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ABREVIATURAS
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RESUMO GERAL

O rio Uberabinha em Uberlandia — MG, na area com predominio urbano,
apresenta na composicao da sua ictiofauna, um numero expressivo de espécies
de peixes. Destaca-se o Rhamdia quelen (jundia) como sobrevivente ao processo
de crescimento da cidade e conseqiente poluicdo. Esta espécie desempenha
importante papel ecologico, é consumida por parte da populacdo e parece ser
promissora para a piscicultura regional. O estudo sobre alguns aspectos de
interesse zootécnico e bioldgico desta espécie, destacando-se a inducao artificial
da ovulacao e producédo de alevinos a partir de reprodutores capturados no leito
do rio; avaliacao do efeito dos pais através da progénie criada em trés densidades
de estocagem; conhecer o desempenho de um sistema para criacdo de peixes
com recirculacdo da agua e tratamento biol6gico dos residuos metabdlicos e
estudar aspectos da citogenética nesta populagdo sao objetivos deste trabalho. A
resposta a inducdo da ovulacao e conseqliente reproducao artificial foi positiva e
pode-se obter um grande numero de alevinos viaveis com variabilidade fenotipica
acentuada nos caracteres estudados. O experimento realizado para se conhecer
o efeito dos pais através da progénie criada em trés densidades de estocagem
durou 127 dias. Nao houve diferenca significativa entre pais para comprimento
(p>0,01) e peso (p>0,01). As diferencas nas médias de sobrevivéncia foram
estatisticamente significativas para densidade e pais. A interacdo entre pais e
densidade foi significativa para comprimento, peso e sobrevivéncia (p<0,01). Foi
construido um sistema de producao de peixes constituido por uma caixa de fibra
de vidro acoplada a um reator aerébio para eliminacao dos residuos metabdlicos
e dois modelos de alimentadores. Tanto o reator aerébio quanto os alimentadores
foram feitos artesanalmente. Devido a praticidade de manejo, baixo custo e
facilidade de construcdo, o uso deste sistema de recirculacdo para producéo de
pescado acoplado a reator aerdbio e alimentador, podem ser recomendados para
atividades desenvolvidas nos laboratérios de pesquisa, unidades de producao de
alevinos, criacdo familiar. Na padronizacdo do sistema usou-se a tilapia,
Oreochromis niloticus, por se tratar de uma espécie criada mundialmente e por

serem conhecidos os parametros de aménia total (TAN), oxigénio dissolvido (OD),
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temperatura, alcalinidade e pH, para o seu melhor desempenho, sendo
considerada excelente para crescimento neste sistema. O seu cultivo teve a
duracao de 260 dias, em sete ensaios. Nos seis primeiros o0 peso inicial médio foi
de 1,59 e obteve-se uma producéo liquida acumulada de 11,345kg equivalentes a
55,013kg / m® /ano. No sétimo ensaio, os alevinos de tilapia com peso inicial de
1,199 teve duracdo de 30 dias e resultou em 1,018kg liquidos equivalentes
38,170kg/ m® /ano. Rhamdia quelen (jundid), Clarias gariepinus (bagre africano) e
Leporinus sp (piavucu) também foram criados. A citogenética foi utilizada como
ferramenta de analise para compreensao das alteracdes ocorridas no numero e
na estrutura cromossémica. O caridtipo de R. quelen é composto por 2n=58
cromossomos (26M + 20SM + 8ST + 4A) com zero a sete cromossomos B que,
marcados pela técnica da banda C, mostraram-se total ou parcialmente
heterocromaticos. A caracterizacdo dos cromossomos com regides organizadoras
de nucléolo, por meio da impregnacgéao pelo nitrato de Prata evidenciou a presenca
de um par de cromossomos metacéntricos portador da Regido Organizadora do
Nucléolo (NOR), com polimorfismo no tamanho da mesma.

Palavras chaves: Rhamdia quelen, recirculacdo de agua, reproducao de

peixes, citogenética, cromossomos B.

Abstract

The Uberabinha river in Uberlandia — MG, with an urban area predominancy,
in its ichthyofauna composition, presents an expressive fish specimens number. It
is detached Rhamdia quelen (Jundia catfish) as a survivor to the city development
process and consequently to the pollution. This specie perform an important
ecological role, it is eaten up by part of the population and it seems to be
promissory for the regional fish culture. The study of some zootecnical and
biological aspects of interest about the specie, detaching the artificial induction of
ovulation and fry production from captured reproducers directly from the bed of the
river; the evaluation of parent’s effects through out the progeny raised in three
different stocking densities; knowing the performance of a fish breeding system
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with water recirculation and biological treatment of metabolic residues and study
the cytogenetic aspects in this population are the purposes of this paper. The
answer for the ovulation induction and consequently the artificial reproduction
were positive and could be obtained a great viable fry number with a pronounced
variability in the studied characters. The experiment done to show the parent’s
effects throughout the progeny raised in three stocking densities lasted 127 days.
It has been observed that it didn’t have a significative effect between parents
concerning length (p>0.01) and weight (p>0.01). The average survival differences
were statistically significant for density and parents. The interaction between
parents and density was significant concerning length, weight and survival
(p<0,01). It has been built a fish system production using a glass fiber box
attached to an aerobic reactor for metabolic residues elimination and two models
of automatic feeders. Not only the aerobic reactor but also the automatic feeders
were done manually. Due to the practical handling, low price and building facilities,
the use of this recirculation system for fish production attached to an aerobic
reactor and automatic feeder can be recommended for activities developed in
research laboratories, fry production unites and familiar breeding. In the system
standardization it has been used the tilapia, Oreochromis niloticus, because it is a
world wide breed specie, and because the ammonia parameters (TAN), dissolved
oxygen (OD), temperature, alkalinity and pH are known for its better performance
and being considered to have an excellent growing in this system (EBELING et al.,
1995). Its cultivation lasted 260 days using seven trials. In the first six trials the
average inicial weight was 1.5g and obtained a net production of 11,345kg,
something equal in value of 55,013 kg / m® / year. In the seventh trial the tilapia’s
fries with an inical weight of 1.19g lasting 30 thirty days resulted in 1,018Kg
netweight of equal value 38,170 kg/ m® / year. Rhamdia quelen (jundia catfish),
Clarias gariepinus (african catfish) and Leporinus sp (piavucu), also have been
bred. The cytogenetic constitutes an excellent analysis tool to understand the
alterations occurred in the chromosomic number and structure. The R. quelen
karyotype is composed of 2n=58 chromosomes (26M + 20SM + 8ST + 4A)
ranging from zero to seven B chromosomes which ones were stained using the C

banding technique and showed themselves total or partially heterochromatic. The
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chromosomes characterization with Nuclear Organizing Regions, throughout Silver
nitrate staining evidenced the presence of one chromosome methacentric pair
presenting the Nuclear Organizing Region (NOR), with size polimorphism in its

constitution.

Key words: Rhamdia quelen, water recirculation, fish production,
cytogenetic, B chromosome.
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INTRODUCAO GERAL

O municipio de Uberlandia, no estado de Minas Gerais (MG), aos 115 anos,
conta com aproximadamente 600.000 habitantes. Cerca de 50% do crescimento
populacional ocorreu nos ultimos 20 anos e desenvolveu-se as margens do rio
Uberabinha, que vem atendendo as necessidades do fornecimento de agua para
a populacdo. O rio Uberabinha, como a maioria dos rios que correm as margens
das cidades em desenvolvimento, sofre alteragdes, em fungéo direta do aumento
do nivel de descargas poluentes lancadas no seu leito. Enquanto ocorrem
mudanc¢as na composicao quimica da agua, ha também uma reducao nos limiares
de sobrevivéncia das diversas espécies que o habitam (BRANCO, 1970ab). A
partir de 2003, todo o esgoto organico lancado no rio Uberabinha passou a ser
recolhido e tratado biologicamente, restando apenas aqueles de carater
clandestino, ilegal e de dificil deteccao (Eduardo Bevilaqua ex-Secretario do meio
ambiente da Prefeitura Municipal de Uberlandia — MG, informacao pessoal). Com
a ativacdo da Estacdo de Tratamento de Esgotos para receber os efluentes
domésticos e industriais produzidos nos bairros, outro impacto comecga a ocorrer

no restabelecimento das condigdes originais.

Brites e Rantin (2004ab), descrevem a &rea urbanizada do rio Uberabinha
como a de menor conservacdao em relagcdo a vegetacdo das margens, umidade
relativa do ar mais baixa, agua com maiores concentragdes de sélidos totais
dissolvidos, de sélidos suspensos, de nitritos, maior condutividade elétrica, maior
turbidez, maior variedade de microorganismos e de residuos organoclorados
quando comparada com a area agropecuaria, que, no entanto, apresentou indices
do inseticida organofosforado endossufan e do herbicida atrazina mais elevados.

Mesmo recebendo constantes descargas de poluentes, o rio Uberabinha
apresenta uma comunidade faunistica resistente a esta situacdo adversa. A
regiao central da cidade, no trecho compreendido entre a ponte do Praia Clube e
a ponte do Vau (passagem para o Bairro Luizote de Freitas) apresenta-se com
varios trechos de remansos intercalados de cascateamento. A comunidade
faunistica é formada por espécies introduzidas e nativas deste rio tais como: o

cagado Phrynops geoffroanus, varias espécies de aves e 0s peixes: Hoplias



lacerdae (trairdo), Rhamdia quelen (jundid), Lebistes reticulatus (barrigudinho),
Cyprinus carpio (carpa comum), Oreochromis niloticus (tilapia nil6tica), Tilapia
rendalii (tilapia), Hypostomus sp (cascudo), Geophagus brasiliensis e Cichlasoma

paranaense (acaras), entre outras.

O peixe Rhamdia quelen (Figura 1.1), apresenta habito alimentar onivoro
(GUEDES, 1980; MOTTA et al., 1985) possui corpo nu, aberturas branquiais
amplas e, freqientemente, nadadeiras peitorais e nadadeira dorsal precedidas
por um aculeo (SILFVERGRIP, 1996 apud GOMES et al., 2000). Este peixe é
encontrado desde o centro da Argentina até o sul do México (GOMES et al.,
2000) e é conhecido popularmente como jundia ou lobé. Presente na bacia do rio
Uberabinha, no seu estado selvagem, adaptou-se as mudancas que ocorreram
em fungédo do desenvolvimento industrial e urbano da cidade. Seu comportamento
reprodutivo € assemelhado ao de muitas espécies de agua doce (GOMES et al.,
2000). Os cardumes quando atingem a maturidade sexual, ndo apresentam
cuidados parentais e procuram lugares de agua rasa, limpa, pouco corrente e com
fundo pedregoso onde realizam a desova. Pertenciam a familia Pimelodidae que
agrupa formas muito diversificadas, algumas com poucos cm de comprimento e
outras com mais de 2m de comprimento (BRITISKI et al., 1984), atualmente, os
peixes, pertencentes ao género Rhamdia, foram agrupados em uma nova familia
denominada Rhamdiidae (PINNA, 1993 apud SWARCA et al., 2000).



Figura I.1 — Rhamdia quelen capturados no rio Uberabinha

E fato corrente no Estado de Minas Gerais, uma associacdo entre drgaos
publicos responsaveis por povoamento e repovoamento de rios ou barragens e
piscicultores produtores de alevinos. Os 6érgaos publicos realizam a manutencao
de matrizes das espécies de interesse de ambos e sdo responsaveis pela
reproducao artificial. Aos piscicultores cabe a criagdo das larvas até a formacao
de alevinos e juvenis. Geralmente, ap6s esta fase, ocorre a partilha da producgéo.
A parte que retorna a Estacdo de Piscicultura é destinada ao povoamento das
barragens e rios. A porcao dos piscicultores normalmente é criada e consumida
na propriedade ou comercializada para outros produtores de diversas regides.
Desta forma, ocorre uma melhor distribuicdo dos custos de produgéao para ambos.
O produtor rural recebe melhor assisténcia técnica, fornecida pelas empresas
estatais através do seu pessoal devidamente qualificado. As empresas aumentam
sua area para criagao dos alevinos e juvenis, reduzindo custos com mao-de-obra
e alimentacao. Esta simbiose parece perfeita. No entanto, existe discrepancia na
acao, uma vez que os objetivos reais de cada parte sdo antagbnicos.

Para as empresas que executam estes programas, o éxito consiste em obter
animais que apresentem caracteristicas biolégicas para manutencao da

variabilidade genética e flexibilidade fenotipica encontradas na populagao natural.
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A quantidade de variabilidade genética (heterozigose) que permanece apdés a
reducédo da populacao natural para N individuos pode ser expressa pela férmula
1-1/2N. Por exemplo, um estoque fundador com cinco casais (N=10) contém 95%
da variabilidade genética total existente no estoque selvagem original, ou seja,
houve uma perda de 5%. No entanto, a perda de alelos & importante
principalmente para aqueles com baixa freqiéncia. Para que um alelo com
freqiéncia de 5%, esteja presente com 95% de probabilidade, o nimero efetivo
de reprodutores deve ser de 15 fémeas e 15 machos. O numero absoluto para a
formacao do estoque de reprodutores devera ser de no minimo 25 machos e 25
fémeas (FRANKLIN, 1980 apud PRIMACK; RODRIGUES, 2002).

A melhor alternativa seria capturar os exemplares no periodo de maturacao
sexual no préprio leito do rio, ao invés de manté-los estocados artificialmente.
Exemplares que apresentem deformidades morfolégicas ébvias, como auséncia
de opérculos, nadadeiras, etc., devem ser descartados. A proporcao sexual de
50% de fémeas para 50% de machos, quando possivel, deve ser mantida a fim de
que se conserve a variabilidade genética existente na populacdo selvagem
doadora (TOLEDO-FILHO, 1992, TOLEDO-FILHO et. al., 1992).

A reproducdo artificial deve ser conduzida de modo a maximizar os valores
do numero efetivo de reprodutores (Ne). O Ne depende ndo sé do numero de
reprodutores efetivamente usados, mas também da proporcao sexual deles. Os
valores de Ne podem ser estimados através da expressao Ne =
(4xNfxNm)/(Nf+Nm) onde Nf e Nm representam, respectivamente, o numero de
fémeas e machos efetivamente usados para a produgcdo (PRIMACK;
RODRIGUES, 2002).

O valor de Ne pode ser aumentado, quer ampliando-se Nf e Nm quer
ajustando-se as proporcoes sexuais dos reprodutores para préximo de 50% de
fémeas e 50% de machos (TOLEDO-FILHO, 1992, TOLEDO-FILHO et. al., 1992).
Portanto, realiza-se o maior numero de cruzamentos operacionalmente possivel,
independentes da quota de alevinos que se possa obter, minimizando a taxa de
consangtinidade e do fendmeno da deriva genética, devido a possibilidade de
que os individuos escolhidos para reprodutores nao constituam amostra
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geneticamente representativa do estoque selvagem. Praticamente, consiste em
dividir a desova de cada fémea em partes iguais e, a seguir, fertilizar cada uma
das amostras em separado, com o esperma de um macho diferente, o que
permite manter valores de Ne dentro do esperado. Deve-se também misturar
quantidades de alevinos de progénies diferentes. A escassez de informacao e
material genético adequado tem provocado praticas incorretas de peixamento que
resultam num afunilamento da variabilidade genética das populagdes de peixes
introduzidos.

Os alevinos destinados a criagdo intensiva estdo sujeitos a métodos de
selecdo e melhoramento genético adequados, uma vez que para o piscicultor
interessa que 0 peixe apresente caracteristicas zootécnicas homogéneas e
definidas pela melhor adaptagdo a alimentacao artificial, capacidade de suportar
densidade elevada na engorda, com crescimento uniforme e rapidez no

desenvolvimento, com melhor rendimento de carcaca.

