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RESUMO GERAL

PEREIRA, Gilmara Junqueira Machado. Desempenho reprodutivo e
resfriamento de embrides de espécies de peixes nativas mantidas em
cativeiro. 2010. 147 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.'

Realizou-se este trabalho com objetivo de avaliar o desempenho
reprodutivo de curimba, pacu e piracanjuba mantidos na piscicultura da Estacao
Ambiental de Itutinga da Cemig (EAIl —Cemig) e avaliar também a influéncia da
utilizacdo de diferentes concentragdes de dimetilsulfoxido (DMSO) e metanol
em embrides de curimba, ap6s serem submetidos ao resfriamento por duas,
quatro, seis e oito horas a 4°C. A inducdo hormonal foi realizada pelo método de
hipofisacdo, utilizando extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC) e foram
analisados 0s seguintes parametros: eficiéncia reprodutiva, tempo de desova,
peso da desova, fertilidade inicial, taxa de fertilizacdo, fertilidade final,
fetilidade inicial relativa e fertilidade final relativa. Para curimba, a eficiéncia
reprodutiva foi, em média, de76 a 96%, e a desova ocorreu entre 7 a 8 horas
apos a Ultima aplicagdo hormonal, alcangando taxa de fertilizacdo de 66,9%,
resultando, em média, 180.000 larvas de curimba. A desova de pacu ocorreu
entre 9 a 12 horas apds a Ultima aplicacdo hormonal, resultando em uma
produgdo de ovécitos superior a 500.000, e a taxa de fertilizacdo foi de 78%. A
pirancanjuba apresentou eficiéncia reprodutiva de 50,5 a 87,5%, e 0 peso da
desova das fémeas foi, em média, de 206,69 de ovécitos, com a taxa de
fertilizacdo de até 76,9%, sendo produzidas 45.000 larvas. O resfriamento tem
sido utilizado como uma estratégia de conservagdo de embrides de peixe por um
tempo limitado. Foram testados dois criprotetores intraceluar: o DMSO e o
metanol em concentracdo de 5; 7,5; 10 e 12,5%. A temperatura de resfriamento
foi de 4°C por duas, gquatro, seis e oito horas. Foram analisados a taxa de
eclosdo dos embrides, as larvas viaveis, aquelas que eclodiram e 0s ovos
gorados, ou seja, 0os que ndo completaram o seu desenvolvimento ap6s o
resfriamento. O aumento na concentracdo do crioprotetor e o tempo de
resfriamento promoveram a reducdo da taxa de eclosdo dos embrides € na
porcentagem de larvas vidveis de curimba. As solucdes contendo apenas
agua e sacarose obtiveram taxas de eclosdo menores que 25%. O tempo de
resfriamento promoveu uma reducdo na taxa de eclosdo dos embrides,
independentemente da concentracdo da solugdo criprotetoras. Nas solugdes em

! Orientador: Luis David Solis Murgas - UFLA (Orientador).
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que foi utilizado o metanol como crioprotetor intrecelular, a porcentagem de
larvas viaveis foi superior aquelas em que o criprotetor intracelular foi o
DMSO. As porcentagens de ovos gorados observados, durante o resfriamento de
embrides de curimba, demonstram um aumento significativo em relacdo ao
incremento das concentragdes dos criprotetores e os tempos de resfriamento. As
espécies de estudo apresentaram elevado desempenho reprodutivo, o que
significa que essas espécies sdo capazes de se reproduzirem em condicOes de
cativeiro. E necessaria a utilizagdo de solucdes criproteras durante o
resfriamento de embrides de curimba, permitindo um aumento significativo
das taxas de eclosdo dos embrides e das larvas vidveis de curimba.
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ABSTRACT

PEREIRA, Gilmara Junqueira Machado. Reproductive performace and
cooling of embryos of native fish species kept in captivity. 2010. 147 p.
Ph.D. Thesis (Animal Production) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.'

The objective of this study was to evaluate the reproductive performance of
curimba, piracanjuba and pacu fish kept in Station Environmental Itutinga
CEMIG and evaluate the influence of using different concentrations of dimethyl
sulfoxide (DMSQ) and methanol in embryos curimba, after being subjected to
cooling at two, four, six and eight hours at 4 © C. The hormonal induction was
performed by hypophysation using crude extract of carp pituitary and were
analyzed the following parameters: reproductive efficiency, time of spawning,
weight of spawning, initial fertility, fertilization rate, final fertility, relative
initial fertility and relative final fertility. For curimba reproductive efficiency
averaged 76 to 96%, spawning occurred between 7 to 8 hours after the last
hormonal application, reaching the fertilization rate of 66.9%, resulting in an
average of 180 000 larva of curimba. Spawning pacu occurred between 9 at 12
hours after the last hormonal application, resulting in a production of over 500
000 oocytes, the fertilization rate was 78%. The pirancanjuba presented
reproductive efficiency from 50.5 to 87.5%, the weight of spawning females
averaged 206.6 g of oocytes, fertilization rate with up to 76.9%, were produced
45 000 larva. The cooling has been used as a strategy for conservation of fish
embryos for a limited time. We tested two intracellular cryprotectants, DMSO
and methanol in concentrations of 5.0, 7.5, 10.0 and 12.5%. The cooling
temperature was 4 °C for two, four, six and eight hours. We analyzed the
hatching rate of embryos, viable larva, those that hatched and the spoiled eggs,
those who have not completed their development after cooling. The increase in
the concentration of cryoprotectant and cooling time promoted the reduction of
hatching rate of embryos and in the percentage of viable larva of curimba. The
solutions containing only water and sucrose obtained hatching rates lower than
25%. Cooling time promoted a reduction in hatching rate of embryos, regardless
of the concentration of the cryoprotectant solution. In solutions that used
methanol as cryoprotectant intrecelular, the percentage of viable larva was
higher than those in which the intracellular cyoprotectant was DMSO. The
percentages of spoiled eggs observed during the cooling of embryos curimba
show a significant increase compared to the increase in concentrations of

! Guidance: Luis David Solis Murgas - UFLA (Orientador).
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cryoprotectants and times of cooling. The species studied showed a high
reprodutive performance, show that these species are able to reproduce under
conditions of captivity. It is necessary to use cryoprotectants solutions during
cooling of embryos curimba, allowing a significant increase in hatching rates of
embryos and percentages of viable larva of curimba.



1 INTRODUCAO

As estratégias utilizadas pelas diferentes espécies nos seus ciclos de vida
resultam da selecdo natural para produzir o nimero maximo de jovens capazes
de sobreviver. A maioria dos peixes tropicais desova varias vezes na vida, sendo
esse um processo que ocorre em intervalos que se repetem. As distintas espécies
de peixes nativas apresentam particularidades no comportamento reprodutivo,
associadas as estacdes de desova, produzindo numerosos ovdcitos, e muitas

delas realizam longas migragdes.

A curimba Prochilodus lineatus, o pacu Piaractus mesopotamicus e a
piracanjuba Brycon orbignyanus sdo espécies de peixes que possuem
comportamento de desova total, estimulados por fatores externos como, por
exemplo, o regime de chuvas. O inicio da estacdo de cheias é o principal periodo
de desova, pois suas larvas alimentam-se nas planicies de inundagdo. A
estratégia de realizar migrac6es entre os locais de alimentacdo e desova permite
gue as espécies maximizem o aproveitamento do ecossistema, buscando os

melhores locais para cada uma das etapas do ciclo de vida.

A piscicultura nacional tem se interessado pelo cultivo das espécies
nativas. No entanto, o ciclo reprodutivo dessas espécies mantidas em cativeiro
torna-se alterado devido, principalmente, ao impedimento do estimulo de
migracéo, afetando diretamente o desenvolvimento gonadal. A compreenséo dos
mecanismos ambientais e fisiolégicos que regulam o ciclo reprodutivo dos
peixes proporciona uma grande aplicabilidade no manejo do seu cultivo,
possibilitando a obtencdo de peixes maduros em épocas distintas do ano, e assim
produzir alevinos em um periodo maior que aquele encontrado em ambiente

natural.
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A possibilidade de estimular a reproducdo dos peixes migradores pela
inducdo hormonal tem demonstrado resultados positivos, visto que esse manejo
desencadeia todo processo fisiolégico para que a reproducdo ocorra em
cativeiro. A capacidade de selecdo de peixes maduros € vital para o sucesso do
processo de inducdo da maturacdo final e desova, sendo considerada a etapa

mais importante para o sucesso da desova.

