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RESUMO

A selecdo adequada de matrizes ¢ uma etapa fundamental para o sucesso da reprodugdo
induzida em peixes neotropicais, especialmente no tambaqui (Colossoma macropomum),
espécie de grande relevancia para a aquicultura brasileira. Este estudo teve como objetivo
avaliar a influéncia do estagio de maturacgao final, determinado pela porcentagem de ovocitos
com vesicula germinativa (VG) migrada, sobre o desempenho reprodutivo de fémeas
submetidas a indu¢do hormonal. Foram avaliadas 44 fémeas mantidas em viveiros escavados,
inicialmente selecionadas por caracteristicas externas indicativas de maturacdo gonadal. A
analise superficial dos ovdcitos, realizada ap6s clareamento em Liquido de Serra por 3 minutos,
permitiu identificar 21 fémeas com quantidade superior de ovocitos com VG migrada,
consideradas aptas para a indugdo. Entre essas, apenas duas ndo desovaram. Apos a andlise
aprofundada e estimativa do percentual de ovocitos com VG migrada realizada pelas fotografias
das amostras, foi constatado que ambas apresentavam menos de 40% de ovoécitos com VG
migrada. As matrizes com >45% de VG migrada apresentaram melhores taxas de desova.
Observou-se ainda mortalidade de trés fémeas apds o procedimento, sendo duas que ndo
desovaram e uma que desovou, mas ndo houve sobrevivéncia das larvas. Os resultados
demonstram que a posi¢do da VG pode ser um dos marcadores confidveis da maturagao
ovocitaria. A aplicagdo deste método pode reduzir falhas hormonais, otimizar o uso de insumos

e melhorar o rendimento reprodutivo do tambaqui.

Palavras-chave: C. macropomum. Maturagdo ovocitaria. Reproducao.



ABSTRACT

Proper broodstock selection is a fundamental step for the success of induced reproduction in
neotropical fish, especially tambaqui (Colossoma macropomum), a species of great importance
to Brazilian aquaculture. This study aimed to evaluate the influence of the final maturation
stage, determined by the percentage of oocytes with migrated germinal vesicles (GV), on the
reproductive performance of females subjected to hormonal induction. Forty-four females kept
in excavated ponds were evaluated, initially selected based on external characteristics indicative
of gonadal maturation. Superficial analysis of the oocytes, performed after clearing in Liquido
de Serra for 3 minutes, identified 21 females with a higher number of oocytes with migrated
GV, considered suitable for induction. Among these, only two did not spawn. After in-depth
analysis and estimation of the percentage of oocytes with migrated VG based on photographs
of the samples, it was found that both presented less than 40% of oocytes with migrated VG.
Broodstock with >45% migrated VG showed better spawning rates. Mortality of three females
was also observed after the procedure; two were non-responsive and one spawned but did not
produce larvae. The results demonstrate that the position of the VG can be one of the reliable
markers of oocyte maturation. The application of this method can reduce hormonal failures,

optimize the use of inputs, and improve the reproductive performance of tambaqui.

Keywords: C. macropomum. Oocyte maturation. Reproduction.



SUMARIO

TINTRODUGA . ....ccoeereeerernrenesessssssesssessssssesessssssssesessssssssessssssssssssesssssassssssssssassssssessss sssssese 10
1.1 ODjJEEIVOS.uuerrsernnresseressenssencsnnssenssansssaesssesssnessassssessssssssesssassssssssssssassssessssssssssssssassssessssssssns 11
| B B 0103 151 5 L7 O T € 1 Y PR 11
1.1.2 ODbJetivos @SPECIIICOS. . ..eeiitireiieiteie ettt sttt ettt ettt en s 12
2 REFERENCIAL TEORICO.......ecocueuseresissessessssesssesnssssssssessessssessssssssessessassssssassessssosses 12
2.1 TAMDAQUI. eererrriiirnnisnniossnnissriossriossssssssssssssssssssssasssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssse soses 12
2.2 Reproduc¢io induzida do tambaqUi..........ecceeeeeiiccnnniccssssnicssssarsessssssssssssssssssssssssssse sososes 13
2.3 Fatores que influenciam o sucesso reprodutivo do tambaqui.........ccceeuvrececvneccvncccsennaenns 14
3 METODOLOGIA.......ccovtiuintniininncssnnnnenssncssnsssessssesssnssssssssssssssssssssassssessssssssssssssssss sassss 15
3.1 ComUSSAO A€ ELICA..ccuueerseririeicninseriseiisneenstecsenseeessassseessssessasssesssssssssssses sesssssssssssasssessssass 15
3.2 Local do eXPeriMento... ... eicesrurissnissessnncssnscsssnnssassssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 15
3.3 Delineamento experimental e sele¢io das MAtrizes.......oueeeeiseeesnnneensencsnensessanecnessaee 16
3.4 Coleta e processamento A0S OVOCILOS...ccccuirvueiessurissurisssnicssrrsssrsosssssssssssssssssssssssssssssssnaes 17
3.5 Analise dos dados e parametros avaliados........cecvcceesenseeneecsecssenssensenseesssacsseesaessacscenee 19
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ.....cmiisissssssssnsssssssssssssssssssssmssssssssssssssmssssmssssssssess 19
4.1 SeleCA0 das fEIMEAS...covueerrrreerserenssensnsennssssanessanssssansssssssssasssssssssssssssssssssssasssssasssssnssssassssaasase 19
4.2 Resposta reprodutiva e relacio com o percentual de VG migrada........ccccceeeeveccsnecenns 21
5 CONCLUSOES...cu.cuitinenmcrisssassensssssassssssssssssssssoss smssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssse 25