Os projetos de engorda de peixes sdo executados, pelo produtor rural, em
tanques de terra escavados em locais que possam aproveitar a captacao de agua
das nascentes. O uso da agua e a localizacdo dos tanques de piscicultura, em
areas de preservacdo permanente, sdo questionados pelas autoridades e
ambientalistas, quanto aos residuos sollUveis e matéria organica carreados para
o0s corregos e, ainda, pelas modificacdes no solo que prejudicam a natureza. As
vezes, a agua das nascentes € desviada ou é necessario construir pequenas
barragens para elevar o nivel e facilitar sua distribuicdo. Esta geralmente é feita
nos tanques por derivacdo, de modo que cada tanque possui um sistema de
entrada e saida individual, que faciltam a drenagem dos residuos orgéanicos
produzidos pelo metabolismo ou excesso de alimentagdo (BARKER, 1970,
TEIXEIRA et al., 1989).

A producdo de peixes por unidade de area é uma funcdo da taxa de
crescimento individual e da densidade (PIAIA et al., 2000). Fatores intrinsecos
como caracteristica genética, estado fisiolégico e fatores ambientais como a
temperatura, composi¢cao quimica da agua, do solo, nivel de metabdlitos, oxigénio

dissolvido e alimento disponivel, podem influenciar na taxa de crescimento



individual e na capacidade de carga, que € o0 momento em que o alimento
disponivel é apenas suficiente para manter os peixes, mas insuficiente para
permitir o seu crescimento (HEPHER; PRUGINIM, 1985).

A matéria seca dos alimentos nao digeridos e fezes sdo as principais fontes
de residuos sélidos produzidos na aquicultura. A quantidade estimada fica entre
26% e 46% do total do alimento fornecido. Esta grande diferenca é devido aos

varios alimentos e ao manejo (EBELING et al., 1995).

Ebeling et al. (1995), afirmaram que a porcao do alimento n&o utilizada pelo
peixe € excretada como residuo organico na forma de soélidos fecais. Estes
sélidos fecais, juntamente com os residuos de alimento ndo ingeridos, séo
metabolizados pelas bactérias, poluindo a agua. Estas particulas devem ser
eliminadas, por possibilitarem um aumento no crescimento de fungos e bactérias,

que favorecem o aparecimento de doencas.

Durante o verao ou estacado quente, o tempo de alimentagédo e a quantidade
de alimento disponivel em cada alimentacdo devem ser ajustados com o nivel de
oxigénio na agua. O ar atmosférico contém cerca de 20% de oxigénio. A
quantidade deste oxigénio que pode dissolver-se na agua depende principalmente
da pressdo do oxigénio na superficie e da temperatura. A pressao parcial do
oxigénio na atmosfera é muito constante e alcanca 0,21 atm. Em condi¢des
naturais o nivel de saturacédo sera determinado principalmente pela temperatura.
A concentracao de oxigénio pode variar a 1,0 atm de 14,16 mg/l até 7,04 mg/l nas
temperaturas de 15°C a 35°C respectivamente (HEPHER; PRUGININ, 1985).

Diminuir a quantidade de alimentos pode reduzir os problemas de baixo teor
de oxigénio dissolvido (OD), mesmo com aeracao, para prevenir a deplecao de
OD, a alta taxa alimentar, favorece o aumento da concentracdo de aménia,
limitando a producéo de peixes (COLE; BOYD, 1986). Além disso, a alimentacao,
quando manual, ocupa consideravel porcdo do tempo da rotina diaria dos
piscicultores, particularmente para peixes jovens. Para que ocorra um
desenvolvimento mais pronunciado na atividade de piscicultura, € primordial o
estudo para desenvolvimento de novas linhagens que sejam mais produtivas e

melhor adaptadas. Conhecer a capacidade de carga das unidades de criacao
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permite explora-la com melhor eficiéncia resultando em melhor relacédo de custo e
beneficio do empreendimento (HEPHER; PRUGININ, 1985, PIAIA et al., 2000,
BARCELLOS et al., 2004).

Os fatores que afetam o consumo de alimentos sédo: o conteddo de energia
da dieta e a temperatura da agua. Os peixes alimentam para satisfazer suas
necessidades energéticas e a sua quantidade na dieta determina quanto do
alimento sera consumido. A temperatura da agua influencia a taxa metabdlica e
gasto de energia. A taxa de crescimento também é controlada pela temperatura.
O total requerimento pelo alimento é proporcional a taxa de ganho de peso (CHO
et al., 1985).

A alimentacdo quando manual ocupa consideravel porcdo do tempo da
rotina diaria dos piscicultores, particularmente para larvas e alevinos. Os peixes
nas primeiras fases de vida necessitam de pequenas quantidades de alimentos
distribuidas em periodos uniformes (CHO et al., 1985). A alimentacao dos peixes
¢é facilitada automatizando o processo. No entanto, alimentadores automaticos e

semi-automaticos sdo caros e nem sempre estao disponiveis.

Em viveiros de peixes, durante o verdo ou estacdo quente, o tempo de
alimentacdo e a quantidade de alimento disponivel em cada alimentacdo devem
ser ajustados conforme o nivel de OD. Reduzir a quantidade de alimentos em
cada distribuicao pode reduzir os problemas de baixo teor de OD. A combinacao
de baixas concentragcdes de OD e altas concentracdes de didxido de carbono
(COy) séo particularmente prejudiciais. O CO, pode ser controlado pela aeracao
da agua. Concentracbes de CO, acima de 2,0 ppm podem causar queda no pH.
Pequena porcentagem de CO, pode ser hidratada na forma de acido carbénico.
Alguns destes acidos sao dissociados em carbonato e ions bicarbonato (HCO3)
(BOYD, 1982).

Os sistemas para recirculagdo de dgua sdo desenhados para minimizar ou
reduzir a dependéncia do abastecimento externo para trocas e eliminagdao de
residuos produzidos durante a criacao dos peixes. Estes sistemas sao praticos e
podem ser utilizados comercialmente para produgdo de alevinos ou em
aquicultura de pequena escala (McGEE; CICHRA, 1988).



Em sistema de recirculacéo, Helfrich e Libey (2002), ratificam que o reator
aerébio é o coragdo do sistema. O meio ideal deve ser resistente e de facil
limpeza, apresentar grande superficie de area, ser bem poroso, com boa
passagem da agua, baixa fixacdo de limo e permitir um denso crescimento de
bactérias.

Para manter a qualidade da agua o sistema deve satisfazer quatro
condigcdes essenciais de estabilidade. A primeira consiste na remocado de
particulas soélidas como restos de ragédo e fezes; a segunda relaciona-se com a
filtragdo biolégica para remocdo dos residuos de amoénia e nitrito; a terceira
refere-se ao suprimento adequado do oxigénio necessario para a realizagdao das
reacdes metabdlicas e por ultimo o tamponamento do pH (HELFRICH; LIBEY,
2002, EBELING et al., 1995, McGEE; CICHRA, 1988).

Rijn (1996) afirma que a produgéo de residuos solidos nos sistemas de
recirculacéo depende principalmente do modelo do sistema de cultivo e manejo, a
qualidade, processamento e granulometria do alimento usado além da espécie
aquatica cultivada. Neste sentido, Ebeling et al. (1995), afirmaram que dois
poluentes devem ser necessariamente retirados do sistema: os restos de
alimentos n&o ingeridos juntamente com os solidos fecais e os residuos
compostos de amdnia excretados na agua. Os alimentos nao digeridos e fezes
sao as principais fontes de residuos sélidos produzidos na aquicultura. Esta
producdo € estimada com base na matéria seca, entre 26% e 46% do total do
alimento. As particulas de alimento ndo ingeridas devem ser eliminadas por
provocarem danos nas branquias e promoverem um aumento no crescimento de

fungos e bactérias que favorecem o aparecimento de doencgas.

Na agua a amoénia ocorre de duas formas: amoénia ionizada (NH4") com
carga elétrica positiva e aménia (livre), ndo ionizada (NH3), ndo carregada. A
soma das duas € conhecida como aménia total (TAN). Os peixes e outros
organismos aquaticos excretam os seus residuos nitrogenados na forma de
aménia (NH3) que € o maior produto residual do metabolismo. Excretada através
das membranas das branquias e da urina, nao apresenta odor ou cor. A aménia

ionizada (NH4") ndo é téxica, porém a amoénia nédo ionizada (NHs) é altamente



téxica, mesmo em pequenas concentracdes, e deve ser mantida em niveis abaixo
de 0,05 mg/l. A quantidade de TAN é dependente da temperatura e pH
(FRANCIS-FLOYD; WATSON, 2002, GROMMEN, 2002, HARGREAVES;
KUCUK, 2001).

O aspecto pratico mais importante da influéncia da temperatura e do pH em
produgdes intensivas é o efeito na ionizagdo da amobnia. Para uma dada
temperatura e pH, os niveis de amoénia ndo ionizada e aménia ionizada
permanecem distribuidos proporcionalmente. A diminuicio ou aumento na
concentracdo de uma delas provoca a conversao da outra, mantendo o equilibrio.
O pH nas criacdes de peixes deve ficar entre 6,5 e 9,0. Altos valores de pH e
temperatura podem causar aumento da quantidade de aménia nao ionizada que é
toxica (HELFRICH; LIBEY, 2002, HARGREAVES; KUCUK, 2001, BOYD, 1982).

Wicks et al. (2002), afirmam que o mecanismo fisiolégico dos peixes nem
sempre € eficiente o bastante para protegé-los de um ambiente com alta
concentracéao de amdnia. Esta se acumula rapidamente no seu organismo e pode
provocar alteragbes nas fungdes do sistema nervoso central, metabolismo de
energia e balanco ibnico. A exposicdo do peixe a concentracdo subletal de
amdnia induz respostas fisioldgicas, bioquimicas, histoldégicas e comportamentais.
A atividade alimentar pode ser reduzida para minimizar a producdo de amoénia
metabdlica. O aumento na concentracdo da TAN faz com que o pH das células se
eleve, prejudicando as reacdes enzimaticas e a estabilidade das membranas.

Burrows (1964) apud (WICKS et al., 2002), afirma que também podem
ocorrer mudancas morfolégicas como a fusdo das lamelas das guelras diminuindo
a capacidade de transporte de oxigénio, que induzem modificacoes letais e
subletais no figado, baco, tecidos tireoidianos e no sangue. Em seqiiéncia pode
haver bloqueio dos processos de fosforilacdo oxidativa e desequilibrio na
producdo de horménios de crescimento (corticosterdides), tornando os peixes
mais susceptiveis para contrair doencas. Coletivamente, estas respostas
suprimem o crescimento e podem causar mortalidade (HARGREAVES; KUCUK,
2001, COLT; TCHOBANOGLOUS, 1976, 1978, CARTER; NIEVES, sd).



Peixes teleésteos de 4agua doce mantém seus fluidos corporais
hiperosmoéticos em relagcdo ao meio externo. Devido a esta diferenga de
concentracdao osmotica, ocorre uma entrada de agua por osmose e perda passiva
de ions. Este problema é resolvido através da producéo de uma urina diluida e da
absorcao de ions monovalentes através das branquias (EVANS, 1993 apud
MARCHIORO; BALDISSEROTTO, 1999).

Em sistemas de recirculagao, o nitrito se acumula através da oxidagao da
amodnia e reducao a nitrato. Este composto representa perigo, porém sua toxidez
€ 10 vezes menor do que a amdnia ndo ionizada. Concentracdes maiores que
0,5mg/l provocam a doenga do sangue marrom ou metahemoglobinemia. Neste
caso o sangue fica impedido de transportar oxigénio e a hemoglobina é oxidada
pelo nitrito (COLT; TCHOBANOGLOUS, 1976). Entretanto, Ebeling et al. (1995),
recomendam a renovacgao diaria de 3 a 10% da agua do sistema para controlar
possiveis excessos nos niveis de nitrito e que os peixes sdo muito resistentes ao

nitrato.

A neutralizacdo da aménia no reator aerdbio, ocorre pela acao das bactérias
nitrosomonas e nitrobacter e ocorre conforme as seguintes reacbes (U. S. EPA,
1975 apud PRAHL; SANCHES, 1989),

Nitrosomona:

NH;" + 1,502 + 2HCO3~ —»  NO2 + HoCO3 + H2O com perda de 58,84
kcal/ mol de aménio (perda de energia livre).

Nitrobacter:

NO, + 0,505, > NOjz com perda de 15,4 — 20,9 kcal/mol de nitritos. A

reacao completa pode ser assim representada:

NH;" + 2 Oz + 2HCO3 ™ — NO3™ + 2H.CO3 + H-O sendo necessario 4,6 mg
de O,/ mg NH,4" + -N para oxidar completamente o aménio.

A acidificagéo é observada no sistema de recirculagédo nitrificante, onde a
alcalinidade decresce para 6,0-8,6mg de HCOj3 para cada mg de amoénia oxidado
para nitrato (SHARMA; AHLERT, 1977). Contudo, a liberacdo dos ions hidroxilas
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pela denitrificagdo de 1,0 mg de nitrato reduzido para N> promove um aumento na
alcalinidade de 3,57 mg (JERIS; OWENS, 1975).

Os carbonatos e bicarbonatos apresentam um efeito tamponador, evitando
assim alteracdes bruscas no pH da agua. A dureza de carbonatos (KH) funciona
como indicador da estabilidade do pH, ou seja, quanto maior o KH mais estavel
sera o pH (BRANCO, 1970b). O teste de KH associado ao pH serve também
como indicador da concentracdo de CO, conforme constam das recomendacdes
dos kits comerciais para andlise da agua. As bactérias removem carbonatos da
agua para produzirem a massa bacteriana ao retirarem amdnia. A quantidade de
amdnia retirada no biofiltro reduz a alcalinidade do sistema. Esta alcalinidade
devera ser reposta diariamente (EBELING et al., 1995).

Os sistemas de recirculagao sao geralmente caros e de dificil manutencgéo,
exigindo para o seu funcionamento a utilizagdo de méo de obra especializada.
Aplicar o conhecimento relativo ao processo de tratamento da agua, para
aproveitamento na criacdo de peixes em areas urbanas com sistemas eficientes,
de facil construgao e baixo custo, podera popularizar a criagdo em areas carentes,
gerando renda extra e melhoria na alimentacdo. Desta forma, este trabalho teve
como objetivo adaptar uma caixa de 320 litros com recirculagdo e filtracao
bioldgica da agua, para reduzir a quantidade de residuos metabdlicos sélidos e

soluveis e medir o seu desempenho na producao de pescado.

O jundia é um peixe resistente e sobrevive no rio Uberabinha no percurso
que atravessa o centro da cidade de Uberlandia em Minas Gerais, acompanhando
o desenvolvimento desta e todas as consequéncias de alteracdo do ambiente que
constitui o seu habitat. E um peixe com relativa facilidade quanto a inducao
artificial da reproducéao e incubacao dos ovos (NETO, 1981).

Estes peixes servem de alimento a populacéo ribeirinha de baixa renda a
longa data, apesar das adverténcias feitas pelas autoridades sanitarias, quanto a
possiveis consequéncias devido a poluicdo. O periodo de maior atividade do R.
quelen se d& principalmente, nas primeiras horas da noite, neste periodo, ficam
mais ativos e vorazes na tentativa de obterem suas presas. Alguns pescadores

relatam que, neste periodo, R. guelen tem muita fome e suas presas, que durante
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o dia sdo ativas, neste periodo encontram-se mais inertes, facilitando sua captura
(GOMES et al., 2000, MARDINI et al., 1981).

A variabilidade genética e a plasticidade fenotipica atuaram de modo a
permitir a sobrevivéncia desta espécie, ocorrendo assim um crescente interesse
técnico para o desenvolvimento de métodos que permitam sua criagao artificial. A
criacdo destes animais artificialmente tem dois objetivos distintos, quer seja para
obtencdo de carne em criacbes intensivas ou para repovoamento de rios e
barragens. A espécie R. quelen é utilizada em piscicultura intensiva, notadamente
nos estados da regido Sul brasileira, como Parana e Santa Catarina, por
apresentar carne de boa qualidade, ter bom crescimento e resposta eficiente a
inducéo artificial, mas seu uso em repovoamento ainda nao foi efetuado (GOMES
et al., 2000, PIAIA et al., 2000, BEHR et al., 1999).