A partir do dominio do processo de manejo reprodutivo em peixes
cultivados, fica evidente a importancia da andlise dos pardmetros reprodutivos, a
fim de predizer a produgdo de larvas e alevinos, caracteristica principal para
produgdo de peixes. Conhecendo esses parametros, sera possivel dimensionar as
necessidades do empreendimento em torno do plantel de reprodutores e da

producdo de larvas e alevinos.

A construgdo de reservatorios favorece o desenvolvimento tecnoldgico,
urbano e industrial do pais; em contrapartida, 0s represamentos provocam
transformacdes profundas sobre o ambiente, principalmente na ictiofauna local,
em geral com perda de biodiversidade. Muitas a¢fes para mitigar os impactos
causados pelos represamentos sao realizadas, sendo uma a reproducéo artificial
de espécies de peixes nativas, pela producdo de larvas e alevinos, que s&o,

muitas vezes, utilizados no repovoamento de rios.

Dentro do manejo reprodutivo de peixes, a utilizacdo de biotecnologias
aplicadas a manipulacdo de gametas tem sido implantadas com sucesso, como
estratégia de prolongar a vida util deles. Essas biotecnologias poderiam abrir
novas perspectivas no cultivo e no manejo de espécies ameacadas de extingdo.
Adicionalmente, poderia fornecer embrifes de algumas espécies em periodos
durante os quais ndo ocorrem desovas naturais, permitindo um aumento na

producdo comercial e conservacionista.
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A criopreservacdo ainda ndo é uma técnica vidvel para embrifes de
peixes, devido a inumeros fatores, como: sensibilidade ao frio do embrido,
diferente permeabilidade das membranas e quantidade de vitelo. Por outro lado,
pesquisadores tém mostrado que o resfriamento de embrides de peixe estd mais

préximo de ter um protocolo estabelecido.

Para o desenvolvimento de um protocolo de resfriamento ou
criopreservacao, solucdes crioprotetoras sdo indispensaveis para submeter os
embrifes a baixas temperaturas. A acdo do crioprotetor esta relacionada aos
processos de entrada de crioprotetor e saida da dgua do embrido. Estratégias
diferentes sdo utilizadas para minimizar os danos osmoticos aos embrides, pelo
uso de crioprotetores menos téxicos, bem como pela combinacdo de dois ou trés

crioprotetores.

O metanol, o dimetilsulféxido (DMSO), o glicerol, o etilenoglicol e a
sacarose sdo as combinacGes crioprotetoras mais comumente utilizadas. Todos
eles sdo moderadamente toxicos e isso limita a concentracdo em que eles podem

ser utilizados e a sua eficiéncia na crioprotecéo.
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2 OBJETIVOS

Neste estrudo, objetivou-se avaliar o desempenho reprodutivo e o

resfriamento de embrides de espéices de peixes nativas mantidas em cativeiro.

2.1 - Objetivos especificos

- Avaliar o desempenho reprodutivo de curimba, pacu e piracanjuba
mantidos na piscicultura da Estacdo Ambiental de Itutinga da Cemig (EAI -

Cemig), por sete periodos reprodutivos consecutivos.

- Auvaliar a influéncia da utilizacdo de diferentes concentracbes de
dimetilsulfoxido (DMSO) e metanol em embrides de curimba, apds serem

submetidos ao resfriamento por duas, quatro, seis e oito horas a 4°C.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Bacia do rio Grande e Estacdo Ambiental de Itutinga

A bacia do rio da Prata é constituida pelas bacias dos rios Parand,
Paraguai e Uruguai, drenando &reas do Brasil, Bolivia, Paraguai, Argentina e
Uruguai. O rio Parand possui cerca de 4.900 km de extenséo, sendo o segundo
em comprimento na América do Sul. Ele percorre, desde sua nascente, cerca de
1.900 km em territ6rio brasileiro, cruzando diversos estados, e apresentando
desnivel total de quase 1.000 m. Recebe esse nome apds a conjuncdo dos rios
Grande e Paranaiba, e possui como principais tributarios os rios Paraguai, Tieté,

Paranapanema e Iguacu.

Essa bacia comporta as areas de maior densidade populacional do pais,
além de ser a mais industrializada e com grande atividade agricola. E a mais
intensamente explorada pelos aproveitamentos energéticos, fornecendo cerca de
70% da energia produzida no pais, além de deter a maior capacidade instalada

nacional (Agostinho et al., 2007).

O rio Grande pertence a bacia do rio Parana, e nasce na Serra da
Mantiqueira, faz a divisa do estado de Sdo Paulo com o Triangulo Mineiro, em
um trecho importante de planicies alagaveis. Ocupa uma area de
aproximadamente 143.000 Km? sendo 60% pertencemte ao Estado de Minas
Gerais, 0 que equivale a 17,8% da area do estado. No rio Grande, estdo
instaladas treze usinas hidrelétricas (UHE), as quais sdo responsaveis por gerar
cerca de 67% de toda energia elétrica do estado de Minas Gerais.

No Alto rio Grande encontra-se a UHE de Itutinga (Lat 21° 17°30” Long
44° 37°26™), construida entre 1952-1955, de propriedade da Cemig. Essa usina
possui uma Estacdo Ambiental destinada ao estudo da piscicultura, da

15



limnologia e da biologia pesqueira. A Unidade Ambiental Itutinga é um centro
de pesquisas que investiga os impactos da implantacdo de uma usina hidrelétrica

na estrutura das comunidades aquéticas (FIGURA 1).

FIGURA 1 Piscicultura da Estagdo Ambiental de Itutinga da Cemig (EIA-
Cemig). Laboratério de reproducgdo (A e B) e tanques de terra onde

sdo mantidos os reprodutores (C e D).

Com objetivo de conservagdo da biodiversidade e da manutencdo da
pesca na regido, a Estacdo Ambiental de Itutinga possui uma piscicultura que faz
a reproducéo induzida de alguns peixes, como pacu Piaractus mesopotamicus,
dourado Salminus brasiliensis, piapara Leporinus elongatus, piracanjuba Brycon
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orbignyanus e curimba Prochilodus lineatus. Desde a piracema de 1995/96, ja
foram produzidos mais de 1 milhdo de alevinos de peixes nativos do Alto rio
Grande. A Estacdo Ambiental de Itutinga possui parceria com o produtor rural,
visando ao fomento a piscicultura no Sul de Minas, através do cultivo de
espécies nativas para a manutencao dos estoques da natureza, com a participagéo
efetiva das comunidades, além de um intensivo apoio as pesquisas cientificas,

em parceria com universidades da regiéo.

3.2 Reproducao das espécies nativas de peixes

Muitas vezes, as condigdes de cultivo ndo sdo as mais adequadas para
provocar a desova das espécies nativas, de modo que se faz necesséria a
utilizacdo de substéncias para que o peixe complete o seu ciclo reprodutivo
(Baldisserotto, 2002), portanto, é interessante na piscicultura tanto comercial
guanto conservacionista induzir a desova, para que ela ocorra ho momento
desejado e em condicbes controladas, permitindo um melhor acompanhamento
das fases iniciais do desenvolvimento, de modo a aumentar a producdo de
alevinos (Zaniboni Filho & Weingarther, 2007).

A reproducdo da maioria das espécies de peixes nativas é sazonal,
estando, geralmente, sincronizada com fatores ambientais que se adaptam as
necessidades metabolicas dos reprodutores, de tal forma que incremente a
viabilidade dos gametas e favoreca o desenvolvimento inicial da prole
(Vazzoler, 1996).

A reproducdo artificial em peixes iniciou-se em 1934, pelo pesquisador
brasileiro Rodolpho von Ihering, que conseguiu éxito na inducdo da desova e
fertilizacdo da curimata Prochilodus scrofa, uma espécie de caréater reofilico, por
meio da aplicacdo de extratos hipofisarios, técnica conhecida como hipofisacéo.
No principio da década de 1980, a Companhia de Desenvolvimento do Vale do
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Séo Francisco, a Codevasf, importou da Hungria um pacote tecnolégico sobre
reproducdo artificial de peixes por meio da hipofisacdo. A partir dai, essa
tecnologia foi difundida com éxito, sendo utilizada nas espécies brasileiras por
diversos 6rgdos governamentais, centros de pesquisas e, principalmente, por

piscicultores.

