C'DQOl 4

CONGRESSO HNICIACAO
)EFEDERALD PElOTAS

DESENVOLVIMENTO E SOBREVIVENCIA DE EMBRIOES DE Austrolebias
nigrofasciatus EM DIFERENTES MEIOS DE INCUBACAO

NATASHA CARVALHO AIRES?; ALINCA PERES DA FONSECA'?; DANIELI
GUTERRES?; RICARDO BERTEAUX ROBALDO?23

1Universidade Federal de Pelotas, Laboratério de Fisiologia Aplicada a Aquicultura —
natasha.aires@gmail.com
2Universidade Federal de Rio Grande, Programa de Pés-Graduagao em Aquicultura —
alincaf@gmail.com
3Universidade Federal de Pelotas, Departamento de Fisiologia e Farmacologia —
ricardo_robaldo@ufpel.edu.br

1. INTRODUCAO

O controle do desenvolvimento de embrides de peixes anuais é importante
para 0 seu manejo em laboratério e, devido as caracteristicas peculiares na sua
embriogénese, estes peixes permitem a manipulacdo das trajetérias de
desenvolvimento, que podem ser controladas por caracteristicas fisicas ou quimicas
da incubacdo (PODRABSKY; GARRETT; KOHL, 2010). A embriogénese dos peixes
anuais apresenta trés fases, denominadas diapausa 1, 2 e 3. A diapausa 1 (D1) é
menos estudada, mas acredita-se que o contato com peixes adultos pode induzir a
permanéncia dos embrides nesta fase, enquanto as diapausas 2 (D2) e 3 (D3) sao
caracterizadas por uma queda brusca no metabolismo, podendo os embrides
permanecerem nesta fase até que um sinal ambiental seja percebido (PODRABSKY;
GARRETT; KOHL, 2010).

Alguns estudos vém utilizando diversos meios de incuba¢do como agua pura
ou com fibra de coco, turfa, “peat moss”, e solucdo de Yamamoto com ou sem
antibioticos, no entanto, sdo poucas as informacdes a respeito da sobrevivéncia e do
desenvolvimento de embrides nestes meios (WOURMS, 1976; AREZO; PEREIRO;
BEROIS, 2005; REICHARD; POLACIK, 2010; VOLCAN et al.,, 2012; BLAZEK;
POLACIK; REICHARD, 2013).

O periodo de incubacdo representa um desafio para a manutencdo em
laboratério devido a proliferacdo de fungos a partir de ovos mortos causando
mortalidades massivas, especialmente quando sdo mantidos em agua pura (dados
nao publicados). Entretanto, ndo existem estudos acerca da utilizacdo da maioria
dos meios de incubacdo mencionados e sabe-se que a utilizacdo de antibidticos
pode constituir uma ameaca a integridade ambiental (MARTINEZ, 2009). BLAZEK;
POLACIK; REICHARD (2013) verificaram que embrides mantidos na agua e na
solucdo de Yamamoto apresentaram taxas de sobrevivéncia muito inferiores aqueles
mantidos com “peat moss”.

Os ambientes destes peixes estdo sujeitos a variacbes extremas das
caracteristicas fisicas e quimicas em um curto periodo de tempo por apresentarem
volume de agua reduzido e secarem em determinada época do ano (VOLCAN et al.,
2011). Os peixes anuais brasileiros estdo incluidos na familia Rivulidae, a qual
compreende 0 grupo mais expressivo de peixes ameacados de extingdo no pais
(ROSA; LIMA, 2008). Em decorréncia desta fragilidade recentemente foi implantado
o Plano de Acdo Nacional para a Conservacao dos Peixes Rivulideos Ameacados
de Extincdo (ICMBio, 2012). Dentre as espécies avaliadas no referido Plano,
Austrolebias nigrofasciatus Costa & Cheffe, 2001 foi considerada “espécie focal”
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dentro de seu grupo, por ser endémica do sistema lagunar Patos-Mirim e estar
incluida na lista da Fauna Ameagada de Extingdo, na categoria “Em Perigo”
(ICMBio, 2012).

A hipétese deste estudo foi que diferentes meios de incubagdo podem
apresentar diferentes trajetérias de desenvolvimento embrionario e que a utilizacéo
de solucdo de Yamamoto deve evitar a proliferacdo de fungos e a utilizagdo de
antibioticos na mesma deve evitar mortes prévias causadas por outros
microrganismos, além disto, a utilizacdo de casca de coco deve evitar que 0S 0vOS
figuem aglomerados, impedindo a propagacao dos fungos entre eles, aumentando
assim a sobrevivéncia dos embriées em relacdo aos ovos incubados em agua pura.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento e sobrevivéncia de
embrides de A. nigrofasciatus em diferentes meios de incubacédo, com o intuito de
otimizar as técnicas de manejo em laboratério, colaborando assim com a
preservacao dessa espécie ameacada.

2. METODOLOGIA

Os reprodutores foram coletados com auxilio de puca de 5mm de malha em
areas Umidas localizadas na varzea do Canal S&o Gongalo, sob licenca do
IBAMA/ICMBIo, n°® 41713-1. Apés a coleta, casais de reprodutores foram mantidos
em aquarios (50L) com aeracdo constante, musgo de Java, para esconderijo, e
ninho com casca de coco em po, utilizada como substrato para desova. Como
alimento, foi ofertado zooplancton nativo (claddceros e copépodos) ad libitum
diariamente.

O ninho foi mantido por sete dias no aquario, posteriormente a fibra foi
removida e triada para a coleta dos ovos, os quais foram observados com auxilio de
estereomicroscépio, para verificar a fertiizacdo e a fase do desenvolvimento
embrionario.

