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1. REVISAO DE LITERATURA
1.1 A espécie Leporinus agassizii

Os Characiformes encontram-se dentre as ordens mais diversas de peixes
com escamas de agua doce, incluindo aproximadamente 2.078 espécies,
distribuidas em 23 familias (Britski et al., 1999; Nelson, 2006; Eschmeyer e Fong,
2014). A familia Anostomidae é distinguivel de todos os Characiformes pela
presenca de uma série unica de apenas trés ou quatro dentes em.cada pré-maxilar
(Garavello e Britski, 2003). S&o 147 espécies validas de Anostomideos (Eschmeyer
e Fong, 2014), dentre as quais 100 pertencem ao género Leporinus (Garavello e
Britski, 2003; Eschmeyer, 2014). Os representantes deste género sao
fundamentais como recursos pesqueiros nos paises da América do Sul, sendo
explorados pela pesca comercial (Ruffino, 2004; Van Damme et al., 2011),
artesanal (Ruffino, 2004; Campos e Rojas, 2010), esportiva e ornamental (Coy e
Cdrdoba, 2000; Campos e Rojas, 2010), além de serem utilizados na piscicultura
(Saint-Paul, 1986; Castagnolli, 1992; Santos et al., 2000; Campos e Rojas, 2010).

Dentro deste género, o L. agassizii (Figura 1) destaca-se por ser uma das
especies apreciadas pela pesca devido ao porte, podendo alcancar 35,0 cm
(Santos et al., 2006) e 1,6 Kg (ISA/FOIRN, 2007). Apesar de ser economicamente
insignificante em algumas regides como no Baixo rio Amazonas, Alto e Médio rio
Solimbdes (Ruffino, 2004; Santos et al., 2006), em outras, como no Alto rio Negro,
possui extrema importancia socioeconémica (Calbazar, 2005; ISA/FOIRN, 2007;
Wright 1ll, 2009). Esta diferenga provavelmente seja devido a composi¢cédo e a
quantidade de pescado existente na area de pesca, ou a preferéncia regional
(Ruffino, 2004). Na regido do Alto Rio Negro/AM, o L. agassizii € uma das principais
fontes de proteina da populagdo majoritariamente indigena, que vem praticando a
criacao desde 1999 (Calbazar, 2005; Calbazar e Ricardo, 2006; ISA/FOIRN, 2007;
Wright Ill; 2009). Em cativeiro a espécie apresenta caracteristicas propicias, como
aclimatacdo ao ambiente de cultivo; habito alimentar onivoro aceitando ragéo e
outros alimentos alternativos (frutos, sementes e insetos), apresenta rapido
crescimento, além de alta fecundidade e respostas satisfatérias na reproducao
induzida (Calbazar, 2005; ISA/FOIRN 2007).

CAUNESP 9
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Figura 1. Exemplar de Leporinus agassizii

Steindachner (1876) identificou o L. agassizii durante sua expedigdo na
Amazobnia Central, em 1876. O L. semivittatus, descrito em 1895, por Boulenger, é
sinonimia ao L. agassizii (Boulenger, 1895; Garavello e Britski, 2003). Endémico da
Bacia do rio Amazonas (Santos e Jegu, 1996; Santos et al., 2006) e Orinoco (Mojica
et al., 2005; Maldonado-Ocampo, 2006), o L. agassizii ocorre principalmente nos
tributarios de agua clara e escura (Calbazar, 2005; Santos et al., 2006; Calbazar et
al., 2010), distribuindo-se nos paises do Brasil, Coldbmbia, Peru e Venezuela
(Taphorn et al., 1997; Garavello e Britski, 2003; Maldonado-Ocampo, 2006; Santos
et al., 2006; Ortega et al., 2012). Sado vulgarmente conhecidos como aracu-riscado,
aracu-cabecga-gorda, platanote e lisa (Santos e Jegu, 1996; Taphorn et al., 1997;
Salinas-Coy e Agudelo-Cdérdoba, 2000; Calbazar, 2005; Santos et al., 2006; Costa
e Freitas, 2011; Ortega et al., 2012). Esta espécie tem como caracteristicas
evidentes a coloragdo acinzentada, linha lateral com 39,0 a 41,0 escamas;
apresentando uma faixa escura no meio do corpo, que se estende ao longo da linha
lateral, do inicio da nadadeira dorsal ao término do pedunculo caudal; e nadadeira
adiposa com o centro alaranjado e a extremidade escura (Santos et al., 2006;
Salinas-Coy e Agudelo-Cérdoba, 2000; Calbazar, 2005). Possui habito alimentar
onivoro, consome principalmente frutos e sementes, além de folhas, flores, insetos
e pequenos peixes (Calbazar, 2005; Santos et al., 2006; ISA/FOIRN, 2007).

CAUNESP 10
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1.2 Reproducao natural e induzida

O consumo de peixe tem aumentado devido a uma combinagao de fatores,
tais como, crescimento populacional, aumento da renda e a expansao da
aquicultura (FAO, 2014). A produgdo mundial de peixes da aquicultura dobrou,
passando de 32,4 milhdes de toneladas em 2000, para 66,6 milhdes em 2012,
deste total, 58% sao provenientes da aquicultura interior (FAO, 2014). Para que
haja criagdo em grande escala de peixes destinados ao consumo é necessario ter
0 controle dos processos reprodutivos em cativeiro (Woynarovich e Horvath, 1983;
Donaldson, 1996; Mylonas e Zohar, 2001; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007).
Além disto, o dominio sobre as técnicas de reproducao auxilia o manejo das
populagdes naturais, que vem sendo afetadas por fatores antropicos (Santos e Jeju,
1996; Lopes et al., 2000; Murgas et al., 2012).

Os processos fisiolégicos envolvidos na reproducédo de peixes incluem a
diferenciacao das gdnadas, gametogénese, liberacdo de gametas, fertilizacdo e
eclosao dos ovos (Mylonas e Zohar, 2001; Ribeiro e Moreira, 2012). Todos estes
eventos sdo controlados por inumeros fatores endocrinos ao longo do eixo
Hipotalamo-Hipofise-Gonadas (Urbinati, 2005; Zohar et al., 2010; Ribeiro e Moreira,
2012). O cérebro traduz estimulos ambientais em sinais neuroenddcrinos, que
regulam a secrecdo de neurohorménios, cujo principal chama-se hormdnio
liberador de gonadotrofinas (GnRH), estando presente em diversas regides
cerebrais e hipotalamicas (Yamamoto, 2003; Zohar e Mylonas, 2007). O GnRH
estimula a adeno-hipdfise a sintetizar e liberar gonadotrofinas (GtH | e 1) na
corrente sanguinea, as quais estimulam a produgao de esterdides gonadais, que
promovem a maturagao, liberagao e fertilizagdo dos gametas na agua (Nagahama,
1994). Existe também um neurohormdnio chamado dopamina, que atua como
inibidor da sintese do GnRH (Peter et al., 1990).

Em peixes migradores da América do Sul, os fatores ambientais
considerados importantes no processo reprodutivo sdo o pH, nivel fluviométrico,
chuvas, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e temperatura (Barthem e
Goulding, 1997; Lowe-Mcconnell, 1999; Pankhurst e Porter, 2003). No cativeiro,
sem os estimulos ambientais inerentes da migracao, os peixes produzem gametas,
porém, ha necessidade da realizagdo de indu¢des hormonais para garantir as

etapas finais do processo reprodutivo (Godinho et al., 1984; Zaniboni-Filho e
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Rezende, 1988; Castagnolli, 1992, Romagosa, 1998; Batlouni et al., 2006; Zohar e
Mylonas, 2007; Mylonas et al., 2010; Romagosa, 2010).