As técnicas de reproducdo artificial de peixes sdo multiplas, todas com o
objetivo de produzir quantidade abundante de ovos, larvas e alevinos para a
utilizacdo em cultura ou para o repovoamento de lagos e cursos de &gua.
Dependendo da eficiéncia do sistema de reproducdo artificial, o aproveitamento
dos ovos até alevinos pode atingir de 10% a 70% no rendimento; em
contrapartida, a taxa de sobrevivéncia sob condicfes naturais, geralmente, €

inferior a 1% dos ovos produzidos (Woynarovich & Horbath, 1989).

Entre as principais técnicas de inducdo da desova, a hipofisacdo, ou a
utilizacdo do extrato bruto de hipofise de carpa-comum Cyprinos carpio
Linnaeus, 1758 (EBHC), ¢é a técnica mais utilizada com as espécies nativas
brasileiras (Cyrino et al., 2004). Esse procedimento é o mais antigo utilizado
para a inducdo hormonal da desova de peixes (Streit Junior et al., 2002).
Segundo Andrade & Yasui (2003), essa técnica pode ser considerada padréo na
inducdo reprodutiva, pelas facilidades em se obter informagGes pertinentes na
literatura e pela facilidade de execucdo, tornando-se uma pratica bastante
difundida.

Segundo Woynarovich & Horbath (1989), o processo de inducéo
artificial praticado nas estacGes de piscicultura ou entre os piscicultores inicia-se
com a selecdo minuciosa dos reprodutores aptos (FIGURA 2), sendo
observados, nas fémeas, o volume e a flacidez ventral, bem como o tamanho e a

coloragcdo avermelhada da papila urogenital. Nos machos, a sele¢do é feita
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exercendo-se leve pressdo abdominal no sentido cranio-caudal, observando-se a

existéncia da espermiacao.

Comumente, utilizam-se duas injecGes intramusculares na fémea, com
intervalo de 4 a 12 horas, dependendo da espécie (FIGURA 2). A primeira dose,
chamada preparatoria, € para a maturacdo total, e a segunda, dez vezes maior
que a primeira, é para a maturacdo final e liberagdo dos ovocitos. Os machos
recebem apenas uma dose de hormdnio, no momento em que as fémeas recebem
a segunda dose (Woynarovich & Horvath, 1989; Murgas et al., 2003), mas, em
alguns casos, sdo necessarias duas doses. Em pacu Piaractus mesopotamicus,
dourado Salminus brasilienses, piracanjuba Brycon orbignyanus, piapara
Leporinus elongatus e Leporinus obtusindes e curimba Prochilodus lineatus,
doses de 0,5 e 5,0 mg/kg de EBHC foram suficientes para induzir a desova e a

espermiacdo (Murgas et al., 2003).

Romagosa et al. (1990) obtiveram 57,9% e 84,0% de resposta positiva na
inducdo da desova de pacu utilizando gonadotrofina coridénica humana (hCG) e
extrato de hipéfise de salmdo (EHS), respectivamente. Sato et al. (1996a)
observaram uma eficiéncia reprodutiva para Prochilodus marggravii de 70% a
92%. Andrade-Talmelli et al. (2002) obtiveram 81,8% e 27,8% de eficiéncia na
reproducdo induzida de Brycon insignis utilizando EBHC e gonadotrifina
coribnica humana (hCG), respectivamente. Navarro et al. (2007) obtiveram 75%
e 25% de eficiéncia reprodutiva na reproducdo induzida de curimbaté
Prochilodus affinis utilizando diferentes dosagens de extrato bruto de hipofise
de ra-touro (0,5 e 0,7 mg/kg™, respectivamente). Esses resultados demonstram
uma maior eficiéncia dos extratos hipofisarios para a inducdo a desova das

espécies nativas.
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FIGURA 2 Tanque de reprodutores (A); captura dos reprodutores dos tanques

(B); selecédo dos animais aptos para reproducéo (C); avaliacdo das
caracteriscas sexuais (D); aquarios onde os reprodutores sao

mantidos até a reproducéo (E) e aplicacdo hormonal (F).
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Zaniboni Filho & Barbosa (1996) realizaram trabalhos com inimeras
espécies nativas, como dourado Salminus brasiliensis, jal Zungaro jahu,
matrinxd Brycon cephalus, pacu Piaractus mesopotamicus, piapara Leporinus
elongatus, piau Leporinus friderici e tambaqui Colossoma macropomum,
utilizando uma dose prévia de 0,25 mg de EBHC e observaram uma alta
qualidade e quantidade dos gametas, quanto comparados ao tratamento sem dose
prévia. Esse procedimento de dosagem prévia também foi adotado por Dumont-
Neto et al. (1997), utilizando EBHC para machos e fémeas de piracanjuba
Brycon orbignyanus, sendo assim, recomendado para a inducdo da desova dessa

espécie.

3.3 Parametros reprodutivos

Segundo Zaniboni Filho & Weingarther (2007), o sucesso da reproducao
depende de um ajuste temporal que garanta que a desova ocorra no momento
exato, quando as condigdes ambientais se apresentem as mais favoraveis para a
sobrevivéncia dos descendentes. Dessa forma, a sincronia entre 0S processos
fisiologicos de maturacdo gonadal com as condicbes ambientais faz-se

extremamente necessaria.

Algumas espécies nativas brasileiras, quando em condi¢des de cativeiro,
ndo liberam os gametas espontaneamente, sendo necessaria a indugdo hormonal
(Woynarovich & Horvéth, 1989). A desova por extrusdo e a fertilizagdo a seco
possibilitam ampliar o tempo de manejo dos gametas (FIGURA 3), permitindo a
separacdo e quantificacdo da desova nas porcGes a serem estocadas em
incubadoras distintas, além de aumentar a taxa de fertilizacdo (Cyrino et al.,
2004).
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FIGURA 3 Desova por extrusdo (A eB), fertilizacéo a seco (C) e incubacéo dos
ovos utilizando incubadoras do tipo funil (D), realizada na
piscultura da EAI — Cemig.

Os peixes de piracema séo altamente fecundos, até algumas centenas de
milhares de ovdcitos/kg de fémea (Godinho et al., 1997). E importante
reconhecer a fecundidade por lote de desova e por periodo reprodutivo
(Vazzoler, 1996). Por varias razBes, o nimero de ovécitos esperado numa
desova é geralmente menor do que aquele obtido (Sato et al., 1996b, 1997,
2000). Assim, outra variavel, a fertilidade, adquire importancia pratica nas
estacfes de piscicultura. Fertilidade indica o ndmero de ovocitos realmente
desovados por lote ou por periodo reprodutivo (Sato et al., 2003).
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Godinho (2007) relata que para estabelecer um protocolo realistico de
producdo de alevinos, uma série de parametros reprodutivos deve ser avaliada
guanto ao nimero de alevinos que se propde a produzir. O conhecimento desses
parametros torna possivel dimensionar as necessidades do empreendimento em

termos de plantel de reprodutores e da producgdo de alevinos.
Os parametros mais comuns as fémeas de uma determinada espécie s&o:
e Peso da desova;

o fertilidade inicial (FI), que mede a relacdo entre 0 nimero de ovdcitos
extruidos por fémea e fertilidade inicial relativa (FIR) que mede a
relacdo entre o numero de ovdcitos extruidos por grama de fémea. Esses
pardmetros sdo mais Uteis a0 manejo em aquicultura do que os de
fecundidade; para sua determinagdo, sdo utilizados dados obtidos na
pratica da hipofisacdo; eles sdo utilizados na avalia¢do da eficiéncia do
manejo da reprodugdo (manejo de reprodutores, eficiéncia da

hipofisacéo e do processo de extrusao);

o Taxa de fertillizacdo (TF), que determina, em porcentagem, a relacdo
entre 0 nuimero de ovos vidveis por numero total de ovos: esse
pardmetro, obtido com ovos vidveis (ovos embrionados no estadio de
fechamento do blastéporo), é um indicador seguro da qualidade dos

ovécitos, do sémen, do processo de fertilizacdo e da embriogénese;

o Fertilidade final (FF) que determina o nimero de ovos viaveis por fémea
e a fertilidade final relativa (FFR) que mede a relagdo entre 0 nimero de
ovos Vviadveis por grama de fémea: esses pardmetros servem para avaliar
o rendimento da embriogénese; em geral, a fertilidade final é menor do

que a fertilidade inicial.
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Segundo Sato et al. (1996¢), dentro de uma mesma espécie, 0 nimero de
ovécitos aumenta com o peso corporal da fémea. A taxa de fertilizacdo esta

diretamente relacionada aos fatores abiéticos (Koger et al., 1999).

