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Efeito da amoénia sobre a fertilizacao artificial de ovdcitos e
no desenvolvimento inicial do jundia cinza (Rhamdia quelen;
Siluriformes, Heptapteridae)
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Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos de diferentes niveis de amoénia, sobre os
parametros de motilidade espermatica, a fertilizagdo artificial e o desenvolvimento inicial do jundié
cinza (Rhamdia quelen; Siluriformes, Heptapteridae). O sémen foi ativado utilizando a dilui¢ao de
1:70 (sémen:agua) e avaliado pelo método CASA. Foi considerado como tratamento dgua contendo
0,06; 0,28; 0,50; 0,77 ¢ 0,84 mg de aménia total.L. de agua’!, tanto para ativagdo espermatica quanto
para fertilizagdo e incubacgao dos ovdcitos. A incubagdo era composta por um sistema de recirculacao
de 250L para cada tratamento, com quatro incubadoras, sendo que cada incubadora tinha volume ttil
de 2,5L com aproximadamente 3.800 ovos. Foram avaliados os parametros de motilidade espermatica,
de taxa de fertilizacdo, unidade térmica acumulada para inicio e término da eclosdo, taxa de eclosao,
desenvolvimento embrionario e percentual de larvas normais. Os resultados foram submetidos a anélise
de variancia e a analise de regressao a um nivel de 5% de probabilidade. Os niveis de amonia presentes
na dgua nado interferiram sobre os pardmetros avaliados (p>0,05), exceto quanto ao desenvolvimento
embriondrio inicial, onde os embrides expostos aos maiores niveis de contaminagdo por amodnia
apresentaram maiores (p<0,05) taxas de fechamento do blastoporo. De modo geral, a presenca de até
0,84mg de aménia total.L de agua! acelera o desenvolvimento inicial embrionario mas nio interferem
nas taxas de fertilizacdo e eclosao.
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Abstract

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

Key words: Ammonia, embryo, larvae, fish, pollutant

Introducio

A exploragdao comercial de peixes vem se
expandindo muito nos Gltimos anos, segundo a FAO
(2010) a produgao mundial na aquicultura em 2009
foi de 55,1 milhdes de toneladas, dos quais 54,7%
representam o cultivo de peixes de agua doce.
No Brasil, inimeras espécies nativas de peixes
apresentam potencial de serem exploradas pela
piscicultura.

De acordo com Maffezzolli e Nuner (2006),
uma espécie que desperta grande interesse para
a piscicultura da regido sul do Brasil, por seu
crescimento acelerado, inclusive nos meses
mais frios, ¢ o jundia, Rhamdia quelen (QUOY;
GAIMARD, 1824). A produgdo desta espécie
entre 2007 e 2009, correspondeu a 1089 toneladas
(MPA, 2009). Esta espécie possui importincia ndo
s0 econdmica, mas também ecologica (MIRON et
al., 2008) em funcdo de uma estratégia alimentar
generalista(KUTTER; BEMVENUTI; MORESCO,
2009) e pela sua ampla distribuicdo geografica,
sendo encontrada do México até a Argentina

(PERDICES et al., 2002).

R. quelen assumiu seu status produtivo devido
a caracteristicas relacionadas ao relativo dominio
da tecnologia de sua criagdo (BOMBARDELLI
et al., 2006). Contudo, alguns aspectos referentes
a reproducgdo artificial destes peixes ainda sdo
pouco compreendidos, a exemplo dos fatores que
influenciam na fertilizagao artificial dos oocitos e o
desenvolvimento inicial dos embrides e das proles,

que podem depender da nutricdo dos reprodutores
(TESSARO et al., 2012). A influéncia de fatores
como a temperatura ¢ presenga de metais pesados
como o chumbo e o cadmio sobre estes pardmetros
tem sido discutida em estudos como Hilbig et al.
(2008), Sanches et al. (2011) e Witeck et al. (2011).

A amoénia presente na agua pode ser um
fator limitante ao desenvolvimento e até para
a sobrevivéncia de peixes (WANG; WALSH,
2000), seja em ambiente artificial ou natural.
A origem de compostos nitrogenados na agua
pode ser de efluente da propria aquicultura
(BALDISSEROTTO; RADUNZ NETO, 2004),
proveniente da alimentagdo e/ou excrecdo dos
peixes (PEREIRA; MERCANTE, 2005). A amonia
na forma ndo ionizada (NH,) pode ser absorvida
pelo epitélio branquial (SILVA; JARDIM, 2006) e
promover alteragdes fisioldgicas como alteragdo do
pH sanguineo (BECKER et al., 2009), danos neurais
(RAABE; LIN, 1985) e at¢é morte (RANDALL;
TSUI, 2002).

