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Efeito da amonia sobre a fertilizacdo artificial de ovdcitos e no desenvolvimento

inicial do jundia cinza (Rhamdia quelen; Siluriformes, Heptapteridae)

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes niveis de amonia, sobre
os parametros de motilidade espermatica, a fertilizacao artificial e o desenvolvimento inicial
do jundia cinza (Rhamdia quelen; Siluriformes, Heptapteridae). O sémen foi ativado
utilizando a diluicdo de 1:70 (sémen:agua) e avaliado pelo método CASA. Foi considerado
como tratamento agua contendo 0,06; 0,28; 0,50; 0,77 e 0,84 mg de aménia total.L de 4gua™,
tanto para ativacdo espermatica quanto para fertilizacdo e incubacdo dos ovdcitos. A
incubacdo era composta por um sistema de recirculacdo de 250L para cada tratamento, com
quatro incubadoras, sendo que cada incubadora tinha volume util de 2,5L com
aproximadamente 3.800 ovos. Foram avaliados os parametros de motilidade espermaética, de
taxa de fertilizagdo, unidade térmica acumulada para inicio e término da eclosdo, taxa de
eclosdo, desenvolvimento embrionario e percentual de larvas normais. Os resultados foram
submetidos a analise de variancia e a analise de regressao a um nivel de 5% de probabilidade.
Os niveis de amonia presentes na agua ndo interferiram sobre os parametros avaliados
(p>0,05), exceto quanto ao desenvolvimento embrionario inicial, onde os embrides expostos
aos maiores niveis de contaminacdo por aménia apresentaram maiores (p<0,05) taxas de
fechamento do blastoporo. De modo geral, a presenca de até 0,84mg de amonia total.L de
4gua™ acelera o desenvolvimento inicial embrionario mas ndo interferem nas taxas de
fertilizac&o e ecloséo.

Palavras-chave: amonia, embrido, larvas, peixe, poluente.



Effect of ammonia on the artificial fertilization of oocytes and early

development of jundia (Rhamdia quelen, Siluriformes, Heptapteridae)

ABSTRACT

The aim study it had as objective to evaluate the effect of different ammonia levels, on the
parameters of sperm motility, the artificial fertilization and the early development of jundia
(Rhamdia quelen; Siluriformes, Heptapteridae). The semen was activated using the dilution of
1:70 (semen:water) and evaluated by the CASA method. It was considered as treatment water
contending 0,06; 0,28; 0,50; 0,77 and 0,84 mg of total ammonia.water™ L, so for sperm
activation as for fertilization and incubation of the oocytes. The incubation was composed for
a recirculation system of 250L for each treatment, with four incubators, being that each
incubator approximately had useful volume of 2,5L with 3,800 eggs. Had been evaluated the
parameters of sperm motility, fertilization rate, thermal unit accumulated for beginning and
ending of the hatching, hatching rate, embryonic and percentile development of normal
larvae. The results had been submitted the analysis of variance and the analysis of regression
to a 5% of probability level. The ammonia levels gifts in the water did not interfere on the
evaluated parameters (p> 0,05), except about to the early embryonic development, where the
embryos displayed to the biggest levels of contamination for ammonia had presented greaters
(p>0,05) closing of the blastopore rates. In general way, the presence of until 0,84mg of total
ammonia. Water-1 L speeds up the embryonic early development but they do not interfere

with the fertilization and hatching rates.

Keywords: embryo, larvae, nitrogen, fish, pollutant.
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1 Introducéo

A exploracdo comercial de peixes vem se expandindo muito nos altimos anos,
segundo a FAO (2010) a producdo mundial na aquicultura em 2009 foi de 55,1 milhdes
de toneladas, dos quais 54,7% representam o cultivo de peixes de 4gua doce. No Brasil,
diversas espécies nativas de peixes apresentam potencial de ser exploradas pela
piscicultura.

De acordo com MAFFEZZOLLI E NUNER (2006), uma espécie que vem
despertando grande interesse para a piscicultura da regido sul do Brasil, por seu
crescimento acelerado, inclusive nos meses mais frios, € o jundia, Rhamdia quelen
(QUOY & GAIMARD, 1824). Esta espécie teve sua producdo entre 2007 e 2009,
correspondente a 1089 t. (MPA, 2009). Esta espécie apresenta importancia ndo so
econémica, mas também ecoldgica (MIRON et al., 2008) por apresentar uma estratégia
alimentar generalista (KUTTER et al., 2009) e pela sua ampla distribuicdo geogréfica,
sendo encontrada do México até a Argentina (PERDICES et al., 2002).

