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RESUMO

O presente trabalho relata as atividades realizadas como parte das exigéncias da disciplina
PRG-107 - Estagio Supervisionado, para o titulo de Bacharel em Medicina Veterinaria pela
Universidade Federal de Lavras (UFLA), sob orientacdo do Professor Doutor Luis David Solis
Murgas. A carga horéria pratica foi cumprida no Instituto de Pesquisa e Aquicultura Ambiental
(INPAA)- UNIOESTE localizado na cidade de Toledo-PR, sendo 416 horas. O expediente
ocorria das 07:00 h até as 16:00 h, com horario de almoco de 12:00 h as 13:00 h. O restante da
carga horéaria foi destinada a elaboracdo deste trabalho. Durante o periodo de estagio foi
possivel acompanhar 3 calagens de viveiros escavados; 72 biometrias em sistema de tanque-
rede; 126 biometrias em sistema de hapas; 1 reproducdo artificial com sémen fresco e 1 com
sémen criopreservado; 3 analises de qualidade de agua; 120 coletas de amostras de sangue,
gbnadas, tecido muscular, tecido hepatico e visceras; 186 coletas de ovos em sistema de hapas;
12 processos de fabricacdo de racdo extrusada; 5 despescas com sexagem; 12 despescas com
avaliacdo de estagio reprodutivo e 108 simulacgdes de transporte com juvenis. No InPAA foi
possivel adquirir vivéncia pratica em temas que apenas havia tido contado tedrico durante a
graduacdo, além da associacdo dos trabalhos de pesquisa com a cadeia produtiva Aquicola.
Nesses trés meses pude acompanhar a rotina de campo e laboratorial do instituto, abrangendo
as areas de Nutricdo, Reproducdo, Manejo e Sanidade de peixes. Este trabalho contempla um
relatério de estagio contendo descricdo fisica e operacional das instalacdes e atividades

acompanhadas no INPAA durante o periodo de estagio.

Palavras-chave: Aquicultura; Reproducdo animal; Nutricdo de peixes; Oreochromis niloticus;
Rhamdia quelen.



ABSTRACT

The present work reports the activities carried out as part of the requirements of the
discipline PRG-107 - Supervised Internship, for the degree in Bachelor in Veterinary Medicine
by the Federal University of Lavras (UFLA), under the advising of Professor Luis David Solis
Murgas. The practical workload of 416 hours was completed at the Environmental Research
and Aquaculture Institute (INPAA). The hours worked from 07:00 am until 4:00 pm, with lunch
time from 12:00 am to 1:00 pm. The rest of the workload is devoted to preparing this work.
During the internship period, it was possible to monitor 3 limings of excavated nurseries; 72
biometrics in tank-net system; 126 biometrics in hapas system; 1 artificial reproduction with
fresh semen and 1 with cryopreserved semen; 3 water quality analyzes; 120 sample collections
of blood, gonads, muscle tissue, liver tissue and viscera; 186 collections of eggs in hapas
system; 12 extruded feed manufacturing processes; 5 spills with sexing; 12 spills with
evaluation of reproductive stage and 108 transport simulations with fry. At InPAA, it was
possible to acquire practical experience in topics that | had studied the theory during graduation,
in addition to the association of research work with the Aquaculture production chain. During
these three months, | was able to follow the field and laboratory routine at the institute, in the
areas of Nutrition, Reproduction, Management and Health of fish. This work includes an
internship report containing a physical and operational description of the facilities and activities
monitored at INPAA during the internship period.

Keywords: Aquaculture; Animal Reproduction; Fish Nutrition; Oreochromis niloticus;
Rhamdia quelen.
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1. INTRODUCAO

A grade curricular do curso de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), é composta por dez periodos letivos, sendo nove semestres destinados a
disciplinas obrigatorias e eletivas, presenciais e integrais, e o Gltimo semestre é reservado para
a disciplina PRG107 - Estagio Supervisionado, com carga horaria de 476 horas (28 créditos),
distribuidas em, no minimo, 408 horas propostas as atividades praticas e 68 horas dedicadas a
elaboracdo do Trabalho de Conclusdo de Curso (TCC), sob a orientacdo de um docente do
Departamento de Medicina Veterinaria (DMV).

O estagio supervisionado configura-se como atividade de treinamento e
qualificacdo profissional, com o intuito de complementar o ensino tedrico-pratico, conduzindo
o graduando para um direcionamento profissional em areas da Medicina Veterinaria. O estagio
foi realizado no Instituto de Pesquisa e Aquicultura Ambiental (INPAA) sob a orientacdo do
Professor Doutor Luis David Solis Murgas.

O InPAA, localizado no municipio de Toledo - PR, foi o local de estagio, por ser
referéncia na area de pesquisa e desenvolvimento de tecnologias aplicadas a aquicultura. A
supervisao do estagio ficou a cargo do Engenheiro de Pesca Prof. Dr Robie Allan Bombardelli,
atualmente docente/pesquisador associado nivel C do curso de Engenharia de Pesca na
Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) em Toledo — PR.

O professor atua ministrando as disciplinas de Introducdo a Engenharia de Pesca;
Piscicultura e Reproducdo Artificial de Organismos Aquaticos para a graduacdo no curso de
Engenharia de Pesca da UNIOESTE-PR, além das disciplinas de Reproducdo Artificial de
Peixes de Agua Doce, Biotecnologia Reprodutiva e Criogenia; Manipulacdo, Processamento e
Preservacdo de Gametas e Embrides de Peixe; Fisiologia Reprodutiva de Peixes; Tecnologias
para Avaliacdo e Pesquisa em Fertilidade de Peixes; ministradas na P6s-Graduacdo da
UNIOESTE-PR.

Coordenador do Laboratdrio de Tecnologia da Reproducdo dos Animais Aquaticos
(LATRAAC) instalado no Instituto do Pesquisa e Aquicultura Ambiental (InPAA), possuindo
projeto de extensdo em manutencdo e funcionamento no Aquario Municipal de Toledo-PR,
além de ministrar cursos e palestras. O estagio foi realizado no periodo de 14 de janeiro a 31 de
marco de 2020, totalizando 416 horas, cumpridas em 52 dias Uteis.