O desenvolvimento das técnicas de reproducdo induzida em peixes
migradores ocorreu a partir de 1930, quando Houssay (1930), na Argentina e
Rodolpho von lhering (1935), no Brasil, realizaram indug¢des a reprodugao por meio
da administracdo de hipdfises frescas extraidas de peixes maduros,
homogeneizados em solugéo fisioldgica (Houssay, 1930; lhering e Azevedo, 1936;
Ihering, 1937; Donaldson e Hunter, 1983). Com o desenvolvimento da piscicultura,
crescem os estudos sobre aplicagdo de novas tecnologias na reprodu¢cdo em
cativeiro (Donaldson e Devlin, 1996; Hew e Fletcher, 2001). O uso de GnRH, e uma
variedade de analogos, com ou sem antagonistas da dopamina (domperidona,
pimozida, metoclopramida) esta substituindo a utilizacdo de preparacbes
hipofisarias (Woynarovich e Horvath, 1983; Sherwood et al., 1988; Donaldson,
1996; Mylonas e Zohar, 2001; Bombardeli et al., 2006; Phelps, 2010; Aya e Arias,
2011). Além disto, as técnicas de administracdo se diversificam, utilizando-se
injecdo aquosa intramuscular e intraperitonial, indugao por via oral e implantes de
liberagdo rapida ou lenta (Sherwood et al., 1988; Donaldson, 1996; Mylonas e
Zohar, 2001; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007; Phelps, 2010).

Migrador de longo percurso, o L. agassizii se reune em densos cardumes
durante a época de reproducgao, ocorrida entre os meses novembro e abril, durante
periodos conhecidos como “repiquetes” (Calbazar, 2005; Santos et al., 2006). Este
fendmeno é caracterizado pela rapida elevagédo e queda do nivel da agua, antes
das enchentes (Ramalho et al., 2010). Dependendo do regime das chuvas o
periodo de desova desta espécie pode se estender até maio (ISA/FOIRN, 2007). A
maturagao gonadal termina aguas acima, realizando desova total na calha do rio e
sem cuidado parental (Calbazar, 2005; Santos et al., 2006; ISA/FOIRN, 2007).
Assim como os outros migradores, o L. agassizii parece direcionar a produgao dos
jovens no periodo do ano mais favoravel para a sobrevivéncia, época em que 0s
locais recém-inundados tém alimento abundante, poucos predadores e maior
protecao (Woynarovich e Horvath, 1983; Ribeiro, 1983; Zaniboni-Filho, 1985; Lowe-
Mcconnel, 1999; Mylonas et al., 2010). A primeira maturagao das fémeas, em geral,
ocorre depois de completados dois anos e a dos machos apds cerca de um ano e
meio de idade (ISA/FOIRN, 2007). Os 6vulos possuem diametro inferior a 2,0 mm,
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de coloragao ligeiramente azul-esverdeada, hidratando-se logo apds o contato com
a agua (ISA/FOIRN, 2007). Em cativeiro, a ovulagao e espermiacédo de Leporinus
€ geralmente obtida com Extrato Bruto de Hipdéfise de Carpa (EBHC), aplicando-se,
nas fémeas, duas injegdes com 0,5 e 5,0 mg.Kg™', espagadas entre 8 a 14 horas
(Reynalte-Tataje et al., 2001; Atencio-Garcia et al., 2003; Landines-Parra e Benitez,
2005; Mojica et al., 2005; Sampaio e Sato, 2009; Campos e Rojas, 2010; Rojas,
2010; Pereira, 2013), enquanto nos machos utiliza-se 1,0 a 2,5 mg.Kg"' de EBHC,
aplicada em uma unica injegao, coincidindo com a segunda aplicagéo das fémeas
(Sampaio e Sato, 2009; Campos e Rojas, 2010; Rojas, 2010; Pereira, 2013). A
aplicacdo geralmente ocorre abaixo da nadeira peitoral (Campos e Rojas, 2010;
Rojas, 2010). O L. agassizii, , L. copelandii, L. elongatus, L. friderici, L.
macrocephalus, L. obtusidens, L. piau sdo as principais espécies estudadas quanto
a inducdo com EBHC, respondendo satisfatoriamente ao tratamento hormonal
(Silva-Filho, 1981; Garadi et al., 1988; Sato et al., 1988; Resende et al., 1996; Sato,
2000; Reynalte-Tataje et al., 2001; Calbazar, 2005; ISA/FOIRN, 2007; Sampaio e
Sato, 2009; Rojas, 2010, Silvidanes et al., 2013). Ha também relatos sobre o uso
de EBHC em trés doses na reproducao de Leporinus (Reynalte-Tataje et al., 2001).
Reynalte-Tataje et al. (2001), testando protocolos de indugdo hormonal no L.
macrocephalus, verificou que os valores das taxas de fertilizagdo sdo semelhantes
(95,7%), aplicando-se duas (0,5 e 5,0 mg.Kg™") ou trés doses (0,25; 0,5 e 5,0 mg.Kg-
1) de EBHC. Reynalte-Tataje et al. (2001) constataram que a desova semi-natural
proporciona maiores valores das taxas de fertilizagdo dos ovos (94,5 %), quando
comparada com a desova por extrusdao (25,8 %), bem como, maior taxa de

sobrevivéncia dos reprodutores, com valores de 100% e 66,7%, respectivamente.

O L. obtusidens desova geralmente em 180-210 horas-grau (Rojas, 2010).
O L. friderici desova em 195-225 horas-grau, com valores de taxas de fertilizagao
de 48% (Campos e Rojas, 2010). O L. piau desova entre 8,0 € 8,5 h a temperatura
de 25,0 e 26,0°C (Sampaio e Sato, 2009), enquanto o L. macrocephalus desova a
200 horas-grau (Campos e Rojas, 2010).

Outros tipos de horménios foram estudados na inducdo reprodutiva de
Leporinus. Pereira (2013) verificou que a gonadotrofina coridnica humana (hCG)
nao foi capaz de provocar a ovulagdo em L. macrocephalus,. enquanto, os

indutores GnRH sintético na forma sélida (mGnRHa — S/Ovopel/Interfish) e GnRH
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sintético na forma liquida (mGnRHa — L/Conceptal/Intervet), ambos associados a
metoclopramida, provocaram ovulagdo em 100% dos reprodutores de L.
macrocephalus, porem o mGnRHa — L, obteve taxa de fertilizagcdo inferior e ndo
houve eclosdo. Neste mesmo estudo, o periodo de laténcia foi maior quando
utilizou-se EBHC (19,34h), enquanto que menores periodos foram observados para
mGnRHa — L (12h) e mGnRHa — S (10,5 h) (Pereira, 2013). Os machos de L.
macropcephalus também podem ser induzidos com hipéfise de frango em aplicagao
Unica de 5,0 mg.Kg-'(Moraes et al., 2004). Ndo recomenda-se utilizar extrato de
hipéfise de coelho (EHCo) em machos L. macrocephalus, pois esta associado a
incidéncia de espermatozoides anormais (Moraes et al.,, 2004). O sémen de L.
obtusidens pode ser congelado usando-se dimetilsulfoxido a 5 e 10 % (Coser et al.,
1988).

1.3 Embriogénese e Larvicultura

O desenvolvimento de técnicas reprodutivas de peixes em cativeiro tem sido
relevante tanto quanto os avangos do manejo de larvas, assim como os aspectos
nutricionais e sanitarios (Phelps, 2010). Apesar disto, um dos principais entraves
enfrentado pela piscicultura de peixes nativos é a fase de larvicultura (tipo de cultivo

e condi¢des de alimentacao) (Weingartner, 2002; Luz e Portella, 2005).

