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RESUMO

A tese trata da sexagem, reproducdo, alevinagem e crescimento do pirarucu, Arapaima gigas.
No primeiro capitulo foram revelados aspectos historicos da introducdo e reintrodugdo do
pirarucu nos acudes do nordeste do Brasil objetivando o desenvolvimento de pesquisas de
manejo, crescimento e reproducdo voltadas a producao aquicola. No segundo capitulo foram
desenvolvidas diferentes tecnologias para a identificacdo sexual do pirarucu: ultrassom, que
gerou imagens distintas para gonadas masculinas e femininas; a laparoscopia que gerou
imagens nitidas das gonadas, distinguindo-se inclusive estagios de ovdcitos. Testou-se ainda
as variagdes nos niveis de estradiol e testosterona em alevinos e juvenis de pirarucu, nao
sendo possivel a utilizagdo deste método para determinacdo do sexo, em virtude de ndo haver
correlacdo entre a concentragdo dos hormoénios € o comprimento dos pirarucus. Reagdes de
RAPD foram utilizadas buscando determinar polimorfismos entre sexo de espécimes de
pirarucu, indicando a necessidade de estudos mais profundos e testes com novos primers. No
terceiro capitulo foram estudados alguns aspectos do manejo reprodutivo: As precipitagdes
pluviais apresentaram correlagdo positiva com a frequéncia de desovas do pirarucu no Ceara,
sendo mar¢o o més de maior ocorréncia. Ainda neste capitulo, descreve-se a implantagdo de
transponders eletronicos em pirarucus; A introdugdo dos transponders revelou uma nova
dindmica comportamental de cortejo, com formacdo de novos casais. Outro aspecto foi o
treinamento alimentar. Foram observados dois sistemas de treinamento alimentar, o primeiro
com utiliza¢do de transi¢do gradual de alimento vivo para racdo comercial seca e o segundo
com alevinos deixados nos viveiros de reproducdo com cuidado parental, estes sofreram
maior mortalidade apresentando ainda comprimento e peso superiores aos exemplares
submetidos ao regime de transi¢ao alimentar. O regime de transi¢do alimentar mostrou indices
de sobrevivéncia superiores ao cuidado parental apresentando, porém, crescimento € peso
inferiores. Foi testado o uso anestésicos (Mentol e cloroférmio); O mentol foi utilizado com
sucesso em juvenis e adultos. O cloroférmio apresentou efeito anestésico imediato apos a
inalag¢do, levando o espécime diretamente ao estagio de anestesia cirtrgica. No quarto
capitulo foram realizados estudos de crescimento e peso de alevinos e juvenis até o tamanho
comercial, utilizando inicialmente exemplares com peso médio de 1g, finalizando, ap6s 18

meses de cultivo, com peso médio de 10kg.

Palavras chave: Arapaima gigas, identifica¢do sexual, marcadores moleculares, manejo
reprodutivo.
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ABSTRACT

The present study deals with aspects of sexing, breeding, nursery and growth of pirarucu,
Arapaima gigas, presented in four chapters. The first chapter revealed historical aspects of
introduction and reintroduction of pirarucu. Now, the reintroduction of pirarucu in the past
decade had another purpose, which was the development of studies in research management,
growth and reproduction. In the second chapter we have developed different technologies for
pirarucu sex identification: ultrasound, which generated different images for male and female
gonads; laparoscopy that generated clear images of the gonads, and can distinguish gonadal
stages. Was a tested variation in levels of estradiol and testosterone hormones in fingerling
and juvenile, not being able to use this methodology to determine the sex because there is no
correlation between the concentration of hormones and the length of pirarucus. RAPD
reactions were used to determine polymorphisms with sex of Arapaima gigas, indicating the
need for further studys. In third chapter we studied some of the many aspects that helped the
reproduction management: The rainfall showed a positive correlation with the frequency of
spawn pirarucu in Ceara state, Brazil; This chapter also describes the utilization of electronic
transponders; No mortality was recorded during two years study, the introduction of
electronic transponders also revealed a new dynamic of courtship behavior, with resultant
formation of new pirarucu couples. Another aspect described in the third chapter was the
pirarucu food training, step of importance in pirarucu fish farming. There were two systems
of training food — The first one use gradual transition from live food to commercial food and
seconds left fingerling in parental care. The system of weaning showed lower survival rates,
however, righter growth and weight. The gradual transition showed higher survival and lower
growth and weight. Anesthetics were tested (chloroform and menthol); Menthol has been used
successfully in adults and juveniles with administration by spray gills. The chloroform was
effective anesthetics immediately after inhalation, running directly to the stage of surgical
anesthesia. The fourth chapter studies were performed growth and weight of pirarucu fry and
juveniles to commercial size, initially using samples with an average weight of 1g, ending

after 19 months of cultivation, with an average weight of 10,000 g.

Key works: Arapaima gigas, sexual identification, molecular marks, reproductive management.
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1 INTRODUCAO

Esta Tese de Doutorado apresenta um estudo sobre a sexagem, reproducao,
alevinagem e crescimento do pirarucu, A7apaima gigas (Schinz,1822), peixe oriundo da Bacia
Amazodnica com destacada presenca historica na pesca e crescente importancia na aquicultura,
em cultivos realizados em instalagdes de piscicultura no Nordeste do Brasil.

O estudo foi motivado pela escassez de informagdes sobre o cultivo de pirarucu no
Nordeste e pela necessidade de desenvolver o “Projeto Pirarucu” no Centro de Pesquisas em
Aquicultura Rodolpho von Ihering (CPA) do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas
(DNOCS), a partir de uma demanda da Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca da
Presidéncia da Republica (SEAP/PR), atual Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA).

A Tese estd apresentada em quatro capitulos. O primeiro capitulo relata a
introdugdo do pirarucu, Araparima gigas, nas décadas de 30 e 40 do século passado, em
reservatorios publicos do Nordeste do Brasil, com exemplares importados da bacia Amazodnica.
Sdo abordadas as principais implicagdes, sob os pontos de vista técnico, econdmico e
ecoldgico, resgatando informagdes da pesca e das estruturas construidas para a reproducdo
deste peixe. Este capitulo também descreve a reintrodugdo do pirarucu na regido no ano de
2005, que teve como objetivo o desenvolvimento de procedimentos de manejo e reproducao,
essenciais a geracdo de pacotes tecnologicos, que contribuiram para implementar a cadeia
produtiva do cultivo de pirarucu no Nordeste.

O segundo capitulo apresenta descrigdes e resultados obtidos com a utilizagdo de
técnicas invasivas e ndo-invasivas, desenvolvidas objetivando a precoce identificacao sexual do
pirarucu’ tais como: ultrassonografia (interpretagio de imagens que permite distinguir as
gonadas masculina e feminina); laparoscopia (processo cirurgico de baixa invasdo que permite
identificar o sexo, visualizar e gravar imagens dos estagios de maturagdo dos ovocitos);
ferramentas biotecnologicas: exames de niveis de dosagens hormonais no plasma sanguineo
comparados aos niveis de estradiol no sangue de espécimes juvenis e adultos; marcadores
moleculares do tipo RAPD e o sequenciamento do gene 18S, que também permite a detec¢do
de polimorfismos.

O terceiro capitulo apresenta o manejo reprodutivo do pirarucu, descrevendo o

desenvolvimento de técnicas de cultivo desta espécie sob as condi¢des climaticas e

1 : . . ~ . . .
O pirarucu, Arapaima gigas, ndo apresenta, sobretudo na fase juvenil, caracteres sexuais externos seguros, apesar
de possuir nitidas diferengas anatdmicas internas.



limnolodgicas do Nordeste do Brasil. S3o descritos os diferenciados estilos de instalagdes para
abrigar reprodutores, as observa¢des do comportamento reprodutivo e os processos de
elaboracdo de racdes para alevinos, juvenis e reprodutores. Também no capitulo constam os
protocolos desenvolvidos para coleta de sangue visando andlises biotecnologicas e
procedimentos anestésicos para espécimes juvenis e adultos, de grande utilidade para a
realizacdo de pequenas intervengdes cirurgicas, a exemplo das apresentadas no segundo
capitulo.

No quarto capitulo estdo relatados os resultados de pesquisas, realizadas em
diferentes estruturas (tanques e viveiros) e condi¢des limnologicas de cultivo no Nordeste do
Brasil, sobre o crescimento ¢ o peso do pirarucu em cativeiro, desde o nascimento dos

individuos até o limite de seu peso comercial (10 kg).”

Finalmente constam: uma abordagem geral dos assuntos apresentados na tese; uma
analise das perspectivas tecnoldgicas da reprodu¢do do pirarucu no Estado do Cears;
consideragdes ¢ recomendacdes para a difusdo do cultivo deste peixe; e sugestdes para a

continuidade e o aprofundamento de temas para o desenvolvimento de futuros estudos.

O objetivo geral desta tese de doutorado foi desenvolver protocolos para prover a
regido Nordeste do Brasil, e em especial o Estado do Ceara, de tecnologia de reproducdo do
pirarucu, Arapaima gigas, a partir de pesquisas realizadas no CPA, instituicdes parceiras e
produtores. Os objetivos especificos desta Tese, foram: descrever os aspectos histdricos
relativos a introdu¢do do pirarucu no Nordeste brasileiro, nas décadas de 30 e 40 do século XX
e sua reintrodu¢do na década passada a partir de 2005; avaliar diferentes técnicas para a
identificacdo sexual do pirarucu, tais como: ultrassonografia, laparoscopia e ferramentas
biotecnoldgicas; reportar aspectos da reprodugdo e alevinagem em cativeiro; e determinar

curvas de crescimento e peso do pirarucu em condic¢des de cultivo.

? Estudos de crescimento ¢ peso sdo ferramentas de vital importancia, sobretudo na analise da viabilidade
econdmica do cultivo e reprodu¢do, bem como base de dados de insofismavel utilizagdo no desenvolvimento de
programas de melhoramento genético.



CAPITULO 1 - HISTORICO E SITUACAO ATUAL DO PIRARUCU,
Arapaima gigas, NO NORDESTE DO BRASIL

Este capitulo descreve a introdugdo do pirarucu, Arapaima gigas, ocorrida no
Nordeste do Brasil, nas décadas de 1930 e 1940 do século passado, e a reintroducdo da espécie,

a partir de 2005.

1.1 O pirarucu, Arapaima gigas (Schinz,1822)

O nome vulgar “pirarucu”, designado para este peixe, deriva do fato dele possuir
bordas e centro das escamas de determinadas regides do corpo com forma e coloragdo vermelha
semelhante a da semente do “wurucu”, Biva orellana.’ (figura 1). (FONTENELE, 1948; CHU-
KOO et al, 2008).

Figura 1 — Semelhanga entre coloragdo e forma das escamas do pirarucu, Arapaima gigas, com
as sementes do urucu, Bixa orellana.

O pirarucu ¢ encontrado no Brasil, Guianas, Bolivia e Peru, sendo exclusivo das

aguas interiores de clima equatorial, com médias anuais de temperatura elevadas. Este peixe

* A palavra “pirarucu” tem origem no idioma Tupi (“pira” significa peixe e “rucu” refere-se a coloragio da
semente do “urucu”, Bixa orellana, ou seja, peixe com cor de urucu).



habita rios, lagos, e estreitos canais principalmente na area de ocorréncia do ecossistema da

Bacia Amazonica (figura 2) (FONTENELE, 1948).

Figura 2 — Vista aérea de parte da area de ocorréncia do pirarucu, Arapaima gigas, onde lagos e
rios intercomunicam-se. Estado do Amazonas.

Fonte: Araujo (2005).

A classificag@o taxondmica do pirarucu € a seguinte:
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Sub-filo: Vertebrata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Osteoglossiformes
Sub-ordem: Osteoglossoidei
Familia: Arapaimidae
Sub-familia: Heterotidinae
Género: Arapaima
Espécie: Arapaima gigas
Os pirarucus pertencentes a ordem dos Osteoglossiformes, sdo peixes, em sua
grande maioria, de 4gua doce, que possuem como principal caracteristica uma lingua éssea e

nadadeiras dorsal e anal alongadas. (LI e WILSON, 1996). A ordem dos Osteoglossiformes



estd dividida em seis familias, 26 géneros e cerca de 210 espécies sendo o pirarucu o Unico
representante de seu género (GREENWOOD et al, 1966).

O pirarucu pode alcangar até trés metros de comprimento e pesar até 200 kg, sendo
considerado o maior peixe de escamas de aguas interiores do planeta (SAINT-PAUL, 1986;
IMBIRIBA et al., 1986; BOCANEGRA, 2006). Esta espécie possui importancia historica,
cultural e economica na regido Norte do Pais. (CASTELLO, 2004; ANDRADE, 2007).

A captura e a comercializa¢do do pirarucu no Norte brasileiro sio monitoradas pelo
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), que para
controlar a exploracao da espécie e evitar a sobrepesca determinou, para a Bacia Amazonica, o
tamanho minimo de captura em 150 cm, de acordo com a portaria n°. 08/96 (QUEIROZ ¢
SARDINHA, 1999).

O pirarucu ¢ um peixe carnivoro, que quando alevino se alimenta de plancton,
enquanto que nas fases de transicao de juvenil a adulta altera sua dieta, passando a se alimentar
de pequenos peixes, crustaceos e insetos (QUEIROZ ¢ SARDINHA, 1999). Apesar de possuir
este habito alimentar carnivoro, o que pode levar a uma exigéncia elevada de proteina, o
pirarucu pode se habituar a alimentagdo com racdo comercial, desde que submetido a um
treinamento alimentar (CAVERO, 2003).

A carne do pirarucu € apreciada por ndo possuir espinhas pequenas. A lingua Ossea
e aspera ¢ utilizada para ralar sementes de guarana e de mandioca. O estomago e a bexiga
natatéria, apos secagem ao sol, sdo utilizados como cola. O couro, quando curtido, ¢
aproveitado para elaboracdo de pecas artisticas (CASCUDO, 1968).

A rusticidade ao manejo, bem como a respiragdo aérea obrigatoria desse peixe,
propicia vantagens em relacdo ao cultivo de outras espécies. Isto porqué o pirarucu apresenta
tolerancia a baixos niveis de oxigénio dissolvido e altos niveis de amonia, propiciando cultivos
com grandes densidades de estocagens, sem prejuizos para o seu desempenho zootécnico, € sua
sobrevivéncia (IMBIRIBA, 2001).

O cultivo do pirarucu carece de pleno desenvolvimento em virtude da escassez de
informagdes cientificas, especialmente sobre sua biologia reprodutiva, principal obstaculo a

produgdo de alevinos em escala comercial (CAVERO, 2003).



1.2 Material e Métodos

1.2.1 Informacaes disponiveis para os anos 30 e 40 do Século XX

As informacgdes relativas a introdugdo do pirarucu no Nordeste do Brasil, nas
décadas de 30 e 40 do século XX, resultaram de consultas ao acervo das bibliotecas do
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), em Fortaleza/CE, e do Centro de
Pesquisas em Aquicultura Rodolpho von Thering (CPA/DNOCS), em Pentecoste/CE.

A principal fonte encontrada na biblioteca do CPA/DNOCS foi um album, com
253 fotografias, que registra as primeiras expedi¢des aos agudes nordestinos da Comissao de
Piscicultura da Inspetoria Federal de Obras Contra as Secas (IFOCS).* Tais expedi¢des foram
lideradas pelo naturalista Rodolpho von Ihering, sendo que algumas delas relatam a

introdugdo de exemplares de pirarucu, Arapaima gigas, em agudes do Nordeste do Brasil.’

1.2.2 Informacaes disponiveis para a primeira década do Século XXI (Situacdo atual)

A reintrodugdo do pirarucu realizada pelo DNOCS a partir do ano de 2005 ¢
descrita a partir de relatos e documentos do DNOCS.

Esse levantamento foi realizado com participagdo direta na elaboracdo, orientagdo
e acompanhamento de pesquisas desenvolvidas no CPA/DNOCS. As pesquisas envolveram
estudos de crescimento, anestesia, biologia molecular e processamento do pescado.

Na compreensdo do processo de reintroducdo da espécie foram aplicados
questionarios e realizadas entrevistas aos principais atores do processo, bem como realizados

foto-registros em maquina fotografica digital (Sony DSC-S85).

Sao apresentadas as quantidades iniciais de alevinos e reprodutores importados e os
meios de transporte utilizados na importacdo de exemplares de pirarucu; sdo descritas as
tecnologias desenvolvidas auxiliares no processo de reproducdo em cativeiro, os aspectos
zootécnicos como também os tipos de cultivo e alimentagdo utilizadas, além de impactos na

midia e abrangéncia geografica e cientifica.

* 0 IFOCS sucedeu, em 1919, a Inspetoria de Obras Contra as Secas — IOCS (criada pelo Decreto 7.619, de 21 de
outubro de 1909) e foi sucedido, a partir de 28/12/1945 (Decreto-Lei 8.846), pelo DNOCS.

> As fotografias do album foram digitalizadas, em impressora multifuncional Epson TX-105 e armazenadas em
meio magnético, e integradas ao acervo da biblioteca do CPA/DNOCS com o titulo “Arquivo de imagens
CPA/DNOCS”.



1.3 Resultados

1.3.1 Introducdo do pirarucu no Nordeste do Brasil — anos 30 e 40 do século XX

1.3.1.1 Consideracoes Iniciais

No final da década de 30 do século passado, a Inspetoria Federal de Obras Contra
as Secas (IFOCS) criou programas de povoamento e repovoamento de peixes, que tinham como
objetivos reduzir as populacdes de piranhas (Serzasalmus pirava) e pirambebas
(Serrasalmus rhombeus) nos agudes do Nordeste do Brasil, proporcionar uma fonte de pescado
alternativa ao bacalhau (Gadus morrhua) importado da Europa, e contribuir para a melhoria da
produgdo pesqueira em acudes publicos e particulares (FONTENELE ¢ VASCONCELOS,
1982).

Nesta época, para o povoamento de seus reservatorios, o IFOCS selecionou, além
de outras duas espécies da Bacia Amazonica (tucunaré, Cichla temensis e apaiari, Astronotus

ocellatus), o pirarucu (FONTENELE e VASCONCELOQOS, 1982).

O processo de introdu¢do do pirarucu no Nordeste do Brasil foi iniciado pelo
IFOCS a partir de estudos pioneiros sobre a reprodugdo do pirarucu em cativeiro que estavam
sendo desenvolvidos, desde os primeiros anos da década de 30, em Belém/PA, por

pesquisadores do Museu Emilio Goeldi (OLIVEIRA, 1944).

O IFOCS enviou, em maio de 1939, para que se integrasse a equipe paraense do
Museu, o bidlogo Anténio Carlos Estevao de Oliveira, responsavel pelo envio ao Ceard, no
mesmo mes, vias maritima e aérea, dos primeiros exemplares de pirarucu: 50 reprodutores, 19
destes com comprimento total médio de 1,20m, e cerca de 5.000 alevinos, com comprimento

médio de 20 cm (figuras 3 e 4) (FONTENELE e VASCONCELOQOS, 1982).



Figura 3 — Visita de autoridades a Estacdo de Piscicultura Lima Campos-CE, onde ocorreu a
primeira desova de pirarucu, Arapaima gigas.

AND
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Fonte: CPA/DNOCS.

Figura 4 — Exemplar de alevino de pirarucu, Arapaima gigas, em biometria nas instalagdoes do
Servico de Piscicultura do IFOCS, em Fortaleza/CE.

Fonte: CPA/DNOCS.



Ao chegarem ao Ceara, esses exemplares provenientes de Belém foram conduzidos
para as instalagcdes do Servigo de Piscicultura do IFOCS, na capital cearense. Posteriormente, em
1942, 19 exemplares foram transferidos para a recém-construida Estagio de Lima Campos® no
municipio de Ico/CE.

A Estacdo de Piscicultura de Lima Campos possuia, naquela época, doze tanques,
com 24m de comprimento por 6,3m de largura, paredes revestidas de tijolos e pisos em terreno
natural, profundidades entre 80cm até 180cm e se intercomunicavam por meio de aberturas de

1m? (figura 5).

Figura 5 — Instalagdes preservadas de parte dos tanques utilizados, nos anos 40 do século
passado, para a reprodugdo de pirarucu, Arapaima gigas, na antiga Estacdo de Piscicultura de
Lima Campos, em Ic6/CE.

Fonte: Carlos Riedel.

A partir das instalagdes do Servigo de Piscicultura do IFOCS, em Fortaleza, foram
distribuidos, em trés anos (1940-43), nos acudes publicos do Nordeste do Brasil, 4.654
exemplares de pirarucu, oriundos da importagdo dos 5.000 exemplares de 20cm de

comprimento (figura 6).

® A Estagdo de Piscicultura de Lima Campos, atualmente chamada Estagdo de Piscicultura Pedro de Azevedo
encontra-se no perimetro irrigado do Agude Lima Campos, localizado no distrito de Lima Campos, municipio de
Ico/CE.
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Nesta distribuicdo foram contemplados sete reservatdrios administrados pelo
IFOCS (tabela I). No acude de Riacho do Sangue (CE) foi constatada, em 1944, a primeira
reproducdo de pirarucu em acudes do Nordeste do Brasil, em condi¢cdes ambientais muito
diferentes daquelas encontradas na Amazonia, de onde o peixe originalmente fora trazido.

(FONTENELE e VASCONCELOS, 1982).

Figura 6 — Caminhdo utilizado pelo IFOCS/Comissdo de Piscicultura nos peixamentos de
alevinos de pirarucu, Arapaima gigas.

Fonte: Carlos Riedel.

Tabela 1 — Introducdo de alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, em acgudes publicos do
Nordeste do Brasil.

Acudes Ano | N°de Alevinos
Aires de Sousa (CE) 1940 568
Curemas (PB) 1941 900
General Sampaio (CE) | 1940 1.050
Itans (RN) 1943 552
Piranhas (PB) 1941 1.153
Riacho do Sangue (CE) | 1941 248
Sao Gongalo (PB) 1940 183

Nota: Comprimento médio inicial de 300 mm.
Fonte: FONTENELLE e VASCONCELOS, 1982.
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Ainda no ano de 1944 foi observada a primeira reprodugdo em cativeiro de
pirarucus no Nordeste do Brasil que ocorreu na Estagdo de Piscicultura de Lima Campos, em
Ic6/CE (figura 07) (FONTENELE, 1948). Nos quatros anos seguintes a primeira reproducdo
(1944-1948), foram registradas vinte desovas, com frequéncia predominante nos meses de

dezembro a maio. Cada desova produziu em média trés mil alevinos.

Figura 7 — Primeira desova de pirarucu, Arapaima gigas, em cativeiro no Estado do Ceara na
Estagdo de Piscicultura de Lima Campos em Icd, no ano de 1944, com um total de 5.341 ovos.

Os exemplares de pirarucu originados dos peixamentos realizados pelo IFOCS em
acudes do Nordeste brasileiro na década de 40 se reproduziram nas condigdes climdticas e
limnolégicas regionais. Entretanto, estes espécimes estavam sujeitos a pesca predatéria, o que
gerou uma continuada diminui¢do da populacao de pirarucu nos agudes.

Objetivando minimizar os efeitos desta pesca predatéria, o IFOCS editou a portaria
n°114, de 17.12.1946, que fixou o periodo de defeso do pirarucu entre os meses de novembro a
junho estabelecendo o tamanho minimo de sua captura em Im (FONTENELE e
VASCONCELOS, 1982). Entretanto, a portaria n°114/1946 ndo produziu o efeito esperado, pois
somente em 1948 é que o IFOCS iniciou a fiscalizagdo da pesca de pirarucu. O fato de que a
instalagdo dos Postos de Fiscalizagdo da Pesca Local se arrastou por anos, sendo concluidos
apenas doze anos depois, também contribuiu para a diminuicdo do numero de exemplares das

espécies nos acudes (FONTENELE ¢ VASCONCELQOS, 1982).
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1.3.1.2 Pesca do pirarucu

A pesca do pirarucu, na década de 40, nas aguas de reservatérios publicos
nordestinos foi consequéncia direta de agdes do IFOCS. Por ser o peixe de maior porte nessas
aguas despertou rapidamente a aten¢do dos pescadores, que desenvolveram diversas técnicas de
captura — muitas dessas aproveitando-se da respiracdo aérea obrigatéria (que faz o peixe
emergir na superficie em intervalos regulares de tempo), quando pode ser facilmente
visualizado e capturado. As técnicas de pesca mais utilizadas resumiam-se a linha de méo, boia,
espinhéis, redes de espera e raramente, pesca com arpao (FONTENELE e VASCONCELOS,
1982).

As artes de pesca, bem como as técnicas utilizadas pelos pescadores na captura do
pirarucu, ndo possuiam rendimento adequado, o que resultou em um esfor¢o-de-pesca mal
empregado e predatdrio, conforme demonstra o seguinte trecho extraido de um relatorio de
pesca do DNOCS: “Na realidade, ainda ndo existe um processo de pesca de pirarucu que
ofereca bom rendimento, nos agudes do Nordeste.” Outro trecho deste relatorio de pesca ja
fazia referéncia a queda na produ¢do e diminui¢do do estoque capturavel do pirarucu: “Se
persistirem os abusos a que estd exposto o pirarucu, nossos vindouros vdo sentir a sua
caréncia, a dificuldade de obter tdo valioso pescado. Entregam-se os mariscadores a um
verdadeiro tripudio. A obsessdo ¢ matar o peixe, pequeno ou grande. Tal seja a seca matam-no

até a cacete.” (MENEZES, 1951).

1.3.1.3 Comercializac¢do do Pirarucu

Na década de 40 do século passado o pirarucu era normalmente comercializado na
forma de mantas submetidas ao processamento pelo método da salga. Este procedimento tinha
como objetivo aumentar a abrangéncia da drea de comercializagdo de carne de pirarucu,
sobretudo para as regides brasileiras Norte € Nordeste (MENEZES, 1951).

O processo de salga consistia - geralmente s margens dos acudes - em logo apos a
captura, eviscerar o espécime para em seguida cortar a regido lombar para retirar grandes
porc¢des do peixe (as chamadas mantas), que eram salgadas e postas em varais para a secagem
ao sol. Por ser um peixe relativamente abundante em agudes de 4dguas interiores, sua carne era

pouco valorizada, com pregos extremamente baixos (CASCUDO, 1968).
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A comercializacdo de mantas de pirarucu nas regides brasileiras Norte ¢ Nordeste
representava quedas nos lucros dos comerciantes de bacalhau, Gadus morrhua, que em resposta
a esta “ameaca aos seus ganhos”, patrocinavam a publicacdo de artigos nos jornais da época
mencionando contaminagdes sofridas em adultos e criangas e até mesmo citando mortes em
razdo do consumo de pirarucu. Divulgavam ademais que o processo de salga realizado nos
acudes, sem condi¢des sanitarias minimas adequadas, representava altos riscos para a saude dos

consumidores (MENEZES, 1951).

1.3.4 Reintroduc¢io do pirarucu no Nordeste do Brasil — A primeira década do século

XXI (Situaciao Presente)

1.3.4.1 Consideracoes Iniciais

A reintrodu¢do do pirarucu no Nordeste do Brasil pelo DNOCS foi consequéncia
de inovagdes tecnoldgicas ocorridas no setor aquicola na década passada (2001-2010) e ao
crescimento exponencial da producdo da aquicultura, aliadas a uma conjuntura politica
favoravel nas esferas governamentais federal e estadual.

Diferentemente da introducao ocorrida nas décadas de 30 e de 40 do século XX,
quando o principal propoésito foi o de utilizar o pirarucu para a erradicagdo de piranhas, a
reintroducdo no século XXI visou o desenvolvimento de pesquisas para a produgdo de
alevinos e o cultivo em viveiros e tanques-redes, funcionando desta forma como uma
alternativa/complementacdo de renda para os produtores rurais.

Para executar tal estratégia de acdo foi criado o “Projeto Pirarucu”, resultante de
convénio celebrado entre a extinta Secretaria Especial da Aquicultura e Pesca da Presidéncia
da Republica (SEAP/PR) (atual Ministério da Pesca e Aquicultura-MPA) e o Departamento
Nacional de Obras Contra as Secas/DNOCS, em outubro de 2004.

Os objetivos especificos do “Projeto Pirarucu” foram: a) desenvolver técnicas
eficientes de manejo reprodutivo — com énfase na produg¢do de alevinos e treinamento
alimentar; b) realizar estudos de crescimento e peso em viveiros, tanques e tanques-rede; c)
desenvolver técnicas para a identificacdo sexual; e d) realizar analises econdmicas para
implantacao de estruturas-modelo de cultivo.

