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Resumo

Espécies de grande porte e valor comercial sdo encontradas na bacia do Iguacu,
tendo como destaques, representantes da ordem Siluriforme. O género
Steindachneridion pertence a ordem dos Siluriformes e possui distribuicao restrita aos
rios de algumas bacias da América do Sul. O endémico surubim do Iguagu
(Steindachneridion melanodermatum), assim como outros siluriformes, apresenta
caracteristicas que vém despertando grande interesse para o cultivo. Outro
representante dos Siluriformes, com ampla representacdo no rio Iguacu, € o jundia
(Rhamdia quelen), espécie esta j& introduzida com sucesso na piscicultura comercial.
O intuito deste trabalho foi de investigar os processos reprodutivos em laboratério a
fim de definir melhores estratégias para reproducao induzida, taxa de fecundacao, e
desenvolvimento embrio-larval destes Siluriformes. O experimento foi realizado em
viveiros de piscicultura da Estacdo de Estudos Ictiologicos da Usina Ney Braga,
localizada na represa de Salto Segredo, PR. Com o objetivo de avaliar caracteristicas
gualitativas e quantitativas do sémen de surubim, S. melanodermatum, utilizaram-se
onze machos com peso entre 1,1 e 2,4 kg, submetidos ao tratamento de hipofisacao.
O volume de sémen coletado variou de 0,4 a 2,5 mL. A motilidade dos
espermatozoides apds a coleta manteve-se entre 85 a 292 segundos, quando
ativados com agua do tanque, e de 66 e 268 segundos, quando ativados com agua
destilada. Para a concentracao espermatica, foram encontrados valores que oscilaram
entre 28 e 88 x10° espermatozéides/mm3. Entre 0 & 74 horas pos fertilizacdo, foram
realizadas 37 coletas a cada duas horas, para cada espécie. Foi observada a
organogénese, eclosdo com boca e anus fechados, formacdo do coracdo, olhos,
nadadeiras e trato digestério. As larvas de S. melanodermatum e R. quelen possuem
caracteristicas similares durante o desenvolvimento.

Palavras-chave: piscicultura; reproducdo; bagre; Steindachneridion, Rhamdia, rio
Iguacu.



Abstract

Species of large size and commercial value are found in the basin of the Iguacu, with
the highlights, representatives of the order Siluriformes. The genus Steindachneridion
belongs to the order Siluriformes and has restricted distribution of some rivers basins
of South America. The endemic Iguacu’s surubim (Steindachneridion
melanodermatum) as well as other catfish, has characteristics that have attracted great
interest for cultivation. Another representative of Siluriformes, with broad
representation in the Iguacu river, the jundid (Rhamdia quelen), this species has
already successfully introduced in commercial farming. The purpose of this study was
to investigate the reproductive processes in the laboratory in order to define better
strategies for induced spawning, fertilization rate and embryo-larval development of
Siluriformes. The experiment was conducted in fishponds Station studied ichthyology
Plant Ney Braga, located in the reservoir of Salto Segredo, PR. In order to evaluate
gualitative and quantitative characteristics of semen surubim, S. melanodermatum,
used the eleven males weighing between 1.1 and 2.4 kg were subjected to treatment
hypophysation. The volume of semen collected from 0.4 to 2.5 mL. Sperm motility after
collection has remained between 85 to 292 seconds when activated with water tank,
and 66 and 268 seconds when activated with distilled water. For sperm concentration,
we found values that ranged between 28 and 88 x10° sperm / mm 3. From O to 74
hours after fertilization, were performed on 37 samples every two hours for each
species. Was observed organogenesis, hatching with closed mouth and anus,
formation of the heart, eyes, fins and digestive tract. The larvae of S. melanodermatum
and R. quelen have similar characteristics during development.

Keywords: fish-farming; reproduction; catfish; Steindachneridion, Rhamdia, Iguacu
river.
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1 Introducéo
1.1 A baciado rio Ilguacu e sua diversidade ictiolégica

A fauna de peixes neotropicais é a mais rica em espécies conhecidas dentre
todas as regides zoogeogréaficas (MATTHEWS, 1998; LOWE-McCONNELL, 1999). As
razbes para esta pronunciada diversidade sdo comumente atribuidas a eventos
histéricos e ecologicos ao longo de milhdes de anos de evolucao desde a separacdo
de Gondwana até o presente. A ictiofauna da América do Sul é a mais rica e diversa
do mundo, com uma expectativa de mais de 8000 espécies (SCHAEFER, 1998).
Muito desta fauna ainda € pouco conhecida em diferentes aspectos da sua biologia.
Dentre a ictiofauna neotropical destacam-se os pimelodideos, geralmente espécies de
grande porte e muito afetados no seu ambiente natural pelas atividades antrépicas
(AGOSTINHO e ZALEWSKI, 1996).

A bacia hidrogréafica do Rio Iguacu é o maior complexo hidrico do estado do
Parana, ocupando area de 55.024 km? (SUDERHSA, 1995). E caracterizada pelo seu
elevado grau de endemismo, estimado em 75% (ZAWADZKI et al., 1999) e por ser
possuidora de um pequeno numero de espécies de peixes gquando comparada a
outros rios da Bacia do Rio Parana (JULIO Jr. et al., 1997).

O rio Iguagu é um afluente do rio Parana e também o maior rio do estado do
Parand, Brasil. O curso do rio segue o sentido geral leste/oeste com algumas partes
servindo de divisa natural entre o Paran& e Santa Catarina, bem como em certo trecho
do seu baixo curso faz a fronteira entre o Brasil e Argentina (provincia de Missiones).
Os desniveis que originaram as quedas d'agua, fizeram este rio ser um dos maiores
rios brasileiros na contribuicdo da geracdo de energia elétrica. Existem no seu
Percurso cinco represas para aproveitamento hidroelétrico.

Atualmente, 84 espécies de Teleostei foram descritas para esta bacia

(INGENITO et al., 2004), incluindo espécies de grande porte e valor comercial com
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potencial para a piscicultura, tendo como destaques, representantes da ordem

Siluriforme.

1.2 O género Steindachneridion, sua diversidade, potencial para a piscicultura e
conservagao.

A familia Pimelodidae é a mais diversificada entre os siluriformes neotropicais,
com aproximadamente 300 espécies em 50 a 60 géneros (MEES, 1974).

O género Steindachneridion pertence a familia Pimelodidae e possui
distribuicdo restrita aos rios de algumas bacias da América do Sul. Em registro,
existem cinco espécies que compreendem este género, sendo uma caracteristica
comum o endemismo regional. Podemos destacar assim, Steindachneridion scripta
dos rios Parana e Uruguai; Steindachneridion doceanum, do rio Doce;
Steindachneridion parahybae do rio Paraiba; Steindachneridion amblyurum do rio
Jequitinhonha; e Steindachneridion melanodermatum do rio Iguacu (GARAVELLO,
2005).

O surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatum), espécie
reconhecida originariamente por GARAVELLO (1991) como Steindachneridion sp.,
confirmada por SEVERI e CORDEIRO (1994) e recentemente nomeada por
GARAVELLO (2005), assim como outros siluriformes, apresenta caracteristicas que
vém despertando grande interesse zootécnico, entre elas: 6tima qualidade de carne,
auséncia de espinhos intramusculares, bom rendimento de carcaca e, ainda, por
exemplares selvagens com o6tima adaptacéo ao cativeiro e a dietas artificiais. Porém,
a regiao de ocorréncia desta espécie na bacia do rio Iguacu encontra-se muito
impactada pelos represamentos e pela intensa ocupacdo antropica da regido,

colocando a espécie em risco de extingao.
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NAKATANI et al. (2001) citaram que existem poucos estudos sobre a biologia
do Steindachneridion, principalmente na fase inicial de desenvolvimento. Para evitar a
extincdo da espécie, sdo necessarias acdes de preservacdo ambiental (AGOSTINHO
et al.,, 2002b). Para a producdo de jovens, € importante o conhecimento de seu
desenvolvimento, pois a espécie apresenta bons resultados em criacdo experimental
(FEIDEN et al. 2001a, b). LUDWIG et al. (2005), citaram que com tecnologias de
reproducdo em cativeiro, possibilita-se a conservacdo e reposicdo dos estoques no

ambiente natural.

1.3 Rhamdia quelen: um bagre em destaque na bacia do rio Iguacu

Outro representante dos Siluriformes, com ampla representacéo no rio lguacu &
o jundia, Rhamdia quelen. Esta espécie é encontrada desde o centro da Argentina até
o sul do México, e seu cultivo estd aumentando no sul do Brasil. A R. quelen pode
atingir 50cm de comprimento e 3 Kg de peso, possui habito noturno e habita locais
calmos e profundos dos rios. Esse peixe € onivoro, com tendéncia piscivora e sua
maturidade sexual é atingida no primeiro ano de vida apresentando dois picos
reprodutivos por ano, um na primavera e outro no verdo, e desova multipla (DE
CARVALHO GOMES et al., 2000).

Segundo FERREIRA (2000), a criacdo do jundia, vem crescendo no sul do
Brasil em funcdo de seu aparente potencial de crescimento no inverno, apresentando

rusticidade e aclimatagéo as baixas temperaturas.

1.4 Células espermaéticas e sua importancia para a conservacao
A preservacdo de gametas € considerada uma importante ferramenta para
laboratorios de producéo de alevinos, implicando em economia na manutencédo dos

reprodutores e prevencao de perdas de linhagens geneticamente melhoradas. Permite
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ainda, facilidade no transporte de material genético entre laboratorios, dentro e fora do
pais e maior cuidado na prevencdo de transmissdo de doencas, viabilizando a
introducdo de novas linhagens com risco minimo de patdégenos em peixes cultivados
(TIERSCH, 1995).

