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RESUMO 1

RESUMO

A tilapia € uma das espécies mais significativas @ piscicultura atual. Todo o
conhecimento relativo a qualidade do ovo, pode anathas técnicas de reversao sexual, da
qual depende o seu cultivo. Assim, a identificag8trutural dos eventos que ocorrem na
reproducdo induzida, fertilizacdo e desenvolvimeatobrionario, numa faixa de tempo
conhecida, contribuira para uma melhor compreedad@producao da tilapia do Nilo e sera
atil tanto no manejo como no controle da espéciambf@tivo deste trabalho foi analisar o
efeito da idade de matrizes sobre as taxas de detade, de fertilidade e de eclosdo, bem
como sobre a morfometria, a morfologia estrutural dtra-estrutural dos ovos da tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus desde as primeiras clivagens até a ecloséo.pfodacao
induzida foi realizada em dois tratamentos: grug@ & 3 anos) e grupo 2 (3 2 a 4 anos), 0s
exemplares eram pertencentes ao setor de Tilapaulto Centro de Aquicultura da Unesp.
As amostras dos ovos foram coletadas nos tempaxtdesdo, fertilizacdo, 1 minuto, 45
minutos, 60 minutos, de 30 em 30 minutos até calpeis horas, depois de hora em hora
até completar 24 horas. A partir dai, as coletaanforealizadas de seis em seis horas até a
eclosdo. Para observacbes em estereomicroscopidomatdria dos ovos e microscopia
eletrénica de varredura, as amostras foram fixatlassolucdo de Karnovsky, lavadas em
tampéo Cacodilato de Sddio e conservadas em ar&éb. Nos dois grupos estudados, o
periodo embrionédrio se estendeu de 60 a 84 hoeadeda fertilizacdo até a eclosdo, a uma
temperatura meédia de 30,4 + 0,75 °C. Em relag&araanho dos ovos, ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos, apresentanémediro médio de 2,58mm e 2,57mm para 0s
ovos do grupo 1 e 2, respectivamente. A analiseati@ncia também néo foi diferente no
comprimento (25,86-27,10 cm) e peso da fémea (857g3, diametro dos ovos relacionados
com a fecundidade do lote (1198-1523), fecundidatigiva (3,76-3,96); taxa de fertilizagéo
(72,29-72,40) e de eclosao (54,29-60,00), respmunte, para fémeas do grupo 1 e 2. Em
relacdo a observacdo em estereomicroscopio, fovéteresiados os estagios de clivagem,
blastula, gastrula, segmentacéo, organogénesal &pclosdo. Em microscopia eletrénica de
varredura foram observadas caracteristicas complanes as do estereomicroscopio, como
por exemplo, a micrépila, a entrada do espermatiezéidiferenciacdo da regido cefalica e
caudal. Os parametros estudados na presente esiquitam que a idade das fémeas dos
dois grupos considerados: nao influenciou a quadidao ovo e nem o tempo de

desenvolvimento embrionério.

Palavra-chave:tilapia, reproducéo, idade, qualidade do ovo, mlesgimento embrionario.



RESUMO 2

ABSTRACT

Tilapia is one of the most significant speciestfoe fish crops nowadays. All the knowledge
related to egg quality can increase the sexuakseretechniques, in which its cultivation is
needed. Thus, the structural identification of tbeents that occur on the inducted
reproduction, fertilization, and embryo developmém@a known time range, will contribute to
a better comprehension of the reproduction of tite Napia and will be useful either in the
management as well as in the species control. Daé @f this research was to analyze the
effect of the matrix age on the fecundity, ferjiland eclosion rates, as well as about the
morphometry, structural and extra-structural motpyp of the Nile tilapia Qreochromis
niloticus) eggs, since the first cleavage until the eclasibime inducted reproduction was
performed in two treatments: group 1 (2 to 3 yeda$ and group 2 (3 %2 to 4 years old), the
samples pertaining to the sector of Tilapia croghaf Center of Water Crops from Unesp
(State University of Sado Paulo). The egg sample® wellected in the periods of extrusion,
fertilization, 1 minute, 45 minutes, 60 minuteselgv30 minutes until complete six hours, and
after every one hour until complete 24 hours. Fthen, the collects were performed every
six hours until eclosion. For the observation iarsbmicroscopy, eggs morphometry, and
scanning electronic microscopy the samples weefir a solution of Karnovsky, washed in
cacodilate of sodium buffer and conserved in alcol®@b6. In both studied groups, the
embryo period has extended from 60 to 84 hourgesfertilization until eclosion, in an
average temperature of 30.4 + 0.75°C. When it cotoethe eggs size, no significant
differences between both groups were presentedyisfcan average diameter of 2.58mm
and 2.57mm for the eggs in group 1 and 2, respygtiihe variance analysis also was not
different in length (25.86cm — 27.10 cm) and weifBit7g — 3859) of the females; diameter
of the eggs related to the fecundity of the samfi498 — 1523), relative fecundity (3.76 —
3.96); fertilization rate (72.29 — 72.40) and emdasrate (54.29 — 60.00), respectively for the
females of group 1 and 2. According to the obs@mwan stereomicroscopy, it was observed
the stages of cleavage, blastula, gastrula, segii@mtorganogenesis, larval and eclosion. In
scanning electronic microscopy, it was observed plement features of the
stereomicroscopy, as for instance, the micropyl@ermatozoon penetration, and
differentiation of the head and tail region. Thegmaeters studied in this research indicate that
the age of the females in both studied groups lsinfluenced the egg quality nor the

embryo development time.

Word-key: tilapia, reproduction, age, egg qualkdsbryo development.
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1 - INTRODUCAO

A despeito de haver varias espécies de peixesosatjue apresentam crescente
potencial para a atividade da piscicultura, as @epéexadticas ja introduzidas no Brasil
mostram uma grande vantagem sobre elas no queesieito ao conhecimento técnico
disponivel, tanto no campo da biologia quanto nopiaicultura propriamente dita. Tais
conhecimentos sd@o imprescindiveis para viabiliganita e programa de piscicultura, seja
pablico ou privado (BRASIL, MINISTERIO DA AGRICULTBA e DO
ABASTECIMENTO, 2007).

Dentre as espécies exoticas encontradas no Braddpéa merece destaque, pois,
atualmente sua criacao encontra-se amplamentédigft no mundo inteiro, podendo atingir
uma producdo mundial de 1.500.000 t em 2010, segkiidsimmons (2000), representando
a terceira espécie de maior importancia econémacaqiiicultura mundial (BORGHETTI et
al., 2003).

Por serem consideradas espécies de grande imparpara a aquicultura mundial, as
tilapias sao freqientemente indicadas para a criat@nsiva. A tilapia do NiloQreochromis
niloticus) destaca-se como uma das mais importantes, davétia alta taxa de crescimento,
adaptabilidade em diversas condic¢des e criaca@adatacao pelo consumidor (KUBITZA,
2000), principalmente pela excelente textura e pabmr de sua carne e auséncia de espinhos
intramusculares (LIMA et al., 2000).

A maturidade sexual nas tilapias esta relacionadeipalmente com a funcdo da
idade e do tamanho (IGARASHI, 1995). A maior rgétoi ao seu cultivo é a sua reproducao
precoce, a partir dos quatro meses de idade, levaodsuperpovoamento dos tanques, mas
isso pode ser solucionado utilizando apenas alsvinachos, sexuados manualmente ou
revertidos através de hormonios sexuais. Tilapas idade acima de 12 meses para maioria
dos produtores €é considerada como idade de des{RRCOENCA e BITTENCOURT, 1994).