O jundia assumiu seu status produtivo devido a caracteristicas relacionadas o ao
relativo dominio da tecnologia de sua criagdo (BOMBARDELLI et al., 2006). Contudo,
alguns aspectos referentes a reproducdo artificial destes peixes ainda sdo pouco
compreendidos, a exemplo dos fatores influentes na fertilizacdo artificial dos ovocitos e
o desenvolvimento inicial dos embriGes e das proles, que podem depender da nutri¢do
dos reprodutores (TESSARO et al., 2012). Estudos recentes tém mostrado que fatores
ambientais como a temperatura (SANCHES et al, 2011), a presenca de metais pesados
como o chumbo e o cddmio (HILBIG et al., 2008; WITECK et al, 2011) interferem nos

parametros anteriormente citados.



A amdnia presente na dgua pode ser um fator limitante ao desenvolvimento e até
para a sobrevivéncia de peixes (WANG & WALSH, 2000), seja em ambiente artificial
ou natural. A origem de compostos nitrogenados na dgua pode ser de efluente da propria
aquicultura (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004), proveniente da
alimentacédo e/ou excrecao dos peixes (PEREIRA & MERCANTE, 2005). A aménia na
forma ndo ionizada (NH3) pode ser absorvida pelo epitélio branquial (SILVA &
JARDIM, 2006) e promover alteracdes fisioldgicas como alteracdo do pH sanguineo
(BECKER et al, 2009), danos neurais (RAABE & LIN, 1985) e até morte (RAMDAL &
TSUI, 2002). Sabe-se que 0s niveis toxicos de aménia para peixes varia de 0,15 a 1,00
mg L™* (OSTRENKY & BOEGER, 1998) em fase de juvenil a adultos, acima disso ja
pode ser letal. Poucas informacGes sdo disponiveis na literatura sobre os niveis
toleraveis ou seus efeitos sobre 0s aspectos reprodutivos ou sobre o desenvolvimento
inicial desta espécie.

Neste sentido o presente trabalho teve como objetivo, avaliar os efeitos de
diferentes niveis de amoénia total na &gua, sobre 0s parametros espermaticos, a
fertilizacdo artificial de ovdcitos, a eclosdo de ovos e o desenvolvimento embrionario do

jundia cinza (Rhamdia quelen; Siluriformes, Heptapteridae).

2 Revisao Bibliografica

2.1 A espécie estudada

O Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824), mais conhecido como jundia
cinza, € classificado como um siluriforme e pertencente a familia Heptapteridae
(BOCKMANN & GUAZELLLI, 2003). A espécie possui ampla distribuicdo geogréfica,

ocorrendo desde o sudoeste do México ao centro da Argentina (GOMES et al., 2000).
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E considerada uma espécie rastica, de rapido crescimento e que suporta bem as
baixas temperaturas, aceita bem dietas artificiais formuladas com diferentes ingredientes
de origem animal e vegetal (PARRA, 2007). Ainda que as respostas biologicas as
técnicas de criacdo ainda sejam pouco conhecidas (GOMES et al., 2000; PARRA,
2007), o jundia possui alto rendimento de carcaca e sua carne € apreciada pelo sabor e
textura (FERREIRA et al., 2001), caracteristicas que promovem boa aceitacdo pelos
consumidores (MARCHIORO & BALDISSEROTTO, 1999). A manipulagéo
reprodutiva também ¢, relativamente, bem sucedida em cativeiro (BOMBARDELLI et
al., 2006), sendo cultivada principalmente no sul do Brasil (PIAIA &
BALDISSEROTO, 2000).

Possui habito noturno e bentdnico, preferindo fundos préximos a margem e
vegetacdo (GOMES et al., 2000) com seixos e troncos submersos (SCHULZ &
LEUCHTENBERGER, 2006), pois € nesses locais que se encontram invertebrados
(crustaceos, anelideos e insetos), restos vegetais, sedimentos, escamas e peixes,
caracterizando um habito alimentar onivoro e generalista (GOMIEIRO et al., 2007).