As atividades do “Projeto Pirarucu” foram efetivamente iniciadas quando a
diretoria do DNOCS adquiriu no ano de 2005, para o Centro de Pesquisas em Aquicultura

Rodolph von Thering (CPA/DNOCS), do Projeto Pacu, empresa privada do Estado do Mato
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Grosso do Sul, (MS), 33 juvenis de pirarucu (1£0,6m e peso 20+3kg) e 750 alevinos (41£8 cm
e 400+£60g).

Comparada com a introdugao realizada nas décadas de 30 e 40 do século passado
nos agudes nordestinos, a reintroducao de 2005 apresenta 19 juvenis a mais e 4.250 alevinos a

menos de pirarucu.

1.3.4.2 Transporte dos reprodutores e alevinos

Para o transporte dos reprodutores e alevinos de pirarucu adquiridos em 2005 foi
utilizado um caminhdo contendo quatro caixas de fibra com capacidade de 4.000 mil litros
cada.

Os reprodutores foram transportados, por uma empresa privada de transporte
rodovidrio, de Campo Grande/MS para o CPA/DNOCS, em Pentecoste/CE. O tempo total de
transporte foi de 96 horas, tendo sido realizadas quatro paradas do caminhao para troca parcial
de 4gua e verificacao do estado geral dos peixes.

Os 33 reprodutores foram distribuidos em duas caixas de transporte (16 e 17
exemplares em cada uma), enquanto que os 750 alevinos foram igualmente distribuidos: 375
em cada uma das caixas restantes. Cada caixa de transporte possuia um sistema de injecdo de
oxigénio puro, além disto, eram dotadas de camara de ar inflada na superficie da agua. As
camaras de ar tinham a funcdo de minimizar o efeito do movimento ondulatério da agua
resultante da inércia da aceleragao do caminhdo, ¢ com isto, minimizar os riscos de inala¢ao
acidental de 4gua no momento da respiracao do pirarucu.

Os 750 alevinos de pirarucu chegaram ao Campus 11 do CPA/DNOCS no dia 11
de maio de 2005, oportunidade em que, apos a realizacdo de procedimento biométrico parcial,
foram transferidos para dois tanques de concreto de 250 m”de area, com renovacio parcial de

agua, compensando apenas perdas por evaporagao.

1.3.4.3 Biometria dos Alevinos

No Campus 11 do CPA/DNOCS todos os alevinos foram contados no momento do
desembarque e em 15% desses foi realizada biometria (figuras 8a e 8b). Para realizacdo das
biometrias foram utilizados um ictidmetro e uma balanca eletronica digital com capacidade
maxima de 20 kg. Os exemplares foram cuidadosamente retirados das caixas de transporte

com auxilio de um puca e imediatamente conduzidos a estacdo de biometria, adaptada na
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carroceria de uma caminhonete utilitaria e estrategicamente posicionada a fim de facilitar a
operacao de biometria e o posterior transporte ao viveiro de quarentena. Ao término das
biometrias os exemplares foram imediatamente conduzidos para os viveiros, € iniciado o

periodo de quarentena, onde aspectos gerais do comportamento foram observados.

Figura 8 - (a) Alevino de pirarucu, Arapaima gigas, em biometria inicial na estagdo movel,
apos a chegada ao Campus 11 do CPA/DNOCS. (b) detalhe do procedimento de biometria.

Fonte: Carlos Riedel.

1.3.4.4 Quarentena de alevinos

Foi realizada uma quarentena para os alevinos e reprodutores recém-importados
visando avaliar a adaptagdo dos espécimes as condi¢des climaticas e limnologicas. A
quarentena ocorreu, em um periodo de trinta dias, para todos os 750 alevinos que foram
estocados em tanques de 350m’, na densidade de 3 peixes/m?®, e alimentados com ragdo
comercial para carnivoros (Nutron, 45% de proteina bruta).

Os tanques da area da quarentena possuiam renovagao constante de agua ajustada
para compensar as perdas por evaporacdo. Durante o periodo de quarentena foi ofertada ragdo
para peixes carnivoros, quatro vezes ao dia, e observados dados de qualidade de agua
(utilizando sonda eletronica limnolégica Marca YSI, modelo 6600), bem como aspectos

comportamentais do cardume (natagdo e alimentagao).
1.3.4.5 Permutas de reprodutores

Como medida para auxiliar na formag¢ao do plantel de pirarucus do Campus 11 do

CPA/DNOCS foram utilizados espécimes remanescentes de outras estagdes de piscicultura do
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DNOCS, em especial da Estagdo de Piscicultura Pedro de Azevedo, de Lima Campos/Ic6/CE,
além dos importados do Projeto Pacu. Para tanto foi necessaria a captura, transporte e
readaptacdo dos espécimes nos novos tanques. Este foi, possivelmente, o primeiro transporte
de reprodutores vivos em idade de maturagdo sexual do Estado do Ceara.

Inicialmente foi bombeada agua dos tanques para o caminhdo de transporte (figura
09). Em cada caixa de transporte, que comportava 4.000 litros (com volume util de 3.500

litros), foi adicionada uma camara de ar inflada.

Figura 9 — Caminhdo pertencente ao CPA/DNOCS destinado ao transporte de alevinos e
reprodutores de pirarucu, Arapaima gigas.

Fonte: Carlos Riedel.

Para captura dos reprodutores nos tanques em que estavam originalmente, foi
drenada 4gua de cada tanque com o objetivo de alcangar uma lamina de 50cm (figura 10).
Com isto, as possibilidade de saltos de um exemplar, por reducdo da area de natagdo e
consequente capacidade de impulso, eram reduzidas. Um salto de um exemplar de pirarucu
poderia dificultar seriamente o processo de captura, além de causar lesdes indesejadas, tanto

nos animais como nas pessoas envolvidas diretamente na captura dos mesmos.
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Figura 10 — Procedimento para captura de reprodutor de pirarucu, Arapaima gigas, em tanque
com volume de 4gua intencionalmente reduzido. Estacdo de Piscicultura Pedro de Azevedo,
em Ico/CE.

Fonte: Carlos Riedel.

Os reprodutores foram manualmente conduzidos em maca de lona, especialmente
fabricada para este fim, e acomodados no caminhdo: um exemplar por caixa de transporte.
(figura 11). A maca teve por funcdo basica manter cada exemplar imobilizado na posi¢ao

horizontal para evitar possiveis traumas.

Figura 11 — Reprodutor de pirarucu, Arapaima gigas, sendo conduzido a caixa de transporte de
peixes na Estacdo de Piscicultura Pedro de Azevedo, em Ic6/CE.

Fonte: Carlos Riedel.
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Em seguida 4 acomodagdo do reprodutor uma camara de ar foi colocada em cada
caixa de transporte. Nos primeiros 15 minutos de confinamento na caixa de transporte, cada
reprodutor dava fortes pancadas, chegando, por vezes a balancar o caminhao transportador.

O transporte dos reprodutores, no trecho Ic6—Pentecoste, de 535km, durou
aproximadamente nove horas, com paradas para verificagdo do estado geral dos peixes
(equilibrio de natagdo e presenga de lesdes). Neste transporte ndo foi realizada troca de agua.

Os reprodutores transportados ao chegarem no Campus 11 do CPA/DNOCS, foram
identificados com marcas eletronicas e em seguida cuidadosamente transportados para um
viveiro de 5.000m’, onde foram observados aspectos comportamentais.

A primeira desova de pirarucu nas instalacdes do CPA/DNOCS foi registrada em
outubro de 2006 e gerou 240 alevinos. O casal recém-formado responsavel pela desova era
composto por um exemplar trazido da Estacdo de Piscicultura Pedro de Azevedo, de Lima
Campos/Ic6/CE e outro exemplar proveniente de Campo Grande/MS. Em fevereiro de 2007
esse mesmo casal apresentou uma segunda desova com 3.648 alevinos.

Durante o periodo de 2007 a 2010 foram produzidos no Campus 11 do
CPA/DNOCS aproximadamente 21.000 alevinos de pirarucu provenientes das desovas de oito
casais. De outros 30 supostos casais ainda ndo ocorreram desovas.

Os alevinos de pirarucu produzidos no Campus 11 do CPA/DNOCS despertaram o
interesse, tanto de particulares como de instituigdes de pesquisa e universidades, sobretudo das
regides Nordeste, Norte ¢ Centro-Oeste do Pais.’

Para cada grupo de alevinos comercializados foi preenchido um formulario
contendo as seguintes informag¢des: municipio de destino, quantidade, finalidade (engorda ou
reproducdo), valor, além do enderego. Os estados € municipios cearenses para os quais foram

fornecidos alevinos de pirarucu e encontram-se representados na figura 12.

"As seguintes instituigdes adquiriram alevinos para realizagio de pesquisas: Universidade Federal do Ceara,
Universidade Federal de Goias, Universidade Federal Rural de Pernambuco e Universidade Federal do Para.
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Figura 12 — Estados e municipios do Ceard que adquiriram alevinos de pirarucu,

Arapaima gigas, produzidos no Campus 11 do CPA/DNOCS.

DISTRIBUICAO ESTADUAL E NACIONAL a
DE ALEVINOS DE PIRARUCU, Arapaima gigas.
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Fonte: Carlos Riedel.

A tabela 2 apresenta um comparativo entre a introducdo e a reintrodugdo de

pirarucu, Arapaima gigas, no Nordeste do Brasil, destacando os principais eventos.
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Tabela 2 - Comparativo da introdugdo e reintrodugdo de pirarucu, Arapaima gigas, realizadas,
respectivamente, pelo IFOCS e DNOCS, no Nordeste do Brasil.

Evento Introdug:ﬁo(*) Reintroducio i
Quantidade inicial de 19 33
reprodutores
Quantidade inicial de alevinos 5.000 750
Transporte de reprodutores e
alevinos Aéreo e Maritimo Rodoviario

Institui¢des que desenvolveram
pesquisas

DNOCS

Universidade Federal do Ceara
Universidade Estadual do Ceara
Universidade Federal da Bahia
Universidade Federal Rural de
Pernambuco

Tecnologias desenvolvidas

Reproducdo em
cativeiro

Condicionamento alimentar para
racdes comerciais.
Desenvolvimento de ferramentas
para identificacdo sexual de
juvenis (ultrassom, laparoscopia,
marcadores bioquimicos),
anestesia. Estudos de crescimento
em tanques, viveiros e gaiolas.

Comercializagdo

Mantas salgadas sem
condi¢des minimas de
higiene (processo de
salga realizado as
margens do acudes)

In  natura (mantas e cortes
especiais, com base em
tecnologias de processamento do
pescado)

Impacto na midia

Publicagdes em jornais
e boletins técnicos
especializados

Publicagdes em jornais, Programas
de televisdo

Impacto cientifico

Nao ha registro

Apresentacdes de monografias,
dissertagoes, teses e participacdes
em congressos

Tipo de alimentacdo

Peixes vivos

Racdo comercial extrusada

Abrangéncia do projeto

Regional

Regional/nacional

Tipo de cultivo

Extensivo

Semi-intensivo/intensivo

Classificagdo do consumidor

ClassesD e E

Classes A,Be C

Notas: (*) Introdugdo (Anos 30 e 40 do século XX). (**) Reintrodugdo (primeira década do século XXI -

Situacdo Presente).
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1.4 Conclusoes

A introdugdo do pirarucu no Nordeste do Brasil, nos anos de 1930 e 1940 do
século passado, foi marcada pelo propdsito do IFOCS de povoamento e repovoamento de
peixes nos agudes que administrava com o objetivo principal de reduzir a populagcdo de
piranhas, (Serrasalmus piraya), e pirambebas, (Serrasalmus rhombeus), e também de
proporcionar uma fonte alternativa ao bacalhau, (Gadus morrhua), importado da Europa

contribuindo para a melhoria da produgao pesqueira em agudes publicos e particulares.

Nesse periodo, a caréncia de fiscalizacdo pelos Orgdos competentes, e em
consequéncia a persisténcia da pesca predatoria, aliados a concorréncia desleal dos
comerciantes de bacalhau, foram fatores que contribuiram inicialmente para a crescente
reducdo do consumo e, posteriormente, para a elimina¢do das populagdes de pirarucus em

acudes do Nordeste do Brasil.

A reintroducdo de exemplares de pirarucu na década passada (2001 a 2010) gerou
interesse comercial de cultivo da espécie e o desenvolvimento de pesquisas de manejo,
crescimento e reproducdo voltadas a produgdo aquicola, ndo somente pelo CPA/DNOCS, mas

por outras institui¢cdes publicas e privadas.
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CAPITULO 2 - AVALIACAO DE TECNICAS PARA SEXAGEM DO PIRARUCU,
Arapaima gigas.

Este capitulo descreve o uso das inovagdes tecnologicas (laparoscopia,
ultrasonografia, utiliza¢gdo de hormdnios, marcadores moleculares do tipo RAPD e
sequenciamento do gene 18S) utilizadas e os resultados obtidos nos estudos desenvolvidos para

a determinagdo precoce do sexo do pirarucu, Arapaima gigas.®

2.1 INTRODUCAO

O pirarucu, conhecido como o “gigante da Bacia Amazonica”, Arapaima gigas, de
respiragdo aérea e nativo desta regido, ¢ das espécies mais importantes, economicamente e
culturalmente, da ictiofauna brasileira (CASTELLO, 2004; ANDRADE, 2007). Esta espécie
pode alcangar até trés metros de comprimento e pesar até 200 kg, e € capaz de viver mais de 50
anos (SAINT-PAUL, 1986). A palavra “pirarucu” tem origem no idioma tupi-guarani e
significa “peixe de cor vermelha”, que ¢ a cor que ambos os sexos adquirem durante a época de
reproducdo. Machos tem uma intensa coloragdo vermelha nas escamas abdominais enquanto
fémeas apresentam uma coloracdo menos intensa (FONTENELE, 1948; CHU-KOO et al.,
2008). Entretanto, estas caracteristicas ndo sdo confidveis para diferenciacdo de sexos, e
portanto, ndo sdo usadas para este fim.

Cultivos de pirarucus tem sido recentemente iniciados motivados principalmente
pelo declinio de populagdes naturais e elevados valores no mercado. A aquicultura dessa
espécie representa importante ferramenta de gerenciamento para minimizar os efeitos de sobre-
exploragdo de populagdes selvagens. Em seu habitat natural, os pirarucus sdo predadores de
pequenos peixes, moluscos, insetos e crusticeos (IMBIRIBA, 2001; CAVERO, 2003). Em
cultivo intensivo, um periodo de treinamento alimentar é necessario para induzir os peixes a
aceitar pellets de ragdo (CAVEIRO, 2003). Em cativeiro, a reprodugdo geralmente ocorre em
grandes viveiros onde os reprodutores se agrupam no inicio das temporadas de chuvas (Janeiro
a maio no Nordeste do Brasil) (FONTENELE, 1948; ALCANTARA, 1991).

O dimorfismo sexual em pirarucu ¢ um complexo mecanismo regido por fatores
genéticos, ambientais e fisiologicos (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Na maioria das espécies

utilizadas na aquicultura, o fenotipo do sexo ¢ facilmente identificado em machos ou fémeas

¥ O pirarucu, Arapaima gigas, nio apresenta, sobretudo na fase juvenil, caracteres sexuais externos seguros para
realizar sexagem, apesar de possuir nitidas diferencas anatdmicas internas.
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pela simples observacdo de caracteristicas externas, especialmente da papila genital durante
maturacdo sexual. Métodos geralmente usados para identificagdo sexual de espécies de peixes
incluem biopsia intra-ovariana, ultrassonografia, e endoscopia (ORTENBURGER et al., 1996;
KYNARD, 2002; WILDHABER et al., 2005; BRYAN et al., 2007; HURVITZ et al., 2007).

Para algumas espécies de peixes, marcadores de DNA estdo disponiveis para
identificacdo sexual a nivel genético e nestes casos a diferenciacdo ¢ baseada na distingao de
padroes de bandas espécie-especificas. A sexagem em juvenis de pirarucu ¢ dificil pois, além
da espécie ndo apresentar dimorfismo sexual externo, ndo existem relatos na literatura de um
método seguro para determinagdo sexual de juvenis desta espécie. Alguns trabalhos descrevem
diferengas meristicas em escamas de pirarucus maduros sexualmente em época de
acasalamento, fato que ocorre aproximadamente aos cinco anos de idade e com peso médio
acima de 40 kg — em animais ndo considerados mais juvenis (FONTENELE, 1948; IMBIRIBA,
2001; SAAVEDRA-ROJAS et al., 2005; CHU-KOO et al., 2008).

Os pirarucus nao apresentam dimorfismo sexual externo. Até o limite do
conhecimento atual, ndo existe um método seguro para determinagdo sexual desta espécie, com
exce¢do de trabalhos que descreveram diferencas meristicas em escamas de pirarucus maduros
sexualmente em época de acasalamento, em animais com aproximadamente cinco anos de
idade (IMBIRIBA, 2001; SAAVEDRA-ROIJAS et al., 2005; CHU-KOO et al., 2008).

A auséncia de caracteristicas externas para determinacdo sexual tem encorajado o
desenvolvimento de técnicas praticas ndo invasivas de exame interno de gonadas baseadas na
laparoscopia, ultrassom, estradiol e marcadores moleculares, aplicadas para identificagdo

sexual do pirarucu.

2.1.1 Laparoscopia

A laparoscopia ¢ uma ferramenta com potencialidade de avaliar caracteristicas
como maturidade, proporc¢ao sexual, idade e tamanho da primeira maturacao sexual de peixes,
ndo sendo necessario sacrificar os espécimes para a visualizacdo das gonadas (SWENSON,
2007). Esta técnica tem sido usada, nas areas médicas e veterinarias, para examinar Orgaos
internos mediante a insercdo, através de pequena incisao no poro urogenital, de um instrumento

optico (WILDHABER et al., 2005; ORTENBURGER et al., 1996).
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2.1.2 Ultrassonografia

A ultrassonografia utiliza o eco produzido pelo som, especificamente sons de
frequéncias elevadas conhecidos como ultrassons. Os ultrassons sdo propagados através de um
transdutor que emite um pulso sonico capaz de refletir em diferentes camadas de tecidos, uma
vez que esses tecidos apresentam diferentes densidades.

As reflexdes produzidas pelos tecidos sdo captadas novamente pelo mesmo
transdutor, apresentando padrdo unico. Desta forma sdo geradas, por processamento grafico,
imagens dinamicas, que podem ser visualizadas e interpretadas em monitores. Dentre os
métodos de diagnésticos por imagens, a ultrassonografia destaca-se por sua versatilidade e
baixo custo operacional.

O método da ultrassonografia foi desenvolvido na década de 80, inicialmente com
aplicagdo em humanos na avaliagdo de caracteres morfométricos de diversos oOrgaos,
permitindo o diagnostico precoce de diversas doencas, bem como alteragdes anatdmicas. A
ultrassonografia ¢ utilizada em atividades médicas para visualizar 6rgdos internos sem a
necessidade de insercdo de instrumentos na cavidade corporal (WILDHABER et al., 2005).

Esta técnica também ¢ utilizada na identificacdo sexual de peixes bem como na
avaliagdo do estdgio de maturacdo de ovoécitos (REIMERS et al., 1987; ORTENBURGER et
al., 1996). Estudos recentes comprovaram a eficiéncia da ultrassonografia no diagnostico de
maturacdo sexual para machos e fémeas de diversas espécies de peixes (KUCHERKA e
KHAN, 2007).

As imagens obtidas por intermédio de ultrassom, além da identificagdo sexual,
permitem visualizar para algumas espécies, o estdgio de desenvolvimento dos ovocitos,
podendo-se até prever com relativa seguranga o periodo de desova, como geralmente ocorre no

cultivo de esturjdes (Acipensersturio) na Russia (HURVITZ, 2007).

2.1.3 hormonios: estradiol e testosterona

A manifestagdo dos caracteres sexuais secundarios nos peixes estd ligada a
interagdes fisiologicas regidas por hormonios. A vitelogenina, proteina precursora da formagao
de ovocitos em fémeas de peixes, € sintetizada no figado gragas ao hormonio 178B-estradiol.

Assim, a presenca do hormoénio 178-estradiol na corrente sanguinea pode funcionar como um
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padrdo indicativo de sexo, com consequentemente intensificacdo dos caracteres sexuais
secunddrios’ (CHU-KOO et al., 2008).

A observagdo de caracteres meristicos, sobretudo em pirarucu, s6 pode ser feita
com relativa seguranca na fase de acasalamento, onde a intensidade da colora¢do das escamas

aumenta conforme a aproximagao do periodo de desova. (FONTENELE, 1948).

2.1.4 Uso de marcadores moleculares

Marcadores moleculares podem ser definidos como qualquer fendtipo molecular
oriundo da expressdo de um gene ou de algum segmento de DNA, que podem ser regides
expressas ou nao do genoma, e muitas vezes de sequéncia de nucleotideos e fungdo
desconhecida (FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA, 1998).

Um marcador molecular mostra a expressao fenotipica proveniente de um gene
expresso ou segmento deste. Tais sequéncias de genes podem ou ndo ser conhecidas, embora
sejam geralmente desconhecidas. Tanksley & Hewitt (1988) definem marcador molecular
como todo e qualquer fenotipo molecular oriundo de um gene expresso, como no caso de
isoenzimas, ou de um segmento de DNA, correspondente a regides expressas ou nao do
genoma.

Durante a década de 80 a reagdo da polimerase em cadeia, conhecida por PCR
(Polimerase Chain Reaction), foi desenvolvida e permitiu produzir milhdes de cdpias de DNA
a partir de poucas moléculas (MULLIS e FALOONA, 1987).

Atualmente, existem diversos métodos de marcadores moleculares para documentar
a informacgao genética, porém a simplicidade, rapidez e a possibilidade de obter-se um grande
nimero de marcadores genéticos sem qualquer informagdo prévia sobre a genética do
organismo, bem como a grande acessibilidade e baixo custo da técnica do RAPD (Randon
Amplified Polymorphic DNA) representam vantagens que a levam a utilizacao preferencial para
determinar padrdes polimoérficos entre machos e fémeas de pirarucu. A técnica do RAPD ¢ um
tipo de PCR (Polimerase Chain Reaction), reagao em cadeia da polimerase, que utiliza primers
(iniciadores moleculares) com 10 pares de bases para localizar e amplificar segmentos
aleatorios no DNA gendmico, podendo ser visualizados em gel de agarose quando corado com
brometo de etideo (GONCALVES, et al., 2005; VAZ et al., 2006).

Marcadores moleculares do genoma nuclear tém sido considerados ferramentas

importantes e de alto potencial em estudos relacionados com estruturas de populagdes de peixes

? Geralmente ha aumento na circunferéncia pélvica e maior irrigagdo na papila genital.
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bem como na sexagem, haja vista a alta possibilidade de deteccdo de polimorfismos
(MARTINS, 2002). Assim, utilizou-se duas técnicas de marcadores moleculares (RAPD e
sequenciamento do gene 18S) para identificar polimorfismos entre espécimes e determinacao

de sexo em exemplares pertencentes ao plantel do CPA/DNOCS.
2.2 OBJETIVOS

Este capitulo teve como objetivo geral desenvolver técnicas de identificagdo sexual
do pirarucu. Os objetivos especificos foram: utilizar a laparoscopia, ultrassom, niveis
hormonais e marcadores moleculares como ferramentas para a identificagdo do sexo de

exemplares juvenis e adultos.
2.3 MATERIAL E METODOS

Para a identificagdo sexual do pirarucu foram desenvolvidos e testadas quatro
metodologias: Utilizagdo de da laparoscopia, ultrassom, niveis de hormonios e marcadores

moleculares.
2.3.1 Laparoscopia

A técnica da laparoscopia foi empregada com o objetivo de gerar imagens nitidas

das gonadas de exemplares de pirarucu, permitindo assim a identificagdo sexual.
2.3.1.1 Transporte e aclimata¢do

Juvenis de pirarucu, Arapaima gigas (400+51g e 40+5cm), adquiridos do Projeto
Pacu, empresa particular localizada na cidade de Campo Grande, no Estado do Mato Grosso do

Sul, foram trazidos para o CPA/DNOCS, Pentecoste, Ceara (3°48°42”S, 39°16°72”W) em

caminhdes especialmente adaptados com quatro unidades TRANSFISH® (2.000 litros cada)

conectados a uma unidade de aeragao.

O tempo de transporte foi de aproximadamente 96 horas, com trés trocas totais de

adgua e nenhuma mortalidade registrada. Os peixes foram aclimatados e posteriormente
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mantidos em viveiros escavados, alimentados ad libidum com racdo comercial peletizada
(Nutron, 42% de proteina e 12% de gordura) e tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) triturada.

A temperatura da dgua se manteve em 28+2°C durante todo ano. Apds alcangarem
trés anos de idade, o comprimento (cm) e o peso (g) foram medidos e os individuos foram

considerados prontos para o procedimento de laparoscopia.

2.3.1.2 Anestesia

O uso de anestésicos em peixes ¢ uma pratica comum em laboratérios de pesquisa,
especialmente para fins cirurgicos (ROSS e ROSS, 2008). Anestesia pode reduzir dor
bloqueando sinais elétricos de 6rgdos periféricos para a coluna espinhal e o cérebro (CRAIG,
2003). Anestésicos sao geralmente administrados por imersao do peixe em uma solugdo diluida
com anestésico, sendo predominantemente o ponto de entrada via branquias. Pirarucus sdo
peixes de respiragdo aérea obrigatdria, € o uso de anestésicos por imersao pode causar morte
por afogamento. Por esta razdo, foi desenvolvida pelo autor da Tese uma técnica de anestesia

utilizando cloroférmio com atmosfera modificada (dados nao publicados).

Estudos prévios realizados no CPA/DNOCS, Pentecoste/CE, mostraram que a
evaporacdo de 3mL de solug¢do de cloroformio em espécimes de pirarucu (30+3kg), causaram
perda de reflexo e relaxamento muscular. Baseado neste estudo preliminar foram selecionados
10 peixes com 3 anos de idade (30+3kg e 150+18cm) para o procedimento de anestesia. Uma
mascara plastica de gas, especialmente adaptada para inalagdo de cloroférmio, foi amarrada a
um compressor para suprimento de ar. Cada peixe foi colocado na mesa para exame e
anestesiado utilizando a madascara de gas com cloroférmio. Os tempos de inducdo e de
recuperagdo foram registrados. Somente uma concentragdo de cloroférmio foi testada (3mL em

uma mascara de 2 litros com suprimento de ar atmosférico).

2.3.1.3 Exame Laparoscopico

Um grupo de doze peixes com trés anos de idade (30+3kg e 150+18cm) foi
aleatoriamente selecionado de viveiros de crescimento (5.000m?) do CPA/DNOCS e
transferidos para o Campus 1, onde foram mantidos em quatro tanques de concreto (4m?)
com sistema constante de circulacdo de agua (taxa de renovagdao de 800% por dia). Com

base na coloragdo das escamas um macho e uma fémea foram sacrificados por imersdo em
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tanque de hipotermia, contendo cem litros de volume util de dgua a zero grau Celsius, e
dissecados para orientar os pontos de inser¢do para laparoscopia e determinar a aparéncia
dos orgdos internos, particularmente as goénadas. Cada um dos 10 espécimes vivos
remanescentes foi conduzido em maca e colocado em mesa de azulejo previamente limpa
com solucdo de alcool 70% para a realizagdo do exame, sendo entdo anestesiados com uma
mascara especialmente adaptada para a inalagdo de cloroférmio.

O sistema de laparoscopia consistia de um citoscopio, com 15 cm de comprimento
e Smm de didmetro (Karl Storz™), conectado a uma fibra o6tica para transmissao de luz, ligados
a uma lampada fria de halogénio e uma minicamara integrada. O laparoscopio estava equipado
com uma bomba de ar, e um canal interno através do qual a cavidade abdominal pode ser
inflada facilitando a observacao dos 6rgdos internos. O sistema permitia a gravacao de imagens

por saidas de video da unidade de controle de video (figura 13).

Figura 13 — A esquerda e de baixo para cima: (a) Citoscopio, utilizado para fornecimento de luz
e filmagem; (b) Trocater, utilizado para introducio da 6tica; (c) Agulha de Veress, utilizada
para inflar ar na cavidade abdominal. A direita: (a) monitor para visualizagdo de imagem; (b)
fonte e unidade de processamento de imagem.