Em geral, as informacgdes a respeito dos niveis de
tolerancia a amodnia pelos peixes juvenis ou adultos
sdo abundantes na literatura, visto a importancia
deste tema para prevenir as perdas produtivas em
sistemas de criagdo. Apesar de serem estabelecidos
os limites aceitaveis para peixes juvenis e adultos
entre 0,15 a 1,00 mg de amonia/L de agua
(OSTRENSKY; BOEGER, 1998), muito pouca
informacdo esta disponivel sobre os efeitos da
amonia e sobre os seus limites minimos e maximos
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toleraveis para peixes nas fases embriondrias ou
larvais, bem como seus efeitos sobre a ativacao dos
gametas.

Neste sentido, este estudo teve como objetivo
avaliar os efeitos de diferentes niveis de amonia
total sobre os parametros espermaticos, fertilizacao
e eclosdo de ovos e o desenvolvimento embrionario
do R. quelen.

Material e Métodos

Os efeitos das diferentes concentracoes de
amonia na agua sobre os gametas, embrides e larvas
do Rhamdia quelen foram testados no periodo de
outubro a novembro de 2010, utilizado-se quatro
machos e duas fémeas de R. quelen. Para tanto,
diferentes quantidades de hidroxido de amonia
(NH,OH) foram diluidas na agua até atingir as
concentragdes correspondentes a 0,06; 0,28; 0,50;
0,77 ¢ 0,84 mg.L-'. As concentra¢cdes de amdnia
na agua foram aferidas utilizando-se a metodologia
proposta por Koroleff (1976).

Foi utilizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado composto por cinco
tratamentos e quatro repetigoes. Os tratamentos
foram constituidos pelo uso de agua com diferentes
concentragdes de amodnia (0,06; 0,28; 0,50; 0,77
e 0,84 mg.L-!) para ativar os gametas ¢ promover
a fertilizacao artificial, bem como para uso na
incubagdo artificial dos ovos e larvas. As unidades
a)
uma amostra de sémen proveniente de um unico
macho, diluida com agua contendo as diferentes
concentragdes b) 3.800X105
ovocitos fertilizados com o s€émen proveniente de
cada macho, onde os gametas foram ativados e os
ovos incubados em recipientes de volume util de
2,5L, com a mesma agua contendo as diferentes
concentracdes de amonia.

experimentais foram consideradas como:

de amonia e,

Os reprodutores selecionados para uso no
experimento foram pesados, identificados e

separados por sexo em tanques individuais. As

fémeas foram induzidas com 5,5mg de extrato
de hipofise de carpa (EHC)/kg de peso segundo
Baldisserotto e Gomes (2010). Os machos receberam
uma dose unica de 2,5 mg de EHC/kg, juntamente
com a segunda dose das fémeas. Para condugdo
dos procedimentos de indu¢ao hormonal, os peixes
foram anestesiados em solu¢@o de benzocaina a 1%.

Apds um periodo de 181 unidades térmicas
acumuladas (UTA), correspondentes a permanéncia
dos reprodutores pelo periodo de 7 horas em agua
a 25,7°C, os peixes foram anestesiados conforme
descrito anteriormente ¢ em seguida realizou-se a
coleta dos gametas de acordo com Bombardelli et
al. (2006). Os gametas (espermatozoides e 06citos)
foram coletados a seco, sob leve pressao abdominal
no sentido céfalo-caudal. Os primeiros o6citos foram
desprezados para evitar possivel contaminagao por
urina ou fezes (BROOKS; TYLER; SUMPTER,
1997), sendo o restante colocados em placa de Petri.
A coleta dos gametas masculinos foi idéntica as
fémeas, sendo a primeira gota de sémen desprezada
para evitar possivel contaminagdo (POUPARD et
al., 1998) e o restante foi coletado em um tubo de
ensaio.