Diante desses dados, indagamos as seguintes qgiestoe

-Sera que tilapias com acima de 12 meses de idadis@am ser descartadas?

-Tilapias com idade acima das que foram mencionatks podem ser utilizadas
como reprodutoras?

Baseado nestas questdes, o presente trabalhoaieeabjetivo descrever o efeito da

idade das fémeas de tilapia do Nir¢ochromis niloticusna qualidade do ovo.
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2 - OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho séo os seguintes:

- analisar o efeito da idade das matrizes de &ldpiNiloOreochromis niloticusia qualidade
do ovo, através de analise biométrica do ovo, tdegafecundidade do lote, taxa de
fecundidade relativa, taxa de fertilizacao e tax@closao.

- descrever os aspectos morfoldgicos externos dos @ larvas pés-eclodidas, assim como o
desenvolvimento embrionario sob estereomicroscépiticroscopia eletronica de varredura,

desde as primeiras clivagens até a ecloséo.
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3 - REVISAO DA LITERATURA

Tilapia € o nome comum, atualmente aplicado p@&sadéneros de espécies de peixes
da familia CichlidaeOreochromis, SarotherodamTilapia. S0 nativos da Africa e do meio
leste africano e tém se tornado a segunda fomteatar em peixe de agua doce do mundo. O
géneroOreochromisesta entre os mais importantes peixes comercigdmaoduzidos na
aquicultura mundial, com mais de 75 paises prodat(MORRISON et al., 2001).

Segundo Pinto (1998), algumas espécies do gé&herachromis que se caracterizam
por desovar em ninhos e as fémeas incubarem s@sseolarvas na boca foram trazidas
juntamente com outras espécies em 1971 por técdmd3epartamento Nacional de Obras
Contra a Seca (DNOCS) de Fortaleza — Ceara.

A tilapia do NiloOreochromis niloticu® um dos peixes mais cultivados do mundo, e
pouco se sabe sobre a biologia da reproducédo @éaiespqualidade de seus ovos em relagéo
a idade da fémea. Portanto estudos neste sentiknpmelhorar as técnicas de reversao
sexual, da qual depende o seu cultivo.

Entre os fatores conhecidos que afetam a qualidadevo, esta a fecundidade, o
sistema enddcrino da fémea durante o crescimentivéicito no ovario, a dieta do peixe, o
complemento de nutrientes depositados dentro doitoy@ condi¢des limnoldgicas da agua
nos quais os ovos sao incubados (BROOKS et al7)168atro fator € o tamanho e a forma do
blastdmero, que também podem afetar a qualidade@@(SHIELDS et al., 1997).

Em se tratando da qualidade dos ovos em peixemsviatores estdo relacionados
como, por exemplo, diferentes niveis de proteina podem influenciar na fecundidade
(GUNASEKERA et al., 1996), na fertilizacdo, na tad@ eclosdo e no tamanho do ovo,
(KJORSVIK et al.,, 1990). De acordo com Shields let(#97), um fator importante € a
simetria dos blastdmeros iniciais, que sao vistoacaindicadores de viabilidade de varias
espécies, como sardinf@lupea harengugDUSHKINA, 1975), em varias espécies de
linguado como “Japenese floundétlatichthys flesu§HIROSE et al., 1979), “Dover sole”
Microstomus pacificugDINIS, 1982), “turbot” Scophthalmus maximu®McEVOY, 1984;
DEVAUCHELLE et al.,, 1988), como também em bacalh@eod” Gardus morhua
(KJORSVIK e LONNING, 1983; KJORSVIK et al.,, 1984) “eed seabreamPagellus
bogaraveaq SAKAI et al.,1985).

Caracteristicas morfolégicas como a transparéncidisibuicdo de goticulas de
lipidios, o tamanho do espaco perivitelino e mudango didametro do ovo depois da
fertilizacdo tém sido estudadas por Kjorsvik et 8984; Sakai et al., 1985. Outro indicador
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da qualidade dos ovos é a presencpigi®mentos no vitelo, como encontrado nos salmosideo
(CRAIK, 1985). Caracteristicas do ovo de tilapiaNito sédo relatadas por Neumann (2004)
como cor amarela pélido, formato ovoide, grandeerasfvitelina e pequeno espacgo
perivitelino entre o vitelo e o corion, visivel s@ regido caudal e cefalica do eixo
embrionario.

O tamanho do saco vitelino também pode estar aglado com o tamanho das larvas
pds-eclodidas (GISBERT et al., 2000). Ademais @ séelino e a fecundidade diferem entre
as linhagens de tilapias de acordo com Neumanri. Z00tro fator relacionado a qualidade
do ovo é a resposta ao estresse, que no cas@pi@ tilo Nilo pode ser uma aceleracédo ou
inibicdo completa da reproducao, afetando os garmiaa qualidade da prole (SCHECK et
al., 2001).

Em relacdo ao tamanho dos ovos, estes também sofflei@ncias e variam nao so
entre espécie “interespecifico” como também dedaomesma espécie “intraespecifico”,
(BONISLAWSKA et al., 2001). O tamanho e o numers dgos influenciam no tamanho das
larvas, na suscetibilidade as doencas, na mortii@&/ALLACE e AASJORD, 1984) e na
eclosdo (COLEMAN e GALVANI, 1998). A temperaturagsedo Wooton (1994), também
pode influenciar os fatores citados acima.

Outro fenbmeno que tem sido discutido por BONISLAMSet al. (2000), é a
relagéo entre a duragdo do desenvolvimento embitoeéo tamanho do ovo, isto é, quanto
menor € 0 ovo, mais rapido é a embriogénese. BExigérios fatores que influenciam a taxa
de crescimento, tais como certas caracteristicaandaiente da prole, disponibilidade de
alimento, densidade de populacéo, predadores, tatape e cuidado parental (SARGENT,
1986; EINUM e FLEMING 1999, 2002; SINERVO et alQd®).

Estudos em relagdo ao numero de desovas em paixetacionando com a estacao
nao tém sido muito relatados, de acordo Wooton 9} 97 efeito de multiplas desovas em
peixes na mesma estacdo produz uma fecundidade doague uma Unica desova na estacao.

De acordo com Charnov (1993), o tamanho e a idad®maturacdo dos peixes pode
ser um motivo de mortalidade em larvas pds-ecladiBaomage e Cumaranatunga (1988)
relataram uma sobrevivéncia maior em ovos de fémeasinbow trout, na segunda desova
(Trés anos de idade) comparada com a primeira d8mis anos de idade), respectivamente
de 75 % para 58 % de sobrevivéncia.

A energia localizada nas génadas parece aumentaracimlade do peixe até que a
producao de ovos entra em faléncia, portanto, éagde ao tamanho dos ovos pos-eclodidos,
Jonsson (1985), cita que desovas repetidas produxe® maiores do que na primeira

desova, geralmente por investir relativamente mamergia nas desovas repetidas.
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Consequentemente, trutas Brown com desovas poongo Iperiodo de reproducado, poderao
no final de sua vida quase néo ter reserva de ien@BRG et al., 1998).

Em se tratando da técnica de reproducdo induziifciatmente, esta ja tem sido
utilizada em tilapia para garantir o momento exd#ofertilizacdo e ja foi realizada por
Senthilkumaran et al. (2002) que induziu a des@/® dniloticususando diferentes agentes
indutores, como EPC, LH-RH, HCG e um antagonistdagamina.