E crescente a necessidade por tecnologias especificas para peixes nativos
na fase larval (Lopes et al., 1994), visto que, neste periodo ocorrem os maiores
valores das taxas de mortalidade (Hallare et al., 2005) e, cada espécie possui
caracteristicas biologicas distintas, portanto, tecnologias desenvolvidas para uma
espécie em particular ndo sao diretamente transferiveis para outras espécies. As
larvas, além de serem morfologicamente distintas dos adultos, apresentam
exigéncias ecologicas qualificadas, com particularidades quanto ao habitat,
alimentacdo e comportamento (Leis e Trnski, 1989; Vazzoler, 1996). A
sobrevivéncia destes organismos pode ser influenciada por fatores, tais como,
temperatura, fotoperiodo, pluviosidade, condutividade elétrica, pH, corrente de
agua, oxigénio dissolvido, disponibilidade de alimento e fatores hormonais
(Baldisseroto, 2009).
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Os experimentos com larvas sao minuciosos devido ao tamanho reduzido
dos exemplares, podendo apresentar alteragdes minimas dos resultados, tais

como, variagdes presumivelmente minimas nas medigcdes (Pedreira et al., 2008).

As larvas de L. obtusidens e L. friderici, apés a fertilizagdo, permanecem em
incubadoras cénicas, com renovagao continua de agua, em uma densidade de 1,0
a 2,5 g de ovos.L". Os valores médios de temperatura da agua na incubadora nao
deve ultrapassar os 29°C e a concentracao de oxigénio deve ser superior a 4,0 mg.
L' (Rojas, 2010).

Os ovos do L. macrocephalus se apresentam livres, transparentes,
pequenos, esféricos e com um grande espaco perivitelinico. Depois de 11h30min
da fertilizacdo, a uma temperatura média de 28,2°C ocorre a eclosao (Reynalte-
Tataje, 2001). Os valores médios de comprimento total das larvas recém-eclodidas

sdo de 2,39 £ 0,12 mm e peso médio de 0,5 + 0,1 mg (Reynalte-Tataje, 2001).

As larvas de L. piau eclodem 21 horas apods a fertilizagdo dos ovos, com
meédias de temperatura da agua entre 23,0 e 24,0°C (Sampaio e Sato 2009). O L.
obtusidens eclodem entre 18 a 20 horas apos a fertilizagdo (Rojas, 2010). As larvas
sao translucidas, pequenas, com saco vitelinico de tamanho médio e olhos com
pouca pigmentacdo (Campos e Rojas, 2010). A larva permanece semi-transparente

até o inicio da alimentagao, trés dias depois da eclosao (Campos e Rojas, 2010).

Em L. obtusidens, a partir do quarto dia de vida, ministra-se juntamente com
o pléncton, uma ragao balanceada em p6 (35 e 40% de PB), a cada 4 horas. Nos
primeiros trés dias de desenvolvimento as larvas de Leporinus ndo consomem
alimento externo, se nutrindo exclusivamente do conteudo do saco vitelinico, cuja
velocidade de reabsorcéo é em funcao direta dos valores de temperatura da agua
(Campos e Rojas, 2010). Agua levemente salinizada (2,0 g.L-") proporciona maior
crescimento em L. piau, otimizando-se o0 uso de nauplios de Artemia como alimento
vivo (Jomori et al., 2013). O uso de alimento natural (nauplios de artemia) nos cinco
primeiros dias de criagdo mostra a incidéncia de canibalismo entre as larvas de

piavugu, L. macrocephalus (Radinz Neto et al., 2001).

Os resultados de estudos do desenvolvimento embrionario em espécies de
Leporinus provenientes de reprodutores induzidos com EBHC obtidos na literatura

pertinente foram compilados na Tabela 1.

CAUNESP 15



Mestranda Luana Malheiros Ferreira [Digite aqui] Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

Tabela 1. Principais fases do desenvolvimento inicial em Leporinus

AUTOR Silvidanes | Borgato et | Reynalte-Tataje, Sanches et
etal., 2013 | al., 2004 2001 al., 2008
ESPECIE L. copellandii | L. piau L. macrocephalus | L. friderici
Temperatura 27,7+0,8°C 24,0°C 28,2+ 0,9°C 27,6°C
@ |Primeira 25min - 30min 20min
= segmentacao
E Morula 01h31min 1h20min- 1h40minn 02h20min
>
i
o | Blastula 01h52min 1h35min 3h20min -
< =
| e 03h17min | 02h00min ] ;
g (inicio)
g | Fechamentodo | g 55, 6h15min | 4h35min a 5h5min -
o | blastéporo
Eclosao 22h50min 21h 11h30min 13h20min

1.4 Densidade de estocagem

A densidade de estocagem (DE) € um importante fator biolégico atuando
sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos peixes. A determinacéo dos efeitos
em diferentes fases de desenvolvimento do peixe auxilia na criacdo, reduzindo
custos e aumentando a produtividade (Marques et al., 2004). Baixas densidades de
estocagem levam ao menor aproveitamento do espago disponivel para a criagao
dos peixes. Contudo, altas densidades podem provocar alteracgdes fisioldgicas de
estresse, ocasionando reducédo no crescimento e substancial mortalidade (Kebus
et al. 1992)

Jomori et al. (2013) cultivando larvas de L. macrocephalus com trés dias de
vida, em unidades experimentais de 1000 mL, a densidade de 40 larvas.L',
alimentadas com nauplios de Artemia durante quatro dias, obtiveram valores de
taxas de sobrevivéncia de 92%. Luz e Zaniboni-Filho (2002), ao estudar o efeito da
densidade de estocagem de pés-larvas de Pimelodus maculatus observaram que
a utilizagéo de baixas densidades de estocagem (5 pos-larvas.L™") proporcionaram
maiores valores de sobrevivéncia (35,6%), e individuos com pesos superiores
(0,25+0,1 mg) aos cultivados em densidade de 30 pds-larvas/L, obtendo 20,6% de
sobrevivéncia e peso de 0,19 + 0,1 mg. Do mesmo modo, larvas de
Pseudoplatystoma corruscans cultivadas em menores densidades (15 larvas.L™")
apresentaram maiores valores das taxas de sobrevivéncias (52%) (Campagnolo e

Nufer, 2006). Tachibana et al. (2008) cultivando pdés-larvas de tilapia-do-Nilo em
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densidades de 1, 3, 5 e 7 pos-larvas.L-!, observaram maior ganho em crescimento

nas densidades superiores.

Larvas de L. alexandri podem ser criadas, durante os 10 primeiros dias de
vida com alimentacdo exdgena, em agua doce ou salinizada a 2%, com maior
producao de juvenis na densidade 60 larvas.L™' (Luz e Santos, 2008). Pode-se obter
melhores taxas de sobrevivéncia em larvas de Brycon orbignyanus cultivadas em
densidade de 10 pos-larvas.L-', ministrando-se alimento a cada trés horas (Silva et
al., 2009).
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3. ARTIGO

Este artigo foi redigido conforme as normas de publicagdo do periddico
internacional, Aquaculture Reports (ISSN: 2352-5134).