Inicialmente, amostras de sémen de cada
um dos machos foram avaliadas em duplicata
para observagdo dos efeitos da amoénia sobre os
parametros de motilidade espermatica. As avaliagdes
dos parametros espermaticos foram obtidas pelo
CASA (Computer-Assisted Analasis)

segundo Sanches et al. (2010). Para a ativagdo

método

espermatica, empregou-se uma relagdo de dilui¢ao
de 1:70 (sémen:agua). Desta mistura 10 pL foram
colocados em camara hematimétrica de Neubauer e
avaliados em microscopio optico em objetiva 40X
(Nikon E200). As analises foram realizadas com um
segundo de imagem, obtidas 15s apds o inicio da
ativagdo espermatica. Os pardmetros mensurados
foram: motilidade espermatica, velocidade
espermatica curvilinear, velocidade espermatica
média do caminho, velocidade espermatica em

linha reta e a linearidade (SANCHES et al., 2010).
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Das fémeas, foi produzido um “pool” de odcitos
para uso nos ensaios de fertilizagdo e incubagdo
artificial dos ovos, os quais foram conduzidos
em incubadoras de 2,5L, instaladas em sistemas
de recirculagdo de 250L, separadamente para
cada tratamento (BOMBARDELLI et al., 2006;
WITECK et al., 2011). A temperatura da agua das
unidades experimentais foi controlada (25+1°C) por
meio de aquecimento elétrico.

Para a condugdao dos de
fertilizacdo artificial, trés mililitros de oocitos
(3.800+105 ovocitos) e 0,5mL de sémen foram
ativados com 15 mL de dgua contendo as diferentes
concentracdes de amonia. Apos a mistura dos
gametas e da agua, o material foi homogeneizado
pelo periodo de um minuto e, em seguida,
transferidos para as incubadoras experimentais.
Nove horas apds a fertilizagdo artificial, foram
mensuradas as taxas de fertilizagdo (AMORIM et
al., 2009) por meio da amostragem de 400 ovos de
cada unidade experimental (WITECK et al., 2011).
A avaliagdo do percentual de embrides viaveis
foi obtida com o auxilio de estereomicroscopio
Tecnival SQZ-DS4-TRI35 (10x).

procedimentos

Ainda, seis e 12 horas apds a fertilizagdo
artificial, foram avaliadas as porcentagens de ovos
que estavam em inicio e término do fechamento do
blastoporo. Foi considerado o inicio, 0 momento
em que aproximadamente 10% dos embrides
apresentavam blastoporo fechado e o término,
0 momento em que aproximadamente 90% dos
embrides apresentavam blastoporo fechado. Para
tanto, seis e 12 horas apos a fertilizacdo artificial
(RODRIGUES-GALDINO et al., 2009) amostras
contendo 20 embrides de cada unidade experimental,
foram fixadas em solug@o de formol tamponado a4%.
O mesmo procedimento foi realizado 16 e 21 horas
apos a fertilizagdo, para avaliagcdo do percentual de
embrides em inicio e término do desprendimento da
cauda. De forma semelhante, foram considerados
o momento de inicio e de termino deste processo
quando aproximadamente 10 e 90% dos embrides

estavam com a cauda desprendida, respectivamente.
As amostras foram avaliadas em estereoscopio
Tecnival SQZ-DS4-TRI35 em aumento de 10X. O
periodo de tempo em termos de UTA, necessario
para inicio (IE) e término (TE) da eclosdo das larvas
foi mensurado. Estes parametros foram mensurados
por meio de retirada de 40 ovos e/ou larvas de cada
tratamento e avaliados em esterecoscopio (10x),
sendo considerado como tempo para inicio da
eclosdo o momento em que 10% das larvas estavam
eclodidos e para o término a eclosdo o0 momento em
que 90% das larvas estavam eclodidas.

Apo6s a eclosdo completa das larvas de cada
unidade experimental, as mesmas foram fixadas em
solugdo de formol tamponado a 4%. Estas larvas
foram contadas para a estimativa do percentual de
deformidade de larvas (JEZIERSKA et al., 2000).
Foram avaliadas 1600 larvas de cada tratamento,
em estereoscopio (10x).

Os resultados obtidos foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) a um nivel de significancia
de 5%. Quando evidenciado efeito dos tratamentos,
foi aplicada analise de regressao também a um nivel
de 5% de significancia. O software utilizado para
a realizag@o das analises estatisticas foi o Statistica
7.0%.

Resultados e Discussao

Durante o periodo experimental a temperatura
da 4gua permaneceu em 25,7+1,7°C, valores
considerados adequados para a espécie (GOMES
et al., 2000) e os niveis de amonia na agua
permaneceram
experimental (p=0,96). As diferentes concentragdes
de amdnia na 4gua nao influenciaram os parametros
espermaticos do jundia (p>0,05), muito embora
tenha sido observada uma reducdo na motilidade
espermatica e um aumento na velocidade curvilinea
quando os niveis de amonia na agua aumentaram
(Tabela 1).

inalterados ao longo periodo
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Tabela 1. Pardmetros espermaticos do R. quelen provenientes de sémen diluido em agua contendo diferentes

concentragdes de amonia.