REFERENCIAS. ..o eveeeveeeeeeeasseesssssssessssssssssssssssssssssssssnsssssssssessnsssssssasessnsnssssssssssnsnenssssssnsnes sne 26



10

1 INTRODUCAO

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) € a espécie nativa mais produzida
no Brasil, amplamente utilizada na aquicultura devido ao seu rapido crescimento em sistemas
de producdo, adaptabilidade e valor nutricional. No ano de 2024, a espécie representou
aproximadamente 16,7% da producdo pesqueira nacional, totalizando mais de 120 mil
toneladas e gerando um valor de produgdo de R$ 1,5 bilhdo (IBGE, 2025). Esses dados
ressaltam o tambaqui, ndo apenas como um peixe nativo de grande importincia ecologica, mas
também como um recurso econdmico essencial para o Brasil, principalmente no que diz respeito
ao povoamento de reservatorios e a produgao de alevinos para aquicultura.

Em ambiente natural, o tambaqui se reproduz durante a estacao das chuvas, quando
efetua migracdes reprodutivas, conhecida como piracema. A maturagdo gonadal e desova dos
peixes neotropicais esta ligada principalmente a fatores abidticos, como temperatura (YU et al.,
2018; MYLONAS et al., 2010), fotoperiodo (BROMAGE et al., 2001), pluviosidade e Ph da
agua (BYE, 1984; MUNIZ, 2006). Na aquicultura, tanto o tambaqui quanto varias outras
espécies reofilicas enfrentam grandes desafios para se reproduzirem de forma natural, tendo em
vista que os sistemas de criagdo nao dispdem dos estimulos ambientais (varia¢des de correnteza,
temperatura e nivel de 4dgua) adequados para favorecer a maturacdo gonadal e a desova
espontanea (LIMA et al., 2013).

Como uma solu¢do para esses entraves, sdo necessarias aplicagdes de técnicas de
indugdo hormonal, usando protocolos ja estabelecidos, a fim de garantir o sucesso reprodutivo
dentro de ambientes controlados de criagdo (MELO; STIPP, 2001). Entre os principais
hormonios utilizados, podemos destacam o extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC), a
gonadotrofina coridnica humana (HCG) e analogos do hormoénio liberador de gonadotrofinas
(GnRH), cujo sucesso depende do manejo, selecdo e estdgio de desenvolvimento gonadal dos
animais (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005).

Embora essas técnicas sejam eficazes, a correta selecdo das fémeas reprodutoras ¢
fundamental para que a reprodugdo induzida tenha sucesso, uma vez que administrar hormonios
em fémeas inaptas, resulta na diminui¢cdo acentuada nas taxas de desova e fertilizagdo, além de
causar desperdicio de insumos, elevar os custos operacionais € aumentar o risco de mortalidade
das matrizes, que possuem alto valor genético (BRZUSKA, 1979; MURGAS et al., 2011).
Conforme Romagosa et al. (2000b), para que a criacdo de peixes seja bem-sucedida, ¢
fundamental ter um conhecimento aprofundado sobre a biologia reprodutiva da espécie em

questdo, especialmente no que se refere a determinacdo do momento certo de induzir a
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reproducdo. Por isso, ¢ essencial criar métodos praticos e confiaveis que permitam avaliar a
qualidade dos ovocitos e selecionar as fémeas com maior potencial reprodutivo.

Nesse contexto, um dos critérios mais utilizados para essa avaliagdo ¢ a posicdo da
vesicula germinativa (VG), também conhecida como nucleo, dos ovocitos. De acordo com
Zaniboni e Weingartner (2007), os ovocitos que se encontram na fase final de maturagdo t€m a
VG migrada para a periferia da célula, o que sinaliza que estdo prontos para a fertilizagao,
enquanto os ovoécitos imaturos t€ém a vesicula germinativa centralizada, indicando que a
maturacao ainda nao foi finalizada. J& os ovdcitos atrésicos sdo aqueles que interrompem o seu
desenvolvimento normal e passam por um processo de degeneracdo dentro do ovario
(NAGAHAMA, 1994). Esse processo, conhecido como atresia ovocitaria, ocorre quando os
ovocitos nao atingem condigdes adequadas para completar a maturagdo e a ovulagdo, podendo
ser influenciado por fatores hormonais, ambientais e de manejo (PATINO; SULLIVAN, 2002).

Compreender a relagdo entre a localizagdo da VG nos ovocitos e a capacidade
reprodutiva das fémeas de tambaqui €, portanto, essencial para o avango das técnicas de
reproducao induzida. Segundo Andrade e Yasui (2003), para que os programas de povoamento
e repovoamento de peixes sejam eficazes, ¢ essencial melhorar as técnicas de inducdo
hormonal, incluindo a definicdo do momento ideal para a aplicagdo dos hormoénios e a
determinacdo do periodo de laténcia mais apropriado.