A espécie atinge sua primeira maturacdo gonadal com aproximadamente um ano
de idade (NARAHARA et al, 1985), e é em época de altas temperaturas
(GHIRALDELLI et al., 2007), que ocorre a formacdo de cardumes nas areas de desova
gue em geral acontece em aguas rasas, limpas, com pouca corrente e fundo pedregoso
(GOMES et al., 2000). Ha um grande sincronismo de machos e fémeas durante a desova
que acontece de forma parcelada, ou seja, ocorre mais de uma vez dentro do mesmo
periodo reprodutivo (GOMES et al., 2000), apresentando picos no verdo e na primavera
(GOMIEIRO et al., 2007)

Esta espécie é ovulipara com ovos esféricos, demersais e ndo adesivos com

espaco perivitelino evidente e corion resistente (PEREIRA et al., 2006). A eclosdo
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ocorre cerca de 26h apos a fertilizacdo (AMORIM et al., 2009) e o crescimento € rapido
e acentuado nos primeiros meses de vida (GOMES et al., 2000).

O jundia é produzido principalmente no Rio Grande do Sul e em Santa Catarina.
Em 2009, foram produzidos 1089 toneladas (MPA, 2009). A principal forma de criacao
do jundia acontece em viveiros escavados (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO,
2004), contudo, formas mais intensivas de cultivo vém sendo implantadas (SCORVO-
FILHO, 2004), como o cultivo desta espécie em tanques-rede (BALDISSEROTTO e

RADUNZ NETO, 2004; REIDEL, 2007).
2.2 Amobnia

Em geral as dietas sdo formuladas com o objetivo de atender as exigéncias
minimas dos peixes (MEYER & FRACALQOSSI, 2004) ou maximizar seu desempenho
reprodutivo, utilizando diversas fontes proteicas (LAZZARI et al., 2007). Porém os
elevados niveis de proteina que sao fornecidos aos peixes, sdo eliminados na forma de
nitrogénio organico ou aménia, que é a principal forma de excrecdo dos peixes
(BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004), e 0 excesso destes compostos na agua
pode ser toxico para muitas espécies de peixes (WANG & WALSH, 2000).

A amdnia e os demais compostos nitrogenados também podem ser provenientes
de fontes industriais, da agricultura e de esgotos, e em algumas bacias, da degradacéo de
matéria organica no sedimento (FINN, 2007; FERRET]I, 2005). A uréia € usada como
agente neutralizador na industria de petrdleo, como gas de refrigeracdo (LIMA et al,
2009) e também na agricultura e junto com o sulfato de amdnio, constituem as
principais fontes de N pois, apds o periodo de chuvas podem ser levados para 0s corpos
d’agua, sofrem reacdes e produzem amonia e ions amoénio, respectivamente (SILVA &

VALE, 2000)
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Esses residuos causam a eutrofizacdo do ambiente aquatico, e 0 excesso de
nutrientes provoca um aumento da producdo primaria, e consequentemente a reducdo da
luminosidade e da taxa de oxigénio dissolvido (MACEDO & SIPAUBA-TAVARES,
2010). Sendo um dos fatores limitantes na producdo aquicola (HARGREAVES &
KUCUK, 2001) e em sistemas de cultivo intensivo esse problema pode ser ainda maior,
devido a alta concentracdo de organismos e baixa taxa de renovacao de agua.

Diversos autores ja observaram o0s possiveis efeitos da amonia sobre o
desenvolvimento e a sobrevivéncia dos peixes. Estudando juvenis de Rhamdia quelen
MIRON et al. (2008) afirmam que a aménia causa a degradacdo do glicogénio,
causando danos nos tecidos muscular, figado e branquias.

ABDALLA & MACNABB (1998) relataram que a concentracao letal de amonia
ndo ionizada para peixes varia 0,32-3,10 mg L™ por 96 horas de exposicdo aguda. Esses
niveis podem variar de acordo com a espécie e o0 estagio de desenvolvimento dos
peixes. LAMARIE et al. (2004), por exemplo, consideram que 0,26 mg de N-NH3.L™ é
a concentragdo maxima aceitavel para manter o desempenho de ganho de peso em
juvenil de robalo da Europa Dicentrarchus labrax. No entanto esse componente se
mostrou relevante no desenvolvimento de outras espécies, como relata FRANCES et al.
(2000) que com a inclusdo de 0,06 mg de N-NH3.L™* observaram uma reducéo de 5% na
taxa de crescimento de juvenis Bidyanus bidyanus.