SISTEMA DE
LAPAROSCOPIA

Fonte: Carlos Riedel.
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Apos inflar a cavidade abdominal do espécime, foi introduzido o “frocater”,
instrumento que permitiu o controle da pressdo de ar na cavidade abdominal, bem como a
introdugdo da otica. A Otica possuia uma camera afixada responsavel pela geracdo da imagem
que era visualizada em um monitor. As imagens foram diretamente gravadas em aparelho
videocassete, sendo posteriormente digitalizadas.

Ao fim do procedimento, as incisdes foram suturadas e desinfetadas com cloreto de
sodio, recebendo entdo cada espécime “transponder” implantavel para identificagdo, sendo em
seguida, os exemplares levados para um tanque-hospital de 4m’, contendo 3% de solugdo
salina, onde ficaram trés dias. As principais etapas da laparoscopia em pirarucu estdo

sumarizadas na figura 14.



Figura 14 — Procedimentos para laparoscopia de pirarucu, Arapaima gigas.
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Fonte: Carlos Riedel. (1) exemplar anestesiado de pirarucu, Arapaima gigas, na mesa de procedimentos; (2)
inje¢do de ar na cavidade abdominal para possibilitar a introducdo do trocater (procedimento realizado ap6s a
retirada de escamas); (3) o trocater, instrumento que permite a entrada da dtica, além de regular a vazdo de
ar na cavidade abdominal; (4) bomba manual para inje¢do de ar; (5) trocater na cavidade abdominal e
introdugdo da dtica; (6) otica introduzida na cavidade abdominal; (7) abertura consequente da introducdo do
trocater; (8) sutura; (9) exemplar em recuperagdo pos-cirurgica.

30



31

2.3.2 ultrassom

Vinte exemplares de pirarucu com comprimento e peso médio total respectivos de
150£18cm e 20+3kg foram aleatoriamente capturados de viveiros do Campus II do
CPA/DNOCS (4rea de 5.000m’); em seguida os exemplares foram transportados
individualmente em macas adaptadas com camisas de contengdo para o LabGeM/DNOCS do
Campus 1, colocados em quatro tanques de concreto, a razdo de cinco peixes por tanque, com

sistema de renovacgdo constante de agua (800 litros/dia).

Para fins de dissec¢do dois espécimes foram sacrificados, por choque térmico, em
tanque de hipotermia contendo cem litros de volume util de dgua a zero grau Celsius. As
dissecgdes revelaram que um exemplar era macho e o outro, uma fémea. Foi possivel visualizar
em cada exemplar a localizagdo e morfologia dos 6rgdos internos, particularmente as gonadas.
Desta forma, foi entdo definido o local do corpo do pirarucu (macho ou fémea) mais adequado

para a varredura com o transdutor do ultrassom.

Os dezoito espécimes restantes foram conduzidos individualmente em maca, postos
na mesa de operagdo um por vez, e previamente anestesiados com inalagdo de vapor de
cloroféormio utilizando mascara especialmente adaptada. Durante o procedimento, um assistente
mantinha o peixe anestesiado bombeando na mascara uma mistura de ar e vapor de cloroférmio

em intervalos de 30 segundos.

Uma pinga foi utilizada para a remog¢do de aproximadamente cinco escamas,
possibilitando assim uma leitura precisa do transdutor (evitando ma formagdo da imagem em

virtude de reflexos causados pela alta densidade dos ossos) (figura 15).
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Figura 15 — Extracao de escamas de pirarucu, Arapaima gigas, para exame com ultrassom: (a)
extragdo em exemplar anestesiado. (b) transdutor realizando leitura.
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Fonte: Carlos Riedel. A seta amarela indica a localizagdo da génada:i proximidades da nadadeira pélvica.

4

A superficie do transdutor foi coberta com gel para ultrassom. Durante a varredura,
o foco e a profundidade da propagacdo do feixe ultrassonico foram mantidos constantes a fim
de facilitar a localizagdo e visualizacdo das gonadas. Observagdes e captura de imagens digitais

dos orgaos internos foram foto-registradas em maquina digital e gravadas em video VHS.

O sistema de ultrassonografia utilizado (figura 16) consistia de uma unidade
portatil ALOKA modelo SSD-500 com uma sonda de 7.5MHz. Esta sonda foi escolhida por

apresentar menor penetracao e maior amplitude da area a ser examinada.
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Figura 16 - Unidade portatil de ultrassom (ALOKA modelo SSD-500) ¢ a sonda de 7.5MHz
(acima da unidade portatil).

Fonte: Carlos Riedel.

Apdés o procedimento, foi inserido em cada espécime um “transponder”
implantavel para identificacdo e futuro acompanhamento. Mais dois exemplares (supostamente
um macho e uma fémea) foram sacrificados para confirmagdo do resultado. Os peixes restantes
foram transferidos para um tanque de recuperagdo, imersos em solucdo salina a 3% durante 20
minutos.

Apos este periodo os pirarucus foram remanejados para viveiros de 350m?* com
renovagao constante de dgua, a razdo de quatro casais por tanque, ¢ monitorados durante 24

horas com relagdo aos aspectos referentes a natacao e alimentacao.
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2.3.3 hormonios

2.3.3.1 Coletas de sangue

As coletas de sangue foram realizadas em 24 exemplares de pirarucu pertencentes a
duas classes de comprimento: classe I - alevinos com 82cm de comprimento médio, e classe II -

juvenis com 178cm de comprimento médio.

O sangue foi coletado utilizando seringas e agulhas estéreis e em seguida
transferido para tubos Falcon® (volume de 14mL). Duas regides anatdmicas foram escolhidas
para a extracdo do sangue nos pirarucus: a base do arco branquial e a por¢do final da nadadeira
caudal (figura 17). A coleta do sangue nas branquias teve como acesso principal a abertura
opercular. A operacdo de extragdo contou com um auxiliar para imobilizar o opérculo do
animal e com isto permitir a obtencdo de uma abertura suficiente para permitir a entrada da

agulha na base do arco branquial.

Para a coleta de sangue, com acesso através da nadadeira caudal, foi necessario
pressionar levemente a por¢do final desta, prendendo intencionalmente a circulacdo e
facilitando o acesso a veia. Apds coletado, o material foi colocado em caixa isotérmica a zero
grau Celsius para ser levado a laboratorio particular de andlises clinicas, em Pentecoste/CE,

para o exame de niveis de estradiol e testosterona.
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Figura 17 — Coleta de sangue em pirarucu, Arapaima gigas.

Coleta de sangue
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Arco branquial Nadadeira caudal

Fonte: Carlos Riedel. Legenda: (a) branquias; (b) por¢éo final da nadadeira caudal.

2.3.3.2 Andlise de variagoes no padrado de coloragdo de escamas de pirarucu

Quarenta exemplares de pirarucu com marcas eletronicas implantaveis,
pertencentes ao plantel do CPA/DNOCS, foram inicialmente medidos e pesados (40kg+5,
170+£5cm) e foto-registrados com maquina digital Sony modelo DSC-S85.

Os exemplares foram mantidos de janeiro de 2007 a margo de 2009, em 20 viveiros
individuais de 350m”, na propor¢io de dois a cada viveiro, obedecendo a suposi¢io atual de
dimorfismo sexual de diferengas nos padrdes colorimétricos de escamas (figura 18)'’. Nos
viveiros, era feita renovacdo de 4gua com minima vazao somente para suprir as perdas por

evaporacdo e infiltragdo dos viveiros.

Os exemplares receberam, duas vezes ao dia, racdo comercial para carnivoros
adicionada de peixe triturado, em forma de um grande “pellet” (conhecido no CPA como

“bolota”) especialmente adaptado para o pirarucu.

""Na suposi¢do atual de observagdo de coloragio de escamas, os machos de pirarucu apresentam padrio
colorimétrico de escamas avermelhadas que se distribuem do inicio da nadadeira caudal até as proximidades do
opérculo, ja as fémeas possuem distribuicdo de coloragdo de escamas desde a nadadeira caudal até as
proximidades da nadadeira peitoral. Ver figura 20.



36

Figura 18 — Suposi¢do do padrao de coloragdo de escamas.

Suposicao meristica do padrao de coloragao de escamas

o “'.-.’:"- Y L < 1 W
Fonte: Carlos Riedel. Legenda: Posicionamento de escamas vermelhas nas proximidades da nadadeira peitoral, o
que caracterizaria um espécime macho de pirarucu, Arapaima gigas (seta azul); (b) posicionamento do suposto
padrio para fémeas da espécie (seta amarela).

Ap6s esse periodo, nova pesagem, biometria (50+£3kg, 180+3cm) e foto-registro foi
realizado. As imagens de oito espécimes foram comparadas por quadrantes e intensidade de
cores, nas situagdes de 2007 e 2009, em programa de edi¢do de imagens Medidor de coloragdo

digital versao 4.1 (Mac-0OS).
2.3.4 Marcadores moleculares

Para a obtencdo dos segmentos de DNA genomico do pirarucu foi necessario
realizar experimentos preliminares, com vistas a escolher o melhor tecido para extracdo de
DNA gendmico de boa qualidade para reacdes de RAPD e sequenciamento, bem como o meio
de conservacao mais indicado para o material a ser estudado.

As extragdes de DNA gendmico, quantificagdo e reacdes de RAPD foram
realizadas no LabGeM do CPA/DNOCS, em Pentecoste/CE, enquanto que as reagdes de
sequenciamento foram realizadas no Nucleo de Biotecnologia de Sobral (NUBIS), em

Sobral/CE.
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2.3.4.1 Extragdo de DNA genomico

Para isolamento e purificagdo de DNA gendmico das amostras de tecidos do
pirarucu foi utilizado o detergente CTAB (cethy! trimethyl ammonium bromide). Geralmente,
as extragoes realizadas com a utilizagdo deste método fornecem DNA suficientemente puro
para reacdes de amplificagdes por PCR e sequenciamento.

Cerca de 1,0mL de sangue foi colhido da por¢dao final da nadadeira caudal
utilizando seringas descartaveis de 5SmL e em seguida transferidos para tubos Falcon® ¢
colocadas para refrigeragdo (4°C) por trés horas.

Dois exemplares foram sacrificados por choque térmico a frio. Foram retiradas
amostras do coragdo, gonadas, musculo e lamela das escamas de exemplares do sexo masculino
e feminino. Parte do material foi congelado em fieezer a -20°C e outra parte preservada em
solucdo de alcool a 70% a 4°C em geladeira, visando determinar o efeito de diferentes meios de
preservacao dos tecidos nas amplificagdes de RAPD e sequenciamento.

Foi retirado aproximadamente um grama de cada tecido (coragdo, musculo, gonada
masculina, gonada feminina) e foram realizadas maceragdes das amostras. A massa homogénea
resultante de cada uma foi transferida para incubagdo em imersao térmica em um tubo Falcon®
estéril, contendo 6 mL do tampao de extragdo CTAB (Tris-HCI 100mM, pH 8,0, CTAB 2 %,
NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM) acrescido de 12puLL de mercaptoetanol.

Apds aproximadamente 12 horas de incubacdo, os tubos foram retirados da imersao
térmica, oportunidade em que foi adicionado a cada tubo um volume de solugdo de
cloroférmio-alcool isoamilico (25:1, v/v), para solubilizagdo dos acidos nucléicos.

A solucao foi centrifugada a 2.500 rpm, durante 15 minutos, gerando um liquido
com trés fases distintas, na fase superior encontram-se os acidos nucléicos, a fase superior foi
colhida e transferida para um novo tubo Falcon® oportunidade em que foi adicionado 2/3 do
volume de isopropanol absoluto a 4°C para precipitacao dos acidos nucléicos.

O pellet formado pela precipitacdo dos acidos nucléicos foi coletado, lavado com 1
mL de etanol 70 % (v/v); ressuspensos em 2 mL de TE (TRIS-EDTA) pH 8,0 (Tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM) sendo estocado a 4°C, para uso posterior.

Um espectrofotometro RNA/DNA foi utilizado para obter a medida da concentragao
final de DNA (pg/mL) de cada tecido das amostras em amostras diluidas de 1:10 em solugdo de
TE pH 8,0. A absor¢do de luz UV pelos anéis aromaticos dos nucleotideos ¢ frequentemente

usada para estimar-se a concentracdo de DNA, assumindo-se que o valor de absorbancia igual a
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1,0 (1,0 cm de caminho 6ptico; 260nm) ¢ obtido a partir de uma solucdo pura contendo

50ug/mL de DNA

2.3.4.2 Eletroforese de DNA genomico

Todas as corridas de eletroforese realizadas neste experimento foram efetivadas
conforme o protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Duas concentracdes de gel foram
preparadas, uma a 0,8%, cuja finalidade era de visualizar DNA gendmico, e outra a 1,5%, para

visualizacao dos segmentos de DNA amplificados por RAPD e da reagdo de sequenciamento.

Os géis foram corados com a adi¢do de brometo de etideo (EtBr) na propor¢ao de
0,5 pg/mL. As amostras foram submetidas a uma corrente elétrica constante de 80V por 120
minutos. Concluida a corrida, o gel foi cuidadosamente transferido para um transiluminador
MacroVue (Pharmacia Biotech, Sweden) onde as bandas foram visualizadas em luz UV
(302nm).

A seguir, as bandas foram fotografadas com maquina digital SONY modelo DSC-
S85 equipada com lente de protecdo UV. As etapas de isolamento de DNA gendmico descritas

encontram-se resumidas na figura 19.
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Figura 19 — Isolamento de DNA gendmico.

ETAPAS DO ISOLAMENTO DE DNA GENOMICO

A

Fonte: Carlos Riedel. Legenda: (1) Pesagem de exemplar; (2) retirada de tecidos por dissecagdo; (3) pesagem
de amostra de tecido em balanga eletronica digital, (4) maceragdo do tecido; (5) precipitado de DNA
gendmico; (6) quantificacdo de DNA gendmico em espectrofotdmetro; (7) eletroforese em gel de agarose para
confirmagdo da extra¢do; (8) gel de agarose em transluminador, apds corrida de eletroforese; (9)
termociclador, onde as amostras de DNA com concentragdes viaveis passam a ser utilizadas em reagdes de
PCR.
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2.3.4.3 Analises de RAPD

As reagdoes RAPD foram realizadas usando 15 sequéncias de primers da Operon
Technologies, Inc. (tabela 18). Cada amostra da reagdo de RAPD foi realizada em um volume
total de 25ulL contendo: Tris-HCI 20mM, pH 8,4, KCl 50mM, dATP, dCTP, dGTP, dTTP
100uM cada, 5 ng/uL do primer e cerca de 50ng de DNA gendmico adicionado de 0,5U de
Taq DNA polimerase (PHARMACIA) (tabela 3).

Tabela 3 - Cddigos e sequéncias dos marcadores moleculares do tipo RAPD usados nos
experimentos de identificagdo de polimorfismo sexual em exemplares de pirarucu, Arapaima

gigas.

Primers Sequéncia (5 para 3°)
OPF - 01 GAGGATCCCT
OPF- 02 CTCGATCACTA
OPF- 03 CCT GATCACC
OPF- 04 GGT GAT CAG G
OPF- 05 CCG AATTCCC
OPF- 06 GGG AATTCG G
OPF- 07 CCGATATCCC
OPF- 08 GGG ATATCG G
OPF- 10 GGA AGCTTG G
OPF-11 CCCTAGCCATG
OPF- 20 GGT CTA GAG G
OPF- 21 GGGCTATAGCA
OPF- 22 GGCTCATACCC

Fonte: Operon Technologies, Inc.
Convencdo: A - Adenina, G — Guanina,
C — Citosina ¢ T —Timina
No caso de concentragdes de DNA inferiores a 50ng, reacdes com agua deionizada
esterilizada foram realizadas. Para todas as reagoes de RAPD, amostras isentas de DNA

gendmico foram utilizadas, visando o controle de possiveis contaminagdes durante o preparo da

reacdo (tabela 4).
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Tabela 4 — Concentragdo, volume final e reagentes utilizados nas reagdes de RAPD") de
pirarucu, Arapaima gigas.

Reagente Volume I Concentracdo/Quantidade Final
Primer (5ng/uL) 3,0 ul 15ng
dNTP (2,5mM) 2,5 ulL 100uM
Tag DNA polimerase (5U/uL) | 0,4 uL 1U
Tampao da Taq 10x 2,5ul Ix (1,5mM MgCl,)
DNA (10ng/uL) 2,5 ul 25ng
H,O 14,1 ul |-
Total 25,0ul |-

Nota: © Volume final utilizada para cada amostra.

Todas as reagcdes de RAPD foram realizadas em um termociclador PTC-100,
programado para efetuar 42 ciclos de 94°C por 1 minuto, 36°C por 1 minuto e 72°C por 2
minutos, num periodo total de aproximadamente 4 horas (tabela 5), oportunidade em que os
produtos resultantes da amplificacdo de PCR foram retirados e submetidos a eletroforese em

gel de agarose a 1,5% para visualizagdo de possiveis polimorfismos.

Tabela 5 — Descri¢do do programa térmico'” utilizado nas reagdes de RAPD para o pirarucu,
Arapaima gigas.

Ciclo Etapa Temperatura (°C)| Tempo
(min)

Inicial  |Desnaturagdo 94 3
inicial
Anelamento 36 1
Extensao 72 2

2 ao 38 ciclo|Desnaturacio 94 1

Anelamento 36 1
Extensao 72 2

Final Desnaturagao 94 1
Anelamento 36 1
Extensdo final 72 10

Nota: (*) Foram realizados testes preliminares para ajustes de temperatura e
tempo de anelamento dos primers.

2.3.4.4. Sequenciamento do gene 18S

Ap0s extracdo do DNA gendmico no LabGeM/CPA/DNOCS, em Pentecoste/CE,
as amostras que apresentaram maior pureza de DNA, estimadas através da razao 260/280nm,
foram encaminhadas em caixa isotérmica a 0°C para o Nucleo de Biotecnologia de Sobral da

Universidade Vale do Acarat (NUBIS), em Sobral/CE.
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No NUBIS foi realizada a reagdo de amplificagdo do gene 18S via PCR utilizando-
se oligonucleotideos especificos inicialmente desenhados para experimentos com DNA de
espécies vegetais. Este gene foi escolhido por ser um dos mais utilizados em estudos de
filogenia. Além de DNA gendmico dos exemplares de pirarucu e iniciadores moleculares
especificos (primers), a PCR continha Tag DNA polimerase, dntps (oligonucleotideos) e
tampao de reagdo.

Para as reacdes de amplificagdo do gene 18S foi utilizado um termociclador, marca

BioRad, sob as condi¢des térmicas apresentadas na tabela 6.

Tabela 6 — Descri¢ao do programa térmico utilizado na reagdo de sequenciamento do gene 18S
do pirarucu, Arapaima gigas.

Ciclo Etapa Temperatura (°C) | Tempo (min)
Inicial Desnaturagao inicial 94 5
Anelamento 56 1
Extensao 72 0,75
2 a0 38 ciclo [Desnaturacio 94 5
Anelamento 56 1
Extensao 72 0,75
Final Desnaturagao 94 5
Anelamento 36 1
Extensao final 72 7

A ampliacdo do gene 18S foi confirmada através de eletroforese em gel de agarose
a 1,5%. A obtencdo da estrutura primaria do gene (sequenciamento dos nucleotideos) foi
realizada em analisador genético MegaBace 750. Na figura 20 s3o mostradas de forma

resumida as etapas do sequenciamento.
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Figura 20 — sequenciamento de DNA do pirarucu, Arapaima gigas.

ETAPAS DO SEQUENCIAMENTO

Fonte: Carlos Riedel. Legenda: (1) Amostras de DNA gendmico diluidas em TE; (2) espectofotdmetro utilizado
para quantificagdo de DNA; (3) preparagdo de reagdo de sequenciamento; (4) termociclador utilizado na reacdo de
PCR; (5) eletroforese para confirmagdo da reagdo de PCR; (6) visualizagdo dos segmentos amplificados na PCR;
(7) analisador genético MegaBace 750, utilizado para analisar a sequéncia do gene 18S do pirarucu, Arapaima
gigas; (8) detalhe dos capilares do sequenciador ''; (9) Grafico de picos de nucleotideos formadores da sequéncia.

A qualidade das sequéncias foi mensurada pelo sofiware do sequenciador de DNA
MegaBace 750 e a estrutura primaria dos nucleotideos do gene 18S do pirarucu comparada as

sequéncias do Banco Genético de Sequencias de DNA (GenBank) do Nacional Center for

11 : . . n .
Nos capilares as amostras migram em um processo semelhante a eletroforese, em seguida um lazer 1€ os picos
de nucleotideos, gerando uma sequencia.
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Biotechnology Information (NCBI). Para isso, os nucleotideos foram depositados no NCBI que
dispde da ferramenta “BLAST pair wise alignments”. Assim, a sequencia foi comparada com

dados de outras sequencias de genes semelhantes por laboratérios de todo o mundo.

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Procedimento laparoscopico

Os procedimentos individuais de laparoscopia duraram menos de trés minutos por
animal e geraram imagens nitidas das gonadas de machos e fémeas. As incisdes realizadas pela
introducdo do “frocater” ndo ocasionaram sangramento externo ou danos aos 6rgaos internos.
Todos os exemplares sobreviveram aos procedimentos cirurgicos de laparoscopia.

A indugdo anestésica em pirarucu ocorreu rapidamente apds a inalagdo do
cloroférmio (10+3s). O tempo de recuperagdo registrado foi de 15+4min. Estes resultados
comprovaram a eficiéncia do cloroférmio como anestésico no pirarucu, que tem respiragcao

aérea.

2.4.1.1 Diferenciagdo entre machos e femeas por laparoscopia

Com base nas imagens obtidas, foi possivel diferenciar claramente as gonadas
masculinas e femininas de todos os exemplares examinados. As imagens laparoscopicas dos
machos mostraram um tnico testiculo com aspecto alongado, opaco, estreito e de coloragdo
levemente rosada, localizado do lado esquerdo, préximo a nadadeira pélvica, e visivel em todo
comprimento da cavidade corporea (figura 21A). Imagens de fémeas mostraram um tnico
ovario de aspecto fusiforme localizado na parede abdominal, proximo a nadadeira pélvica, em
todo comprimento da cavidade corporea. Através da laparoscopia foi possivel visualizar
multiplos ovécitos com coloragdo semi-esverdeada. A presenca de ovodcitos em diferentes

estagios de desenvolvimento também foram observados (figura 21B).
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Figura 21 — Detalhe do exame laparoscopio das gonadas de pirarucu.

Fonte: Carlos Riedel. Legenda. A: Macho (CC) mostra a cavidade celdmica. (MT) tecido muscular e (GMT)
tecido gonadal masculino. B: Fémea, visdo laparoscopica, setas brancas mostram oocitos individuais. Escala da
barra de espaco: 1,0mm.

2.4.1.2 Coloragdo de escamas para determinagdo de sexo

Com base na intensidade de coloracdo das escamas, oito dos dez exemplares
observados aparentavam ser fémeas e dois exemplares machos. O procedimento de
laparoscopia revelou que eram seis fémeas e quatro machos, fato que leva a acreditar que
padrdes de coloragdo de escamas de exemplares sexualmente imaturos nao sao confidveis como

caracteristica para distin¢@o sexual de pirarucu.

2.4.2 procedimento de ultrassonografia

A primeira leitura realizada com o transdutor sem a prévia remog¢do das escamas
apresentou alto reflexo no feixe ultrassonico impossibilitando a nitidez de imagens. Com a
retirada das escamas, o transdutor atuou num campo que variou entre um a trés centimetros
abaixo do tecido epitelial, obtendo-se assim imagens nitidas.

O processo de ultrassonografia, apds anestesia ¢ remocdo de escamas, durou
aproximadamente dois minutos por espécime e gerou imagens de gonadas masculinas e

femininas (figura 22).
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Figura 22 - (a) imagem de gonada masculina. A regido entre a marca “x”, assinalada com
setas amarelas, indica a espessura da goénada'? (0,8cm). (b) imagem de gbnada feminina,
com largura indicada pelas setas (3,2 cm).

ULTRASONOGRAFIA

b

Padrdo masculino Padréo feminino
Fonte: Carlos Riedel.

2.4.2.1 Diferenciagdo entre machos e fémeas por ultrassonografia

De forma geral, a ultrassonografia permitiu a visualizagdo de ambos os géneros de
pirarucu pela identificacdo da presenca de gonadas masculinas e femininas em espécimes
juvenis. Do total de dezoito peixes examinados, quatorze (77%) possuiam padrdo feminino e
quatro (33%) padrao de gonada masculina.

Os exemplares de pirarucu com padrao masculino apresentaram uma Unica gonada
(figura 40a), com 0,8cm de didmetro médio. J& os exemplares do sexo feminino (figura 40b),
exibiram imagens com didmetro médio do ovario de 3cm.

A gobnada feminina do pirarucu visualizada neste estudo apresenta-se em forma
impar (presente somente no lado esquerdo, quando a cabeca do animal estd de frente para o
observador), e com tamanho significantemente maior que a génada do macho. A constituicdo
de ovdcitos em diversos estagios de maturagdo gerou um padrao de imagem distinto em relagdo
aos outros tecidos, com uma nitida imagem de coloragdo escura em virtude do baixo reflexo do

feixe sonico do transdutor.

12 A . ’ . . o . . .
A gonada masculina ¢ caracterizada por comprimento longo e diminuta espessura, cerca de quatro vezes inferior
ao da gbonada feminina, conforme imagens reveladas pelo ultrassom nesta pesquisa.
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Nos exemplares de pirarucu do sexo masculino foram encontradas dificuldades para
a identificagdo sexual em virtude de pequenos erros de interpretacdo de imagens, dificuldades

vencidas com a pratica.

A frequéncia observada entre macho e fémea foi significantemente diferente da
esperada 1:1 conforme teste do Qui-quadrado. Para todos os peixes ndo houve diferengas
significativas entre peso para machos e fémeas até os dois anos de idade (idade dos espécimes

utilizados neste estudo). Nao foi registrada mortalidade pds-operatoria nos peixes examinados.

2.4.3 Utilizacao de hormonios

2.4.3.1 Coletas de sangue

Nao foi registrada mortalidade nos 24 exemplares de pirarucu de ambas classes de
comprimento (juvenis e adultos) dos quais foram coletadas amostras de sangue, ou quaisquer
alteragdes comportamentais, assim como complicagdes graves em decorréncia das perfuracdes
nas nadadeiras caudais e arcos branquiais. Nos exemplares submetidos ao procedimento de

perfuragdo no arco branquial foi aplicado solugdo de acido acético para facilitar a coagulagdo.

2.4.3.2 Ensaios enzimaticos

As andlises dos esteroides sexuais das amostras de juvenis e adultos de pirarucu
revelaram concentracdes de estradiol variando entre valores detectaveis (I1pg/mL) a um valor
maximo de 15,6 pg/mL (tabela 7) Os exemplares juvenis (com comprimento total médio de
82cm) e adultos (com comprimento total médio de 178cm) exibiram concentracdes de estradiol
semelhantes, ndo existindo correlagdo direta ou inversa entre a concentracdo de estradiol e o
comprimento dos espécimes. Em todas as amostras, para ambas as classes de comprimento,

ndo foram detectadas quantidades de testosterona (tabela 7).

2.4.3.3. Anadlise de variagoes no padrado de coloragdo de escamas de pirarucu

As comparacdes de imagens de seis exemplares adultos de pirarucu, previamente
identificados com “fransponder” eletronico, revelaram que, no periodo de janeiro de 2007 a
mar¢o de 2009, a coloracdo das escamas e o posicionamento destas sofreram alteracdes

marcantes, especialmente em espécimes juvenis adultos (figura 23).



, . . C . . .(* . -
Tabela 7 - Método imunoensaio enzimatico de esteroides sexuais'’ para a determinacio de
estradiol e testosterona em amostras de pirarucu, Arapaima gigas.