A Citogenética constitui excelente ferramenta de andlise para comparacoes
de alteragdes ocorridas no numero e na estrutura cromossémica (FENOCCHIO,
1993, SUMNER, 1972). Através do estudo citogenético, pode-se comparar as
alteracées ocorridas nos cromossomos da populacdo do R. quelen do rio
Uberabinha com as de outras populagdes ja descritas, tais como aquelas
estudadas por Stivari e Martins-Santos (2004), Fenocchio et al. (2003), Abucarma;
Martins-Santos (2001), Fenocchio et al. (2000), Maistro (1996), Valcarcel et al.
(1998), Foresti (1993), Fenocchio e Bertollo (1990), nos quais apresentaram
cariétipo com 2n=58 cromossomos, mas com variacao interindividual de um a dois

cromossomos B de tamanho médio.

Os cromosssomos B sdo definidos como cromossomos supranumerarios
que nao apresentam homodlogos e ndo pareiam com o0s cromossomos do
complemento A (BEUKEBOOM, 1994). O gendtipo s6 pode ser identificado e,
portanto, estudado por seu efeito fenotipico. A distribuicdo fenotipica de uma
caracteristica é uma funcdo das diferencas médias entre os genoétipos e das
respostas destes em relacdo ao meio ambiente (GRIFFITHS et al., 2000). As
aplicacdes destes conhecimentos em programas de producdo de alevinos, com
finalidade de criacao intensiva ou repovoamento, sao fundamentais para obtencao
de resultados positivos quanto ao destino final destes peixes.
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Através do estudo citogenético da populagdo do R. quelen do rio
Uberabinha pode-se comparar caracteristicas cromossémicas proprias desta
populacdo com as de outras populacbes ja descritas, tais como aquelas
estudadas por Stivari e Martins-Santos (2004), Fenocchio et al. (2003), Fenocchio
et al. (2000), Valcarcel et al. (1993), Fenocchio e Bertollo (1990).

Beukeboom (1994), Camacho et al. (2000) citam que os cromossomos B
sdo encontrados em diversos grupos do reino vegetal e animal. Sua origem é
desconhecida e parecem seguir sua propria trajetoria evolucionaria. Estima-se
gue aparecam em 15% dos seres vivos e constantemente ocorrem novos relatos
de sua presenca. Sua distribuicdo e freqiéncia em uma dada populagéo
dependem do modo como eles sdo transmitidos aos descendentes e a pressao

seletiva imposta pelo meio ambiente.

A heranca dos cromossomos B ndo segue o padrao mendeliano, exibindo
as vezes, nao-disjungdo na anafase mitdtica, resultando em numeros
cromossémicos variaveis entre organismos e as vezes no mesmo individuo. No
entanto, generalizacbes sdo evitadas uma vez que as adaptacdes existentes
entre os complementos A e B tornam-se confusas e dificeis de medir os efeitos do
ambiente. Néo et al. (2000), estudando populacdes de Astyanax scabripinnis em
locais de diferentes altitudes, verificaram alta incidéncia de cromossomos B
representando 51% dos individuos da populacao localizada a 1920m e 21% dos
individuos da populacdo localizada a 1800m e nenhum animal oriundo da
populacao localizada a 700m de altitude apresentou cromossomo B. Os autores
constataram uma variacdo de cromossomos B quanto ao numero, tamanho, forma

e freqliéncia entre os sexos.

Maistro (1996) considera que os cromossomos B podem ter se originado a
partir de amplificacées, permuta desigual ou outros rearranjos de certos
segmentos cromossémicos do complemento A, ou a partir de uma nao disjuncao
relacionada com cromossomos do complemento A, seguida de inativacdo por
heterocromatizacdo do cromossomo extra. No entanto, apesar do autor nao

distinguir qual das duas hipéteses seja a mais freqlente sugere que, apds sua
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origem, os cromossomos B sofrem modificacbes que atualmente permitem

diferencia-los dos cromossomos A.

Rején et al. (1987), destacam o provavel papel evolutivo do cromossomo B
que, em seu processo de diferenciagdo, acumularia mutagdes que atuariam como
possiveis reservatérios de variabilidade genética. Os cromossomos B teriam
adquirido mecanismos que lhes permitem escapar do controle mendeliano de
transmissdo hereditaria, sendo capazes de evoluirem, pelo menos até certo
ponto, de maneira autbnoma, com independéncia de seus efeitos fenotipicos.
Deste modo seriam depédsitos de variabilidade genética, que poderia ser
reciclado, voltando a integrar-se ao grupo dos cromossomos A, com participagdo
ativa na evolucao global do genoma. O perfeito entendimento do mecanismo que
controla estes efeitos ainda permanece desconhecido.

Camacho et al. (2000) sugere que alguns genes dos cromossomos B sao
ativos, podendo, em algumas circunstancias, proporcionar alguma vantagem ao
genoma e, se 0s cromossomos B podem eventualmente capturar genes a partir

do genoma dos cromossomos A, podem tornar-se indispensaveis.

Beukeboom (1994) observou que a variacdo relativa ao tamanho dos
cromossomos B, tanto intra-individualmente quanto inter-individualmente deve ser
atribuida ao seu comportamento na mitose, onde pode ocorrer disjungao irregular
das cromatides, e na meiose, onde a nao existéncia de pareamento podera

resultar em alteragcdes no niumero desses cromossomos nos diferentes gametas.
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CAPITULO 1 - Estudo da variabilidade genética de uma populagdo de
Rhamdia quelen (PISCES, Rhamdiidae): I. Inducao artificial da ovulacao e
producao de alevinos.

1.1 Resumo

O objetivo deste trabalho foi induzir, pela hipofisa¢do, a reproducao artificial
e producao de alevinos a partir de uma fémea e dois machos de jundia (R.
quelen) capturados diretamente no leito poluido do rio Uberabinha, Uberlandia -
MG. A reproducao artificial do jundia foi realizada no Laboratério de reproducao
artificial da Estacdo de Piscicultura do Parque do Sabia. As larvas oriundas da
inducao artificial foram criadas na Estacdo de Piscicultura da Fazenda do Gléria,
pertencente a Universidade Federal de Uberlandia — MG. Elas foram criadas por
25 dias, em 2 tanques de concreto de 2,0 x 4,0 x 0,8m de profundidade cada um.
Nas condicoes estudadas, a resposta a inducédo artificial da ovulagéo do jundia foi
positiva com obtencdo de grande numero de alevinos vidveis com variabilidade
fenotipica significativa, resultando 507 e 733 alevinos filhos dos pais 1 e 2

respectivamente.

Palavras-chave: Bagre, Rhamdia quelen, hormonio, reproducgao, genética.

1.2 Abstract

The purpose of this paper was to induce, using hypophization, the artificial
reproduction and fries production from one jundia catfish (R. Quelen) female and
two males, captured directly from the polluted area of Uberabinha river, Uberlandia
— Minas Gerais. The artificial reproduction of jundid was done at the Atrtificial
Reproduction Laboratory of the Aquaculture Station of the Parque do Sabia. The
grubs originated from the artificial induction were raised at the Aquaculture Station
of Fazenda do Giléria, belonging to the Uberlandia Federal University — MG. They
were raised for 25 days, in two concrete pools of 2.0 x 4.0 x 0.8m of depth each. In

the studied conditions, the answer to the artificial ovulation induction of jundia was
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positive, obtaining a great number of viable fries with a significant phenotipic
variability, resulting 507 and 733 fries fathered from fathers 1 and 2 respectively.

Key words: Catfish, Rhamdia quelen, hormone, reproduction, genetic.

1.3 Introducao

A conservagdo da biodiversidade aquatica tem motivado inumeras
discussdes e pesquisas. Neste sentido, muitas acdes do Poder Publico visam
coibir praticas que degradam o ambiente, obrigando os infratores a realizarem
peixamentos em diversos rios. No entanto, Toledo-Filho (1992), afirma que a
escassez de informacdo e material genético adequado conduz a praticas
incorretas de peixamentos resultando em reducao da variabilidade genética das

populacdes dos peixes.

Britiski et al. (1984) descrevem os bagres como pertencentes a familia
Pimelodidae que agrupa formas muito diversificadas, alguns diminutos, com
poucos cm de comprimento e outros gigantes, apresentando mais de 2m de
comprimento. Entretanto, Pinna (1993) (apud SWARCA et al., 2000) descreve um
novo agrupamento para os peixes pertencentes ao género Rhamdia em uma nova

familia denominada Rhamdiidae.

Estes peixes apresentam habito alimentar onivoro, possuem corpo nu,
aberturas branquiais amplas, nadadeiras dorsal e peitoral precedidas por um
aculeo (SILFVERGRIP, 1996 apud GOMES et al., 2000, MOTTA et al., 1985,
GUEDES, 1980).

O comportamento reprodutivo dos peixes do género Rhamdia se
assemelha ao de muitas espécies de agua doce. Quando os cardumes atingem a
maturidade sexual, ndo apresentam cuidados parentais e procuram lugares de
agua rasa, limpa, pouco corrente e com fundo pedregoso onde realizam a desova
(GOMES et al., 2000).

O jundia responde a inducao artificial da reproducao, resiste bem a
variagdes de pH, temperatura, dureza da agua, oxigénio dissolvido e salinidade.
Estas caracteristicas tornam-no adequado para utilizagdo em programas de
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repovoamento e piscicultura intensiva (MARCHIORO; BALDISSEROTTO, 1999,
CHIPPARI-GOMES, 1998, TOWNSEND et al., 2003, 1997, MARDINI et al., 1981).

O objetivo deste trabalho foi induzir a ovulagéo artificial e produzir alevinos
de R. quelen, filhos de pais capturados diretamente na natureza.

1.4 Material e Métodos

Imediatamente apo6s a captura de uma fémea de Rhamdia quelen pesando
3809 e dois machos de 160g e 200g, no leito poluido do rio Uberabinha, na regido
central da cidade de Uberlandia - MG, no local conhecido como curva da Av.
Vasconcelos Costa (Figura 1.1), os animais foram avaliados quanto aos
caracteres secundarios externos de maturidade sexual (MARDINI et al., 1981). Na
fémea, a avaliagdo consistiu de observacdo da papila genital quanto a
intumescéncia, cor avermelhada e toque para constatagdo da maciez do
abddémen. Nos machos, observou-se a fluidez do esperma apdés leve compressao

abdominal.

Figura 1.1 — Vista do rio Uberabinha no local denominado curva da Av. Vasconcelos Costa

A seguir, os animais foram transportados para o laboratério de reproducao
artificial do Parque do Sabia, em tambor plastico com 20 litros de agua e fluxo
constante de oxigénio controlado por mandmetro 1litro/minuto (White Martins)

onde permaneceram em tanque de alvenaria de 1m3 com fluxo de agua constante
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e temperatura média de 27°C. A fémea recebeu duas doses de extrato de hipdfise
de carpa (Argent Chemical Laboratories; USA) na propor¢cdo de 3mg/kg com
intervalo de 5 horas, sendo a primeira dose igual a 10% da segunda. Nos
machos, aplicou-se dose uUnica de 1,5mg/kg ao tempo da segunda dose na fémea
conforme técnica descrita por Woynarovich e Horvath (1983).

A extrusdo dos gametas femininos e masculinos ocorreu 220 horas grau
apos a aplicacao da segunda dose do hormdnio na fémea. Esta produziu 40g de
ovocitos que foram divididos em duas porcdes. A fecundacao foi feita a seco e
separadamente nas duas porgdes, utilizando-se o sémen retirado dos dois
machos. Apés a hidratacdo, os ovos foram transferidos para incubadoras com
capacidade para 60 litros de agua. As larvas eclodiram apds 985 horas grau e
permaneceram por mais 4 dias nas incubadoras até a total absorcdo do saco
vitelino e aparecimento da cor marrom avermelhado claro caracteristicas da
espécie (NAKATANI et al., 2001, SILFVERGRIP, 1996 apud GOMES et al., 2000).

Dois viveiros de alvenaria de 2 x 4 x 0,8m de profundidade, localizados na
Estacao de Piscicultura da Fazenda do Gléria pertencente a Universidade Federal
de Uberlandia, foram previamente adubados com 2kg de esterco de aves e 200g
de calcario calcitico, para formacao de plancton, conforme consideracdes de
Teixeira et al. (1989) para controle da eutrofisacdo. Os alevinos estocados
separadamente nestes tanques foram alimentados diariamente e a vontade,
durante 25 dias, com racao inicial (Nutron Alimentos Ltda.) finamente moida e
umedecida.

A temperatura da agua foi registrada diariamente as 10:00h e as 15:00h. A
cada 4 dias, as 10:00h, foram também analisados os seguintes fatores fisico-
quimicos da agua: oxigénio dissolvido (mg/l), pH e alcalinidade total (mg/l) com a
metodologia descrita em A.P.H.A. (1971).

Utilizou-se para comparacdo das duas progénies, as ferramentas
integradas para andlise de dados do Microsoft® Excel 97, considerando-se as
argumentacdes de Bernel-Searcy (1994), quanto a relevancia da ANOVA para se
avaliar o efeito minimo detectado, quando se aceita que as diferencas

encontradas no experimento ndo sao significativas.
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1.5 Resultados e Discussao

Foram produzidos 1240 alevinos, sendo 507 oriundos da progénie do
macho 1 e 733 da do outro macho que, a partir dai, foram caracterizados como
pais 1 e 2, respectivamente. A biometria dos peixes foi realizada aos 25 dias, com
a utilizacédo de régua milimetrada. O peso foi obtido utilizando-se balanca analitica
HR — 200 (A&D Company Ltd.).

Verificou-se a permanéncia dos alevinos agrupados em um local
determinado no fundo da parte sombreada, onde também se alimentavam,
inibindo disputa territorial nas demais areas dos tanques, corroborando com
observacgdes de Piaia et al., 2000, Behr et al., 1999, Piaia e Neto, 1997.

A Tabela 1.1 mostra o comportamento das variaveis fisico-quimicas
durante o desenvolvimento de larvas para alevinos.

Tabela 1.1. Amplitude das varidveis fisico-quimicas da dgua dos tanques 1 e 2 durante a
transformacao das larvas em alevinos

. Tanque 1 Tanque 2
Variaveis . T - . . 5
Mixima Minima Amplitude Méxima Minima Amplitude

T °C — Manha 27,0 22,0 5,0 27,0 22,0 5,0
T °C — Tarde 29,0 23,0 6,0 29,0 26,0 3,0
OD (mg/1) 5,2 0.4 4,8 5,0 0,2 4,8
pH 7,0 6,0 1,0 7,0 6,0 1,0
Alcalinidade (mg/1) 30,0 22,0 8,0 30,0 20,0 10,0

As variacdes nos valores da temperatura da agua apresentaram amplitude
de 5°C entre as médias encontradas nos dois periodos em que foram medidas
apresentando valor minimo de 22°C e maximo de 29°C, estes valores podem ser
considerados normais para o desenvolvimento destes peixes (CHIPPARI-
GOMES, 1998).

Os baixos teores de oxigénio dissolvido obtidos das analises feitas para os
tanques um e dois, ocorreram logo apds a adicdo do esterco de aves, para
producédo de plancton no inicio do experimento. Durante este periodo ndao houve
renovacgao da agua. O seu efeito sobre as larvas néo foi avaliado, porém a partir
do terceiro dia até o final do experimento houve renovacao constante da agua dos
tanques na proporcéao de 3% do volume/24h.
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Gomes et al. (2000) encontraram que os alevinos de R. quelen suportam
variacdo de pH na faixa de 4,0 — 8,5 com dureza de 30,0mg/l de CaCos. No
entanto, o melhor crescimento das larvas desta espécie foi observado por Lopes
(1998) na faixa de pH de 8,0 a 8,5. Townsend et al. (2003, 1997) constataram que
os alevinos também suportam niveis de dureza de até 600mg/I de CaCosz por 96h
sem mortalidade. Estes experimentos foram conduzidos no Estado do Rio Grande
do Sul. Apesar das caracteristicas peculiares deste estado, os resultados obtidos
no presente estudo mostraram variagdao do pH e alcalinidade na faixa considerada

normal por estes autores.