BILLARD e COSSON (1992) observaram que amostras de sémen coletadas no
inicio e ao final da época de reproducédo, geralmente ndo sao de boa qualidade. A
causa da baixa qualidade no inicio ndo é conhecida, entretanto, ao final da época de
reproducdo, pode estar relacionada ao envelhecimento dos espermatozoides nos
testiculos, consequentemente diminuindo a viabilidade espermatica.

TOTH et al. (1997) e LAHNSTEINER (2000), ressaltaram a importancia de se
conhecer as caracteristicas morfologicas e funcionais dos espermatozoides, para o
estudo basico da biologia reprodutiva e para a producdo em cativeiro de qualquer
espécie ictica, assim como, para o0 desenvolvimento de técnicas dirigidas a
conservacao de espécies nativas.

O sémen é composto pelo liquido seminal e pelos espermatozoides. Entretanto,
a concentracdo dos componentes do liquido seminal pode variar de individuo para
individuo, dentro de uma espécie. A sua funcdo é proporcionar um 6timo ambiente
para o armazenamento dos espermatozéides dentro e fora dos testiculos
(CIERESZKO et al, 2000).

A caracterizacao de células espermaticas € de grande relevancia, portanto para
0 manejo reprodutivo e para a conservacdo das espécies, contudo, dada a
variabilidade interindividual e sazonal em algumas espécies, destaca-se a importancia
em se obter parametros quantitativos e qualitativos para uma melhor caracterizacao

em relacéo a fertilidade e sanidade.
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1.5 Desenvolvimento embrionério

A ontogenia inicial em peixes se caracteriza por uma série de importantes
mudancas na estrutura e funcédo dos principais sistemas organicos, reflexo da rapida
evolucdo morfoldgica, fisiologica e de habitos e comportamentos, pelas quais
atravessam embrides e larvas de peixes durante seu desenvolvimento inicial (OSSE
et al., 1997).

NAKATANI et al. (2001) destacam que existem poucos estudos sobre a
biologia do género Steindachneridion, principalmente na fase inicial de
desenvolvimento.

A organogénese inicial vem sendo estudada para compreender a biologia do
desenvolvimento de espécies, além de auxiliar nos estudos sistematicos e
taxonémicos, auxiliando na identificacdo de amostras obtidas de ictioplancton
(NAKATANI et al., 2001).

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes €, da mesma maneira, uma
ferramenta fundamental nos sistemas de producéo de jovens para criacao, fornecendo
informacdes definitivas para os processos de incubacéo, larvicultura e producdo de
juvenis.

Pouco se conhece a cerca da biologia do desenvolvimento de peixes
neotropicias, especialmente bagres da familia Pimelodide. Os bagres do género
Rhamdia estdo entre os peixes nativos neotropicais melhores caracterizados em sua
biologia reprodutiva. Dos Steindachneridon, apenas S. scriptum do rio Uruguai, foi
caracterizado em suas fases do desenvolvimento embrionario e larval.

Aspectos particulares da espécie no desenvolvimento ontogenético, podem ser
relacionados a capacidade de sobrevivéncia, por exemplo, com destaque para fases
em que ocorrem terminacao do sistema digestorio e a retragdo do saco vitelinico. Isto

indica que o animal passa a buscar alimento quer seja em ambiente de cultivo ou na
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natureza, a fim de promover o desenvolvimento estrutural. Entender estas fases deve

garantir sobrevivéncia principalmente em ambientes de cultivo.
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2. Objetivos

Com o objetivo de investigar os processos reprodutivos em laboratério a fim de
definir melhores estratégias de reproducdo induzida, biologia reprodutiva, taxa de
fecundacdo, desenvolvimento embrio-larval e conservacdo de material genético de
Siluriformes, foram utilizadas duas espécies de peixes de couro, o surubim do Iguagu
(Steindachneridion melanodermatum) e o jundia (Rhamdia quelen) de ocorréncia na
bacia do rio Iguacu, Parana, Brasil. Assim, foram determinadas variaveis bioldgicas
para a evolucao e conservacao das espécies.

Este trabalho teve como objetivo:

1. Determinar a viabilidade espermatica de Steindachneridon
melanodermatum;

2. Comparar a eficiéncia de diferentes corantes para coloragdo de
espermatozoides do surubim do lguagu;

3. Comparar a eficiéncia de diferentes substancias ativadoras para andlise de
motilidade de espematozoéides do surubim do lguagu;

4. Descrever e demonstrar comparativamente as fases do desenvolvimento
ontogénico do surubim do Iguacu (Steindachneridon melanodermatum) e do
jundia (Rhamdia quelen);

5. Comparar estrutural e evolutivamente as variaveis reprodutivas obtidas com

dados da literatura para outros Siluriformes e entre as espécies estudadas.
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3. Material e Métodos

3.1 Caracteriza¢éo do local do experimento

O trabalho foi realizado, em sua fase de inducdo e reproducéo artificial das
espécies, na Estacdo Experimental de Estudos Ictioldgicos (EEEI) da Usina Ney
Braga, Companhia Paranaense de Energia Elétrica (COPEL), localizada na Represa
de Salto Segredo, Parana (Figura 1). As andlises laboratoriais foram realizadas no
Laboratorio de Citogenética e Evolucdo da Universidade Estadual de Ponta Grossa,

Parana.

Figura 1. Fotografias do local de coleta das espécies estudadas. a) Foto da Usina
Hidrelétrica de Salto Segredo, Parana; b) Foto da zona alagada da Represa
de Salto Segredo, Parana.

Em janeiro de 2008, foram selecionados peixes pertencentes a ordem dos
Siluriformes e a familia Pimelodidae sendo, 11 reprodutores de Steindachneridion
melanodermatum (Figura 2a, b), com peso médio de 2,345 kg e 8 de Rhamdia quelen,
com peso medio de 0,897 kg (Figura 2c) do Iguacu, pertencentes ao plantel de
reprodutores provenientes do rio lguagu (Salto Caxias), com idade de 1 a 3 anos. Os
peixes permanecem em tanques da Estacdo (Figura 3a) para fins de reproducéo
induzida e repovoamento na mesma bacia hidrografica. A escolha de janeiro de 2008
para execucdo dos trabalhos de reproducdo induzida, deve-se ao historico de

resultados apresentado pelo laboratorio de reproducdo de peixes da COPEL, que
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anualmente realiza as reproducdes das espécies reofilicas entre os meses de

novembro e fevereiro.

Figura 2. Bagres pimelodideos da bacia do rio Iguacu. a) Exemplar adulto de
Steindachneridion melanodermatum; b) Exemplares jovens de surubim do
Iguacu, da estacao de piscicultura da COPEL. ¢) Exemplar jovem de jundia,
Rhamdia quelen.
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Figura 3. Fotografias do local de pesquisa. a) Tanques de engorda de peixes nativos
do rio lguagu — Estacdo de piscicultura da COPEL; b) Despesca de
exemplares de surubim do Iguacu, alojados nos tanques da estacao.

3.2 Metodologias
3.2.1 Reproducdo induzida

Depois de capturados e selecionados (Figura 3b), os reprodutores foram
transferidos para tanques internos (Figura 4a), e mantidos com aeracao artificial e
renovacao de agua constante. Os animais foram analisados, pesados e submetidos
ao tratamento de hipofisacao (Figura 4b). As fémeas receberam através de injecao
intramuscular, uma dose prévia de 0,25 mg de extrato de pituitaria de carpa (EPC)/kg,
24 horas antes da principal aplicacdo, conforme proposto por ZANIBONI FILHO e
BARBOSA (1991) e adaptado para Steindachneridon melanodermatum por LUDWIG
et al. (2005). O tratamento hormonal foi composto por duas aplicacbes
intramusculares, com intervalo de 12 horas, nas concentracdes de 0,4 e 4 mg EPC/kg
para fémeas. Os machos receberam apenas uma dose durante a segunda aplicacéao
nas fémeas, tendo o valor proximo a 25% valor total para as fémeas. Este

procedimento foi realizado para surubim do Iguacu e jundia.
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Figura 4. Fotografias do local de pesquisa. a) Tanques internos para acondicionamento
dos animais selecionados; b) Analise morfolégica do grau de maturacdo dos
animais selecionados para hipofisacao.

3.2.2 Variaveis quantitativas de células espermaticas

Ap6s 180 horas-grau da segunda dose, deu-se inicio a coleta de sémen. Os
machos foram retirados dos tanques e secos na regiao da papila urogenital (Figura
5a), sendo posteriormente realizada massagem ventral no sentido antero-posterior.
Todo o sémen liberado de cada reprodutor foi coletado em tubo tipo Falcon graduado,
para a conservagdo das amostras. Foram utilizadas micro-pipetas (100 pL) para a
determinacdo de volume na coleta para as analises. A avaliacdo do tempo de
motilidade do sémen foi realizada com a utilizacdo de duas soluc¢des ativadoras: dgua
do tanque e agua destilada. Para isso, 300 pL de sémen foram misturados a 300 pL
de solucdo ativadora, observando-se sob microscopia Optica de campo claro a
formacao de nuvens de espermatozéides. A determinacdo do tempo de motilidade, foi
observado o momento (tempo em segundos) em que as nuvens de espermatozoides
cessaram 0s movimentos. Este procedimento foi repetido cinco vezes para cada
amostra segundo LUZ et al. (2001) com modificagbes em relagcdo aos diluentes. O

valor médio obtido representou a motilidade do sémen nos distintos ativadores.

11
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Figura 5. Fotografia ventral parcial de um macho em a) e de uma fémea em b) de S.
melanodermatum. Destaque para a papila urogenital desenvolvida,
demonstrando que o animal esta em elevado grau de maturacdo e pronto
para a desova e coleta do sémen.