FOSS et al. (2003) observaram que juvenis de Anarhichas minor, a principio
apresentaram crescimento reduzido, quando a inclusdo de aménia na agua foi acima de
0,25 mg.L™?, no entanto no segundo periodo do experimento as taxas de crescimento
aumentaram, sugerindo uma certa adaptacdo dos peixes ao ambiente. De acordo com
HARGREAVES & KUCUK (2001) a exposi¢do a amonia pode tanto reduzir o apetite,

0 consumo voluntario de racdo, explicando assim o crescimento reduzido dos peixes.
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EL-SHAFAI et al. (2004) também observaram que a inclusdo de 0,26 mg de N-
NH3.L™ ndo mata, mas afeta negativamente a eficiéncia protéica de alevinos de tilapia
Oreochromis niloticus. WICKS & RANDALL (2002), também registraram que 0,8 mg
de N-NH3.L™ prejudica natacéo de juvenis de Oncorhynchus kisutch.

Contudo, o efeito da amdnia no desenvolvimento embrionario de peixes
neotropicais ainda € pouco estudado. LUCKENBACH et al (2001; 2003) dizem que
altos niveis de amonia podem afetar o inicio do desenvolvimento embrionario, e em

concentragdes subletais causar retardo do desenvolvimento e reducéo do crescimento.
2.3 Métodos de reproducao artificial

A reproducao artificial do jundia é realizada por meio da inducdo hormonal,
podendo ser empregada a fertilizagdo seminatural (BALDISSEROTTO & RADUNZ
NETO, 2004; 2005) ou a seco (BOMBARDELLI et al., 2006a; SAMPAIO & SATO,
2006). Os machos liberam fluido seminal a partir de leve pressdo abdominal, sem a
necessidade de inducdo hormonal (FERREIRA et al., 2001), entretanto, respondem bem
ao processo de hipofisacdo (GUILHERME et al., 2007), aumentando o fluido seminal
apos uma dose Unica de 0,5 a 3,0 mg de extrato de hipdfise de carpa por kg de
reprodutor (EHC.kg-1) (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2005; CARNEIRO
& MIKOS, 2008). Deve-se destacar que, a realizacdo da inducdo hormonal é praticada
com intuito de garantir um maior volume de sémen, facilitando sua manipulacdo em
procedimentos de reproducéo artificial (CARNEIRO & MIKQOS, 2008).

Fémeas de jundia podem apresentar repostas satisfatorias quando submetidas a
aplicacdo de 4,0 mg de EHC.kg™, sendo esta realizada em duas dosagens, a primeira
correspondendo a 10% do total e a segunda a 90% deste, entre intervalos de aplicagéo
de 10 a 12 horas (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2005). Podem ser

submetidas também, a dosagem Unica de 6,0 mg de EHC.kg™, podendo ovular apés 300
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horas-grau (somatdria da temperatura da agua em funcdo do tempo apos inducéo
hormonal) (SAMPAIO & SATO, 2006).

Tipos de hormonios, dosagens aplicadas, periodos de laténcia podem variar
conforme as condi¢cdes em que os reprodutores (matrizes) foram mantidos durante o
periodo que antecede a desova e o estadio de desenvolvimento que se encontram no
momento da aplicacdo hormonal (ZANIBONI FILHO & NUNER, 2004; ZANIBONI
FILHO & WEINGARTNER, 2007). Apds a realizacao da coleta dos gametas por meio
da extrusdo (massagem abdominal no sentido céfalo-caudal), véarias andlises sédo
realizadas com intuito de verificar a qualidade e a quantidade dos gametas produzidos.

As caracteristicas quanti-qualitativas do sémen de jundia comumente avaliadas
sdo: volume seminal liberado, concentracdo espermatica, motilidade, tempo de duragédo
da motilidade, indice de sobrevivéncia e morfologia espermatica. Segundo SAMPAIO
& SATO (2006) as principais variaveis bioldgicas mensuradas em fémeas de jundia sdo
indice gonadossomatico em estadio maduro, fecundidade, didmetro do ovo e taxa de
fertilizaco.