Identificacdo do| Concentracao (pg/mL) JComprimento| Sexo
exemplar Estradiol  |Testosteronal (cm)
5773 Entre 2 ¢ 1 0 173 fémea
9193 9,26 0 171 macho
9759 Entre 2 ¢ 1 0 179 macho
0281 Entre 2 ¢ 1 0 186 fémea
6975 Inferior a 1,0 0 182 fémea
3356 6,0 0 89 fémea
2874 5,6 0 81 fémea
9844 Inferior a 1,0, 0 84 macho
1839 Inferior a 1,0 0 89 macho
6731 Inferior a 1,0 0 169 fémea
3583 Inferior a 1,0 0 180 fémea
9238 2,6 0 180 macho
3780 4,6 0 182 macho
0600 9,6 0 179 macho
1422 9,6 0 72 macho
2692 15,6 0 88 fémea
4270 5,6 0 84 macho
5046 1 0 91 fémea
6960 12 0 93 macho
7056 1,8 0 68 fémea
7071 10,2 0 76 fémea
7496 14,1 0 178 macho
7577 2,1 0 182 fémea
7828 10,6 0 78 macho

Nota: (*) Sensibilidade do ensaio: 1pg/mL
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Figura 23 - Exemplar de pirarucu, Arapaima gigas, evidenciando, em dois momentos
(2007 e 2009), diferengcas nos padrdoes de coloragdo de escamas. A figura encontra-se
segmentada para facilitar a observacao.

Seomento 1 Seomento 2 Seomento 3

Fonte: Carlos Riedel.

2.4.4 Uso de marcadores moleculares na identificacdo sexual do pirarucu

2.4.4.1 Extrag¢do de DNA genémico

As eletroforeses de DNA genomico em gel de agarose a 0,8% revelaram uma banda
unica, nitida, com peso molecular de aproximadamente 23 Kb, tanto para as amostras de
tecidos conservadas em solucdo de alcool a 70% como para as amostras de tecidos fresco

(figura 24).
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Figura 24 — Eletroforese de DNA gendmico em gel de agarose a 0,8%.

172 3, 4-Subesl

Fonte: Carlos Riedel. Legenda: Nos pogos 1, 2 e 3 amostras de pirarucu, Arapaima gigas, preservadas em alcool
70% ; em 4, 5, 6 ¢ 7 amostras de DNA isolado de tecidos frescos.

Todas as amostras de tecidos analisadas — sanguineo, do musculo cardiaco, gonadas
— apresentaram bandas nitidas e definidas, ndo havendo diferengas marcantes entre os meios de
conservagdo de amostras para a extracdo de DNA genomico.

As amostras de DNA preservadas em solucdo de alcool a 70% apresentaram leve
arrastado, o que pode ser caracterizado por uma sutil contaminac¢do de polissacarideos.

A concentracdo média de DNA gendmico, medida através da absorbancia a 260nm
foi 1220png/L. As relagdes entre as absorbancias a 260/280nm mostraram uma boa qualidade na
extragdo do DNA, indicando para a maioria das amostras valores acima de 1.6, o que

caracterizou-se como amostra viavel para reacdes de RAPD/PCR.

2.4.4.2 Analises de RAPD

Foram utilizados quinze primers que apresentaram melhor amplificagdo dos
fragmentos do RAPD, sendo estas visualizadas em gel de agarose a 1,5%. Destes apenas um

primer apresentou diferencas que sugerem ser relacionadas a sexo (figura 25).
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Figura 25 - Padrao de RAPD em exemplares machos e fémeas de pirarucu, Arapaima gigas.

We
Fonte: Carlos Riedel.

2.4.4.3 - Sequenciamento da regido do gene 18S

As reagdes de ampliacdo do gene de amostras de pirarucu foram exitosas,

produzindo fragmentos com 568pb compreendendo o gene 18S (Figura 26).

Figura 26 — Eletroforese da reacdo de amplificagdo do gene 18S.

Fonte: Carlos Riedel. Legenda: Amostras 1,2,3 e 4 amplificagdes do gene 18S; Amostra 5 — controle negativo;
6 — marcador molecular.
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A sequéncia do gene 18S de pirarucu obtida foi a seguinte:
GAAGTTCGANGATGACTAGCAGGNCACAGGNGAAGCCCGGGACACGGAAAGGAT
CGACAGATTTGAAAGCTCTTTGCNCGATTACTGTGGGTGGTGGTGCATGGCCGTTC
ATTAGTTGGCTGGAGTCGATTATAGTCTGGTTGATTCGCTGACTAACGAACCGAGA
CATCCGCGCATGCTAAGACTAGTTACAGGGGACCCCGAGTCGGTCTGGACTGGTCG
CAACATTCTTAGAAGGGACAAGTTGGCGTTCAGCCACACGAGATTGAANACAATA
ACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTCCGGGGCTGCACGCGCGCCACACTGAGTGGT
GCAACGTGTGCCTACCCTTCGCCGACAGGCGCGGGTAACCCGCTGAACCCCAAGC
GTGATTGGGATCGGGGATTGCAATTATTCCCCATGAACGAGGAATTCCCAGTAAGT
GCGGGTCATAAGCTCGCGTTGATTAAGTCCCTGCCCTTTGTACACACCGCCCGTCG
CTACTACCGATTGGATGGTTTAGTGAGGTCTTTGGATCGGCCCCGCCGGGGTCGGT
CACGGCTCTGGCGGAGCGCCGAAAAAGATGATCGAACTTGACTATCTAAGGAAGT
AAAGTCGTAACAAGGTTCCGTAGGTAACCTGCGAGAT

A comparacdo da sequéncia do gene 18S obtida neste estudo com sequéncia do
gene 18S depositadas no Banco Genético de Sequencias de DNA (GenBank) do Nacional
Center for Biotechnology Information (NCBI) ndo revelou semelhangas com nenhuma outra
sequencia de genes de pirarucu disponivel.

A arvore filogenética gerada pelo programa BLAST ¢ mostrada na figura 27. Nesta
figura podem ser observadas sete espécies de peixes teledsteos que possuem similaridade com
o gene 18S do pirarucu, Arapaima gigas. Cerca de 85% destas espécies possuem distribuicdo

em aguas continentais com salinidades de até 5%o, enquanto que 15% sdo exclusivas de aguas

marinhas (35%o). Todas espécies da arvore filogenética possuem comprimento médio inferior a

30cm.



Figura 27 — Arvore de similaridade genética do gene 18S do pirarucu, Arapaima gigas.
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2.5 DISCUSSAO

2.5.1 Laparoscopia

2.5.1.1 Anestesia

Ampla variedade de compostos tem sido usada para anestesiar peixes: metanosulfato de
tricaina (MS-222), Quinaldina (2-metilquinolina), Eugenol (4-allil-2-metoxifenol) e Diéxido de
Carbono (BROWSER, 2002). Dosagens destes compostos dependem do grau de anestesia
desejado, da espécie, do tamanho do animal, da temperatura e dureza da dgua (KEEGAN,
2005; ZAHL et al., 2009). Geralmente, os peixes sdo mantidos em aqudrio com solucao
anestésica diluida e removidos quando atingem o nivel desejado de anestesia. Os anestésicos
sdo comumente absorvidos pelas guelras durante a respiracdo. Uma vez que o pirarucu possui
respiracdo aérea obrigatoria, o uso de anestésicos diluidos em dgua pode causar sua morte por
afogamento, devido ao risco de ndo recuperacdo do reflexo respiratério ser muito alto. A
inducdo anestésica em pirarucu obtida neste estudo ocorreu rapidamente apos a inalagdao do
cloroféormio, comprovando a eficiéncia deste composto como anestésico no pirarucu. Estudos

adicionais desta técnica para pirarucus sdo altamente recomendados.

2.5.1.2 Procedimento laparoscopico

Resultados semelhantes aos obtidos neste estudo, desenvolvidos por Hernandez-
Divers et al. (2004), utilizando laparoscopia em exemplares de esturjdo Acipenser
gueldenstaedtii. Froehlichet et al,. (1999), sugeriram que geralmente existe um risco em
qualquer procedimento cirirgico, mas este risco ¢ geralmente baixo utilizando laparoscopia.
Embora Swenson et al., (2007) relatem a existéncia de uma relacido entre tamanho do peixe e
risco de mortalidade em procedimento de laparoscopia, esta relacdo ndo se aplicou no presente
estudo, pois todos os espécimes sobreviveram ao procedimento de laparoscopia. Os resultados
obtidos indicaram que o procedimento laparoscopico foi eficiente, pritico, e pouco estressante,

para determinagdo de sexo em pirarucu.
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2.5.1.3 Diferenciagdo entre machos e fémeas

Apesar de gerar imagens precisas, a funcionalidade do endoscopio ¢ muito limitada
na distingdo entre gordura visceral e tecido gonadal, principalmente em exemplares do sexo
masculino, que geralmente possuem gonadas menores que as das fémeas, como comprovado
com o esturjdio (WILDHABER et al., 2005). Entretanto, para os exemplares de pirarucu
estudados, o tecido gonadal masculino mostrou aspecto de coloracdo diferenciado da gordura
visceral, apresentando tonalidade levemente rosada, enquanto que a gordura visceral possuia
coloracdo branco-amarelada. Estas diferengas de cor produziram um contraste que facilitou a

identificacdo da gonada através da imagem.

2.5.1.4 Coloragdo de escamas para determinagdo de sexo

Chu-Koo et al. (2008) desenvolveram metodologia de exame com enzimas para a
determinacdo de sexo de exemplares de pirarucu com 2,8 anos de idade, obtendo 95% de
acerto. O método da laparoscopia utilizado neste experimento assegurou precisao de 100% em
exemplares com aproximadamente a mesma idade, pela observacdo direta de ovdcitos,
sugerindo que a laparoscopia € um método confidvel para determinacdo de sexo em pirarucus

imaturos e pode ser considerada poderosa ferramenta para o manejo em instalacdes de cultivo.

2.5.2 Ultrassom

A tecnologia de visualizagdo de imagens por ultrassom utilizada para determinacao
de sexo em pirarucu no estudo, tem sido usada ha trés décadas como instrumento auxiliar no
diagnédstico de maturacdo sexual dos ovocitos de peixes (HURVITZ, 2007). Esta tecnologia
tem sido utilizada para a identificacdo de sexo de peixes, Martin-Robichaud (2001) utilizou o
ultrassom com sucesso na determinacao do sexo de juvenis de trés espécies de peixes marinhos.
O ultrassom também foi usado para monitorar o estdgio gonadal em peixes submetidos a
tratamento com esterdides, conforme relataram Kucherka e Khan (2007).

Neste estudo, os pirarucus foram anestesiados com inalagdo de vapor de
cloroférmio utilizando mascara especialmente adaptada, antes de utilizar o ultrassom. A
utilizacdo de anestésicos para o procedimento de ultrassom em exemplares de
Maccullochella peelii foi considerado imprescindivel por Newman et al. (2008), pois os

exemplares de peixes devem estar em repouso e assim possibilitar imagens nitidas.
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Nos exemplares de pirarucu do sexo masculino foram encontradas dificuldades para
a identificacdo sexual em virtude de pequenos erros de interpretacdo de imagens. A precisdo do
equipamento na distingdo entre os tecidos adiposo, muscular e gonadal ¢ de vital importancia
para gerar imagens precisas que facilitem o diagnostico. Tecidos que apresentam densidades
semelhantes sdo, por vezes, dificeis de distinguir especialmente pela qualidade da imagem
gerada, conforme relatou Wildhaber et al. (2005) em estudo de identificacdo sexual de
esturjoes (Acipenser sturio).

Estudos de identificagdo de sexo em teledsteos sugerem que as gonadas masculinas
e femininas sdo mais facilmente identificadas com o aumento de peso do espécime, em especial
énfase a espécimes maduros sexualmente (MOGHIM et al., 2002). O equipamento utilizado
para o ultrassom de exemplares de pirarucu no CPA/DNOCS apresentou viabilidade de exame
em exemplares juvenis de machos e fémeas com peso minimo de 10kg, em exemplares com
peso inferior existiu uma desproporcionalidade entre o transdutor e a area de varredura que
impossibilitou a leitura precisa.

Martin-Robichaud (2001) utilizou a técnica da ultrassonografia para estimar o
estagio de maturagdo das gonadas de Hippoglossus hippoglossus, Pleuronectes americanus,
Pleuronectes ferruginea ¢ Melanogrammus eagle, através da medida do didmetro maximo do
ovario. Este autor utilizou a varredura do “scanner” na porcao final da cavidade corporal na
area diretamente anterior ao polo urogenital. Para os exemplares de pirarucu, a visualizagdo da
gonada feminina somente foi possivel com o scanner posicionado lateralmente acima da
nadadeira ventral, a disposi¢do anatomica do polo urogenital do pirarucu impossibilitou a
formagdo de imagens da gonada — masculina ou feminina.

Reimers et al. (1987) relataram que a presenca de contetido estomacal pode
interferir na interpretagdo de imagens de ultrassom em peixes. Os exemplares de pirarucu, por
serem de habitos carnivoros, possuem estdmago grande em relacdo as demais visceras,
entretanto. Este 6rgdo situa-se em posicdo anatdmica distante da gonada em exemplares de
pirarucu de ambos os sexos, ¢ desta forma a presenca de conteudo estomacal ndo interferiu na
formagdo de imagens para a determinacao sexual.

Apesar de ser uma técnica ndo invasiva, o ultrassom necessita de interpretagdo
precisa da imagem. Colombo et al. (2004) relataram precisdo de 80% na identificacdo de
fémeas e 96% de precisdo na identificagdo de machos de esturjdo (Acipenser sturio). Newman
et al., (2008) considerou altamente eficiente 0 método de ultrassom para identificar o sexo de
Maccullochella peelii peelii com 96% de acerto das imagens. Outros autores descreveram para

diversas espécies de peixes, precisao de até 97% (Moghim et al., 2002). O estudo empreendido
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revelou que em apenas uma imagem de um Unico animal (dos 18 estudados) ndo foi possivel a

identificacdo do sexo do pirarucu utilizando o ultrassom, o que resultou em 94% de precisdo.

2.5.3 Utilizacao de hormonios

Conforme Baca (2001), em estudo realizado para o Instituto de Investigacdes da
Amazodnia Peruana, caracteristicas sexuais externas para distinguir sexo de pirarucu ndo podem
ser visualizadas.

Apesar disso, a coloragdo e posicionamento de determinadas escamas tem sido
usadas como indicativo de sexo de exemplares adultos de pirarucu. Para Monteiro et al. (2010),
os exemplares machos apresentam uma mancha alaranjada na parte inferior da cabega,
diferindo das fémeas apenas em intensidade, essa caracteristica se manifesta em exemplares
adultos.

Existe, portanto, uma clara divergéncia entre autores no que tange a utilizagdo de
caracteres sexuais secundarios na identificagdo sexual do pirarucu, quer na coloracdo, posi¢cdo
ou intensidade de cores de escamas. Apesar desta divergéncia, instituicdes de pesquisas e
alguns produtores tem utilizado o padrdo da coloracdo de escamas de pirarucu como indicativo
para determinagdo de sexo, mesmo em espécimes sexualmente imaturos (comprimento médio
inferior a 1,2m).

O plantel, pertencente a0 CPA/DNOCS, de espécimes considerados adultos',
marcados com chips eletronicos no ano de 2007, apresentou durante os 2 anos ¢ 3 meses de
estudo, nitidas mudangas no posicionamento e coloragdo de escamas (figura 21). Com base
neste resultado se sugere que caracteres sexuais secundarios ndo podem funcionar como
indicadores seguros de sexo em exemplares de pirarucu cultivados, pois mesmo em espécimes
considerados adultos, existe uma mudanga no posicionamento de escamas com coloragdo
vermelha.

Exemplares adultos de pirarucu, quando em época de reprodu¢do, podem apresentar
diferengas marcantes na coloracdo em virtude da atuacdo de hormonios precursores da
formagdo e maturacao de ovdcitos. Contudo, o padrao de coloragdo de escamas somente sofre
alteracdes significativas quando os espécimes encontram-se maduros sexualmente e em fase de

cortejo (MONTEIRO et al., 2010).

"> Apresentam tamanho e peso suficientes para desova, embora ainda nio tenha ocorrido.
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Para Strange (1996) e Webb et al. (2002) algumas técnicas de extragdo de sangue
em certas espécies de peixes sdo consideradas altamente invasivas e ndo devem ser aplicadas,
especialmente se estas apresentem comprimento inferior a 150mm. Neste estudo, as extracdes
de sangue por pun¢do da veia na nadadeira caudal de exemplares adultos de pirarucu foi
considerada rapida e segura, ndo resultando em hemorragias graves sendo considerado um
método seguro para as rotinas de manejo, por ter minimos riscos de lesdes e pequena
possibilidade de lesdes por mordidas para os envolvidos no processo. Por outro lado, a extragao
de sangue de pirarucu nos arcos branquiais foi considerada invasiva em virtude de hemorragias
ocasionadas, e do risco elevado de acidentes durante o manejo. Os arcos branquiais possuem
extrema vascularizagdo, tornando a possibilidade de acesso a uma veia extremamente grande,
facilitando assim a coleta de sangue. Contudo, apesar das facilidades de coleta, este tipo de
acao geralmente acarreta em hemorragia e risco de infecgao.

Nao foram detectadas diferengas entre os niveis de estradiol para as duas classes de
comprimento nos exemplares de fémeas do CPA/DNOCS. O experimento de Monteiro et a/ .
(2010), mostrou que maiores concentragdes de estradiol foram detectadas em espécimes adultos
durante o periodo de reprodugdo. A fémea pertencente ao plantel do CPA/DNOCS que
apresentou o maior nivel de estradiol (15,6pg/mL) durante o més de julho, mostrou valor
semelhante ao obtido por Monteiro ef al. (2010) ligeiramente menor que 20 pg/mL para o
mesmo periodo do ano.

Nao foram detectados niveis de testosterona em nenhum dos exemplares de
reprodutores de pirarucu do CPA/DNOCS, quando utilizadas duas classes de comprimento e
amostragem realizada no més de julho. Monteiro et al. (2010), encontrou valores de
testosterona que variavam entre 122,41 a 1.404,5pg/mL, em exemplares adultos, durante o

periodo de 12 meses de observacdes.

2.5.4 Uso de marcadores moleculares na identificacio sexual do pirarucu

Os resultados das extragdes de DNA gendémico pelo método CTAB, foram
satisfatoriamente eficientes para amostras preservadas em solugdo de alcool 70% e tecidos
vivos do pirarucu, mostrando a efici€ncia desta técnica que foi inicialmente desenvolvida para
extragdo de DNA gendmico em tecidos vegetais (FOSTER & TWELL, 1996). O método
CTAB de extragdo de DNA gendmico foi bastante eficiente para a extracdo de DNA, gerando

produtos de boa qualidade a partir de tecidos de algumas espécies de peixes, como tilapias
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(LIMA, 1999), percas (WILLIAMS et al., 1998) e até mesmo para crusticeos (CARREIRO,
2001).

O protocolo de extracdo de DNA genomico produziu material genético com pureza
suficiente para a realizagdo de reacdes de RAPD, e de reagdes de sequenciamento do gene 18S,
ndo apresentando impurezas ou contaminagdes por residuos de proteinas, que geralmente
interferem negativamente para ambos tipos de reagao.

Foi possivel a extracio de DNA genomico de todos os tecidos testados (coragao,
gonadas, musculo, sangue e lamela das escamas). Porém, o tecido da lamela das escamas,
apresentou maior facilidade de coleta, pois ocasionou menos lesdes nos exemplares, possuindo
ainda compatibilidade de qualidade e pureza com os demais tecidos estudados.

Além disso, a extragdo da escama geralmente libera quantidades minimas de
sangue, que também podem ser utilizadas no processo de extragdo de DNA gendmico. De
acordo com Walker (1999), a extragdo de DNA em pureza, quantidade e integridade
suficientes, representam um requerimento essencial para a obtencdo de reagdes de PCR,
incluindo-se a técnica do RAPD.

FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998) afirmaram que a quantidade e qualidade
de DNA sao afetadas pela condicao do tecido antes da extragdo, sendo preferivel a extragdo de
DNA de material mais fresco possivel. A extracdo da escama, seguida da coleta de sangue,
assegurou qualidade na extragdo de DNA gendmico das amostras do CPA/DNOCS.

O processo de extracdo das escamas representou um menor risco de acidentes para
os operadores, principalmente quando comparada com a técnica de coleta de sangue em
seringas. Além disso, a utilizagdo da lamela da escama de exemplares de pirarucu pode facilitar
o manejo em fazendas de diferentes regides do pais, distantes do laboratério sede, sendo
necessario apenas a extra¢ao e envio das mesmas para o laboratoério em embalagens plésticas.
FERREIRA & GRATTAPAGLIA (1998) afirmam que a quantidade e qualidade de DNA em
geral sdo afetadas significativamente pela condicdo do tecido antes da extragdo, sendo
preferivel a extracdo de DNA de material mais fresco possivel.

E considerado fator de suma importincia que um marcador molecular, para gerar
reacoes de amplificagdo, tenha altos niveis de pureza das amostras, uma rigorosa padronizagao
das mesmas e apresente repetigdes nos padroes da bandas geradas (FERREIRA &
GRATTAPAGLIA, 1998). As reagcdes de RAPD foram exitosas na determinagdo de
polimorfismos, sendo identificado de um total de 15 primers testados, um Unico primer que

respondeu com padrdes polimoérficos distintos para machos e fémeas. Foram encontradas,
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para todos os quinze primers testados, um total de 78 bandas, destas, apenas 4 (5%) sugeriram
polimorfismos entre sexo.

A andlise das bandas foi feita criteriosamente, sendo selecionadas apenas as
amostras que apresentaram bandas mais intensas e repetiveis em ensaios sucessivos, estratégia
também utilizada por HARDING et al. (1997).

O método do RAPD, tem sido considerado uma poderosa ferramenta na solucao de
problemas nos mais variados campos da dindmica populacional de diversos tipos de
organismos. Atualmente, ¢ crescente o numero de pesquisas que utilizam esta ferramenta e
outras técnicas de genética molecular para resolver problemas relacionados com recursos
aquaticos.

O gene 18S ¢ uma subunidade do RNA mitocondrial, logo possui caracteristicas
extremamente conservadas, o que possibilita estudos de filogenia e conservacao de espécies. A
obtencao da sequéncia do gene 18S do pirarucu, Arapaima gigas, pode contribuir no futuro
para o entendimento da diversidade dessa espécie, em meio natural, como em estudos de
administracao do plantel de reprodutores de uma dada unidade de produgdo de alevinos.

Por apresentar caracteristicas extremamente conservadoras e possuir similaridade
com poucas espécies de peixes, o sequenciamento do gene 18S possui um potencial de

exploragdo forense, sobretudo na identificagdo de exemplares de pirarucu, Arapaima gigas.

2.6 CONCLUSOES

O uso de cloroformio como anestésico para pirarucu provou ser efetivo por ter
permitido a execucdo completa e bem sucedida do procedimento de laparoscopia. Os padrdes
de coloracdes de escamas ndo foram efetivos como critério de determinacdo de género. As
imagens geradas pelo procedimento de laparoscopia tiveram alta taxa de precisdo para
identificacdo de gonadas masculinas e femininas.

O estudo realizado sugere que a laparoscopia em cultivo de pirarucu ¢ um método
eficiente para a identificagdo sexual em estdgios imaturos. A capacidade de observar as
gonadas intactas em peixes anestesiados ¢ eficiente recurso para o manejo em unidade de
produgdo de alevinos.

A técnica da ultrassonografia na identificagdo sexual de pirarucu mostrou-se
eficiente e de baixa invasdo. A presenca de escamas ocasionou reflexos indesejados que
interferiu na formacao de imagens da cavidade abdominal, sendo que a remog¢ao destas escamas

assegurou a formagao de imagens mais precisas.
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Nao houve diferengas significativas de peso e comprimento entre sexo de juvenis
de pirarucu submetidos a ultrassonografia.

As imagens geradas pelo sistema de ultrassom foram consideradas precisas para
identificacdo de gonadas masculinas e femininas.

A experiéncia com esta técnica indicou ser necessario um alto nivel de precisdo
operacional para obter melhor interpretacdo de imagem.

As puncgdes realizadas na nadadeira caudal ofereceram menores riscos quando
comparadas com as pung¢des nos arcos branquiais do pirarucu, Arapaima gigas. Os niveis de
estradiol detectados em alevinos e juvenis de pirarucu, para o periodo estudado, ndo podem ser
utilizados como indicadores na determinagdo precoce do sexo do pirarucu, Arapaima gigas.

A metodologia tradicional de identificagdo sexual do pirarucu, com base nas
observagdes do padrao de coloracdo e posicionamento de escamas, ndo pode ser seguramente
utilizada em virtude das variagdes de posicionamento de escamas, conforme se observou,
durante o periodo 2007-2009, em exemplares com “transponder” implantavel.

O método de extragdo de DNA gendmico do reagente CTAB mostrou-se eficaz
para a extragdo de DNA de tecidos do pirarucu (génadas, musculo abdominal, coragdo e
figado), ndo tendo apresentado nenhuma degradacdo aparente ou graus de pureza inadequados
para a realizagdo de reacdes de RAPD e sequenciamento. As amostras retiradas do animal vivo
(tecido fresco) possuiam rendimento semelhante as conservadas em solucao de alcool 70%.

Somente 5% das bandas polimorficas das reagdes de RAPD deram indicagdes de
polimorfismos entre sexos de pirarucu.

A sequencia do gene 18S do pirarucu possui similaridade genética com diversas
espécies de teledsteos. Nao foram encontradas sequéncias de 18S de pirarucu no Banco
Genético de Sequencias de DNA (GenBank) do Nacional Center for Biotechnology
Information (NCBI) que possibilitassem comparacdes polimoérficas. A aplicacdo desta
metodologia ¢ passo inicial para avaliar a diversidade genética entre espécies, evitando assim

futuras endogamias entre reprodutores.
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CAPITULO 3 - ASPECTOS DA REPRODUCAO E ALEVINAGEM DO
PIRARUCU, Arapaima gigas, CULTIVADO

O capitulo apresenta os resultados obtidos durante o manejo reprodutivo dos
pirarucus, Arapaima gigas, introduzidos no CPA/DNOCS, em 2005, pelo “Projeto Pirarucu”.
Nele estdo detalhados: comportamento reprodutivo, habitos de desova e alevinagem do
pirarucu; introdug¢do de marcas eletronicas no peixe; descricdo dos processos de elaboracdo e
teste de ragdes para alevinos, juvenis e reprodutores; protocolos desenvolvidos para coleta de
sangue (para analises biotecnologicas) e procedimentos anestésicos em juvenis e adultos (Gteis

em pequenas intervengdes cirargicas).

Estrutura fisica do Campus 11 - CPA/DNOCS

O Campus 11, pertencente ao Centro de Pesquisas em Aquicultura Rodolpho von
Thering (CPA/DNOCS)'* ¢ uma unidade descentralizada, distante aproximadamente quatro

quilometros da sede. (figura 28).

Figura 28 — Vista aérea do Campus 11 - CPA/DNOCS.

Fonte: Carlos Riedel. A linha azul indica os viveiros para crescimento de reprodutores de pirarucu (5.000m”). Nos
viveiros de 350m” indicados pela linha vermelha foram realizados os experimentos de crescimento. Indicados
pelas linhas amarela e verde encontram-se os viveiros utilizados para reprodu¢éo de pirarucus.

4 A sede do CPA possui, além do setores administrativo e produgao, trés laboratdrios: O LabGeM — Laboratdrio
de genética molecular, o laboratério de larvicultura e uma unidade de processamento do pescado, que
funcionaram como estrutura auxiliar na realizacdo das pesquisas relativas ao manejo reprodutivo do pirarucu,
Arapaima gigas.
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Este Campus possui, numa area de aproximadamente 47 hectares, a seguinte
infraestrutura fisica: quatro viveiros de 5.000m? escavados em solo natural; um viveiro de 3800
m?; 13 viveiros de 450 m?; 20 viveiros de 350m?; nove tanques de concreto de 1.000m?; além
de quatro tanques de concreto de 600m?.

Os viveiros de 5.000m” abrigam os juvenis de pirarucu destinados & reprodugio,
que apos alcancarem comprimento e peso suficientes sdo identificados sexualmente e
transferidos para viveiros menores (300 a 400m”). Nas demais baterias de viveiros foram

desenvolvidos estudos de crescimento sob diferentes percentuais de biomassa.

3.1 Observacoes do comportamento reprodutivo do pirarucu, Arapaima gigas

3.1.1 Introducao

O comportamento reprodutivo de peixes tropicais que habitam planicies de
inundagcdo de rios € um processo ciclico diretamente relacionado com a estabilidade
hidrolégica. O ciclo anual de chuvas e as consequentes cheias desempenham papel
preponderante na reproducdo de muitas espécies de peixes, por fornecerem novas areas de
habitats e de alimentacdo oriundas dessas ocorréncias pluviais (CUNICO et al. 2002).