3.4 Pacu - Piaractus mesopotamicus

FIGURA 4 Pacu Piaractus mesopotamicus.

O Piaractus mesopotamincus, popularmente conhecido como pacu e
pacu-caranha (FIGURA 4), pertence a familia Characidae, subfamilia Myleinae
(Britski et al., 1999; Nakatani et al., 2001). Geograficamente, esta distribuido
pela bacia do rio da Prata, formada pelos rios Paraguai, Parana e Uruguai e seus
tributarios (Romagosa et al., 1988; Reis et al., 2003).

Essa familia € a mais numerosa e complexa da Ordem Characiformes,
tanto que possui um grande nimero de subfamilias, que incluem peixes de
diversos tamanhos com diferentes habitos alimentares (Oyakama et al., 2006). O
pacu é uma espécie de peixe de grande porte, podendo atingir 1,0 m de
comprimento e até 20 kg de peso. Tem o corpo robusto e arredondado, e os
dentes truncados e tricUspides (Companhia Energética de Minas Gerais-Cemig,

2000). Possui alimentacdo onivora composta por itens de origem animal e
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vegetal, sendo sementes e restos vegetais, 0s recursos mais consumidos (Ferreira
et al., 2004; Medeiros et al., 2009).

Essa espécie vive em ambientes I8ticos e realiza migracdes reprodutivas
rio acima (Lima & Chabalin, 1981), caracterizando-se por apresentar desova
total e fecundacdo externa (Romagosa et al., 1988). Por ser uma espécie de
piracema, em ambiente confinado, depende da indugdo hormonal para obter

sucesso ha sua reproducédo (Castagnolli & Donaldson, 1981).

Devido ao elevado valor comercial, adaptacdo a alimentacao artificial e
também pela facilidade de obtencéo de larvas por meio de reproducéo induzida
(Furuya, 2001), o P. mesopotamicus tem sido muito utilizado nas pisciculturas,

tanto para cultivo quanto para o repovoamento dos rios.

3.5 Piracanjuba - Brycon orbignyanus

FIGURA 5 Piracanjuba Brycon orbignyanus.

A espécie Brycon orbignyanus, popularmente conhecida como
piracanjuba (FIGURA 5), pertence a Familia Characidae e possui uma
distribuicdo geografica que se estende pela bacia do rio Parana (Agostinho et al.,

1997). As fémeas atingem comprimento total de 80 cm e peso corporal de
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aproximadamente 8 kg e os machos, 70 cm e 4 kg, respectivamente (CEMIG,

2000). A espécie possui habito alimentar onivoro (Castagnolli, 1992).

Na época de reproducdo, realiza migracdes subindo os rios,
apresentando um periodo reprodutivo que se estende de dezembro a janeiro,
sendo a desova sazonal com pico. O didmetro médio dos ovécitos maduros é de
1,55 mm (Vazzoler, 1996). As larvas eclodem 16 horas apds a fecundacéo, a
temperatura de 27,9°C (Nakatani et al., 2001).

A piracanjuba consta no Livro Vermelho das Espécies Ameacadas de
Extingdo da Fauna de Minas Gerais, no qual relata-se a possibilidade de estar
extinta em algumas localidades, principalmente no Alto rio Grande (Machado et
al., 1998). A reducdo da populacdo da espécie em ambiente natural pode estar
relacionada com a construgdo de um grande nimero de barragens hidrelétricas,
que impedem a sua migragdo reprodutiva, e também com o desmatamento ciliar,
que reduz a disponibilidade da sua alimentacdo natural, o que se agrava ainda
mais com a deterioragdo da qualidade da dgua, devido a poluicdo (Paiva, 1982).

3.6 Curimba - Prochilodus lineatus

FIGURA 6 Curimba Prochilodus lineatus.
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A curimba, também conhecida como curimatd, curimbatd ou papa-terra,
é uma das espécies do género Prochilodus que possuem ampla distribuicdo pela
América do Sul (FIGURA 6). No Brasil, estd presente em todas as principais
bacias hidrogréficas, sendo mais comum na bacia do Parana (Reis et al., 2003).
Essa espécie era identificada, na bacia do Alto rio Parana, como Prochilodus
scrofa Steindachner, 1881. Castro & Vari (2003) consideraram essa espécie

sindnimo de Prochilodus lineatus.

E uma espécie de peixe de médio porte, atingindo até 70 cm, sendo
considerada importante para a pesca comercial, artesanal ou de subsisténcia
(Reis et al., 2003). llid6faga, a curimba consome quase exclusivamente finas
particulas do lodo onde estdo contidos sedimentos inorganicos, que é a parcela
mais consideravel da dieta, além de detritos organicos e diatomaceas (Fugi et al.,
1996).

Essa espécie realiza migragdo em massa, rio acima, na época de
reproducdo, de novembro a janeiro, podendo migrar varias centenas de
quildmetros até as areas de desova. O macho reproduz-se aos dois anos de idade,
com 24 cm e a fémea, aos trés anos, com 31 cm de comprimento. Por se tratar
de uma espécie reofilica, ndo se reproduz em ambientes Iénticos e em cativeiro,

devendo-se, para tanto, recorrer a inducdo hormonal (CEMIG, 2000).

Nakatani et al. (2001) descrevem que a primeira maturacdo sexual do
Prochilodus lineatus ocorreu com cerca de 197 mm de comprimento total,
apresentando periodo reprodutivo entre novembro e fevereiro, com desova total,
sazonal com pico. O didmetro médio dos ovdcitos maduros foi de 1,45 mm
(Vazzoler, 1996). As larvas eclodiram 16 horas ap6s a fecundagdo, a

temperatura de 25,9°C.

Os ovos, larvas, alevinos e os adultos sdo importantes alimentos de

muitas espécies de peixes predadores. Numerosas espécies de aves aquaticas
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também se alimentam dessa espécie. Por esse motivo, sdo utilizados nas
pisciculturas em sistemas de consorciacdo com outras espécies (Murgas et al.,
2003).

3.7 Desenvolvimento embrionario de curimba

O periodo embrionario em peixes teledsteos inicia-se apds a unido dos
gametas, via micrdpila, quando ocorre o inicio da divisdo celular. Ap6s a
fertilizacdo o ovo absorve agua e ocorre a formagao do espaco perivitelino, com

a separacdo do cérion da membrana vitelina (Nakatani et al., 2001).

Vérios autores tém estudado o desenvolvimento embrionario de espécies
nativas brasileiras como Prochilodus lineatus (Castellani et al., 1994),
Colossoma macropomum  (Albuquerque & Silva, 1994), Piaractus
mesopotamicus, Pimelodus maculatus (Luz et al., 2001), Brycon cephalus
(Lopes et al., 1995; Romagosa et al., 2001), Brycon insignis (Andrade-Talmelli
et al., 2001) e Brycon orbignyanus (Ganeco, 2003; Landinez et al., 2004).

Para a avalicdo do desenvolvimento embrionario de peixes, varios autores
utilizam diferentes critérios para estabelecer estagios ou fases (Matkovic et al.,
1985; Carter & Wourms, 1991; Castellani et al., 1994; Kimmel, 1995; Ribeiro et
al., 1995; Nakatani et al., 2001). Ribeiro et al. (1995) analisaram a morfologia
externa do ovo e suas caracteristicas microscopicas e dividiram a embriogénese
em quatro fases: pés-fecundagdo, com uma Unica célula; segmentacdo, incluindo
as fases de morula e blastula; morfogénese e organogénese inicial, incluindo as
fases de gastrula inicial, intermediaria e avancada; organogénese média, tardia e
eclosdo, do aparecimento dos primeiros pares de somitos, até a eclosdo das

larvas.
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O processo de estagiamento é uma ferramenta fundamental nos estudos
de desenvolvimento, pois diferentes embribes, mesmo sendo de uma mesma
prole, podem apresentar taxas e tempos de desenvolvimento ligeiramente
diferentes. A diferenca de tempo no desenvolvimento pode estar relacionada
diretamente com a temperatura de incubacdo (Landinez et al., 2004). Essa
assincronia foi observada para embribes de Danio rerio fertilizados
simultaneamente com a mesma temperatura de incubagéo de 28°C (Westerfield,
1983), o que também concorda com as observacdes feitas por Kimmel et al.