Desenvolvimento inicial e densidade de estocagem de larvas de aracu-

riscado, Leporinus agassizii (Characiformes: Anostomidae)
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Resumo

Estudos para producédo de formas jovens de peixes sao fundamentais para o
desenvolvimento da piscicultura e o manejo das populagdes naturais. Leporinus
agassizii € apreciado nas distintas modalidades de pesca (comercial, artesanal,
ornamental e esportiva), além de apresentar caracteristicas desejaveis para a
criagcao. Objetivou-se descrever o desenvolvimento embrionario e a densidade de
estocagem de larvas do aracu-riscado, L. agassizii. Reprodutores foram
submetidos a reproducédo induzida por hipofisagdo, com a temperatura da agua a
28,6 + 0,7°C, no Centro de Capacitacdo e Producado de Alevinos, pertencente ao
Instituto Federal de Educacao Ciéncia e Tecnologia, Sdo Gabriel da Cachoeira,
Amazonas, Brasil, no més de setembro de 2014. Logo apos a fertilizacado, os ovos
foram mantidos em incubadoras (60L), com a temperatura média da agua de 28,4
t+ 0,7 °C. Coletaram-se amostras de ovos em intervalos de 10 min, durante as
primeiras trés horas pos-fertilizagao (PF) e, posteriormente, em intervalos de 30min
até a eclosao das larvas, para observagao em estereomicroscopio equipado com
camera CMOS digital colorida, 10.0 MP e software para captura e analise de
imagens (ISCapture). O efeito da densidade de estocagem de larvas do L. agassizii
foi avaliado ao longo do 4° e 14° dias apés a eclosédo (DAE). Foram utilizadas 3600
larvas no 4° DAE, encontrando-se estas com o saco vitelinico totalmente absorvido,
boca aberta e mantidas em jejum. As larvas foram submetidas as densidades de 5
(D5), 15 (D15) e 25 (D25) larvas.L-', em caixas de polietileno (0,63 x 0,45 x 0,32
m), com 20 L de agua. Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes. As larvas foram alimentadas seis vezes ao dia, sendo cada
refeicdo composta por nauplios de Artemia, na proporgéo 50 nauplios.larva-! (4° ao
6° DAE), 100 (7° ao 9° DAE), 200 (10° ao 11° DAE) e 400 (12° ao 13° DAE) e por
ragao comercial (55% PB), na ordem de 10% do peso. Diariamente foi ajustada a
quantidade de alimento em funcado das larvas mortas. As larvas foram medidas
(mm) e pesadas (mg) no inicio (4° DAE) do experimento, 6°, 8°, 10°, 12° e 14° DAE
e, avaliadas as médias de comprimento e peso ao longo do tempo, a sobrevivéncia
final calculada pela contagem individual das larvas remanescentes. Os ovos de L.
agassizii sdo esféricos e néo-adesivos, apresentando coloracdo verde-
acinzentada, corion rigido, grande espaco perivitelinico, elevado aumento de

tamanho apés 15min de hidratacdo, apresentando diametro de 2,94 + 0,57 mm.
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Ap6s 1h10min da fertilizagdo o embrido encontrava-se com 32 blastdbmeros. Com
5h30min PF notou-se o final da gastrula e o fechamento do blastéoporo. A
diferenciagao dos folhetos embrionarios foi registrada com 7h PF. O crescimento e
alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal pode ser constatado as 10h PF.
A eclosao das larvas ocorreu entre 11h30min e 13h PF. O comprimento total das
larvas recém-eclodidas foi de 4,03 = 0,19 mm. O desenvolvimento embrionario e
larval de L. agassizii € similar ao de outras espécies do mesmo género. O cultivo
de larvas de L. agassizii na menor densidade D5, resultou em um crescimento mais
elevado, comparando-se com D25, porém, ambos nao apresentaram diferencas
significativas com D15. Os valores das taxas de sobrevivéncia n&o foram
significativamente diferentes entre os tratamentos. Portanto, faz-se necessario
adotar densidades maiores em estudos futuros, afim de verificar uma densidade
que proporcione maior produtividade, condizente com a realidade dos piscicultores

na regido amazodnica, para sua criagdo em escala comercial.

Palavras-chave: Anostomidae; desenvolvimento embrionario; indugédo hormonal,

larvas; laborat6rio
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Abstract

Studies for the production of young fish shapes are key to the development of fish
farming and the management of natural populations. Leporinus agassizii is
appreciated in the different fishing methods (commercial, craft, ornamental and
sports), and present desirable features for creation. This study aimed to describe
the embryonic and larval stocking density of aracu-riscado, L. agassizii. Players
underwent reproduction induced hypophysation, with the water temperature at
28.6+0.7 °C, the Centro de Capacitagdo e Producédo de Alevinos belonging to the
Instituto Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia, Sado Gabriel da Cachoeira,
Amazonas, Brazil , in September 2014. After fertilization, the eggs were kept in
incubators (60 Litre), with the average water temperature of 28.4+0.7 °C. Samples
were collected 10 min intervals on eggs during the first three hours after fertilization
(AF) and thereafter at intervals of 30 minutes until the outbreak of the larvae, for
observation in stereo equipped with digital color CMOS camera, 10.0 MP and
software to capture and analyze images (ISCapture). The effect of larval stocking
density of L. agassizii was assessed over 4th and 14th days after hatching (DAH).
3600 larvae were used in the 4th DAH, meeting these with the yolk sac fully
absorbed, mouth open and fasted. The effect of larval stocking density of L. agassizii
was assessed over 4th and 14th (DAH). 3600 larvae were used in the 4th DAH,
meeting these with the yolk sac fully absorbed, mouth open and fasted. The larvae
were subjected to density of 5 (D5), 15 (D15) and 25 (D25) larvas.L™, in
polyethylene boxes (0.63 x 0.45 x 0.32 m) with 20 Litre of water. We used a
completely randomized design with four replications. The larvae were fed six times
a day, each meal consisting of Artemia in the proportion 50 nauplios.larva-1 (4th to
6th DAH), 100 (7th to 9th DAH), 200 (10th to 11th DAH) and 400 (12th to 13th DAH)
and commercial diet (55% CP) in the order of 10% by weight. Daily was adjusted to
amount of food as a function of dead larvae. Larvae were measured (mm) and
weight (mg) in the top (4th DAH) of the experiment, 6th, 8th, 10th, 12th and 14th
DAH and evaluate the average length and weight over time, calculated by the final
survival individual counting of the remaining larvae. The eggs of L. agassizii are
spherical and non-adhesive, with gray-green color, hard chorion, large perivitelline
space, high increase in size after 15 minutes of hydration, with diameter 2.94 + 0.57

mm. 1:10 after fertilization the embryo found with 32 blastomeres. With 5:30 AF was
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noted the late gastrula and the closing of the blastopore. The differentiation of germ
layers was recorded 7:00 AF. The growth and elongation of the embryo cephalic-
caudal axis could be seen at 10 AF. The hatching of larvae occurred between 11:30
and 13:00 AF. The total length of newly hatched larvae was 4.03 £ 0.19 mm. The
embryonic and larval development of L. agassizii is similar to other species of the
same genus. The cultivation of larvae L. agassizii in lower density D5 has resulted
in higher growth, compared with D25, however, both showed no significant
differences with D15. The rate values of the survival rates were not significantly
different between treatments. Therefore, it is necessary to adopt higher densities in
future studies in order to verify a density that provides greater productivity,
consistent with the reality of fish farmers in the Amazon region, for their creation on

a commercial scale.

Key-words: Anostomidae; embryonic development; hormonal induction, larvae;

laboratory

CAUNESP 30



Mestranda Luana Malheiros Ferreira [Digite aqui] Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

1. Introducgao

Estudos sobre comunidade de peixes iniciam-se pelo conhecimento das
fases iniciais do ciclo de vida (Santos et al., 2000). Logo, a caracterizagdo de
aspectos morfologicos e fisioldgicos ao longo do desenvolvimento de ovos e larvas
de peixes, fornecem informagdes relevantes acerca da biologia, ecologia e
taxonomia das espécies (Lindsey, 1988). Tais informagdes podem contribuir para
altas taxas de sobrevivéncia na produgcdo de formas jovens de peixes, em
quantidade e tamanho suficiente, podendo também garantir o manejo das
populag¢des naturais e viabilizar tecnicamente a criagdo (Lopes et al., 1994; Luz e
Zaniboni-Filho, 2002; Andrade e Yasui, 2003). Atualmente ¢é crescente a
necessidade por tecnologias especificas para peixes nativos durante a fase inicial
(Lopes et al., 1994), visto que, neste periodo ocorrem os maiores valores das taxas
de mortalidades (Hallare et al., 2005) e, é sabido que cada espécie possui
caracteristicas biologicas distintas, portanto, tecnologias desenvolvidas para uma
espécie em particular ndo sao diretamente transferiveis para outras espécies
(Donaldson, 1996).