Este trabalho tem o objetivo de descrever as atividades acompanhadas no InPAA.
Os relatos incluem a descricdo fisica e operacional dos estabelecimentos, atividades

desenvolvidas e biotecnologias aplicadas.



2. INSTITUTO DE PESQUISA E AQUICULTURA AMBIENTAL - InPAA
2.1.  Introducao

O Instituto de pesquisa e aquicultura ambiental (InPAA) foi fundado em 2008 e esta
localizado no km 5 da Estrada da Usina, ao sul do municipio de Toledo no Estado do Parana.

Antes da criagdo da usina hidrelétrica de Itaipu em 1984, houve uma preocupacao
dos Orgaos governamentais brasileiros com o impacto ambiental que seria gerado apds a
construcdo da usina. Entdo no ano de 1978, com recursos da antiga Superintendéncia do
Desenvolvimento da Pesca (SUDEPE) e do governo do Parand, foi fundada uma estacdo de
piscicultura cujo objetivo era a monitoracéo e identificacdo da ictiofauna no Rio Parana.

Em 1988 a estacao passou a ser denominada Centro de Pesquisas em Aquicultura
Ambiental, pertencendo ao Instituto Ambiental do Parana (1AP), cujos objetivos eram realizar
0 monitoramento e a reposi¢do da ictiofauna na regido. Além disso, foi responsavel pelo
fomento da piscicultura na regido por meio da doacdo de peixes a produtores rurais e
desenvolvimento de tecnologias que alavancaram a aquicultura paranaense, se tornando
referéncia internacional na area.

No ano de 2008, o Centro de Pesquisas em Aquicultura Ambiental foi anexado a
UNIOESTE recebendo o nome de Instituto de Pesquisa e Aquicultura Ambiental-InPAA, no
qual até a presente data possui influéncia significativa na aquicultura paranaense por meio da
producdo de pesquisas e novas tecnologias na area.

Atualmente o INPAA possui como diretor o Prof. Dr. José Dilson da Silva Oliveira,
e desenvolve atividades coordenadas pelos docentes da UNIOESTE. O Prof. Dr. Robie Allan
Bombardelli coordena o LATRAAC, que faz uso de grande parte da estrutura fisica do INPAA,
realizando pesquisas com as diversas espécies de peixes presentes no setor, principalmente nas
areas de Reproducdo, Nutricdo em Reprodutores e Manejo.

A equipe do INPAA conta com estagiarios, alunos da graduacdo em Engenharia de
Pesca, alunos da Pds-Graduacdo em Engenharia de Pesca e técnicos. Sendo divididos de acordo
com os orientadores e suas respectivas areas no setor.

O objetivo do estagio foi acompanhar a rotina em um centro de pesquisa referéncia
na area da aquicultura, conjugando teoria e pratica. Além de entender os desafios da cadeia

produtiva aquicola e vivenciar a utilizacdo de biotecnologias no processo produtivo.



2.2. Estrutura fisica

A estrutura fisica do INPAA contava com diversos laboratérios, que por sua vez
eram divididos entre os docentes pesquisadores que atuam no setor. Sendo o estagio restrito as
estruturas sob responsabilidade do supervisor Prof. Dr. Robie Allan Bombardelli.

O InPAA possui viveiros escavados revestidos em alvenaria com fundo de terra
(FIGURA 1). Durante o estagio, foram utilizados os viveiros sob responsabilidade do Prof. Dr.
Robie Allan Bombardelli, sendo eles: 21 viveiros de 10m x 20m x 1,5m (largura x comprimento
x profundidade) sendo que 10 deles possuem sistema de tratamento de efluente com um filtro
de areia sob pressdo e bomba de 5 cv (FIGURA 2) para impedir o escape dos peixes e sua
chegada até o rio.

Esses viveiros sdo utilizados em sua maioria para cultivo de espécies exdticas como
a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), 2 desses viveiros possuem 12 hapas cada com 2m X
3m x 1m (largura x comprimento x profundidade) de malha sombrite com 1 milimetro de
espacamento entre os fios (FIGURA 3), nas quais estdo alojados reprodutores de Tilapia do
Nilo; 3 viveiros de 20m x 40m x 1,5m (largura x comprimento x profundidade) e 1 viveiro de
40m x 40m x 1,5m (largura x comprimento x profundidade) com 24 tanques-rede de 2m x 2m
x 2m (largura x comprimento x profundidade) de tela galvanizada revestida por PVC e um
aerador de pa Trevisan® com 3 cv de poténcia (FIGURA 4), sendo esse viveiro utilizado para
experimento em producao intensiva de Tilapia do Nilo.

Figura 1- Vista externa do INPAA

v

Fonte: Autor (2020)



Figura 2- Sistema de tratamento de efluente

Fonte: Autor (2020)

Figura 3- Viveiros com reprodutores em sistema de hapas

Fonte: Autor (2020)



Figura 4- Viveiro com tanques-rede e aerador em sistema intensivo

Fonte: Autor (2020)
A &gua que abastece o0 setor é captada por um sistema de canaletas direto do Rio

Séo Francisco Verdadeiro, possuindo entrada individual em todos os viveiros.

Nos viveiros sdo estocados peixes em diversos estagios de desenvolvimento (larvas,
juvenis, adultos e reprodutores) das espécies Oreochromis niloticus, Rhamdia quelen, Rhamdia
voulezi, Rhamdia branneri, Astyanax gymnoduntus, Astyanax altiparanae, Pimelodus britskii,
Steindachne ridiun, Leporinus friderici, Megaleporinus obtusidens, Brycon orbignyanus,
Salminus brasiliensis, Prochilodus lineatus, Pseudoplatystoma corruscans, Euetheola humilis,

Piaractus mesopotamicus, Pterodoras granulosus e Cyprinus carpio.

2.3. Manejo Alimentar

O manejo alimentar dos animais presentes no setor variava de acordo com o estagio
de desenvolvimento e o habito alimentar da espécie, porém para manejos de rotina a
alimentacdo seguia um protocolo geral.

A alimentacgéo das larvas era feita seis vezes ao dia com intervalo de duas horas
utilizando racdo comercial farelada com 52% de proteina. O manejo alimentar das larvas
variava de acordo com a espécie cultivada, durante o estigio foi possivel acompanhar a
larvicultura de Rhamdia quelen, que apds a introducédo das larvas nos viveiros era adotado um
acréscimo de 250 g de rac¢do no arragoamento diério por semana.