(1995) para outros teledsteos.

A espécie Prochilodus lineatus, conhecida como curimba, realiza
migragdes reprodutivas, reproduzindo-se nos leitos dos rios durante a estacdo
das chuvas. O periodo reprodutivo dessa espécie estende-se de novembro a
janeiro, apresentando desova total ou Unica e ndo protecdo a prole. Os ovacitos
liberados sdo livres, de coloracdo acinzentada e a sua fecundacdo é externa
(Romagosa, 1988).

Os ovos produzidos pela curimba sdo translicidos e quando recém-
fecundados apresentam diametro médio de 3,62 mm, o espago perivitelino €
amplo (31,32%), com tamanho médio de 1,13 mm (FIGURA 7). Logo apéds a
fecundacdo e hidratacdo, o espaco perivitelino duplica o seu didmetro. A
embriogénese dessa espécie pode variar de acordo com a temperatura da agua,
permanecendo proximo de 25h20min a 24,8°C (Nakatani et al., 2001).

Pereira et al. (2008) estudaram o desenvolvimento embrionario de
curimba e observaram que a clivagem ocorreu, em média, com 1,33 hora. Esse
periodo abrange as seis primeiras divisdes, gerando embrides com 64 células. O
periodo de blastula abrangeu 3 horas, desde o estagio de 128 células até a
formacédo do anel germinativo no embrido. Os autores observaram as 2,5 horas o

anel produzido pela involugdo das células do epiblasto. Durante a diferenciagédo
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do embrido, foi observada a apari¢do dos primeiros somitos, da vesicula optica e
o desenvolvimento do mesencéfalo. A eclosdo ocorreu, em média, 18 horas apds
a fertilizacdo; entretanto Nakatani et al. (2001) obtiveram a eclosdo dos

embrides, da mesma espécie, apos 25 horas, aproximadamente.

)}

FIGURA 7 Ovos de curimba, com espaco
perivitelino amplo e

transldcido.

3.8 Resfriamento e solucdes crioprotetoras

O resfriamento consiste na manutencdo dos ovos em temperaturas
baixas, acima do ponto de congelamento, o que reduz a atividade metabdlica,
prolongando a sua viabilidade no meio externo. Esse processo tem sido utilizado
como uma estratégia de conservagdo de tempo limitado. Os embrides sdo
submetidos a baixas temperaturas por um periodo de tempo, como forma de
conserva-los durante o transporte em locais remotos, como, por exemplo,
cabeceiras de rios para a incubacdo em laboratério (Ahammad et al., 2003).

Desse modo, verifica-se que o resfriamento € uma alternativa vidvel para a
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conservacao de curto prazo. Entretanto, o sucesso do procedimento é varidvel e

depende da espécie e da utilizacéo de crioprotetores especificos.

Os crioprotetores sdo divididos em duas categorias: (1) intracelulares,
que sdo solutos organicos responsaveis por proteger as organelas das células
durante o resfriamento e o reaquecimento, sendo comumente utilizados o
etilenoglicol, o dimetilsulféxido (DMSQ), o glicerol, o metanol e o etanol; (2)
extracelulares, que sdo as macromoléculas e agUcares, cuja funcdo é reduzir a
formacdo de gelo, facilitar a desidratacdo das células e proteger a membrana
celular, como, por exemplo, a glicose e a sacarose (Niemann, 1991; Denniston et
al., 2000).

As caracteristicas fundamentais para um agente crioprotetor eficiente é o
baixo peso molecular, a sua alta capacidade de atravessar a membrana celular e
uma baixa toxicidade (Kasai, 1996). Em geral, agentes com rapida capacidade
de penetracdo sdo mais eficientes, porque o tempo de exposi¢do ao crioprotetor
antes do resfriamento é mais curto, prevenindo as injurias osméticas (Kasali,
1996).

Os crioprotetores extracelulares permitem a reducdo da concentracdo
dos crioprotetores intracelulares, diminuindo a toxicidade. O metanol, o DMSO,
o glicerol, o etilenoglicol, a sacarose e a glicose sdo as combinacdes
crioprotetoras mais comumente utilizadas. Contudo, todos sdo considerados

moderadamente téxicos (Harvey, 1983; Robertson et al., 1988).

O desempenho de um crioprotetor intracelular pode ser otimizado
guando se associam crioprotetores de acdo extracelular (Denniston et al., 2000).
Segundo Woelders (1997), a sacarose tem o efeito adicional de protecéo celular,
pois este crioprotetor extracelular causa desidratagdo nos embrides, reduzindo a
quantidade de agua no citoplasma da célula, evitando a formacéao de cristais de

gelo intracelulares. Esse fato € evidenciado por Farkas et al. (2001), que deixam

31



clara a necessidade da manutencdo estrutural e funcional da camada

fosfolipidica, quando a estrutura esta sendo exposta a uma nova temperatura.

A sacarose, na concentracdo de 0,1 M, associada com metanol a 2,0 M,
foi sugerida por Ahammad et al. (2002) como um meio de protecdo eficiente
para embrides de carpa comum Cyprino carpio, em estadio de vesicula optica, a
temperaturas entre 4 e —2°C, por 14 dias. Em outro trabalho com embrides da
mesma espécie, Ahammad et al. (2003) detectaram que a concentracdo ideal do
crioprotetor extracelular, no caso a sacarose, deve ser de 0,5 M, quando
associado ao metanol, pois em concentragcbes mais elevadas ocorre ruptura do

vitelo, resultando em mortalidade.

O efeito tdxico dos crioprotetores pode ser verificado em uma série de
estudos realizados com embrides de diferentes espécies de peixes, muito embora
alguns crioprotetores sejam mais toxicos do que outros. Para embriGes de
Sciaenops ocellatus, Robertson et al. (1988) testaram glicerol, DMSO,
etilenoglicol, metanol, sacarose e sal marinho e observaram que o metanol e o
DMSO apresentaram menor efeito toxico para a espécie do que 0s outros
crioprotetores. Por outro lado, para embrides de Scophthalmus maximus, o
DMSO apresentou menor toxidade que o metanol e o etilenoglicol no estudo
realizado por Cabrita et al. (2003).

Em embrides de Brachydanio rerio, Zhang & Rawson (1995)
observaram que a 0°C, o metanol a 1,0 M foi mais eficiente em manté-los
viaveis por 18 horas (78% de sobrevivéncia) do que a concentracdo de 2,0 M.
Entretanto, em uma temperatura de —5°C, para 0 mesmo tempo de manutengao,
as concentragdes de 2,0 M e 1,0 M mantiveram 95% e 33,3% de embrides
vidveis, respectivamente. Embrides de Cyprino carpio expostos a solucfes
crioprotetoras de 1,0 M durante uma hora, a temperatura de 4°C, foram mais

susceptiveis a toxidade (Dinnyés et al., 1998).
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A associacdo do etilenoglicol, na concentracdo de 7%, com a sacarose
mostrou ser a melhor combinacéo de crioprotetores para preservacao do vitelo e
camadas germinativas de Piaractus mesopotamicus (Neves, 2008). Os
crioprotetores intracelulares DMSO e etilenoglicol utilizados individualmente ou
associados ndo mostraram a mesma capacidade de proteger o embrido do
resfriamento do que quando utilizados junatamente com metanol. A combinagéo
de 17,1% de sacarose e 9,0% de metanol foi mais eficiente para resfriar

embribes de Rhinelepis aspera a -8°C durante seis horas (Fornari et al., 2008).

3.9 Sensibilidade dos embrides a temperaturas baixas

A alta sensibilidade ao frio é um dos principais fatores que dificultam o
congelamento de embribes de peixes (Stoss & Donaldson, 1983). Diante desse
fato, diferentes autores vém estudando os danos causados aos embrides de
espécies de peixes submetidos a baixas temperaturas (Zhang & Rawson, 1995;
Calvi & Maisse, 1998; Dinnyés et al., 1998; Liu et al., 2001).

A reducdo da temperatura da agua de incubacdo pode ser suficiente para
prolongar o tempo de incubagdo dos embrides de peixes, melhorando a sua
aplicabilidade pratica. Stonecypher Junior et al. (1994) observaram em
diferentes espécies de trutas (Salmo trutta, Oncorhynchus mykiss, Oncorhynchus
clarki) que a redugdo da temperatura de 7°C para 4°C possibilitou dobrar o

tempo de incubacdo dos embrides.