Outros tipos de estimulos estdo envolvidos no processo reprodutivo de diversas
espécies de peixes. Neste sentido, a qualidade da 4gua e as condigdes atmosféricas podem estar
associadas a eventos de desova. O ciclo reprodutivo do pirarucu, sobretudo os picos de desova,
ocorre em diferentes regides de sua extensa area de ocorréncia (desde o Estado do Pard, no
Brasil, até o Peru) e geralmente estdo associados, como em outras espécies de peixes, a regime
de precipitagdes pluviais (BAZZOLI, 2003).

O pirarucu se enquadra no grupo das espécies de maturagdo sexual parcial,
apresentando até duas desovas anuais, desde que disponha de boas condig¢des nutricionais e
ambientais (FONTENELE, 1982).

Por se tratar de espécie introduzida em area geografica (Nordeste do Brasil) de
condi¢des climaticas distintas das encontradas em sua area original (Bacia Amazonica), torna-
se necessario estabelecer a época em que os pirarucus apresentam picos de desova na regido

nordestina.
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3.1.2 Objetivo

Esse estudo de comportamento reprodutivo teve como objetivo determinar o
periodo de maior frequéncia de desovas de pirarucus confinados em viveiros do CPA/DNOCS,

no Estado do Ceard, no periodo de novembro de 2006 a margo de 2011.

3.1.3 Metodologia

3.1.3.1 Selecdo e formagdo de casais

Inicialmente os reprodutores de pirarucu foram identificados eletronicamente com a
introdugdo de transponders implantaveis. Estes dispositivos emitem um sinal com numeragdo
unica para cada espécime, sdo lidos mediante leitor especifico e geralmente ndo sdo rejeitados
pelo organismo. Machos e fémeas de pirarucu, previamente selecionados por técnicas de
laparoscopia, ultrassom, marcadores moleculares e observagdes de caracteres morfologicos e
meristicos, foram transportados individualmente em maca com camisa de contengdo para duas
baterias de viveiros, previamente preparados. A primeira bateria era composta por vinte
unidades (numeradas 1 a 20) com 350 m’ cada, ¢ a segunda bateria era composta por dez
unidades de 1.000 m” cada.

Duas vezes por dia, no periodo da manha (9.00h) e a tarde (16.00h), os reprodutores
recebiam alimentagdo ad libido composta de um agregado de racdo comercial extrusada (42%
de proteina bruta) adicionada de tilapias trituradas. Cada viveiro ainda continha juvenis de
tilapia, a razdo de 1 espécime/m?, com peso médio de 40g, para suplementa¢io alimentar

esporadica.

3.1.3.2 Observagoes comportamentais

Diariamente, na oportunidade da alimentagdo dos reprodutores, os seguintes
aspectos comportamentais eram observados: natacdo em conjunto, presenca de saltos,
constru¢do de ninho (visualizada através da agitacdo da agua e dispersdo de particulas de

argila), brigas, saltos e presen¢a de nuvens de alevinos.
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3.1.3.3 Analise de dados de precipitacoes pluviais

Foram utilizadas séries histdricas de precipitagdes pluviais (Fonte: FUNCEME),
bem como informagdes coletadas da estagao meteoroldgica sem fio do LabGeM/CPA/DNOCS
(distante 2km dos viveiros de reprodutores de pirarucu). Os dados de precipitacdes foram

correlacionados com a frequéncia de desova observadas nos viveiros.

3.1.4 Resultados

3.1.4.1 Selegdo e formagdo de casais

Durante o ano de 2006 e o primeiro semestre de 2007 ndo foram observados
aspectos comportamentais reprodutivos nos exemplares de pirarucu que ocupavam o0s Viveiros
do Campus 11 do CPA/DNOCS.

A partir do segundo semestre de 2007 até o primeiro trimestre de 2011, em vinte e
nove viveiros foram observadas movimentagcdes de cortejo. Os indicios visualizados nos
animais que antecederam o comportamento de cortejo foram intensidade de cores acentuadas
(sobretudo em exemplares machos), natacao pareada e formagao de ninhos.

Durante os cortejos foram registrados saltos, pancadas da nadadeira caudal na
superficie da agua, natagdo pareada e por vezes constru¢do de ninhos com nitida mudanga de
coloracdo da dgua em regides especificas do viveiro.

Durante o periodo do estudo foram observados 20 eventos de construgdes de ninhos
com consequentes desovas em 14 deles (tabela 8). No viveiro nimero 6, com 350m” de 4rea de
espelho d’4gua, um casal, com comprimento e peso médio respectivos de 120cm e 25kg,

apresentou uma desova.
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Tabela 8 — Viveiros com ocorréncias de desovas de pirarucu, Arapaima gigas, no Campus 11 do
CPA/DNOCS durante o periodo de 2006-2011.

Meses Anos

2006] 2007 | 2008 | 2009 | 2010 | 2011(*)
Janeiro - -
Fevereiro - -
Margo - -
Abril - -
Maio - 1
Junho - -
Julho - -
Agosto - - - - - -
Setembro - -
Outubro - - - - - -
Novembr - - - - - -
0
Dezembrd - - - - - -
Total - 1 6 3 2 2

— ] e e ek ]
1 —_— e —
1 —_
1 —_— 1

—
1
1
1

Nota: (*) Janeiro e fevereiro. Observacdes: Cada viveiro comportava um casal
de pirarucu. Total de viveiros com casais formados 30. As Células sinalizadas
com azul indicam simultaneidade entre desovas e precipitagdes pluviais.

As construgdes de ninhos eram claramente percebidas através da observagdo da
diferencga de coloracdo na agua do viveiro, decorrente da dispersdo de particulas em agitagdo, e
do isolamento do casal nas proximidades das areas de diferentes coloracdes.

Nos anos de 2006 a 2011 foram verificadas as maiores frequéncias de desovas
durante os meses de fevereiro e marco, apresentando correlagdo positiva direta entre a

quantidade de desovas de pirarucu e dias com precipitagdes pluviais (figuras 29 e 30).
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Figura 29 — Numero de alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, nascidos no CPA/DNOCS

durante os anos de 2006 a 2010.
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Legenda: Cada barra com cores distintas representa um ciclo anual. No eixo X, durante janeiro a maio, ocorreram
as maiores frequéncias de desova. De agosto a novembro observou-se a menor frequéncia de desovas.

Figura 30 — Indices de precipitacio pluvial no municipio de Pentecoste/CE, no periodo 06-10
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Legenda: Cada barra com cores distintas representa um ciclo anual. No eixo X, durante janeiro a maio, ocorreram
as maiores frequéncias de desova. De agosto a novembro observou-se a menor frequéncia de desovas.

Fonte: FUNCEME.
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3.1.5 Discussao

Os reprodutores de pirarucu do CPA/DNOCS apresentaram durante o periodo
chuvoso do Estado do Ceara maior intensidade de coloragdo nas escamas (sobretudo vermelhas),
além de natacdo pareada e formagdo de ninhos com desovas em 70% dos exemplares
observados. Em 30% dos exemplares ndo foram verificados aspectos comportamentais
reprodutivos. Fatores ambientais podem influenciar na expressdo de caracteres sexuais
secundarios em peixes. A influéncia de tais fatores, como temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
precipitagdes pluviais, culmina na maturagao das gonadas de espécimes confinados em cativeiro
o que consequentemente influencia aspectos fisioldgicos da reproducdo (LAM, 1983).

Embora o ano de 2006 tenha apresentado precipitagdes pluviais dentro da média, ndo
foram registrados eventos comportamentais de cortejo nem alteragdes de coloragdo de escamas
nos exemplares de pirarucus dos viveiros do CPA/DNOCS. Este fato ocorreu provavelmente
devido o peso e a idade da maioria dos exemplares de pirarucu estar abaixo da média de
reproducdo para esta espécie.

Diferencas marcantes no indicativo de maturacdo sexual de pirarucus sio
comumente relatadas: Godinho et al. (2005) citaram o comprimento € o peso para maturagcdo
sexual variando de 50kg a 58kg e 145 e 154cm, respectivamente. Ambos relatam idade média
acima de 5 anos. Ja Imbiriba (2001) registrou comprimento inicial de reprodugdo para
exemplares de pirarucu de 180cm. Em um viveiro do CPA/DNOCS foi registrada desova de
casal com comprimento e peso substancialmente abaixo das médias especificadas: 120cm e
25kg. Isto ocorreu, provavelmente, como estratégia adaptativa de antecipacdo da maturagdo
sexual devido as condi¢des em cativeiro.

Imbiriba (2001) e Pereira-Filho (2002) afirmaram que reprodutores de pirarucu
devem ser estocados em viveiros com 4rea equivalente a 200m” por reprodutor, que representa
uma area minima de 400m” para cada casal. Os exemplares de pirarucu do CPA/DNOCS
obtiveram sucesso reprodutivo com darea minima de 350m?, ou seja, 12,5% inferior a area
recomendada pelos referidos autores.

De acordo com Menezes (1951), o pirarucu apresenta desovas nos picos de
precipitagdes pluviais nas diferentes regides de sua ampla ocorréncia geografica em ambiente
natural. Os reprodutores de pirarucu cultivados no CPA/DNOCS apresentaram desovas
exclusivamente no periodo chuvoso do Estado do Ceara, incluindo apenas uma Unica desova

ocorrida no més de setembro (época de baixas precipitacdes).
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Em estudo realizado no Peru, Guerra (2002) observou que a temporada reprodutiva
de pirarucus selvagens ocorria no periodo de outubro a fevereiro, coincidindo com os picos de
chuvas peruanos e a maior intensidade de desovas ocorria no més de novembro. Por sua vez,
Rojas (2005), em outro estudo também realizado no Peru, relata que as desovas de exemplares
em cativeiro ocorreram entre os meses de fevereiro a junho com maior frequéncia de desovas no
més de abril.

Imbiriba (2001) relatou que apesar da correlacdo entre periodo de cheias,
precipitagdes e intensidades de desovas de peixes, ainda s3o escassos os estudos que comprovem

estas interagdes, sobretudo qual fator seja o mais determinante para a reprodugao.

3.1.6 Conclusées

Sugere-se uma correlagdo direta positiva (r = 89%) entre o periodo de maiores
precipitagdes no estado de Ceard nos anos de 2006 a 2011, e a frequéncia de desovas do
pirarucu.

O més de marco (pico das chuvas no estado) foi o que apresentou a maior
ocorréncia de desovas em cativeiro. O periodo de fevereiro a maio foi identificado como a
quadra invernosa com mais pluviosidade, com destaque para ano de 2009, com precipitacdes

mais intensas.

3.2 Alevinagem

3.2.1 Introducao

O conceito de alevinagem envolve todas as operagdes em um sistema de cultivo de
peixes desde a eclosdo dos ovos, o consequente desenvolvimento destes, culminando na
formagao de individuos (os alevinos) capazes de se desenvolver em regime de cultivo aquicola.
O processo de alevinagem ¢ finalizado geralmente quando o individuo passa a se alimentar de
racdo comercial sem a necessidade de cuidados parentais.

A alevinagem ¢ um ponto de acentuado interesse para o desenvolvimento de
pesquisas na cadeia produtiva do pirarucu. Neste sentido a qualidade de 4gua bem como
nutri¢do, treinamento alimentar e protecao parental sdo aspectos determinantes para o sistema
de alevinagem do pirarucu.

Imbiriba (2001) e Ono (2008) obtiveram sucesso no treinamento alimentar de

pirarucus utilizando diferentes tipos de alimentos, porém a grande maioria destas pesquisas



70

foram desenvolvidas na regido Norte do Brasil. No estudo empreendido verificou-se a
eficiéncia de trés regimes de transi¢ao alimentar sob condi¢des limnologicas do Nordeste

brasileiro.

3.2.2 Objetivo

O objetivo do estudo relatado a seguir foi o de verificar a resposta de alevinos de
pirarucu a transicdo gradual de alimento vivo para ragdo comercial em pd, ou seja, verificar a

eficiéncia do treinamento alimentar de pirarucus.

3.2.2.1 Objetivos especificos

Comparar metodologias de alevinagem de pirarucu em regime de transi¢do gradual
de racdo, utilizando trés tipos de alimentos vivos: a) copépodos coletados em canal de agude; b)
Artémias sp; e, c¢) sem alimentos ofertado, somente com cuidado parental no viveiro de

reproducio.

3.2.3 Metodologia

A primeira metodologia utilizou a captura de alimento vivo (zooplancton) com o
fornecimento de copépodos coletados em ambiente natural, um canal proveniente de agude. A
captura do zooplancton, constituido de copépodos, foi realizada com rede-de-arrasto de

abertura fixa (de 100cm x 50cm) e panagem (60 micra) (Figura 31).
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Figura 31— Rede de coleta de zooplancton armada em canal de irrigagdo que percorre parte da
area do CPA/DNOCS.

Fonte: Carlos Riedel. A rede operava sob constante vigilancia para uma eventual retirada de fragmentos ¢ de
pequenos animais.

Durante a operagdo para captura de copépodos a rede-de-arrasto era disposta em
uma secao do canal de irrigagdo, alimentado pelo agude Pereira de Miranda, em Pentecoste-CE,
em area do CPA/DNOCS.

O canal possuia vazao média de 1.100 1I/s. Trés vezes ao dia, nos turnos da manha,
tarde e noite, a rede era armada e posteriormente recolhida, para a coleta do zooplancton. Apds
a coleta, o material era transportado ao laboratério para a retirada de amostra e consequente
observagdo em microscopio (ampliagdo de 100x), com vistas a identificagdo da espécie

dominante do zooplancton (figura 32).
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Figura 32 — Copépodo visualizado em lupa o6tica no LabGeM do CPA/DNOCS com ampliacdo
de 100x.

¢

Fonte: Carlos Riedel. Os copépodos representaram os zooplancton com maior dominancia dentre os
coletados (superior a 98%).

Quando a amostra apresentava dominancia acima de 98% era filtrada, pesada e
embalada em sacos plasticos, em por¢des individuais de 50g, e os copépodos eram congelados

em fireezer comum (-20°C) para o inicio do treinamento alimentar.

O treinamento alimentar tinha inicio logo apds a captura de alevinos, realizado nos
viveiros de reproducdo situados no Campus 11 do CPA/DNOCS, sendo o transporte imediato
destes para a bateria de bercarios situados no CPA/DNOCS. Os alevinos eram transferidos em

sacos plasticos com capacidade de 20 litros utilizando %4 de seu volume total (figura 33).
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Figura 33 — Alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, capturados em viveiro de reproducao do
Campus 11 do CPA/DNOCS transportados em sacos plasticos para o treinamento alimentar.

Fonte: Carlos Riedel.

Os sacos plasticos contendo os alevinos eram postos em imersdo no bergario para
adaptacao de temperatura. Ap6s 15 minutos de aclimatagdo, os alevinos eram transferidos para

um recipiente plastico e em seguida pesados (figura 34).

Figura 34 — (a) Adaptacdo térmica de alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, em banho de
imersdo na incubadora. (b) contagem de alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, em incubadora
com sistema de auto sinfonamento.

Fonte: Carlos Riedel.



74

Os treinamentos alimentares foram realizados em bateria de dez incubadoras, com
formato circular, composi¢do de fibra e volume util de 250L cada, especialmente adaptadas
com sistema de renovagdo de agua (50L/h) e sifonamento. Um total de quinhentos alevinos de
pirarucu, com comprimento total de 4,5+0,1cm e peso de 1,3+0,1g, foram homogeneamente
distribuidos em dez incubadoras (duzentos e cinquenta por tratamento), com cinco repeti¢des
para cada tratamento.

O alimento vivo fornecido aos alevinos nos tanques ber¢drio era composto por
zooplancton, coletado em ambiente natural + racdo (tratamento 1), e Artemia sp congelada +
racdo (tratamento II). Nao foi oferecida racdo no controle (tratamento III) em que os alevinos
tiveram cuidado parental.

O alimento era ofertado aos alevinos até a saciedade, oito vezes ao dia
(00.00h, 3.00h, 6.00h, 9.00h, 12.00h, 15.00h, 18.00h e 21.00h), para ambos os tratamentos, até
a terceira semana. Nas semanas subsequentes, o alimento foi ofertado cinco vezes ao dia
(6.00h, 10.00h, 14.00h, 18.00h e 22.00h) até a saciedade. Para o tratamento III ndo foi ofertado
alimento.

Na primeira semana do tratamento os alevinos foram alimentados exclusivamente
com zooplancton (coletado e cultivado). A partir da segunda semana, foi adicionada,
proporcionalmente ao zooplancton, uma porcentagem de racdo comercial seca (ragdo em pod

para carnivoros) (tabela 9).

Tabela 9 — Treinamento alimentar de alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, em regime de
transicao gradual de zooplancton para ragcdo comercial seca, no Campus 11 do CPA/DNOCS.

Tratamento
Periodo | 11 111
Copépodos + ragdo Artemia sp +ragdo | Cuidado parental
1* Semana 100% + 0% 100% + 0% -
2% Semana 70% + 30% 70% + 30% -
3% Semana 50% + 50% 50% + 50% -
4* Semana 30% + 70% 30% + 70% -
5% Semana 10% + 90% 10% + 90% -
6* Semana 0% + 100% 0% + 100% -

O treinamento alimentar foi concluido quando os alevinos de ambos os tratamentos
(I e IT) atingiram comprimento ¢ peso médio respectivos de 11+£0,2cm e 18+0,3g, ocasido em

que se alimentavam exclusivamente de racdo comercial seca.
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No tratamento III os alevinos foram deixados nos viveiros de reprodugdo sob
cuidado parental até serem coletados, ao fim dos tratamentos I e II.

Depois de concluido o treinamento alimentar, os exemplares dos trés tratamentos
foram cuidadosamente observados por uma semana a fim de quantificar os espécimes que
aceitavam a ra¢ao comercial (percentual de comedores). A sobrevivéncia (100 x n° de peixes
finais/n® de peixes iniciais) foi estimada para os tratamentos I e II.

Sete parametros fisico-quimicos da 4dgua foram monitorados para os trés
tratamentos com uso de sonda multiparamétrica YSI-6600: oxigénio dissolvido (mg/L), TSD
(g/L), clorofila (ug/L), pH, aménia (NH,") (mg/L), condutividade elétrica (uS/cm’) e

temperatura (°C).

3.2.4 Resultados

A rede de arrasto utilizada na captura de zooplancton teve rendimento satisfatdrio,
comprovada pela produgdo de 1+0,1 kg/h. As maiores capturas de zooplancton foram
realizadas no periodo noturno e inicio da manha. As capturas médias de zooplancton

encontram-se na tabela 10.

Tabela 10 — Capturas médias de zooplancton em rede de arrasto no canal do CPA/DNOCS.

Periodo Captura média (g)
Manha (7.00h) 1872+2
Tarde (14.00h) 167+4
Noite (21.00h) 96042

Os alevinos submetidos aos tratamentos alimentares I e II foram adaptados ao
consumo de racdo comercial seca em pd apds um periodo de seis semanas, apresentando
comprimento e peso médio respectivos de 11+0,2cm e 18+0,3g para o tratamento [ e 17+0,6g e
11+0,4g para o tratamento II. Os exemplares do tratamento III (cuidado parental) apresentaram

comprimento médio de 16+2cm e peso médio de 26+1g (tabela 11).
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Tabela 11 — Peso e comprimento médio final de exemplares de pirarucu, Arapaima gigas,
submetidos a tratamentos alimentares em incubadoras e viveiros do CPA/DNOCS.

Tratamento I | Tratamento II | Tratamento III
Peso médio final (g) 18+0,3¢g 17+0,6g 26+1g
Comprimento médio final (cm) 114+0,2cm 11+0,4g 16+2cm

Diferencas marcantes de comprimento e peso em todos os tratamentos foram

verificadas, havendo a formag¢ao de grupos dominantes (figura 35).

Figura 35 — Exemplares de pirarucu, Arapaima gigas, pertencentes a uma mesma desova.
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Fonte: Carlos Riedel. Caso exemplares de diferentes tamanhos ndo sejam separados ¢ grande a probabilidade de
mortalidade do espécime com menor comprimento em virtude de comportamento dominante, conforme foi
constatado no CPA/DNOCS.

Os parametros fisico-quimicos de qualidade da dgua ndo apresentaram diferencas
significativas para os tratamentos I e II, nem variacdes letais ou estressantes que afetassem o
desempenho dos peixes. No tratamento III houve diferencas significativas nas médias da

condutividade elétrica, amonia e clorofila (tabela 12).
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Tabela 12 — Médias de parametros de qualidade de é4gua para os trés tratamentos em

treinamento alimentar de alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, com zooplancton cultivado e
coletado no Campus 11 do CPA/DNOCS.

Parametro Tratamento
Copépodo Artemia sp Viveiro

reprodutores
Temperatura (°C) 27,2+0,3 * 27,2402 * 28,1+0,1 *
Oxigénio dissolvido (mg/L) 6,4+0,3 * 6,2+0,1* 5.8402*
Clorofila (pg/L) 22402 * 22402 * 92+0,2 ™"
pH 8,0£0,2* 7,9+£0,2 * 8,2+0,2 *
Condutividade elétrica (uS/cm?) 520+0,4 * 519+0,4 * 1622+0,2 *P
Amoénia (NH;") (mg/L) 0,001+0,2 * 0,001+0,1 * 0,02+0,1 *P
TSD (g/L) 0,28+0,3* 0,26+0,3* 0,27+0,2*

Nota: (*) Médias sinalizadas com mesma letra ndo diferem entre si conforme teste t de Student.

Os alevinos em situacdo de pds-treinamento pertencentes aos tratamentos I e II,
mostraram maior aceitaciao de racdo, sobretudo quando comparados com o tratamento III (com
protecdo parental). A sobrevivéncia somente pdde ser calculada para os tratamentos I e II

(Tabela 13).

Tabela 13 — Tratamento alimentar, sobrevivéncia e percentual de consumidores de ragcdo de
alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, no Campus Il do CPA/DNOCS.

Tratamento Sobrevivéncia (%) Consumidores de ra¢ao
Copépodos 99,6+0,2 * 99+0,2 *
Artemia sp 98,6+0,3 * 99+0,3 °
Cuidado parental - 10+0,2°

Nota: Médias sinalizadas com mesma letra ndo diferem entre si conforme teste t de Student.

3.2.5 Discussdao

Os parametros fisico-quimicos de qualidade de dgua registrados nos treinamentos
alimentares de pirarucu no CPA/DNOCS em incubadoras, assim como os exemplares deixados
sob protecdo parental em viveiros, se apresentaram dentro dos limites desejaveis para
atividades de piscicultura preconizados por Boyd (1990).

Para os tratamentos I e II ndo houve diferencas significativas nos parametros de
qualidade de 4gua, enquanto no tratamento III foram encontradas diferencas entre os niveis de
condutividade elétrica, amonia e clorofila. Isto se deu, possivelmente, por se tratar de agua de

viveiro, sem sistema de filtragem, com baixa reposi¢ao e produtividade primaria elevada.
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A rede de zooplancton armada no canal de abastecimento do CPA/DNOCS teve
rendimento aceitavel, fornecendo zooplancton em quantidade suficiente para os tratamentos I e
II. As maiores capturas de zooplancton foram realizadas no inicio da manha (5.00h as 8.00h) e
no periodo noturno (18.00h as 5.00h); isto se deu, possivelmente, em virtude da dinamica de
migragoes do fitoplancton e zooplancton no agude que abastece o referido canal.

Apesar de ser uma boa fonte de captura de alimento vivo, o sistema de rede de
coleta em canal pode ser considerado desvantajoso, sobretudo no sentido da irregularidade de
produgdo, estando a producdo ligada diretamente a vazdo do canal, que ¢ afeta por
precipitagdes pluviais. Além disso, esse sistema ndo garante o fornecimento regular da mesma
espécie de zooplancton, o que pode acarretar em diferengas no crescimento dos exemplares de
alevinos de pirarucu e mesmo rejeicdo, conforme observagdes realizadas do comportamento
alimentar.

Neste sentido, o cultivo de alimentos vivos surge como uma alternativa de suprir
essa etapa de transicdo alimentar. As artémias sdo micro crustdceos comumente utilizadas
como fonte energética para os mais variados organismos aquaticos em suas fases iniciais de
vida, especialmente em espécies carnivoras. Cavero (2003) utilizou nduplios de art€émias em
treinamento alimentar de alevinos de pirarucu obtendo indices de sobrevivéncia acima de 99%.
O fornecimento de Artemia sp no CPA/DNOCS supriu a demanda dos experimentos.

Os alevinos de pirarucu submetidos a treinamento alimentar no CPA/DNOCS
apresentaram diferencas marcantes em alguns parametros limnoldgicos, quando comparados
com Cavero et al. (2003), na Coordenacdo de Pesquisas em Agqiiicultura (CPA), do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), que realizou treinamento alimentar na obtendo:
pH (6,1), condutividade elétrica (33,9uS/cm?) e aménia (0,003 mg/L), isto mostrou uma faixa
de tolerancia para os alevinos de pirarucu, podendo ser treinando a consumir ra¢do comercial
em aguas acidas ou alcalinas.

Soares et al. (2007) afirmaram que o treinamento alimentar ¢ uma técnica eficiente
e com resultados bastante promissores para muitas espécies carnivoras, tais como:
Oncorhyncus maximus, Pseudoplatystoma coruscans, € o proprio Arapaima gigas.

Cavero et al. (2003), Escorvo-Filho et al. (2004), Crescéncio et al. (2005) e
Queiroz (2009) utilizaram metodologias de treinamento alimentar em alevinos de pirarucu
baseadas na transi¢do gradual para ra¢do seca comercial, empregando inicialmente zooplancton

ou Artemia sp e obtiveram indices de sobrevivéncia acima de 95%.



79

Os alevinos de pirarucu submetidos a tratamento alimentar no CPA/DNOCS com
copépodos e Artemia sp tiveram indices de sobrevivéncia na ordem de 99%. Isto demonstra a
importancia da utilizacdo de zooplancton para o regime de transi¢do gradual de ragdo.

Apesar do pirarucu possuir carater ictiofago, os alevinos dessa espécie apresentam
excelente taxas de sobrevivéncia, em consequéncia de ndo praticarem canibalismo e se
adaptarem as condi¢des de cativeiro (IMBIRIBA, 2001). Embora neste estudo ndo tenha sido
observado canibalismo, um exemplar de pirarucu alimentou-se, por acidente, de uma tilapia
com 1/3 de seu tamanho, levando-o a morte. Tal fato refor¢a a necessidade de controle das
instalacdes de cultivo sobretudo nos sistemas de filtragem e isolamento de bergarios.

Os exemplares deixados sob cuidado parental (tratamento III) apresentaram
comprimento e peso maiores que os exemplares do tratamentos I e II, porém, ndo se adaptaram
ao consumo de ragdo comercial no término do periodo de arragoamento.

Apesar da impossibilidade de estimar precisamente a mortalidade dos alevinos sob
cuidado parental, devido a grande area do viveiro, constantemente eram observadas acdo de
predadores, principalmente pdssaros, que provavelmente tenha diminuido o nimero de
exemplares de alevinos em virtude do pirarucu ndo apresentar defesas contra este tipo de agdo

(salvo o mimetismo da natacdo dos alevinos nas proximidades da cabega dos pais).

3.2.6 Conclusées

O treinamento alimentar de pirarucus, realizado em tanques-incubadoras
(tratamentos I e II) com fornecimento de zooplancton, requer mais cuidados operacionais do
que o tratamento III em que ndo foi ofertado alimento e os alevinos ficaram sob cuidado
parental. As chances dos animais sofrerem predacdo nesses tanques sdo minimas, o que
consequentemente resulta em altos niveis de sobrevivéncia, enquanto que os exemplares
deixados sob cuidado parental lidam com a predagdo de diferentes agentes (diversas espécies
de aves e peixes invasores).

Os espécimes sob cuidado parental do tratamento III apresentaram maiores
comprimentos e pesos médios ao fim do tratamento, entretanto ndo aceitaram a ragdo seca
como alimento. Os espécimes oriundos de uma mesma desova que apresentam diferengas
marcantes em comprimento e peso durante o treinamento alimentar devem ser separados para

evitar atrasos no crescimento, emagrecimento, canibalismo e consequente mortalidade.
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O uso de zooplancton no treinamento alimentar ¢ critico na criacdo de pirarucus,
devendo ser constantemente monitoradas a qualidade de dgua, e também a qualidade da ragdo e

do numero de vezes do trato alimentar.