A alimentag&o de juvenis era feita quatro vezes ao dia com intervalo de duas horas

utilizando racéo extrusada com 32% de proteina ate a saciedade aparente.



A alimentacéo de adultos e reprodutores era feita duas vezes ao dia sendo uma no
periodo da manha e outra no periodo da tarde utilizando racdo extrusada com 32% de proteina

até a saciedade aparente.

3. LABORATORIO DE TECNOLOGIA DA REPRODUCAO DE ANIMAIS
AQUATICOS CULTIVAVEIS — LATRAAC
Figura 5- Logo do LATRAAC

<£2|latraac

Laboratério de Tecnologia da Reprodugio de Animais Aquaticos Cultivaveis
Universidade Estadual do Oeste do Parana - UNIOESTE

Fonte: LATRAAC 2020

3.1. Introducéo

O LATRAAC (FIGURA 5) é um grupo de pesquisa orientado pelo Prof. Dr. Robie
Allan Bombardelli que faz uso das estruturas fisicas do INnPAA. O grupo conta com os alunos
orientados pelo professor, produzindo pesquisas de alto valor cientifico na area da reproducao

de animais aquaticos.

3.2.  Estrutura Fisica

A estrutura fisica do LATRAAC era composta por um laboratério de reproducao
com 2 andares no qual o térreo era utilizado para producdo e manejo (FIGURA 6), contendo
dois chuveiros externos para limpeza; vestiarios masculino e feminino; uma cozinha; 2 sistemas
hidraulicos isolados para acondicionamento de matrizes e reprodutores; 1 sistema hidraulico
com 25 incubadoras para ovos de peixes nativos de fibra de vidro e 100 litros de capacidade
cada; 1 sistema hidraulico com 20 caixas de fibra de vidro com capacidade de 500 litros cada;
um sistema hidraulico com 30 aquérios de PVC com capacidade de 70 litros cada; 1 sistema
hidraulico com 60 incubadoras de PVC para ovos de peixes nativos; 1 tanque de desova
seminatural capacidade de 2000 litros e um elevador de servico para transporte de amostras até
0 segundo andar. Todos os sistemas hidraulicos eram isolados e em sistema de recirculagéo de
agua possuindo filtro mecanico, filtro biologico, sistema de controle de temperatura com

aquecedor elétrico e filtro ultravioleta.



Figura 6- Vista interna do térreo do Laboratério de Reproducéo

Fonte: Autor (2020)

No segundo andar do Laborat6rio de Reproducdo existia uma sala de pesquisa com
mesas e cadeiras onde ocorriam as reunides do LATRAAC. O segundo andar possuia uma
divisdo de laboratérios com paredes de vidro, sendo um deles o Laboratério de Biologia
Molecular e Bioquimica (FIGURA 7), possuindo em seu interior 1 geladeira e 1 freezer
verticais onde sdo armazenados reagentes e amostras; 2 computadores; 1 balanca de precisao;
1 leitora de microplacas utilizada para fazer a leitura de analises bioquimicas por
espectrofotometria; 1 termobloco utilizado para aquecer amostras em microtubos; 1 nanodrop
utilizado na quantificacdo de DNA e RNA,; 1 capela de fluxo laminar para manipulacdo de
reagOes; 1 termociclador utilizado para PCR em tempo real e 1 termociclador para PCR
convencional.

Ao lado existia o Laboratério de Processamento e Analises (FIGURA 8), 0 mesmo
possuia conexdo com o térreo por meio do elevador de servigo, dessa forma as amostras
chegavam e eram realizadas as primeiras manipulac@es, processamento e analises. A estrutura
do laboratério contava com 2 balancas analiticas; 2 balancas de precisao; 1 autoclave; 1 banho-
maria com circulacdo de agua; 1 medidor de pH de bancada; 1 microcentrifuga com sistema de
refrigeracdo; 1 micrétomo; 2 estufas; 1 capela de exaustdo; uma maquina de agua ultra pura; 1
maquina de gelo; 1 osmémetro; 1 espectrofotdbmetro e um fotocolorimetro.

Conectada ao Laboratorio de Processamento e Analises existia a Sala de Reagentes
(FIGURA 9), onde eram estocados reagentes, vidrarias e materiais para 0 uso nos demais
laboratérios. Ao lado da Sala de Reagentes estava presente o Laboratério de Microscopia e
Criogenia (FIGURA 10) utilizado para analises de materiais como sangue, sémen, ovos e larvas



de peixe. Sua estrutura contava com 1 mesa agitadora; 1 aparelhno de micro-ondas; 1
transiluminador; 3 computadores; 2 microscopios o6pticos; 2 lupas estereoscopicas; 1
microscopio com camera embutida onde se realizam analises espermaticas pelo programa
Computer Assisted Sperm Analysis (CASA); 1 geladeira duplex utilizada para estocagem de
materiais e reagentes em baixas temperaturas e uma sala contendo 1 computador e 1
microscopio onde séo realizadas analises de fluorescéncia.

Figura 7- Vista externa do Laborat6rio de Biologia Molecular e Bioquimica

Fonte: Autor (2020)

Figura 8- Vista externa do Laboratorio de Processamento e Analises

Fonte: Autor (2020)



Figura 9- Sala de Reagentes

Fonte: Autor (2020)

Figura 10- Vista externa do Laboratdrio de Microscopia e Criogenia

Fonte: Autor (2020)
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O LATRAAC contemplava também o Laboratério de Tilapicultura que possuia 1
sistema hidraulico com 60 incubadoras de polietileno com 3,5 L de capacidade cada (FIGURA
11), utilizados na incubacdo de ovos de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus); 1 sistema
hidraulico com 60 aquérios de PVC e capacidade de 70 L cada, sendo esses dois sistemas
instalados em recirculacdo de agua com filtro mecénico, filtro bioldgico, sistema de controle de
temperatura de dgua com aquecedor elétrico e filtro ultravioleta; 1 balanca de precisdo e
materiais utilizados nos manejos de ovos e larvas como peneiras, baldes, pipetas, provetas,
beckers e demais utensilios.