A fertilizagdo artificial do jundia e comumente realizada a “seco”, em que apos a
coleta dos gametas, ocorre a mistura do sémen com 0s ovOcitos na auséncia de agua,
apos a homogeneizacdo completa adiciona-se &gua, ocorrendo a ativacdo dos
espermatozoides e posteriormente fertilizacdo dos ovdcitos (WOYNAROVICH &
HORVATH, 1983). Para que ocorra 0 maximo aproveitamento dos gametas de jundia
BOMBARDELLI et al. (2006a) recomendam uma dose inseminante acima de 89.000
espermatozoides.ovocito™.

A seguir, 0s ovos sdo transferidos para incubadoras, de formato conico, que
garantam a movimentagédo e oxigenagdo constante dos mesmos (WOYNAROVICH &

HORVATH, 1983). A agua empregada na fertilizagdo e incubacdo dos ovos de jundia
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devem apresentar valores de pH entre 7,5 a 8,0 e dureza de 40 mg de CaCO3.L*

(GRAEFF et al., 2007).

3 Metodologia

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Tecnologia da Reproducdo de
Animais Aquéticos Cultivaveis (LATRAAC) instalado no Instituto de Pesquisa em
Aquicultura Ambiental (INnPAA), e no Laboratério de Ictiologia do Grupo de Pesquisas
em Recursos Pesqueiros e Limnologia (GERPEL), da Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Campus Toledo.

O experimento foi realizado no periodo de outubro a novembro de 2010. Foram
utilizados quatro machos e duas fémeas de R. quelen, provenientes da propria estacéo de
pesquisa. ApoOs a selecdo, os reprodutores foram levados ao laboratdrio, pesados,
marcados e separados por sexo em tanques individuais. As fémeas foram induzidas com
5,5mg de extrato de hipofise de carpa (EHC)/kg de peso, divididos em duas doses,
sendo a primeira correspondente a 10% da dose total, e o restante aplicada 12 horas
apos a primeira dose. Os machos receberam uma dose Unica de 2,5 mg de EHC/kg,
juntamente com a segunda dose das fémeas. Para conducdo dos procedimentos de
inducdo hormonal, os peixes foram anestesiados em solucdo de benzocaina a 1%.

Apo6s um periodo de 181°C horas-grau ou unidade térmica acumulada (UTA)
(aproximadamente 7 horas, agua a 25,7°C), os reprodutores foram submetidos a coleta
dos gametas. Para isso, os individuos foram contidos e secos com panos e papel-toalha
(BOMBARDELLI et al., 2006), e os gametas (ovocitos e espermatozoides) foram
coletados a seco, sob leve presséo abdominal no sentido céfalo-caudal. Os primeiros
ovocitos foram desprezados para evitar possivel contaminagdo por urina ou fezes

(BROOKS et al., 1997), sendo o restante dos ovocitos coletados e colocados em placa
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de Petri. A coleta dos gametas masculinos foi realizada de maneira idéntica as fémeas,
sendo que a primeira gota de sémen também foi desprezada para evitar possivel
contaminacdo (POUPARD et al., 1998) e o restante foi coletado em um tubo de ensaio.

Inicialmente, amostras de sémen de cada um dos machos foram avaliadas em
duplicata para avaliacdo dos efeitos da amodnia sobre os parametros de motilidade
espermatica. As avaliacdes dos parametros espermaticos foram realizadas pelo método
CASA (Computer-Assisted Analasis) segundo SANCHES et al. (2010). Para realizagédo
destes ensaios, utilizou-se um delineamento experimental inteiramente casualizado,
composto por cinco tratamentos e quatro repeticGes. Foram considerados como
tratamentos a ativacdo espermaética do jundid em &gua contendo as concentracfes de
0,06; 0,28; 0,50; 0,77 e 0,84 mg de amobnia total/L de agua. Foi considerada como
unidade experimental, 0 sémen proveniente de um macho. Para a ativacdo espermatica,
empregou-se uma relacdo de diluicdo de 1:70 (sémen:agua). Desta mistura 10 pL foram
colocados em camara hematimétrica de Neubauer e avaliados em microscopio optico
em objetiva 40X (Nikon E200). As analises foram realizadas com um segundo de
imagem, obtidas 15s apos o inicio da ativacdo espermatica. Os parametros mensurados
foram: a motilidade espermaética, a velocidade espermatica curvilinear, a velocidade
espermatica do caminho médio, a velocidade espermatica em linha reta e a linearidade
(SANCHES et al., 2010).