Os meios de incubacao testados foram: T1 — Agua pura (AP); T2 — Solucéo de
Yamamoto (SY); T3 — Solugdo de Yamamoto com 100U/mL de Penicilina +
Estreptomicina (YP); T4— Agua com fibra de coco em p6 (FC).

Dos ovos fertilizados em estagio inferior a reagregacéo dos blastdmeros, foram
formados 20 lotes com 50 unidades cada, acondicionados em coletor universal de
80mL com 40mL de cada meio de incubagdo para o acompanhamento da
sobrevivéncia e 12 lotes com 10 unidades cada, acondicionados em frascos de
15mL com 10mL de cada meio de incubacdo para a verificacdo das fases de
desenvolvimento. Os lotes da sobrevivéncia tiveram seis repeticbes e os do
desenvolvimento trés.

Durante os primeiros 30 dias a fase de desenvolvimento embrionéario foi
verificada diariamente, posteriormente foi verificada a cada sete dias. As fases
registradas foram: F1 — reagregacéo; F2 — eixo embrionario e/ou vesicula de Kupfer;
F3 — somitogénese com menos de 20 somitos; F4 — somitogénese de 20 a 34
somitos; F5 — somitogénese a partir de 35 somitos ou D2; F6 — pigmentacado; F7 —
cauda sobreposta a cabeca ou D3. Semanalmente foi observada a sobrevivéncia.
Foi registrado o tempo que cada lote precisou para que 50% dos embribes
alcancassem cada fase de desenvolvimento. Foram considerados em D2 os
embrides que permaneceram por mais de 14 dias na F5, e em D3 os que tinham a
cauda sobreposta a cabeca e frequéncia cardiaca inferior a 20 batimentos/minuto.

Os lotes foram mantidos em ambiente climatizado em 20°C no escuro, sendo
expostos a claridade apenas no momento das observacdes e manutencao. Todos 0s
meios foram renovados semanalmente e no final do experimento foram verificados o
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pH (pHmetro digital - precisdo de 0,01), amobnia (kit colorimétricos
Nutrafin®/Hagen/Alemanha - 0,1mg/L) e temperatura.

Para comparacao entre médias (com distribuicdo normal, homocedasticidade e
homogeneidade dos dados) foi empregada ANOVA (uma via), seguida do teste de
Tukey, sob nivel de significancia de 95%, através do programa “Statistica 7.0”. Para
andlises em percentual os dados foram transformados por Arco de Seno.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A amonia total e a temperatura ndo apresentaram variagdo entre 0s
tratamentos, ficando a amdnia com Omg.L?, a temperatura minima 20,49+0,11°C e
maxima 20,81+0,07°C. O pH do FC, 6,79%0,04, foi inferior aos demais tratamentos,
7,12+0,02, 7,14+0,02 e 7,12+0,01 para AP, SY e YP, respectivamente.

A sobrevivéncia em SY (92,92+12,25%) e YP (91,67+0,83%), foi superior a do
FC (73,75+2,94%), ja a do AP (72,5+12,25%) n&o diferiu dos demais. E possivel que
a fibra tenha facilitado a contaminacdo do meio, além de né&o ter impedido a
proliferacdo de fungos. Ja a AP demonstrou o que ja era observado rotineiramente,
guando ha ovos mortos, estes sédo envoltos por fungos que proliferam e acabam por
matar outros ovos saudaveis, pois, lotes com fungos, continham muitos ovos mortos,
enquanto aqueles que nao tinham fungos geralmente ndo apresentavam
mortalidade. Apenas a AP apresentou proliferacdo de fungos. Ao contrario do
observado no presente estudo, BLAZEK; POLACIK; REICHARD (2013) encontraram
taxas inferiores a 30%de sobrevivéncia utilizando agua ou solu¢cdo de Yamamoto
como meio de incubacao para espécies de Nothobranchius..

Até a F4 nado houve diferenca entre os tratamentos no tempo para 50% dos
embribes atingirem cada uma das fase acompanhadas, a partir da F5 a FC
apresentou um atraso no tempo de desenvolvimento em relagcdo aos demais
tratamentos, os quais apresentaram tempos semelhantes entre si (Figura 1).

120 :] Agua pura *
110 Solucdo de Yamamoto

I:I Solucédo de Yamamoto + Penicilina + Estreptomicina

100 - Agua com casca de coco em p6 *

Tempo (dias)
3

Reagregacdo Eixo embriona- Somitogénese Somitogénese Somitogénese Pigmentacdo Cauda sobreposta
rio e fouvesi- <20 somitos  20-34 somitos 35 somitos a cabeca ou DIll
cula de Kupfer ou DIl

Figura 1 — Tempo necessario para que 50% dos embrides de Austrolebias
nigrofasciatus atinjam cada fase do desenvolvimento quando mantidos em diferentes
meios de incubacéo.

A FC foi capaz de induzir uma parcela superior (80,00+5,77) de embrides a
entrar em D2 em relacdo a AP (46,67+3,33), SY (30,00+5,77) e YP (33,33+3,33), 0
gue é muito interessante para controlar o manejo de embrides em laboratério,
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manipulando a trajetéria de desenvolvimento. Segundo PODRABSKY; GARRETT,;
KOHL (2010), temperaturas elevadas podem levar embrides de Austrofundulus
limnaeus a escapar da D2, mudando assim a rota de desenvolvimento e alterando o
tempo para completar a embriogénese.

4. CONCLUSOES

A partir dos resultados de sobrevivéncia, conclui-se que a Solucdo de
Yamamoto € o meio ideal para a incubacdo de embrides de A. nigrofasciatus, sem
haver a necessidade de adicionar antibiéticos. No entanto, para a manipulagcdo em
diapausa Il, 0 meio mais interessante pode ser a agua com fibra de coco.
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