Dentre os gargalos da larvicultura, a densidade de estocagem é considerada
um dos principais fatores, pois influencia no crescimento (Duffy e Epifanio, 1994,
Hecht e Uys, 1997; EI-Sayed, 2002), sobrevivéncia (Li e Mathias, 1982; El-Sayed,
2002), alimentacdo (Bonga, 1997; Kestemont et al., 2003) e comportamento
(Mackinnon, 1982; Hecht e Uys, 1997; Barcellos et al., 1999, Baskerville-Bridges e
Kling, 2000; Luz e Santos, 2008; Silva et al., 2009). E dificil estabelecer uma
densidade ideal, pois isto depende da espécie, tamanho, condi¢cdes de cultivo, tipo

de alimentacao, entre outros (Wallacce, 1988; Luz e Zaniboni-Filho, 2002).

Leporinus é o género mais diverso da familia Anostomidae (Characiformes),
com aproximadamente 100 espécies validas (Eschmeyer, 2014). Este género
apresenta relevancia socioecondmica nos paises da América do Sul, sendo
explorado pela pesca comercial, artesanal, ornamental e esportiva (Bittencourt e
Cox-Fernandes, 1990; Godinho, 1993; Ruffino, 2004; Salinas-Coy e Agudelo-
Cérdoba, 2000; Van Damme et al., 2011; Campos e Rojas, 2010).
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Algumas espécies de Leporinus sdo mais apreciadas pela pesca, como o L.
agassizii, que pode alcangar 35,0 cm (Santos et al., 2006) e 1,6 Kg (ISA/FOIRN,
2007), tendo como caracteristica evidente, uma faixa escura no meio do corpo, que
se estende desde a nadadeira dorsal até a caudal (Calbazar, 2005; Santos et al.,
2006). Endémica de grandes bacias — Amazonas (Brasil, Coldbmbia e Peru) e
Orinoco (Venezuela) — o L. agassizii € economicamente insignificante em algumas
regides, como no Baixo rio Amazonas e Médio rio Solimbes (Santos et al., 2006),
enquanto em outras regides, como no Alto rio Negro, constitui o principal recurso
pesqueiro (Calbazar, 2005; ISA/FOIRN, 2007). Esta variagdo pode ser devido a
composicdo e quantidade de pescado existente em cada regido, além da
preferéncia da populagéo (Ruffino, 2004). O L. agassizii vem sendo cultivado desde
1999 por comunidades indigenas no Alto Rio Negro/AM (Calbazar, 2005;
ISA/FOIRN 2007). Os registros sobre a criagdo indicam uma espécie promissora
para a piscicultura, devido a aclimatagao ao cativeiro; o habito alimentar onivoro,
alta taxa de crescimento e fecundidade; além de apresentar respostas satisfatérias
a reproducéo induzida (Calbazar, 2005; ISA/FOIRN 2007).

Apesar da importancia, a quantidade de informagao sobre o L. agassizii é
reduzida, aspectos da reproducdo e desenvolvimento larval sdo reportados por
Calbazar (2005) e ISA/FOIRN (2007), nao havendo registro sobre o
desenvolvimento embrionario, bem como, tecnologias de criacdo. Baseado nisto,
objetivou-se descrever os eventos morfoldgicos ocorridos na embriogénese do L.
agassizii, obtidos por meio de indugdo hormonal, além de avaliar o crescimento
(comprimento e peso) e os valores das taxas de sobrevivéncia de larvas mantidas

a diferentes densidades de estocagem, em condi¢cdes laboratoriais.

2. Material e métodos

O experimento foi realizado no Setor de Piscicultura, do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Amazonas, Campus Sao Gabriel da Cachoeira
(IFAM/CSGC), no periodo de 02 a 18/09/2014. Os ovos e larvas foram obtidos por
inducao hormonal de trés fémeas e quatro machos de L. agassizii. Os reprodutores
foram selecionados a partir de um lote de 22 peixes adultos, capturados entre os

meses de janeiro a maio de 2012 no rio Negro, Amazonas, Brasil (0°09°28.77” S,
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66°57°23.66” O), mantidos em cativeiro e alimentados com ragao comercial (32 %
PB). Foram selecionados os machos que liberaram sémen ao sofrer leve pressao
na regido da cavidade abdominal, e as fémeas que apresentaram abdémen
abaulado e macio, além de papila genital entumecida e avermelhada. Apds a
selegao, os reprodutores permaneceram em um tanque de alvenaria (2,4 x 0,90 x
0,90 m), com constante vazao de agua (40 L.min"") oriunda de igarapé e aeragéo
por meio de compressor, mantendo-se fémeas e machos separados por meio de
tela, dividindo assim o tanque em duas areas. Os reprodutores receberam injecoes
intramusculares com Extrato Bruto de Hipdfise de Carpa (EBHC), sendo nas
fémeas aplicadas duas doses de 0,5 e 5 mg.Kg”', em intervalo de 12 horas
(Sampaio e Sato, 2009). Os machos receberam 1,5 mg.Kg-' de EBHC no momento
da segunda dose das fémeas (Rojas, 2010). Apds o processo de fertilizagdo a seco,
os ovos hidratados foram transferidos para incubadoras-tipo funil com vazao de
agua constante, sendo monitorado a qualidade da &gua. Utilizou-se trés
incubadoras de 60 L para realizar o acompanhamento do desenvolvimento
embrionario, e trés incubadoras de 200 L, para obtengao de larvas.

Entre 10-15 ovos e embrides foram coletados a cada 10 minutos de
intervalos, nas primeiras 3 horas, e a cada 30 min até a eclosdo. Os diferentes
estagios de desenvolvimento embrionario foram observados e documentados
utilizando-se um estereomicroscopio (Bioptika) equipado com camera CMOS digital
colorida, 10.0 MP e software para captura e analise de imagens (ISCapture). As
fotos foram separadas de acordo com o grau de desenvolvimento, segundo
Nakatani et al (2001) e a descri¢cao de cada estagio foi baseada na observacao dos

principais eventos morfolégicos.

Larvas com 84 horas ap0s eclosao, apresentando boca aberta, sem reserva
vitelinica e mantidas em jejum, foram aleatoriamente retiradas das incubadoras e
contadas 3600 larvas, distribuindo-as ao acaso, em 12 Unidades Experimentais
(UEs). As UEs foram constituidas por caixas de polietileno (0,63 x 0,45 x 0,32 m)
com 20 L de agua e aeracao constante através de um soprador. O experimento foi
inteiramente casualizado, com trés tratamentos constituidos pelas densidades de 5
(D5), 15 (D15) e 25 (D25) larvas.L!, havendo quatro repetiges. As larvas foram
alimentadas seis vezes ao dia, sendo cada refeicdo composta por nauplios de
Artemia, na proporgao 50 nauplios.larva™ (4° ao 6° DAE), 100 (7° ao 9° DAE), 200
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(10° ao 11° DAE) e 400 (12° ao 13° DAE), e por ragcdo comercial (55% PB), na
ordem de 10% do peso vivo. Esta metodologia foi baseada segundo Jomori et al.
(2013). Diariamente, os detritos acumulados no fundo das UEs foram sifonados, e
aproximadamente 50% do volume da agua renovado. A quantidade de alimento foi

ajustada em funcdo das mortalidades observadas durante a sifonagem.