Do material coletado das fémeas, realizou-se um “pool” de ovdcitos do qual
foram retirados 60 mL de ovdcitos ndo hidratados para realizacdo dos ensaios de
fertilizacdo artificial. Utilizou-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado, composto por cinco tratamentos e quatro repeticbes. Foram considerados
como tratamentos a fertilizacdo de ovocitos de jundid em agua contaminado por 0,06;

0,28; 0,50; 0,77 e 0,84 mg de amdnia total/L de agua. Foi considerada como uma
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unidade experimental, uma incubadora de volume dtil de 2,5L, contendo +3.800 ovos,

instaladas em um sistema de recirculagdo de 250L, com temperatura controlada

25+1°C) por aquecimento elétrico (BOMBARDELLLI, et al 2006; WITECK et al.,
p q

2011).

Para a condugdo dos procedimentos de fertilizagdo artificial, foram utilizados
trés mL de ovdcitos ndo hidratados, 0,5mL de sémen e 15 mL de agua contendo o0s
respectivos niveis de contaminagdo por aménia, os quais foram homogeneizados por um
minuto em recipientes plasticos de volume til de 180mL. Em seguida, os ovos foram
transferidos para as incubadoras experimentais. A contaminagdo da 4gua com amonia
foi realizado pela adi¢do de quantidades crescentes de hidroxido de amoénio em 250L de
agua proveniente de poco artesiano da propria estacdo de pesquisa. Para confirmar os
niveis de contaminacdo da &gua, amostras de dgua dos diferentes tratamentos foram
obtidas no momento da contamina¢do da agua com o hidréxido de aménio, 13, 24 e 48
horas ap6s este procedimento, conforme metodologia descrita por KOROLLEF et al.
(1976).

Nove horas apo6s a fertilizagdo artificial, foram mensuradas as taxas de
fertilizacdo (AMORIM et al., 2009) por meio da amostragem de aproximadamente 400
ovos de cada unidade experimental (WITECK et al., 2011). A avaliagdo do percentual
de embrides viaveis foi feita com o auxilio de estereomicroscopio (10x).

Foram avaliados ainda a porcentagem de inicio e término do fechamento do
blastoporo, sendo considerado o inicio, 0 momento em que aproximadamente 10% dos
embrides apresentavam Dblastéporo fechado, e término, o momento em que
aproximadamente 90% dos embribes apresentavam blastoporo fechado. Para tanto, seis

e 12 horas ap6s a fertilizacdo artificial (RODRIGUES-GALDINO et al, 2009) amostras
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contendo aproximadamente 20 embrides de cada unidade experimental, foram fixadas
em solucdo de formol tamponado a 4%. .O mesmo procedimento foi realizado 16 e 21
horas apds a fertilizacdo, para avaliacdo do percentual de embrifes em inicio e término
do desprendimento da cauda. De forma semelhante foram considerados o0 momento de
inicio e termino deste processo quando aproximadamente 10 e 90% dos embribes
estavam com a cauda desprendida, respectivamente. As amostras foram avaliadas em
estereoscopio em aumento de 10X.

Além disso, o periodo de tempo em termos de UTA (horas-grau), necessario
para inicio (IE) e término (TE) da eclosdo dos ovos foi mensurado apés a fertilizacdo
artificial. Estes parametros foram mensurados por meio de retirada de aproximadamente
40 ovos e/ou larvas de cada tratamento e avaliados em estereoscépio (10x), sendo
considerado como tempo para inicio da eclosdo o momento em que 10% dos ovos
estavam eclodidos e para o término a eclosdo o momento em que 90% dos ovos estavam
eclodidos.