Apesar das técnicas para a reproducdo induzida cabagdo estarem bem
compreendidos em diferentes espécies de peixespestos basicos do periodo embrionario
dos peixes, que se estende da fertilizacdo a eclBEAARDO, 1995), tém sido pouco
estudados. O estudo das fases iniciais do cicleidieé de fundamental importancia, tanto
para o estudo da taxonomia quanto para o estudoalagia das espécies (SANCHES et al.,
1999). Sendo assim, torna-se importante o estuddfuapgado do periodo embrionario dos
peixes.

A fertilizacdo é um processo de fusdo celular (OHT891), que se inicia com 0
contato entre um espermatozéide e um ovadcito eigalma unido dos ndcleos destas células
(MOORE, 1994; SCHATTEN, 1999). Com o processo dglifmcao, uma série de eventos
ocorre, incluindo despolarizagdo da membrana plsmado ovo, penetracdo do
espermatozoide, exocitose do conteudo @dgtolos corticais, formacdo do espaco
perivitelino e posterior divisdo mitdtica (IWAMATSUL992). Durante a exocitose do
conteudo dos alvéolos corticais ocorre um endurtiondo corion (IWAMATSU et al.,
1985), esse processo é calcio dependente e indamnnento da rigidez da superficie externa
do ovo (LONNING et al., 1984).

A anatomia dos gametas da tilpia, sua funcioey@stos ocorridos somente durante
a fertilizacao artificial foram relatados em miaropia eletronica de varredura por Bern e
Avtalion (1990). Na maioria dos peixes teledstensspermatozoéide penetra no ovécito por
uma abertura denominada micrépila, localizada @assiperficie, tais observacdes tém sido
descritas por meio de microscopia eletrénica deedara (M.E.V.). A micrépila consiste em
uma depressao em forma de funil, que esta presentérion (KUDO, 1980; LAALE, 1980;
KOBAYASHI e YAMAMOTO, 1981; HART, 1990).

ApoOs a entrada do primeiro espermatozoide peladpiier inicia-se no ovocito uma
movimentacgdo citoplasmética intensa em direcdo @dpila formando os pdlos animal e
vegetativo (KIMMEL et al., 1995; LEME DOS SANTOSAZOUBEL, 1996). A clivagem
dos ovos de peixe € do tipo meroblastica ou papmal ocorrer apenas no polo animal
(BALINSKY, 1970; LAGLER et al., 1977; LEME DOS SANOS e AZOUBEL, 1996).
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A ligacao entre o espermatozéide fertilizante e@edicie do ovo provoca uma série
de reagcBes que previnem o0s espermatozoides supreanion de entrarem no ovocito. Esse
fendbmeno é denominado bloqueio a polispermia, aséonmportante no desenvolvimento
normal dos ovos monoespermaticos (GINSBURG, 190N GO, 1987; IWAMATSU et al.,
1993).

De acordo com Warga e Kimmel (1990) trés movimeresilares acompanha a
formacgao do embrido: epibolia (movimento da blastow unidirecional e progressivo , do
polo animal ao vegetativo), anel germinativo (séiprameiras células da camada profunda na
margem da blastoderme, as quais iniciam o movimaéatovolucdo, gerando o hipoblasto) e
movimentos convergentes (movimentos através daa lmiédia dorsal, movimentando da
lateral para posicdo medial, alongando o eixo emnfrio).

Como se pode notar existem varios fatores infleemo na qualidade e tamanho do
ovo, entretanto, em condi¢cdes de clima tropical fled@ncontrado até o momento relato de

estudos da qualidade dos ovos de tilapia do Nilquese referente a idade das fémeas.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Condi¢gGes Ambientais

O experimento foi realizado no setor de Tilapia@dtado Centro de Aquicultura da
Universidade Estadual Paulista (CAUNESP), Campuslaoticabal, durante o més de
fevereiro de 2006. As observacbes em estereomapmse morfometria dos ovos foram
observadas no Laboratério de Histologia de PeixesDédpartamento de Morfologia e
Fisiologia Animal. As andlises em microscopia @eita de varredura foram realizadas no
Laboratério de Microscopia Eletronica da FaculdddeCiéncias Agrarias e Veterinarias da
UNESP, Campus de Jaboticabal.

4.2 — Andlises fisico-quimicas da agua

Foram amostradas as seguintes varidveis fisicoigasmda &agua: temperatura
(termbémetro de bulbo de mercurio), pH (potencidmettigital), oxigénio dissolvido
(oximetro), condutividade, alcalinidade e amoénignd® as Ultimas duas variaveis
determinadas pelos métodos de Goltermann et &18.19

A temperatura da agua foi monitorada diariamenge,8#®0 e 20:00 horas, nas

incubadoras. As demais variaveis foram amostradaisuhente na parte da manha.

4.3 - Selecdo dos Reprodutores:

Matrizes deO. niloticuscom duas idades diferentes foram submetidas adegéo
induzida de acordo com Senthilkumaran et al. (208@n a Gonadotrofina Coriénica
Humana, horménio HCG, sendo que as fémeas forandmionadas em tanques de alvenaria
com fluxo de agua continuo num total de dezenoweepgara cada grupo. Foi utilizado um
macho para cada fémea. Porém, apenas 37% dasewalozgrupo 1 e 26% do grupo 2
estavam aptas para a inducado hormonal. As fémeas fdivididas em dois grupos com sete
fémeas para o grupo 1 (2 a 3 anos) e cinco fénmeasqgrupo 2 (3 e %2 a 4 anos). Foram
avaliadas amostras de ovocitos para se determimggaw de desenvolvimento. As fémeas
foram entdo examinadas e selecionadas quando afaese caracteristicas secundarias de
maturacdo sexual como: abddmen abaulado, abertomaceloracdo da papila genital. As
fémeas selecionadas foram colocadas individualmeme cada caixa e em seguida

identificadas. Os machos foram selecionados aleatente no momento da fertilizac&o.
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4.4 - Inducado Hormonal

As fémeas selecionadas foram imediatamente pesat&slidas e em seguidas foram
induzidas artificialmente por meio de inje¢cdesantusculares, com Gonadotrofina Coriénica
Humana, horménio HCG. Foi utilizado a marca Vetes@?0 U.l. (Laboratorios Calier do
Brasil Ltda), foi aplicada uma dose total de 5 Ot grama de peso de peixe, dividido em
duas aplicacbes, a primeira correspondendo a 1086skmtotal na hora zero e a segunda de

90%, aplicada 18 horas apoés a primeira dose.

4.5 - Extrusdo dos gametas

Vinte quatro horas ap0s a segunda dose, as fémesiseram o estimulo hormonal e
foram imediatamente retiradas de suas caixas eetidas a massagem abdominal com suave
movimento antero-posterior, para a extrusdo de g@n&m seguida os ovoécitos das sete
fémeas do grupo 1 e cinco fémeas do grupo 2 fodatados individualmente em placa de
petri para pesagem de acordo com Figura 1A. O gasoassa de ovos foi obtido subtraindo
0 peso da placa de petri (determinado previamente).

O sémen dos machos de acordo com figura 1B foiigmente coletado por
compressdo abdominal, momento antes da extrusdoowdmstos, com a finalidade de

minimizar o tempo entre a extrusao dos ovOcito$estdizacao.