A Figura 1.2 mostra a variacao fenotipica dos alevinos, aos 25 dias, das
classes peso (g) e comprimento total (mm). Observou-se que a distribuicao das
freqiéncias dentro de cada uma das classes apresentou grande variabilidade,
com destaque para quatro espécimes filhos do pai 1 que mostraram peso e
comprimento muito diferentes dos demais. Um exemplar apresentou ao final de
25 dias, 115mm de comprimento total e 13,4g de peso. A média geral de
comprimento total para a populacdo em questao foi de 49,56mm, e a média geral
de peso 1,11g. Obtiveram-se maior variancia para peso e comprimento total
(0,7192g% e 92,5229mm?) para a progénie do pai 1 que para a progénie do pai 2
(0,20369° e 72,6720 mm?) respectivamente.
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Figura 1.2 - Progénie dos Pais 1 e 2 - Curva da variagdo fenotipica do peso (g) e do comprimento
total (mm) aos 25 dias.
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Considerou-se a posicdo de Bernel-Searcy (1994) quanto aos efeitos
minimos detectados pela analise do experimento e constatou-se precisdo superior
a 99% e 83,2% respectivamente, para diferencas no peso (0,3g) e comprimento
total (0,5mm). A variacao na distribuicdo das freqiiéncias de peso e comprimento
total entre filhos dos pais 1 e 2 ndo foram significativas (p> 0,05).

A progénie do pai 1 foi menor (507 alevinos) do que a obtida para o pai 2
(733 alevinos). As maiores variancias (0,7192g% e 92,5229mm?) apresentadas
pela progénie do pai 1 para peso e comprimento, comparadas com a progénie do
pai 2 (0,2036g° e 72,6720mm?) indicam que houve maior variabilidade fenotipica
para estas caracteristicas na progénie do pai 1. Os alevinos filhos do pai 1
apresentaram médias superiores para comprimento total 52,48mm e peso 1,28¢g
em relagdo a progénie do pai 2, que apresentou comprimento total médio de
47,54mm e 0,99¢g de peso. A progénie do pai 1, por apresentar menor nimero de
alevinos, foi criada em menor densidade e apresentou melhor desenvolvimento,
fato este ja constatado por outros autores (GOLOMBIESK et al., 2003, BEHR et
al., 2000, GOMES et al, 2000, PIAIA et al., 2000, MARCHIORO;
BALDISSEROTTO, 1999, CHIPPARI-GOMES, 1998, TOWNSEND et al., 1997,
2003, FONTES et al., 1990, HEPHER; PRUGININ, 1985).

As medidas de peso e comprimento total dos alevinos filhos dos pais 1 e 2
apresentaram correspondéncia linear, permitindo a utilizacdo da analise de
regressao para se estimar os valores de peso e/ou comprimento dos peixes. As
equacbes que representam a correspondéncia entre as variaveis comprimento (y
=mm) e 0 peso (xi = g) foram y = 40,4303 + 9,4532 xi (r = 0,912907, p<0,01) ey =
30,7317 + 16,9216 xi (r = 0,946467, p<0,01) para pai 1 e pai 2 respectivamente.

Toledo-Filho (1992) e Toledo-Filho et al. (1992) recomendam a propor¢ao
sexual de 50% de fémeas para 50% de machos, e para manter a variabilidade
genética da populacdo em torno de 95% torna necessaria a captura de pelo
menos 25 casais de acordo com Franklin, 1980 (apud PRIMACK E RODRIGUES,
2002). A captura deste numero de exemplares, no periodo de maturacao sexual,
no proprio leito do rio Uberabinha, ao invés de manté-los estocados artificialmente
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nao foi possivel, porém, a utilizacdo dos 3 exemplares capturados, permitiu testar
a viabilidade da pratica da inducao artificial da ovulacao e produgéo de alevinos.

As Figuras 1.3 e 1.4 apresentam a variagao fenotipica na distribuicao de
peso (g) e comprimento total (mm) dos peixes e a linearidade obtida com as
respectivas equacoes para as progénies dos pais 1 e 2.

vy = 40,4303 + 9,4532 xi
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Figura 1.3 - Progénie do Pai 1 - Curva da variacdo fenotipica do comprimento total (mm) em
funcdo do peso unitdrio do peixe (g) aos 25 dias.

y = 30,7317 + 16,9216 xi
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Figura 1.4 - Progénie do Pai 2 - Curva da variacdo fenotipica do comprimento total (mm) em
funcdo do peso unitdrio do peixe (g) aos 25 dias.
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1.6 Conclusoes

Nas condi¢cbes estudadas, a resposta a inducdo artificial da ovulacdo do
jundia foi positiva, com obtencdo de grande numero de alevinos viaveis com

variabilidade fenotipica significativa.
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CAPITULO 2 - Estudo da variabilidade genética de uma populagdo de
Rhamdia quelen (PISCES, Rhamdiidae): Il. Efeito de trés densidades de
estocagem no desempenho de juvenis de Rhamdia quelen (PISCES,
Rhamdiidae) em tanques de concreto.

2.1 Resumo

O experimento para avaliar o desempenho dos juvenis, foi conduzido em
12 tanques de concreto de 2,0 x 4,0 x 0,8m de profundidade cada um e teve
duragao de 127 dias. O modelo fatorial foi usado como delineamento experimental
para avaliar o efeito dos tratamentos (densidades de estocagem: T1=3 peixes/m?;
T2=5 peixes/m?; e T3=10 peixes/m?) correspondendo a 24, 40 e 80 alevinos por
tanque e dos pais (p1 e p2) com duas repeticdes. Considerou-se para avaliagao:
sobrevivéncia (%), comprimento total (cm), peso (g). Nao houve diferenca
significativa entre pais para comprimento (p>0,01) e peso (p>0,01). As diferencas
nas médias de sobrevivéncia foram estatisticamente significativas (p<0,01) para
densidade e pais. A interacdo entre pais e densidade foi significativa para
comprimento, peso e sobrevivéncia (p<0,01). Os tratamentos T1, T2 e T3
apresentaram os seguintes resultados, respectivamente: sobrevivéncia média de
70,83 + 30,99%, 76,88 + 16,38 % e 69,06 + 23,90%, comprimento total 10,2 +
7,70cm, 9,84 + 7,08 cm e 9,47 £ 7,79 cm, peso médio 9,78 + 2,23¢, 8,39 + 1,63¢g
e 7,99 + 7,68g.

Palavras chaves: Densidade de estocagem, Rhamdia quelen, criacao de

peixes.

2.2 Abstract

The experiment to evaluate the juveniles performance was conducted in 12
concrete pools 2,0 x 4,0 x 0,8m depth each one and lasted 127 days. The factorial
model was used as an experimental delineation in order to evaluate the treatments
effects (stocking densities: T1=3 fishes/m? T2=5 fishes/m?; T3=10 fishes/m?)

corresponding to 24, 40 and 80 fries per pool and the parents effects (P1 and P2)
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with two repetitions. It has been considered in the evaluation: survival (%), total
length (cm) and weight (g). It didn’t have a significative difference between parents
concerning length (p>0.01) and weight (p>0.01). The differences in average
survival were statistically significative (p>0.01) for density and parents. The density
and parents’ interaction was significative for length, weight and survival (p<0.01).
The T1, T2 and T3 treatments presented the following results, respectively:
average survival 70.83 + 30.99% ; 76.88 + 16.38% and 69.06 + 23.09%, total
length 10.2 £ 7.70 cm; 9.84 £ 7.08 cm and 9.47 + 7.79 cm, average weight 9.78 +
2.239; 8.39 + 1.63g and 7.99 + 7.68q.

Keywords: Stocking Density, Rhamdia quelen, fish breeding.

2.3 Introducao

A criagcdo com baixa densidade leva a um sub aproveitamento do espaco
disponivel. A alta densidade prejudica a qualidade da agua e pode causar
mortalidade devido a degradacdo do excesso de alimento e pelos residuos
nitrogenados provenientes da excrecdo. A adicdo de residuos de origem animal
ou racao comercial em tanques de piscicultura promovem o enriquecimento com
sais minerais provocando eutrofizacdo, que acarreta o desequilibrio na
disponibilidade de oxigénio do meio (HEPHER; PRUGININ, 1985, TEIXEIRA et
al., 1989, PIAIA; NETO, 1997).

A criacao depende da espécie, do tamanho dos exemplares e do sistema
de cultivo utilizado. A producéo de peixes por unidade de area é uma fungao da
taxa de crescimento e da densidade. A taxa de crescimento individual € afetada
diretamente por fatores intrinsecos relacionados com suas caracteristicas
genéticas, seu estado fisiolégico e fatores ambientais (GOLOMBIESK et al., 2003,
BEHR et al., 1999, 2000, GUEDES, 1980, MOTTA et al., 1985).

Os fatores relacionados com a composicao quimica da agua, como o pH, a
salinidade, a dureza, o oxigénio, a temperatura, o nivel de metabdlitos excretados
e os alimentos disponiveis sado afetados pela densidade e podem influir
diretamente na producdo. O manejo durante o transporte de alevinos, também
pode afetar o desenvolvimento. Sempre que estes fatores dependentes da
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densidade nao limitem o crescimento, os peixes obtém seu potencial maximo de
crescimento fisiolégico. Conhecendo-se o ponto de equilibrio entre a densidade e
o potencial de crescimento fisiolégico do peixe pode-se obter melhor
produtividade por unidade de area (GOMES et al.,, 2000; PIAIA et al., 2000,
MARCHIORO; BALDISSEROTTO, 1999, CHIPPARI-GOMES, 1998,
TOWNSEND et al., 1997, FONTES et al., 1990, HEPHER; PRUGININ, 1985).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho nas progénies de R.
quelen, filhos de pais capturados diretamente na natureza, criados em trés

densidades diferentes, quanto ao crescimento, ganho de peso e sobrevivéncia.

2.4 Material e Métodos

Trés exemplares de R. quelen (dois machos e uma fémea) foram
capturados no leito poluido do rio Uberabinha em Uberlandia — MG, no local
conhecido como curva da Av. Vasconcelos Costa, acima da ponte do Vau e
submetidos ao processo de reproducao artificial com a técnica descrita por
Woynarovich e Horvath (1983). Dividiram-se o0s ovocitos em duas porcoes e
realizou-se a fecundacdo a seco (MARDINI et al., 1981), misturando-se cada

porcao de ovécitos com o sémen de cada macho separadamente.

Foram produzidos 1240 alevinos, sendo 507 oriundos da progénie do
macho 1 e 733 da do outro macho que, a partir dai, foram caracterizados como
pais 1 e 2, respectivamente. Selecionou-se 576 animais nas progénies dos pais 1
e 2, para comporem as unidades experimentais de avaliacdo do desempenho.
Considerou-se como fator de selecao para a formacéao de dois lotes homogéneos,
o intervalo compreendido entre o comprimento médio 52,5mm + 9,6mm para a
progénie do p1 e 47,5mm + 8,5mm para a progénie do p2. Utilizaram-se as
seguintes equacdes de regressdo que representam a correspondéncia entre as
variaveis comprimento (y = mm) e peso (xi = g): y = 40,4303 + 9,4532 xi (r =
0,912907, p<0,01) e y = 30,7317 + 16,9216 xi (r = 0,946467, p<0,01) para p1 e

p2, respectivamente para a estimativa do peso dos alevinos selecionados.
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O experimento foi conduzido conforme Kalil (1977), para o modelo
experimental fatorial, com isolamento do efeito paterno (p1 e p2) sobre as
progénies. Os tratamentos consistiram de trés densidades (T1=3 peixes m?; T2=5
peixes m? e T3=10 peixes m?) com duas repeticdes por tratamento. Para as
andlises estatisticas utilizou-se o programa computacional SAS (1989).

O experimento foi montado na Estagdo de Piscicultura da Fazenda do
Gléria pertencente a Universidade Federal de Uberlandia. Utilizou-se 12 tanques
de concreto medindo 2,0 x 4,0 x 0,8m de profundidade com sistema individual de
abastecimento e drenagem. Estes foram adubados com 2kg de esterco curtido de
gado e 0,2kg de calcario calcitico por m?. Apés a colocacdo dos alevinos foi
realizada a renovacéo constante de 3 % do volume a cada 24 horas. Para evitar
fuga cobriu-se as saidas d’agua dos tanques com tela plastica mosquiteira com
malha de 1,0mm.

A alimentacdo consistiu no fornecimento diario de ragdo comercial
extrudada, com 40% de proteina bruta (PB), adquirida no comércio local,
fornecida 2 vezes ao dia, a vontade, até que sobrasse pequena quantidade na
superficie da agua. Nos sabados, domingos e feriados o alimento era fornecido

apenas uma vez.

O experimento teve duragdo de 127 dias, sendo que as analises dos
fatores fisico-quimico da dgua como alcalinidade, oxigénio dissolvido, pH foram
realizadas semanalmente com a metodologia descrita em A.P.H.A. (1971). A
temperatura foi registrada diariamente na parte da manha (9:00h) e a tarde
(16:00h).

2.5 Resultados e Discussao

Os alevinos, em todos os tratamentos, permaneceram agrupados no fundo
do tanque junto ao sistema de esvaziamento, onde o alimento, apos ter sido
umedecido e moldado com as méaos, era fornecido. Provavelmente este acumulo
de alevinos no local deveu-se as reentrancias existentes no sistema de

esvaziamento que criava sombras e pela ragdo concentrada naquele local.
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Pela andlise de variancia ndo se constatou diferencas significativas nos
diversos tratamentos para efeito de pais nas variaveis comprimento (p>0,01) e
peso (p>0,01).

A Tabela 2.1 apresenta as médias de sobrevivéncia, comprimento total e
peso médio dos 3 tratamentos.

Tabela 2.1 — Médias de sobrevivéncia, comprimento total e peso para os 3 tratamentos

Parametros Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3
Sobrevivéncia 70,83 + 30,99% 76,88 + 16,38% 69,06 + 23,90%
Comprimento total | 10,2 + 7,70cm 9,84 + 7,08cm 9,47 +7,79cm
Peso médio 9,78 + 2,239 8,39 £ 1,639 7,99 £ 7,689

A Tabela 2.2 mostra as médias dos comprimentos, pesos e sobrevivéncia
dos peixes agrupadas por pais e tratamentos. As médias de T1 para comprimento
e peso foram as maiores do grupo e diferiram estatisticamente das demais
(p<0,01). Observa-se que aumentando a densidade, reduz-se o crescimento e
ganho de peso. Hepher e Pruginin (1985), afirmaram que peixes criados em
densidades menores tem um crescimento maior, porém o potencial de

produtividade do tanque nao é totalmente explorado.

A média geral de sobrevivéncia na progénie do p1 foi mais alta do que p2
(p<0,01). Houve efeito de interacédo entre pais e densidade (p<0,01) para todas as
variaveis estudadas. As diferencas nas médias de sobrevivéncia foram
significativas (p<0,01) para tratamentos e pais, sendo superiores para p1, T1 e
T2.

Tabela 2.2 — Comparagdo entre as médias para os efeitos de pais e tratamentos. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p>0,001) pelo teste de

Tuckey
Média Comprimento (cm) Peso (g) Sobrevivéncia (%)
p1 9.92a 8.99a 75.99a
p2 9.85a 8.48a 71.65b
T1 10.3a 10.06a 74.71a
T2 9.83b 8.36b 78.83a
T3 9.52¢ 7.79¢ 67.92b
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A Tabela 2.3 apresenta o desdobramento dos tratamentos com as

combinacdes para compreensao das interacoes.