Possuia uma sala de amostras com um ultra freezer; 2 dry shippers; 1 botijdo de
nitrogénio liquido com capacidade para 20 L, 1 botijdo de nitrogénio liquido com capacidade
para 50 L; 4 botij6es de nitrogénio liquido com capacidade para 47 L sendo os botijGes, dry
shippers e ultra freezer utilizados para estocagem de amostras biolégicas como sémen, figado,
tecido muscular, visceras, gbnadas, sangue, soro e plasma sanguineo em criopreservacao; além
de armérios para estocagem de amostras fixadas em temperatura ambiente.

Na estrutura fisica do INPAA existia também um laboratério de processamento de
racGes e bromatologia utilizado para o preparo prévio de racbes e analises centesimais de
proteina, lipideos, matéria seca e matéria mineral que o LATRAAC fazia uso. O Laboratorio
possuia 2 geladeiras, 1 freezer vertical de 300 L, 1 freezer horizontal de 540 L onde s&o
estocados ingredientes utilizados na formulacdo de racGes; 1 balanga com capacidade de 10 kg;
2 extratores de gordura, sendo um com capacidade para 5 provas e outro com capacidade para
8 provas; 2 estufas de ventilacdo forcada; 1 capela e 1 destilador de nitrogénio.

O InPAA possuia uma fabrica de ragdo na qual os membros do LATRAAC faziam
uso. A fabrica contava com 1 balanca com capacidade para 60 kg; 1 balanca com capacidade
para 100 kg; 1 misturador vertical com capacidade para 300 kg; 1 moinho de 15 cv de poténcia
além de uma extrusora com secadora capacidade produtiva de 80 kg de racdo por hora. Desse
modo tornava-se viavel a fabricacdo de racdo extrusada para uso em experimentos de nutri¢céo.

Os membros do LATRAAC possuiam acesso também a um almoxarifado onde
eram estocados reagentes e material seco, além de um deposito onde eram armazenadas
ferramentas e materiais como enxadas, redes, baldes e demais utensilios utilizados na rotina do
INPAA.
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Figura 11- Sistema hidraulico com incubadoras

Fonte: Autor (2020)

4. ATIVIDADES ACOMPANHADAS

As atividades acompanhadas (FIGURAS 12 E 13) foram em sua maior parte,
procedimentos dos experimentos que estavam sendo realizados pelo LATRAAC, dessa forma
foi possivel acompanhar atividades como calagens de viveiros escavados; biometrias;
reproducdo artificial com sémen fresco e criopreservado; anélises de qualidade de &gua; coletas
de amostras de sangue, gbnadas, tecido muscular, tecido hepatico e visceras; coletas de ovos
em sistema de hapas; fabricacdo de racdo extrusada; despescas com sexagem; avaliacdo de
estagio reprodutivo e simulacdes de transporte com juvenis. Além dessas atividades que serdo
descritas em topicos especificos, foram realizados manejos de rotina como alimentag&o,
avaliacdo das entradas e saidas de &gua nos viveiros e monitoracdo do fluxo de agua nas

incubadoras de tilapicultura.



Figura 12- Gréfico de atividades desenvolvidas no InNPAA.
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Figura 13- Gréafico contendo outras atividades desenvolvidas no INPAA.
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5. DESCRIC}AO DAS ATIVIDADES ACOMPANHADAS
5.1.  Nutricdo em reprodutores de Oreochromis niloticus

A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) foi a espécie mais cultivada no Brasil no
ano de 2019 com uma producdo anual de 432.149 toneladas, o estado do Parana foi responsavel
por 33,8% dessa producdo, se tornando o estado com maior cultivo da espécie segundo o
anuario de 2020 da associagdo brasileira de piscicultura (PeixeBR).

A espécie € amplamente produzida no Brasil devido a caracteristicas como rapido
crescimento, rusticidade, carne com boa aceitacdo no mercado, alta prolificidade, maturacéo
sexual precoce e multiplas desovas anuais (RIGHETTI et al., 2011; DUPONCHELLE &
LEGENDRE, 1997; ZANARDI et al., 2011).

A nutricdo influencia diretamente nos parametros reprodutivos da espécie, racdes
com altos niveis de energia aumentam a producdo de espermatozoides além de melhorar indices
de normalidade em morfologia espermatica em machos (BOMBARDELLI et al., 2010). Nas
fémeas a nutricdo apresenta papel importante em pardmetros como fecundidade relativa e
absoluta (OLIVEIRA, 2012).

Desse modo, pesquisas na area de nutricdo de reprodutores apresentam
possibilidades de melhora nos indices reprodutivos, influenciando diretamente no

desenvolvimento da aquicultura brasileira.

5.1.1. Controle zootécnico e coletas de ovos

Durante o periodo de estagio, estava sendo realizado um experimento que consistia
na inclusdo da fosfatidilcolina na ragdo, sendo esse um fosfolipidio natural precursor da colina
gue é uma vitamina essencial do complexo B. A colina quando suplementada em ra¢des para
juvenis de O. niloticus atua suprindo suas exigéncias nutricionais e apresenta bons resultados
produtivos (VIEIRA et al., 2001), porém ndo consta na literatura dados sobre os efeitos
reprodutivos da incluséo dessa substancia na racéo de peixes.

Desse modo, 0 experimento buscava avaliar os efeitos da fosfatidilcolina em
diferentes concentragcbes na alimentagédo de reprodutores de O. niloticus. O experimento
contava com 24 hapas dividas em 2 viveiros, contendo 15 fémeas e 5 machos por hapa,
alimentados com racédo extrusada em diferentes inclusdes de fosfatidilcolina 2 vezes ao dia.

O manejo experimental consistia na retirada dos reprodutores das hapas que eram
transportados por meio de baldes até o laboratorio de tilapicultura, onde se fazia a checagem da
desova por meio de inspec¢éo bucal nas fémeas (FIGURA 14). Apos a checagem de desova, 0s

ovos eram identificados de acordo com a fémea e os reprodutores sao sedados em solucdo a
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10% de eugenol em alcool 90% diluida em agua do tanque na proporg¢do de 1:1000 (solugédo
10% eugenol: 4gua), ao atingir o plano anestésico os reprodutores passavam por uma biometria
onde eram pesados e medidos os comprimentos total e padréo.