Para a determinagdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido na
proporcdo de 1:7000 em solucdo formol-salina 9% (BEDORE, 1999) e realizada a

contagem em camara hematimétrica de Neubauer.

3.2.3 Variaveis qualitativas de células esperméticas

Para a andlise das células esperméticas, seguiu-se método de coloragdo de
espermatozoides humanos, mediante protocolo fornecido pelo Laboratério de Analises
Clinicas de Ponta Grossa (CLINIPON), onde primeiramente se fez a fixacdo do sémen
diluido em uma lamina em temperatura ambiente, e apés a amostra encontrar-se
seca, utilizou-se coloragcdo com solugéo verde-malaquita 10%. Por cerca de 2 minutos
a amostra permaneceu em contato com a solu¢do corante, e posteriormente a lamina

foi lavada com agua corrente.

Este método possibilitou a avaliacdo da forma dos espermatozoides,
juntamente com a analise qualitativa das amostras de sémen em microscopio optico

(Figura 6).
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Figura 6. Fotomicrografia dos espermatozéides de surubim do Iguacu, (S.
melanodermatum), apds o tratamento de coloracdo por verde-malaquita
10%. Avaliagédo qualitativa (forma e padrao) dos espermatozoides.

3.2.4 Caracterizacao de fases do desenvolvimento ontogenético

Os ovos foram coletados através de extrusdo com massagem ventre-genital,
apos o tratamento com hipdéfise, e foram mantidos em bacias para receberem a dose
de sémen extraida do macho, também extraido por massagem ventre-genital. Apos a
mistura e ativacdo dos gametas usando agua do tanque com temperatura 25 + 1° C,
0s ovacitos em desenvolvimento foram transferidos para incubadoras de 120 L com

fluxo constante e temperatura média de 27 + 0,5° C (Figura 7).

13
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Figura 7. Bacia com ovos coletados de fémea de surubim do Iguagu, S.
melanodermatum, apds o0 mistura com sémen coletado do macho.
Incubadora de 120 L utilizada para a fecundacéo e desenvolvimento dos
ovos e larvas.

Posteriormente, duas horas apds a fertilizacdo, iniciou-se o processo de coleta
de amostras de ovos e larvas. Em intervalos de duas horas, foram coletadas amostras
entre 0 a 74 horas apés fertilizacao, resultando em 37 coletas. Em cada intervalo de
tempo foram coletados 5 exemplares imediatamente fixados em solucdo de
formaldeido 10% tamponado (pH 7.4). Apds 24 horas, as amostras foram lavadas e
preservadas em solugéo alcodlica (70%).

A eclosao da maioria das larvas (90%) ocorreu as 32 h pdos-fertilizacdo e foram
transferidas para um sistema de tanque com condi¢des controladas (temperatura 27 +
0.5°C, pH 7 £ 0.25, oxigénio dissolvido > 6 mg/L, amoénia < 0.1 mg/L).

Os ovos e larvas fixados foram analisados em um microscépio Olympus modelo
BX-41 e microscopio estereoscopico Leica com captura digital de imagem com

camera CCD 13mp e fotografica digital 5.1mp, respectivamente.
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4. Resultados

Os resultados estdo organizados em dois capitulos correspondentes aos
artigos cientificos:

4.1 Capitulo |

Varidveis quantitativas e qualitativas do sémen do surubim do Iguagu,
(Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005).

4.2 Capitulo Il

Biologia comparada do desenvolvimento ontogenético do surubim do Iguagu
(Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005) e do jundia (Rhamdia
qguelen).

15
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4.1 Capitulo |

Variaveis quantitativas e qualitativas do sémen do surubim do Iguacu,
(Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005).

Resumo

O experimento foi realizado em tanques de piscicultura da Estacdo de Estudos
Ictioldgicos da Usina Ney Braga, localizada na represa de Salto Segredo, PR, com
o objetivo de avaliar caracteristicas qualitativas e quantitativas do sémen de
surubim (Steindachneridion melanodermatum). Para as analises, utilizaram-se
onze machos com peso entre 1,1 e 2,4 kg, submetidos ao tratamento de
hipofisacdo. O volume de sémen coletado variou de 0,4 a 2,5 ml. A motilidade dos
espermatozoides apds a coleta manteve-se entre 85 a 292 segundos, na ativacéo
com agua do tanque, e de 66 e 268 segundos, na ativacdo com agua destilada.
Para a concentracdo espermatica, os valores oscilaram entre 28 e 88 x 10°
espermatozoides/mm3. O surubim do Iguacu é um peixe que pode ser considerado
de féacil liberacdo de sémen mediante estimulo hormonal, desta forma

apresentando vantagens para a piscicultura comercial.

Palavras-chave: reproducéo, sémen, motilidade espermatica, concentracéo

espermatica, rio Iguacu.
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Introducao

O Rio Iguacu, um dos grandes tributarios da margem esquerda do Rio
Parana (JULIO Jr. et al.,, 1997), é caracterizado pelo seu elevado grau de
endemismo, estimado em 75% (ZAWADZKI et al., 1999) e por possuir um
pequeno numero de espécies de peixes quando comparada a outros rios da
Bacia do Rio Parana (JULIO Jr. et al., 1997).

Nesta bacia sdo encontradas espécies de grande porte e valor comercial
agregado, tendo como destaques, representantes da ordem Siluriforme com
elevado potencial para a piscicultura.

O género Steindachneridion pertence a ordem dos Siluriformes e possui
distribuicdo restrita aos rios de algumas bacias da América do Sul. Em registro,
existem cinco espécies que compreendem este género, sendo uma
caracteristica comum o endemismo regional. Podemos destacar assim,
Steindachneridion scriptum e Steindachneridion punctatum dos rios Parana e
Uruguai; Steindachneridion doceanum, do rio Doce; Steindachneridion
parahybae do rio Paraiba; Steindachneridion amblyurum do rio Jequitinhonha; e
Steindachneridion melanodermatum do rio Iguacu (BURGUESS, 1989;
LUNDBERG e LITTMANN, 2003).

O surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatum), espécie
descrita originalmente por GARAVELLO (1991) como Steindachneridion sp.,
confirmada por SEVERI e CORDEIRO (1994) e recentemente nomeada por
GARAVELLO (2005), assim como outros siluriformes, apresenta caracteristicas
que vém despertando grande interesse ao cultivo, dentre elas: 6tima qualidade
de carne, auséncia de espinhos intramusculares, bom rendimento de carcaca e

Otima adaptacdo ao cativeiro e boa aceitacdo a dietas artificiais. Porém, a
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regido de ocorréncia desta espécie na bacia do Rio Iguacu, encontra-se muito
impactada pelos barramentos e pela intensa ocupacao antropica da regido, o
que coloca a espécie em risco de extincdo (ROSA e LIMA, 2008). AGOSTINHO
E ZALEWSKI (1996) afirmam que os represamentos e a destruicdo de
ambientes utilizados na reproducdo e no desenvolvimento de juvenis
contribuem para a deplecao dos estoques naturais.

A busca do conhecimento das particularidades reprodutivas para a
producdo de espécies nativas se faz importante, tanto para atenuar a reducao
dos estoques naturais, através de programas de repovoamento, como para
viabilizagdo da produgdo em cativeiro, buscando produzir alimento de alta
qualidade.

Para uma fertilizacdo eficiente, a qualidade do sémen, além de outros
fatores, como a &gua utilizada no processo de fertilizacdo, € de vital
importancia. Estudos que avaliam as caracteristicas seminais de espécies de
peixes sul-americanos, como Piaractus mesopotamicus (SILVEIRA et al.,1990),
Prochilodus lineatus (KAVAMOTO et al., 1997), Steindachneridion scripta (LUZ
et al., 2001), Brycon opalinus (NARAHARA et al., 2002), Brycon insignis
(ANDRADE-TALMELLI et al., 2002) e Brycon siebenthalae (CRUZ-CASALLAS
et al., 2005), tém sido conduzidos nos ultimos anos, afim de se conhecer o real
potencial de cada espécie para a piscicultura.

Os critérios utilizados para a avaliacdo do sémen de peixes,
frequentemente, tomam por base exames de motilidade, concentracéo
espermética e percentagem de espermatozoéides vivos e mortos (KAVAMOTO

et al., 1985). Poucas séo as iniciativas em se determinar aspectos da sanidade
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morfologica de células espermaticas em peixes, especialmente em peixes
neotropicais.

Para SALISBURY e VANDEMARK (1964), o estudo do sémen através
da determinacdo do volume coletado, da motilidade e concentracdo de
espermatozoides, servem de base para a diluicdo do material fecundante e
medem a capacidade de producédo do sémen de cada reprodutor.

Com isso, o estudo das caracteristicas espermaticas, qualitativas e
quantitativas, € importante e constitui o foco principal deste trabalho na busca
de descrever variaveis reprodutivas para o S. melanodermatum com vistas a

conservacao bioldgica e aproveitamento para criagdo comercial desta espécie.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Estacao Experimental de Estudos Ictiol6gicos
(EEEIl) da Usina Ney Braga, Companhia Paranaense de Energia Elétrica
(COPEL), localizada na represa de Salto Segredo, Parana. Em janeiro de 2008,
foram selecionados 11 reprodutores de surubim do Iguagu (S.
melanodermatum) com peso médio de 2,345 kg, pertencentes ao plantel de
reprodutores provenientes do rio Iguacu (Salto Caxias), com idade entre 1 a 3
anos. Os animais permanecem em tanques da Estacéo para fins de reproducao
induzida segundo LUDWIG et al. (2005) e repovoamento na mesma bacia
hidrografica.