Tabela 2.3 — Comparagdo dos efeitos de interacdo entre os tratamentos € as varidveis
estudas. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si (p<0,001)

Médias Comprimento (cm) Peso (g) Sobrevivéncia (%)
Pais p1 p2 pi p2 p1 p2
T1 10.52a 10.08abc 10.94a 8.06cd 55.26c 94.17a
T2 9.91b 9.76bc 9.19ba 7.38d 85.07d 72.59b
T3 9.33c 9.72bc 8.65bc 8.2bcd 87.63d 48.2c

A sobrevivéncia dos peixes nas 12 unidades experimentais esta sumarizada

na Figura 2.1.
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Figura 2.1: Taxa de sobrevivéncia de R. quelen nas diversas parcelas experimentais (p, d e r
significando pai, densidade e repeti¢do respectivamente)

A adubacéo e calagem iniciais ocasionaram uma elevacao na alcalinidade
até a quinta semana quando permaneceu em queda constante até o final do
trabalho (Figura 2.2). Esta queda acentuada pode ser considerada prejudicial ao
desenvolvimento dos peixes, uma vez que a dureza em carbonatos tem um efeito

tamponador sobre o pH. Estes peixes podem tolerar até 600 mg/l de CaCQO;
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porém, o seu melhor desenvolvimento ocorre com dureza entre 30,0 mg/l CaCQO3
e 70,0 mg/l CaCO3; (TOWNSEND et al., 2003).

O pH também sofreu queda acentuada atingindo niveis de até 4,5 (Figura
2.2). A escala de pH é logaritmica, a alteragcdo de uma unidade nesta escala
representa uma mudanca de 10 vezes em relacdo a concentracdo anterior.
Mudancas relativamente pequenas no pH podem ser perturbadoras para os
peixes. A exposicao a aguas acidas ou alcalinas provoca uma redugao dos niveis
corporais de Na* e K*, sendo que os jundias resistem bem ao pH na faixa de 4,0 a
8,5, com melhor crescimento nas faixas mais altas (GOMES et al., 2000, LOPES,
1998). Houve um aumento gradativo na quantidade de oxigénio dissolvido (OD)
estabilizando-se nos niveis mais altos na fase final (Figura 2.2). Teores acima de
3 mg/l sdo considerados satisfatérios para a producdao de peixes (HEPHER,;
PRUGININ, 1985). A renovacéo diaria da agua pode ter favorecido este aumento
pela eliminagdo dos residuos solidos e metabdlitos dos peixes que também séo

grandes consumidores deste gas.
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Figura 2.2 — ParAmetros fisico-quimicos da dgua.

Durante a conducédo do experimento, optou-se pela nao interferéncia na
adequacao destes parametros fisico-quimicos, para que 0s peixes pudessem
evidenciar caracteristicas adaptativas a estas condicdes. A falta de controle para
ajustar provavelmente influiu negativamente no resultado final de comprimento e

peso dos peixes. Varios autores consideram os fatores ambientais fundamentais
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na produgédo artificial de peixes (MARCHIORO; BALDISSEROTTO, 1999;
GOMES et al., 2000; PIAIA et al., 2000).

Chippari-Gomes (1998), verificou que esta espécie pode ser considerada
euritérmica, suportando temperaturas de 15°C a 34°C. A amplitude diaria da
temperatura entre os periodos da manha e a tarde e o periodo total da criacao foi
de 3°C e 8°C respectivamente. As temperaturas minima e maxima foram
respectivamente 22,5°C e 30°C. As variacbes nas médias da temperatura da agua
nos tanques no periodo de criagao e oscilagdes diarias sdo mostradas na Figura
2.3.
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Figura 2.3 — Variacdo da temperatura da 4dgua.

2.6 Conclusoes

Os peixes criados em menor densidade apresentaram maior peso corporal,

comprimento total e taxa de sobrevivéncia.
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CAPITULO 3 - Desenvolvimento de sistema simplificado de

recirculacao de agua para criacao de peixes.

3.1 - Resumo

O uso da agua e a localizacao dos tanques de piscicultura em éareas de
preservacao permanente sdo questionados pelas autoridades e ambientalistas,
quanto aos residuos soluveis e matéria organica carreados para os cérregos. No
entanto, a melhoria do sistema de criacdo, das racdes industriais e simplificacdo
das andlises para avaliar a qualidade da agua, permitiram aumentar a produgéao
de pescado. Desenvolver sistemas de alta produtividade com reutilizacdo da agua
em pequenas areas urbanas permitira produzir pescado com maior controle
zootécnico. Os objetivos deste trabalho foram: a) desenvolver um sistema
simplificado para criagdo de peixes com recirculagdo da agua e um reator aerébio
de construcdo artesanal para eliminacdo dos residuos metabdlicos com dois
alimentadores; b) testar a viabilidade do sistema mediante o desenvolvimento de
varias espécies de peixes em diferentes densidades, pesos e idades.
Oreochromis niloticus foram criadas por um periodo de 262 dias, divididos em
sete ensaios. Clarias gariepinus foram testados em um U(nico ensaio, com
duracao de 150 dias. Leporinus sp foram criados em 180 dias, divididos em trés
ensaios. Rhamdia quelen foram criados por 30 dias para produgéo de juvenis. No
periodo compreendido entre fevereiro de 2002 a dezembro de 2004, os
equipamentos que fazem parte do sistema foram utilizados de forma ininterrupta,

sem que apresentassem problemas ou ineficiéncia.

Palavras chaves: Amodnia, nitrificacdo, criacdo intensiva de peixes,
alimentador automatico, Alevinos, producao intensiva, alimentador automatico,

biofiltro, Rhamdia quelen
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3.2 - Abstract

The water use and the aquaculture pools’ localization in permanent
preservation areas are questioned by ambientalist and authorities, concerning the
soluble residues and organic materia carried to the streams. However, the improve
in the raising system, in the industrial rations and the simplification of analysis to
evaluate the water quality, permited increase fish production. Developing systems
of high productivity with water reusage in small urban areas will permit the
production of fish within a greater zootecnic control.The purposes of this paper
were: a) to develop a simplified system to raise fish with water recirculation and a
handmade aerobic reactor to eliminate the metabolic residues with tow feeders; b)
to testify the viability of the system by means of the development of several fish
species using different densities, weights and ages. Oreochromis niloticus were
bred in a period of 262 days divided in 7 assays, Clarias gariepinus were tested in
a single assay in 150 days. Leporinus sp were raised in 180 days were divided in
3 assays. Rhamdia quelen were bred in 30 days for young production. In a period
ranging from Februery 2002 to December 2004, the equipments which take part in
the system were used constantly, presenting no problems or ineficiency.

Key words: Ammonia, nitrification, intensive fish breeding, automatic feeder,
Fries, intensive breeding, automatic feeder, biofiltre, Rhamdia quelen.

3.3 - Introducao

O uso da agua nos varios sistemas de producdo de pescado, pode ser
limitante para o crescimento da aquicultura em condi¢des particulares, portanto, a
possibilidade da criacdo artesanal para consumo, assegurando o consumo per
capta e seguranca alimentar, € uma opg¢ao de producao com forte cunho social,
que pode ser executada pela populacdo em geral. Atualmente, com a escassez
dos recursos hidricos, seja por condigcdes climaticas, seja pelo crescimento
mundial da populagdo ou ainda pela intervengdo do ser humano no ambiente,
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tem-se tornado cada dia mais intensa, afetando a qualidade, a disponibilidade e a
capacidade natural de autodepuracdo dos corpos d’agua. O consumo da agua
duplica de 20 em 20 anos (mais que o dobro do aumento populacional), o
abastecimento de futuras geragdes pode estar comprometido (PIOLI, 2005,
SANTOS; SOUZA, 2005).

A criacdo de organismos aquaticos em sistema de recirculagdo acoplado a
reator aerobio € uma atividade em desenvolvimento, porém, a construcao destes
sistemas geralmente é cara e exige mao de obra especializada para cuidar da sua
manutencdo. Em laboratério, € utilizado para a criagdo de espécimes destinados
a estudos bioldgicos, condicionamento de peixes para alimentacao, producédo de
larvas e alevinos. Outros organismos, como os rotiferos e microcrustaceos,
também sao criados neste sistema (SUANTIKA et al., 2003, GROMMEN et al.,
2002, SADEK et al, 1992, KOILLER; AVTALION, 1985, SORGELOOQOS;
PERSOONE, 1972).

No estado de Minas Gerais, sdo cada vez mais rigorosas as exigéncias
legais para o licenciamento ambiental para construcado de tanques escavados nas
propriedades rurais. Outro fato agravante € o aumento no numero de furtos que
ocorrem nos criatorios convencionais elevando os custos com vigilancia. Perda do
pescado por acao de predadores naturais também resulta em constante prejuizo
para os produtores, principalmente nas primeiras fases da criacdo. Desenvolver
técnicas de criacdo e manejo em sistema de circulacao fechada podera reduzir as
perdas de peixes e, ainda existe a possibilidade de se empregar galpdes

localizados na area urbana, para esta pratica, préximos do consumidor final.

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver um sistema simplificado para
criacdo de peixes com recirculacdo da agua acoplada a um reator aerdbio de
construgcdo artesanal para eliminacdo dos residuos metabdlicos, dois
alimentadores e, testar a viabilidade do sistema mediante o desenvolvimento de

varias espécies de peixes em diferentes densidades, pesos e idades.
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3.4 - Material e Métodos

3.41 - Adaptacao artesanal do Sistema de Recirculacao, Reator
Aerdbio e Tanque para Criacao de Peixes.

Para o desenvolvimento do sistema simplificado para criacdo de peixes com
recirculacdo de agua foram utilizados/adaptados os seguintes materiais: uma
caixa de fibra de vidro com 0,90m x 0,80m x 0,45m (0,32m?®), um tambor plastico
de 100 litros, um suporte de ferro para caixa de fibra, 0,5m? de manta de
revestimento, trés pedacos, de 1,10m de comprimento, de tubo de PVC de 100
mm de diametro e 10m de corda de polietileno com 1,5 cm de diametro, desfiada
em forma de cabeleira (ltacorda Ltda.). Dois aquecedores e termostatos 220v 300
Watz (Aristos Ltda.), ajustados para 26°C e 27°C. Uma moto bomba multiuso
submersa modelo SB2000 220 V, 30 W (Sarlo Better Equipamentos Ltda.), com
vazao ajustada para 380 I/hora. Dois compressores de aquarios de 30 W com
duas saidas de ar cada um (Rebelo e Ferreira Ltda.), mangueira transparente de

cinco mm de didmetro e pedra porosa (Figura 3.1 e 3.2).

O sistema foi instalado no Laboratério de Citogenética Animal do Instituto de
Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia — UFU.
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Figura 3.1 — Ilustrag¢do (sem escala) do sistema de producio de peixes montado no Laboratério de
Citogenética Animal do Instituto de Genética e Bioquimica da UFU.

Legenda: 1 Caixa de criacdo; 2(abc) Locais de decantacdo; 3 Filtro submerso; 4(ab) Reator aerébio;
5(abcd) Aeradores; 6 Bomba de elevacdo da dgua; 7(ab) Aquecedores com termostato; 8(abc)
Vilvulas para drenagem; 9 Filtro; 10 Béia; 11 Suporte de ferro; 12 Reservatério do reator aerébio;
13 Dispersor; 14 Coluna vaso comunicante
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Figura 3.2 - Sistema de producgdo de peixes instalado no Laboratério de Citogenética Animal do
Instituto de Genética e Bioquimica da UFU.

3.4.2 - Adaptacao de garrafas PET para confeccao de alimentadores
para peixes.

3.4.2.1 - Alimentador automatico:
O alimentador automatico tem como funcao fornecer ragdo continuamente
em pequenas porcdes, de modo a suprir as necessidades dos peixes.

O material necessario para sua montagem pode ser observado nas
Figuras 3.3 e 3.4. A Figura 3.5 mostra o alimentador automatico montado apdés 2

anos, em funcionamento.
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Figura 3.3 — Material necessario para constru¢io do alimentador automdtico: 2 tabuas de 30 cm de
comprimento, 10 cm de largura e 1 cm de espessura, sendo uma com recorte proporcional ao
diametro do relégio despertador (A); 1 tdbua de 12 cm de comprimento e 5 cm de largura e 1 cm de
espessura (B); 2 tdbuas de 35 cm de comprimento e 5 cm de largura e 1 cm de espessura (C); 1
tdbua de 20 cm de comprimento e 10 cm de largura e 1 cm de espessura (D); 10 pregos de 15 x 15
(E); 1 garrafa PET (2 litros sem fundo) (F); 1 liga de borracha (G); 2 carretéis (H); Esteira em papel
(20 cm x 5 cm) (I); 1 relégio de corda manual do despertador (K); 30 cm de arame com 3 mm de
didmetro para eixos (L) e Fita adesiva.

Montagem: Prender os carretéis (H) aos eixos de arame (L); Pregar a tabua
(D) as duas tabuas (A); Pregar a tabua (B) as duas tdbuas (C) formando uma
alga; Fixar o relégio (K) com os ponteiros voltados para fora, no recorte da tabua
(A) e fixar o eixo central do relégio a um dos eixos da esteira (L, H); Fixar o outro
eixo (L, H); Recortar uma tira de papel (I) com cinco cm e fixa-la com fita adesiva
aos eixos (L, H); Fixar a garrafa PET (F) com uma liga de borracha (G) (Figura
3.4).
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Figura 3.4 — Detalhes do alimentador automatico.

Figura 3.5 — Alimentador automdtico em funcionamento
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3.4.2.2 - Alimentador de demanda:

O alimentador de demanda tem o papel de alimentar os peixes
continuamente e a vontade, através da movimentagdo voluntaria da haste de

arame que controla o fornecimento de ragao.

E necessario o seguinte material que consta da Figura 3.6: 20 cm de arame
com 0,3 cm de didmetro; 30 cm de arame com 0,3 cm de diametro; Garrafa PET
de 2 litros sem o fundo; Circulo de borracha com 4 cm de didmetro.

n I,.,.l-l_l-h..“

] i
I‘,.l-l-'_l-h..“
e T

C
C i I A
B D
b ——0
o B
MATERIAL NECESSARIO ALIMENTADOR MONTADO

Figura 3.6 — Detalhes do alimentador de demanda.

Montagem: Fixar os arames (A) e (B) pelas argolas; Fixar e dobrar as
pontas do arame (A) na parte mediana da garrafa, deixando o arame (B) sair pelo
bico da garrafa; Fixar o circulo de borracha ao arame (B), deixando-o préximo do
bico da garrafa; Pintar de amarelo cinco mm da ponta do arame (B) que ficara
submersa. Em ambos alimentadores, as garrafas PET servem como depdsito
para ragao.

3.4.3 - Operacao do sistema:

A operacéao do sistema simplificado para criacdo de peixes com recirculacao
de agua (Figura 3.1), consiste no bombeamento da agua a partir do reservatério
do reator aerébio (12), pela qual & conduzida por mangueira de plastico até o
dispersor (13), caindo diretamente sobre a caixa de criagdo (1). A entrada desta
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agua forca a circulagéao através da coluna vaso comunicante (14) entre a caixa de
criacdo (1) e o reservatorio do reator aerébio (12). Os residuos alimentares e
fezes sdo depositados nos locais de decantacdo (2abc). Os residuos mais
pesados ficam retidos ali e devem ser drenados para fora do sistema através das
valvulas de drenagem (8abc). A dgua que sobe a coluna vaso comunicante (14)
possui dois destinos: Uma parte contendo sélidos em suspensdao mais 0s
residuos metabdlicos dissolvidos, como TAN e CO? fluem diretamente para o filtro
(9) onde sao retidas as particulas em suspensao e dai passa direto para o reator
aerébio (4a), a outra parte desce pela coluna vaso comunicante em sua coluna
central fortemente aerada e flui para o filtro submerso (3) caindo a seguir no

reator aerdbio (4b), reiniciando o ciclo.