Assim, este trabalho tem como foco investigar a relagdo entre o estagio de maturagao
final dos ovocitos, determinado pela porcentagem de ovocitos que apresentam vesicula
germinativa migrada, e a eficiéncia dos procedimentos de reproducao induzida em tambaqui
(Colossoma macropomum), visando aprimorar os critérios de selegdo de matrizes. E esperado
que os resultados obtidos contribuam para o aprimoramento das técnicas de manejo
reprodutivo, reduzindo custos, aumentando a producdo de alevinos e fortalecendo a cadeia

produtiva do tambaqui.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia do estdgio de maturagdo final medida pela porcentagem de
ovocitos com vesicula germinativa (VG) migrada, no sucesso da desova induzida com EBHC

no tambaqui (Colossoma macropomum).
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1.1.2 Objetivos especificos

e Padronizar um método pratico que determina as matrizes aptas para indu¢do hormonal;

e Quantificar, para cada fémea, a porcentagem de ovodcitos com VG migrada, VG central
€ ovOcitos atrésicos;

e Determinar a porcentagem de matrizes selecionadas que desovaram apos a indugdo

hormonal e observar correlagdo com a migracao da VG dos ovocitos selecionados.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Tambaqui

O tambaqui (Colossoma macropomum) (Figura 1), ¢ uma espécie de peixe nativa da
bacia Amazonica encontrada de forma expressiva nos rios Solimdes, Amazonas e Orinoco.
Trata-se de um peixe de grande porte, podendo chegar ao comprimento total de 90 cm e peso
superior a 30 kg na natureza (ARAUJO-LIMA ; GOULDING, 1998), destacando-se como uma

das mais importantes para a piscicultura no Brasil.

Figura 1 — Exemplar adulto de Tambaqui (Colossoma macropomum)

Fonte: Adaptado de: celeirodobrasil.com.br (2017).

Segundo Araujo-Lima e Goulding (1998), o tambaqui desempenha um papel ecologico
significativo na dispersdo de sementes e apresenta caracteristicas zootécnicas que o tornam
apropriado para cultivo, incluindo acelerado crescimento, resisténcia e eficiente conversao
alimentar. Por essas razdes, a espécie se tornou o peixe nativo mais cultivado no Brasil,

representando 16,7% da produgdo nacional de peixes em 2024 (IBGE, 2025).
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A biologia reprodutiva do tambaqui ¢ influenciada por fatores abidticos e enddgenos,
apresentando reproducdo sazonal e migracdo reprodutiva, conhecida como piracema, que
ocorre durante a temporada de chuvas, de novembro a fevereiro (VAL et al., 2000). Essa
espécie atinge a primeira maturacdo sexual por volta dos trés anos de idade, com
aproximadamente 60 cm de comprimento padrao (CASTAGNOLLI, 1992). A espécie ¢
classificada como de desova total, liberando todos os ovécitos maduros em um tUnico ciclo
reprodutivo (ARAUJO-LIMA; GOMES, 2005). Essa caracteristica ressalta a necessidade de
selecionar corretamente as fémeas qualificadas, uma vez que a aplicacdo de hormdnios em
matrizes imaturas pode resultar em complicagdes na desova e em perdas financeiras

significativas (VIVEIROS et al., 2013).

Além de ser comercialmente valioso, o tambaqui tem importancia ecoldgica e
conservacionista, pois desempenha papéis essenciais nos ecossistemas amazonicos,
particularmente na dispersdo de sementes de plantas tipicas de varzea (ARAUJO-LIMA;
GOULDING, 1998). Portanto, entender sua biologia reprodutiva e melhorar as técnicas de
manejo reprodutivo sdo essenciais para garantir nao s6 a expansao da produtividade aquicola,

mas também a preservacao genética da espécie (ROMAGOSA et al., 2000b).

2.2 Reproducio induzida do tambaqui

A reproducao induzida € uma técnica comumente empregada que envolve a aplicagdo
de hormonios exdgenos que induzem a ovulagdo e a espermiacao, possibilitando o controle da
reproducdo e a produgao de alevinos em grande escala (SANCHES et al., 2015).

Os hormonios mais empregados na indu¢do hormonal do tambaqui € o extrato bruto de
hipofise de carpa (EBHC) e a gonadotrofina coridonica humanas (HCG), administrados de
maneira isolada ou em combinagdo, de acordo com protocolos ja definido (ARAUJO-LIMA;
GOMES, 2005). A resposta ao tratamento hormonal esta diretamente relacionada ao estagio de
matura¢dao gonadal das matrizes, tornando fundamental a sele¢do apropriada dos reprodutores
antes da inducdo (MURGAS et al., 2011).

Um dos maiores desafios da reproducao induzida em peixes reofilicos ¢ a escolha de
fémeas aptas, pois a analise e selecdo visual externa, que se baseia no abaulamento abdominal
e na abertura urogenital intumescida, saliente e avermelhada ¢ subjetiva e nem sempre indica
com precisdo o estagio real de maturagdo dos ovocitos (SOUZA 2012). Essa restricdo pode

resultar em problemas de ovulagdo, diminui¢do da taxa de fertilizagdo e desperdicio de
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horménios, afetando diretamente a eficiéncia da produgio (ROMAGOSA et al., 2000a; ISAU
etal., 2013).