Depois de capturados e selecionados, o0s reprodutores foram
transferidos para tanques em condicao de laboratério, e mantidos com aeragao
artificial e renovacdo de agua constante. Os animais foram analisados com

relacdo as papilas urogenitais estarem desenvolvidas. Posteriormente foram
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pesados e submetidos ao tratamento de hipofisacdo. Receberam atraves de
injecdo intramuscular, uma dose prévia de 0,25 mg de extrato de pituitaria de
carpa (EPC)/kg, 24 horas antes da principal aplicacdo, conforme proposto por
ZANIBONI FILHO e BARBOSA (1991) e adaptado para Steindachneridon
melanodermatum por LUDWIG et al. (2005). O tratamento hormonal foi
composto por duas aplicacdes intramusculares, com intervalo de 12 horas, nas
concentracdes de 0,4 e 4 mg EPC/kg para fémeas. Os machos receberam
apenas uma dose durante a segunda aplicacdo nas fémeas, tendo o valor
proximo a 25% valor total para as fémeas.

Decorridas 180 horas-grau ap0s a segunda dose, deu-se inicio a coleta
de sémen. Os machos foram retirados dos tanques e secos na regido da papila
urogenital, sendo posteriormente realizada massagem ventral no sentido
antero-posterior. Todo o sémen liberado de cada reprodutor foi coletado em
tubo tipo Falcon graduado, para a conservacdo das amostras. Foram utilizadas
micro-pipetas (100 pL) para a determinacdo de volume na coleta para as
andlises.

A avaliagdo do tempo de motilidade do sémen foi feita com a utilizagéao
de duas solucbes ativadoras: agua do tanque e agua destilada. Para isso, 300
puL de sémen foi misturado a 300 pL de solugéo ativadora, observando-se sob
microscopia Optica de campo claro a formacdo de nuvens de espermatozoides.
Para o tempo de motilidade foi observado o momento (tempo em segundos) em
que as nuvens de espermatozoides cessaram 0S movimentos. Este
procedimento foi repetido cinco vezes para cada amostra segundo LUZ et al.
(2001) com modificacbes em relacdo aos diluentes. O valor médio obtido

representou a motilidade do sémen com os distintos ativadores.

20



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

Para a determinacdo da concentracdo espermatica, o sémen foi diluido
na propor¢cdo de 1:7000 em solucdo formol-salina 9% (BEDORE, 1999) e
realizada a contagem em camara hematimétrica de Neubauer.

Apoés a colheita do sémen de cada animal, diluiu-se uma amostra em
solucéo formol-salina tamponada (CBRA, 1998), na propor¢ao de 0,001 mL de
sémen em 1 mL de formol-salina (sémen/solucdo, respectivamente). Para
confeccdo das laminas e coloragdo com verde malaquita, foi realizado o
esfregaco a temperatura ambiente do sémen/solucédo, e utilizou-se solucdo a
10% de verde-malaquita, que permaneceu em contato por 2 minutos.

Posteriormente a lamina foi lavada com agua corrente.

Resultados e Discusséo

O trabalho evidenciou que machos de surubim do Iguagu apresentam
boa resposta a inducdo hormonal e fécil liberacdo de sémen quando
massageados ventralmente, ap6s a inducdo a desova. Os animais sendo
mantidos em cativeiro em boas condi¢des alimentares e de qualidade de agua,
proporcionam bons resultados (tabela 1).

O volume de sémen de S. melanodermatum coletado foi de 0,4 a 2,5
mL/animal, e ndo apresentou relacdo com o peso dos animais. Esse volume
ndo pode ser considerado o volume total do sémen liberado pelos espécimes,
uma vez que o método da extrusdo ndo garante a liberacédo total do sémen
presente.

Para a extrusdo do sémen devem-se considerar fatores como a idade
dos animais, condicdes ambientais e época de coletas, pois no final do ciclo

anual reprodutivo, questdes qualitativas e quantitativas do sémen, diminuem na
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comparacao ao inicio do ciclo, relacionado com a possibilidade de reproducdes
dos animais em outros momentos, antes da pesquisa. De acordo com
GODINHO (2000), o volume de sémen produzido pelos peixes € muito variavel,
dependendo do tamanho do individuo, época e metodologia de coleta.

O volume de sémen do surubim do Iguacu foi inferior aos obtidos por
LUZ et al. (2001), trabalhando com Steindachneridion scripta, onde coletaram
entre 4 e 20 mL/animal. KAVAMOTO e FOGLI DA SILVEIRA (1986), estudando
machos de Rhamdia hilarii, com comprimento médio de 22,9 cm, em condicdes
de campo, encontraram valores de volume de sémen variando de 0,57 a 1,03
mL. FERREIRA (2000), coletando sémen de Rhamdia quelen, sem inducédo
hormonal, obtiveram volumes entre 0,11 e 1,10 mL/animal. KAVAMATO et al.
(1985), trabalhando com truta arco-iris Oncorhynchus mykiss coletaram
volumes de sémen que variaram entre de 5,01 e 12,36 mL.

Com relacdo ao tempo de motilidade dos espermatozéides de surubim
do lguacu, as analises mostraram-se semelhantes para as ativacdes com agua
do tanque, 85 a 292 segundos, e agua destilada, 66 e 268 segundos. Foi
observado que a presenca de sangue ndo afetou a motilidade do sémen nas
diferentes amostras. Pode-se inferir que os reprodutores se encontravam em
diferentes estagios de maturacéo, devido a ocorréncia de sémen denso, liquido
mais homogéneo e pastoso, e sémen semi-denso, liquido mais heterogéneo e
menos pastoso (Tabela 1).

Embora valores de tempo de motilidade possam variar entre as
espécies, neste estudo ndo ocorreu uma tendéncia de diferenca na utilizacdo
de agua do tanque ou agua destilada como ativadores do sémen de S.

melanodermatum.
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Os valores de motilidade dos espermatozoides (Tabela 1) foram
superiores aos descritos por LUZ et al. (2001), com tempo da motilidade do
sémen de S. scriptum da bacia do rio Uruguai variou de 46 a 75 segundos em
agua e de 37 a 56 segundos em solucao de bicarbonato de sodio 1%.

Maiores tempos de motilidade podem favorecer a fecundacdo, pois
disponibilizam por maior tempo os espermatozoéides ativos, podendo fertilizar
uma maior quantidade de ovos. KAVAMATO e FOGLI DA SILVEIRA (1986),
trabalhando com jundid (Rhamdia hilarii), encontraram valores de 69 a 180
segundos para motilidade, enquanto (MURGAS et al., 1999), trabalhando com
piapara (Leporinus obtusidens), encontraram valores de 87 a 480 segundos de
motilidade espermatica.

Algumas espécies migradoras como o dourado (Salminus brasiliensis)
podem ter baixa fecundidade. ZANIBONI FILHO et al. (1991) observaram
valores de motilidade de 35 segundos para o dourado, sugerindo que baixas
taxas de fertilizacdo encontradas para esta espécie, podem estar relacionadas
a esse baixo tempo de motilidade espermética.

Nas analises de concentracdo esperméatica para S.melanodermatum
foram encontrados valores que variaram de 28 a 88 x10° espermatozéides/mm3
(Tabela 1), podendo estes valores ser relacionados ao aspecto visual do
sémen.

O animal 10 (Tabela 1), com concentracdo de 88x10°
espermatozoides/mms3, apresentou apdés a coleta, o sémen com aspecto
aquoso. Este animal merece destaque, pois o tempo de motilidade foi 0 menor
entre as analises (22 e 18 segundos), mas a concentracao foi a maior.

Podemos relacionar este fato pelo possivel contato que o sémen teve com
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urina ou dgua no momento da coleta. Esta condi¢cdo provavelmente ativou o0s
espermatozoides ja na coleta, diminuindo o tempo restante quando realizada a
analise no microscopio para determinagcao da motilidade.

Além disso, alguns fatores, como: idade, época do ano, condi¢cbes de
cultivo, podem ter influenciado os resultados, segundo GODINHO (2000).

KAVAMATO e FOGLI DA SILVEIRA (1986), trabalhando em condicbes
de campo com Rhamdia hilarii, observaram valores médios de 66,53 x 10°
espermatozoides/mms3, enquanto MURGAS et al. (1999), trabalhando com
piapara, obtiveram valores de concentragéo espermatica de 6,63 a 52,25 x 10°
espermatozoides/mms. LUZ et al. (2001) encontraram concentracdes
espermaticas entre 19,5 e 120,15 x 10° espermatozéides/mm3 para S. scriptum.
FERREIRA et al. (2001), trabalhando com Rhamdia quelen, obtiveram
resultados de concentracdo espermatica variando de 24,6 x 10° a 138,9 x 10°
espermatozoides/mm3,

Estes dados mostram que a concentragdo espermatica apresenta
grande variacdo, tanto dentro da mesma espécie quanto entre espécies
diferentes. Desta forma, manter animais em boas condi¢cdes nutricionais e
ambientais, e realizar as coletas em épocas iniciais do periodo reprodutivo,
entre novembro/dezembro, pode garantir bons resultados na coleta de sémen
tanto em questdes qualitativas como quantitativas.

Para a andlise de variaveis morfoldégicas dos espermatozéides que
interferem na fertilidade tais como: cauda curta, cauda longa, cabeca oval,
dupla cauda e cabeca pequena, sao primordiais a qualidade da coloracdo dos

espermatozoides e do back ground na lamina.
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No presente trabalho, a utilizacdo de verde malaquita para a visualizacéo
das células espermaticas, demonstrou ser um excelente corante com
capacidade de evidenciar as principais estruturas celulares (cabeca, peca
intermediaria e cauda). Na Figura 1 pode-se observar a eficiéncia do corante
comparativamente com a fucsina acida, que € um corante bastante empregado
em analises morfolégicas de espermatozoides de peixes.

Este novo método facilitou a determinacdo do padrdo morfolégico dos
espermatozoides de S. melanodermatum e de formas anémalas (figura 1).