Os reatores aerébios (4ab) sao preenchidos com corda plastica desfiada que
serve de substrato para fixacdo das colénias de bactérias e € onde ocorre com
mais intensidade o processo de nitrificacdo. A manta de revestimento de méveis
que faz parte do filtro (9) deve ser retirada e lavada diariamente, ndo sendo
necessario a troca da mesma. A agua flui através da manta para o reservatério do
reator aerébio (12). A aeracdo € ascendente na parte central da coluna vaso
comunicante (14), no reator aerdbio (4b) e na caixa de criacdo (1). Com este
movimento continuo ocorre a diluicdo dos residuos em suspensdo € um
consequente aumento da superficie de contato que facilita a atuagdo bacteriana.
A boia (10) repbde no sistema a agua perdida por evaporacdo e drenagem. Os
aquecedores (7ab) mantém constante a temperatura da agua que pode ser
ajustada manualmente nos termostatos que controlam o funcionamento dos
aquecedores. A aeracdo com o uso dos compressores de aquario € feita na caixa
de criacdo (1), na parte interna da coluna vaso comunicante (14), no reservatério

do reator aerdbio (12) e na base do reator aerdbio (4b).

No Alimentador automatico, a liga de borracha (Figuras 3.3 e 3.4) serve

para prender a garrafa PET ao conjunto e possibilita a regulagem da altura entre o
bico da garrafa e a esteira de papel. Esta adaptacdo permite controlar a
quantidade de racao fornecida aos peixes. A forca da mola do rel6gio despertador
move a esteira na velocidade do ponteiro que marca os minutos e esta conduz a
racao que cai em pequena quantidade na caixa de criacao (1). A movimentacao
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da esteira é proporcional ao didmetro do carretel acoplado ao eixo do
despertador. O perimetro do carretel pode ser calculado pela féormula da
circunferéncia 2nr, onde r € o raio do carretel. Como o eixo do ponteiro de
minutos gasta 1hora para completar uma volta e sendo o carretel tracionado por
este, pode-se inferir que 2nr/60 é a distancia percorrida pela esteira no prazo de
1,0 minuto. Associando-se esta informacdao com a distancia entre o bico da
garrafa e a esteira pode-se controlar a quantidade de racédo fornecida em um

determinado tempo.

No Alimentador de demanda (Figura 3.4), a regulagem para fornecimento da
racao é feita pelo ajuste da altura do circulo de borracha (Figura 3.4 letra D) de
encontro com o bico da garrafa PET (Figura 3.4 letra C). Os peixes, ao tocarem a
ponta pintada de amarelo do arame em contato com a agua (Figura 3.4 letra B)

fazem cair ragdo. A adaptacao é rapida, com fornecimento de racao a vontade.
3.4.4 - Producao

O sistema foi povoado inicialmente com alevinos de tilapia (O. niloticus) por
um periodo total de 232 dias subdivididos em seis ensaios, o primeiro de 90 dias,
0s quatro subseqlentes com duracado de 28 dias cada um e no sexto, a duragéao
foi de 30 dias. Realizou-se também um sétimo ensaio com duragédo de 30 dias,
sendo sua avaliacdo considerada como repeticdo para comparagdo apds a
estabilizacao do sistema.

Em periodos subsequentes, foi utilizado na criagdo do bagre africano
(Clarias gariepinus), em um Uunico ensaio com duragdo de 150 dias; do piavugu
(Leporinus sp), em trés ensaios sendo o primeiro de 120 dias, e os dois restantes
com 30 dias cada; na formagéo de juvenis do jundid (Rhamdia quelen) em um
ensaio de 30 dias. Os periodos dos ensaios variaram em funcdo da espécie e

tamanho inicial dos peixes.

Empregou-se nos ensaios de criacdo, racao extrudada com peletes de 2mm,
40% de proteina bruta (PB) (Nutron Alimentos Ltda.). Em todos os ensaios com
duragdo até 30 dias utilizou-se o alimentador automético, e a partir dai o

alimentador de demanda.
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O consumo de ragcdo aumentou constantemente estabilizando-se préximo de
72g. O pH variou de 6,4 a 7,5. Os valores mais baixos ocorreram no inicio da fase
de adaptacado, mas estabilizou-se apés a aplicacdo do bicarbonato de Sédio. O
bicarbonato de Sédio foi pesado e adicionado diretamente na caixa de criacao
seguindo as recomendacgdes de Ebeling et al. (1995).

A partir do 30° dia de instalacdo considerou-se estabilizado o conjunto. O
alimentador automatico foi substituido pelo alimentador de demanda. Modificou-se
também a maneira de adicionar o bicarbonato de Sédio. Apds a diluicao do
bicarbonato de So6dio em agua, esta foi colocada em uma garrafa tipo PET em um
nivel mais alto permitindo o gotejamento constante da solucéo alcalina sobre a
agua da caixa de criacdao. Esta mudanga no manejo foi com o intuito de distribuir
uniformemente as quantidades do produto ao longo do dia.

A agua retirada diariamente junto com os sedimentos organicos e perdas por
evaporacao foi substituida, correspondendo a mais ou menos 3% do volume total.
Como rotina diaria promoveu-se a lavagem do filtro e abertura das valvulas de

drenagem.
A temperatura manteve-se constante, estabilizando-se préximo de 27 °C.

O suprimento do oxigénio necessario para a realizacdo das reacgdes
metabdlicas foi adequado e por ultimo o tamponamento do pH também foi

satisfatorio.

Apb6s o primeiro més de ensaio, ocorreu o restabelecimento nos niveis de
OD e com reducéo nos teores de TAN para préximo de zero permanecendo assim

até o final do experimento.

A adicéo do bicarbonato de Sdédio regulou o pH e a alcalinidade, e foram
ajustados pelas recomendacodes de Ebeling et al. (1995). A proporcdo da TAN em
amoénia téxica foi estimada conforme Francis-Floyd e Watson (1990). A TAN foi
ajustada considerando-se a quantidade de proteina bruta (PB) do alimento e foi
obtida indiretamente dividindo-se a quantidade de PB presente no alimento pelo
fator 6,25 (ISLABAO, 1985).
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Restabelecidas as condicdes favoraveis passou-se a fornecer racdo a

vontade, em funcdo do consumo, mas tendo-se o cuidado para evitar sobras.

A temperatura da agua foi medida com termémetro de mercurio e controlada
por aquecedor e termostato. O pH e a alcalinidade foram corrigidos com a adicéo
de bicarbonato de Sédio. O bicarbonato de Sodio foi diluido em agua, a parte, na
razdo de 10g/litro e foi adicionado por gotejamento sobre agua do sistema
simplificado de criacdo de peixes com recirculacdo de agua. Para analise da
qualidade da agua foram obtidos parametros de alcalinidade, pH, OD e aménia
total empregando-se kit comercial (Red Sea. Co.). No primeiro povoamento
utilizaram-se alevinos de O. niloticus e foi feito com o objetivo de estabilizar o
sistema e teve duracao de 90 dias. Apds o povoamento iniciou-se o fornecimento
de racao utilizando-se o alimentador automatico. Logo a seguir ajustou-se a
temperatura da agua em 27°C. A Figura 3.7 mostra a variacdo dos parametros
fisico-quimicos analisados. As analises foram realizadas diariamente nos

primeiros 90 dias, a partir dai como monitoramento do sistema, semanalmente.

Para avaliacdo do desempenho, devido as diferengas nos tamanhos iniciais
e duracéo dos ensaios, foi usada a férmula para célculo da Taxa de Crescimento
Especifico (G) (SADEK et al., 1992, RICKER, 1979), que indica a % de ganho de
peso diario. G = ((InWf - InWo) / (t — t1)) * 100 onde Wo = peso inicial, Wf = peso

final e (t2 — t1) = tempo de crescimento em dias.
Utilizou-se o programa Systat 5.04 para analise estatistica e producao dos

graficos.

3.5 - Resultados e Discussao

No periodo compreendido de fevereiro de 2002 a dezembro de 2004 os
equipamentos que fazem parte do sistema foram utilizados de forma ininterrupta,

sem que apresentassem problemas ou ineficiéncia.
3.5.1 - Ensaios de producao com tilapias (O. niloticus)
O primeiro ensaio, utilizando O. niloticus, foi conduzido com énfase na

formacao das coldnias de bactérias nitrificantes e adaptacdo do sistema ao
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manejo. Iniciou com 320 alevinos, biomassa de 384g (média = 1,5g). A biomassa
ao final do periodo foi de 5,566kg com peso corporal médio de 25,53 + 18,89¢,
Taxa de Crescimento Especifico (G) = 3,15%, conversédo alimentar de 0,89:1 e
sobrevivéncia de 68,75%. A biometria foi realizada aos 90 dias obtendo-se
medidas de peso e comprimento total. Do segundo ao sexto ensaio foi possivel
testar a viabilidade de funcionamento e estabilidade do sistema.

A mortalidade aumentou gradativamente até a 42 semana reduzindo a
sequir, coincidindo com a restauracao de condi¢des favoraveis como elevacao de
OD e reducéao da TAN (Figura 3.7). A reducao da amoénia para nitrito e nitrato foi
acompanhada pela queda do pH, o que ja era esperado conforme descrito em
Hargreaves e Kucuk (2001), Boyd (1982), Branco (1970), Carter; Nieves (sd).
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Figura 3.7 — Comportamento das varidveis fisico-quimicas da 4gua e consumo de ra¢do na fase de
estabilizacdo do sistema, povoado com alevinos de O. niloticus

O segundo ensaio com duracao de 28 dias, iniciou com 76 juvenis, biomassa
de 3,598kg, com peso corporal médio de 47,35 + 14,78g. Ao final do ensaio a
biomassa foi de 6,022kg, com peso corporal médio de 81,38 + 23,409; G = 1,94%,

conversao alimentar de 0,88:1 e sobrevivéncia de 97,37%.

O terceiro ensaio com duracéo de 28 dias, iniciou com 15 juvenis, biomassa

de 1,506kg com peso corporal médio de 100,40 + 13,04g. Ao final com biomassa
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de 2,761kg com peso corporal médio de 184,07 + 23,789, G = 2,17%, conversao

alimentar de 1,00:1, sobrevivéncia de 100%.

O quarto ensaio com duracao de 28 dias, iniciou com 15 tilapias, biomassa
de 2,393kg, com peso corporal médio de 184,07 + 23,78g. Ao final a biomassa foi
3,461kg, com peso corporal médio de 266,23 + 34,409, conversao alimentar de
1,13:1, G = 1,32%, sobrevivéncia de 86,70%.

O quinto ensaio com duracdo de 28 dias, iniciou com 13 tilapias, biomassa
de 3,461kg, com peso corporal médio de 266,23 + 34,40¢g. Ao final a biomassa foi
de 4,256kg, com peso corporal médio de 327,38 + 44,99¢, conversao alimentar de
1,11:1, G = 0,74%, sobrevivéncia de 100,00%.

O sexto ensaio com duracao de 30 dias, iniciou com 12 peixes, biomassa de
3,924kg, com peso corporal médio de 327,00 + 46,66g. A biomassa ao final foi de
4,641kg, com peso corporal médio de 386,8 + 62,19, conversdo alimentar de
0,96:1, G = 0,56% e sobrevivéncia de 100%. A Figura 3.8 mostra a relacao das

variaveis peso (g) e comprimento (cm) e o periodo de duracao dos 6 ensaios.
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Figura 3.8 — Producdo de O. niloticus (diferenca entre 0 e 1= 90 dias; entre 1 e 2; entre 2 e 3; entre
3e4;entre 4 ¢ 5: 28 dias; entre 5 e 6: 30 dias).

O sétimo ensaio com duragdo de 30 dias, iniciou com 277 alevinos,
biomassa de 0,324kg com peso corporal médio de 1,19 + 0,459, comprimento
total 3,50 + 0,48 cm. Ao final a biomassa foi de 1,342kg com peso médio de 4,95
+ 2,59 e 6,04 £ 1,29 cm de comprimento, com um ganho liquido de 1,018kg; G =
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4,75%, sobrevivéncia de 97,83% e conversao alimentar de 0,57:1. A Figura 3.9

mostra a relagdo das variaveis peso (g) e comprimento (cm).

]
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Figura 3.9 — Sétimo ensaio com alevinos de O. niloticus (diferenca entre O e 1: 30 dias)
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A Tabela 3.1 resume os indices zootécnicos obtidos para a criagdo de O.

niloticus durante um ciclo completo de 232 dias.
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Tabela 3.1 — Indices zootécnicos dos seis ensaios com O. niloticus

.o Ensaios
Indices — . :

Primeiro Segundo Terceiro Quarto Quinto Sexto
Dias de crescimento (DC) 90 28 28 28 28 30
Média peso inicio (g) 0,2 47,3+14,8 100,4+13,0 184,08+24,8 266,2+34 .4 327,0+46,7
Média peso final (g) 25,5+18,9 81,4+23.4 184,1+23,8 266,2+34 .4 327,4445 386,8162,1
Densidade (n°. peixes/ m’) 1000 260 50 40 40 37,5
Densidade / tanque 320 76 15 15 13 12
Peixes despescados 220 74 15 13 13 12
Taxa sobrevivéncia (%) 68,75 97,37 100,00 86,67 100,00 100,00
Biomassa inicial (BI) kg 0,384 3,598 1,506 2,393 3,461 3,924
Biomassa final (BF) kg 5,566 6,022 2,761 3,461 4,256 4,641
Ganho de peso GP=(BF-BI) 5,182 2,424 1,255 1,068 0,795 0,717
Produc¢ao acumulada 5,182 7,510 8,765 9,833 10,628 11,345
Conv. alimentar (CA = AC/GP) 0,89 0,88 1,00 1,13 1,11 0,96
Alimento consumido AC (kg) 4,608 2,124 1,260 1,210 0,886 0,691
Consumo acumlado kg 4,608 6,732 7,992 9,202 10,088 10,779
Consumo dia ACD = AC/DC 0,056 0,076 0,045 0,043 0,032 0,025
Ganho didrio (I) kg = GP/DC 0,058 0,087 0,045 0,038 0,028 0,026
G 3,15 1,94 2,17 1,32 0,74 0,56
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3.5.2 - Ensaio de producao com bagre africano (Clarias gariepinus)

A Figura 3.10 mostra a relacédo entre as variaveis peso e comprimento total
com o periodo de criacdo de 150 dias. Este ensaio iniciou com 27 juvenis,
biomassa de 4,880kg, com peso médio corporal de 180,74 + 18,809, e 30,70 *
1,51 cm de comprimento. A biomassa ao final foi de 12,680kg, com peso corporal
médio de 551,30 + 88,18¢, 41,52 + 2,71 cm de comprimento total, G = 0,72% e

sobrevivéncia de 85,52%.
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Figura 3.10 — Produg@o de Clarias gariepinus (diferenca entre 1 e 2: 150 dias)
3.5.3 - Ensaios de producao com o Piavucgu (Leporinus sp):

O primeiro ensaio com duracao de 120 dias, iniciou com 115 alevinos,
biomassa de 0,162kg, média de 1,40 £ 0,829 e 4,31 = 0,96 cm. A biomassa ao
final foi de 4,088kg, com peso corporal médio de 56,78 + 21,539, G = 3,09% e

sobrevivéncia de 62,60%,

O segundo ensaio com duracao de 30 dias, iniciou com 40 juvenis, biomassa
de 2,794kg, peso corporal médio de 71,17 + 17,789 e 17,02 £+ 1,16 cm de
comprimento total. A biomassa ao final foi de 3,696kg, com peso corporal médio
de 108,71 £ 21,32g e 20,0 £ 1,39 cm. G = 1,41%, sobrevivéncia de 85,0% e

Conversao alimentar de 1,73: 1.
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O terceiro ensaio com duracao de 30 dias, iniciou com 20 juvenis, biomassa
de 2,416kg, peso corporal médio de 120,8 + 20,199 e 20,8 £ 1,28 cm. A biomassa
ao final foi de 3,312kg com peso corporal médio de 165,6 + 26,089 e 22,55 + 1,15
cm, G = 1,05%, sobrevivéncia de 100% e conversdo alimentar de 1,65: 1. A