No estagio final de amadurecimento dos ovdcitos, diversas alteragdes morfologicas e
bioquimicas ocorrem, resultando na movimentagdo da VG da parte central para a periferia, em
direcdo a micropila, uma pequena abertura no envelope externo do ovdcito (corion), cuja
principal funcdo ¢ facilitar a entrada do espermatozoide durante o processo de fertilizagao
(LEMANOVA; SAKUN, 1975). Ao contrario dos mamiferos, que tém varios locais potenciais
de penetragdo, os peixes soO tém esse ponto de entrada, tornando a micrdpila fundamental para
a reproducdo, por isso, o deslocamento da VG ¢ um dos sinais mais consistentes de que o
ovocito estd prestes a ovular e, portanto, estd pronto para ser fertilizado (NAGAHAMA;

YAMASHITA, 2008).

2.3 Fatores que influenciam o sucesso reprodutivo do tambaqui

A reprodugdo dos peixes teledsteos € controlada por uma elaborada cascata
neuroenddcrina que ¢ regulada pelo eixo hipotdlamo—hipéfise—gonadas (H-H-G), o qual
processa informacdes do ambiente, incluindo temperatura, duragdo do dia, chuvas e mudancas
nos niveis de agua, e as transforma em estimulos hormonais internos (NAGAHAMA;
YAMASHITA, 2008). Quando esses fatores externos sdo detectados pelo sistema nervoso
central, eles provocam a liberagdo do hormdnio liberador de gonadotrofinas (GnRH) pelo
hipotalamo, que, por sua vez, age na hipofise para estimular a producdo e a liberacdo das
gonadotrofinas FSH e LH, essas gonadotrofinas agem diretamente nas gonadas, controlando a
vitelogénese, o desenvolvimento folicular e a maturacdo final dos ovocitos, resultando na
producdo de esteroides reprodutivos que provocam a ovulagdo (READING et al., 2018). No
ambiente natural, essa cascata hormonal alinha a desova com momentos que sdo
ecologicamente benéficos para o desenvolvimento da prole, por esse motivo a reproducgao
natural do tambaqui acontece no periodo chuvoso (VAL; HONCZARYK, 1995). No entanto,
em sistemas de cultivo, mudancas na temperatura, manejo inadequado ou a falta de estimulos
ambientais podem prejudicar o funcionamento do eixo hipotalamo—hipdfise—gonadas, levando
a falhas na maturagdo gonadal e na ovulagdao (ARIDE, ROUBACH; VAL, 2007; MYLONAS,
FOSTIER; ZANUY, 2010). Por isso, o sucesso reprodutivo dos peixes esta fortemente ligado
a interacdo entre fatores ambientais e fisioldgicos, que trabalham juntos para regular o ciclo

gonadal e o comportamento reprodutivo das espécies (BYE, 1984; ROMAGOSA et al., 2000b).
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Além dos fatores ambientais, os fatores fisiologicos das matrizes também influenciam
a eficiéncia reprodutiva. A qualidade dos ovdcitos e o sucesso da fertilizagdo sdo diretamente
afetados pelo estado nutricional, idade e historico reprodutivo das fémeas (ANDRADE; YASUI
2003). Fémeas jovens ou aquelas submetidas a manejo inadequado podem produzir ovodcitos
imaturos ou invidveis. Em contrapartida, reprodutores bem alimentados e mantidos em
condig¢des apropriadas demonstram maior sincronizagdo na resposta hormonal (ISAU et al.,
2013).

De acordo com Corréa et al. (2018), a temperatura ideal para a reproducao induzida do
tambaqui fica entre 26 °C e 32 °C, e variacdes significativas podem afetar as taxas de ovula¢ao
e fertilizagdo. Além disso, a presenga de amonia na dgua e niveis insuficientes de oxigénio
dissolvido podem levar ao estresse fisiologico e comprometer a qualidade dos gametas
(IWAMA et al., 2006). Por isso, o éxito da reproducdo induzida nao se baseia somente na
aplicacdo hormonal, mas também em uma analise cuidadosa das matrizes e em um manejo
reprodutivo padronizado (MURGAS et al., 2015). Assim, o controle das condi¢gdes ambientais
nos viveiros € o manejo apropriado dos reprodutores sdo elementos essenciais para o éxito dos

programas de reproducio induzida em peixes (BOBE; LABBE, 2010).

3 METODOLOGIA

3.1 Comissao de ética

Esta pesquisa foi realizada de acordo com as recomendagdes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) (Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdo) e autorizada pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA/CNPASA)
(Certificado n°® 96) da Embrapa Pesca e Aquicultura, CNPASA, Palmas, TO, Brasil.

3.2 Local do experimento

O experimento foi conduzido no Centro Experimental em Aquicultura (CEAq) da
Embrapa Pesca e Aquicultura, localizado em Palmas, Tocantins, com as coordenadas
geograficas latitude 10°08°41” S e longitude 48°18°51” W. O local possui infraestrutura

adequada para o manejo reprodutivo de peixes, com tanques escavados, sistema de
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abastecimento e drenagem de 4agua, além de laboratorio equipado para analises microscopicas

e procedimentos de biotecnologia reprodutiva.