Tratamentos (mg L)

Variaveis 0,06 0,28 0,50 0,77 0,84 p*

Motilidade (%) 76 66 66 57 52 0,60
Velocidade curvilinea (um s™) 24,72 29,72 30,26 34,89 37,12 0,73
Velocidade de percurso (um s™) 16,96 15,94 17,92 12,26 14,16 0,74
Velocidade linha reta (pm s™") 14,41 18,63 30,40 11,69 26,50 0,57
Linearidade (%) 81 82 82 83 80 0,79

*p < 0,05 representa diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de ANOVA.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Os valores de motilidade espermdtica no sémen
diluido com agua contendo 0,06 mg.L"! ficaram
proximos aos encontrados em outros estudos
desenvolvidos para R. quelen. Tessaro et al. (2012)
encontraram valores de motilidade espermadtica
variando entre 73 ¢ 84%. Emrelagdo aos tratamentos,
de concentragdo
apresentaram valores menores aos observados
por Sanches et al. (2010), que verificaram que a
motilidade espermatica de R. quelen foi de 65%.
No entanto as velocidades curvilineas, de percurso
e em linha reta obtidas neste estudo ficaram abaixo

somente 0s maiores niveis

quando comparado com os valores obtidos pelos
autores ora reportados.

Apesar de os niveis de amonia presentes na
dgua ndo promoverem alteragdes significativas
sobre os parametros de motilidade espermatica,
seus efeitos podem promover danos significativos
sobre o processo reprodutivo de peixes. Em geral
os espermatozoides de peixes de agua doce sdo
imoveis quando ainda estdo nos testiculos e
ganham movimento quando entram em contato
com fatores de ativacdo presentes no meio aquatico,
a exemplo da pressdao osmotica, da presenca de
ions (INABA, 2008) ou de fatores ovocitarios
(KINSEY; SHARMA; KINSEY, 2007). Apesar de

os mecanismos de ativagdo e inativagao espermatica
serem pouco compreendidos, sabe-se que em
salmonideos, o inicio da ativagdo espermadtica
esta relacionado com a reducdo das concentragdes
de K* extracelular e o conseqiiente o efluxo deste
ion intracelular, mediado por canais de i0nicos,
culminando finalmente na despolarizacdo da
membrana celular e na produgdo de energia para
garantir o movimento flagelar (INABA, 2008).
Neste caso, a amonia pode interferir no mecanismo
de transporte de fons, subtituindo o K* pelo NH,"
(RANDALL et al.,, 2000) e conseqiientemente
impedir a producao de intermediarios metabodlicos
responsaveis pela ativagdo espermatica (INABA,
2008).

Os niveis de amonia presentes na agua também
ndo interferiram sobre as taxas de fertilizacdo dos
ovocitos. Resultados semelhantes foram verificados
para as taxas de eclosdo e para o percentual de larvas
normais (p>0,05) (Tabela 2). O tempo necessario
para iniciar e concluir a eclosdo das larvas ndo foi
submetido a analise estatistica devido a inexisténcia
de repeticdes, contudo, numericamente seus valores
variaram de 682 a 709,1 UTA para o inicio e de
1085,9 a 1138,5 UTA para o término da eclosdo
(Tabela 2).
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Tabela 2. Taxas de fertilizacdo de ovdcitos, UTA para inicio e término da eclosdo das larvas, pardmetros de
desenvolvimento embrionario, taxas de eclosdo das larvas e percentual de larvas normais de R. guelen provenientes

2452

de fertilizacdo e incubagdo em agua com diferentes concentragdes de amdnia.

Niveis de amoénia na agua (mg/L)

Variavels 0,06 0,28 0,50 0,77 0,84 p*
Taxa de fertilizagdo (%) 98,36 98,86 98,49 98,70 99,19 0,58
Inicio da eclosdo (UTA) 709,1 713 682 688.9 682,6 -

Término da eclosdo (UTA) 1128,1 1138,5 1085,9 1095,3 1087,1 -

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

UTA = Unidades térmicas acumuladas temporalmente; * Efeito linear y=-16,7891+20,1723*x;
*p < 0,05 representa diferenca significativa entre os tratamentos pelo teste de ANOVA.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Os niveis de contaminacdo da agua com
amonia interferiram (p<0,05) no desenvolvimento
embrionario inicial do R. quelen, no inicio do
Neste
momento ontogenético, ocorreu um comportamento

fechamento do blastoporo (Tabela 2).

diretamente proporcional (p<0,05) ao aumento dos
niveis de amoénia na dgua (Figura 1). Os demais
pardmetros de desenvolvimento embrionario ndo
sofreram influéncia dos niveis de contaminacao da
agua por amonia (p>0,05) (Tabela 2).