Figura 3.11 mostra a relacao entre as variaveis peso e comprimento com as fases

de criagao.
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Figura 3.11- Produgao de Leporinus sp (diferenca entre O e 1: 120 dias, entre 1 e 2 e entre
2 e 3: 30 dias)

3.5.4 - Ensaio de producao do jundia (Rhamdia quelen)

Este ensaio com duragdo 30 dias, iniciou com 380 alevinos, biomassa de
0,090kg, peso corporal médio de 0,24 + 0,11g e 3,01 £ 0,42 cm. A biomassa ao
final foi de 0,584kg, com peso corporal médio de 1,56 + 0,68g € 5,09+ 0,79 cm, G
= 6,24%, sobrevivéncia de 98,68%, conversao alimentar 0,95: 1. A Figura 3.12

mostra a relagé@o entre as variaveis peso e comprimento.
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Figura 3.12 - Produg@o alevinos R. quelen (diferenca entre O e 1: 30 dias )
A Figura 3.13 mostra a variacdo do desempenho das espécies em relacao
a Taxa de Crescimento Especifico (G) nos diversos ensaios de producéo.
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Figura 3.13 — Taxa de Crescimento Especifico (G%) para as diversas espécies
A tabela 3.2 resume os resultados para a repeticao em tildpia e criacdo de
Clarias gariepinus, Rhamdia quelen e Leporinus sp.
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Tabela 3.2— Indices zootécnicos para repeticio em O. niloticus, criacdo de C. gariepinus, R. quelen e Leporinus sp

fndi Ensaios:

naiees Tilapia C. gariepinus  R. quelen Leporinus sp  Leporinus sp  Leporinus sp
Dias de crescimento (DC) 30 150 30 120 30 30
Meédia peso inicio (g) 1,19 180,74 0,24 1,40 71,17 120,80
Média peso final (g) 4,95 551,30 3,01 56,78 108,71 165,60
Densidade (n°. peixes/ m’) 865 84 1.187 359 125 62
Densidade / tanque 271 27 380 115 40 20
Taxa sobrevivéncia (%) 97,83 85,52 98,68 62,60 85,00 100,00
Biomassa inicial (BI) kg 0,324 4,880 0,0903 0,162 2,794 2,416
Biomassa final (BF) kg 1,342 12,680 0,584 4,088 3,696 3,312
Ganho de peso GP=(BF-BI) 1,018 7,800 493,66 3,920 0,902 0,896
Produ¢do acumulada - - - 3920 4,822 5,718
Conv. alimentar (CA = AC/GP) 0,57 0,95 1,73 1,65

G 4,75 0,72 6,24 3,09 1,41 1,05




O sistema mostrou-se completamente adequado quanto as exigéncias
propostas pelos autores Helfrich e Libey (2002), sendo eficiente na exclusao da
matéria organica por sedimentagdo e filtragem. Com inicio da alimentacao
observou-se um aumento na producdao de TAN e reducdo na quantidade de OD
(McGEE; CICHRA, 2002, RIJN, 1996, PRHAL; SANCHES, 1989, COLT;
TCHOBANOCLOUS, 1978, 1976, JERIS; OWENS, 1975). O inicio da mortalidade
no primeiro ensaio com O. niloticus, foi considerado o limite para TAN. A
alimentacao nao foi interrompida, mas limitou-se o seu fornecimento com o intuito
de manter a TAN disponivel para formacao das colénias de bactérias no reator
aerobio (WICKS et al., 2002, SHARMA; AHLERT, 1977).

As taxas de crescimento especifico foram maiores para os periodos em que
os peixes apresentaram menor peso (MARCHIORO; BALDISSEROTTO, 1999,
COLE; BOYD, 1986, HEPHER; PRUGININ, 1985, CHO et al., 1985), coincidindo
em todas as espécies e podem ser comparadas na Figura 3.13. As conversoes
alimentares inferiores a 1,0, indicam que provavelmente parte do material
reciclado no reator aerébio, foi incorporada na alimentacao. As tilapias foram mais
eficientes no aproveitamento deste material devido ao seu habito alimentar, que
lhes permitem filtrar através do rastro branquial as particulas alimenticias
(JAUNCEY; ROSS, 1982).

A criacado do bagre africano C. gariepinus teve como destaque a obtencao
da capacidade maxima de carga e nitrificacdo no sistema. O sistema foi capaz de
sustentar 12,680kg (39,625 kg/m®) de bagre africano ao final de 150 dias. Esta
producdo em ganho de peso equivale 58,5kg/ m®ano. Comparando-se com O.
niloticus que obteve uma producdo equivalente a 55,01 kg/m*ano e carga
maxima de 6,022kg, alcancado no segundo ensaio, representa 47,49% da
capacidade de sustentacao de C. gariepinus. Este fato também comprova que a

criagdo escalonada é mais eficiente.

O piavugu (Leporinus sp) apresentou crescimento satisfatério, mas obteve
os piores indices de conversao alimentar (1,73: 1 e 1,65: 1) no segundo e terceiro
ensaios respectivamente. No primeiro ensaio ndo se obteve a contagem dos

alevinos mortos, uma vez que dois fatores contribuiram para este fato: os alevinos
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mortos eram imediatamente devorados, aparecendo no filtro apenas restos de
0ssos e saltavam para fora da caixa de criacdo. Devido a ocorréncia das perdas

nao se calculou a conversao alimentar no primeiro ensaio.

O jundia R. quelen foi o peixe que apresentou 0 menor peso médio individual
inicial (0,249 = 0,11g). Os animais dobraram de peso varias vezes e a biomassa
final equivale a 18,5 kg/m®ano. Esta fase é conhecida como de aceleragdo ou de
crescimento exponencial conforme Wannigama et al., (1985). Considerando a
biomassa final em alevinos de 5 cm e peso médio de 1,569 pode-se verificar que
o sistema é viavel e capaz de manter (18,5kg/m®ano) ou 18.500 +1,56 = 11.860

alevinos/m®/ano, com sobrevivéncia de 98,68%.

3.6 - Conclusoes

O sistema mostrou-se eficiente no controle dos residuos metabdlicos e
sobras alimentares, em criacao de peixes de diversas espécies, com densidades
e idades variaveis. Apresentou praticidade de manejo, facilidade de construcao
com baixo custo, sendo recomendado para uso em atividades desenvolvidas nos

laboratérios de pesquisa, unidades de producéo de alevinos e criacao familiar.
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CAPITULO 4 - Presenca de cromossomos B em uma populacdo de
Rhamdia quelen (PISCES, Rhamdiidae) do rio Uberabinha no Municipio de
Uberlandia — MG.

4.1 - Resumo

A familia Rhamdiidae apresenta grande variabilidade cariotipica sugerindo
gue rearranjos cromossdmicos como inversoes, fusdes e fissdes foram envolvidas
na especiagdo dentro deste grupo. Nesta familia cromossomos B foram
observados em quase todas as espécies do género Rhamdia. Os cromossomos B
sdo definidos como cromossomos supranumerarios que hao apresentam
homélogos e nao pareiam com os cromossomos do complemento A. Os
cromossomos B parecem ser conservados na maioria do género Rhamdia, sendo
a caracteristica mais importante de sua evolucdo cariotipica. Conhecer
adequadamente este potencial biolégico é provavelmente importante para se
realizar futuros programas de peixamento e ou criacdo intensiva da espécie.
Dezessete exemplares de R. quelen foram capturados no rio Uberabinha no
trecho urbano do Municipio de Uberlandia — MG, no local denominado ponte da
Av. Getulio Vargas, utilizando anzol, molinete com linha pléstica 0,30mm e isca
viva (minhoca) no horério compreendido das 18:30h as 20:30h. A preparacéo dos
cromossomos mitdticos foi feita com utilizacdo de suspensao celular obtida a
partir do rim anterior, rim posterior e sangue periférico. A analise dos
cromossomos, apos coloragdo convencional com Giemsa mostrou um ndmero
modal de 2n=58 com variacdo de zero a sete cromossomos supranumerarios que
marcados pela técnica da banda C mostraram-se totalmente e alguns
parcialmente heterocromaticos. A caracterizacado dos cromossomos com regides
organizadoras de nucléolo, através da impregnagdo pelo nitrato de Prata
evidenciou um sistema de NOR simples, heteromérfica entre os individuos, com
apenas um par de cromossomos metacéntricos como sendo o portador da

mesma.

Palavras Chaves: Citogenética, cromossomo B, caridtipo, Rhamdia

quelen.
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4.2 - Abstract

The family Rhamdiidae presents great karyotypical variability suggesting that
chromosomic rearrangements such as inversions, fusions and fissions were
evolved in the speciation inside this group. In this family B chromosomes were
observed in almost all the species of the Rhamdia genera. These extra
chromosomes seem to be conservated in most of the genera and are the most
important characteristic of its karyotypical evolution. Knowing suitably this
biological potential is important to realize future fishment programs and or
intensive breeding of the specie. This present paper had as purpose to know
biological aspects of a Rhamdia quelen population (Pisces, Rhamdiidae) from the
Uberabinha river, concerning the cytogenetic characterization due to local
adaptations and populational genetic structure. Seventeen samples of Rhamdia
quelen were captured in the Uberabinha river in the central area of the municipal
district of Uberlandia - MG, in a place named Getulio Vargas avenue bridge, using
fishhook, moulinet with 0.30mm line and alive bait (earthworm) in a time ranging
from 18:30 pm to 20:30 pm. The preparation of mitotic chromosomes were done
using cellular suspension obtained from anterior kidney, posterior kidney and
peripheral blood. The chromosomes counting after conventional Giemsa staining
has shown a modal chromosome number of 2n= 58 with a variation of zero to
seven supernumeraries chromosomes which were stained with the C banding
technigue and have shown themselves totally heterochromatics. The
characterization of chromosomes with nucleolar organizing regions, through out
Silver nitrate impregnation evidenced a simple NOR system, heteromorphic and
polimorphic among individuals, with only one metacentric chromosome pair

carrying it.

Key words: Cytogenétics, chromosome B, karyotypic, Rhamdia quelen.

4.3 - Introducao

Os estudos citogenéticos em peixes neotropicais tiveram inicio na década
de 1970. Uma grande diversidade cromossémica foi evidenciada, inclusive com a
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presenca de cromossomos B (MAISTRO, 1996). Os cromossomos B séao
definidos como cromossomos supranumerarios que nao apresentam homélogos e
nao pareiam com os cromossomos do complemento A (BEUKEBOOM, 1994). A
primeira ocorréncia de cromossomos B em peixes neotropicais foi verificada em

Prochilodus lineatus (citado como Prochilodus scrofa) por Pauls e Bertollo (1983).

Néo et al. (2000), estudando populacbes de Astyanax scabripinnis em
locais de diferentes altitudes, verificaram alta incidéncia de cromossomos B
representando 51% dos individuos da populacao localizada a 1920m e 21% dos
individuos da populagdo localizada a 1800m. Nenhum animal oriundo da
populacéo localizada a 700m de altitude apresentou cromossomo B. Os autores

constataram variagdo no numero, tamanho, forma e freqiiéncia entre os sexos.

Na regido do Tridangulo Mineiro, cromossomos B também foram descritos em
Astyanax eigenmanniorum, um metacéntrico grande (TORRES-MARIANO, 2001)
e em A. scabripinnis, um pequeno metacéntrico (ARAUJO, 2003).

Venere et al. (1999), consideram que a ocorréncia muito comum destes
elementos cromossémicos pode implicar em origem independente. Os autores
descrevem o aparecimento de cromossomo supranumerario em seis espécies de
Characiformes neotropicais, pertencentes as familias Anostomidae, Curimatidae,
Prochilodontidae e Crenuchidae.

As familias Characidae, Parodontidae, Pimelodidae, Callichthyidae,
Loricaridae, Cichlidae também apresentam espécies com este tipo de
cromossomo e séo relacionadas por Salvador e Moreira-Filho (1992).

Os siluriformes representam um grupo de peixes muito diversificados. Esta
ordem compreende diversas familias de peixes neotropicais, com um grande
namero de espécies (aproximadamente 1.200), muitas das quais com importancia
econbmica. Apresentam numero dipléide variando de 2n=46 a 2n=72 (OLIVEIRA;
GOZTONYI, 2000 apud FENOCCHIO et al., 2003b, FENOCCHIO; BERTOLLO,
1992).

O género Rhamdia, pertencente ao grupo dos Siluriformes, é extensamente

distribuido na América do Sul, onde os cromossomos B foram detectados em
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diversas espécies e populagdes. O niumero cromossémico entre 33 espécies das
familias Pimelodidae e Rhamdiidae estudadas citogeneticamente varia de 2n=46
a 2n=63 (SWARCA et al. 2000). A grande variabilidade cariotipica nestas duas
familias sugere que rearranjos cromossémicos foram envolvidos na especiagao

deste grupo.

Fenocchio et al. (2000), analisaram a presenca de cromossomos B em
Rhamdia hilarii e R. quelen e concluiram que as duas espécies parecem
compartilhar do mesmo tipo deste cromossomo quanto a forma, tamanho, padrao
de banda C e comportamento mitético, em toda uma extensa area de dispersao
que varia do Brasil central a cidade de Buenos Aires na Argentina. Isto sugere
uma origem antiga para esses cromossomos B, presumivelmente antes da

especiacdo de um antepassado comum.

Valcarcel et al. (1993), apresentou trés diferentes citétipos com dois
nameros cromossdémicos (2n=58 e 2n=59) para Rhamdia sapo. Além das
caracteristicas cariotipicas, verificou-se a ocorréncia de dois cromossomos B
nesta espécie, um foi classificado como acrocéntrico e o outro metacéntrico.
Ambos eram heterocromaticos, ndo apresentavam pares correspondentes e

estavam presentes nos machos e nas fémeas.

Seis espécies de trés géneros de Rhamdiinae foram estudadas por
Fenocchio et al. (2003a). As populacdes de R. hilarii e R. quelen, apresentaram
um cariétipo basico composto por 2n=58 chromossomos (26 M, 16 SM, 8 ST e 8
A). Em alguns casos, os autores relatam que pode ocorrer variacdo nesta formula

cariotipica, provavelmente por diferencas na condensac¢ao cromossomica.

Duas populacdes distintas de R. quelen, uma do rio Taquarussu — SP e
outra do corrego Maringd — PR mostraram de um a quatro cromossomos B
metacéntricos, mas os citétipos com 2n=58 apresentaram pequenas diferencas
quanto aos tipos de cromossomos (26M + 20SM + 6ST + 6A e 26M + 22SM +
6ST + 4A) (STIVARI; MARTINS-SANTOS, 2004).

A andlise citogenética abordando os cromossomos mitoticos, padrao de
bandas C e os cromossomos supranumerarios podem auxiliar na compreensao

do processo evolutivo da espécie. Este estudo descreve caracteristicas
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cariotipicas da espécie R. quelen presente no trecho urbanizado do rio
Uberabinha em Uberlandia — MG, com énfase a confirmagdo da presenca de

cromossomos B nesta populagéo.

4.4 - Material e Métodos

Dezessete exemplares de R. quelen foram capturados no rio Uberabinha
no trecho urbano do Municipio de Uberlandia — MG, no local denominado ponte

da Av. Getulio Vargas (Figura 4.1).

JUDAY ESTE Rio To
CRISTALINAS E SAUDA\
ANATUREZA PRECISA DE AMIGOS

Figura 4.1 — Vista do rio Uberabinha no local denominado Ponte da Av. Getilio Vargas

Na captura dos exemplares, utilizou-se anzol numero 11 ou 12, molinete
equipado com linha plastica 0,30mm e isca viva (minhoca) no horério
compreendido das 18:30h as 20:30h. A seguir promoveu-se o0 transporte para as
instalagbes do Laboratério de Citogenética Animal da Universidade Federal de
Uberlandia. A conducdo dos animais era feita em saco plastico com volume igual
a 10 litros. Estes eram preenchidos com 1/3 de 4gua e os 2/3 restantes inflados
com oxigénio. No laboratério os animais permaneciam em aquarios aerados, com
temperatura mantida a 26° C até o inicio preparac¢do do material para andlise.
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O cloreto de cobalto (CoCl,) foi utilizado para inducao da multiplicacao
celular, aplicado na regido intraperitoneal dos animais, a razdo de 0,2mg/100g de
peso vivo, 18 horas antes de sacrifica-los (CUCCHI; BARUFFALDI, 1990).