Os nauplios foram obtidos por incubagdo dos cistos (2g.L') em agua
salinizada a 20 g.L-', em incubadoras conicas com 40 L de agua, aeragao por meio
de compressor e iluminagao continua sobre a superficie da agua. Para a coleta dos
nauplios, apos 36 horas de incubacéao, interrompeu-se a aeragao por 10 minutos,
os nauplios acumulados no fundo foram coletados com rede de plancton (malha de
120 ym), lavados em agua corrente e concentrados em incubadora contendo 10 L
de agua doce. Quantificaram-se os nauplios por estimativa, retirando-se quatro
aliquotas de 1mL da incubadora com o “concentrado”. Imagens das amostras foram
digitalizadas e realizadas a contagem dos nauplios, com o auxilio de camera CMOS
(10.0 MP) acoplada ao estereomicroscépio trinocular (Ocular 10x; Objetiva 2x) e do

programa de captura e analise de imagem ISCapture.

Duas vezes ao dia, as 08h00min e 17h00min, foram mensuradas as
variaveis fisico-quimicas da agua (temperatura, pH e oxigénio), com o auxilio de
aparelhos digitais. E a cada trés dias, a alcalinidade e a concentragcdo de aménia,

pelo método colorimétrico.

Foram realizadas biometrias parciais a cada dois dias (cinco biometrias),
utilizando-se duas larvas de cada UE e, uma biometria ao final do experimento
(sexta biometria), sendo nesta retiradas entre 20 e 40 larvas de cada UE. As larvas
foram fotografadas com camera digital CMOS (10.0 MP) acoplada ao
estereomicroscopio trinocular (Ocular 10 x; Objetiva de 1 a 2x) e o comprimento do
focinho a base da nadadeira caudal de cada peixe foi medido a partir das imagens
digitais, utilizando o software ISCapture. O peso foi determinado por uma balanca
analitica com precisao de 0,01 mg. Utilizou-se papel filtro para retirada do excesso

de liquido das larvas.

Para os testes de diferengcas dos dados biométricos e de sobrevivéncia,
foram utilizadas analises de variancia (ANOVA) e testes de média (Tukey) em nivel
de 95% de probabilidade.
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3. Resultados

A extrusdo dos ovos de L. agassizii ocorreu 8h apés a segunda dose
hormonal, com médias de temperatura da agua de 28,6 + 0,7°C. Os ovdécitos, no
momento da liberagdo, eram esféricos, com formagao do espaco perivitelinico,
coérion, de coloragao verde-acinzentada e ndo-adesivos. Apés a fertilizagdo foi
possivel visualizar o polo animal e vegetativo dos ovos. O didmetro dos ovocitos
aumentou gradativamente de 1,43 £ 0,47 mm para 2,94 + 0,57 mm apos 15 min de
hidratagdo. O tempo da embriogénese durou em média 12h15min a temperatura
de 28,4 + 0,7 °C. Na Tabela 1, observa-se a sequéncia de eventos em L. agassizii

durante o desenvolvimento embrionario.

Ap0s a fertilizagcao, o pélo animal comecgou a se definir aos 10 minutos apos
fertilizacdo (PF), ocorrendo o término aos 30 minutos PF (Fig.1A). As clivagens
ocorreram entre 30min a 1h10min PF, dividindo o p6lo animal em dois blastdmeros
de igual tamanho, formando em seguida quatro, oito, 16 até 32 blastémeros (Fig.
1B e 1C). Posteriormente, com 1h20min até as 1h40min PF, observou-se a fase de
morula (Fig. 1D), que se caracteriza pela formacdo de um macigo celular
semelhante a uma “meia amora”. Em seguida, 1h50min PF, visualiza-se a fase de
blastula, caracterizada pela formagéo de uma cupula acima da massa do vitelo (Fig.
1E).

Na fase da gastrula, p6de-se observar o inicio do movimento de epibolia as
02h20min PF. Com 3h40min PF a fertilizagdo visualizou-se 50% de epibolia (Fig.
1F), as 4-5 PF, cerca de 70% (Fig. 1G), e ao final do movimento, se completou a
formacao de uma porcéo de vitelo ndo recoberta pelo blastoderme, denominada de
tampao vitelinico (Fig. 1H). Com 5h30min PF houve o fechamento do blastoporo
(Fig. 11).

No inicio da fase de organogénese, com 7h PF, notou-se o desenvolvimento
das regides cefalica e caudal (Fig. 1J). As 8h30min PF, observaram-se os primeiros
somitos (Fig. 1K). As 9h30min PF Houve o desprendimento da regi&o caudal e o
inicio da diferenciagédo dos midmeros. O crescimento e alongamento do embrido
pelo eixo céfalo-caudal pdde ser constatado, as 10h PF (Fig.1L). As 11h30min PF,

o0 movimento dos embrides tornou-se mais forte (Fig. 2A) e, finalmente, entre as
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12h e 13h PF, as larvas eclodiram, apos o rompimento do cérion (Fig. 2B). A

temperatura de incubacao foi de 28,4 + 0,7 °C.

As larvas recém-eclodidas apresentaram-se transparentes e distentidas.
Desprovidas de pigmentos, acuidade visual e capacidade natatoria. A cabeca
encontrava-se na posi¢céo ventral, aderida a regido anterior ao saco vitelinico. No

momento da eclosido, o comprimento das larvas foi de 4,03 £ 0,19 mm
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Tabela 1. Caracteristicas estruturais do desenvolvimento embrionario de Leporinus
agassizii nas distintas fases.

Fases Tempo apés a Descrig¢ao
fertilizagao
Zigoto 0 - 30min Migracao do citoplasma e formagao do pélo animal
(Fig. 1A).
Clivagem 30min -1h10min  Clivagem com sucessivas divisées celulares em 2,
4, 8, 16, 32 blastébmeros (Fig. 1B e 1C).
Mérula 1h20min- Fase da morula (Fig. 1D).
1h40min
Blastula 1h50min Fase da blastula (Fig. 1E).
Gastrula 2h20min 50% epibolia (migracao das células embrionarias)
(Fig. 1F).
3h40min 70% epibolia (migracao das células embrionarias)
(Fig. 1G).
4h -5h 90% epibolia (migracao das células embrionarias)
(Fig. 1H).
5h 30min Gastrula final: Fechamento do blastoporo (Fig. 11).
Embrido 7h Formacao do eixo embrionario; diferenciacao das
regides cefélica e caudal (Fig. 1J).
8h 30min Aparecimento da vesicula 6tica e dos primeiros
somitos (Fig. 1K).
9h 30min Destacamento da regido caudal.
10h Alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal
(Fig. 1L).
Larvas 11h30min -13h  Primeiros movimentos (Fig. 2A). Rompimento do

corion (Fig. 2B). Larva recém-eclodida, sem
pigmentos no corpo, com comprimento total de 4,03
+ 0,19 mm

CAUNESP

37



Mestranda Luana Malheiros Ferreira [Digite aqui] Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

Fig. 1. Morfologia externa de ovos (A-l) e embrides (J-L) de L. agassizzi. A) pélo animal
(PA) e vegetativo (PV); B) Formacao de dois blastdmeros; C) Formacao de oito
blastébmeros. D) Mérula. E) Blastula. F) Gastrula com vitelo recoberto em cerca de 50%;
G) Géastrula com vitelo recoberto em cerca de 70%; H) Gastrula com vitelo recoberto em
cerca de 90% e com formacédo do tampé&o vitelinico (TV); 1) Fechamento do blastéporo; J)
Formacéao do eixo embrionario com diferenciagéo das regides cefalica (CE) e caudal (CA);
K) Primeiros somitos e vesicula 6ptica (OP). L) Alongamento do embrido pelo eixo céfalo-
caudal.
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Fig. 2. Morfologia externa de larvas de L. agassizii. A) Primeiros movimentos (11h30min
apos a fertilizacdo); B) Rompimento do cérion (Eclosao) (12-13 horas apods a
fertilizacdo).