Apds a eclosdo completa dos ovos, todas as larvas de cada unidade experimental
também foram fixadas em solucdo de formol tamponado a 4%. Estas larvas foram
contadas para a estimativa do percentual de deformidade de larvas (JEZIERSKA et al.,
2000). Foram avaliadas 400 larvas de cada unidade experimental, em estereoscopio
(10x).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um
nivel de significancia de 5%. Em caso de evidencia de efeito entre os tratamentos, foi
aplicada analise de regressdo também a um nivel de 5% de significancia. O software

utilizado para a realizacio das anélises estatisticas foi o Statistica 7.0®.
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4 Resultados e Discussao

Durante o periodo experimental a temperatura da &gua permaneceu em
25,7+1,7°C, valores considerados adequados para a espécie (GOMES et al, 2000) e os
niveis de amdnia na &gua permaneceram inalterados ao longo do tempo (p=0,96). A
contaminagdo da agua por aménia ndo causou efeito (p>0,05) sobre os parametros
espermaticos do jundid (Tabela 1), embora tenha sido observada uma reducdo na
motilidade, quando os niveis de amodnia na &gua aumentaram. Ao contrério da
velocidade curvilinea que apresentou crescimento diretamente proporcional a inclusao

de aménia.

Tabela 1 — Parametros espermaticos do jundia (Rhamdia quelen) provenientes de

sémen diluido em &gua contendo diferentes concentracdes de aménia.

Tratamentos (mg L™)

Variaveis 0,06 0,28 0,50 0,77 0,84 P

Motilidade (%) 76 66 66 57 52 0,60

Velocidade curvilinea (um s™) 2472 2972 3026 3489 37,12 0,73
Velocidade de percurso (um's™) 1696 1504 17,92 12,26 1416 0,74

Velocidade linha reta (um s) 14,41 1863 30,40 11,69 26,50 0,57

Linearidade (%) 81 82 82 83 80 0,79

Os niveis de aménia presentes na agua também ndo interferiram sobre as taxas

de fertilizacdo artificial dos ovocitos (p>0,05) (Tabela 1). Resultados semelhantes foram
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verificados para as taxas de eclosdo (p>0,05) e para o percentual de larvas normais

(p>0,05), (Tabela 2).

Tabela 2 — Taxas de fertilizacdo de ovdcitos, UTA para inicio e término da
eclosédo dos ovos, taxas de eclosdo dos ovos e percentual de larvas normais de R. quelen

provenientes de fertilizacdo e incubacéo artificial em dgua contaminada por amonia.

Niveis de amonia na agua (mg/L)

Variaveis(%) 0,06 0,28 0,50 0,77 0,84 P

Taxa de fertilizacdo (%) 98,36 98,86 98,49 98,70 99,19 0,58
Inicio da eclosdo (UTA) 709,1 713 682 688,9  682,6 -

Término da eclosdo (UTA) 1128,1 11385 10859 10953 10871 -

Blastoporo inicio (%)* 9,58 12,30 58,54 43,19 95 0,00
Blastoporo final (%) 93 95 94 97 98 0,22
Cauda livre inicio (%) 15,97 25,13 14,26 24,19 18,93 0,84
Cauda livre final (%) 64,42 81,56 45,62 67,02 61,44 0,13
Taxa de ecloséo (%) 79,98 86,08 89,03 90,01 89,52 0,51
Normalidade (%) 99,91 98,80 99,80 99,85 99,87 0,45

* Efeito linear y=-16,7891+20,1723*x

O tempo necessario para iniciar e concluir a eclosdo dos ovos ndo foi submetido
a andlise estatistica devido a inexisténcia de repeticdes, contudo, numericamente seus
valores variaram de 682 a 709,1 UTA para o inicio e de 1085,9 a 1138,5 UTA para o
término da eclosdo dos ovos (Tabela 2).

Os niveis de contaminacdo da agua com amonia interferiram (p<0,05) no

desenvolvimento embrionario inicial do R. quelen, somente no que se refere ao inicio do



21

fechamento do blastoporo (Tabela 2). Neste momento ontogenético, o inicio do
fechamento do blastéporo apresentou um comportamento diretamente proporcional
(p<0,05) ao aumento dos niveis de aménia na agua (Figura 1). Os demais parametros de
desenvolvimento embrionario nao sofreram influéncia dos niveis de contaminacdo da
agua por aménia (p>0,05) (Tabela 2).
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Figura 1 — Inicio do fechamento do blastéporo seis horas apds a fertilizacéo.

Os dados de motilidade do grupo controle esta proximo aos encontrados por
TESSARO et al (2012) sendo entre de 73 e 84%. SANCHES et al (2010) também
verificaram que a motilidade foi de 65%. No entanto as velocidades curvilineas, de

percurso e linha reta ficaram muito abaixo quando comparado com o mesmo autor, 77,

58 € 46 pm.s".