Figura 1. Extrusdo dos ovécitos (1A) e espermiacdo do espendide (1B) deO.
niloticus
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4.6 - Taxa de fecundidade por lote

Para a estimativa do niUmero de ovocitos extrusaana,amostra destes foi coletada
no momento da liberagcdo. O numero total de cékdatidas em 0,5 grama desta amostra foi
verificado e multiplicado pelo peso total da madsaovécitos liberados em cada fémea.
Assim, a fecundidade por lote foi 0 nimero totatélllas contidas no peso total da massa de

ovocitos liberados no lote das fémeas, segundoduoletgia descrita por Vazzoler, 1996.

4.7 - Taxa de fecundidade relativa

Foi obtida pela relagdo do numero total de ovogiaxiuzidos por peso de fémea,
(VAZZOLER, 1996).

4.8 - Fertilizacao Artificial

Os ovocitos de cada fémea foram divididos em datarmentos: grupo 1 (2 a 3 anos)
e grupo 2 (3 e ¥ a 4 anos), constituindo 12 desa@dvaxtrusao foi registrada como tempo
inicial. Em seguida os ovocitos e 0 sémen foranturdagdos suavemente em placa de Petri e
ativados com agua. A partir dai, os ovos de cauadé foram colocados em uma incubadora,
constituindo num total de 12 incubadoras com ratagdo de agua constante. As amostras
foram coletadas nos seguintes tempos: extrusablizegao, 1 minuto, 45 minutos, 60
minutos, de 30 em 30 minutos até completar 6 hdemis de hora em hora até completar 24
horas. Depois desse tempo as coletas seguiranemesthoras até a eclosao da larva.

ApoOs 12 horas de desenvolvimento, foi calculadea tle fertilizacéo:

Taxa de fertilizacdo = ovos fertilizados - ovos feétilizados

Total de ovos

4.9 - Taxa de eclosdo

Em torno de 72 horas de desenvolvimento, foi cattaih taxa de eclosédm Yiva'.

Taxa de eclosado = larvas eclodidas - larvas nibdidas

Total de larvas
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4.10 - Coleta dos ovos

Apoés a fertilizacdo todos os ovos coletados foradhividualizados em frascos
devidamente identificados. Os ovos coletados daed8 de cada grupo foram fixados em
solucdo de Karnovsky por 24h, lavados em tampaodiato de Sédio 0,1 M, pH 7,4 e
conservados em alcool 70%. Em seguida, foram amadzas na temperatura de 4°C até

posterior analise.

4.11 - Observagdo em Estereomicroscopio, morfomédre microscopia eletrénica
de varredura (M.E.V.).

Os ovos foram observados e analisados quanto matialogia externa, selecionados
e fotografados em estereomicroscoépio LEICA MZ8 ptado ao equipamento automatico de
microfotografia LEICA CD 280, os ovos também foranalisados em microscopia eletrénica
de varredura (M.E.V.). Ap6s montagem das prancluas as fotografias dos ovos, estes
foram desenhados em escala com o intuito de facéivisualizacdo e descricdo dos estagios
de desenvolvimento embrionério e larval da tilapia.

O diametro maior e menor dos ovos até sua ecldsgor@ 2) foram medidos em
estereomicroscopico LEICA MZ8 através do prograMab0 LEICA, sendo que o diametro
médio foi calculado posteriormente. Foram medid®§ & 10 ovos em cada um dos tempos
de coleta, sendo que devido ao formato ovéide dos,doram obtidas duas medidas: o
didmetro maior (medida entre as extremidades domeaio, saindo da base ao pico do ovo)
e diametro menor (regido mais larga cortando hot@mente o comprimento). Os valores
obtidos foram avaliados estatisticamente pelo tdéstdukey com nivel de significancia de
5% (P=0,05), no programa SAS.

Figura 2: Ovocito de O. niloticus
com setas mostrando como foram
feitas as medidas de Diametro Maior
(D.M.) em mm e Diametro Menor
(d. m.) em mm.
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Para andlise dos eventos morfoldgicos externos eaomosoopia eletronica de
varredura, as amostras anteriormente fixadas eot@wlde Karnovsky e transferidas para
tampao cacodilato de sddio, foram pdés-fixadas dogdo de tetréxido de 6smio a 2 % por
duas horas, lavadas novamente em tampao e subsnatiissidratacdo em bateria alcodlica
de concentracdes crescentes (30%, 50%, 70%, 80%,9906, 100%); técnica modificada a
partir da técnica utilizada pelo Reed, 1996. Emukgas amostras foram secas em Secadora
de Ponto Critico com CQiquido, em aparelho BAL-TEC, montadas em supddecobre,
metalizadas com ouro-palido em aparelho DENTON VACWESK II, analisadas e

eletromicrografadas em microscopio eletronico deedaira (JEOL-JSM 5410).

4.12 - Analise Estatistica

O delineamento utilizado foi inteiramente casua@a&om parcelas repetidas no tempo,
tendo dois tratamentos (grupo 1 — 2 a 3 anos eodup 3 € Y2 a 4 anos) e quarenta e trés
tempos de coletas, com média de seis repeticoegrppo. Os resultados foram avaliados
pelo teste de Tukey pelo programa SAS (SAS INSTIEUIO91).
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Parametros Limnolégicos

A andlise das variaveis limnologicas da agua nesbiadoras durante o experimento
teve valores médios de temperatura 30,4 + 0,758Géwio dissolvido 5,5 + 1,26 mg/L com
saturagdo de oxigénio de 71,5 + 14,0%, condutieddédtrica 325,0 £ 65S/cm, alcalinidade
134,2 £ 52,5 mg/L, amodnia 38,3 £ 52,3 mg/L e pHZ(B2.

Os parametros limnolégicos das incubadoras do presestudo foram comparados
com os de Neumann (2004), que trabalhou com o dels@mento inicial de duas linhagens
de tilapia e uma linhagem hibrida, encontrandoreslgimilares em alguns parametros, como
por exemplo, oxigénio dissolvido na agua, alcaddel e pH. Porém, alguns parametros
apresentaram valores maiores comparados aos deaNeyosomo a condutividade elétrica, a
amonia e a temperatura. Provavelmente tal difer&mgaa sido em decorréncia da fonte de
agua cujas incubadoras do presente estudo foieslidestcom agua recirculada, diferenciando
da autora citada acima, cuja agua foi provida deamiemperaturas de outros trabalhos
também foram comparadas como as de Galman (1980)26327°C, Galman e Avtalion
(1989) num intervalo de 24-26 °C, Rana (1990) c@C3e Morrison et al. (2001) com 27-
29°C, revelando que em temperaturas mais elevalabgente os ovos eclodem com menor

tempo desenvolvimento.

5.2 - Desenvolvimento morfoldgico inicial

Como a maioria dos peixes 0sseos, a tilapia do &fitesentou fertilizacdo externa. O
periodo embrionario da tilapia do Nil@(eochromis niloticusda prole dos dois grupos se
estendeu da fertilizacdo a eclosdo compreendendgarindo de 60 a 84 horas, a uma
temperatura média de 30,4 + 0,75°C.

Tanto os ovécitos quanto os ovos apresentaram formaide, com grande esfera

vitelina e pequeno espaco perivitelino entre dwigeo corion (Figura 3).
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Figura 3: Ovo de
Oreochromis niloticus
evidenciando formato
ovéide e pequeno
espaco perivitelino
(seta branca).