3.3 Delineamento experimental e selecio das matrizes

Inicialmente, foram selecionadas 44 fémeas adultas de tambaqui com aproximadamente
6 (seis) anos de idade e peso médio de 10,12 & 2,65 kg, provenientes de diferentes familias. Os
animais foram mantidos em viveiros escavados de 300 m? revestidos com geomembrana no
Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da Embrapa Pesca e Aquicultura (Figura 2). As fémeas
apresentaram condicao corporal saudavel e foram alimentadas com ra¢do comercial para peixes

onivoros 1 (uma) vez ao dia.

Figura 2 — Viveiros escavados revestidos com geomembrana

Fonte: Autora (2025).

As matrizes foram previamente selecionadas para inducdo hormonal com base em
caracteristicas morfologicas externas, como ventre abaulado e macio, e papila urogenital
proeminente e avermelhada (Figura 3), considerados indicativos visuais de proximidade do

periodo de maturagdo final dos ovocitos (ROMAGOSA et al., 2001).
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Fonte: Janaina Valandro (2025).

3.4 Coleta e processamento dos ovdcitos

A coleta de ovocitos foi realizada por meio de canulagdo (Figura 4), utilizando-se uma
sonda uretral n° 8 acoplada a uma seringa estéril. Os ovocitos coletados foram imediatamente
transferidos para microtubos contendo solugdo fisiologica (0,9% NaCl) e encaminhados

imediatamente ao laboratorio para analise.

Figura 4 — Coleta de ovocitos por meio da técnica de canulagio

Fonte: Luciana Ganeco (2024).

No laboratorio, as amostras foram clareadas em solucao de Liquido de Serra (60% alcool
etilico, 30% formaldeido e 10% é&cido acético glacial) (Bruzka, 1979) por um periodo de 3
minutos, permitindo a visualizagdo da VG (Figura 5) sob estereomicroscopio binocular
(objetiva 1,0 X e ocular 10 X 23). Apos o clareamento, os ovocitos foram fotografados com
auxilio de camera (AxioCam Erc 5s) acoplada a Lupa ZEISS (Stemi 200C DV4) com sistema

de captura de imagens (ZEN Core 3.8) para posterior analise morfolédgica.
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Figura 5 — Ovocitos de tambaqui em Liquido de Serra fotografados no mesmo campo, apds 0 minutos (A);

1 minuto (B); 2 minutos (C) e 3 minutos (D) de imersdo na solugdo

Cc
Fonte: Autora (2025).

As fémeas que apresentaram visivelmente a maioria de ovocitos atrésicos, por meio da
avaliagdo superficial em Liquido de Serra, foram consideradas inaptas para a indugdo hormonal
e devolvidas aos viveiros, enquanto as fémeas que apresentaram maioria de VG presente ou
migrada foram selecionadas para indugao.

As imagens obtidas foram posteriormente analisadas para quantificar a posi¢cdo da VG,
considerando a presenca, migracdo ou auséncia da VG. Os ovocitos foram classificados de

acordo com a posi¢ao da VG: central, migrado ou atrésico (Figura 6).

Figura 6 — Classifica¢do dos ovocitos pela posi¢do da VG. (A) Central; (B) Migrado; (C) Atrésico

Fonte: Autora (2025).

Apos a avaliagdo superficial da posicdo da VG, foram selecionadas 21 fémeas

consideradas aptas e submetidas a inducdo hormonal com Extrato Bruto de Hip6fise de carpa
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(EBHC), aplicado por via intraperitoneal em duas doses, com intervalo de 12 horas entre as
aplicagdes. A 1? dose foi de 0,5 mg/kg, enquanto a 2* dose correspondeu a 5,0 mg/kg.

Apo6s a ovulagdo, os ovdcitos foram coletados manualmente e fertilizados com sémen
fresco obtido de machos reprodutores da mesma espécie e de familia diferente da fémea, para
evitar consanguinidade. A fertilizagcdo foi conduzida em bacias plasticas utilizando a técnica a
seco seguida da adicdo de 4gua da propria incubadora a 28 °C para ativagdo dos
espermatozoides. Os ovos fertilizados foram entdo incubados em incubadoras tipo funil com

fluxo continuo de 4gua e aeragdo constante, até a eclosdo das larvas.

