 DOSE

* Fonte de horménio / kg PC 4,5mg 100 ug 100 ug —

* SF (mVkg PC) 1 1 1 S |

¢ DOM (mg/kg PC) o — 6,5 -

* SV (ml/kg PC) — - 1 —
INTERVALO (h) ENTRE DOSES 12-13  12-13 12-13 12-13

EHC = Hipdfise de carpa comum; LHRH = Horménio liberador de horménio
luteinizante; LHRH+DOM = Hormdnio liberador de horménio luteinizante + Domperidona;
PC = Peso corporal; SF = Solugdo fisiolégica; DOM = Domperidona; SV = Solugdo veiculo;

h = horas.
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TABELA §

N
Peso (g), tempo para extrusio (h-g) e taxa de fecundagdo (%) das ovas liberadas pelas

fémeas de pacu (P. mesopotamicus) submetidas s diversas solugdes, na UPG, por bloco de

repetigio, durante o perfodo de 27/11 a 01/12/89.

SOLUCAO EHC LHRH LHRH+DOM

BLOCO P(@) T(h-g) TF(%) P() T-g) TF(%) P() T (h-g) TF(%)

1 177 336 0 344 303 51,3 297 309 0
2 - — - 107 338 0 97 299 6,6
3 - — - - - - 76 339 295
4 — — - 20 425 0 23 420 0
5 112 296 4,4 - — — 103 329 81,2

- EHC = hip6fise de carpa comum; LHRH = horménio liberador dehorménio
luteinizante; LHRH+DOM = hormoénio liberador de horménioluteinizante + domperidona;
P = peso; T = niimero de horas-grau (h-g) decorrido entre a 22 aplicac¢do de cada solugio

e a extrusido; TF = taxa de fecundagdo.
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TABELA 6

Peso (g), tempo para extrusdo (h-g) e taxa de fecundagdo (%) das ovas liberadas pelas
fémeas de pacu (P. mesopotamicus) submetidas as quatro solugdes no CEPTA, por bloco de

repeti¢ao, no periodo de 7 a 14/12/89.

SOLUCAO EHC LHRH LHRH+DOM SF

BLOCO P® Thp TF(% P@ TGhp TF(%) P@ Thp TF(%) P@ Tb-p TF(%)

1 8 203 168 — — — — — — — — _
2 106 300 226 — — — — — — - — _
3 0 34 0 — — — — — — _— _ _
4 9% 352 0 — — - - - - - - _
5. 102 278 307 — — — — — — — - _

EHC = hipéfise de carpa comum; LHRH = hormoénio liberador de hormonio
luteinizante; LHRH+DOM = horfnbnio liberador de horménio luteinizante + domperidona;
SF = solugdo fisiolégica; P = peso; T = nimero de horas-grau (h-g) decorrido entre a 22

aplicacdo de cada solugdo e a extrusdo; TF = taxa de fecundagio.
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Resultados das indugdes obtidas em fémeas de pacu (P mesopotamicus) nos

experimentos realizados na Unidade de Piscicultura do Gorutuba - UPG, no perfodo de 27/11

a 01/12/89
DISCRIMINACAO Ol‘é‘gg‘ﬁ%ggs MEDIA £ dp AM&%%DE

Peso corporal (kg)

¢ Fémeas 15 3,5+0,6 2,5 — 4,7 |

¢ Machos ,21 2,4+03 1,7 — 2,8
Temperatura da 4gua (°C) - 27,1 + 1,5 25,1 — 28,7
Horas-grau 2 extrusao o

e EHC 2 316,0 + 28,5 295,8 — 336,1

* LHRH 3 354,8 £ 62,2  302,6 — 423,6

e LHRH+DOM 5 339,9 + 49,2 299,4 — 4233
Peso da ova (g), por tratamento

* EHC 2 144,5 1+ 46,0 112 — 177

e LHRH 3 157,0 + 167,7 20 — 344

 LHRH+DOM 5 119,2 + 104,3 23 — 297
Taxa de fecundagdo (%)