5.3 - Tamanho do Ovo

A analise morfométrica dos ovos das matrizes dos gimpos de idades diferentes
estudadas em tilapia do Nilo, representada pel#ildiggdo de freqliéncia de tempo
(fertilizagc&@o até eclosao) e pelo diametro dos nessmé&o mostrou diferenca no tamanho dos
ovos entre os dois grupos. As médias dos ovos adost em matrizes do grupo 1 tiveram
um diametro médio de 2,58 mm e no grupo 2 o didmetdio dos ovos foi de 2,57mm. A
figura 4 ilustra bem tais dados, mostrando o diémmetaior, menor e médio dos ovos. O
coeficiente de variancia da subparcela foi de CV&44 e P>0,05. O desenvolvimento da
tilapia, tanto das fémeas do grupo 1 (2 a 3 arpsnto do grupo 2 (3 e ¥2 a 4 anos), nas
condicbes do presente experimento, o comprimentodpa(diametro maior) dos ovos nao
apresentou diferencas significativas até alcancaremodo de eclosédo. As larvas recem
eclodidas apresentaram uma meédia de compriment@gddiametro maior) de 4,77 mm
(Figura 4).
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Figura 4: Diametro dos ovos relacionados com a distribuicao
de tempos obtidos das fémeas do grupo 1 e grupotRagia

do Nilo. Diametro maior (1a), diametro menor (1dgmetro
médio (1c).
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Em relacdo ao tamanho do ovo, este estudo estaodéoacom outros trabalhos em
ovos demersais relatados por Neumann (2004) comediié entre (2,41 x 2,70 mm) e Bern e
Avtalion (1990) nos quais os ovos de peixes adultestilapia do Nilo apresentam um
tamanho de (2,00 x 3,00 mm).

Segundo Duarte e Alcaraz (1989), devido a tate@rodutiva, peixes com ovos
demersais, como as tilapias, produzem em menor narperém ovos maiores, pois estes
dependem mais da sobrevivéncia individual; enquaspgcies com ovos pelagicos precisam
produzir em maior nUmero e ovos menores, para aiamas chances dos individuos da prole,
que ficam a mercé das condi¢des inospitas do atebijeara chegar a maturidade.

O tamanho do ovo pode afetar a taxa de eclosamdedColeman e Galvani (1998),
porém no presente trabalho, o tamanho dos ovosdaiss grupos ndo afetou a taxa de
fecundidade, a de fertilidade e nem a de ecloséo.

Em relacédo a sobrevivéncia larval, (CHARNOV, 1928g que o tamanho do ovo e a
idade de maturagéo do reprodutor também podemneéd na taxa de mortalidade das larvas
pods-eclodidas. Segundo Gisbert et. al (2000), camdim do ovo nao influencia na sua
sobrevivéncia, porém Wootton (1994), relata que psede influenciar no tamanho larval em
peixes teledsteos. Ja os autores Sprigate e Bro(hagB), dizem que o tamanho do ovo néo
afeta nem a sobrevivéncia dos ovos nem a das Jawa®borando também com o presente
estudo.

Vérios autores afirmam que o tamanho de ovos éxep@ode ser influenciado pelas
condicOes fisicas e fisiologicas dos reprodutocks;ido a idade, critérios de selecdo e
condicbes ambientais (ZHUKINSKIY e GOSH, 1988; KI®AK et al., 1990; BROOKS et
al., 1997; BONISLAWSKA et al., 2000), no entantdamanho dos ovos néo foi influenciado
pela idade dos reprodutores no presente experimento

5.4 - Caracteristicas na qualidade do ovo

5.4.1 - Fecundidade

A Tabela 1 mostra a média do comprimento e pedérdaa, diametro médio dos ovos
relacionados com a fecundidade do lotg) (& fecundidade relativa §F; evidenciando que
nao houve diferencas significativas (P>0,05) padas$ os parametros citados acima.

Comprovando, portanto, ndo haver diferencas quaatdiametro médio dos ovos

entre os dois grupos de matrizes com idades ditsentambém quanto a média do numero
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total de ovos (H e o nimero de ovos produzidos por peso de féfganp qual foi

estatisticamente igual para fémeas do grupo 1geugm 2, de acordo com o teste de Tukey.

Tabela 1 Valores do comprimento total das fémeas (Comp.peso das fémeas (Pes),
fecundidade por lote (F; fecundidade relativa f, diametro médio de ovos (D.O.) e
coeficiente de variagcédo (CV%) das matrizes deiikdo Nilo do grupo 1 e grupo 2.

Varidveis
Matrizes  Comp. (cm) Peso (g) FL Fr D.O.
Média () Grupo 1 25,86 317 1198 3,76 2,58
Grupo 2 27,10 385 1523 3,96 2,57
CV% 6,00 17,76 31,05 24,83 8,29

*Médias na mesma coluna e mesma linha ndo foranifis@tivamente diferentes entre si
(P>0,05).

A fecundidade do lote foi comparada com os reso#tambtidos por Neumann (2004) e
apresentou o dobro do numero de ovos, ja a fecaddidelativa foi menor e o didmetro dos
ovos foi equivalente.

Existem outros fatores além da idade do reprodytier podem afetar os parametros
citados acima, como por exemplo, peixes que possunéhiplas desovas dentro da mesma
estacao, produzem uma fecundidade maior do qudesomee possuem uma Unica desova na
estacao (WOOTON, 1979).

O grau de controle parental sobre as condicOessqr@ vivenciadas pelas larvas
durante o crescimento, pode influenciar tanto meb#idade reprodutiva quanto no nimero e
tamanho de ovos (DUARTE e ALCARAZ, 1989). O mesmbsilugerido por Eyson (1979),
afirmando que em tilapias, assim como em outrosegeaile cuidado parental, a producéao de
ovos tende a ser baixa, apresentando uma fecumrdidatlizida, principalmente os que
incubam os ovos na boca como no gér@reochromis que precisam alojar as larvas em um
pequeno espaco, também corroborando com os ressiltdstidos por Coleman e Galvani
(1998).

Mesmo assim, 0 maior investimento por parte da épsra produzir ovos grandes é
vantajoso por ter efeito benéfico sobre a sobrexiigéda prole (EINUM e FLEMING, 2002).

Essas caracteristicas também foram evidenciadgsesante pesquisa em fémeas de

O. niloticusnos dois grupos de idades diferentes.
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5.4.2 - Taxa de fertilizac&o e eclosao

Em relacdo a taxa de fertilizacdo e a taxa de &gjastas ndo apresentaram diferencas
significativas entre os dois grupos de matrizes aawes diferentes (P>0,05), conforme a
tabela 2. A taxa de fertilizacdo variou muito erstsefémeas de mesma idade, com coeficiente
de variacdo CV% = 28, 57, porém, tanto nas fémeagupo 1 quanto nas fémeas do grupo 2,
cerca de 60% das fémeas tiveram uma taxa defagfio 70%. Quanto a taxa de eclosdo
0s resultados também foram heterogéneos dentroedono grupo de idade, apresentando
CV% = 83,84, entretanto, cerca de 60% das fémeasath uma taxa de eclosédo90%,
porém, a média geral ficou num intervalo de 54,88,00% respectivamente para fémeas do

grupo 1 e fémeas do grupo 2.

Tabela 2 Taxa de Fertilizagdo e taxa de Ecloséo das
Fémeas do grupo 1 e grupo 2 de tilapias do Nilo.