3.5 Analise dos dados e parametros avaliados

Com base na contagem dos ovocitos fotografados, foi calculada a porcentagem de
ovocitos migrados, centrais e atrésicos. A partir desses dados, uma andlise discriminante linear
(LDA) foi utilizada para verificar se a propor¢ao de ovocitos em fase de migragdo germinativa
consegue discriminar peixes que ovulam dos que ndo respondem a inducao hormonal. Para isso,
o peso individual (kg) e o percentual de ovocitos em maturagdo final (FOM %) foram usados
como varidveis continuas, enquanto a resposta foi a ocorréncia ou ndo de ovulagao (S/N). O
modelo foi ajustado em Python com os pacotes pandas, numpy, matplotlib e scikit-learn. Cada
peixe foi representado em um grafico bidimensional (Peso x FOM), que foi colorido conforme
o resultado da ovulag¢do apds indugao hormonal. Para cada grupo (S e N), foram calculadas a
média multivariada e a matriz de covariancia, permitindo desenhar elipses que representam a
distribuicdo real dos individuos no espaco das varidveis. Também foi estimado o limiar de
classificacdo em FOM (%), calculado para o peso médio dos peixes do conjunto analisado. Esse
limiar marca o ponto em que o modelo atribui igual probabilidade para ovulagio e nao ovulagao,

sendo incluido no grafico como uma linha horizontal.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao das fémeas

Durante o periodo experimental, a temperatura da dgua variou entre 27°C e 30°C,
valores considerados adequados para o manejo de tambaqui. A selecdo inicial das fémeas
baseou-se nas caracteristicas externas tradicionalmente associadas a matura¢do, como papila
genital avermelhada e ventre abaulado e macio. No entanto, foi observada grande variabilidade

neste método, uma vez que a avaliagdo visual dependeu fortemente da experiéncia do técnico e
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nem sempre refletiu o verdadeiro estagio reprodutivo. Essa limitacdo ja foi destacada por
Aratjo-Lima e Gomes (2005), que apontam que sinais externos ndo garantem a maturidade dos
ovocitos e podem levar a selecdo imprecisa de matrizes. Da mesma forma, Felizardo et al.
(2012) também enfatizam que a aparéncia externa pouco corresponde a competéncia
maturacional, o que reforca a necessidade de critérios mais objetivos para a selecao de fémeas.

A avaliacdo morfologica dos ovdcitos, realizada apds sua imersdo em Liquido de Serra
por um periodo 3 (trés) minutos, possibilitou a adequada visualizagao da posi¢ao da vesicula
germinativa (VG), permitindo identificar as fémeas potencialmente aptas a inducdo
reprodutiva. Observou-se que o tempo de exposicdo ao agente clareador desempenhou papel
determinante na acuracia da analise, uma vez que os ovocitos de Colossoma macropomum
apresentam elevada opacidade imediatamente apds a coleta, tornando inviavel a identificacdo
da VG antes do processo de clareamento.

Esse comportamento contrasta com o descrito por Pereira (2013), que, ao trabalhar com
ovocitos de Leporinus macrocephalus, registrou a posicdo da vesicula germinativa
imediatamente apds a fixagdo. Tal metodologia ndo se mostrou aplicdvel ao tambaqui, cuja
estrutura ovocitaria precisou de um intervalo minimo de aproximadamente 3 (trés) minutos para
atingir transparéncia suficiente para a identificagdo da VG neste trabalho. Da mesma forma, em
espécies de bagres norte-americanos, como Ictalurus punctatus, 1. furcatus e Pylodictis olivaris,
Stoeckel (2000) demonstrou que o tempo necessario para completa visualizagdo da vesicula
germinativa pode variar entre 16 e 30 minutos, com média de 24 minutos, devido a elevada
opacidade dos ovdcitos. Essa diferenca provavelmente estd associada as caracteristicas
morfoldgicas proprias do tambaqui, como o menor volume lipidico e a composigdo do vitelo,
que podem favorecer a penetragdo da solugdo fixadora. Estudos com peixes neotropicais
corroboram que a eficiéncia do clareamento pode variar entre espécies devido a diferencas no
contetido de vitelo e na espessura da zona pelicida (MURGAS et al., 2011; FELIZARDO et
al., 2012).

Dessa forma, o periodo minimo de exposi¢ao dos ovocitos ao Liquido de Serra constitui
etapa critica para a padronizacdo da técnica e para a reducdo de erros de interpretacdo que

poderiam comprometer a selecdo das matrizes.
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4.2 Resposta reprodutiva e relacdo com o percentual de VG migrada

Das 21 fémeas induzidas hormonalmente, apenas duas ndo desovaram. Apds a contagem
individual dos ovdcitos, foi observado que ambas apresentaram menos de 40% de ovdcitos com
VG migrada, indicando baixo nivel de maturagcdo ovocitaria. Ja4 as fémeas com >45% de
ovocitos com VG migrada apresentaram alta taxa de desova, com sobrevivéncia de todas as
familias formadas. Esses resultados indicaram uma correlagcdo entre o percentual de VG

migrada e o sucesso reprodutivo (Figura 7).

Figura 7 — Analise discriminante linear (LDA) mostrando a % de ovocitos migrados discriminando a
ocorréncia da ovulagdo pos-tratamento com extrato hipofisario. Linha horizontal indica o valor limiar de

discriminagéo no eixo Y, calculado com base no peso médio dos peixes
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Fonte: Autora (2025).