Apds esse processo, 0s animais passavam por um banho de imersdo em solucdo de
Sal de cozinha a 3% por 10 segundos, sendo esse processo essencial antes da devolugdo dos
reprodutores as hapas pelo fato do NaCl minimizar os efeitos negativos do manejo como o
desequilibrio osmotico e a perda da camada protetora de muco que 0s peixes possuem em sua
pele (CHAGAS et al., 2012).

Por dia eram checadas 6 hapas de maneira sistematica para que os reprodutores
tivessem intervalos de 5 dias entre manejo, sendo esse intervalo responsavel por um aumento
na vitelogénese e uma diminuicdo de 37,5% entre os intervalos de desova (MAIR et al., 1993;
TACON et al., 1996). Esse intervalo tinha como intuito proporcionar aos animais tempo para

se recuperar do estresse causado pelo manejo e reproduzirem antes da préxima checagem.

5.1.2. Classificacdo e manejo de ovos e embrides

Apbs a coleta dos ovos, os mesmos eram classificados quanto o seu estagio de
maturacdo. A classificacdo era feita por inspecdo morfoldgica dos ovos, sendo eles: Amarelos,
ovos recém fertilizados; Riscados, ovos com aproximadamente 24h pos fertilizagcdo; Com
olhos, ovos com aproximadamente 48h pos fertilizacdo; Eclodidos, ovos com aproximadamente
72h pos fertilizacdo (FIGURA 15). Feita a classificacdo, era medido entdo o volume total da
desova em um Becker e retirada uma amostragem de 0,5ml de ovos fixados em formol 4%, que
era pesada e feita a contagem dos ovos, possibilitando uma correlagcdo com o volume total da
desova, obtendo-se o valor estimado da quantidade total de ovos por desova e compilando os

dados das fémeas era possivel chegar a valores totais de ovos por tratamento.

Os ovos eram entdo alocados em um sistema hidraulico com incubadoras,
permitindo o fluxo de dgua constante até a eclosdo e natacdo. As larvas eclodidas (FIGURA
16) eram contadas e correlacionadas a quantidade total de ovos, obtendo-se a taxa de eclosdo
por tratamento através da formula, Taxa de eclosdo (%): (nimero de larvas eclodidas/namero
total de ovos) x 100. As larvas eram movidas para outro sistema hidraulico onde ficavam por
22 dias sendo avaliada a taxa de sobrevivéncia das mesmas através da férmula, Taxa de

sobrevivéncia (%): (numero de larvas vivas/numero total de larvas eclodidas) x 100.
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Todos esses dados eram comparados aos respectivos tratamentos visando uma
resposta as diferentes inclusdes de fosfatidilcolina quanto a quantidade de ovos por desova,

eclosdo e sobrevivéncia durante a fase de larvicultura.

5.1.3. Coletas de material bioldgico dos reprodutores

Findada as coletas de ovos, deu-se inicio a fase de coleta de material bioldgico dos
reprodutores. O manejo consistia na retirada aleatoria de 5 fémeas por hapa, totalizando 120
animais, transportadas até o laboratério de reproducdo onde eram anestesiadas em solucao a
10% de eugenol em &lcool 90% diluida em &gua do tanque na proporg¢éo de 1:1000 (solucdo10%

eugenol: agua).

Com o animal devidamente anestesiado, era realizada a biometria com peso,
comprimento total e comprimento padrdo. Apos esse procedimento, era coletado o sangue por

puncdo na veia caudal e o0 animal era eutanasiado por sec¢do de medula espinhal.

Apo0s a eutanasia, era coletado tecido muscular, hepatico, gonadal e as demais
visceras. As amostras eram pesadas e devidamente identificadas quanto ao tratamento
realizado, sendo uma parte fixada em formol 10% para andlise histolégica e outra parte

criopreservada para analises bioquimicas.

Durante o periodo de estagio nao foi possivel acompanhar as analises bioquimicas
e histoldgicas dos tecidos, pois havia outros experimentos concomitantes e com as amostras

devidamente estocadas, as analises foram prorrogadas e realizadas apds a data final do estagio.

Figura 14- Fémea de Oreochromis niloticus com ovos em sua boca

Fonte: Autor (2020)
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Figura 15- Ovos de Oreochromis niloticus em diferentes estagios de maturagéo

Fonte: Autor (2020)

Figura 16- Larvas de Oreochromis niloticus com 7 dias pés eclosdo.

S

Fonte: Autor (2020)

5.2. Reprodugéo Artificial em Rhamdia quelen

Algumas espécies de peixes apresentam comportamento reprodutivo migratério,
necessitando de estimulos externos como migracao, temperatura, profundidade e presenca do
sexo oposto, para que ocorra sua reproducdo natural (NUNES et al., 2018). Desse modo,
tornam-se necessarias biotecnologias como a inducdo hormonal para que o animal ndo dependa
exclusivamente dos estimulos ambientais, possibilitando assim o cultivo de espécies

migratorias em cativeiro.
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O Jundia (Rhamdia quelen) apresenta essa caracteristica reprodutiva além de uma
consideravel importancia econémica na regido sul do pais por sua aceitagdo no mercado
consumidor (BALDISSEROTTO et al., 2004).

Durante o periodo de estagio foi possivel acompanhar duas técnicas de reproducéo
artificial em Rhamdia quelen, sendo uma delas utilizando sémen criopreservado e outra

utilizando sémen fresco.

5.2.1. Reproducéo artificial em Rhamdia quelen utilizando sémen criopreservado

O processo de criopreservacao no sémen de peixes possui uma série de beneficios,
desde a criagdo de bancos de sémen para espécies ameacadas de extin¢do, até a possibilidade
de maior variabilidade genética em sistemas produtivos por meio da comercializacdo de sémen
(VIVEIROS & GODINHO, 2009; CABRITA et al., 2010).

Durante o estagio, foi possivel acompanhar o processo de reproducéo artificial por
uso de sémen criopreservado em R. quelen. A atividade em questdo foi um experimento que
visava avaliar as taxas de fertilizacéo e eclosdo de ovos com sémen previamente congelado em
nitrogénio liquido sob diferentes concentracGes de um crioprotetor.