Os valores da temperatura da agua das unidades experimentais oscilaram
em média de 24,3 a 30,1°C, entre o periodo da manha (08:00 h) e a tarde (17:00h).
Os valores do pH da agua apresentaram-se alcalino, variando entre 6,40 a 7,21.
Os valores das concentragdes de oxigénio dissolvido da agua das UEs variaram de
5,3 a 6,9 mg.L". A amdnia ficou abaixo de 0,2 mg.L" e a alcalinidade em torno de
40 mg.L" de CaCO?3. Estes dados mantiveram-se dentro dos padroes considerados

normais para a aquicultura.

As médias de comprimentos néo se diferenciaram entre os tratamentos até
a quinta biometria, a unica diferenca significativa ocorreu na ultima coleta onde a
densidade D25 apresentou comprimento 7% menor que o tratamento D5 (p = 0,03).
Nesta coleta o tratamento D15 obteve valores intermediarios entre os outros dois
tratamentos ndo apresentando diferencga significativa com nenhum deles, contudo,
D15 obteve valores mais semelhantes com o tratamento D5 (p = 0,479) do que com
o tratamento D25 (p = 0.194) (Fig.3).
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Fig. 3. Comprimento das larvas de Leporinus agassizii por tratamento nas diferentes
biometrias. As linhas centrais nos poligonos representam os valores médios de cada
tratamento e as limitrofes sdo os desvios-padrao.

As médias de pesos diferenciaram-se entre os tratamentos a partir da quinta
biometria, essas diferengas foram superiores na sexta biometria, onde o tratamento
D5 foi 40% maior que o tratamento D25 e nao apresentaram diferengas

significativas com o tratamento D15 (Fig. 4).

CAUNESP 40



Mestranda Luana Malheiros Ferreira [Digite aqui] Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

35 5

—— 5larvas.L?

N ~— 15 larvas.L?

30 —— 25larvas.L?
25
w20

2
Q 15
10
5
o -
1 2 3 4 5 6

Biometria

Fig. 4. Peso das larvas por tratamento nas diferentes coletas. As linhas centrais nos
poligonos representam os valores médios de cada tratamento e as limitrofes sdo os
desvios-padréo.

Os valores das taxas de sobrevivéncias totais nao apresentaram diferengas
significativas entre os tratamentos (p = 0.547) (Fig. 5). as mortalidades ocorreram
em sua maioria nas primeiras 72 h de experimento, e apds este tempo manteve-se
estavel. Os indices de sobrevivéncia final obtiveram valores de 88,05; 90,23; e
88,67% respectivamente, para D5, D15 e D25 (Fig. 5).
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Fig. 5. Sobrevivéncia de larvas de Leporinus agassizii dos tratamentos (T1) 5
larvas.L™, (T2) 15 larvas.L™" e (T3) 25 larvas.L"

4. Discussao

Os ovos de L. agassizii, assim como os de outros Characiformes, possui uma
grande regido correspondente ao pélo vegetativo, similar a outras espécies do
género Leporinus, como L. elongatus (Dumont-Neto, 2000); L. friderici (Sanches et
al., 2001); L. macrocephalus (Reynalte-Tataje et al., 2001), L. taeniatus (Sato et al.,
2003; L. piau (Borgato et al., 2004). De acordo com Blaxter (1984), o tamanho do
ovo pode influenciar no tempo de desenvolvimento inicial dos peixes e, em geral,
0s ovos grandes possui maior quantidade de reserva vitelinica, portanto, o tempo

de duragao dos eventos sao prolongados.

A sequéncia de eventos observada durante o periodo de embriogénese da
espécie L. agassizii € similar a descrita para outras espécies do género, como L.
copelandii (Silvidanes, et al., 2013); L. elongatus (Dumont-Neto, 2000); L. friderici
(Sanches et al., 2001); L. macrocephalus (Reynalte-Tataje, 2001) e L. piau (Borgato

CAUNESP 42



Mestranda Luana Malheiros Ferreira [Digite aqui] Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

et al., 2004), assim como para outros teledsteos, Brycon gouldingi (Faustino et al.,
2011); B. insignis (Andrade-Talmelli et al., 2001), B. cephalus (Lopes et al., 1994;
Romagosa et al., 2001), B. orbignyanus (Reynalte-Tataje et al., 2004); Prochilodus
lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006) e Zungaro jahu (Marques, 2008). Os
mecanismos basicos de desenvolvimento dos teledsteos sao similares,
diferenciando-se apenas na cronologia dos eventos (Falk-Petersen, 2005).

O movimento de epibolia, no qual as células embrionarias divergiam no
sentido do pdlo vegetativo, caracterizou a fase de gastrula. O inicio da fase de
organogénese no L. agasszii, ocorreu apos o término da epibolia e formagao do
tampao vitelinico como também observado em Brycon insignis (Andrade-Talmelli
et al. 2001), Leporinus piau (Borgato et al. 2004), Prochilodus lineatus (Ninhaus-
Silveira et al. 2006), B. gouldingi (Faustino et al., 2011).

A temperatura da agua pode influenciar na duragéo do periodo de incubagéo
dos ovos (Woynarovich e Horvath, 1983; Falk-Petersen, 2005). Os ovos de L.
agassizii utilizados no presente experimento foram mantidos em incubadoras cuja
temperatura média foi de 28,4 + 0,7°C, e eclodiram entre 11h30min a 13h apds
fertilizac&o. Este resultado é semelhante ao descrito por Sanches et al., (2001) para
a espécie L. friderici que eclodiram 10h30min apos fertilizagdo, a uma temperatura
média de 24 a 26,5°C:

As observacgdes realizadas para L. agassizii com relagdo ao crescimento,
evidenciam interacdo entre os fatores densidade de estocagem e crescimento.
Estas mesmas observacdes foram confirmadas em experimentos conduzidos em
condi¢cdes de laboratoério, na qual, em geral, mostram que o maior crescimento é
superior em menores densidades de estocagem na larvicultura de varias espécies
de peixes nativos como, Piaractus mesopotamicus, Colossoma macropomum,
Brycon cephalus (Gomes et al.; Luz et al., 2000), Pimelodus maculatus (Luz e
Zaniboni Filho, 2002) e tilapia-do-Nilo da linhagem tailandesa (Tachibana, 2008).

O efeito acentuado no crescimento da larvas em menor densidade (D5),
sugere que ocorreu melhor aproveitamento do alimento fornecido. Todavia, as
causas da reducao do crescimento em peso e comprimento, dos peixes submetidos
as diferentes densidades, segundo Barton e Iwama (1991), pode ser um conjunto
de fatores que atuam modificando o estresse metabdlico, consumo de alimento,

interacdo social, alteracdo nos hormoénios, enzimas e fatores de crescimento.
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Segundo Kebus et al. (1992) o estresse crdnico ocasionado pelas altas densidades
de estocagem, por longos periodos, acarreta redu¢cdo no crescimento, pois a
energia consumida na dieta e as reservas corporais sdo mobilizadas para as

alteracgdes fisiolégicas do estresse.

Assim como no presente estudo, Saccol-Pereira e Nufier (2003) nao
encontraram diferengas significativas nos valores das médias de sobrevivéncia
entre as diferentes densidades de estocagem de larvas de Brycon. orbignyanus. A
semelhanga entre os valores das taxas de sobrevivéncia final nas diferentes
densidades estocagem pode ter sido relacionada a oferta de alimento suficiente,
que levaram as larvas a saciedade e evitou disputas territoriais (Saccol-Pereira e
Nufer, 2003).