A benzocaina foi empregada como anestésico nos animais da pesquisa
seguindo a técnica proposta por Rothbard (1981). Antes de sacrificar os animais
para retirada dos rins anterior e posterior promoveu-se a coleta do sangue

periférico seguindo a técnica proposta por Fenocchio e Bertollo (1988).

A preparacdo dos cromossomos mitéticos foi feita com utilizacdo de
suspensao celular obtida a partir do rim anterior, posterior e sangue periférico. Os
cromossomos mitéticos foram preparados seguindo a técnica descrita por Forestti

et al. (1993), com algumas modificacoes.

Os cromossomos foram medidos utilizando-se a versao 4.3 do software
Micromeasure (2004) com distribuicao gratuita.

Os cromossomos portadores das NORs foram evidenciados através da
técnica de impregnacao com nitrato de Prata (Ag-NORs) descrita por Howell e
Black (1980).

As preparacdes para observacdo das heterocromatinas constitutivas
(Banda C) foram obtidas seguindo a técnica descrita por Sumner (1972), com

pequenas modificagdes.

4.5 - Resultados

A populagcdo de R. quelen analisada no presente trabalho apresentou o
cariétipo composto por 2n=58 cromossomos com zero a sete cromossomos B,
para machos e fémeas. A formula cariotipica foi 26M + 20SM + 8ST + 4A (Figura
4.2aeb).

O tratamento com nitrato de Prata evidenciou a presenca de um par
metacéntrico portador de Regido Organizadora do Nucléolo (NOR).

Os peixes com numero cromossGmico superior a 58, apresentaram
supranumerarios total ou parcialmente heterocromaticos quando submetidos a
técnica da banda C (Figura 4.3a, b, c e d). Essa técnica evidenciou, na populagao
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de R. quelen em estudo, de zero a sete cromossomos supranumerarios
metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos, de tamanho médio a pequeno
comparados com o complemento de cromossomos A. Alguns apresentaram
banda heterocromatica telomérica ou bitelomérica e outros se mostraram

totalmente heterocromaticos. Cinco exemplares ndo apresentaram resultados.

A Tabela 4.1 mostra a freqiiéncia do numero cromossémico em células de

R. quelen do rio Uberabinha.

Tabela 4.1 Freqiiéncia do niimero cromossdmico em células metafasicas de R. quelen do
rio Uberabinha.

Numero de cromossomos
Numero Total

Registro Sexo 57 58 59 60 61 62 63 64 65 Células Moda
1106 M 4 18 9 15 46 58
1200 - 1 13 1 15 58
1206 F 17 2 19 58
1207 M 2 37 1 40 58
1208 M 1 13 3 17 58
1210 F 1 14 48 1 2 3 69 60
121 M 2 3 8 61 74 61
1212 M 2 11 1 14 58
1213 F 2 12 1 15 59
1222 F 1 15 16 58
1249 F 1 2 28 31 65
1250 F 1 32 6 39 58

total 17 173 39 68 62 3 3 2 28 395
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Figura 4.2 - Cariétipos de Rhamdia quelen: a) animal com 58 cromossomos, em evidéncia
a Regido Organizadora do Nucléolo (Ag-NOR). b) animal com 65 cromossomos. M
cromossomos metacéntricos, SM cromossomos submetacéntricos, ST cromossomos
subtelocéntricos, A cromossomos acrocéntricos € B cromossomos supranumerarios.
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Figura 4.3 - Metafases de Rhamdia quelen submetidas a técnica de banda C: (a) 58
cromossomos, (b) 59 cromossomos, (¢) 60 cromossomos, (d) 61 cromossomos. As setas
finas apontam os cromossomos portadores da NOR. As setas largas apontam os
Cromossomos supranumerarios.

4.6 - Discussao

A féormula cariotipica observada para a populagdao de R. quelen do rio
Uberabinha apresenta pequenas diferengas ao cari6tipo (26M, 16SM, 8ST e 8A)

proposto por Fenochio et al. (2003a) esta pequena diferenca pode ser devido a
condensacao cromossémica.

Apesar de existir uma variacao interindivual no nimero cromossémico e
uma grande variagdo do numero dipldide nos Siluriformes (OLIVEIRA;
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GOZTONYI, 2000 apud FENOCCHIO et al., 2003b, MAISTRO et al., 2002,
ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001, SWARCA et al., 2000, FENOCCHIO;
BERTOLLO, 1990), no género Rhamdia 2n=58 €& muito freqlente. Fenocchio;
Bertollo (1990) estudando uma populacdo de Rhamdia hilarii sugerem que o
namero basico de cromossomos é 2n=58, com variacdo numérica até um limite de
2n=63, devido a presenca dos cromosssomos B. Stivari e Martins-Santos (2004)
relacionam sete espécies do género Rhamdia provenientes de 25 locais de
coletas descritos em 14 trabalhos, em que apenas uma das espécies em um local
apresenta 2n=62 como férmula dipléide, em todos os demais o numero
cromossémico é 2n=58. A freqliéncia de zero a cinco supranumerarios é

confirmada também em todas estas populacoes.

Uma freqUéncia estavel de cromossomos B é encontrada por diversos anos
na mesma populagédo. Este fato alertou autores no passado a concluirem que o
polimorfismo encontra-se em um estado de equilibrio e que a frequéncia é
resultado da acao de duas forcas opostas. A acumulacdo do cromossomo B que
tende a aumentar sua freqléncia e os efeitos prejudiciais na aptiddao dos
individuos que o carregam tende a diminui-la (CAMACHO et al. 2000,
BEUKEBOOM, 1994, JONES; REES, 1982 apud FENOCCHIO; BERTOLLO,
1990).

A freqiiéncia de citétipos com 2n=58, 59, 60, 61 e 65 cromossomos com
até sete supranumerarios evidenciados pela técnica de banda C, na populacao de
R. quelen do rio Uberabinha, pode sugerir algum mecanismo para sua
manutencdo. O padrdo de banda C encontrado nestes cromossomos foi
semelhante ao descrito por Stivari e Martins-Santos (2004). Entretanto, Camacho
et al. (2000), supéem que o polimorfismo do cromossomo B pode ser melhor
interpretado através de um sistema dindmico em que sua freqUéncia varia

continuamente em relagdo ao complemento A.

Os cromossomos do complemento A mostraram-se frente a técnica de
banda C varios segmentos heterocromaticos, com pequenas marcacoes

centroméricas ou teloméricas em alguns cromossomos.
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Hochberg e Erdtmann (1988) (apud STIVARI; MARTINS-SANTOS, 2004),
citam que os cromossomos B em R. quelen podem ter sido originados durante o
processo de formacdo de isocromossomos sugerindo a mesma origem e

ancestral comum.

A Regiao Organizadora de Nucléolo (NOR) foi evidenciada pelo nitrato de
Prata no primeiro par de cromossomos metacéntricos, determinando um sistema
de NOR simples, ou seja, com apenas um par de cromossomos portador da
mesma. Essa se localiza em sua regiao terminal, apresentando polimorfismo de
tamanho, com bragco menor de um dos cromossomos totalmente impregnado pelo

nitrato de Prata, na maioria dos individuos analisados (Figura 4.2).

O sistema de NOR simples também aparece nas diversas populacoes de
Rhamdia estudadas (FENOCCHIO et al., 2003, SWARCA et al., 2003, MAISTRO
et al. 2002, ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001, MAISTRO, 1996,
FENOCCHIO; BERTOLLO, 1990) com excecao de Rhamdia branneri e Rhamdia
sp que mostraram um sistema de NOR multiplo sendo considerado um carater
apomoérfico no género (ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001).

Na populagdo de Rhamdia quelen do rio Taquarussu — SP a NOR foi
localizada na posigédo terminal do brago menor de um par subtelocéntrico
enquanto que nos espécimens coletados no cérrego Maringd — PR aparece em
um par submetacéntrico (STIVARI et al., 2004).

A populagéo estudada no presente trabalho apresenta alguma similaridade
com outras descritas anteriomente (FENOCCHIO et al., 2003, MAISTRO et al.
2002, ABUCARMA; MARTINS-SANTOS, 2001, MAISTRO, 1996, FENOCCHIO;
BERTOLLO, 1990, STIVARI; MARTINS-SANTOS, 2004). Em relagdao as Ag-
NORs (simples) confirmou-se sua conservacao na espécie. Quanto a presenca,
forma e tamanho dos supranumerarios se assemelham a populacao descrita por

Stivari e Martins-Santos (2004), porém, em maior nimero (zero a sete).
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4.7 - Conclusoes

O caridtipo para a populacdo de Rhamdia quelen do rio Uberabinha é
constituido de 2n=58 cromossomos sendo 26 metacéntricos, 20
submetacéntricos, 8 subtelocéntricos e 4 acrocéntricos.

Nesta populagdo ocorre uma variabilidade interindividual de até sete
cromossomos B metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos. Alguns
apresentaram regides heterocromaticas teloméricas ou biteloméricas e outros se

mostraram totalmente heterocromaticos.

A Regiao Organizadora do Nucléolo (NOR) é simples, heteromérfica entre

os individuos, esta presente em um par de cromossomos metacéntricos.
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ANEXO |

Metodologias usadas nos estudos citogenéticos

Inducao de Mitoses

Cloreto de Cobalto
A técnica utilizada foi descrita por Cucchi & Baruffaldi (1990).

1. Injetar, intra-peritonealmente, solucdo aquosa de CoCly (4mg/ml na

proporcéo de 0,5 por 100g de peso do animal) durante 24 horas, apos o qual se

processa 0 material para preparacao de cromossomos mitoticos.

Obtencao de cromossomos mitéticos

Tratamento in vitro

Técnica descrita por Foresti et al. (1993), com algumas modificacoes.

. Colocar rim cefalico (ou por¢cdes em regeneracdao de branquias ou

nadadeiras) em 6ml de solucéo salina de Hanks em uma placa de Petri em

temperatura ambiente;

2. Dissociar bem o material;

3. Retirar o sobrenadante com um pipeta Pauster, colocando o material em

0 N o O &~

9.

tubo de centrifuga;

. Pingar uma gota de colchicina 0,016%;

. Pipetar mais ou menos 50 vezes;

. Levar o material a estufa (36 °C) por 15 minutos;
. Centrifugar por 7 minutos a 500 rpm;

. Desprezar o sobrenadante e completar para 6ml de cloreto de Potassio

(KCI);

Suspender novamente pipetando por mais 100 vezes;

10.Levar novamente a estufa a 36 °C por mais 30 minutos;

11.Pingar 6 gotas de metanol-acético proporcao 3:1;
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12.Pipetar devagar por mais 100 vezes;

13.Deixar o material descansar por 5 minutos;

14.Dobrar o volume com fixador e pipetar por mais 100 vezes;

15.Centrifugar por 10 minutos;

16.Desprezar o sobrenadante e completar para 6ml com o fixador, pipetando
por 100 vezes;

17.Centrifugar por 7 minutos, repetindo essa lavagem por duas vezes;

18.Diluir o material de forma a se obter uma suspensao nao muito turva;

19.Pingar o material nas laminas que deverao estar previamente aquecidas em
banho-maria a 60°C;

20.Corar por 10 minutos com Giemsa 1/20 em tampéao fosfato pH 6,8.

Preparacoes diretas

Técnica de Bertollo et al.(1978), com pequenas mudancgas:

1. Injetar, intra-peritonealmente, colchicina a 0,025%, na propor¢cao de
1ml/100g de peso do animal;

2. Deixar o peixe em um aquario bem aerado, por aproximadamente uma hora,
sacrificando-o a seguir e retirando os érgaos desejados;

3. Lavar rapidamente um fragmento do 6rgéao retirado (rim cefalico) em solugao
hipotdnica de KCI 0,075M;

4. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 8 a 10ml de
solucao hipotbnica de KCl a 0,075M;

5. Fragmentar bem o material, com auxilio de pincas de disseccao,
completando-se este processo com uma seringa hipodérmica, desprovida de
agulha, através de leves movimentos de aspiracao e expiracdo do material,
facilitando-se a separacao das células, até se obter uma suspensao celular
homogénea;

6. Colocar a suspensao obtida a 36-37 °C, durante 20 minutos;

7. Suspender novamente o material com bastante cuidado, com auxilio de uma
pipeta Pasteur, e transferir a suspensao obtida para um tubo de centrifuga;

8. Acrescentar algumas gotas de fixador recém preparado (alcool metilico:
acido acético - 3:1);
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9. Suspender novamente o material e centrifugar por 10 minutos, a 900 rpm;

10.Descartar o sobrenadante com pipeta Pasteur;

11.Adicionar, vagarosamente de 5 a 7ml de fixador recém preparado, deixando
escorrer através das paredes do tubo;

12.Suspender novamente o material, cuidadosamente, com auxilio da pipeta
Pasteur;

13.Repetir os itens 8 a 10 por duas vezes. Ap6s a Ultima centrifugacéo e
eliminagdo do sobrenadante, adicionar 1ml de fixador e suspender
novamente o material. Este podera entdo ser guardado em geladeira,
acondicionado em pequenos frascos tipo "ependorff', ou trabalhado
conforme 0s passos seguintes;

14.Pingar de 3 a 4 gotas da suspensao obtida, sobre diferentes regides de uma
lamina bem limpa e seca, que deve estar sobre uma placa aquecida, a 38 -
39°C;

15.Deixar secar ao ar;

16.Corar com solucao de Giemsa a 5% em tampao fosfato (pH=6,8), durante 8
minutos;

17.Lavar a lamina com agua destilada e deixar secar ao ar.

Bandamentos Cromossomicos

Deteccao das Regioes Organizadoras de Nucléolos (NORs)

Técnica descrita por Howell; Black (1980):

1. Pingar sobre a lamina, preparada conforme a técnica adotada para
cromossomos mitéticos, 1 gota (25ul) de solucdo aquosa de gelatina a 2%
(acrescida de acido férmico na propor¢cdo de 1ml para cada 100ml de
solucéo);

2. Adicionar sobre a gota (25ul) anterior, 2 gotas (50ul) de solucado aquosa de
nitrato de Prata a 50% e 1 gota de agua deionizada (25ul). Misturar bem e

cobrir com laminula;
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. Incubar em estufa a 60°C, por um periodo de aproximadamente 5 minutos,

dependendo de um monitoramento de coloracdo da lamina e dos

Cromossomos ao Microscopio;

. Ap6s o tempo apropriado, quando 0S Cromossomos assumem uma

tonalidade amarelada e as NORs e os nucléolos uma coloracéo preta ou
marrom, lavar em agua deionizada, possibilitando que a laminula seja

retirada naturalmente pela prépria agua.

Deteccao da Heterocromatina Constitutiva — Banda C

Técnica descrita por Sumner (1972), com algumas modificacoes:

. Tratar a lamina contendo os cromossomos mitéticos com uma solugao de

HCI 0,2N, a temperatura ambiente, durante 15 minutos;

. Lavar em agua deionizada e secar ao ar;
. Submergir as laminas numa cuba com 2xSSC por 15 minutos, a 37°C;
. Lavar e secar ao ar;

. Submergir as laminas em uma cuba com hidroxido de Bario a 5% por 40 a

60 segundos, a 42°C;

. Lavar em solucao de HCI 0,2N e em seguida em agua deionizada e secar ao

ar;

. Incubar as laminas numa solucao salina de 2xSSC, aquecida por 30 minutos

a 60°C; lavar em agua deionizada e secar ao ar;

. Corar com Giemsa a 5%, em tampao fosfato pH 6,8 durante 20 a 30

minutos;

. Lavar em agua deionizada e secar ao ar.
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