A andlise da morfologia de células espermaticas ganhou destaque a
partir de trabalhos com bovinos com vistas a controlar a incidéncia de doencgas
que diminuem a fertilidade frente ao manejo reprodutivo por inseminacao
artificial (BLOM, 1973).

Em peixes esta forma de abordagem a cerca da fertilidade é bastante
restrita. Em peixes neotropicais, KAVAMOTO et al. (1999) evidenciaram uma
correlagdo positiva entre o0 emprego de gonadotropina coriénica humana em
machos de Prochilodus lineatus (citado como P. scrofa), para a inducdo a
espermiacéo e a frequiéncia de anormalidades morfol6gicas observadas. Porém
neste trabalho ndo relacionamos o0 uso de hipdfise de carpa com a
possibilidade de diminuicdo da fertilidade por manejo com inseminacao

artificial, e sim, com as condi¢gdes de manejo dos animais.

Conclusdes
Nas condicdes deste estudo, observou-se que os machos de surubim do
Iguacu, na época de reproducdo, apresentaram facil liberagdo de sémen.

Consideram-se as boas condicbes de manejo utilizadas com o0s animais
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durante o trabalho, como primordiais para o sucesso reprodutivo. Os animais
em diferentes estagios de vida e maturacdo sexual podem proporcionar
diferentes resultados na coleta do sémen. Deve-se ter atencdo durante a coleta
para evitar contaminacdo e contato com outros liquidos, evitando a ativacao
dos espermatozoides. A utilizacdo de agua do tanque ou agua destilada, como
ativadoras espermaticas, ndo apresentaram diferencas entre si. A motilidade e
a morfologia de células espermaticas de surubim do Iguacu, sdo importantes

ferramentas para o0 manejo reprodutivo e para a conservagao ex Situ.
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Tabela 1. Caracteristicas do sémen de surubim do Iguacu, Steindachneridion
melanodermatum, em tanques de piscicultura da Estacdo Experimental de
Estudos Ictiolégicos, Usina Ney Braga, Salto Segredo, Parana.

Peixe Peso Aspectodo Vol. Tempo de motilidade Concentracao
(Kg) sémen (ml) (segundos) (x10° cél./mm?)

Agua do Agua
tanque destilada

1 1,8 Denso 0,8 - - 74,5
2 1,3 Semi-denso 1,2 143 136 28,0
3 1,1 Semi-denso! 2,3 85 66 34,7
4 2,3 Semi-denso 0,6 175 142 31,5
5 1,2 Semi-denso 1,0 132 121 39,7
6 1,4 Denso! 0,8 211 182 75,5
7 1,7 Semi-denso! 1,4 129 127 54,2
8 2,3 Semi-denso 2,5 186 167 44,5
9 1,7 Denso 2,3 292 268 80,2
10 2,2 Aquoso2 1,4 22 18 88,0
11 2,4 Semi-denso 0,4 169 163 45,7

1 Amostra contaminada com sangue.

2 Amostra possivelmente contaminada com urina e/ou agua.
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Figura 1. Fotomicrografia de espermatozéides de surubim, Steindachneridion
melanodermatum ao aumento de 1000x e microscopia de campo
claro. (a) coloracdo com fucsina acida. (b), (c), (d) e (f) coloracdo com
verde malaquita. As setas indicam espermatozoide padrdao em (b),
cauda curta em (c), cauda longa em (d) dupla cauda e cabeca
ovalada em (e) e cabeca pequena e auséncia de peca intermediaria
em (f). A barra corresponde a 50um.
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4.2 Capitulo 1l

Biologia comparada do desenvolvimento ontogenético do surubim do Iguacu
(Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005) e do jundia (Rhamdia
quelen).

Resumo

O conhecimento dos estagios iniciais do desenvolvimento embrionario de
peixes é de extrema importancia para o estudo de espécies nativas com
potencial para a piscicultura. Este trabalho foi realizado com o objetivo de
acompanhar o desenvolvimento embrionario e conhecer os estagios larvais
iniciais do surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatum)
comparando com o jundia (Rhamdia quelen). A temperatura média da agua do
tanque foi 25,5 + 0,5° C para ambas espécies. Para surubim, aproximadamente
12 horas apos a fertilizacdo, pode-se perceber a formacdo do embrido, pélo
animal e vitelo, pdlo vegetal. A eclosdo ocorreu 32 horas pos-fertilizagdo. As
larvas recém-eclodidas apresentaram comprimento total médio de 4,56 + 0,13
mm. Os barbilhdes comecaram a desenvolver com 40 horas poés-fertilizacao.
Decorridas 44 horas pos-fertilizacdo, as larvas apresentaram, sinais de
circulagdo sanguinea, abertura de boca e &nus, e movimentos natatorios
horizontais. Com 60 horas pos-fertilizacao, sinais de alimentacao foram visiveis
no trato digestério, e o canibalismo foi observado entre as larvas com 70 horas
pés-fertilizacdo. Posteriormente comparamos e discutimos no trabalho a

relacdo entre as duas espécies quanto ao desenvolvimento ontogénico.

Palavras-chave: desenvolvimento embrionario, estagios larvais, rio Iguacu.
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Introducéo

O Brasil possui um grande potencial hidrico, sendo privilegiado pelas
muitas espécies de peixes ainda pouco exploradas e com potencial zootécnico
nao conhecido. Segundo PEZZATO (1997), o sucesso da aquicultura nacional
estda associado ao conhecimento das caracteristicas morfo-fisiologicas e
comportamentais das espécies. PINTO e CASTAGNOLLI (1984) afirmaram que
o estudo dos primeiros dias de vida dos peixes € muito importante,
especialmente de espécies selvagens, potencialmente viaveis para a
piscicultura.

Com relagcdo ao grande numero de espécies nativas brasileiras, pouco
se conhece sobre o desenvolvimento embrionario. A descricdo dos estadios
embriondrios de uma espécie pode fornecer inlmeras vantagens, tais como: o
reconhecimento de seus embrides em ambientes naturais, o que permite uma
melhor avaliagdo do local de desova daquela espécie e a deteccdo das
alteracdes relacionadas aos fatores ambientais nas incubadoras, as quais
poderdo acarretar ma-formagfes larvais e baixas produtividades (ALVES e
MOURA, 1992).

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes é, da mesma maneira,
uma ferramenta fundamental nos sistemas de producao de jovens para cultivo,
tanto de espécies de consumo quanto nas do tipo ornamental, pois fornecem
informacgOes definitivas para o0s processos de incubacdo, larvicultura e
producdo de juvenis. Além de dar condigbes para viabilizar estudos de

conservagao e reposicao dos estoques naturais.
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O surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatum), espécie
descrita originalmente por GARAVELLO (1991) como Steindachneridion sp.,
confirmada por SEVERI e CORDEIRO (1994) e recentemente nomeada por
GARAVELLO (2005), assim como outros siluriformes, apresenta caracteristicas
que vém despertando grande interesse ao cultivo, dentre elas: 6tima qualidade
de carne, auséncia de espinhos intramusculares, bom rendimento de carcaca e
Otima adaptacéo ao cativeiro e boa aceitacéo a dietas artificiais.

O surubim (S. melanodermatum) € um peixe reofilico (migrador) em pelo
menos uma das fases da vida (AGOSTINHO et al., 1997). Os surubins do
género Steindachneridion sdo grandes bagres pimelodideos de habito
carnivoro de interesse para a pesca e para a piscicultura (ZANIBONI-FILHO et
al., 2004).

Assim, este trabalho tem como objetivo descrever o desenvolvimento
embrionério e larval do surubim do Iguacu comparado ao jundia, peixe este que
pertence a piscicultura comercial. Relacionar variaveis de criagdo entre as duas
espécies de peixes de couro, pode favorecer a introducdo do surubim do

Iguacu na piscicultura comercial.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Estacao Experimental de Estudos Ictiol6gicos
(EEEIl) da Usina Ney Braga, Companhia Paranaense de Energia Elétrica
(COPEL), localizada na represa de Salto Segredo, Parand. Em novembro de
2008, foram selecionados 10 casais reprodutores de surubim do Iguagu (S.
melanodermatum), pertencentes ao plantel de reprodutores provenientes do rio

Iguagu (Salto Caxias), alocados em viveiros da Estacdo para fins de
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reproducdo induzida segundo LUDWIG et al. (2005) e repovoamento na
mesma bacia hidrogréfica.

Depois de capturados e selecionados, um casal de reprodutores foi
transferido para tanque interno, e mantido com aeracao artificial e renovacéo
de agua constante. Os animais foram analisados, pesados e submetidos ao
tratamento de hipofisacao.

Foi escolhida uma fémea de 3.150 gramas que apresentava ventre
abaulado e papila genital intumescida, e selecionado um macho de 1.950
gramas, por apresentar papila genital intumescida. Os exemplares receberam
por injecdo intramuscular, uma dose prévia de 0,25 mg de extrato de pituitaria
de carpa/kg, 24 horas antes da principal aplicagdo, conforme proposto por
ZANIBONI FILHO e BARBOSA (1991) e adaptado para Steindachneridon
melanodermatum por LUDWIG et al. (2005). Posteriormente, o tratamento
hormonal da fémea foi composto por duas aplicagdes intramusculares, com
intervalo de 12 horas, nas concentracdes de 0,4 e 4 mg de estrato pituitario de
carpas (EPC)/kg. O macho recebeu no momento da segunda aplicagdo da
fémea 0,9 mg EPC/kg, recebendo 25% da dosagem da fémea, devido ao
tamanho e protocolo sugerido por LUDWIG et al. (2005).