A aplicagdo da LDA permitiu avaliar a relagdo entre a porcentagem de ovdcitos em
maturacao final (FOM), estimada pela presenga de VG migrada, e o sucesso da ovulagio pos-
inducdo hormonal em fémeas de tambaqui. A andlise separou dois grupos: as fémeas que
ovularam ap6s a indugdo hormonal (pontos azuis) e aquelas que ndo ovularam (pontos
vermelhos), evidenciando a importancia da matura¢do ovocitaria como varidvel determinante

do processo reprodutivo.
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Os resultados revelaram que a maioria das fémeas que ovularam tenderam a apresentar
valores mais elevados de ovdcitos com VG migrada (acima de 45%), formando um
agrupamento bem definido na regido superior da analise. Esse padrdo corrobora observagdes
classicas da fisiologia reprodutiva de peixes teledsteos, que apontam a migracdo da VG para a
periferia do ovocito como um dos indicadores mais confidveis da proximidade da ovulagao
(NAGAHAMA, 1994; LUBZENS et al., 2010).

O modelo estabeleceu ainda um valor critico aproximado de 23,36%, indicando que
fémeas abaixo deste limite tém baixa probabilidade de ovular, sendo um critério operacional
util para a decisao de induzir ou ndo cada fémea. Esse ponto de corte € consistente com outras
pesquisas realizadas com espécies reofilicas, que também reportam que a competéncia
ovocitaria estd diretamente relacionada ao estdgio de maturacio e ndo apenas ao
desenvolvimento somético ou ao tamanho corporal (PATINO; SULLIVAN, 2002). De fato, a
analise demonstrou que, mesmo havendo variagdo no peso das fémeas, o peso ndo foi
determinante para a classificagdo dos grupos, destacando que a maturacdo dos ovocitos pode
ser considerada como um dos principais fatores associado a responsividade hormonal.

O agrupamento de fémeas com 45-80% de VG migrada representa o intervalo em que
ocorre a matura¢do final mais avangada, caracterizada por processos como reorganizagdo do
citoesqueleto, hidratacdo ovocitaria e preparagdo para a quebra da vesicula germinativa, etapas
essenciais a ovulacio (NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008; LUBZENS et al., 2017). Fémeas
que se encontram em valores abaixo do agrupamento apresentaram respostas variaveis, o que
esta alinhado ao observado Mylonas et al. (2010), que descrevem essa faixa como uma “zona
de transi¢do”, na qual pequenas diferencas fisioldgicas podem determinar o sucesso ou a falha
da ovulacao.

Dessa forma, os resultados da LDA demostraram que a andlise da posi¢do da vesicula
germinativa pode ser considerado um método eficiente, rapido e de facil aplicagdo para selecao
de matrizes antes da indu¢ao hormonal. A padronizagdo desse critério pode reduzir falhas na
reproducdo induzida, otimizar o uso de extratos hipofisarios e aumentar a eficiéncia produtiva
na piscicultura do tambaqui. Essa interpretagao também estd em consonancia com estudos que
destacam a importancia da avaliacdo microscopica dos ovocitos como ferramenta reprodutiva
em espécies nativas brasileiras (GODINHO; SANTOS, 2000; PIVAN et al., 2022),
consolidando a relevancia da técnica no manejo reprodutivo. Além disso, estudos com outras
espécies neotropicais, como Prochilodus lineatus, mostram que percentuais elevados de VG

migrada sdo bons preditores de sucesso reprodutivo (FENERICH-VERANI et al., 1984).
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Ainda que a posicao da VG seja amplamente utilizada, a literatura apresenta diferentes
protocolos de medigdes e limiares. Em alguns estudos, valores entre 60 e 70% de VG migrada
sdo sugeridos como ideais para certas espécies (SANCHES et al., 2011). Entretanto, Silva
(2024) relatou mortalidade ap6s indugdo hormonal de fémeas com mais de 70% de ovdcitos
com VG migrada, ponderando se a quantidade de hormonio administrada (a dose normalmente
utilizada em pisciculturas) teria sido excessiva.

Neste trabalho, a selecdo por analise da posicao da VG resultou em um total de 21
fémeas submetidas ao protocolo reprodutivo, das quais 3 (trés) vieram a 6bito durante ou apos
o processo. Observou-se que 2 (duas) das fémeas que morreram foram exatamente aquelas que
nao responderam a indugdo, nao apresentando desova (F2 e F11). Ambas exibiam proporgdes
inferiores a 40% de ovoécitos VG migrada, indicando possivel estdgio de maturacdo ovocitaria
insuficiente (Tabela 1). A literatura demonstra que fémeas com baixa taxa de migra¢do da VG
tendem a apresentar reduzida responsividade hormonal, maior incidéncia de falhas na ovulacao
e maior susceptibilidade ao estresse fisiologico associado ao processo reprodutivo (BOBE;
LABBE, 2010). Esse conjunto de fatores pode explicar a mortalidade observada nesses dois
individuos.

A terceira fémea que morreu apresentou comportamento distinto: desovou
normalmente, possuia mais de 45% dos ovdcitos com VG migrada (F5), porém nenhuma larva
eclodiu, sugerindo comprometimento na viabilidade embriondria. Resultados semelhantes
foram relatados por Galo et al. (2015), que observaram mortalidade pos-desova em matrizes de
tambaqui associada a elevado estresse fisioldgico, esgotamento energético e distirbios
metabolicos provenientes tanto da indugdo hormonal quanto do esfor¢o reprodutivo. Embora
falhas na fertilizacdo pudessem estar relacionadas ao sémen utilizado, a morte da fémea apds a

desova sugere que o comprometimento fisiologico materno foi o fator predominante.