* EHC 1 4,4 ~

* LHRH 1 51,3 —

* LHRH+DOM 3 39,1 £ 38,2 6,6 — 81,2

dp = desvio padrdo; EHC = Hip6fise de carpa comum; LHRH =horménio liberador

de hormoénio luteinizante; LHRH + DOM = horménio liberador de hormémio Iuteinizante

+ domperidona.
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TABELA 8

Resultados das indugdes obtidas em fémeas de pacu (P mesopotamicus) nos
experimentos realizados no Centro de Pesquisa e Treinamento em Aquicultura - CEPTA, no

perfodo de 7 a 14/12/89. -

DISCRIMINACAO o%ggﬁ%ggs MEDIA + dp Aﬂ%%m
Peso corporal (kg)
o Fémeas 20 2,14 0,2 1,8 — 2,7
e Machos 25 1,5 + 0,4 0,7 — 2,6
Temperatura da 4gua (°C) - 28,3 + 0,9 25,7 — 290

Horas-grau 2 extrusio

o EHC 5 294,4 +9,8  278,5 — 304.2
o LHRH,LHRH+DOM e SF - _

Peso da ova (g), por tratamento

e EHC 5 92,8 + 14,4 70 — 106
* LHRH,LHRH+DOM e SF - -
Taxa de fecundagao (%)

¢ EHC 3 23,4 + 7 16,8 — 30,7

dp = desvio padrdao; EHC = hip6fise de carpa comum; LHRH =horménio liberador
de hormoénio luteinizante; LHRH + DOM = horménio liberador de hormémio luteinizante

+ domperidona.
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TABELA 9

Medida do didmetro dos ovdcitos (um), fixados em solugdo salina formolizadaa 1 %,
obtidos das fémeas de pacu (P ’mesopotamicus), no experimento realizado no Centro de

Pesquisa e Treinamento em Aquicultura - CEPTA, no perfodo de 7 a 14/12/89.

DISCRIMINACAO  CV (%) NUMERODE  \gnia 4 gp AMPLITUDE

REPETICOES DE VARIACAO

EHC

e A 1% biépsia 8 s 1.000,0 + 79,8 750 — 1.150

* A 22 bidpsia 6,7 5 1.064,0 £ 71,5 875 — 1.250

o A 32 bi6psia 69 5 1.095,0 £ 75,5 900 — 1.250
LHRH

* A 1? bidpsia 8,4 5 1.035,2 + 87,0 750 — 1.250

e A 2 bi6psia 5,8 5 1.069,5 + 61,5 900 — 1.200

e A 32 bi6psia 6 5 1.076,5 + 64,2 900 — 1.250
LHRH+DOM

* A 12 bi6psia A 5 1.001,0 + 71,2 750 — 1.150

* A 22 bi6psia 6,7 5 1.020,8 + 68,8 | 875 — 1.250

o A 32 bi6psia 5,6 5 1.043,5 £ 582 875 — 1.200
SF

e A 12 bi6psia 7,7 5 1.008,5 + 78,0 875 — 1.175

* A 22 bi6psia 7,4 5 1.048,5 + 77,2 825 — 1.225

* A 32 bidpsia 7 5 1.074,5 + 74,8 850 — 1.250

CV = Coeficiente de variagao; dp = desvio padrao; EHC = hip6fise de carpa comum;
LHRH = Hormoénio liberador de horménio luteinizante; LHRH + DOM = Horménio

liberador de horménio luteizante + domperidona; SF = Solugio fisiolégica.
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TABELA 10

Andlise de variincia para experimento bifatorial (solugdes e bibpsias) do experimento
realizado na UPG no perfodo de 27/11 a 01/12/89, em fémeas de pacu (P. mesopotamicus),
relacionada 2 obten¢do de maturag@o ovocitdria final (MNR).