3.3 Uso de marcas eletronicas

3.3.1 Introducao

Marcas em animais sdo amplamente utilizadas em unidades de producao
agropecuarias e institui¢des de pesquisas, com a finalidade de identificacdo individual ou
coletiva de espécimes para estudos de avaliagio de dinamica populacional, bem como
acompanhamento de desempenho de animais terrestres e aquaticos.

A utilizagdo de marcas ¢ também importante em estudos de melhoramento
genético. Atualmente existe uma grande variedade de marcas disponiveis que podem ser
classificadas como: internas, externas, quimicas, genéticas e eletronicas. Estas ultimas, também
conhecidas com “transponders”, sdo capazes de fornecer milhares de codigos de identificagdo,
produzindo informagdes unicas (HAMMER e BLANKENSHIP, 2001).

As marcas eletronicas possuem dimensdes € volumes pequenos e geralmente nio
sdo rejeitadas pelo organismo do animal na qual foi implantada. Este tipo de marca ¢
constituida por pequenas bobinas que, quando estimuladas por um campo magnético geram um

sinal que ¢ detectado por uma unidade de leitura (figura 36).

Figura 36 — (a) Transponder eletronico para identificacdo de exemplares de
pirarucu, Arapaima gigas. (b) unidade de leitura em operagdo nos estudos desenvolvidos
no CPA/DNOCS.

Fonte: Carlos Riedel.
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A unidade leitora além de gerar um campo magnético para acionamento da marca
eletronica indica, através de um visor, as informagdes referentes & marca implantada
(geralmente uma sequéncia Unica de numeros). A distancia de detec¢do do sinal esta
diretamente ligada a intensidade do campo magnético gerado pela unidade leitora, podendo
variar de um centimetro a centenas de metros (HILL et al., 2005).

A utilizagdo de marcas eletronicas no acompanhamento do desempenho individual
de reprodutores de peixes cultivados vem crescendo. Assim, dados de crescimento, peso,
nimero de desovas, caracteristicas comportamentais, bem como evolugdo de caracteres
morfoldgicos e meristicos podem ser seguramente acompanhados. Esses pardmetros sdo de
vital importancia para o manejo, bem como na elaboragdo de programas de melhoramento
genético (HAMMER e BLANKENSHIP, 2001).

Neste segmento do segundo capitulo é descrito um protocolo para a instalagao de
marcas eletronicas em pirarucus, bem como sua aplicabilidade em situagdes de rotina e

emergenciais inerentes ao manejo do plantel de reprodutores do CPA/DNOCS.

3.2.2 Objetivo

O objetivo deste estudo foi realizar a implantacio de marcas eletronicas em
exemplares adultos de pirarucu, Arapaima gigas, pertencentes ao plantel do CPA/DNOCS para
observacdo de caracteristicas morfométricas, meristicas e aspectos do comportamento

reprodutivo.

3.2.3 Material e métodos

3.2.3.1 Equipamentos

Neste experimento foram utilizados os seguintes equipamentos: kit de marcas
eletronicas do fabricante IDCHIP, incluindo seringa, agulha injetora, e unidade de leitura;
maquina de fotografia digital SONY-modelo DSC-S85 Cyber-Shot de 4.1 Mega Pixels, balanga
eletronica digital TOLEDO® com capacidade méaxima de 150kg e 50g de precisdo.

Todas as marcas eletronicas e seringas foram previamente esterilizadas a frio em
camara de fluxo laminar, sob acdo de radiagdo ultravioleta, durante um periodo de vinte

minutos, e as agulhas injetoras foram imersas em solugdo de alcool 70%.
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3.2.3.2 Introdug¢do de marcas eletronicas em juvenis pré-reprodutores

Em janeiro de 2007, foram selecionados dos viveiros do Campus 11 do
CPA/DNOCS cinquenta e seis juvenis pré-reprodutores (exemplares que ndo haviam atingido a
primeira maturagdo sexual). Os peixes tinham peso e comprimento médio de, respectivamente,
45+3kg e 169+20cm. Estes juvenis foram mantidos em dois viveiros de 5.000m’ alimentados
com ragdo comercial e peixes vivos.

Antes da introdu¢do das marcas eletronicas os pirarucus foram transportados
individualmente em macas (figura 37) até uma estagdo de trabalho moével adaptada no talude

central do viveiro para a realizagdo dos procedimentos.

Figura 37 — Exemplar de pré-reprodutor de pirarucu, Arapaima gigas, em maca de transporte.

Fonte: Carlos Riedel. A maca de transporte suporta exemplares de pirarucu, Arapaima gigas, com peso de até 100
kg, situagdo em deve ser mobilizados seis homens para suporte.

Para a introdu¢do da marca eletronica na cavidade corporal de cada exemplar foi
inicialmente investigada uma posicao de inser¢do. A regido subcutinea posterior a quinta escama
lombar pos-cranio foi escolhida, ap6s prévios estudos, como ideal para receber a marca devido a

facilidade de manejo do animal (figura 38).
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Figura 38 — (a) alicate adaptado com luva de borracha estéril para extragdo de escama de pirarucu,
Arapaima gigas, indicando posi¢ao de extragdo (quinta escama lombar pds-cranio). (b) detalhe da
escama extraida onde se encontra inserida, em posi¢do subcutinea, a marca eletronica.

Fonte: Carlc;s Riedel.

Para a introdug¢@o da marca eletronica em cada exemplar de pirarucu foi necessario
a prévia extragdo de uma escama para facilitar a penetragdo subcutidnea da agulha injetora.
Neste procedimento foi utilizado um alicate envolvido com luva de borracha estéril,
possibilitando desta forma que a agulha injetora posicionasse o “framponder” na regido
adequada.

A agulha injetora tinha duas fungdes: a primeira, perfurar o tecido até o local de
inser¢do da marca; a segunda, introduzir a marca eletronica,acionada por um émbolo, no corpo
do espécime. Para prevenir infec¢des era aplicada, em cada individuo, solugdo de iodo a 2% e
sal puro (NaCl 100%) na lesdo ocasionada pela extracdo das escamas.

Em seguida, os reprodutores foram medidos, pesados em balanga digital TOLEDO®
especialmente adaptada (Figura 39) e foto-registrados em maquina digital SONY®, com
posicdo padronizada lateral a esquerda, de forma a poder visualizar o comprimento total do

espécime.
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Figura 39 — Maca com reprodutor de pirarucu, Arapaima gigas, durante pesagem em balanca
digital.

IR AT 1 i
Fonte: Carlos Riedel. Pode-se observar a ampliagdo da base de pesagem — permitindo deitar todo o corpo do peixe
para pesagem, a maca de transporte(imobilizando temporariamente o espécime) ¢ a balanga digital.

Cada suposto casal, separado com base no padrdo de posicionamento de coloragao
das escamas, ou com base em laparoscopia ou ultrassom (técnicas descritas no Capitulo 2), foi
abrigado em um viveiro de 350m® totalizando quarenta “casais” de reprodutores distribuidos
em vinte viveiros.

Outros quinze exemplares contendo marcas, e considerados fémeas, foram
distribuidos igualitariamente em trés viveiros de 400m”,

Em todos os viveiros contendo os supostos casais foram realizadas observagdes
comportamentais dos reprodutores, sobretudo os aspectos de: natacdo, brigas, saltos,copulas,

formagdes de ninhos e alimentagdo, de janeiro de 2007 a marco de 2009.

3.2.3.3 Manejo emergencial: a enchente de 2009

O ano de 2009 apresentou, conforme dados da Fundagdo Cearense de Metereologia
(FUNCEME), chuvas acima da média histdrica registrada para o estado do Ceara. Neste ano,
diversos agudes atingiram cota maxima, incluindo o Pereira de Miranda e o General Sampaio,
ambos administrados pelo DNOCS. Este ultimo acude pereniza o Rio Curu, de onde ¢é captada

a agua destinada aos viveiros dos pirarucus do Campus 11 do CPA/DNOCS.
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No dia dois de marco de 2009, uma forte precipitacdo pluvial registrada em
Pentecoste/CE (248mm)", elevou o nivel do Rio Curu fazendo com que o canal de drenagem
transbordasse devido a entrada de agua do rio, inundando toda a &area dos viveiros de
reprodutores do Campus 11 do CPA/DNOCS (com um nivel de agua cerca de 1metro acima da
cota do talude dos viveiros).

Para evitar a fuga do plantel de pirarucus do Campus 1l para o rio, a saida do canal
de drenagem foi isolada. Com a ado¢do desta medida emergencial, reprodutores, matrizes e
juvenis adultos tiveram seus viveiros encobertos, sendo formado um “lago artificial” com cerca
de 12 hectares de lamina d’agua. Desta forma, os animais que estavam nos viveiros se
misturaram naturalmente.

Apo6s aproximadamente vinte e quatro horas da enchente, quando o rio diminuiu
seu nivel anormal, foi realizada uma contagem emergencial dos reprodutores, ja que estes
estavam com marcas eletronicas implantadas. Um novo levantamento (censo), com duragdo de
duas semanas, com recaptura, foto registro, biometria e relocagdo dos reprodutores que tinham
“transponders” implantdveis foi realizado, bem como observacdes referentes ao

comportamento.

15 . . . ., . , . .. ~ . , 1. e, .
Os meses de janeiro e fevereiro ja registraram indices de precipitagdes acima da média histérica, conforme
dados da FUNCEME.
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3.2.4 Resultados

Foram implantadas marcas eletronicas em 56 exemplares de pirarucu (adultos em
idade de reprodugdo) com peso e comprimento médio de, respectivamente, 68+2 kg e
183+5cm. Nenhuma mortalidade foi registrada durante o periodo do estudo, com excecao de
um exemplar que fugiu na ocasido da enchente, antes do isolamento da saida do canal de
drenagem, quando em situacdo emergencial.

Os exemplares de pirarucu ndo apresentaram rejei¢do aos “fransponders” nem
sintomas indicativos de doengas (infecgdes). Nao foram detectadas para todos os exemplares,
no periodo do estudo, mudangas expressivas do posicionamento dos “transponders”,
mantendo-se localizado na proximidade da quinta escama lombar. Os “transponders”
mantiveram-se operacionais por todo o periodo de estudo.

A inundagdo acidental dos viveiros do Campus 11 do CPA/DNOCS possibilitou que
os exemplares de pirarucus pudessem explorar novas areas, dentro dos limites dos viveiros
(tabela 14). Ap6s a inundagdo, seis fémeas (21,4%) se separaram de seus parceiros, enquanto
que cinco machos (17,8%) também perderam suas parceiras.

Um total de 60,8% dos reprodutores permaneceram como supostos casais. Cerca
de vinte e quatro por centro (24,1%) dos exemplares apresentaram mudanga de parceiro. Foi
observado o estabelecimento de ninhos e uma nova desova em um dos viveiros com um novo
casal. Apds esse evento, a pratica de troca de casais como indutor de desova tornou-se rotineira

no CPA/DNOCS.
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Tabela 14 — Dindmica migratdria dos reprodutores de pirarucu, Arapaima gigas, nos viveiros

do CPA/DNOCS ap6s enchente.

Viveiro Configuragdo inicial Configuracdo Apds Enchente
Machos Fémeas Machos Fémeas
492173 273099 293309 56880

270282 294424
492292 289013
289193 247732
293309 513053
501476 248701
520797 282265
491128 391168
526424 528383
510735 534184
505778 523276
493430 516814
492075 508579
256201 301131
267336 302081
265928 56880
84568 292839
274543 265034
301227 265773
296372 290934
492173 273099
270282 294424
492292 289013
289193 247732
293309 513053
501476 248701
520797 282265

(VO I NS I NG I NS T NS N NG T N0 I N0 I e e e e e
QAN DE DN L, SO0 TAANNDPELNN—RO OO B WD —
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491128 193367

491128

270282 294424

492075

270282 301131
302081

510735 508579

501476 534184

256201 391168

267336 513053

265928

293309

289193

301227
247732
513053
248701
265773
289013

* Legenda: Cinza- Reprodutores que migraram de viveiro e perderam sua configuracdo original
apo6s enchente.Azul escuro - Casais originais que migraram de viveiros apos enchente.Lilas- Casais
e/ou espécimes que permaneceram em seus viveiros originais. Azul claro — Migragdo e formacao de

novos casais
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3.2.5 Discussdao

As marcas eletronicas utilizadas nos reprodutores de pirarucu do CPA/DNOCS
foram implantadas na cavidade corporal superior de forma intramuscular e ndo sofreram
interferéncia de leitura em razao dos diferentes tipos de tecido (escamas, epiderme e musculo).
Holm et al. (2006) mostraram ndo haver diferenca significantemente estatistica entre a
distancia de leitura de marcas eletronicas implantadas em diferentes tecidos de peixes.

Além disso, apos o periodo de estudo, ndo foi verificada nenhuma lesdo nos
pirarucus marcados. Este resultado esta de acordo com Caro et al. (2003) que preconizaram que
a regido selecionada para a implantacdo de uma marca deve ser de facil acesso para a leitura,
proporcionar minima migra¢do, ndo lesionar tecidos e minimizar quaisquer incomodo ou
possibilidade infec¢ao para o espécime de peixe.

O principal critério adotado para a inser¢do da marca eletronica no local
especificado em exemplares adultos de pirarucu foi a facilidade operacional de manejo. A
posicao adotada do implante na regido pos-cranio a altura da quinta escama minimizou riscos
de acidentes durante o manejo. Em qualquer outra regido (lateral, ventral e caudal) as chances
de injurias no operador sdo elevadas. Apesar do critério adotado outras posi¢des de inser¢ao
podem ser adotadas, Hackbarth et a/ (2007) utilizaram chips eletronicos na regido do dorso em
posicdo  subcutdnea, proximo a nadadeira dorsal em exemplares de pacu
(Piaractusmesopotamicus).

Apesar dos riscos sobretudo no processo de implantagdo, a marcacdo interna que
foi utilizada nos pirarucus deste estudo, ¢ considerada mais segura do que a externa, ja que esta
permanece no local de implante por longos periodos de tempo e a possibilidade de serem
expelidas ¢ minima. (Harvey e Carolsfeld, 1993).

Barrero (2007) afirma que os marcadores eletronicos sdo mais utilizados e
recomendados apesar de apresentar um custo elevado, o que muitas vezes limita sua viabilidade
na utilizagdo por grande parte dos produtores.

O uso de marcas eletronicas semelhantes as utilizadas nos pirarucus deste estudo
tem auxiliado pesquisadores a acompanhar aspectos comportamentais bem como zootécnicos
de diversas espécies cultivaveis. Oliveira et al. (2010) fizeram o uso de marcas eletronicas para
identificacdo de exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em estudo de
melhoramento genético avaliando 3.417 animais da linhagem GIFT, pertencentes ao
“Programa de Melhoramento Genético da Universidade Estadual de Maringa”, no

Parana.
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Barrero (2007) empregou com sucesso marcadores eletronicos em reprodutores de
Bryconorbignyanuse Robalo-Flecha, Centropomusundecimalis no acompanhamento dos
aspectos reprodutivos.

As marcas eletronicas também sdo tUteis em estudos de dinamica populacional de
peixes, sendo auxiliares insofismaveis para o entendimento de rotas migratdrias. Os sistemas
sdo capazes de detectar exemplares marcados a grandes distancias utilizando radio-telemetria
no monitoramento (TRAVADE et al. 1989). Ribeiro et al (2007) utilizaram marcas
eletronicas objetivando propor um modelo de populagdes de peixes migradoras através do
repovoamento de bacias hidrograficas impactadas, utilizando-se como espécie-modelo o
pacu (Piaractusmesopotamicus).

As marcas eletronicas fornecem informagdo unica e sdo geralmente detectadas a
distancias variadas. Holland et a/ (2001) utilizaram marcas desenvolvidas para o rastreamento
de peixes, ativadas remotamente por distancias de até alguns quildometros; tais marcas
objetivaram estudos de espécies migratdrias em rotas de aguas continentais ao oceano. O
transponder eletronico utilizado para identificacdo de exemplares de pirarucu do CPA/DNOCS
possuia ativacdo via campo magnético emitido por leitor; com raio de deteccdo extremamente
curto, apresentando distancia maxima do leitor de 5 cm. Desta forma, a unica possibilidade de
detecgdo de sinal do transponder era por meio da captura, imobilizagdo em maca e transporte
dos espécimes para uma estacdo movel de biometria onde era realizada a leitura.

De acordo com Turra et al. (2010), apesar das vantagens das marcas eletronicas,
estas ainda sdo caras, sendo seu uso limitado as instituicdes de pesquisas e a alguns produtores
que as utilizam em plantéis de reprodutores permanecendo ainda em grande maioria a
utilizagdo de marcas externas, mais simples e baratas.

Apesar da praticidade e custo relativamente barato, até o momento de finalizagdo
desta Tese, ndo foram encontrados trabalhos na regido Nordeste do Brasil que utilizassem
marcas eletronicas em exemplares de pirarucu. Desta forma, este foi provavelmente o primeiro
estudo no Nordeste brasileiro com esse tipo de tecnologia de marcas eletronicas em pirarucus.

A enchente ocorrida nos viveiros do CPA/DNOCS teve como consequéncia uma
nova dindmica de distribuicdo dos exemplares de pirarucus que haviam sido separados em
quarenta “casais” de reprodutores distribuidos em vinte viveiros. De tal forma que, apds baixar
o nivel de 4gua dos viveiros ocorreu a formacao de 21,4% de novos casais.

Como foi observado, o estabelecimento de ninhos € uma nova desova em um dos
viveiros com um novo casal, a pratica de troca de casais como indutor de desova tornou-se

rotineira no CPA/DNOCS. Este resultado se mostrou contrario ao obtido por Montero (2005),
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que afirmou que no comportamento reprodutivo de Arapaima gigas ha obrigatoriamente na
formacgao de casais monogamicos.

Estudos recentes com marcadores moleculares utilizados para analisar desovas de
pirarucu em ambiente natural apontam para uma possivel multipla paternidade na fecundagao
de um tnico ninho (Informagdo verbal)'®. Esta estratégia comportamental sugere a ndo

fidelizagdo de exemplares de pirarucu.

3.2.6 Conclusées

As marcas eletronicas mostraram ser de grande utilidade no manejo de reprodutores
de pirarucus em viveiros, sobretudo na identificacdo individual de espécimes, o que possibilitou
acompanhamento do comportamento reprodutivo e de distribuicdo dos animais.

Para todos os espécimes deste estudo, as marcas eletronicas ndo apresentaram
rejeicdo, infecgdo fatal ou migragdo intramuscular expressiva durante o periodo estudado.

O uso de marcas eletronicas em reprodutores do CPA/DNOCS revelou, até o limite
de nosso conhecimento, dados comportamentais e reprodutivos inéditos para pirarucu, devido a
enchente que viabilizou a possibilidade de uma nova distribui¢do dos animais previamente
separados em supostos casais.

As rotas de movimentagdes e consequentes formacdes de novos casais ocorridas
durante a inundagdo acidental dos viveiros de reprodutores do CPA/DNOCS sugere nao haver

fidelidade na formacao de casais de pirarucu.

' Informagdo fornecida por Juliana Alencar Araripe, no XVII Congresso Brasileiro de Engenharia de Pesca,
realizado em Belém-PA, em novembro de 2011.
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3.4 Uso de anestésicos em pirarucu

3.4.1 Introducao

O pirarucu apresenta um conjunto de caracteristicas anatomicas e fisiologicas
peculiares que o distingue da maioria dos peixes cultivados em aguas interiores. Os
reprodutores de pirarucu sdo animais grandes e pesados, porém com boa velocidade de
impulso, caracteristicas que dificultam o manejo e pde sob risco de fortes lesdes as pessoas que
lidam diretamente no manejo reprodutivo. Relatos de funcionarios do CPA/DNOCS
descreveram acidentes durante a manipulagdo de pirarucus ocorridos nestas instalagdes. Desta
forma, o desenvolvimento de protocolos de anestesia sdo de fundamental importancia no uso de
atividades rotineiras do manejo reprodutivo.

O uso de anestésicos em procedimentos de manipulagdo de alevinos de diversas
espécies de peixes ¢ bastante amplo na aquicultura, principalmente no que tange as atividades
rotineiras, a saber: transportes de alevinos e reprodutores, biometrias, propagacdes artificiais
(extrusdo de gametas), implantacio de marcas, pequenas cirurgias, além de outras
manipulagdes (VIDAL et al. 2006).

Anestésicos sdo farmacos de origem natural ou sintética que proporcionam auséncia
ou alivio da dor, reduzindo o metabolismo por agdo bloqueadora dos sinais do centro de
percepcao da mesma (CRAIG, 2003). Estas substincias sdo frequentemente usadas na
aquicultura objetivando minimizar o estresse do manejo operacional, prevenindo assim
impactos negativos sobre o desempenho dos peixes (ROSS e ROSS, 2008).

Um anestésico ideal para peixes deve reunir as seguintes caracteristicas: a)
permitam duracdo razoavel de exposicao; b) ndo apresentem toxicidade; ¢) produzam anestesia
em tempo inferior a 3 minutos; d) ndo apresentem problemas de seguranga para mamiferos; e)
deixem pouco ou nenhum residuo apds periodo de depuracao e possuam custo acessivel (ROSS
e ROSS, 2008).

O efeito das substancias anestésicas varia de acordo com o tamanho e a espécie de
peixe. Exemplares com tamanho, idade e sexo diferentes podem geralmente responder de forma
diferenciada a uma determinada concentracdo especifica, estas respostas podem ser
influenciadas por fatores ambientais, tais como: temperatura, pH, salinidade, e nivel de

oxigénio dissolvido na dgua (PARK et al, 2008; ZAHL et al., 2009).

Para a maioria dos teledsteos, as branquias figuram como entrada e secrecdo de

anestésicos, estes geralmente ministrados em banhos de imersdo, com acesso ao sistema
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circulatorio do animal através das branquias e pele O anestésico deve ser preferencialmente
soluvel em dgua; para isso, alguns anestésicos necessitam primeiramente ser dissolvidos em um
solvente organico, visando reduzir seu carater hidrofébico aumentando, consequentemente, sua
solubilidade (SUMMERFELT e SMITH, 1990). A maioria dos peixes apresenta respostas
comportamentais em virtude dos efeitos fisioldgicos dos anestésicos, estas respostas
fisiologicas podem ser classificadas em seis estdgios (tabela 15), de acordo com (ROSS e
ROSS, 2008).

Tabela 15 - Estagios de anestesia em peixes ¢

Estagio Descri¢ao Resposta comportamental em peixes
0 Normal Reativos a estimulos externos; batimentos operculares normai
rea¢cdo muscular normal.
1 Sedacao leve Reativos a estimulos externos; movimentos reduzidos,
batimentos operculares mais lentos; equilibrio normal.
2 Sedacao Perda total da reatividade aos estimulos externos, exceto forte
profunda pressdo; leve queda do movimento opercular; equilibrio normal
3 Narcose Perda parcial do tonus muscular; natacdo erratica, aumento dos
movimentos operculares; reativos apenas a forte estimulo tatil ou
vibragao.
4 Anestesia Perda total de tonus muscular; perda total de equilibrio;
profunda batimento opercular lento, porém regular.
5 Anestesia Auséncia total de reagdo, mesmo a forte estimulo; movimentos
cirargica operculares lentos e irregulares; batimentos cardiacos lentos;
perda total de todos os reflexos
6 Colapso Parada da ventilacdo; parada cardiaca; morte eventual.
medular

Nota: (*) Modificado de ROSS e ROSS (2008)

J4

O pirarucu ¢ um peixe de respiracdo aérea obrigatdria, desta forma o uso de
anestésicos com o animal em situacdo de imersao pode ocasionar sua morte por afogamento, ja
que este perde o reflexo respiratorio, fato observado em estudos prévios realizados no
CPA/DNOCS. Por esta razdo, o objetivo pretendido foi desenvolver e testar técnicas de

anestesia inéditas para a maioria dos peixes teledsteos.
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3.4.2 Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Genética Molecular
(LabGeM/CPA/DNOCS) em Pentecoste/CE. Foram utilizados vinte e seis espécimes de
pirarucu pertencentes a trés classes de comprimento:

Classe I - alevinos (1+£0,2g e 4+0,5cm),

Classe II - juvenis (4+0,5kg e 80+£3 cm) e

Classe III - adultos (60kg+3 e 170+£5cm).

Inicialmente, dois exemplares (um de cada classe de comprimento: I e II) foram
sacrificados utilizando choque térmico a frio, em um tanque circular de fibra, com volume
maximo 300L em 4gua a zero grau Celsius. Uma vez sacrificados, os exemplares foram
dissecados para observagdo das estruturas anatomicas, assim foi possivel localizar
anatomicamente os o0rgdos envolvidos no processo respiratorio, sobretudo as vias respiratorias.
A disseccdo possibilitou ainda, pela visualiza¢ao de estruturas anatdmicas, o desenvolvimento
de uma mascara de inalacdo de anestésico utilizando garrafas pet, ligas de borracha e manta
plastica atadas a um compartimento no qual era colocado o anestésico junto a uma mangueira

fixada a uma bomba com ventilagdo de ar acionada manualmente (figura 40).

Figura 40 - Mascara anestésica utilizada em alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, onde se
pode observar: o corpo da mascara, o envoltorio isolador, o compartimento para anestésico e a
ventilagdo forcada de ar.

Fonte: Carlos Riedel.
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Os experimentos com uso de anestésicos em pirarucu foram desenvolvidos em trés
etapas distintas:

Etapa I - Uso de anestésicos em alevinos,

Etapa II - Uso de anestésicos em juvenis e

Etapa III - Uso de anestésicos em adultos.

Apds os experimentos, todos os individuos foram monitorados durante 24 horas

com o objetivo de observar a taxa de sobrevivéncia.

3.4.2.1 Etapa I - Uso de anestésicos em alevinos de pirarucu, Arapaima gigas.

Dez alevinos de pirarucu foram retirados aleatoriamente de trés incubadoras de
treinamento alimentar e entdo pesados e medidos. Em seguida, foram transferidos para um
aquario com capacidade de 200 L com renovagao constante de d4gua (4x volume por dia) para
aclimata¢do durante um periodo de vinte e quatro horas.

Antes de serem anestesiados cada exemplar foi pesado em balanga eletronica marca
QUIMIS modelo GM-300P, com capacidade total de 100g e em seguida medidos com auxilio
de uma régua de 30cm (Figura 26).

O procedimento de anestesia foi realizado em aquérios de 4L de volume ftil,
contendo 0,5L de dgua adicionada de solug@o anestésica (permitindo ao alevino a possibilidade
de inalacdo de ar) com concentragdo inicial de 10mg/L. de mentol.

O tempo de inducdo a anestesia foi medido com crondmetro digital e as reagdes

comportamentais e estagios de anestesia devidamente anotadas.

3.4.2.2 Uso de anestésicos em juvenis de pirarucu, Arapaima gigas.

Dez juvenis de pirarucu foram retirados de viveiros do Campus 1l e transferidos
para um tanque de manejo com capacidade de 2500 L do Campus 1 do CPA/DNOCS, onde
permaneceram por um periodo de 24h sob renovagdo constante de 4gua e alimentacdo
suspensa. Os juvenis foram medidos e pesados (figura 41) antes de serem anestesiados.

Para o uso do anestésico mentol foi inicialmente preparada uma solug¢do estoque
dissolvendo-se 1g de cristal de mentol em 100 mL de etanol absoluto. A partir dessa solugdo
foram testadas concentracdes finais de 10, 20, 30 e 40 mg/L diluidas em agua, utilizando dois

exemplares para cada concentragdo e dois exemplares para controle negativo.
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Figura 41 — Juvenil de pirarucu, Arapaima gigas, em balanca eletronica, antes do
procedimento de anestesia.

Fonte: Carlos Riedel.

O anestésico foi administrado via aspersao direta nas guelras com uso de borrifador
com capacidade volumétrica total de 300mL (figura 42). Os tempos de indugdo aos estagios de
anestesia e recuperagdo foram aferidos com crondmetro digital. Os espécimes juvenis foram

anestesiados sob bancada, fora da dgua, Arapaima gigas.