Tabela 1 — Identificagdo, peso e percentual de ovocitos obtidos de fémeas de tambaqui selecionadas para

reprodugdo induzida, com indicacdo de seleg¢@o e desova (S= Sim/ N= No)

) Total de .
. Selecionada para Desova L % ovocitos L
Peixe  Peso (kg) inducio? (S/N) (S/N) ovacitos migrados % atrésicos
’ contados

FO1 10,47 N N 12 0,00 100,0
FO2 10,8 S N 21 38,10 61,9
FO3 12,03 S S 81 53,00 46,9
FO4 11,69 N N 8 50,00 50,0
FO5 12,38 5 5 61 49,18 49,2
FO6 12,37 N N 21 23,81 76,2
FO7 9,09 S S 72 68,06 27,8
FO8 9,91 S S 71 66,20 26,8
FO9 10,2 S S 66 30,30 47,0
F10 10,5 S S 133 55,64 43,6
F11 8,015 S N 85 30,59 67,1
F12 11,73 S S a2 33,70 66,3
F13 14,07 N N 81 0,00 100,0
F14 11,12 S S 161 68,94 30,4
F15 9,66 N N 118 31,36 58,5
F16 9,2 S S 69 66,67 24,6
F17 6,2 N N 28 0,00 100,0
F18 9,2 S S 41 82,93 12,2
F19 8,2 S 5 82 54,88 36,6
F20 87 S S 56 53,57 42,9
F21 9,86 N N 8 0,00 100,0
F22 77 S 5 142 66,20 21,8
F23 7.9 S S 89 78,65 13,5
F24 9,95 N N 24 45,83 54,2
F25 7.2 N N 28 67,86 321
F26 81 S S 104 49,04 51,0
F27 71 S S 134 81,34 18,7
F28 59 S 5 106 64,15 12,3
F29 6,49 N N 42 9,52 90,5
F30 10,45 N N 109 55,96 385
F31 9,56 N N 41 78,05 22,0
F32 16,89 N N 28 0,00 100,0
F33 12,53 N N 52 13,46 86,5
F34 10,82 S S 136 50,00 40,4
F3s5 8,34 N N 1 0,00 100,0
F36 12,27 N N 14 7,14 92,9
F37 843 N N 30 3,33 96,7
F38 7,42 N N 43 25,58 74,4
F39 14,58 N N 46 19,57 80,4
F40 9,24 N N 2 0,00 100,0
F41 9,49 N N 68 7,35 92,6
Fa2 9,77 N N 70 10,00 80,0
F43 11,38 N N 129 27,91 65,1
F44 18,77 S S 58 29,31 53,4

Fonte: Autora (2025).
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A mortalidade de matrizes ap6s ou durante a indu¢do hormonal ¢ um acontecimento
descrito na literatura e frequentemente associado a condi¢do corporal inadequada, estresse
ambiental, manejo pré-indugdo, superdosagem hormonal ou matura¢do ovocitdria incompleta
(ARIDE et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2021). Assim, os achados
deste estudo se alinham ao que ja foi documentado, reforcando a importancia da avaliagao
precisa da maturacdo final dos ovocitos e do manejo adequado das matrizes antes, durante e
apods os protocolos de reproducao induzida.

O presente estudo seguiu um protocolo pratico e rapido (clareamento + observagdo
estereomicroscopica) que mostrou boa correlagdo com resultados reprodutivos. Métodos
complementares, como distribuicdo de diametros ovocitarios, indices gonadossomaticos ou
histologia, também sdo recomendados para aumentar a precisao diagnostica (NARAHARA et
al., 2002a).

Vérios autores destacam que a adog¢do de critérios reprodutivos padronizados ¢
fundamental para a piscicultura intensiva de espécies nativas (ARAUJO-LIMA & GOMES,
2005; MURGAS et al., 2015). Essas constatagdes reforgam o que foi proposto por Andrade e
Yasui (2003), que destacaram a importancia de identificar o momento ideal de inducdo e a
dosagem correta de hormdnios para maximizar o niimero e a qualidade dos alevinos. Assim, o
aprimoramento das técnicas de diagndstico reprodutivo representa uma estratégia eficaz para a
sustentabilidade da aquicultura, contribuindo para a valorizacdo da cadeia produtiva do

tambaqui e para a conservagio dos estoques genéticos da espécie (BOBE; LABBE, 2010).

4 CONCLUSOES

Conclui-se que a andlise da migrac¢do da vesicula germinativa nos ovocitos mostrou-se
efetiva para selecdo de matrizes de tambaqui para reproducdo induzida. Boas taxas de desovas
foram obtidas em fémeas que apresentaram pelo menos 45% de ovdcitos com vesicula
germinativa migrada, submetidos a no minimo 3 minutos de fixacdo em Liquido de Serra.

Como perspectiva futura, estudos podem integrar a analise da vesicula germinativa com
avaliacOes histologicas ovarianas e a quantificagdo de hormonios reprodutivos, visando
aprimorar os critérios de selecdo de matrizes e os protocolos de reproducdo induzida do

tambaqui.
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