A utilizagdo de solucBes que permitam proteger as células embrionérias
de peixes a baixas temperaturas passa a ser importante para a sua preservacao.
Dinnyés et al. (1998) mostraram que os embribes de C. carpio, expostos
durante uma hora a temperatura de 0°C e 4°C, apresentaram uma maior taxa de
sobrevivéncia, quando submetidos aos crioprotetores glicerol e, em seguida,

metanol e DMSO. Para embrides de B. rerio submetidos a temperatura de 0°C,
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Zhang & Rawson (1995) observaram uma maior resisténcia ao resfriamento

utilizando metanol com sacarose.

Streit Junior et al. (2007) elaboraram um protocolo de resfriamento com
embrides de Piaractus mesopotamicus, expostos por, no minimo, seis horas a -
8°C. Esses embrides apresentaram menor sensibilidade ao frio quando
submetidos a 9% de metanol e 17,1% de sacarose na solugdo crioprotetora,

apresentando taxas de eclosao de larvas de 69,2%.

As injdrias causadas nos embrides de peixes devido as baixas
temperaturas sdo, de acordo com Morris & Watson (1984): (a) as decorrentes
diretamente do resfriamento ou pelo choque frio, em consequéncia do rapido
resfriamento; (b) e as injlrias causadas indiretamente e independentemente da
taxa de resfriamento e que vao se manifestar apds periodos extensos em baixas
temperaturas. Em D. rerio, Liu et al. (2001) puderam constatar esses tipos de
fendmenos e observaram que, em estadios de desenvolvimento de 64 células, as
injarias nos blastdmeros ocorreram em decorréncia do tempo de exposicdo a
baixa temperatura. Ja no estadio de 50% de blastula até o aparecimento de trés
somitos, essas injurias ocorreram devido & combinacdo dos fatores do rapido

resfriamento e ao tempo de exposicdo a baixa temperatura.

O estagio de desenvolvimento embrionario dependente da sensibilidade ao
frio tem sido reportado para muitas espécies de embriGes, incluindo
Oncorhynchus mykiss (Maddock, 1974; Haga, 1982), Pimephales promelas
(Begovac & Wallace, 1986), Cyprino carpio (Jaoul & Roubaud, 1982; Roubaud
et al., 1985; Magnus & Lubzens, 1995), Danio rerio (Zhang & Rawson, 1995;
Hagedorn et al., 1997) e Carassius auratus auratus (Liu et al., 1993).

34



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Desempenho reprodutivo das espécies de peixes nativas mantidas em

cativerio

O trabalho foi realizado na piscicultura da Estacdo Ambiental de
Itutinga, da Companhia Energética de Minas Gerais (EAI-Cemig), no municipio
de Itutinga, Minas Gerais. Os dados foram coletados em sete periodos
reprodutivos consecutivos, entre 2001 a 2008, nos meses de novembro,

dezembro, janeiro e fevereiro.

Os reprodutores foram mantidos na EAI-Cemig em oito viveiros de
terra, com aproximadamente, 320 m?. Os peixes foram alimentados ad libitum,
em trés arragoamentos diarios, com racdo comercial extrusada de 8,0 mm de
diametro com 28% de proteina bruta, entre os meses de marco a agosto e com
racdo de 32%, entre os meses de setembro a fevereiro. Nas TABELAS 1 e 2,
estdo apresentados o0s periodos reprodutivos, a quantidade e o peso
(médiaxdesvio-padrao) da fémeas utilizadas e a temperatua da dgua dos aquarios

onde foram mantidas durante a realizacdo do estudo.

A selecdo dos reprodutores foi baseada nos sinais externos que
acompanham a maturacdo gonadal, de acordo com as caracteristicas
reprodutivas citadas por Woynarovich & Horvath (1989). A partir de novembro
de cada ano, semanalmente, com auxilio de redes de arrasto, foram selecionados
0s reprodutores nos tanques escavados. Os animais selecionados foram pesados
e mantidos separados por sexo em aquérios de alvenaria com capacidade de
2.000 litros, com temperatura controlada e renovagdo continua de agua, em uma

densidade de seis animais por aquario.
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TABELA 1 Quantidade de fémeas (Qt.), valores de média e desvio-padrdo do

peso das fémeas em gramas (Grs.) e da temperatura da agua (T °C)

dos aquarios da piscicultura da EAI — Cemig, nos periodos

reprodutivos estudados.

Periodo Curimba Pacu Piracanjuba
T°C
Reprodutivo  Qt. Grs. Qt. Grs. Qt. Grs.
2001/2002 43  1753,5#552,6 30 3403,3+£502,7 14 1814,3x311,0 27,8%0,7
2002/2003 35 1882,9+630,8 26 3053,8+1111,8 5 1860,0£456,1 27,5+0,4
2003/2004 35 1745745452 9 3066,7+380,8 4 1400,0+81,6  27,4+0,5
2004/2005 41 2036,6+619,2 16 2493,8+482,3 19 1500,0+129,1 27,8+0,4
2005/2006 65 1755,4+607,8 9 3066,7+380,8 14 1450,0£217,5 27,4%0,7
2006/2007 47 1829,8+838,7 13 3053,8+£672,8 6  1683,3+204,1 27,7+0,6
2007/2008 73 1516,4+7748 15 2893,3+882,7 12 1658,3+331,5 27,4+0,7

TABELA 2 Quantidade de fémeas (Qt.), valores de média e desvio-padrdo do

peso das fémeas em gramas (Grs.) e da temperatura da agua (T °C)

dos aquérios da piscicultura da EAI — Cemig, nos meses estudados.

Periodo Curimba Pacu Piracanjuba
T°C
Reprodutivo  Qt. Grs. Qt. Grs. Qt. Grs.
Novembro 59 2078+587,2 39 3156,0 £ 913,5 9  1656,0+444,7 27,0+0,6
Dezembro 116  1763,0+711,1 33 3300,0 +815,0 40  1653,0+304,6  28,0+0,7
Janeiro 147  1640,0£670,2 44 2752,0 £570,3 21 1543,0+166,0 28,0+0,5
Fevereiro 17  167,4+6759 6 2567,0 + 488,5 4 1425,0£170,7 27,5+0,3
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A inducdo hormonal foi realizada pelo método de hipofisacdo (lhering,
1937), utilizando extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), em duas doses para
as fémeas, sendo uma dose preparatoria, para a maturacdo total, e uma dose
final, para liberacdo dos gametas., por meio de inje¢Oes intramusculares (0,5 e
50 mg.kg™ de peso corporal), com intervalo entre as doses de 12 horas
(TABELA 3). Os machos receberam dose unica de EBHC, no momento da
segunda aplicacdo nas fémeas (0,5 mg.kg™ de peso corporal). Para pacu e
piracanjuba, uma dose prévia (0,25 mg.kg™ de peso corporal) foi aplicada nos
reprodutores, com objetivo de aumentar a eficiéncia reprodutiva, 24 horas antes
da dose preparatoria. O EBHC foi preparado segundo metodologia da EAI-
Cemig, descrita por Silva (2000).

TABELA 3 Concentracdo, em miligramas por quilograma de fémea (mg.kg™),
e intervalos entre as doses, em horas (h), de extrato bruto de
hipéfise de carpa (EBHC) utilizada na inducdo hormonal de

curimba, pacu e piracanjuba.

Dose Prévia Intervalo Dose Preparatéria Intervalo Dose Final

Fémeas 0,25 mg.kg™ 24h 0,5 mg.kg™ 12h 5,0 mg.kg™

Machos 0,25 mg.kg™ 24h - 12h 0,5 mg.kg™

Para a extrusdo dos ovocitos e a coleta de sémen, os animais foram
retirados do aquario, envolvidos em toalhas Umidas e apoiados sobre a mesa de
manipulacdo. Em seguida, a papila urogenital e a nadadeira anal foram secas

com toalhas de papel, evitando o contato dos gametas com a agua.

Vérios fatores podem influenciar na reproducdo em cativeiro das

espécies nativas, entre eles destacam-se os fatores ambientais, 0 manejo dos
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reprodutores e principalmente o tipo de substéncia utilizada na inducdo da
reproducdo. Para avaliar a influéncia desses fatores na reproducdo em cativeiro
de curimba, foi determinda a eficiéncia reprodutiva pela relagdo entre o nimero

de fémeas selecionadas e 0 nimero de fémeas que efetivamente desovaram.