Figura 42 — Anestesia de juvenil de pirarucu, Arapaima gigas, através de aspersdo direta nas
guelras com solugdo de mentol.

Fonte: Carlos Riedel.
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3.4.2.3 Uso de anestésicos em adultos de pirarucu

Foram utilizados seis espécimes adultos medidos e pesados ao inicio do
experimento. Para anestesia de adultos duas substancias foram testadas: mentol, via aspersao; e,
cloroféormio via inalagdo. A solugdo estoque foi prepara de forma semelhante a dos juvenis
(item 2.5.2.2), a partir dessa solucdo, concentragdes finais de 20, 30 e 40mg/L foram utilizadas
conforme descrito anteriormente.

O cloroformio foi administrado em uma madscara especialmente adaptada para a
inalagdo pelo pirarucu. A mascara (figura 25) era utilizada para promover uma ventilagdo
forcada conduzida por acionamento mecanico (via mangueiras plasticas de Smm de didmetro)
para as proximidades do respirdculo do animal, na regido do palato, onde ocorria a inalagao.
Este procedimento permitia periodos alternados entre inalacdo de anestésico e ar atmosférico.
Os tempos de indugdo e recuperagdo foram aferidos com crondmetro digital.

Nao foram testadas concentragdes variadas de cloroférmio por este apresentar
grande volatilidade, saturando rapidamente o volume de ar utilizado pela mascara de inalagdo.
Foi considerado como dosagem de inalagao de cloroférmio a relagdo volume de ar/volume

liquido de cloroférmio (1.508cm?/25mL).

3.4.3 Resultados

3.4.3.1 Dissecagdo do pirarucu, Arapaima gigas

A dissec¢do do sistema respiratdrio dos animais revelou uma discreta abertura na
regido do palato que se comunica através da traqueia com a bexiga natatdria, onde ocorre a
troca de gases. Este aspecto foi observado para as trés classes de comprimento utilizadas
(figura 43).

Esta estrutura anatdmica permite ao pirarucu inalar oxigénio atmosférico e exalar
gas carbonico metabolizado via branquias. Tal caracteristica possibilita que exemplares desta
espécie possam sobreviver por longos periodos em aguas com baixo ou nenhum nivel de
oxigénio, exclusivamente por sua capacidade de respiracao aérea (CHAGAS, 2004).

Assim, a partir das observagdes anatomicas, foi possivel desenvolver um sistema
com ventilagdo forcada para inalacdo de vapores de cloroférmio utilizado em anestesia de

exemplares adultos.
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Figura 43 - Regido do palato de exemplar de pirarucu, Arapaima gigas, na qual se visualiza a
musculatura e seta azul indicando o orificio de inalagao (repiraculo).

Foto: Carlos Riedel. O respiraculo do pirarucu, Arapaima gigas, situado na regido do palato, facilita a degluticdo
de peixes sem que atrapalhe o processo de inalagdo de ar.

3.4.3.2 Etapa I - Uso de anestésicos em alevinos de pirarucu, Arapaima gigas.

Os dez alevinos de pirarucu, com pesos € comprimentos respectivos de 1,0+£0,2g e
4,0£0,5cm nd3o se adaptaram ao uso de anestésicos mesmo em concentracdo minima de
10mg/L. Os exemplares de pirarucu exibiram comportamento de saltos; natagdo com
velocidade, diregdo e sentidos descontinuos; respiracdo arritmica e consequente morte por
afogamento. A concentragdo de 40 mg/L ndo foi testada em virtude alta letalidade de alevinos
nas concentracdes anteriores. Os estagios 1, 2, 3, 4 e 5 ndo foram atingidos ocorrendo
letalidade em tempo médio de 0,6 minutos (tabela 16).

Os espécimes mortos, depois de dissecados, revelaram presenca de dgua na bexiga

natatéria, o que caracterizou morte por afogamento.

Tabela 16 — Tempo de inducdo anestésica (em minutos) para alevinos de pirarucu, Arapaima
gigas, (1+0,2g e 4+0,5cm) submetidos a diferentes concentracdes de mentol no CPA/DNOCS.

Concentracdo de | Estdgio de anestesia | Recuperagdo | Sobrevivéncia
mentol (mg/L) | 1|2]|3]|4]|5] 6
40 -1-1-1-1-1 - - -

Notas: (*) Estagio ndo alcancado. (**) Nenhum individuo sobreviveu na recuperagao.
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3.4.3.3 Etapa Il - Uso de anestésicos em Juvenis de pirarucu, Arapaima gigas.

Os dez Juvenis de pirarucu com 440,5kg e 80+3cm alcangaram estagios de
anestesia para todas as concentracdes testadas. A concentracdo de 10mg/L ndo foi capaz de
induzir juvenis ao estdgio cirargico (5), levando 8.25 minutos para atingir o estidgio 4. As
concentragdes de 20, 30 e 40mg/L induziram todos os exemplares ao estagio 5 de anestesia.

Nenhuma concentracdo testada de mentol induziu os juvenis a atingir o estagio 5
em periodo inferior a 7.6 minutos. O tempo de indu¢@o de anestesia mostrou ser inversamente

proporcional a concentracdo de anestésico (tabela 17).

Tabela 17 — Tempo de indugdo anestésica (em minutos) para juvenis de pirarucu, Arapaima
gigas, (4+0,5kg e 80+£3cm) submetidos a diferentes concentragdes de mentol no CPA/DNOCS.

Concentragao de Estagio de anestesia Recuperagdo | Sobrevivéncia
mentol (mg/L) 1 2 3 4 5 16
10 1.8 * 15161825 * |* 15.16 100%
20 1.2 * 1428 * [7.60]* 16.11 100%
30 0.88]1.80|266| * [622]* 12.14 100%
40 055145 * | 43 |524]|* 13.12 100%

Nota: (*) Estagio ndo alcangado.

3.4.3.4 Etapa III - Uso de anestésicos em adultos de pirarucu, Arapaima gigas.

3.4.3.4.1 Mentol

Os estagios de anestesia 1 e 2 ndo foram alcancados para nenhuma concentragao de
mentol. Os exemplares adultos com 60+3kg e 170+5cm apresentaram tempo de recuperacao,
em todas as concentragdes testadas, superior aos juvenis. Os espécimes atingiram os estagios 4
e 5 em todas as concentracgdes testadas. O tempo para os exemplares adultos atingirem qualquer
estagio anestésico foi superior aos dos juvenis considerando as mesmas concentracdes de

anestésicos (tabela 18).
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Tabela 18 — Tempo de indugdo anestésica (em minutos) para adultos de pirarucu, Arapaima
gigas, (60kg+3 e 170+£5cm) submetidos a diferentes concentragdes de mentol no CPA/DNOCS.

Concentra¢ao de mentol (mg/L) Estagio de anestesia Recuperagdo | Sobrevivéncia
112] 3 4 5 |6
10 *I*1 * |816]9.21(* 19.22 100%
20 *I*L O* | 722]845(* 18.25 100%
30 *1*1424]1621]17.64(* 18.48 100%
40 *I*] * 5581621 |* 19.16 100%

Nota: (*) Estagio ndo alcangado.

3.3.3.4.2. Cloroférmio

O cloroféormio teve agdo anestésica imediata apos inalagdo, apresentando tempo
médio de recuperagdo de 27,89 minutos (tabela 19). Os exemplares, no momento da inalagdo
do cloroférmio, apresentaram inicialmente uma fase de excitagdo, com movimentacdes

abruptas, seguido pela perda de reflexos e auséncia total de reagdo.

Tabela 19 — Tempo de indugdo anestésica (em minutos) para adultos de pirarucu, Arapaima
gigas, (60kg+3 e 170+£5cm) submetidos a diferentes concentragdes de cloroféormio no
CPA/DNOCS.

Concentracao | Estdgio de anestesia | Recuperagdo | Sobrevivéncia
de 112134 516

Cloroférmio

1508cm’/25mL | * | * [ * | *[ 1.2 ] * 27.22 100%

1508cm’/25mL | * | * | * | * [ 0.9 * 28.56 100%

Nota: (*) Estagio ndo alcangado.

3.4.4. Discussdo

O mentol (6leo essencial da horteld, planta do género Mentha) foi utilizado como
anestésico para os pirarucus apresentando efeitos positivos na anestesia de juvenis e adultos do
CPA/DNOCS, como pode ser observado nos resultados. O uso de mentol em cultivo de peixes
ainda se encontra em fase experimental, segundo Facanha e Gomes (2005) que testaram em
exemplares de tambaqui (Colossoma macropomum) a eficacia deste anestésico. Gongalves et
al. (2008) utilizaram o mentol para anestesiar exemplares de pacu (Piaractus mesopotamicus).
O mentol além da propriedade anestésica (RUPPERT e BARNES, 1994; PATEL et al., 2007)

também possui atividade antiflamatéria (LORENZO et al., 2002) em animais.
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Os alevinos de pirarucu utilizados neste experimento apresentaram hiperatividade,
em contato com mentol, expressa pela natacdo erratica e morte abrupta por afogamento.
Comportamento semelhante de hiperatividade foi observado por Vidal et al. (2006), ao
anestesiar com eugenol (6leo de cravo) juvenis de pintado (Pseudoplatystoma corruscans),
diferindo, porém, na diminuicdo da hiperatividade a medida que o anestésico se instalava, que
ndo resultou em morte. Sintomas semelhantes de hiperatividade sdo apresentados em humanos,
quando submetidos a anestesia com cloroférmio, seguido de perda de consciéncia.

Conforme Park er al. (2009), um anestésico para peixes deve minimizar as
condi¢des de estresse do manejo em instalagdes de piscicultura utilizando uma concentragcdao
Otima que possibilite acdo da anestesia em periodo igual ou inferior a 3 minutos e um prazo de
recuperacdo abaixo de 10 minutos, atingindo preferencialmente o estagio de anestesia profunda
(com o peixe imdvel em virtude da perda do tdnus muscular).

Os exemplares de pirarucu anestesiados no CPA/DNOCS com mentol atingiram o
estagio de anestesia profunda em periodo superior a 3 minutos (4,3 minutos para juvenis e 5,58
minutos para adultos quando utilizada a concentragdo de 40 mg/L). O tempo de recuperagdo
dos juvenis de pirarucu submetidos ao mentol variou de 12 a 15 minutos, valores considerados
altos quando comparado com juvenis de tilapia, que em concentragdes semelhantes
apresentaram tempo médio de recuperagdo de 7 minutos, conforme estudo realizado por
Moreira et al. (2009).

Os exemplares de pirarucu anestesiados com cloroférmio atingiram o estigio de
anestesia profunda em periodo inferior a 3 minutos (1,2 minutos), porém, o tempo de
recuperacdo foi quase trés vezes superior ao recomendado por Park ef al. (2009) (média 27.89
minutos). Apesar deste tempo de recuperacao ter sido elevado, a sobrevivéncia dos exemplares

submetidos a este tratamento foi de 100%

3.4.5 Conclusées

O uso de anestésicos em exemplares juvenis e adultos de pirarucu nos ambientes
que possibilitam natagdo pode ocasionar a morte por afogamento em virtude da perda do
reflexo respiratério.

A anestesia em exemplares de pirarucu, para as classes de comprimento utilizadas,
levou a perda do reflexo respiratorio, que acarretou na morte por afogamento. Exemplares de

pirarucu devem ser anestesiados fora da 4gua e assim permanecerem até sua recuperacao.
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O mentol pode ser usado como anestésico em juvenis e adultos de pirarucu via
administracdo nas guelras. Este anestésico ndo ¢ indicado para o uso em alevinos de pirarucu,

pois causa a morte destes por perda de orienta¢do seguida de afogamento.

O uso de cloroféormio em exemplares de pirarucus apresenta efeito anestésico
imediato apds a inalagdo, levando o espécime ao estagio de anestesia cirurgica. O tempo de
recuperagdo ao procedimento com anestesia utilizando cloroférmio ¢ alto quando comparado

com outras espécies de teledsteos.
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CAPITULO 4 - CURVA DE CRESCIMENTO E RESPOSTAS ALIMENTARES DO
PIRARUCU, Arapaima gigas, EM CONDICOES DE CULTIVO

Neste capitulo estdo relatados resultados de pesquisas realizadas com o pirarucu,
Arapaima gigas, detalhando etapas de crescimento dos animais em comprimento total e peso
corporal, desde a coleta de alevinos apos o nascimento até os animais com presumivel peso
comercial (de 1g a 10kg).'” Também sdo descritas as principais formas de elaboragio de

alimento fresco para as fases de cultivo.

4.1 Introducgao

O pirarucu, Arapaima gigas, ¢ uma espécie carnivora que necessita de grande
quantidade de proteina em sua dieta. Atualmente existem racdes comerciais para diversas
espécies de peixes carnivoras, mas ndo existem especificas para pirarucu. Estudos relativos a
nutricdo de alevinos, juvenis e reprodutores de pirarucu ainda sdo escassos, sobretudo por se
tratar de uma espécie com historia recente na aquicultura do Brasil. Além disso, o pirarucu
possui habitos alimentares diversificados, tendo como suas presas prediletas pequenos peixes,
crustaceos, anfibios e recentemente, ragdes comerciais para carnivoros que foram introduzidas
em sua dieta. Estudos de crescimento e peso do pirarucu em condigdes limnologicas
nordestinas sdo escassos sendo a maioria realizados na regido Norte do Brasil (ONO, 2003).

O objetivo deste capitulo foi descrever trés etapas do cultivo de pirarucu realizados
no CPA/DNOCS, desde o nascimento dos alevinos, passando pelo treinamento alimentar, até

os animais atingirem o peso comercial.

4.2 Material e Métodos

O presente estudo, realizado no Campus 11 do CPA/DNOCS, em Pentecoste/CE,
teve duracdao de 18 meses no periodo de janeiro de 2005 a Julho de 2007, e foi conduzido em
trés etapas. A primeira etapa foi iniciada com 50 alevinos retirados aleatoriamente de dez
incubadoras de treinamento alimentar (cinco por incubadora). Cada incubadora possuia 300
exemplares e tinha capacidade para 350 litros todas providas de sistema de filtragem

eliminac¢do de residuos por sifonamento.

"7 Estudos de crescimento e peso sio ferramentas de vital importincia, sobretudo na analise da viabilidade
econdmica do cultivo e reprodu¢do, bem como base de dados de insofismavel utilizagdo no desenvolvimento de
programas de melhoramento genético.
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Foram realizadas biometrias semanais em todos os 50 exemplares. Para medicao
do comprimento foi adapta um trena (1,5 m) em uma calha de PVC utilizada para facilitar a
biometria (minimizando a possibilidade de escape lateral do animal).

Para pesagem dos alevinos foi utilizada balanga digital TOLEDO® com precisdo de
lg, em seguida cada exemplar foi devolvido a sua incubadora. Os animais desta etapa possuiam
peso e comprimento médio inicial de 1,2g e 5,8cm, respectivamente, ¢ 14 dias de vida. A etapa
I do experimento foi finalizada quando os animais estavam alimentando-se exclusivamente de
racdo comercial, atingindo peso e comprimento médio respectivos de 180g e 29cm, apoés um
periodo de 70 dias.

A segunda etapa do experimento foi iniciada com 50 alevinos oriundos de
incubadoras do CPA/DNOCS, todos ja treinados para consumir ragdo comercial. Estes
exemplares foram escolhidos aleatoriamente conforme descrito anteriormente, € apresentaram
peso e comprimento médio inicial respectivos de 243g e 32cm. Esta etapa finalizou quando os
alevinos atingiram peso e comprimento médio de 1,9kg e 61cm, respectivamente.

A terceira etapa iniciou com 50 alevinos de peso médio 1,64kg e 58,5cm e foi
concluida quando estes espécimes atingiram peso e comprimento médio respectivos de 10,7kg
e 103cm.

Em todas as etapas, semanalmente nove parametros de qualidade de 4dgua foram
analisados através de uma sonda limnoldgica eletrdnica modelo YSI-6600: temperatura (°C),
condutancia especifica (mS/cm), total de solidos dissolvidos (g/ L), salinidade (ppt), oxigénio

dissolvido (mg/L), pH e clorofila (pg/L).

4.2.1 Etapa 1

Os 50 alevinos comegaram o treinamento alimentar em incubadoras, descritas
anteriormente, onde receberam alimenta¢do ad libidum inicialmente com alimento vivo
(zooplancton), passando gradativamente a zooplancton congelado, oportunidade em que este
foi adicionando gradativamente ragdo comercial seca em propor¢des crescentes objetivando a
transi¢do gradual para o regime alimentar com ragao.

Na primeira semana do tratamento os alevinos foram alimentados exclusivamente
com zooplancton (coletado e cultivado). A partir da segunda semana, foi adicionada,
proporcionalmente ao zooplancton, uma porcentagem de racdo comercial em po, Nutron (48%

de proteina bruta) seca (racdo em po para carnivoros), como mostrado na tabela 4.
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O Alimento foi ofertado aos alevinos oito vezes ao dia em intervalos de 3 horas
(00.00 h, 03.00 h, 06.00 h, 09.00 h,12.00 h, 15.00 h,18.00 h e 21.00 h).

Foram realizadas biometrias semanais ¢ empregada a analise de variancia da
planilha eletronica EXCEL/Windows, para a estimativa do comprimento e peso médio (figura
44).

Figura 44 - Biometria inicial de alevino de pirarucu, Arapaima gigas (Etapa 1):

Fonte: Carlos Riedel. (a) medigdo, com régua comum. (b) pesagem, em balanga eletronica.

Os peixes que apresentaram diferengas visiveis de comprimento foram separados
(processo conhecido como repicagem) de um bergdrio para outro, evitando assim que
espécimes com comportamento dominante (com comprimento maior) inibissem o crescimento
dos demais. Quando os alevinos atingiram comprimento ¢ peso médio de, respectivamente,

180g e 29cm, e se alimentavam exclusivamente de racdo, foi concluida a primeira etapa.
4.2.2 Etapa 11

Para a realizacdo da segunda etapa do experimento, 50 alevinos (243g e 32cm)
foram retirados aleatoriamente das incubadoras do experimento I e transferidos para gaiolas de
4m’ dentro de um tanque de concreto de 25m’ (10x 2,5x 1m), com renovagio constante de 4gua
suficiente apenas para compensar as perdas por evaporagao.

Os alevinos foram divididos em duas gaiolas comerciais de cultivo de peixes (25
exemplares em cada), com o proposito de facilitar as operagdes de manejo, sobretudo nas

amostragens para biometrias (figura 45). Nesta segunda etapa do experimento os exemplares
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receberam racdo comercial seca em pd, quatro vezes ao dia a 1,5% de sua biomassa, com

ajustes semanais.

Figura 45 — (a) gaiolas utilizadas na etapa II dos experimentos de crescimento e peso de
pirarucu, Arapaima gigas, em tanques de concreto no CPA/DNOCS. (b) exemplar de pirarucu,
Arapaima gigas, durante biometria.

Fonte: Carlos Riedel.

4.2.3 Etapa 111

A terceira etapa do experimento utilizou uma sub-amostra de 20 alevinos oriundos
de um cultivo experimental no CPA/DNOCS que possuia 600 alevinos de pirarucu, divididos
em 30 viveiros de 350m* (35x10m), povoados com 20 exemplares cada o que equivalem a uma
biomassa inicial de um quilograma de peso vivo para cada 10m” de 4rea do viveiro.

Foi realizada biometria em toda a populagdo do viveiro 17 do campus II,
CPA/DNOCS. Os exemplares possuiam peso e comprimento médio iniciais de, 1,64kg e
58,5¢cm, respectivamente.

Em cada biometria era utilizada uma balanga portatil com capacidade maxima de
50kg e base de pesagem especialmente adaptada. As medidas de comprimento total foram
realizadas em uma calha adaptada a uma fita métrica. Esta calha, que imobilizava parcialmente

o peixe, tinha como fungao principal facilitar o manejo. Figura 46 (a) (b) (¢).
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Figura 46 — Biometria de exemplar de pirarucu, Arapaima gigas: (a) preparagdo da calha;
(b) manobra para medigdo. (c) exemplar em medi¢do na calha.

4 ol  { ’ ¢
; o . 3 : N R . . .
Fonte: Carlos Riedel. Os exemplares ficam retidos na rede de cerco e retirados um por vez para a biometria. A

manobra consistiu em retirar cada exemplar cuidadosamente com a vista vendada e coloca-lo na calha de medigéo.

Para cada etapa do experimento foram coletadas as seguintes varidveis zootécnicas:
Ganho de peso (G.P) = peso final — peso inicial

Conversdo alimentar aparente (CAA) = quantidade de racdo ofertada
ganho de biomassa corporal

Sobrevivéncia (%) = quantidade final de peixes no cultivo

quantidade inicial de peixes X 100

4.2.4 preparacgdo de alimento fresco e manejo alimentar do pirarucu, Arapaima gigas.

Nesta fase do estudo foram monitorados 18 exemplares adultos de pirarucu
inicialmente com peso e comprimento médio de 70kg e 173,5 cm, respectivamente. Os
exemplares foram distribuidos de maneira homogénea em trés viveiros de 450m? (seis em cada
viveiro) no Campus 11 do CPA/DNOCS.

Para observacdo das respostas alimentares, trés tratamentos foram utilizados, um
para cada viveiro. No primeiro tratamento foi fornecido exclusivamente espécie forrageira. No
segundo tratamento foi ofertada ragdo comercial para carnivoros (1% da biomassa). Por fim, no
terceiro tratamento, administrou-se “pellet alterado”.

Os reprodutores, todos com “transponder” implantado, foram medidos e pesados

no inicio e fim de cada tratamento. Foram observadas caracteristicas comportamentais
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referentes a alimentacdo dos reprodutores em cada tratamento, bem como peso e comprimento

durante um periodo de 1 ano (janeiro de 2009 a janeiro de 2010).

A principal espécie forrageira utilizada para a alimentacdo do pirarucu no
CPA/DNOCS, durante a realizagdo do estudo, foi a tildpia, Oreochromis niloticus. A
alimentagdo consistiu no fornecimento direto de alevinos de tilapia no viveiro dos reprodutores
de pirarucu. Os viveiros de 450m” cada, foram povoados na razdo de quatro alevinos de tilapia

por metro quadrado com peso médio de 45+10g, havendo reposi¢cao mensal de alevinos.

Diariamente era fornecida ragdo especifica para os exemplares de tildpia, assim,
estas assumiam um papel de consumidor primario pois se alimentavam de fitoplancton e
também da ragdo, enquanto que os pirarucus atuavam como consumidores secundarios,

alimentando-se das tilapias.

Para o segundo tratamento foi fornecido exclusivamente ragcdo comercial extrusada
para carnivoros com 48% de proteina bruta, 4 razdo de 1% da biomassa, durante duas vezes ao

dia nos turnos da manha e tarde (figura 47).

A ragdo era administrada através de langcamento simultdneo com fortes pisadas do
arragoador no solo. O proposito das pisadas era condicionar os espécimes a associar 0 som

emitido por elas a presenca de ragao.
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Figura 47 — Racdo comercial utilizada para alimentag¢do de juvenis e reprodutores de pirarucu,
Arapaima gigas.

Fonte: Carlos Riedel.

4.4.4.3 Elaboracdo de “Pellets alterados”

Define-se “pellets alterados” (P.A.) como um agregado de ragdo comercial para
carnivoros adicionado de peixe triturado. Os P.A. (comumente conhecidos como “bolotas”)
foram utilizados na alimenta¢do de espécimes juvenis e adultos de pirarucus e seu emprego
parte da premissa que estdo reunidos nestes P.A. Os nutrientes da racdo comercial adicionado
de peixes triturados, o que se acredita aumentar a palatatividade. Cada unidade do P.A. possuia
peso médio de 150g e 4cm de raio, o que equivale a uma circunferéncia média de 24cm. Os

P.A. foram preparados da seguinte forma:
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Passo I - Moagem de tilapia: aproximadamente 4 kg de tilapia com peso médio de 40+5g foram

completamente moidos em moinho elétrico até formar uma pasta homogénea (figura 48).

Figura 48 — Moagem em moinho elétrico

Fonte: Carlos Riedel.

Passo II - Uma saca de ragdo extrusada para peixes carnivoros (25kg) foi adicionada a pasta
homogénea de peixe moido e misturada até sua completa homogeneizagdo, proporgao

aproximada de 1:6 (1kg de peixe para cada 6kg de racdo). (figura 49).
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Figura 49 - (a) recipiente metalico com agua para auxiliar na homogeneizacdo da pasta de
peixe; (b) racio.

Fonte: Carlos Riedel.m

Passo III - Agua era entdo adicionada & mistura para dar plasticidade suficiente, permitindo

modelar manualmente o agregado a uma forma semelhante a esfera (Figura 50).

Figura 50 - Preparagdo de alimento semitimido para reprodutores de pirarucu, Arapaima gigas,
no CPA/DNOCS.

Fonte: Carlos Riedel. Barra branca: 10 cm.
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Passo IV - Os P.A eram colocados para secar a sombra para a retirada do excesso
de umidade e entdo armazenado em fieezer comum a -20°C para posterior utilizagio.

Ao final do periodo de tratamento, apds biometria, racdo comercial foi fornecida
para os espécimes do tratamento I (peixes forrageiros) e peixes foram administrados para os

espécimes dos tratamentos II e III (ragdo e P.A), visando observar o comportamento alimentar.

4.3 Resultados
4.3.1 Qualidade de dgua

As médias dos dados da qualidade de agua para cada etapa dos experimentos
podem ser observadas na tabela 15. Os dados de qualidade de dgua consideram os trés
ambientes dos experimentos (incubadoras, tanques e viveiros) com caracteristicas adequadas
para a realizagdo de cultivos da maioria das espécies de peixes de dguas continentais, incluindo
0 pirarucu.

No experimento [ utilizou-se sistemas de filtragem com areia grossa, fato que o
caracterizou como cultivo em aguas claras, comprovado pela baixa concentracdo de clorofila
(1pg/L) de clorofila. Nos experimentos II e III os niveis de clorofila registrados sugerem que o

cultivo foi realizado em aguas verdes conforme mostra a tabela 20.

Tabela 20 — Dados de qualidade de dgua para os trés ambientes de crescimento do pirarucu,
Arapaima gigas, no CPA/DNOCS.

Parametros limnologicos Experimento
| 11 11
Temperatura ("C) 272 | 27,6 | 28,3

Condutancia especifica (mS/cm) | 0,362 | 0,546 | 0,622
Total de s6lidos dissolvidos (g/L), | 0,34 | 0,34 | 0,46

Salinidade (ppt) 0,0 | 0,12 | 0,23
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5,44 | 4,88 | 5,45
pH 7,6 7,7 8,1
Amodnia (mg/L) 0,12 0,3 0,2

Clorofila (ug/L) 1 18 97
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4.3.2 DESENPENHO ZOOTECNICO E CURVAS DE CRESCIMENTO

O peso e comprimento médio final da etapa I (180g e 29cm) foram considerados,
por razdes de manejo, ideais para a comercializagdo, pois nessa idade os animais se alimentam
exclusivamente de racdo comercial, além de possuirem tamanho compativel ao transporte em
sacos plasticos.

A primeira etapa do experimento foi realizada em 86 dias de treinamento.
Concluido este periodo os alevinos estavam aptos ao consumo de ragdo comercial seca,
possuiam comprimento e peso médio respectivos de 28,78cm e 206,7g. A conversdo alimentar
aparente (CAA) foi 5,2.

Na tabela 21 estdo destacados as variagdes mensais de comprimento e peso médio

durante os 86 dias referentes a primeira etapa dos experimentos.

Tabela 21 — Indices zootécnicos da primeira etapa dos experimentos de crescimento e peso de
pirarucu, Arapaima gigas, realizados no CPA/DNOCS.

1°. ETAPA - TRASICAO ZOOPLANCTON-RACAO

Tempo de cultivo 14 21 35 49 63 84
(dias)
Comprimento 5,81 7,943 12,944 14,3+2 19,6+1 29,612
médio (cm)
Peso medio (g) 1,242 3,8+2 14,5+3 21,4+1 55+2 180+3

Na figura 51 pode ser observada a curva de crescimento que melhor se ajustou a

2,3382

essa etapa de crescimento (Y = 0,0028X ). O peso corporal variou entre 1g a 250g. O

coeficiente de correlagdo foi 0,879.
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Figura 51 — Curva de crescimento em peso para alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, etapa |
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A segunda etapa do experimento foi realizada em 140 dias, sendo ministrada ragao
comercial para carnivoros com 48% de PB. Na tabela 22 estdo destacadas as variagdes mensais

de comprimento e peso médio durante o periodo de cultivo.