Taxas
Fémea Fertilizacdo % Ecloséo %
1 86 100
2 66 0
3 34 0
Grupo 1 4 98 90
5 86 90
6 50 0
7 86 100
1 86 80
2 50 20
Grupo 2 3 70 90
4 66 10
5 90 100
Média (S2) Grupo 1 72,29 54,29
Grupo 2 72,40 60,00
CV% 28,57 83,84

Segundo Kjorsvik et al. (1990), a taxa de fewifido € um parametro muito usado para
avaliar a qualidade da prole, na qual se tornarmi@tante quando os ovos de teledsteos
deixados pela fémea e o processo de fertilizacéon®pleto. Tal afirmacdo esta de acordo
também com a presente pesquisa, onde a taxa tiededio foi diretamente relacionada com

a qualidade dos ovos.
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Quando o processo de ativacdo € incompleto poddtaeshum menor espaco
perivitelineo e uma diminuicdo no aumento do diamktgo apds a fertilizacdo em ovos de
bacalhauGadus morhua KJORSVIK et al., 1984), portanto, a fertilizagcgoprocesso de
ativacao tem sido vitais para diversos aspectatedenvolvimento embrionario (KJORSVIK
et al., 1990).

Em alguns estudos, a taxa de fertilizacgdo nem senger relaciona com a
sobrevivéncia e o desenvolvimento embrionério erages tardio em muitas espécies, assim
como em linguadd.imanda yokohamgHIROSE et al., 1979), carpaSyprinus carpio
(STATOVA et al.,, 1982), linguad&cophthalmus maximudMcEVOY, 1984), bacalhau
Gadus morhugKJORSVIK et al., 1984), sardint@upea harengus pallagHAY, 1986) e
salmodideo€oregonus albuldDABROWSKI et al., 1987).

No presente estudo, a taxa de fertilizacdo inflienana sobrevivéncia e no
desenvolvimento embrionario, principalmente em géba a eclosdo das larvas do que
propriamente na idade do reprodutor. Embora a ngsta das duas taxas estudadas tenham
sido baixa, 60% das fémeas dos dois grupos tivenaa taxa de fertilizacdo e de eclosdo
consideravelmente alta. FEmeas que tiveram ovostarande fertilizacdo e eclosdo baixa,
talvez o problema tenha sido de manejo ou de édrpeecoce ou tardia das fémeas.

Os resultados indicam que fémeas numa faixa etéti@ 2 a 4 anos que produzem
uma media de 1300 ovos (fecundidade por lote) sysws taxas de fertilizacdo 70% e
eclosdo 90%, estdo de acordo com as expectativas quanulataale producéo de tildpias,
portanto, ndo precisam serem descartadas.

Diante dos resultados obtidos nessa pesquisa, dutprondo deve descartar fémeas
acima de 24 meses. Apesar do desconforto em teat@dm fémeas maiores, em pisciculturas
gue se utilizam coletas por nuvem, podem ser mastis lotes de fémeas grandes e com
idade acima de dois anos. O manejo é uma imporfan@menta quando se trabalha com
tilapias, portanto, € preciso mais atencdo quastboas praticas de manejo principalmente
guando se trata de fémeas com idades acima daruss

Charnov (1993), diz que o tamanho e a idade deragita dos peixes pode ser um
motivo de mortalidade em larvas pods-eclodidas, mom@o presente estudo os dois fatores
citados acima nao tiveram influéncia na baixa @&a&closdo de algumas fémeas dos grupos
estudados. Bromage e Cumaranatunga (1988) tamlétaraen uma sobrevivéncia maior em
ovos de fémeas de truta arco-iris, comparando undagdesova (Trés anos de idade) com a

primeira desova (Dois anos de idade), respectiveemn75 % para 58 % de sobrevivéncia.
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5.5 - Fases do desenvolvimento embrionario em Esgemicroscépio

No presente experimento o tempo de desenvolvimentbrionario da tilapia nao
apresentou diferenca entre fémeas do grupo 1 @ @up

- Estagio zigoto:

Depois da fertilizacdo (Figuras 5 e 6A), foi obs&ly um pequeno aumento do espaco
perivitelino, com estabelecimento dos podlos vegetae animal. Compreendendo os dois
grupos com idades diferentes, a média do inicialekenvolvimento foi percebida com a
célula zigoto ou célula ovo formada a partir dendifutos apos a fertilizacdo (Figuras 5 e
6B).

- Estagio de clivagem:

O estagio de clivagem foi caracterizado pelo ind@alivisdo mitética, e continuou até
a formacdo de espacos irregulares entre célulasnag. EmO. niloticus as clivagens séo
meroblasticas e podem ser descritas como a segpiimeira divisdo mitdtica € percebida
entre 1:30 - 3 horas de desenvolvimento (Figura$g), a segunda divisdo mitotica entre 2 -
3:30 horas (Figuras 5 e 6D), a terceira divisdguyfs 5 e 6E) e quarta divisdo a partir de 3
horas (Figuras 5 e 6F, 5 e 6G), tanto nas fémeaguwm 1, quanto do grupo 2. A fase de
morula (32-128 células) foi observada entre 3:3Cheras (Figuras 5 e 6H e Figuras 7 e 8A).
Ao longo das clivagens, o numero de blastdmerosaton e o tamanho deles diminuiu.

-Estagio de blastula:

As células continuam sob divisdes mitéticas nest@ge, aumentando assim, o
namero de células. Uma das caracteristicas destgi®@S$a0 0S espacos irregulares entre 0s
blastdbmeros e o inicio da formacédo do periblasti® Ao final deste estagio, o primeiro
movimento de epibolia pode ser identificado. A tilis forma-se entre 5:30 14 horas
(Figuras 7 e 8B, 7 e 8C).

- Estagio de gastrula:

O estagio de gastrula foi caracterizado pelo montméee epibolia e a ocorréncia dos
movimentos morfogenéticos da convergéncia e migrat@s ceélulas que direcionam as
primeiras camadas do eixo embriogénico como céfalmal e latero-lateral. O inicio da
géastrula foi entre 10 - 15 horas com 10% de emb@iguras 7 e 8D), gastrula com 20% e
50% de epibolia entre 14 - 30 horas respectivanmamtecordo com as figuras 7 e 8E, 7 e 8F;
sendo que a gastrula no final da epibolia ocorntte?2 - 36 horas (Figuras 7 e 8G).

- Estagio de segmentacdo e organogénese:

Este estagio foi caracterizado pela caracterizag@doformacdo dos organismos

rudimentares e sistemas, das camadas embriogéRieabe-se um esboco da cabeca e a
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pigmentacao do vitelo (melanoforos) entre 24 - deas como mostram as figuras 7 e 8H e
figuras 9 e 10A respectivamente.