Oito horas apos a segunda dose (200 horas/grau), os ovocitos da fémea
foram coletados por extrusdo com massagem ventre-genital e mantidos em
bacias para receberem a dose de sémen extraida do macho, também extraido
através de massagem ventre-genital. ApOs a mistura e ativacdo dos gametas
usando 4gua do tanque com temperatura 25 + 1° C, os ovOcitos em
desenvolvimento foram transferidos para incubadoras de 120 L com fluxo

constante e temperatura média de 27 + 0,5°C.
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Na entrada de agua da incubadora foi montado um sistema de aeracéo
artificial com pedra porosa, protegido com uma tela de 0,5 mm para evitar a
perda de ovos e 0 contato da pedra porosa com os mesmos. O fluxo de ar foi
regulado de modo a garantir a movimentagao constante dos ovos, evitando que
estes se depositassem no fundo da incubadora, podendo provocar a queda da
taxa de fecundacéo.

Posteriormente, duas horas apos a fertilizacao, iniciou-se o processo de
coleta de amostras de ovos e larvas. Em intervalos de duas horas, foram
coletadas amostras no espaco entre 0 a 74 horas pos fertilizagdo, resultando
em 37 coletas. Em cada intervalo de tempo foram coletados 5 exemplares
imediatamente fixados em solu¢do de formaldeido 10% tamponado (pH 7.4).
Apbs 24 h, as amostras foram lavadas e preservadas em solucao alcodlica
(70%).

A determinacdo da taxa de fertilizacdo foi feita nove horas apos a
fertilizacdo, segundo ZANIBONI FILHO e BARBOSA (1992), através da
amostragem de 260 ovos da incubadora e contagem direta dos ovos
fertilizados com o auxilio de estereomicroscépio (10x).

Para a descri¢cdo do desenvolvimento embrionario e dos estégios larvais
iniciais, foi adotada a terminologia descrita por WOYNAROVICH e HORVATH
(1983), que consideram:

-“‘ovo” o periodo decorrente do momento da fertilizag&o até a eclosao;
-“larva” o periodo seguinte a ecloséo até o inicio da alimentacao exdgena e
-“‘poés-larva” o periodo em se que inicia alimentacdo exdgena, até cerca de dez

dias apds o inicio da alimentacdo (pos-larva avancada).

33



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

Os ovos e larvas fixados foram analisados em um microscépio Olympus
modelo BX-41 e microscopio-estereoscopico Leica com captura digital de

imagem via camera CCD 13mp e fotografica digital 5.1mp, respectivamente.

Resultados e Discusséo

A concentracdo de oxigénio dissolvido na agua de incubacéo foi de 6 +
0,2 mg/L, com o pH de 7 + 0,25. Os valores de nitrito ndo ultrapassaram niveis
de 0,01 mg/L. A amdnia atingiu o valor maximo de 0,1 mg/L. A alcalinidade e a
dureza da agua na fase de incubacdo foram de 30 mg/L e 40 mg/L,
respectivamente. Os parametros fisico-quimicos da agua demonstraram-se
ideais para se obter boas condicdes de criagao de peixes neotropicais.

No momento da desova, 0s ovOcitos mostraram coloragdo amarela clara.
A taxa de fertilizacdo dos ovos de surubim do Iguacu utilizados neste trabalho
foi de 90%.

Segundo HUET (1978), as transformagbes ocorridas no
desenvolvimento inicial das larvas variam de acordo com a espécie, sendo este
desenvolvimento influenciado por varios fatores, dentre eles, principalmente a
temperatura e a disponibilidade de alimento. Nos primeiros dias de vida, as
larvas alimentam-se das reservas nutritivas contidas no saco vitelino, sendo
que o tempo para a reabsorcdo deste esta diretamente relacionado com o
tamanho e a temperatura. Portanto, a temperatura é de grande importancia
para o desenvolvimento embrionario.

O desenvolvimento embrionario e os estagios larvais do surubim do
Ilguagu apresentaram a seguinte sequéncia de eventos, quando incubados a

temperatura de 27 + 0.5°C:
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a) As fases de morfogénese e organogénese foram verificadas ja na primeira
coleta pos-fertilizacdo (Figura 1a);

b) Apds 12 horas pos-fertilizacdo, observou-se a segmentacédo do pélo animal,
e a diferenciacdo do embrido, ou chamada de fase da larva saco vitelina
(Figura 1b);

c) Com 22 horas poés-fertilizacdo a cauda do embrido é observada totalmente
livre do saco vitelino (em flexdo), porém ainda coberto por uma membrana
(Figura 1c);

d) Com 36 horas pos-fertilizacdo e recém eclosdo da larva, foi visualizada
notocorda e somitos. Também é possivel perceber pigmentacdo dos olhos.
Esta fase € nomeada de pés-flexao (Figura 1d);

e) Seguidas 44 horas pos-fertilizacdo notou-se formacdo do trato digestério,
formacao de barbilhdes, diminuicdo do saco vitelino, juntamente com abertura
da boca. Nesta mesma fase, pode-se destacar sinais de circulagdo sanguinea
e movimentos natatérios horizontais (Figura 1e);

f) Com 56 horas poés-fertilizacdo pode-se perceber o trato digestério completo,
com anus e boca abertos (Figura 1f);

g) Com 64 horas pés-fertilizacdo pode-se perceber o coracéo ja& bem formado,
evidenciando a circulagdo sanguinea no embrido (Figura 1g);

h) No mesmo momento, 64 horas pos-fertilizacdo, destaca-se os barbilhdes
bem formados, estruturas sensoriais usadas para identificacdo mecanico-
quimica, usadas para busca de alimento, jA que bagres possuem habito

noturno (Figura 1h);
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i) Transcorridas 74 horas pos-fertilizacdo, a larva ja demonstra sinais de
alimentacédo exdgena, ou seja, externa, dentro do trato digestoério (Figura 1i);
j) Finalizando as 74 horas pés-fertilizacdo, podemos destacar também sinais de
pigmentacao por todo o corpo (Figura 1j);

Entre 70 horas pés-fertilizagcdo foram observados sinais de canibalismo
(Figuras 1k / 1l). Porém como a abertura de boca foi destacada por volta da 60
horas pos-fertilizacdo, sabe-se que a alimentacdo exdgena existe a partir desta

fase.
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Figura 1. Sequéncia de fotomicrografias destacando os principais eventos do
desenvolvimento ontogénico de Steindachneridion melanodermatum,

surubim do Iguacu. Aumento de 400x. (a) O hpf. (horas pébs-
fertilizacdo); (b) 12 hpf.; (c) 22 hpf; (d) 36 hpf; (e) 44 hpf; (f) 56 hpf;
(g) 64 hpf; (h) 64 hpf; (i) 74 hpf; (j) 74 hpf; (k) 70 hpf; e (I) 70 hpf —
canibalismo. Barra fig. J =0,2 cm. Barra fig. L =1 cm.

A aeragdo foi regulada de modo a manter os ovos em constante
circulacao, evitando que se depositassem no fundo. Esse sistema permitiu que

a concentracdo média de oxigénio dissolvido fosse de 6 + 0,2 mg/L. Segundo
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dados do DNOCS (1990), a concentracdo de oxigénio dissolvido durante a
incubacdo deve permanecer entre 6 e 7 mg/L. ZANIBONI FILHO (1992)
observou para o tambaqui, que valores de oxigénio dissolvido acima de 6,2
mg/L garantem elevada sobrevivéncia de ovos e larvas.

Decorridas 12 horas da fertilizacdo, evidenciou-se a diferenciacdo do
embrido de surubim do Iguacu. Para Rhamdia hilarii, a diferenciacdo do
embrido deu-se apO6s 7 horas e 30 minutos, quando a temperatura de
incubagéo foide 23+ 1°C (GODINHO; FENERICH; NARAHARA, 1977).

Os olhos formados e o esboco da boca do Steindachneridion
melanodermatum sdo observados 36 horas pés-fertilizacédo, ou seja, 4 horas
pés-eclosdo. Com temperatura da &agua variando entre 25 e 26°C,
Pseudoplatystoma coruscans apresenta olhos pigmentados decorridas 4 horas
e 30 minutos da eclosdo (CARDOSO; FERREIRA; ALVES, 1988).

O inicio da formacéo dos pares de barbilhdes do surubim do Iguacu foi
observado 44 horas pds-fertilizacéo, ou, 12 horas pés-eclosdo. O esboc¢o dos
barbilhdes em Rhamdia hilarii foi observado 24 horas apés a ecloséo, quando
as larvas foram mantidas a temperatura de 23 + 1°C (GODINHO; FENERICH,;
NARAHARA, 1978), enquanto a presenca de barbilhdes em Pseudoplatystoma
coruscans foi observada ap6s 27 horas da eclosdo, com a temperatura
variando de 25 a 26°C (CARDOSO; FERREIRA; ALVES, 1988)

Movimentos natatdrios horizontais e abertura da boca do surubim do
Iguagu foram observados 24 horas apds a eclosdo. Quando a temperatura da
agua de cultivo foi de 27,6 + 1,4°C, os movimentos natatérios horizontais das

larvas de Pimelodus maculatus foram observados 21 horas ap6s a eclosdo
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(LUZ e ZANIBONI FILHO, 2000). Neste momento, foi observada a ocorréncia
de canibalismo.

O ataque frontal foi notado, fazendo com que as pos-larvas ficassem
presas por alguns instantes. Porém, o movimento da agua provocado pela
aeracdo, aparentemente facilitava o desprendimento destas. Ataques
promovidos diretamente sobre a regidao ventral do vitelo ou pela cauda também
foram registrados.

A existéncia de canibalismo também é registrada na larvicultura de
outros bagres, como Pseudoplatystoma coruscans, que se inicia dois dias apos
a eclosao (CARDOSO; FERREIRA; ALVES, 1988).