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F (a=5%)
* Blocos (repetigdes) 4 1.225,38 306,34 2,11
Fator A (solugdes) 2 148,76 74,38 0,51
Fator B (bi6psias) 2 33.974,3 16.987,15 117,06 (*)
Interacdo (A x B) 4 314,7 78,68 0,54
Erro 32 4.643,87 145,12 —_
TOTAL | 44 403070  — —

MNR = Membrana nuclear do ovécito rompida; GL = graus de liberdade; SQ = soma
de quadrados; QM = quadrado médio; F = relativo ao teste F; (*) Significativo; coeficiente

de variagdo = 50,3%.
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Andlise de variincia para experimento bifatorial (solugSes e bi6psias) do experimento

realizado no CEPTA no perfodo de 7 a 14/12/89, em fémeas de pacu (P. mesopotamicus),

relacionada 2 obtengdo de maturagdo ovocitdria final (MNR).

CAUSAS DE VARIACAO GL SQ QM F (@=5%)
Blocos (repeticdes) 4 2.660,24 665,06 15,9 (%
Fator A (solugdes) 3 4.458,25 1486,08 35,,73 (%
Fator B (bi6psias) 2 5.158,92 2.579,46 66,02 (%)
Interagio (A x B) 6 9.659,27 1609,88 38,71 (*)
Erro 44 1.829,83 41,59 —
TOTAL . 59  23.766,51 — -

MNR = Membrana nuclear do ovécito rompida; GL = graus de libérdade; SQ = soma

de quadrados; QM = quadrado médio; F = relativo ao teste F; (*) Significativo; Coeficiente

de variagdo = 36,5 %.
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TABELA 12

Andlise de variincia para experimento bifatorial (solugdes e bidpsias) do experimento
realizado no CEPTA no perfodo de 7 a 14/12/89, em fémeas de pacu (P. mesopotamicus),

relacionada ao aumento do didmetro dos ovécitos.

CAUSAS DE VARIACAO GL $SQ QoM

F(a=5%)
Blocos (repetigdes) 4 3,43 : 0,86 0,32
Fator A (solugdes) 3 16,76 5,59 2,06
Fator B (bidpsias) 2 68,56 34,28 12,6 (*)
Interagdo (A x B) . 6 10,97 | 1,83 0,67
Erro o 119,53 2,72 ~
TOTAL 59 219,25 - — —

GL = graus de liberdade; SQ = soma de quadrados; QM = quadrado médio; F =

relativo ao teste F; (*) Significativo; Coeficiente de variagdo = 3,9 %.
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Figura 1 - Frequéncia (%) de ovécitos dé pacu (P. mesopotamicus) nos 4 diferentes
estddios de maturagdo ovocitdria (NC=niicleo central; NM = niicleo
migrando; NP = nicleo periférico, MNR = membrana nuclear rorhpida),
no primeiro bloco do experimento realizado na UPG, no perfodo’de 27a
28/11/89, durante as 3 bidpsias, sendo as 2 primeiras exatamente antes das
respectivas 12 e 22 aplicagdes das solugdes (EHC = hipéfise de carpa
comum; LHRH = hormoénio liberador de hormdnio luteinizante; LHRH +
DOM = hormbnio liberador de horménio luteinizante + Domperidona) e a

terceira a 300 horas-grau ap6s a 22 aplicag@o.
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Figura 2 - Frequéncia (%) de ovécitos de pacu (P. mesopotamicus) nos 4 diferentes

estddios de maturagio ovocitdria (NC=nucleo central; NM = nticleo

migrando; NP = nicleo periférico; MNR = membrana nuclear rompida), no

terceiro bloco do experimento realizado na UPG, no perfodo de 28 a

29/11/89, durante as 3 biépsias, sendo as 2 primeiras exatamente antes das |

respectivas 1* e 22 aplicagdes das solugdes (EHC = hip6fise de carpa

comum; LHRH = hormoénio liberador de hormdnio luteinizante; LHRH +

DOM = hormoénio liberador de horménio luteinizante + Domperidona) e a

terceira a 300 horas-grau apés a 2? aplicaggo.