Tabela 22 — Indices zootécnicos da segunda etapa dos experimentos de crescimento e peso de
pirarucu, Arapaima gigas, realizados no CPA/DNOCS.

2°. ETAPA - ADMINISTRACAO DE RACAO SECA

Tempo de cultivo (dias) 30 60 90 120
Comprimento médio (cm) 4342 50+5 56+4 61+4
Peso médio (g) 538+14 950+24 1518+46 198676

Na figura 52 pode ser observada a curva de crescimento que melhor se ajustou a
essa etapa do experimento (Y = 241,78+6,35X+0,15X2-0,0007X3). O peso corporal variou
entre 250g a 2500g. O coeficiente de correlagdo foi 0,939.
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Figura 52 - Curva de crescimento em peso para alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, etapa II
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A terceira etapa do experimento foi realizada em 240 dias. Neste periodo os
exemplares atingiram o peso médio comercial (10kg). Na tabela 23 estdo destacadas as
variagdes mensais de comprimento e peso médio durante o periodo de cultivo comercial (300

dias).

Tabela 23 — Indices zootécnicos da terceira etapa dos experimentos de crescimento e peso de
pirarucu, Arapaima gigas, realizados no CPA/DNOCS.

3". ETAPA — CULTIVO COMERCIAL

Tempo de 30 60 90 120 150 180 210 240 270
cultivo (dias)
Comprimento 64+3 70+4 78+4 79+2 85+2 88+3 89+2 98+3 105+2
médio (cm)

Peso médio (g) 2112+6 3355+3  4338+6 4894+7 11378+6 117015  12852+3  10935+4 10605+5

Na figura 53 pode ser observada a curva de crescimento que melhor se ajustou a

essa etapa do experimento (Y = 902,05+27,34X+0,302X>-0,0009X"). Os pesos médios -
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minimo e maximo - do cultivo variaram, respectivamente, entre 1kg a 12kg. O coeficiente de

correlacdo foi 0,939.

Figura 53 - Curva de crescimento em peso para alevinos de pirarucu, Arapaima gigas, etapa II1
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Na tabela 24 estdo sumarizadas as médias dos principais indices zootécnicos

utilizados nas trés etapas de cultivo, relativas a todo o periodo de crescimento.

Tabela 24 - Indices zootécnicos dos experimentos de crescimento e peso de pirarucu, Arapaima

gigas, realizados no CPA/DNOCS.

Indice zootécnico Etapas
1 11 11T

Peso médio inicial (g) 1,2+04 243+12 1262+23
Comprimento médio inicial (cm) 5,8+0,8 3243 58,28+41
Peso médio final (g) 180+31 1987+45 10725+64
Comprimento médio final (cm) 29,6+3 61+2 103+4
Biomassa inicial (g) 87,1+2 11680+3 265002+12
Biomassa final (g) 6662,1+122 | 91400+166 | 211000+1664
Ganho de peso (final cada etapa) 6575327 | 797204455 | 1845001245
Conversao alimentar aparente (CAA) 5,2 1,6 3,46
Ciclo de criacao (dias) 84 126 336
Taxa de sobrevivéncia (%) 96 100 100
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4.3.3 Correlagdio peso corporal e total

Na figura 54 ¢ descrita a curva de correlacdo de peso corporal e comprimento total

para todas as etapas do experimento (I, II e III). O valor de *=0,993 e b=3,185107.

Figura 54 - Correlagdo peso comprimento de exemplares de pirarucu, Arapaima gigas,
cultivados no Ceara.
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4.3.4 Respostas alimentares

As espécies forrageiras fornecidas mantiveram os reprodutores alimentados durante
o periodo de estudo sem perda de peso. Foi verificado que as tilapias, na oportunidade em que
eram alimentadas por ragdo, formavam cardumes, que facilitavam a acdo de predacao dos
pirarucus.

Na despesca do viveiro foram encontrados doze exemplares de tilapia com peso
médio de 2kg. Isto se explicou, provavelmente, em virtude de alguns exemplares de tilapia
possuirem comprimento suficiente para ndo serem engolidos pelos exemplares de pirarucu, ou

por terem adotado um estratégia eficaz de fuga durante o periodo de estudo.

Os exemplares de pirarucu associaram positivamente as vibragdes sonoras

efetuadas pelo tratador a presenca de alimento (racdo a ser fornecida). Este fato foi comprovado
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pela antecipacdo dos animais ao local onde as ragdes eram langadas, logo apos a propagagao
dos sons.

O grupo de reprodutores alimentados exclusivamente com ragdo comercial
(tratamento II) apresentou dificuldade para alimentar-se com ragdo comercial extrusada em
razdo da diferenca de proporcionalidade entre a abertura da boca de um reprodutor (15cm) e

um pelett de racao (4,5mm), (tabela 25).

Tabela 25 - Caracteristicas zootécnicas de reprodutores de pirarucu, Arapaima gigas,
submetidos a trés tratamentos alimentares, no CPA/DNOCS.

Caracteristicas Zootécnicas Tratamento

I II 111
Peso médio inicial (kg) 47+1 462 4442
Peso médio final (kg) 58+1 5442 54+1

Comprimento inicial (cm)  177€1 176+2 17742
Comprimento final (cm) 178+2 17742 17842

Biomassa inicial (kg) 286 276 276
Biomassa final (kg) 342 288 324
Ganho de peso (kg) 56 38 48

Conversio alimentar - 3,49 2,02
Ciclo de criacao (dias) 365 365 365

Taxa de sobrevivéncia (TS) 100% 100% 100%

4.3.8 Elaboracdo de pellets alterados (P.A.)

Dentre as modalidades de alimentagdo de pirarucu testadas, os pellets alterados
(P.A.) se destacaram entre outros por apresentar facilidade no arragoamento em virtude de sua
forma, plasticidade e peso. O uso de P.A. na alimentag¢do de pirarucu propiciou praticidade no
langamento podendo abranger grande area dos viveiros.

As vibragdes sonoras emitidas pelos P.A. em contato com a superficie da dgua do

viveiro despertaram a atencao dos exemplares de pirarucus.

4.4 Discussao

As andlises dos parametros de qualidade de agua realizadas nas incubadoras,
tanques e viveiros de treinamento e cultivo do pirarucu no CPA/DNOCS, revelaram valores
que se enquadram dentro dos limites recomendados por Boyd (1990) para cultivo de peixes

tropicais.
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A faixa de pH ligeiramente alcalina apresentada nos viveiros do CPA/DNOCS
mostrou diferenga significativa quando comparada com o mesmo pardmetro em trabalhos de
alevinagem na regido Norte do Brasil, essas diferencas, entretanto, aparentemente, ndo
resultaram inibi¢des de crescimento dos exemplares estudados.

O pH registrado nas trés etapas dos experimentos realizados no CPA/DNOCS
oscilou entre 7,6 a 8,1. Escorvo-Filho et al. (2004) em estudo de crescimento de pirarucus
cultivados no Estado de Sao Paulo, obtiveram valores de pH oscilando entre 6,9 a 8,42; estes
valores se mantiveram na faixa de pH de neutro a ligeiramente alcalino. Cavero et al. (2003),
trabalhando com sistema aberto de cultivo de pirarucus obtiveram valores de pH entre 6,1+0,4
a 6,2+0,4; Estes valores classificam-se na escala de pH (que vai de 0 a 14) como aguas acidas.

As aguas acidas sao tipicas da regido Norte do Brasil, o que mostra que pirarucus
podem ser cultivados numa ampla faixa de pH, com valores que oscilam entre 6,1 a 8,42, sem
prejuizos para seu crescimento.

Cavero et al. (2003) afirmam que o treinamento alimentar de pirarucu, a rigor, pode
ser feito com animais de qualquer idade e tamanho, porém, segundo os mesmos autores, O
sucesso no treinamento alimentar ¢ maior quando os animais estdo com aproximadamente 1,5g
de peso. Os exemplares de pirarucu do CPA/DNOCS iniciaram o treinamento alimentar com
peso de 1,2g e tiveram plena aceitagdo da ragdo.

Em virtude do manejo operacional, ndo foi possivel determinar a quantidade de
alimento consumida. Nesta fase, a captura do alimento ¢ de suma importancia, de forma que,
para o sucesso do treinamento ¢ necessario agua clara e alimento vivo em densidades
suficientemente altas para proporcionar a captura destes pelos alevinos de pirarucu.

Pereira-Filho et al (2003) alimentando exemplares de pirarucu em viveiro
submetidos a treinamento alimentar obtiveram resultados semelhantes, ndo registrando
mortalidade em nenhum dos tratamentos ofertados. Pereira-Filho et al. (2003) obtiveram em
sistema de criagdo intensiva de pirarucu uma producio estimada de 2,5kg/m® por ano,
utilizando ragdo comercial para carnivoros.

Os exemplares cultivados em viveiros do CPA/DNOCS obtiveram uma produgao
estimada de 0.95kg/m” ano. Salienta-se que no CPA/DNOCS a densidade de estocagem foi
inferior 4 usada por estes autores.

Na etapa de 1kg de peso corporal, obtiveram ganho de peso médio mensal da
ordem de 1 kg. Crescéncio (2005) registrou, com 60 dias de cultivo, ganho de peso individual

entre 564 e 692g, com conversao alimentar aparente variando de 1,70 a 1,99.
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Bard (1986) e Aguilar et al. (2007) reportam o uso de espécies forrageiras para
alimentagcdo de pirarucus obtendo ganhos de peso de até 10kg/ano. Imbiriba (2001) utilizou
povoamento de viveiros de pirarucu com espécies de peixes forrageiros, a exemplo as tildpias,
piabas ou outras espécies de alta capacidade reprodutiva, como fonte principal de alimentacao.

No Campus 11 do CPA/DNOCS, as tilapias foram utilizadas como espécie
forrageira para alimentacdo suplementar de pirarucu em virtude da abundante disponibilidade
de exemplares desta espécie.

Imbiriba (2001) afirma que o pirarucu utiliza para a busca de alimento o olfato e
este sentido apresenta mais eficdcia que a visdo, porém, no citado trabalho, ndo se faz
referéncia as percepgdes de vibragdes sonoras em virtude da linha lateral do pirarucu.

As vibragdes sonoras ocasionadas intencionalmente pelo arragoador na
oportunidade da alimentacdo dos pirarucus, fizeram estes exemplares antecipar-se rapidamente
ao local onde as ragdes sdo costumeiramente lancadas, mesmo em aguas com situagdo de alta
turbidez. Assim, nossas observagdes de comportamento alimentar apontam para a percepcao de
vibragdes e visdo como sentidos mais agucados para a captura de alimentos por exemplares
juvenis e adultos de pirarucu confinados em cativeiro.

O fator de conversdo alimentar variou de 2:1 a 3,5, foram encontrados nos trés
viveiros exemplares de tilapia que interferiram na conversdo. Nos tratamentos [ e III os
exemplares de pirarucu apresentaram ganho de peso semelhantes aos obtidos pelos referidos
autores, diferindo apenas no tratamento II (fornecimento de ra¢ao comercial), que obteve média
de ganho de peso inferior. A diferenca de crescimento no tratamento II foi possivelmente
ocasionada pela dificuldade na degludi¢do dos pellets de ragdao, em virtude da diferenca de
proporcionalidade do pellet e da boca do peixe.

A correlagdo peso-comprimento ¢ fundamental para o entendimento do crescimento
de peixes (BOLGER ¢ CONOLLY, 1989). A correlagdo de crescimento e peso do pirarucu,
para todas as etapas do experimento, foi 0,993 o que mostra um alto grau de adesdo entre as

variaveis.

O valor de “b” na equagdo de correlagdo peso comprimento foi 3,18510 que
caracteriza como espécies de crescimento alométrico positivo. Le Cren (1951) afirma que os
valores de b para peixes podem variar entre 2,5 e 4 mas geralmente encontram-se em torno de 3

(crescimento isométrico).
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4.5 Conclusoes

Exemplares de pirarucus podem atingir, a partir de peso médio 1g, sob condi¢des
linminolégicas do Nordeste do Brasil, 14 kg, em de 19 meses de cultivo. Alevinos de pirarucu,

com peso médio inicial de 1 kg, atingem tamanho comercial (média de 10 kg) em 12 meses.

Nao se registraram mortalidades nas metodologias de suplementagdo alimentar
utilizadas durante o periodo de observacdes. O crescimento e ganho de peso obtido foi
ligeiramente inferior para o grupo tratado exclusivamente com o fornecimento de peixes

triturados.

E possivel manter reprodutores de pirarucu em viveiros com fornecimento de

espécies forrageiras sem prejudicar o crescimento e reproducao.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Na década de 40 do século XX o preco de venda do pirarucu sempre ficou abaixo
das demais espécies comercializadas, sendo a populagdo de baixa renda exclusiva consumidora
do pirarucu. Atualmente, o advento de novas tecnologias, leva o pirarucu a atender um mercado
consumidor exigente, no qual as pessoas estdo dispostas a pagar mais por um produto
diferenciado de excelente qualidade (produzidos em fazendas), a exemplo dos peixes
importados (salgados e defumados). No entanto, a cadeia produtiva do pirarucu ainda nio se
completou. Existem deficiéncias na regularizagdo da produ¢do no fornecimento de alevinos, e

caréncia de informagdo aos produtores.

O desenvolvimento das tecnologias de identificagdo sexual do pirarucu contempladas
nesta Tese (laparoscopia e ultrassonografia) contribuem diretamente para a diversificacdo do
cultivo desta espécie, principalmente na redugdo dos custos de aquisicao de reprodutores.
Atualmente, um casal de pirarucu ¢ comercializado por R$ 10.000,00. Com a tecnologia da
laparoscopia serd possivel o produtor adquirir espécimes juvenis (com peso médio individual
de 10 kg) a um custo aproximado de R$ 200,00 (casal previamente identificado com
marcadores eletronicos) e desta forma cultiva-los até se tornarem reprodutores.
Preferencialmente os produtores devem estar engajados na piscicultura — trabalhando

secundariamente com o pirarucu.

Os estudos de crescimento revelaram que o pirarucu possui consideravel potencial
de crescimento no Nordeste do Brasil, atingindo crescimento semelhante ao da Bacia
Amazobnica, seu habitat original. Contudo, € necessdrio que mais pesquisas sejam
desenvolvidas, especialmente no que se refere ao desenvolvimento de ragdes com elevados
teores protéicos. Entretanto, ndo se pode perder de vista o fato de que para intensificar o cultivo
de pirarucu no Nordeste do Brasil é preciso assegurar recursos humanos, sobretudo com a
formagdo de técnicos especializados, para que se permita a divulgacdo da tecnologia de

reproducdo do pirarucu ao setor produtivo.

Deve-se ainda assegurar meios financeiros, celebrando parcerias entre o Ministério
da Pesca e Aquicultura (MPA), as Secretarias Estaduais de Pesca e Aquicultura (SPA), as
Universidades Estaduais e Federais e demais instituicdes no que for necessario e de forma

continuada, visando, sobretudo, a massifica¢cdo da produ¢do de alevinos de pirarucu.
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6 ANEXOS
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Sex determination in the Giant fish of Amazon Basin,
Arapaima gigas (Osteoglossiformes, Arapaimatidae),
using laparoscopy

Carlos Riedel Porto CARREIRO!, Manuel Antonio de Andrade FURTADO-NETO?, Pedro Eymard Campos
MESQUITA?, Técito Aratijo BEZERRA*

ABSTRACT

The Giant of Amazon basin, pirarucu, Arapaima gigas, is the largest scaled freshwater fish in the world. Pirarucu cultivation has
recently started, driven by the decline in natural populations and high market value. Currently, there are no reliable methods
for sexual differentiation in this species other than direct examination of gonads, which requires dissection of specimens. A
non-lethal and less invasive method for sexual identification is highly desirable in order to properly group broodstock for
mating and offspring production. We utilized laparoscopic examination in anesthetized pirarucu to differentiate between
male and female individuals. This method allowed for the observation and differentiation of the reproductive organs within
an individual. Our results suggest that laparoscopy is an efficient method for sex differentiation in pirarucu causing minimal
stress to the fish.

KEYWORDS: Arapaima gigas, Fish anesthesia, Laparoscopy, Sex differentiation.

Determinac¢ao do sexo no peixe gigante da Bacia Amazénica, Arapaima
gigas (Osteoglossiformes, Arapaimatidae), usando laparoscopia.

O gigante da bacia amazonica, pirarucu, Arapaima gigas, é o maior peixe de escamas de dgua doce do mundo. O seu cultivo
teve inicio recentemente motivado pelo declinio de suas popula¢oes naturais em virtude do alto valor de sua carne no mercado.
Nio existem métodos para a diferenciagio sexual nesta espécie, o tinico método ¢ o exame direto das gdnadas, o qual requer a
dissecagao do espécime. Um método para a identificacio sexual é altamente desejdvel, a fim de selecionar grupos de reprodutores
para o acasalamento e, portanto, a produc¢ao de progénie. A fim de diferenciar reprodutores machos de fémeas, foi utilizado
o exame laparoscépico em animais previamente anestesiados. Este método permitiu a observacio dos 6rgios abdominais,
incluindo gonadas, com grande precisao. Os resultados mostram que a laparoscopia é um método eficiente para a diferenciagao
do sexo em pirarucu e causam o minimo de stress para os animais.

PALAVRA-CHAVE: Arapaima gigas, Anestesia, Laparoscopia, Diferenciagio sexual.
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Arapaimatidae), using laparoscopy

INTRODUCTION

The Giant of Amazon basin, pirarucu, Arapaima gigas,
is an air-breathing fish species native to the Amazon region
and is one of the most economically and culturally most
important species from the Brazilian-Amazonian ichthyofauna
(Castello 2004; Andrade 2007). This species grows up to 3 m
in length, weights up to 200 kg, and is capable of living longer
than 50 years (Saint-Paul 1986). The word pirarucu comes
from the native Brazilian language tupi-guarani and which
means “red fish”, which is the color both sexes turn during
the mating season. Males display an intense red color on
abdominal scales whereas the red color is less intense in female
specimens (Fontenele 1955; Chu-Koo ez 2/2008). However,
this characteristic is not reliable as a means to differentiate
sexes, and therefore, it is not used for this purpose.

Pirarucu cultivation efforts have recently started being
driven primarily by the decline in natural populations and high
market values. The aquaculture of this species represents an
important management tool to minimize the effects of over-
harvest of wild populations (Alcantara 1991). In its natural
habitat, pirarucu prey on many items including smaller fish,
mollusks, insects and crustaceans (Imbiriba 2001; Cavero
2002). Under intensive culture, an initial feeding-training
period is necessary in order to induce fish to capture pelleted
food (Gandra 2002). In captivity, reproduction generally
occurs in large earthen ponds where broodstock are grouped
together at the beginning of the rainy season (January to May
in Northeastern Brazil) (Fontenele 1955; Alcantara 1991).

Sexual dimorphism in pirarucu is a complex mechanism
under the control of genetic, physiological and environmental
factors (Devlin and Nagahama 2002). In most cultivated fish
species, phenotypic sex is easily identified by observation of
specific external characters such as scale coloration and the
presence of genital papilla during early sexual maturation.
Methods currently used for sexual identification of fish species
include intra-ovarian biopsy, ultrasonography and endoscopy
(Ortenburger ez al. 1996; Kynard 2002; Wildhaber ez al. 2005;
Bryan et al. 2007; Hurvitz ez al. 2007). For some fish species,
DNA markers are available for sexual identification at the
genetic level and in these cases the differentiation is based on
distinguished gender-specific band patterns.

The use of anesthetics on fish is a common practice in
laboratory research, especially for surgical proposes (Ross
and Ross 2008). Anesthesia can reduce pain by blocking
electric signals from periphery to both the spinal cord and
brain (Craig 2003). Anesthetics are usually administered by
immersion of fish in a diluted solution of anesthetic and the
entrance point is predominantly via the gills. Pirarucu are
an obligatory air-breathing fish, and the use of anesthesia by
immersion can cause death by drowning. For this reason, we
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have developed a technique of anesthesia using chloroform
with modified atmosphere (data not shown).

Pirarucu do not display significant external sexual
dimorphism. To the best of our knowledge, no reliable
method for sexual determination has been described for this
species with the exception of minor morphological differences
observed only in mature fish during the initiation of courtship
behavior at approximately five years of age (Imbiriba 2001;
Saavedra-Rojas er al. 2005; Chu-Koo ez al. 2008). The
absence of external characteristics for sexual determination
has encouraged the development of practical and non-
damaging techniques of internal examination of the gonads
based on laparoscopy. This technique has been used in both
the medical and veterinary fields to examine internal organs
via insertion of an optical instrument into the body cavity
through a small incision or the urogenital pore (Wildhaber
et al. 2005; Ortenburger et al. 1996). The objective of our
study was to assess the use of internal laproscopy as a means
for determining gender of pirarucu.

MATERIALS AND METHODS

Transport and acclimation

Juvenile pirarucu (400 + 50 gand 40 + 5 cm) acquired from
a private company located in the city of Campo-Grande, Mato
Grosso do Sul State, Brazil, were brought into the Rodolpho
von Thering Aquaculture Research Center, Pentecoste, Ceara,
Brazil (3°48'42”S, 39°16'72”W) in a specially adapted truck
equipped with four TRANSFISH® units (2,000 liters each)
connected to an aeration unit. The transportation period was
approximately 96 hours and no mortality was recorded. Fish
were acclimated and maintained in earthen ponds and fed
ad libidum with pelleted commercial ration (42% protein
and 12% fat) supplemented with whole grinded Nile tilapia,
Oreochromis niloticus. Water temperature was maintained at 28
+ 2 °C all year around. After reaching three years of age, both
length (cm) and weight (g) were measured and individuals
were considered to be ready for laparoscopic examination.

Anesthesia

Previous studies conducted at Aquaculture Research
Center Rodolpho von Thering, Pentecoste, showed that
evaporation of 3 mL chloroform solution in specimens
of pirarucu (30 3 kg), causes loss of reflex and muscle
relaxation. Based on this preliminary study we select ten
3-year old fish (30 + 3 kgand 150 + 18 cm) for the anesthesia
procedure. A plastic gas-mask has been specially adapted for
the inhalation of chloroform. The gas-mask was tied to an air
compressor for air supply. Each fish was individually placed
on the examination table and anesthetized with the gas-
mask using chloroform. Time of induction and recovery was
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recorded. Only one concentration of chloroform was tested
(3mL in a 2 liters gas-mask supplied with atmospheric air).

Laparoscopic examination
Twelve 3-year old fish (30 + 3 kg and 150 + 18 cm)

were randomly selected and kept in four concrete tanks (4
m?) under a raceway system (800% water renovation/day).
Based on the scale coloration, one male and one female were
euthanized by immersion in ice-cold water and dissected
in order to orient the insertion points for laparoscopy
and determine the actual appearance of peritoneal organs,
including the gonads. Each of the remaining 10 live specimens
was placed on the examination table and anesthetized by
inhalation of chloroform from an adapted gas-mask attached
to an air supply, subsequently pirarucu received a 5 mm
incision in the abdominal wall near the anal fin to possibility
the laparoscopic procedure (Figure 1). The laparoscopy system
consisted of a cystoscope sheath, 15 cm long and 5 mm in
diameter (Karl Storz™), connected with an optic fiber light
transmission, linked to a halogen cold light source and a mini
video camera attached to a color monitor linked to a video
recorder. 'The laparoscope was equipped with an air pump
and an internal canal through which the abdominal wall could
be inflated with air for a clear view. Observation and capture
of digital images from internal organs including gonads were
carried out. After the procedure, the incision was sutured,
disinfected with powder sodium cloride, and individuals
received implantable transponders for identification prior
of being taken to a 4m3 nursery-tank, containing 3% saline
solution, were they rested for 3 days.

Figure 1 - Endoscopic examination through an abdominal incision. (A)
Anesthetized “pirarucu”. Circle show the position of the incision through which
the trocater was inserted. (B) General aspect of laparoscopy system image.
Laparoscopy system components: cystoscope sheath (CS), halogen cold
light fountain (CLF) with fiberoptic light transmission cable, camera control
unit (CCU) attached to a color monitor (CM).
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RESULTS AND DISCUSSION

Anesthesia

A wide variety of compounds have been utilized to
anesthetize fish: Tricaine Methanesulfonate (MS-222),
Quinaldine (2-methylquinoline), Eugenol (4-allyl-2-methoxy-
phenol) and Carbon Dioxide (Browser 2002). Dosage for
these compounds depends on the degree of anesthetization
desired, the species, size, water temperature and water hardness
(Keegan 2005; Zahl ez 2/2009). Generally, fish are maintained
in an aquarium with anesthetic diluted solution and removed
when they reach the desired level of anesthesia. Anesthetics
are commonly taken into the system by the gills during
respiration. As the pirarucu is an obligatory air-breathing
fish; the use of anesthetics diluted in water can cause death by
drowning due to the risk of not recovering the air-breathing
reflex is very high. The anesthetic induction in pirarucu
occured shortly after chloroform inhalation (10+3s). The
recovery time recorded for chloroform was 15+4 min, which is
much longer than the average of 3 to 5 min reported for many
fish species (Pickering 1998). This study demonstrates the
usefulness of chloroform-induced anesthesia in air-breathing
fish. Further studies on this technique for pirarucu are highly
suggested.

Laparoscopic procedure

Individual laparoscopic procedures lasted about 3 minutes
per animal and clear digital images of both male and female
gonads were obtained. The incisions made for the trocater
introduction did not cause external bleeding and no any
apparent damage to the internal organs was found by image
inspection. Similar results were observed by Hernandez-Divers
et al. (2004) for sturgeon, Acipenser gueldenstaedtii. Froehlich
etal (1999) suggested that there is always a risk in any surgical
procedure, but the risk is generally low with laparoscopy, as
shown in sturgeons. The relationship between fish size and
risk of mortality from the procedure may be an important
consideration when using endoscopy on rare fish (Swenson
et al. 2007). In the present study all specimens survived the
laparoscopic surgical procedure. Our findings indicate the
laparoscopy procedure to be an efficient, practical, and less
stressful procedure for sex determination of pirarucu.

Male and female differentiation

It was possible to clearly differentiate male from female
gonads based on image analysis for all examined subjects.
Laparoscopic images from obtained from male fish showed a
single testis with long, opaque, smooth, milky aspect located
on the left side of the body close to the bladder and visible
along the length of the body cavity (Figure 2A). Although
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the ability to differentiate fat from male testes was limited
in endoscopic studies of shovelnose sturgeon (Wildhaber ez
al. 2005), male pirarucu testes could be differentiated from
fat based on color. Images from females showed that a single
fusiform ovary located along the abdominal cavity wall near
the bladder. Through the laparoscopic process individual or
multiple developing oocytes were easily identified by their
semi-transparent green color. The presence of oocytes in
different developmental stages was observed (Figure 2B).

Scale color for sex determination

Based on the intensity of the scale coloration, eight of
the ten examined pirarucu were belived to be female, and
two to be males. The laparoscopic examination revealed
six female and four male, fact that leads us to believe that
scale coloration patterns of sexually immature fish was not
reliable as a characteristic for sexual differentiation. Chu-Koo
et al. (2008) achieved 95% efficiency in sex determination
of 2.8 year-old pirarucu by using enzyme-immuno-assay
while laparoscopy produced 100% accuracy (present work)
by direct observation of oocytes, leading us to believe that
laparoscopy is a reliable method for sex determination in
immature pirarucu and can be considered a powerful tool in

the management of aquaculture facilities.

Figure 2 - Detail of laparoscopic examination of pirarucu gonads. A: male
(GC) shows celomic cavity. (MT) muscular tissue and (GMT) gonadal male
tissue. B: Female endoscopic view, white arrows show individual oocytes.
Space bar: 1,0 mm.

CONCLUSION

The use of chloroform as an anesthetic for pirarucu proved
to be effective for allowing the complete and successful
execution of the laparoscopy procedure. Scale color patterns
were not effective on their own when used as a criteria
for gender determination. The images generated by the
laparoscopic procedure produced a high rate of accuracy for
identification of both male and female gonads. Our study
suggests that the use of laparoscopy in pirarucu culture is an
efficient method for sex identification at early ages. The ability
to observe intact gonads in anesthetized fish can provide an
important management tool for fingerling production.
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