A fertilizacdo foi feita pelo método a “seco”. O tempo da extrucéo foi
estimado pelo célculo da diferenca entre a hora da segunda aplicacdo do EBHC
e a hora exata da desova de cada fémea. Todas as desovas foram pesadas,

obtendo, assim, o peso dos ovocitos extruidos em gramas.

A incubacdo dos ovos foi feita em incubadoras de 200 litros, em forma
de funil, com circulagdo constante de agua e temperatura controlada. A taxa de
fertilizacdo foi mensurada, aproximadamente, oito horas ap6s a fertilizagdo dos
gametas, logo apo6s o estadio de fechamento do blastéporo, por meio da relagéo
entre o ndmero de ovos bons de uma amostra e o total de ovos contados,

multiplicado por cem.
TX =0B/TO * 100 onde:
TX: Taxa de Fertilizacao;
OB: Ovos hons;
TO: Total de ovos contados na amostra.

A fertilidade inicial corresponde ao nimero total de ovos extruidos,
levando em consideracdo que a curimba, 0 pacu e a piracanjuba possuem
aproximadamente 1.300, 1.400 e 1.300 ovos por grama de desova,

respectivamente (Murgas et al., 2003).
FI = PD x (1.300 ou 1.400) onde:
FI: Fertilidade Inicial;

PD: Peso da desova.
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A fertilidade inicial relativa foi determinada pela relagdo entre o niimero
de ovocitos extruidos por grama de fémea. A formula que expressa essa relagédo
é:

FIR = FI/PC onde:
FIR: Fetilidade Inicial Relativa;
FI1: Fertilidade Inicial;

PC: Peso corporal da fémea em gramas.

A fertilidade final corresponde a estimativa de larvas produzidas, e foi
determinada pelo nimero de ovoécitos extruidos a taxa de fertilizagdo, o que

corresponde ao numero de ovdcitos fertilizados.
FF = FI * TX onde:
FF: Fertilidade Final ou larvas produzidas;
FI: Fertilidade Inicial;
TX: Taxa de Fertilizacéo.

A fertilidade final relativa foi determinada pela relacdo entre nimero de

ovdcitos fertilizados por grama de fémeas, pela formula:
FFR = FF / PC onde:

FFR: Fertilidade Final Relativa;

FF: Fertilidade Final;

PC: Peso corporal da fémea em gramas.

Os dados de pluviosidade foram obtidos do Instituto Nacional de

Meteorologia (INMET), através do endereco www.inmet.com.br.
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As varidveis foram submetidas a uma andlise de variancia utilizando o
procedimento ANOVA para Modelos Lineares Generalizados, aplicando-se
Tukey (p<0,05) para os periodos reprodutivos e meses de estudo. Para
comparacgdo entre as variavies e a pluviosidade, foi utilizada a andlise de
regressdo. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico
Minitab™ (Campos, 2003).

4.2 Resfriamento de embrides de curimba

Os experimentos foram conduzidos na Piscicultura da Estacdo
Ambiental de Itutinga, da Companhia Energética de Minas Gerais (EAI-Cemig),
no municipio de Itutinga, Minas Gerais, nas piracemas de 2008/2009 e

2009/2010, durante os meses de hovembro, dezembro e janeiro.

Foram selecionados cinco casais de curimba Prochilodus lineatus do
plantel de reprodutores da estacdo ambiental. Os reprodutores foram
selecionados para o experimento de acordo com as caracteristicas reprodutivas
citadas por Woynarovich & Horvath (1989). Os machos, aptos a reproducao,
liberavam algumas gotas de sémen sob leve massagem abdominal. As fémeas,
aptas para a inducdo hormonal da desova, apresentavam o abddmen
desenvolvido e macio ao toque, papila urogenital proeminente e de coloracdo

rosada ou avermelhada e o orificio genital ligeiramente aberto.

Apbs a selecdo, os reprodutores foram marcados com fios de linha de
cores diferentes, suturado na altura do primeiro raio da nadadeira dorsal.
Durante a marcacdo, os reprodutores foram pesados individualmente para se
calcular a dose de horménio aplicada. Ministrou-se 1,0 mL.kg™ de acetato de
buserelina, dividido em duas doses (25 e 75%), através de aplicacdo

intramuscular, na base da nadadeira dorsal. Em seguida, os reprodutores foram
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acondicionados em aquarios de alvenaria com capacidade para 2000L, com

temperatura controlada (28°C) e renovacdo continua de agua.

A desova ocorreu entre 8 e 9 horas ap6s a segunda aplicacdo hormonal;
os reprodutores foram retirados dos aquarios, envolvidos em toalhas Umidas e
apoiados sobre uma mesa de manipulacdo. Em seguida, a papila urogenital e a
nadadeira anal foram enxugadas com toalhas de papel, evitando o contato dos
gametas com a &gua. Os gametas foram extruidos por meio de massagens

manuais na parede celomatica, no sentido cranio-caudal.

A desova de cada fémea foi realizada em recipiente plastico previamente
limpo e seco. O sémen de cada macho de curimba foi utilizado para a
fertilizacdo de cada fémea, formando, assim, diferentes casais. A seguir,
adicionou-se agua e foi realizada a mistura dos gametas através de leve agitagao,
promovendo trocas de agua consecutivas para a melhor ativacdo dos gametas e
posterior fertilizacdo. Posteriormente a fertilizacdo, os ovos foram colocados em
incubadoras do tipo conicas, de 200 litros (FIGURA 8), com fluxo de agua

continuo e temperatura controlada (27°C).
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FIGURA 8 Incubadora do tipo funil, com
capacidade de 200 litros,
utilizada para o desenvolvimento

embrionério.

Quando 80% dos ovos apresentavam-se em estagio de fechamento do
blastéporo, com 90% de epibolia (aproximadamente 9 horas de incubacéo),
observados em estereomicroscopico, colheu-se uma amostra de ovos viaveis das
incubadoras, sendo descartados os ovos gorados (FIGURA 9). Ap6s a drenagem
do excesso de agua com uma peneira, os ovos foram mergulhados nos diferentes

tratamentos.

FIGURA 9 Embrido de curimba em 90% de epibolia (A) e detalhe

de ovos gorados e ovos bons (B).
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Nesse mesmo momento, verificou-se a taxa de fertilizacdo inicial, em
que foram contadas amostras dos ovos das incubadoras e foi considerada

segundo a férmula:

Taxa de fertilizacdo = [n°de ovos viaveis / (n°de ovos viaveis + n°de ovos

inviaveis)] x 100.

As solucgbes testadas formam o metanol e 0 DMSO, nas concentragdes
de 5; 7,5; 10 e 12,5% e a adicdo de um crioprotetor extracelular, a sacarose
0,5M. As solucGes foram previamente preparadas para que houvesse a
estabilizacdo da solucdo. Também foram testadas e consideradas, como
tratamentos-controle, solugdo contendo sacarose 0,5M e outra apenas com agua.
Foram testados quatro tempos de resfriamento, sendo 2, 4, 6 e 8 horas de
permanéncia no refrigerador, considerando uma temperatura de 4°C, em um total
de 40 tratamentos (FIGURA 10).
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FIGURA 10 Esquema dos tratamentos testanos no processo de resfriamento de

embrides de curimba, sendo cinco repeticbes para cada

tratamento.
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Com uma pequena peneira plastica, colheram-se em média 100
embrides, que foram colocados em copos plasticos com 20 ml das solucdes
crioprotetoras testadas. Os copos plasticos contendo os embrides foram levados
ao refrigerador. Apo6s os tempos determinados de resfriamento, os embrides de
cada tratamento foram retirados, drenando a solucdo crioprotetora e
imediatamente, levados as incubadoras experimentais para completar o seu

desenvolvimento, até ocorrer a ecloséo (FIGURA 11).

FIGURA 11 Copos platicos contendo os embrides durante o resfriamento

(A). Incubadoras experimentais de cano de PVC teladas no
fundo (A e B), com capacidade de aproximadamente um litro
(Maria, 2005; Miliorini, 2006).

A partir da eclosdo dos ovos, estabeleceu-se um periodo de duas horas
para avaliacdo dos embrides e das larvas. A avaliacdo consistiu em definir o
nimero de ovos gorados e a qualidade das larvas que eclodiram viaveis.
Consideraram-se larvas viaveis aquelas que apresentavam movimentacgao regular
apoés a eclosdo e os ovos gorados foram aqueles em que os embribes ndo
evoluiram a larvas (FIGURA 12).