100* NC
80t
60+
40}
20+
0 L
HLD HLD HLD
1a 2a 3a
Tratamento/bidpsia
100?» NP
80}
60}
40t
20t
0 .
HLD HLD HLD
1a 2a 3a
Tratamento/biépsia

61

100, "M

8o}
60}
a0}

20t

HiD HLD HLD
1a 2a 3a
Tratamento/bi6psia

120_% MNR
100¢
80}
60r
40}
20f

HLD HLD HLD
1a 2a 8a

Tratamento/Biopsia

Figura 3 - Frequéncia (%) média + desvio padréo de ovécitos de pacu (P mesopotamicus)

dos 5 blocos do experimento realizado na UPG, no perfodo de 27/11 a

01/12/89, nos 4 diferentes estddios de maturagdo ovocitdria (NC =niicleo

central; NM = nicleo migrando; NP= niicleo periférico; MNR= membrana

nuclear rompida), durante as 3 bi6psias, sendo as 2 primeiras exatamente

antes das respectivas 1* e 22 aplicagdes das solugdes (H =hipéfise de carpa

comum; L = hormoénio liberador de de horménio luteinizante; D =horménio

liberador de horménio luteinizante + Domperidona) e a terceira bi6psia a 300

horas-grau apds a 22 aplicagao.
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Figura 4 - Frequéncia (%) de ov6citos de pacu (P. mesopotamicus) nos 4 diferentes

estddios de maturagdo ovocitdria (NC=niicleo central; NM =niicleo

migrando; NP =nicleo periférico, MNR = membrana nuclear rompida), no

primeiro bloco do experimento realizado no CEPTA, no perfodo de 07 a

08/12/89, durante as 3 bidpsias, sendo as 2 primeiras exatamente antes das

respectivas 12 e 22 aplicagdes das solugdes (EHC =hipdfise de carpa comum;

LHRH = horménio liberador de hormdnio luteinizante; LHRH + DOM =

hormdnio liberador de horménio luteinizante + Domperidona; SF = solugfio -

fisiolégica) e a terceira ap6s 300 horas-grau da 2* aplicagdo.
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Figura § . Frequéncia (%) média + desvio padrdo de ovécitos de pacu (P. mesopotamicus)

dos 5 blocos do experimento realizado no CEPTA, no perfodo de 07 a

13/12/89, nos 4 diferentes estddios de maturagio ovocitiria (NC =niicleo

central; NM =niicleo migrando; NP = nicleo periférico, MNR = membrana

nuclear rompida), coletados durante as 3 bidpsias, sendo as 2 primeiras

exatamente antes das respectivas 1* e 22 aplicagdes das solugdes (H =

hipéfise de carpa comum; L =hormoénio liberador de hormonio luteinizante;

D = hormonio liberador de hormdnio luteinizante + Domperidona; S =

solucdo fisiolégica) e a terceira biépsia a 300 horas-grau apds a 22 aplicagdo.
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Figura 6 - Fecundagdo (%) dos ovos de pacu (PR mesopotamicus) extrusados nos 5

blocos do experimento realizado na UPG, no periodo de 27/11 a 01/12/89,

por solugdo (EHC =hipdfise de carpa comum; LHRH = horménio liberador
de hormoénio luteinizante; LHRH+DOM = hormdnio liberador de horménio

" luteinizante + Domperidona)
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Figura 7 - Fecundagdo (%) dos ovos de pacu (P. mesopotamicus) extrusados nos 5 blocos

do experimento realizado no CEPTA, no perfodo de 07 a 13/12/89, por
solugio (EHC = hip6fise de carpa comum; LHRH = horménio liberador de
hormdnio luteinizante; LHRH+DOM = hormbnio liberador de hormonio

luteinizante + Domperidona; SF = solugio fisiol6gica).
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Tratamento/bi6psia

Figura 8 - Didmetro médio (D.M.), em um, e desvio padrio (x + dp), s 3 bidpsias, dos
ovdcitos de fémeas de pacu (P, mesopotamicﬁs) submetidas as 4 solugGes
(H=hip6fise de carpa comum; L = hormdnio liberador de horm6nio
luteinizante; D =hormdnio liberador de horm6nio luteinizante +