A adicdo de um crioprotetor no sémen tem como objetivo minimizar os efeitos
deletérios nos espermatozoides causados pelas baixas temperaturas. Quando criopreservado
sem um crioprotetor, ocorre nos espermatozoides a formacéo de cristais de gelo intracelulares,
resultando na inviabilizacdo das células (WATSON, 1995).

Os crioprotetores podem atuar de maneira intracelular como o dimetilsulféxido
(DMSO), glicerol e metanol amplamente utilizados pela capacidade de reduzir o ponto
crioscopio no interior da célula, evitando a formacdo dos cristais. Existem também os
crioprotetores que atuam no meio extracelular, como a gema de ovo e a sacarose, formando
uma camada na membrana celular dos espermatozoides estabilizando-a (MARIA, 2005).

Foram entdo selecionadas 24 fémeas por meio de avaliagdo de maturagdo
reprodutiva nos viveiros onde estavam presentes os reprodutores, durante a avaliacdo as
caracteristicas morfologicas que indicavam uma melhor maturacdo reprodutiva eram ventres
pendulosos e papilas urogenitais protrusas e edemaciadas (BALDISSEROTTO et al., 2004).
Apos a selecdo as fémeas foram alocadas em um sistema hidraulico no laboratorio de
reproducéo, onde foi realizada a inducdo hormonal visando a maturacao final dos ovocitos.

O protocolo de indugdo hormonal utilizado, consistia em duas aplicacdes
intramusculares de extrato bruto de hipo6fise de carpa - EBHC, sendo a primeira aplicagdo em

uma dose de 0,5 mg de EBHC/Kg de peso vivo, 12 horas ap6s a primeira aplicacdo foi realizada
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entdo a segunda aplicacdo na dose de 5,0 mg de EBHC/kg de peso vivo. A maturagéo total dos
ovocitos em R. quelen acontece ap6s 240 horas/grau (BALDISSEROTTO et al., 2004). O
sistema onde as fémeas estavam possuia dgua a temperatura de 27 °C, desse modo o estagio
final de maturacéo foi atingido 9 h ap6s a segunda aplicacdo de EBHC.

Atingida a maturagdo ovocitaria, foi entdo realizada a extrusdo dos ovocitos por
meio de massagem abdominal no sentido cefalocaudal (FIGURA 17), gerando trés pools
contendo ovocitos de oito fémeas em cada um. Para a fertilizacdo, 0 sémen criopreservado
contento diferentes concentracbes do crioprotetor testado, foi descongelado em agua na
temperatura ambiente por 10 s (FIGURA 18) e misturado em 2 ml de ovoécitos, onde era
incluido 20 ml de solugdo ativadora e agitados durante 60 segundos para que ocorresse a
fertilizac&o.

A avaliacdo seminal consistia em duas etapas, antes e depois do congelamento.
Previamente ao congelamento, era feita avaliacdo microscépica se houve contaminacgdo durante
0 processo de coleta, ocasionando a ativacdo do sémen, esse processo ocorre quando ha a
inclusdo de alguma solugdo como a agua que altera a osmolaridade do sémen conferindo aos
espermatozoides motilidade que uma vez ativados ndo ha possibilidade de reativacdo,
inviabilizando a criopreservagdo (FELIZARDO et al., 2011).

Apo6s o congelamento eram retiradas amostras nas quais eram feitas as avaliagdes
cinéticas do sémen como a motilidade e vigor apds ativacao, essa analise era feita com o auxilio
do CASA e feita a avaliacdo morfologica desse sémen por meio de microscopia.

Os ovos eram entdo transferidos para incubadoras de PVC no Laboratério de
Reproducdo no qual 12 horas apés a fertilizacdo, as amostras eram transferidas para uma placa
de Petri em fundo escuro (FIGURA 19) para avaliacdo da taxa de fertilizacdo nos diferentes
tratamentos, obtida pela formula, Taxa de fertilizacdo (%): (numero de ovos fertilizados/
namero total de ovos) x 100.

Apo0s 44 horas desde a fertilizacdo, as amostras eram transferidas para placas de
Petri em fundo escuro para contagem das larvas eclodidas, obtendo-se a taxa de eclosdo dos
tratamentos por meio da formula, Taxa de eclosdo (%): (nimero de larvas eclodidas/numero
total de ovos) x 100. As larvas eclodidas eram fixadas em solucéo de formol a 4% para avaliagéo

morfologica de normalidade em lupas estereoscopicas.



Figura 17- Extrusdo ovocitaria em Rhamdia quelen por massagem abdominal

Fonte: Autor (2020)

Figura 18- Palheta de sémen em processo de descongelamento

Fonte: Autor (2020)
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Figura 19- Placa de Petri contendo ovos de Rhamdia quelen

S,
Fonte: Autor (2020)

5.2.2. Reproducao artificial em Rhamdia quelen utilizando sémen fresco

A reproducdo artificial a partir de sémen fresco, foi realizada visando a reposicao
dos estoques de R. quelen nos viveiros escavados, para que o INnPAA continue com uma boa
densidade da espécie em seus viveiros, possibilitando futuros experimentos.

Como era um processo que ndo necessitava de um maior controle, como taxas de
fertilizacdo e eclosdo, o procedimento se diferenciava da reproducéo experimental com sémen
criopreservado.

Foram selecionadas 12 fémeas seguindo 0s mesmos parametros de maturacao
reprodutiva utilizados na reproducéo a partir de sémen criopreservado e 6 machos nos quais ao
realizar massagem cefalocaudal era observada liberacdo de sémen, indicando que 0s mesmos
estavam aptos a reproducdo. Os animais foram transferidos para um sistema hidraulico no
laboratério de reproducdo, sendo separados os machos das fémeas.

O protocolo de indugdo hormonal a partir de EBHC nas fémeas foi 0 mesmo
realizado na reproducdo a partir de sémen criopreservado, ja nos machos foi realizada uma
Unica aplicacdo intramuscular de EBHC na dose de 3 mg/kg de peso vivo no mesmo horario
em que era aplicada a segunda dose nas fémeas, essa aplicacao € utilizada para induzir uma
maior espermiagdo nos machos (VIVEIROS & GODINHO, 2009).