- Estagio larval e ecloséo

Uma cauda livre, a presenca de mais de 25 paresrditos e uma larva pronta para
eclodir caracteriza o estagio larval. Na fase deséo a larva demonstra movimentos de
natacdo. A partir de 36 horas um primoérdio da waioptica pode ser observado, nas duas
idades, ainda sem a pigmentacdo da retina, jacélpdo também um primoérdio da vesicula

Otica sendo formada, a partir de 42 horas, e ocbogré proeminente (Figuras 9 e 10B).
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Figura 5: Desenho do desenvolvimento embrionario dos daipay estudados de
fémeas velhas d®reochromis niloticusA - Fertilizacdo; B - 45 minutos apds a
fertilizagdo; C - primeira divisdo mitética; D -gageda divisdo mitética; E - terceira
divisdo mitética; F e G - quarta divisdo mitétickt - fase de morula.
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Figura 6: Fotografia em estereomicroscopio do desenvolvimembrionario
dos dois grupos estudados de fémeas velhadrdechromis niloticusA -
Fertilizacdo; B - 45 minutos apés a fertilizacaetéSpreta — célula ovo); C -
primeira divisdo mitética ( * preto - blastdmerod); - segunda divisao
mitética; E - terceira divisdo mitética ( * pretdlatébmeros); F e G - quarta

divisdo mitética; H - fase de mérula. Aumento d&.32
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Figura 7: Desenho do desenvolvimento embrionario dos daipay estudados de
fémeas velhas d@reochromis niloticusA - Fase de morula; B - inicio da blastula; C
- blastula; D - inicio da gastrula; E e F - gastr@ - final da gastrula; H - esboco da
cabeca.
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Figura 8: Fotografia do desenvolvimento embrionario dos dpupos estudados de
fémeas velhas d@reochromis niloticusA - Fase de moérula; B - inicio da blastula; C
- blastula; D - inicio da gastrula; E e F - gasir@iraco preto — evidencia as
extremidades céfalo-caudal); G - final da gastr(itaco preto — evidencia a

extremidade caudal); H - esboco da cabeca (setad)aAumento 32x.
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Figura 9: Desenho do desenvolvimento embrionario dos duipas estudados de
fémeas velhas d®reochromis niloticusno estagio de organogénese, larval e
eclosdo. A - Eshoco de cabeca e inicio da pigmaatdo vitelo; B - cabeca e
cauda proeminente e pigmentacdo do vitelo evidéhtenicio da pigmentacdo da
retina; D e E - completa formacdo da larva e edosécirculagdo extra
embrionaria.
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Figura 10: Fotografia do desenvolvimento embrionario dossdgpiupos
estudados de fémeas velhas @eeochromis niloticusno estagio de
organogénese, larval e ecloséo. A - Esboco de ageta branca) e inicio
da pigmentacdo do vitelo (seta preta); B - cabez@muda proeminente (seta
branca) e pigmentacdo do vitelo evidente (setaapreéf - inicio da
pigmentacdo da retina (seta preta); D e E - compl@imacédo da larva e
eclosdo (seta preta — somitos) e circulagdo extnarienaria (circulo
branco). Aumento 32x.
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Entre 42 - 54 horas vé-se o inicio da circulacdmeambrionaria do vitelo e o inicio

da pigmentacao da retina (Figuras 9 e 10C). Ertre ™ horas, tanto as fémeas do grupo 1,
quanto as do grupo 2, a circulacdo extra-embriarédbiem evidente e a cauda ja esta separada
do vitelo caracterizando a completa formacao deaalah eclosdo dos ovos ocorre entre 60 -
84 horas e com 84 horas a eclosdo dos ovos énatbuas idades das matrizes (Figuras 9 e
10D, 9 e 10E).

A tabela 3 mostra uma comparacdo em relacdo agmsedas fases embrionarias nas
duas idades, com outros trabalhos ja publicados desenvolvimento embrionario de
Oreochromis niloticusPercebe-se como os tempos do desenvolvimenta@raho variam

conforme a temperatura e condi¢cdes experimentasadke trabalho.

Tabela 3 Observacfes obtidas durante o desenvolvimentagi@ndio no presente estudo
com outros trabalhos d@reochromis niloticus

Horas depois da Fertilizacédo

Presente Presente Galman e Rana, 1990 Morrison, Paes et al.,
estudo estudo Avtalion, 2001 2005
1989
Fases do Fémeas Fémeas
Desenvolvimento  Grupo 1 Grupo 2
(30,4+0,75°C) (30,4+0,75°C) (24-26°C) (28°C) (2799 (28,7+1,5°C)
HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS HORAS
Célula ovo 0:45-2 0:45 -2 0-1 - 1:30 1-2
2 células 1:30 - 2:30 2-3 1-5 2-3 1:30-2 1-2
4 células 2-3 2-3:30 2-3:30 4 2-3 2-3:30
8 células 3-3:30 3-3:30 2-3:30 4 2-3 3-3:30
Mérula 3:30-7 3:30-7 5:30 - 10:30 - 5:30 3:30 - 5:30
Blastula 5:30-14 5:30-14 10:30-12 10 5:30-14 14 -
Gastrula 10-15 10 -15 24 10 22 7-23
Epibolia 14 - 24 14 - 30 24 14 22 10-23
Somitos 42 42 40 30 26 - 30 42
Vesicula optica 36 -42 48 - 54 52 30 31 30
Vesicula 6tica 42 - 66 46 - 66 65 - 76 42
Eclosao 60 - 84 60 - 84 72 90 - 120 100 - 125 72 -90
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N&o houve diferencas significativas em relacateapo e a fase de desenvolvimento
até a eclosdo nos dois grupos estudados, porém, d®/@. niloticusda presente pesquisa
eclodiram com menor tempo de desenvolvimento quaalamionado com os trabalhos de
Galman e Avtalion, 1989; Rana, 1990; Morrison, 20€os trabalhos foram realizados no
exterior, no entanto, o tempo de eclosao foi simélgpesquisa de Paes et al. 2005, que foi
realizada no Brasil. Fatores como a temperatudin, a genética, provavelmente tenham
influenciado no tempo de desenvolvimento e de éolos

As caracteristicas morfologicas iniciais dos owixie dos ovos apresentadas neste
experimento foram as mesmas apresentadas por Neg@0#) e Paes (2005); com formato
ovoOide, grande esfera vitelina e pequeno espacwitpbno, de acordo também com a
descricéo de ovos e@. niloticusestudado por Morrison et al., 2001.

A morfologia externa dos ovos em estereomicroscamoacterizadas pelas fases da
embriogénese de tilapias foi & mesma observadaeemagpdsseos como em pdeiaractus
mesopotamicus tambaqui Colossoma macropomurm hibrido tambacu (RIBEIRO et al.,
1995).

Logo apos a fecundacao foi observado um pequers;@ggerivitelino nos ovos de
tilapia Oreochromis niloticuscomo também foi observado @mamdia hilarii(GODINHO
et al., 1978). Entretanto, este espaco nem semm@ugido, podendo apresentar-se de forma
ampliada, como acontece em paPiaractus nesopotamicus no tambaquiColossoma
macropomune no hibrido tambacu (RIBEIRO et al., 1995).

Nos ovos estudados dos dois grupos com idadeswuliés foram identificados dois
polos distintos: o polo animal e o pélo vegetati@om tal peculiaridade, tais ovos sao
classificados como telolécitos. Eles sdo tambénsiderados como polilécitos, devido a
grande quantidade de vitelo existente nos mesmastoThos ovos da tilapia do presente
estudo, quanto nos ovos de pacu, 0 processo deestg@o € parcial ou meroblastico,
ocorrendo somente no polo animal (LAGLER et al.77)9 A continuidade deste processo,
que é tipico dos teledsteos, leva de um lado andigéo do tamanho dos blastbmeros; de
outro, a formacgéo de dois tipos celulares (célblastodérmicas e células periblasticas) e de
outro, ao inicio do movimento de epibolia.