Este trabalho além de ter investigado os parametros de desenvolvimento
embrio-larval de surubim do Iguacu, também teve foco em analisar as
transformacdes ocorridas no desenvolvimento de larvas de jundia, Rhamdia
quelen (Figura 2).

Decorridas 8 horas da fertilizagcdo (Figura 2b), evidenciou-se a
diferenciacdo do embrido de jundi4, Rhamdia quelen. Para Rhamdia hilarii, a
diferenciacdo do embrido deu-se ap6s 7 horas e 30 minutos, quando a
temperatura de incubacdo foi de 23 * 1°C (GODINHO; FENERICH;
NARAHARA, 1977).

A eclosdo ocorreu aproximadamente 14 horas péds-fertilizacédo
(Figura 2c). Os olhos formados e o esbogo da boca do Rhamdia quelen séo
observados 24 horas pos-fertilizacdo, ou seja, 10 horas pds-ecloséo
(Figura 2d). Com temperatura da &gua variando entre 25 e 26°C,
Pseudoplatystoma coruscans apresenta olhos pigmentados decorridas 4 horas

e 30 minutos da eclosdo (CARDOSO; FERREIRA; ALVES, 1988).
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O inicio da formacédo dos pares de barbilndes do jundia foi observado
36 horas pos-fertilizacédo, ou, 22 horas pos-eclosao (Figura 2e). O esboco dos
barbilhnées em Rhamdia hilarii foi observado 24 horas apés a eclosédo, quando
as larvas foram mantidas a temperatura de 23 + 1°C (GODINHO; FENERICH,;
NARAHARA, 1978), enquanto a presenca de barbilhbes em Pseudoplatystoma
coruscans foi observada apd6s 27 horas da eclosdo, com a temperatura
variando de 25 a 26°C (CARDOSO; FERREIRA; ALVES, 1988)

Movimentos natatérios horizontais e abertura da boca do jundia foram
observados 34 horas ap0s a eclosdo. Quando a temperatura da agua de cultivo
foi de 27,6 + 1,4°C, os movimentos natatorios horizontais das larvas de
Pimelodus maculatus foram observados 21 horas ap6s a eclosédo (LUZ e
ZANIBONI FILHO, 2000). Neste momento, foi observada a ocorréncia de
canibalismo.

O desenvolvimento ontogénico de Rhamdia quelen pode ser comparado
com estudos realizados para outros Pimelodideos, inclusive para o surubim do

Iguacu.
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Figura 2. Sequéncia de fotomicrogafias destacando os principais eventos do
desenvolvimento ontogénico de jundia, Rhamdia quelen. Aumento de
400x. (a) 0 hpf (horas pés-fecundacao); (b) 8 hpf; (c) 14 hpf; (d) 24
hpf; (e) 36 hpf; (f) 40 hpf; (g) 48 hpf; (h) 58 hpf; (i) 74 hpf,. Barra
corresponde a 0,5 cm.
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Conclusbes

Este trabalho apresenta novas informacfes sobre o desenvolvimento
inicial de larvas de surubim do Iguacu, as quais podem auxiliar na tarefa de
identificacdo de material obtido em ambientes naturais.

O desenvolvimento embrionario e o0s estagios larvais iniciais do
Steindachneridion melanodermatum apresentam semelhancas com o
registrado para outras espécies da familia Pimelodidae, como o jundi,
destacado neste trabalho. Os resultados permitem definir parte do manejo na
larvicultura, que pode ser empregado em larga escala, para aplicacdo

comercial e na reposicao dos estoques naturais.

Agradecimentos
Este trabalho foi apoiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico-(CNPg) e Fundacdo Araucaria para o

Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Estado do Parana.

Referéncias Bibliograficas
As referéncias citadas neste capitulo estdo listadas ao final da

dissertacdo em um unico topico com todas as demais referéncias.

42



Programa de Pds-Graduacéo em Biologia Evolutiva (UEPG-UNICENTRO)

5. Considerac0es finais

A preservacdo de gametas € considerada uma importante ferramenta
para laboratorios de producdo de alevinos, pois haverd economia na
manutencdo dos reprodutores e prevencdo de perdas de linhagens
geneticamente melhoradas. Permitirh ainda, facilidade no transporte de
material genético entre laboratérios, dentro e fora do pais e maior cuidado na
prevencdo de transmissao de doencas, permitindo a introducdo de novas
linhagens com risco minimo de patdgenos, nos peixes cultivados
(TIERSCH,1995).

Machos de surubim do Iguacu (Steindachneridion melanodermatun)
apresentam boa resposta a inducdo hormonal e facil liberacdo de sémen
guando massageados ventralmente, apds a inducdo a desova. Boas condi¢cdes
de bem estar em cativeiro como condi¢cdes alimentares balanceadas e
qualidade de agua, demonstraram-se fundamentais para o sucesso reprodutivo
das matrizes.

Os estudos realizados sobre a qualidade do sémen em peixes, tém
demonstrado variagdes individuais nos parametros avaliados, tais como:
concentracdo espermatica, motilidade, composicdo do plasma seminal,
capacidade para fertilizar e ser armazenado. Segundo RANA (1995), estas
variacbes podem ser ocasionadas, devido a variabilidade genética,
envelhecimento dos espermatozéides, sazonalidade ou ainda, pelo tipo de
técnica utilizada para se coletar o sémen.

Em algumas espécies, como Salmao do Atlantico (Salmo salar) (RANA,
1995), ou na Carpa (Cyprinus carpio) (BILLARD et al., 1995a) a contaminacao

com urina aumentou a variabilidade da composicdo do plasma seminal, além
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de reduzir a osmolaridade e aumentar a concentracdo do ion potassio. Em
alguns casos como no Catfish, a urina de baixa osmolaridade (<100 mOsm/Kg),
se adicionada ao sémen, provoca um choque hiposmoético nos
espermatozoides, iniciando assim sua motilidade precoce e diminuindo sua
capacidade para fertilizar os ovos (SAAD e BILLARD, 1995). Esta situacao
pode estar relacionada com o animal 10 do lote estudado, que demonstrou
baixa motilidade, porém elevada quantidade de sémen coletado, junto a maior
concentracdo de espermatozoéides entre todos os animais analisados.

Este fato pode ser confirmado por KAVAMOTO (1993), considerando
que o volume de sémen apds tratamento hormonal, superou a quantidade de
sémen obtida antes da aplicacdo hormonal.

Em peixes teledsteos, a concentracdo espermatica pode variar de 2 X
10° a 6,5 X 10'° espermatozéides por mL de sémen, segundo dados obtidos
por LEUNG e JAMIESON (1991), assim sendo, os resultados obtidos neste
trabalho estéo dentro do relatado por esses autores.

Analisando os dados obtidos por FERREIRA et al. (2001) em jundid,
Rhamdia quelen (6,99 x 10’ + 3,77 x 10" sp/mL), podemos observar que estes
foram superiores aos encontrados no presente estudo para o surubim do
Iguacu (28 x 10° & 88 x 10° sp/mL), e que também diferem aos encontrados por
FOGLI DA SILVEIRA et al. (1985) e KAVAMOTO & FOGLI DA SILVEIRA
(1986) em bagre, Rhamdia hilarii (5,58 x 10'° sp/mL e 6,35 x 10'° sp/mL,
respectivamente).

Conforme destacado por SUQUET et al. (1993), a descricdo das

caracteristicas fisicas e quimicas do plasma seminal é um pré-requisito
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importante no desenvolvimento de diluidores para inseminacdo ou
armazenamento dos espermatozaoides.

Em peixes, os fatores mais importantes na determinacdo da ativacao
espermatica e duracdo da motilidade sdo a osmolaridade, a composicao iénica
e 0 pH do plasma seminal (HAMAMAH e GATTI, 1998; MORISAWA e SUZUKI,
1980). Entretanto, a mudanca da osmolaridade € o fator que mais influencia na
ativacdo dos espermatozéides (BILLARD et al, 1995a, GWO, 1995). O inicio da
motilidade pode se dar por perturbacBes drasticas na homeostase das células
espermaticas, modificando as propriedades mecanico-quimicas do aparelho
moével no axonema flagelar, conduzindo ao inicio da motilidade espermatica
(MORISAWA, 1994). Possivelmente o animal 10 (Tabela 1), passou por este
processo, 0 que provocou o inicio da motilidade, afetando a andlise posterior
em microscopio.

Referente as caracteristicas estruturais dos espermatozoéides de surubim
do lIguacu, e comparando-os com espermatozéides de outras espécies
neotropicais, observamos que estes apresentam o0 padrdo ancestral,
caracteristico das espécies com fecundacado externa, sendo muito semelhantes
aos espermatozoides descritos nas demais espécies da Ordem Characiformes.

Eles estdo constituidos por cabeca arredondada, peca intermediaria e
flagelo longo, semelhante ao descrito para outros peixes teledsteos (GRIER,
1981; CRUZ LANDIM e CRUZ HOFLING, 1986,1987; MATTEI, 1988;
ROMAGOSA, 1991; AIRES, 1998; ROMAGOSA et al., 1999; ZAIDEN, 2000;
VICENTINI, 2002; AMARAL, 2003; POMPIANI, 2003).

A morfologia do espermatozéide reflete o0 modo de fertilizacdo de cada

espécie. O espermatozodide ancestral, com ndcleo arredondado, foi retido pelas
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espécies com fecundacdo externa, enquanto as espécies que praticam a
fecundacéo interna sofreram modificacbes na morfologia do espermatozoide,
que apresenta nucleo alongado e peca intermediaria bem desenvolvida
(GRIER, 1981).