Atingindo as 240 horas/grau era realizada a extrusao de ovocitos e sémen por meio
de massagem cefalocaudal e depositados em um vasilhame seco (FIGURA 20). Segundo

Bombardelli et al., 2006 a espécie apresenta concentracdo espermaética de 1,97 x 10%°
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espermatozoide/mL e dose inseminante de 89.472 espermatozoides por ovdcito produzindo
uma taxa de fertilizagéo de 86,68%.

A solucdo ativadora utilizada foi a agua do sistema hidraulico com incubadoras de
100 litros e agitados durante 60 segundos para ocorréncia da fertilizacdo. Os ovos foram
divididos em duas incubadoras, sendo mantidos em recirculacdo de &gua, até que 24 horas apos
esse processo ja foi possivel observar as primeiras larvas eclodidas (FIGURA 21).

Figura 20- Vasilhame contendo ovdcitos e sémen de Rhamdia quelen

Fonte: Autor (2020)
Figura 21- Incubadora contendo larvas de Rhamdia quelen

Fonte: Autor (2020)
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5.2.3. Larvicultura de Rhamdia quelen e manejo sanitario em viveiro escavado

Previamente a reproducdo, foram drenados 3 viveiros escavados nos quais era
retirada toda a lama do fundo manualmente e deixada a exposicéo ao sol. Com 0s viveiros secos
e sem residuos no fundo, foi realizada a calagem dos mesmaos, esse procedimento em questdo
consiste da aplicacédo de cal virgem por todo o fundo e laterais do viveiro, elevando assim o pH
das superficies e impossibilitando a sobrevivéncia de patdgenos e larvas de Odonata sp.
(QUEIROZ & BOEIRA, 2006) sendo esses agentes responsaveis por grandes perdas no
processo de larvicultura (QUEIROZ, 2017).

As entradas de agua eram vedadas com sacos de sombrite para que ndo ocorresse a
entrada de outra espécie que possa afetar o processo de larvicultura e ocorria o reabastecimento
dos viveiros com agua.

Com a ecloséo das larvas, deu-se inicio ao manejo alimentar das mesmas ainda nas
incubadoras. A alimentacéo era realizada 7 vezes durante o dia com intervalos de 2 h, utilizando
nauplios de Artemia salina durante dois dias.

Antes de transferir as larvas para os viveiros, é importante uma analise de pH da
agua com intuito de garantir as condi¢bes de sobrevivéncia das larvas, ja que o processo de
calagem pode ocasionar em uma alcalinizacdo da agua quando realizado em grandes
quantidades (QUEIROZ & BOEIRA, 2006). Essa anélise foi feita coletando dgua de cada um
dos 3 viveiros e levada até o Laboratdrio de Processamento e Anélises onde por meio de um
medidor de pH de bancada era feita a avaliacdo do pH. O valor de 7,2 foi obtido ap6s a anélise,
sendo compativel com os valores preconizados para a larvicultura da espécie, que abrange uma
faixa segura de 6 a 9 (FERREIRA, 2000).

As larvas foram dividas e transferidas para os 3 viveiros, com 6 alimentacGes diérias
utilizando racdo farelada com 52% de teor proteico, aumentando 250 gramas de racdo por
semana. Esse manejo alimentar foi mantido até que os peixes comecaram a se alimentar na
superficie, indicando assim a possibilidade de transicdo gradual da racdo farelada a 52% de
proteina para racéo extrusada a 32% de proteina. A transi¢ao consistia em associar 0s dois tipos
de racdo, com 50% da racédo farelada e 50% da racgdo extrusada por 7 dias, condicionando os
animais que possuem habito de se alimentar no fundo do viveiro a buscar o alimento na
superficie viveiro (BALDISSEROTTO et al., 2004). Quando a transi¢do se completou, 0 novo
manejo alimentar com 4 alimentacgdes diarias utilizando ragédo extrusada a 32% de teor proteico

foi instaurado.
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5.3. Criagéo intensiva de Oreochromis niloticus em sistema de tanques-rede

A criacdo de peixes em tanques-rede possui uma série de vantagens para o
piscicultor, entre elas a possibilidade de estocar altas densidades em um espaco pequeno sendo
assim um meio de produgdo muito utilizado em sistemas intensivos (FITZSIMMONS, 2001).

Durante o periodo de estagio foi possivel participar de um experimento no qual
estavam sendo testados os efeitos de diferentes concentragOes de fosfatidilcolina na ragdo em
um sistema de tanques-rede. Utilizou-se um viveiro escavado no qual comportava 24 tanques-
rede com dimensdes de 2m x 2m x 2m (largura, comprimento, profundidade), contendo 350
juvenis de Oreochromis niloticus, com peso médio de 80g, em cada tanque-rede.

O manejo consistia em 6 diferentes formulagbes de racdo extrusada sendo
oferecidas em 4 alimentacGes didrias com intervalos de 2 horas até saciedade aparente,
totalizando 4 tanques-rede por tratamento. O experimento se encerraria quando 0S peixes
atingissem 800 gramas cada um, sendo esse 0 peso considerado ideal para o abate na regiéo,
desse modo o experimento dependia de biometrias periddicas para a corre¢do da quantidade de
racao oferecida e estimar a finalizacdo do experimento com coletas de tecidos dos animais para

posterior analise laboratorial.

5.3.1. Biometria em sistema de tanque-rede

As alimentacdes dos peixes nos tanques-rede eram feitas de maneira sistematica em
que para cada tanque-rede, era calculada uma taxa de arracoamento de 6% da biomassa. Essa
quantidade era pesada no inicio do dia e dividida em 4 porcGes, sendo uma para cada
alimentacdo. Devido ao método de alimentacdo utilizado ser por saciedade aparente 0 consumo
variava, mostrando-se necessaria a pesagem das sobras diarias de racdo para cada um dos
tanques-rede, obtendo-se o controle da quantidade de racdo ingerida pelos animais.

Como os animais estavam em alimentacao constante, a biomassa mudava de acordo
com o passar do tempo, alterando a taxa de arragoamento com o decorrer dos dias. Desse modo,
eram implantadas biometrias com intervalos de 15 dias para a atualizacdo do valor da biomassa
e consequentemente a quantidade de ragéo a ser ofertada.