Durante a clivagem das células embrionarias deepeix nimero de células aumenta,
enquanto o tamanho celular diminui, uma caracteaisambém relatada por Castellane et al.
(1994) emProchilodus lineatus

Foram observados no presente estudo os movimeatolres que acompanham a

formacao do embrido como a epibolia e 0s movimerdasergentes.
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O inicio da gastrula se da com o primeiro movimet¢o epibolia (LEME DOS
SANTOS e AZOUBEL, 1996), estas observacdes esté&maielo com aquelas observadas em
Oreochromis niloticus no presente experimento. Ganeco (2003) relatou Baycon
orbignyanusque o fim da epibolia € completado pelo fechamedo blastoporo pela
blastoderme e a formacao do botdo caudal. Tal fieehto ndo foi evidenciado neste trabalho
devido ao maior tamanho do ovo, o embrido ndo guesestender através de todo o pélo
vegetativo, por isso, a organogénese rudimentgm@etacdo de somitos) inicia antes de
terminar o movimento de epibolia, corroborando candescricdo do desenvolvimento
embrionario d€.niloticusestudado por Morrison et al., 2001.

Na presente pesquisa 0 desenvolvimento embrioednidilapia nos dois grupos de
idades estudadas, a uma temperatura de 30°C, wcentee 45 a 120 minutos apés a
fertilizacdo e o inicio da eclosdo ocorreu 54 haqass a fecundacao, com 84 horas a eclosao
foi total e as larvas recéem eclodidas apresentanancomprimento padrdao médio de 4,77
mm. Nakatani et al. (1999) mostraram que em timadesenvolvimento embrionario a uma
temperatura de 24 a 26°C, iniciou 90 minutos apfestdizacdo e a eclosdo ocorreu em 72
horas apds a fecundacédo, sendo que as larvas exédidas mediam cerca de 5,42mm
comprimento.

Morrison et al. (2001) sugerem que as variacOesrides na taxa de embriogénese e
desenvolvimento embriondrio, tais como assimetrizadformacao, estdo relacionados com a
idade de reproducédo e a temperatura de incubagaon{ et al. (1995) e Morrison et al.
(2001) verificaram que até dentro da mesma desexdizada e incubada em condicdes
favoraveis, ocorre assimetria do desenvolvimentdoremario. Vallin e Nissling (1998)
complementam dizendo que embrides malformados @ fde blastula apresentam
desenvolvimento normal, indicando oportunidades ilaies de sobrevivéncia futura
comparada com embrides controle.

As matrizes do grupo 1 (2 a 3 anos) e as matriaegrupo 2 (3 e %2 a 4 anos) Ge
niloticus demonstraram uma reduzida assimetria do desemaito e pouca variagdo na
divisdo dos blastbmeros nos dois grupos, isto medazente se deve pela temperatura
constante de 30°C. O tempo de desenvolvimento tamh& foi diferente quando se

comparou as duas idades@eniloticus
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5.6 - Desenvolvimento embrionario em microscopialedronica de varredura
(M.E.V.)

As fases de desenvolvimento embrionario da til@maNilo foram analisadas em
M.E.V. nas duas idades e complementou as caracteristisasvadas em lupa, mostrando n&o
haver diferenca entre as fémeas do grupo 1 e grupo

A micropila (orificio em forma de cone), local dengtracdo do espermatozoide so foi
evidenciada em M.E.V., tanto nas fémeas do grup@®l1Esta se caracterizou por apresentar
uma densa rede de microfilamentos (Figura 11A)eAetracdo do espermatozoéide através da
micropila pode ser observada de acordo com a figurB. E apdés a penetracdo do
espermatozoide e formacéo do zigoto, numerososmapzoides podem ser encontrados nas
proximidades da micrépila, aparentemente presasdede microfilamentos (Figura 11C).

As clivagens sao ilustradas pelas figuras 11D, d {dSe de moérula figura 11F.

O estagio de blastula foi evidenciado na figura El&estagio de gastrula de acordo
com as figuras 11H (inicio da gastrula), 111 (gdatcom 25% de epibolia), 12A (gastrula
com 50% de epibolia), 12B final da gastrula (80% ajsbolia) também puderam ser
evidenciados.

Na organogénese (Figuras 12C e 12D) notou o irdaiaiferenciacdo das regides
cefalica e caudal; o cérebro proeminente (Figui),12 a presenca da vesicula otica também
pdde ser evidenciada (Figura 12F). No estagio lamvacauda ja esta separada do vitelo
caracterizando a completa formacdo da larva (Fig2@ e 12H). A regido da notocorda
também pode ser notada na larva (Figura 13A). Beide que en®. niloticusa larva eclode
com a boca fechada (Figuras 13B e 13C). Os tem@akesenvolvimento foram os mesmos

verificados em estereomicroscoépio.
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Figura 11: Eletromicrografia do desenvolvimento embrion&téOreochromis
niloticus. A - Extrusao (seta branca — micropila, seta pretecrofilamento); B
e C — fertilizacao (seta preta — espermatozoided; - clivagens ( * branco —
blastbmeros); F - moérula (seta preta - blastdmego);blastula; H - inicio da
gastrula; | - gastrula (25% de epibolia).
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Figura 12: Eletromicrografia do desenvolvimento embrion&®Oreochromis niloticusA -
Gastrula (50% de epibolia); B - final da gastr8®% de epibolia); C e D - diferenciagao
cefalica (seta branca grossa) e caudal (seta bfam@a E - cérebro proeminente (linha em
circulo); F - vesicula 6tica (seta preta); G e ¢huda separada do vitelo (seta branca com duas

pontas) e completa formacgéo da larva.
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Figura 13: Eletromicrografia do desenvolvimento embrion&f&Oreochromis niloticusA - Larva
eclodida e regido da notocorda (seta branca nthdgt® e C - boca fechada da larva (seta branca e
circulo no detalhe).
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A micropila caracterizou-se no ovoci®@ niloticuscomo uma depressao na
zona radiata ou abertura no pélo animal. O vegilmicropilar apresentou forma de funil
com presenca de varios sulcos ou pregas com diiposetilinea, permitindo a entrada de
apenas um espermatozoide, também foi observado .€nVMjue a larva eclode com a boca
fechada, concordando com o observado por Morrisah,e001.

A superficie do ovocito em torno da abertura migdaopnostrou poros mais préximos
uns dos outros em relacdo as outras areas daisigde zona radiata. Segundo Laale (1980),
por esta pequena abertura o0 espermatozoide pemetmavocito. A forma afunilada da
micropila revela que a abertura interna do canampe a entrada de um unico
espermatozoide de acordo com estudos realizadokgiayashi e Yamamoto, 1981; Hart e
Donovan, 1983; Rizzo e Bazzoli, 1993. Sua morfaogiria em diferentes espécies de peixes
(LAALE, 1980), entretanto, na maioria dos teledstapresenta forma de funil (HART, 1990).

No presente estudo depois da penetracdo do espeditg e formacdo do zigoto,
ainda permaneceram numerosas células espermaticasn@s a micropila, aparentemente
presas nos filamentos da rede perimicropilar. EBtasmas caracteristicas também foram
evidenciadas por Bern e Avtalion, 1990. Tambémefadenciado em M. E. V. que e.

niloticus a diferenca de idade néo influenciou no tempaoctieséo.
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6 — CONCLUSAO

A idade das fémeas dos dois grupos estudados fiéieniciou para o produtor nas
caracteristicas em relacdo a qualidade do ovo e nentempo de desenvolvimento

embrionario.
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