Figura 1. Inicio do fechamento do blastoporo seis horas apos a fertilizagdo artificial dos ovdcitos e ativagdao dos
gametas de R. quelen em agua contendo diferentes concentragdes de amonia. p = p-valor.

120

y = -16,7891 + 20,1723%
1 = 0,6608
p = 0,00001
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Fonte: Elaboragdo dos autores.
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Resultados semelhantes em relagdo a influéncia
da amonia no aumento das taxas de eclosdo foram
encontrados por Luckenbach et al. (2003) na
concentragdo de 25 ug.L!' de amoénia, estudando
salmao marrom (Sa/mo trutta). Segundo os autores,
tal fato pode ser explicado pelo fato da amonia
acelerar o metabolismo ao interagir nas vias
bioquimicas, e desse modo as reservas presentes
no vitelo sdo consumidas mais rapidamente,
contribuindo para o desenvolvimento acelerado.

Os resultados do presente experimento podem
ser parcialmente corroborados pela hipotese de
que, apesar de as membranas biologicas serem
permeaveis a agua e sais (BALDISSEROTTO,
2002), estas sdao impermedveis a alguns ions
como o NH,", para proteger os embrides contra as
interferéncias externas (RANDALL; TSUI, 2002).
Contudo, o fato da amodnia presente na agua ter
influenciado apenas o fechamento do blastoporo,
pode estar relacionado com a sua absor¢do em
pequenas quantidades durante o processo de
ativagdo do ovdcito/ovo, quando ocorre o influxo
de agua (KINSEY; SHARMA; KINSEY, 2007)
e a formacio do espago perivitelino (DEPECHE;
BILLARD, 1994; GANECO, 2003). Entretanto nédo
se pode descartar a possibilidade de que os niveis de
amonia empregados nos tratamentos experimentais
podem néo terem sido suficientes para induzir danos
fisiologicos aos embrides.

Como o experimento foi encerrado logo apos
a eclosdo das larvas, ndo foi possivel avaliar se as
concentragdes utilizadas nos tratamentos poderiam
A

possibilidade da influéncia sobre o desenvolvimento

ter influenciado no desenvolvimento larval.
larval pode ser sustentada em func¢do da amonia
ser facilmente difundida pelo epitélio branquial
(RUYET et al., 1997) e desse modo, seus principais
efeitos fisiologicos estdo relacionados com prejuizos
redu¢do do
crescimento, com danos provocados ao epitélio

metabodlicos relacionados com a
branquial que promove dificuldades nas trocas gasosas
e ao sistema de osmorregulacdo (BOLNER, 2007).

Em geral, niveis de amonia entre 0,06 ¢ 3,1 mg.L!

interferem no desenvolvimento e sobrevivéncia de
peixes (ABDALLA; MACNABB, 1998; FRANCES;
NOWAK; ALLAN, 2000, WICKS; RANDALL,
2002; FOSS et al., 2003; EL-SHAFALI et al., 2004;
LAMARIE et al., 2004). Embora esses valores
possam variar de acordo com a idade, espécie e tempo
de exposicao, juvenis de R. quelen, toleram niveis de
amonia entre 0,01 até 1,86 mg.L!' sem a ocorréncia
de prejuizos aparente (WEISS; ZANIBONI-FILHO,
2009; MIRON et al., 2011).

Embora ndo tenham sido encontrados efeitos
significativos da inclusdo de amonia na agua sobre
a maioria dos parametros avaliados na fertilizacao
e no desenvolvimento de larvas de R. quelen, ndo
existem trabalhos que descrevam o efeito da amonia
nessas fases. Assim, s30 necessarias novas pesquisas
neste campo para elucidar os efeitos da amonia
sobre a fertilizagdo artificial e o desenvolvimento
inicial das espécies em sistemas de criagao artificial,
especialmente porque a crescente preocupacao com
o uso da agua esta levando ao emprego de sistemas
de criacdo com filtragem e recirculagdo da agua,
onde a amonia pode ser um fator limitante.

Conclui-se que a fertilizacdo de oocitos de R.
quelen em agua contendo até 0,84mg de amoénia
total/L. de agua acelera o desenvolvimento inicial
mas ndo interfere nos parametros espermaticos,
nas taxas de fertilizacdo ou eclosdo das larvas, bem
como nas larvas classificadas como normal.
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