Domperidona; S = solugZo fisioldgica) no experimento realizado no CEPTA,
no perfodo de 07 a 13/12/89.
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Figura 10 - Fotoperiodo (horas de luz/dia) para os municipios de Porteirinha, MG (15°43'S
€ 43°15'W) e Pirassununga, SP (22°02'S e 47°30'W), onde se localizam,
respectivamente, a UPG e o CEPTA, no perfodo de junho a dezembro de
1989.
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Figura 11 - Temepratura média (°C) e desvio padrdo (T + dp) da 4gua dos tanques da
~ UPG e do CEPTA onde estavam estocados os plantéis de reprodutores

utilizados neste experimento, no periodo de junho a dezembro de 1989, por

volta das 9:00 horas.
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Propagacao Artificial 7/ Protocolo de Acompanhamento

No de controle: LOCAL:
Especie: DATA:
_ ta. DOSE 2a. DOSE
Femea aPLIC.| &. OA.] SV [[mPLic.]| LWeM: | EMC £ aPLIC.| o DAl sy |lapLic. u:, ENC f
A, DA.|_no/ks| _ni/kg|IRORM, | _po/kg| _ng/kg|_nlZkg|[R. DR.|_ma/kyi _mi/kg| 1HORM, |__n9/kg|. . ng/kg]_nmi/kg|

No | MARCA| PESO || HDRA lmg/und.| mi/und.{] MORA |vg/und. [ng/und.|ni/und.|| HORA [mg/und.| mi/und.|| WORA |up/und.[my/und.|nl/und.| .

Macho WLIC. EHC SF Feme a FERTILIZACAD INCUBACAO _— o D}As

_»o/kg|__nl/ky BACIA SEKEN || INCUBAD, | FECIND. GRAY

No.| MARCA| PESO | KORA |mng/und.|ni/und.|| N o.|HORA DESOVA| | N o.|PESD (G) SECA|PESD (G) OVA} wi No. P
4, DA, - Anagonista de Dopamina
1) - Solucap Yeiculo para ¢ A. DA
ERC - Extrato de Nipolise de Carpa
SF - Solucao Fislologica

Apéndice A: Proto;:olo de acompanhamento dos blocos dos experimentos realizados na
UPG e no CEPTA, para anotagdes dos pesos corporais de machos e fémeas e
respectivas marcas; hora de aplicagdo, tamanho e niimero de doses das
solucOes ministradas; temperatura da 4gua e evolugdo das unidades térmicas
acumuladas (horas-grau); fémeas que desovaram e hora da desova; peso da ova
coletada e volume de sémen utilizado por bacia; e taxa de fecundagao por

incubadora.



No. CONTROLE: FEMEAR No.: LOCAL:
ESPECIE: DATA ¢« __ 7/ __ 7~
o POSICAO FREQUENCIRA
$10PS14 IPATA / WORA B3cttos %0 1 I DATH / RORD Z—I bavh / HORA 3 [ baTe ¢ HORa
la. NUCLED LEITURA LEITURA LEITURA
No. ”~ No. b3 NOo . i
2a. NC
3a. NM
4a, NP
NICROSCOPIO: MNR
0.¢ = 0A
o, = TOTAL
0C. MICR. = nicra
FATOR DE CORRECAO: DIAMETED FREQUENCIA
0 PATA / HORA daTA /7 HORA T
ovoCITo 1 I EITURA 2 | LEITURA 3 ”u.x{ugg"
Observacoes:
{pn) No . ¥ No. ” No. b
NC -~ Nucleo Central
NX - Nucleo Migrande
NP - Nucleo Periferice
MNR - Menbrana Nuclear Ronpida
08 - Ovocito Atresico ToTaL

Apéndice B Formuldrio de acompanhamento das bi6psias, por fémea, onde foram anotados:
Hora e niimero de ovécitos coletados por bidpsia; data e hora das leituras ao
microscdpio e respectivas frequéncias de ovécitos nos 4 diferentes estddios de
maturagdo ovocitdria, nas 3 bidpsias realizadas; frequéncia de ovécitos por

faixa de didmetro as 3 bidpsias.
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