Segundo JAMIESON (1991), o espermatozoide dos teledsteos com
fecundacéo externa chama-se “aguaesperm” ou espermatozoide aquatico, que
é classificado em Tipo | e Tipo Il. O Tipo | caracteriza-se por apresentar 0 eixo
do flagelo perpendicular a base do nucleo, devido a rotacéo sofrida pelo nucleo,
no processo da espermiogénese. O Tipo Il caracteriza-se por apresentar 0 eixo
do flagelo paralelo & base do nucleo, visto que este ndo sofre rotacdo, no
decorrer da espermiogénese. Assim sendo, os espermatozéides de surubim do
Iguagu, Steindachneridion melanodermatum, s&o classificados como
“espermatozéides aquéticos do Tipo I”, pois o eixo do seu flagelo é
perpendicular & base do nucleo. Por ser desprovidos de acrossoma e possuir
apenas um flagelo, eles sdo denominados “espermatozéides aquaticos
uniflagelados anacrossomais”. A auséncia do acrossoma € uma caracteristica
comum aos espermatozdides de todos os tele6steos (MATTEI, 1970;
NICANDER, 1970), e pode ser compensada pela presenca da micropila nos
ovulos, facilitando sua penetracao pelos espermatozéides (NAGAHAMA, 1983;
RICARDO et al., 1996).

A caracterizacdo de células esperméticas € de grande relevancia,
portanto para o manejo reprodutivo e para a conservacao das espécies,
contudo, dada a variabilidade interindividual e sazonal em algumas espécies,
destaca-se a importancia em se obter parametros quantitativos e qualitativos

para uma melhor caracterizacdo em relacao a fertilidade e sanidade.
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Em algumas espécies de peixes, o desenvolvimento embrionario e/ou
larval € muito prolongado, e em outras, o periodo larval €& praticamente
ausente. Mas € também claro que deve se utlizar a terminologia mais
apropriada, para ter a certeza sobre o que se esta analisando, descrevendo,
comparando ou discutindo.

Nesta ordem de idéias, a vida dos peixes pode se classificar, desde o
seu desenvolvimento inicial até a sua morte, em cinco periodos de
desenvolvimento ontogénico: embrionario, larval, juvenil, adulto e senescente.
Cada periodo é dividido em fases, identificadas pelos distintos niveis de
desenvolvimento morfologico e fisiologico.

Assim, no periodo larval, identificam-se as fases de larva saco vitelina,
larva pré-flexionada, larva em flex&o, larva pos-flexionada e fase de larva em
transformacao ou larva em metamorfose.

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes é, da mesma maneira,
uma ferramenta fundamental nos sistemas de producao de juvenis para cultivo,
fornecendo informacdes definitivas para o0s processos de incubacéo,

larvicultura e producao de jovens.
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7. Anexos

7.1 Anexo |
Parecer 02/2008 (protocolo 04509/08) da Subcomissdo de Etica em

Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

UEY'(> S8PROPESP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA Pri-Raitoria de Pesquisa @ Pés-Graduagho

of
509 sceea

PARECER N° 02/2008
Protocolo: 04509/08

Em reunido ordinaria realizada nesta data, a
Comissdo de Etica em Pesguisa, APROVOU o protocolo de
pesquisa intitulado “Biodiversidade, Citogenética e
Preservagdo dos Peixes dos Campos Gerais II" de

responsabilidade do Pesquisador Roberto Ferreira Artoni.

Ponta Grossa, 08 de maio de 2008.

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
SUB-COMISSAD DE ETICA EM ANIMAL - SCEEA

— (-"WZ-»"-L Calec

Prof® Guilhegme de Almeida S. Tedrus

Coof@enador substituto da

Av. Carlos Cavalcanti, 4748 - CEP: 84030-300 - Ponta Grossa - PR - BRASIL
Bloco M Sala 12 - Campus Universitang em Uvaranas
Fone (42) 3220-3108 — Fax: (42) 3220-3102
e-mail: gaccoap@uepg br Home page: www uepg br
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7.2 Anexo Il
Licenca permanente para coleta de material zoologico emitida pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA

(proc. no. 15115-1).

Ministerio do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio

Sistema de Autorizado & Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zoologico

Nimero: 151151 | Data da Emissao: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no Ibama 550248 ‘ Nome: Roberto Ferrsira Artoni CPF: 138549 798-00
Nome da Instituigao . UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80.257 355/0001-08

Observagdes, ressalvas e condicionantes

A participacao de pesquisador(a) estrangeiro(a) nas aividades previstas nesta autorizacao depende de autorizacao expedida pelo Ministeno de Ciencia € Tecnalogia
(CNPOQ/MET)

A licenga permanente nao e valida para: a) coleta ou transporte de espécies que constem nas listas oficiais de espécies ameagadas de
exlingéo, b) manutengdo de espécimes de fauna silvestre em cativeiro, ¢) recebimento ou envio de material biclogico ao
exterior, € d) realizagao de pesquisa em unidade de conservag o federal gu em caverna. A restrigao prevista no item d nao se aplica as categorias
Reserva Particuar do Patrimnio Natural, Area de Relevante Interesse Ecoldgico e Area de Protecao Ambiental constituidas por terras privadas

O pesquisador titlar da licenga permanente, guando acompanhado, devers registrar a expedicao de campo no Sisbio e irformar o nome e CPF dos membros da sua
equipe, bem como dados da expedigdo, que constario no comprovante de registro de expedicao para eventual apresentacéo 3 fiscalizacio;

Esta licenga pennanente ndo exime o seutitular da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem como do consentimento do
responsavel pela area, plblica ou privaca, onde serd realizada a atividade:
Esta licenga permanente néo podera ser utilizads para fins comerciais, industriais, esportivos ou para realizagao de atividades inerentes a0 processo de licenciamento
ambiental de empreendimentos

Esta autorizagao NAQ exime o pesquisador titular da necessidade de atender ao disposto na Instrugao Nonmativa Ibama r® 27/2002, gue regulamenta o Sistema
Nacional de Anilhamento de Aves Silvestres.

O pesquisador titular dalicenca permanente sera responsavel pelos atos dos membros da equipe (quando for o caso)

0 drgao gestor de unidade de conservagao estadual, distntal ou municipal podera, a despelto da licenga permanente e das autorizagdes concedidas peloibama,
estabelecer outras condigles para a realizag3o de pesquisa nessas unidades de conservagéo.

O fitular de licenga ou autorizag3o e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,

9 |20 grupo taxondmico de Interesse, evitando a marte ou dana significativo a outros grupos, & empregar esforgo de coleta ou captura que nao comprometa a viabilidade
| |de populagées do grupo taxonBmico de interesse em condigao in situ

O tilular da licenga permanente devera apresentar, anualmente, relatono de alividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de ate 30 dias ap0s 0 aniversario de
emissan da licenga permanente,

O titular de autorizagao ou de licenga permanente, assim como 05 membros de sua equipe, quando da violagdo da legislagao vigente, ou quando da inadequacao,
omissao ou falsa descrigao de informagdes relevantes que subsidiaram a expedigao do ato, podera, mediante decisao motivada, ter a autonzago ou licenga

ou revogada pelo Ibama e o material bioldgico coletado apreendido nos temnos da (egisiagao brasileira em vigor.

Alicenga permanente seravalida enquanto durar o vinculo empregaticio do pesquisador com a instituigaa clentifica a qual ele estava vinculado por ocasizo da
solicitagdo

Este documento nao dispensa o cutprimento da legislacao que dispde sobre acesso a cormponente do patrimanio genético existente no temtona nacional, na
13 | platafomna cortinental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patrimbrio genético, para fins de pesquisa clentifica,
bicprospeceo & desenvalviments tecnoldgico
As atividades contempladas nesta autorizacao NAO abrangem espeécies brasileiras constantz de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de

espécies ameagadas de extingdo, sobreexpiotadas ou ameagadas de sobreexplotacao

5}

Taxons autorizados

[#] Nivel taxonomico | Taxon(s) |
|1 | ORDEM | Characiformes, Gymnotifomnes, Tetraodontiformes, Sllurifonmes, Synbranchifoemes, Perciformes |
2 | |

Destino do material bioldgico coletado
(A Nomelecal destino | Tipo Destino |
|1_|UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA | Labaratario de Citogerética e Evolugdo |

Este documento {Licenca permanente para coleta de material zooldgico) foi expedido com base na Instrucdo Normativa Ibama n®154/2007. Através
do codigo de autenticagdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar & autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do
|bamafSisbio na internet (www ibama gov brisisbio)

Cédigo de autenticagdo: 85979796 ‘I“"ll”ll‘ml
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Ministerio do Meio Ambiente - MMA

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade - ICMBio

Sisterna de Aulorizagao e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Licenga permanente para coleta de material zooldgico

Numero: 15115-1 | Data da Emissao: 02/04/2008 10:47
Dados do titular
Registro no Ibama. 550248 ‘Nome Roberto Ferreira Artoni CPF. 138.549.798-00
Nome da Instituigao : UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA CNPJ: 80 257 355/0001-08

Anexo para registrar Coletas Imprevistas de Material Biolégico

De acordo com a Instrugdo Normativa Ibama n®154/2007, a coleta imprevista de material bioldgico ou de substrato ndo
contemplade na autorizagdo ou na licenca permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenga permanente com a devida
anotagdo. O material bioldgico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituigdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colegdo bioldgica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Coleg8es Bioldgicas (CCBIO).

Nivel Taxon® Qtde Amostra Qtde Data

* I dentificar o espécime no nivel taxondmico mais especifico possivel

Este documento (Licenga permanente para coleta de material zooldgico) fol expedido com base na Instrugéo Normativa Ibama n®154/2007. Através
do codigo de autenticacdo abaixo, qualquer cidaddo poderd verificar a autenticidade ou regulandade deste documento, por meio da pagina do

|bamalSiskio na internet (www ibama gov brisisbio)
Cédigo de autenticagdo: 85979796 V||’|I|I|
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