O manejo consistia em erguer o tanque-rede por meio de uma balsa até que 0s
peixes possam ser apanhados utilizando um puca (FIGURA 22), retirava-se uma amostragem
de 100 animais que eram sedados em solugéo a 10% de eugenol em alcool 90% diluida em agua
do tanque na proporg¢do de 1:1000 (solucdo 10% eugenol: agua) (FIGURA 23) e pesados. O

valor era correlacionado entdo com o numero total de animais presentes no tanque-rede,
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corrigindo assim a biomassa para o calculo da nova quantidade de rag&o diaria para 0os proximos
15 dias.

Figura 22- Coleta de Oreochromis niloticus em tanque-rede.

Fonte: LATRAAC (2020)
Figura 23- Exemplares de Oreochromis niloticus sendo sedados em solucdo de eugenol.

5.4. Fabricacdo de ragéo
O InPAA possuia estrutura e equipamentos que tornavam possiveis a fabricacéo da
racdo utilizada nos experimentos e no manejo alimentar de rotina dos peixes. Os ingredientes

que normalmente s&o encontrados em menor quantidade nas ragdes, como o fosfato bicalcico e
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o cloreto de sddio, erma calculados e pesados no laboratério de processamento de racdo e
bromatologia ja os outros ingredientes como farinha de visceras, milho moido e farelo de soja
que sdo encontrados em maior quantidade nas ragdes, eram calculados e pesados na fabrica de
racéo.

ApoOs esse processo, todos os ingredientes eram misturados em um misturador
vertical instalado na fébrica de racdo até que ficassem homogéneos. Nesse ponto se obtém a
racao farelada, que possui utilidade na alimentacdo dos peixes nos primeiros estagios de vida.

Quando o produto final desejado nédo ¢ a racdo extrusada, essa mistura deve passar
pelo processo de extrusao, que pode ser definido como a expansao do amido por meio de altas
temperaturas conferindo a racdo flutuabilidade e uma melhor absorcdo dos nutrientes
(PASTORE et al.,2012).

Na fabrica de racdo existia uma extrusora gque era abastecida com a racao farelada
e em seu interior essa racdo era hidratada para passar por uma peca térmica onde ocorria a
expansao do amido, a massa era entdo cortada por meio de um sistema de laminas giratorias
adquirindo o tamanho desejado, ap0s esse processo a racao era transferida para uma secadora
horizontal que possuia um fluxo de ar quente responsavel pela secagem dos graos, para que
com a racdo ja seca, ela possa ser transferida para uma secadora artesanal de ar frio até que se
resfrie possibilitando o ensacamento.

Essa Gltima etapa foi implementada, pois 0 ensacamento da racao ainda quente faz
com que ela absorva umidade do ar e assim favorece o crescimento indesejado de fungos,
podendo gerar perdas de lotes inteiros.

Durante o periodo do estagio foi possivel ver na pratica todos esses processos, ja
que toda a racao utilizada nos experimentos e algumas para 0 manejo de rotina, eram fabricadas

no e armazenadas no préprio INPAA.

5.5.  Simulacéo de transporte com juvenis de Oreochromis niloticus

Atualmente a producao de peixes tanto para consumo guanto no ambito dos peixes
ornamentais, vem crescendo e com isso movimenta bilhdes de dolares na economia mundial
(FAO, 2018). Geralmente em algum momento na cadeia produtiva, os peixes sdo submetidos a
transporte em diversas condigdes e duragoes.

O processo de transporte gera condi¢des de estresse nos peixes como manuseio,
deterioracdo da qualidade de agua durante o transporte, maior suscetibilidade a desequilibrios

osmorregulatérios, diminuicao do oxigénio dissolvido na &gua, além de infeccéo e manifestacdo
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de doengas (PICKERING et al. 1982; SAMPAIO & FREIRE et al. 2016) resultando em
consideraveis taxas de mortalidade durante e ap6s o transporte (RUBEC & CRUZ et al. 2005).

Desse modo, torna-se necessaria a utilizacdo de substancias com o objetivo de
minimizar os efeitos nocivos do transporte e consequentemente a diminuicdo das taxas de
mortalidade, garantindo uma melhor condi¢do de bem-estar para os peixes durante o processo
(VANDERZWALMEN et al. 2018).

Durante o periodo de estagio, foi possivel acompanhar um experimento que
buscava avaliar os efeitos da adicdo de NaCl e um composto de eletrolitos, dissolvidos em
diferentes concentragdes na dgua de transporte em sacos plasticos.

O experimento consistia em simular o transporte em sacos plasticos com juvenis de
O.niloticus com 7 dias de vida em altas densidades por longos periodos de tempo. Os sacos
utilizados eram preenchidos com 50 ml de dgua com as diferentes concentracdes de NaCl e
eletrolitos para entdo alocar os peixes nas densidades de 1, 2 e 4 peixes por ml de solucdo. Apds
este processo 0s sacos sao inflados com oxigénio e vedados com eldsticos, foram identificados
com o tratamento e a hora (FIGURA 24) e alocados no Laboratério de Reproducdo até
completar 48 horas de ensaio.

Findadas as 48 horas 0s sacos eram abertos e por meio de um oximetro digital se
mensurava a taxa de oxigénio dissolvido, ap6s essa etapa, retiravam-se 0s animais que eram
realocados em uma bacia maior para a contagem dos animais vivos e mortos. A agua de
transporte era enviada para o Laboratorio de Processamento e Analises onde eram feitas as
analises de amonia e pH por meio de Kit colorimétrico e medidor de pH de bancada
respectivamente. Os animais sobreviventes eram eutanasiados por termonarcose e transferidos

para eppendorfs estocados em botijées de nitrogénio liquido para futuras analises.



27

Figura 24- Saco pléstico contendo juvenis de Oreochromis niloticus em simulacéo de transporte

Fonte: LATRAAC (2020)

6. CONSIDERACOES FINAIS

As atividades acompanhadas durante o periodo de estagio supriram as expectativas,
pois foi possivel ter contato com diversas metodologias experimentais que ndo havia tido
contato até entdo. Esses conhecimentos contribuiram para o crescimento profissional na area
de pesquisa em organismos aquaticos.

Além das atividades experimentais, também foi possivel vivenciar de maneira
tedrico-pratica 0os manejos e procedimentos de rotina que se assemelham aos implementados
em pisciculturas comerciais. Propiciando assim um crescimento profissional, bem como o papel

do médico veterinario na producao aquicola.
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