De modo geral, as membranas biol6gicas sdo permedveis a amOnia mas
relativamente impermedaveis aos ions aménio (RAMDAL & TSUI, 2002). Os ovos

apresentam uma morfologia que pode proteger o embrido de interferéncias externas. A
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membrana perivitelina ou corion, é formada a partir da zona radiata do ovdcito. que
permanece durante todo o desenvolvimento embrionario (DEPECHE & BILLARD,
1994), é permeéavel a agua e sais (BALDISSEROTTO, 2002), apresentando funcao de
protecdo ao embrido, nutri¢do, regulacdo osmdtica e flutuacdo (GANECO, 2003).

Durante o processo de fertilizacdo e formacgdo do corion ocorre a absorcdo de
agua do meio externo para formacgéo do espaco perivitelino (NAKATANI et al, 2001).
No entanto o fato dos niveis crescentes de amonia na agua utilizada na fertilizacao
artificial e incubacdo dos ovos do jundia ndo terem influenciado os parametros de
desenvolvimento inicial pode estar associados ao fato de que os niveis de amdnia
empregados podem nao ter sido elevados o suficiente para influenciar os parametros
avaliados.

O fechamento do blastoporo ocorreu mais rapidamente nos tratamentos com
concentracdes maiores de amobnia em comparacdo com o controle, embora isso ndo
tenha influenciado na taxa de eclosdo. LUCKENBACH et al (2003) estudando salméo
marrom (Salmo trutta f. fario L.) também observaram um desenvolvimento acelerado
dos embriBes, diminuindo o tempo de incubacdo e aumentando a taxa de eclosdo com a
inclusdo de amdnia. Isso pode ser explicado pelo fato da amonia acelerar o metabolismo
ao interagir nas vias bioguimicas, assim as reservas presentes no vitelo sdo consumidas
mais rapidamente, contribuindo para o desenvolvimento acelerado (LUCKENBACH et
al., 2003).

Os niveis de amdnia empregados nos tratamentos experimentais podem ter sido
reduzidos para induzir danos fisioldgicos aos embribes, contudo, como as larvas foram
fixadas logo apds a eclosdo dos ovos, possivelmente os tratamentos poderiam ter
influenciado no desenvolvimento larval. Esta afirmagéo pode ser sustentada pelo fato de

gue a aménia é facilmente difundida pelo epitélio branquial (RUYET et al, 1997) e seus
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principais efeitos fisiologicos estdo relacionados com prejuizos na transformacdo da
energia alimentar em ATP e danos o crescimento, danos ao epitélio branquial que
promovem dificuldades nas trocas gasosas e danos ao sistema de osmorregulacdo
(BOLNER, 2007). Em geral, niveis de aménia entre 0,06 e 3,1 mg L™ interferem no
desenvolvimento e sobrevivéncia de peixes (ABDALLA & MACNABB, 1998;
FRANCES et al., 2000; WICKS & RANDALL, 2002; FOSS et al., 2003; EL-SHAFAI
et al., 2004; LAMARIE et al., 2004), embora esses valores possam variar de acordo
com a idade, espécie e tempo de exposicdo e para juvenis de jundid, este niveis sdo de
0,01 até 1,86 mg L™ (CARNEIRO et al, 2009; WEISS & ZANIBONI-FILHO, 2009;
MIRON et al, 2011).

Embora ndo tenha sido encontrado efeito significativo da inclusdo de amonia na
agua sobre a fertilizacdo e eclosdo de larvas de jundia, ndo existem trabalhos que
descrevam o efeito da aménia nessa fase. Assim, sdo necessarias novas pesquisas neste
campo para elucidar os efeitos da amonia sobre a fertilizacdo artificial e o
desenvolvimento inicial do jundia em sistemas de criacdo artificial, especialmente
porgue a crescente preocupacdo com o uso da agua esta levando ao emprego de sistemas
de criacdo com filtragem e recirculacdo da agua, onde a aménia pode ser um fator

limitante.

5 Conclusao

A fertilizacdo artificial de ovocitos de jundia cinza (Rhamdia quelen) em agua
contendo até 0,84mg de aménia total/L de adgua acelera o desenvolvimento inicial mas
ndo interfere nos pardmetros espermaticos, nas taxas de fertilizacdo ou ecloséo dos ovos

e na normalidade larval.
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