No presente estudo, os valores das taxas de mortalidade ocorreram em sua
maioria nas primeiras 72 h do experimento, e apds este tempo manteve-se estavel,
assim como, no estudo de L. obtusidens, em condigdes semelhantes (Gosmann,
2012).

5. Conclusao

Ovos de L. agassizii sdo esféricos, ndo-adesivos, de coloragdo verde-
acinzentada, cérion rigido, grande espacgo perivitelinico, elevado aumento de
tamanho apdés 15 minutos de hidratagao e diametro de 2,94 + 0,57 mm. A sequéncia
de eventos do desenvolvimento embrionario, desde o zigoto até a gastrula teve
duracao de 5 horas e 30 minutos, enquanto a formacgado do embrido ocorreu entre
7 horas e 10 horas pés-fertilizagdo. Na temperatura de incubagéo de 28,4 £ 0,7 °C a

eclosao das larvas ocorreu ap6s 11 horas e 30 minutos.

Em relacdo a densidade de estocagem verificou-se que apesar de D5
apresentar o maior crescimento em relagdo a D25, ambos ndo apresentaram
diferenca siginificativa com D15. A densidade de estocagem também nao influenciou
significativamente nos valores das taxas de sobrevivéncia, portanto, & necessario
realizar novos estudos com densidades maiores, levando em consideragdo uma

maior produtividade.

Estas observagbes foram descritas pela primeira vez para o L. agassizii,

fornecendo informacdes sobre as caracteristicas bioldgicas desta espécie de
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grande interesse para a atividade pesqueira e piscicola. Os resultados obtidos s&o
uteis ao cultivo de L. agassizii, além de ser uma ferramenta para estudos

taxondémicos, ecoldgicos e de melhoria da gestao.
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Anexo 1 — Documentacéo Fotografica

Fig 1. Reproducgao artificial de Leporinus agassizii. A) Selegcao de reprodutores; B)
Exemplar fémea; C) Exemplar macho; D) Indugdo hormonal através de injecao
intramuscular de extrato bruto de hipdfise de carpa.
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L

Fig. 2. Coleta dos produtos sexuais e fertilizagdo em Leporinus agassizii. A)
Extrusdo de ovécitos; B) Espermiacao; C) Pesagem dos ovécitos; D) Mistura dos
gametas; E) Ativacdo dos espermatozoides.
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Fig. 3. Incubagao de ovos de Leporinus agassizii. A) Ovos hidratados; B) Incubagao; C)
Incubadoras; D) Ovos na incubadora.
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Length:4.62mm

Fig. 4. Medigcao e pesagem de larvas de Leporinus agassizii. A) Larva com quatro dias
ap6s eclosdo, medindo 4,62 mm [medicdo realizada com auxilio de
estereomicroscépio (Aumento 10X, Objetiva 2X), maquina fotografica e programa de
captura e analise de imagens IS CAPTURE; B) Retirada do excesso de agua da larva
com papel filtro; C) Pesagem da larva em balanga analitica com precisao de 0,01g.
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Fig. 5. Producé&o de nauplios de Artemia. A) Incubadoras cilindrico-conicas de 60 L
utilizadas para incubagéo de cistos de Artemia. B) Cistos em solug&o salina (20 g/L)
sob luz continua e oxigenacgao forte e constante. C) Interrupgao de oxigenagao apoés
eclosédo (24 — 36 horas apods incubacgao) durante 10 -15 minutos, neste tempo os
nauplios se separam das cascas dos cistos que flutuam, enquanto os nauplios se
acumulam no fundo. D) Coleta de nauplios em uma malha submersa com orificios de
120 ym. E) Enxague dos nauplios em agua doce corrente.
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Fig. 6. Producao de nauplios de Artemia. A) Concentragdo de nauplios em
incubadora contendo 20 L de agua doce. B) Suspencgao dos nauplios C) Coleta
de amostra do concentrado de nauplios com Becker de 500 mL. D) Coleta de
amostras de 1 mL a partir do Becker. E) Imagem de nauplios no computador
digitalizadas com auxilio estereomicroscopio, camera fotografica e programa IS
CAPTURE.
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Fig. 7. Alimentacao de larvas c=de Leporinus. agassizii com nauplios de Artemia. A)
Medicdo do volume do concentrado de Artemia a ser fornecido por unidade
experimental. B) e C). Coleta de nauplios em malha de 120 um. D) e E). Unidades
experimentais
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.qg., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).
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Elsevier encourages authors to connect articles with external databases, giving their readers one-
click access to relevant databases that help to build a better understanding of the described research.
Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking
for more information and a full list of supported databases.

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for small
fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers of e are often
more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that have to be displayed
separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many word
processors can build footnotes into the text, and this feature may be used. Otherwise, please indicate
the position of footnotes in the text and list the footnotes themselves separately at the end of the
article. Do not include footnotes in the Reference list.

Electronic artwork

General points

s Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

* Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman, Symboal, or
use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

s Provide captions to illustrations separately.

» Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

s Submit each illustration as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork is
finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.

TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of 1000 dpi.
TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a minimum of
500 dpi.

Please do not:

» Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); these typically have a
low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or PDF), or
MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit
usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear
in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations
are reproduced in color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please
indicate your preference for color: in print or online only. For further information on the preparation
of electronic artwork, please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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Please note: Because of technical complications that can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/illustrationservices) offers Illustration Services
to authors preparing to submit a manuscript but concerned about the quality of the images
accompanying their article. Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-
style images, as well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing’ is also available,
where our illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit
the website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate results
described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication’. Citation of a reference as 'in press’ implies that the item has been accepted
for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links to
the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services, such as
Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are correct. Please
note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and pagination may prevent link
creation. When copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue’ are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in any style
or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s), journal title/book
title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book chapter and the pagination
must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be
applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be highlighted
at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the references yourself they should
be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;
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2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al.” and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically. For Notes containing more than one citation, references should
be seperated by a semi-colon.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al.
(2000) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, 1., Hanraads, 1.A.]., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 2681-304.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations:
http://www.issn.org/services/online-services/access-to-the-ltwa/.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 150 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published article.
AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online article on
ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in their own words and
to help readers understand what the paper is about. More information and examples are available at
http://www.elsevier.com/audioslides. Authors of this journal will automatically receive an invitation
e-mail to create an AudioSlides presentation after acceptance of their paper.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
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The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:

* E-mail address

* Full postal address

All necessary files have been uploaded, and contain:

* Keywords

= All figure captions

# All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

s Manuscript has been 'spell-checked' and ‘grammar-checked'

* References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

s Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the
Internet)

Printed version of figures (if applicable) in color or black-and-white

* Indicate clearly whether or not color or black-and-white in print is required.

s For reproduction in black-and-white, please supply black-and-white versions of the figures for
printing purposes.

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system, allowing
annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word: in addition to
editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from the Copy Editor.
Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by allowing you to directly type
your corrections, eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All instructions
for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative methods to the online
version and PDFE.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please use this
proaf only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the text, tables and
figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only be considered at this
stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all corrections are sent back
to us in one communication. Please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a personalized link providing 50
days free access to the final published version of the article on ScienceDirect. This link can
also be used for sharing via email and social networks. For an extra charge, paper offprints
can be ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via Elsevier's
WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints). Authors requiring printed copies
of multiple articles may use Elsevier WebShop's 'Create Your Own Book' service to collate multiple
articles within a single cover (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/booklets).
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AUTHOR INQUIRIES

You can track your submitted article at http://help.elsevier.com/app/answers/detail/a_id/89/p/8045/.
You can track your accepted article at http://www.elsevier.com/trackarticle. You are also welcome to
contact Customer Support via http://support.elsevier.com.

© Copyright 2014 Elsevier | http://www.elsevier.com
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