A taxa de eclosdo também foi mesurada, contando-se 0 nimero de ovos
gorados e o total de larvas que eclodiram, sendo considerada segundo a férmula:
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Taxa de eclosdo = [n°de larvas / (n°de larvas + n°de ovos gorados)] x 100

FIGURA 12 Lavras de curimba vidveis e ovos gorados,

respectivamente.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, em um fatorial
de 2x4x4, sendo dois crioprotetores intracelulares: metanol e DMSO em quatro
concentragbes (5; 7,5; 10 e 12,5%), com inclusdo de sacarose 0,5M como
criprotetor extracelular, expostos em quatro tempos de resfriamento (2, 4, 6 e 8
horas). Dois tratamentos-controle 2x4 foram avaliados, um contendo sacarose
0,5M e outro utilizando apenas agua. Ao todo foram testados 40 tratamentos, em
5 repeticOes e cada tratamento foi conduzido, independentemente um do outro,

considerando o casal como unidade experimental.

As variaveis foram submetidas a uma analise de varidncia pelo
procedimento ANOVA para Modelos Lineares Generalizados, aplicando-se
Tukey (p<0,05) para as solucdes crioprotetoras, concentracdes e temperaturas de
exposicao. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico
Minitab 13.

45



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desempenho reprodutivo de espécies de peixes nativas
5.1.1 Curimba

A eficiéncia reprodutiva é expressa pela diferenca entre as fémeas
selecionadas e as que desovaram. Neste estudo, a eficiéncia da inducédo
hormonal de curimba nos sete periodos reprodutivos estudados variou entre 76 a
97% (FIGURA 1). Esse resultado foi semelhante ao encontrado para
Prochilodus marggravii 70 a 92% (Sato et al., 1996¢), Prochilodus costatus
76% e Prochilodus argenteus 77,9% (Sato et al., 2003), utilizando o mesmo
indutor hormonal. O fato de apresentar uma alta eficiéncia reprodutiva indica
que a reproducdo de curimba em cativeiro pode ser realizada com sucesso,
juntamente com o método utilizado para a selecdo dos reprodutores (Sato et al.,
2000, 2003; Sampaio & Sato, 2009).

Nos periodos reprodutivos de 2005/2006 e 2006/2007, foram observadas
porcentagens abaixo da média para eficiéncia reprodutiva de curimba, além das
maiores variacfes nos dados estudados (FIGURA 13). As espécies de peixes que
se reproduzem durante o periodo de piracema, quando ndo encontram condicdes
adequadas para completar o ciclo reprodutivo, entram em um processo de
regressdo dos gametas. Esse fato é verificado neste estudo, em que o més de
fevereiro apresentou a menor eficiéncia reprodutiva (p<0,05), em comparagdo

com os demais meses de estudo (FIGURA 13).
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FIGURA 13 Boxplot da eficiéncia reprodutiva de curimba nos sete
periodos reprodutivos (A) e nos meses de estudo (B).
Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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O ciclo reprodutivo dos peixes teledsteos apresenta uma estreita relacdo
com as variacdes de temperatura e com o regime de chuvas (Barbieri et al.,
2000; Godinho, 2007). Porém, essa relacdo nao foi observada neste trabalho, a
comparacdo entre a média de pluviosidade (INMET), durante o estudo, e a
eficiéncia reprodutiva ndo foi significativa. Provavelmente, a menor eficiéncia
reprodutiva pode estar relacionada a qualidade dos reprodutores selecionados,
uma vez que ndo ha um controle da utilizacdo dos reprodutores na piscicultura
de EAI- Cemig.

Assim como para a eficiéncia reprodutiva, o tempo da desova nédo
apresentou relacdo significativa com a média de pluviosidade (INMET).
Observou-se que nos periodos reprodutivos avaliados, o tempo de extrusdo das
fémeas variou de 7:36+1:17 a 8:59+2:16 horas, e segundo Sato et al. (2003),
esse intervalo encontra-se dentro da faixa de tempo de desova para Prochilodus
sp. Pereira et al. (2009) obtiveram um tempo de extrusdo semelhante para a

mesma espécie.

A temperatura da agua em que os reprodutores se encontram pode
influenciar o tempo de extrusdo dos gametas. Sato et al. (2003) salientam que,
estando a agua com tempertura abaixo de 23°C, os peixes ndo respondem
positivamente a inducdo hormonal, mesmo com a aplicacdo de doses extras de
horménio. Melhores resultados foram obtidos a temperaturas mais elevadas
(Sato et al., 1996a,b,c). Esse fato ndo foi observado neste estudo, uma vez que a

temperatura encontrava-se, em média, entre 27° e 28°C.

Ha uma relagdo entre o peso corporal das fémeas e 0 peso da desova,
pois 0s dois ovarios maduros podem representar em torno de 27% do peso
corporal (Godoy, 1975). Sato et al. (1996¢) também encontram essa relacdo para
Prochilodus affinis, sendo essa linear e positiva. Na FIGURA 14 verifica-se a

relacdo significativa entre 0 peso da desova e o peso corporal das fémeas
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estudadas, confirmando a influéncia dos reprodutores no sucesso da reproducdo

artificial.
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FIGURA 14 Regressdo entre o peso corporal das fémeas e o

peso da desova (p<0,05).

O maior peso da desova foi observado no periodo reprodutivo
2004/2005, seguido pelo periodo reprodutivo 2003/2004 (FIGURA 15).
Observou-se que a curimba ndo apresentou padrédo reprodutivo durante o periodo
de estudo. O peso da desova foi significativamente menor no més de fevereiro
(p<0,05), assim como para a eficiéncia reprodutiva, demonstrando que esse nao

0 més mais favoravel para o manejo reprodutivo da espécie.
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FIGURA 15 Boxplot dos valores de peso da desova em gramas
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(A) e meses estudados (B). Letras diferentes diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,5).
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A fertilidade inicial corresponde ao nimero de ovdcitos liberados pela
fémea a extrusdo. Na FIGURA 16 estdo apresentados os resultados de
fertilidade inicial. No periodo reprodutivo 2004/2005, verifica-se 0s maiores
valores para esse parametro avaliado, seguido do periodo de 2003/2004. Com
relacdo aos meses de estudo, no més de fevereiro foram observados os menores

valores de fertilidade inicial, acompanhando os resultados de peso da desova.

Neste estudo, a fertilidade inicial para Prochilodus lineatus foi de
260.020+£112.031 a 418.822+191.928. No passo que Sato et al. (2003) obtiveram
valores de fertilidade inicial de 2.364.000+1.637.000 e de 3.295.000+1.414.000.
As espécies consideradas migradoras, ovos livres e que ndo apresentam cuidado
parental apresentam valores maiores de fertilidade inicial, sendo caracteristica

das espécies do género Prochilodus.

A fecundidade relativa, calculada em relagdo ao peso corporal, € um
valor indicativo da capacidade reprodutiva individual de peixes (Shatunovskiy,
1988). A fertilidade inicial relativa mede a relagdo entre a producéo de ovécitos
e 0 peso das fémeas. Os resultados encontrados neste estudo mostram-se
significativos para a avaliacdo da reproducdo das espécies nativas mantidas em

cativeiro.

Observou-se que a fertilidade inicial relativa apresentou um padrdo de
dois periodos, com valores menores (2001/2002 e 2002/2003), seguidos de dois
periodos com valores maiores (2003/2004 e 2004/2005), repetindo esse padrao
nos préximos trés anos de estudo (FIGURA 17). Os meses de novembro e
fevereiro apresentaram os menores valores para esse parametro. Os resultados de
fertilidade inicial relativa deste estudo foram de 154,9+661,0 a 298,0+95,3 para
Prochilodus lineatus, ao passo que para Prochilodus costatus e Prochilodus
argenteus foi de 264+39 e 200£30, respectivamente (Sato et al., 2003).
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16 Boxplot da fertilidade inicial de curimba durante dos
periodos reprodutivos (A) e meses (B) de estudo.
Letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,5).
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FIGURA 17 Boxplot da fertilidade inicial relativa (FIR) de curimba
durante os periodos reprodutvos (A) e meses de
estudo. Letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,5).
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A taxa de fertilizacdo é um indicador seguro da qualidade dos ovdcitos,
do sémen, do processo de fertilizacdo e da embriogénese, além de estar
diretamente relacionada aos fatores abidticos (Koger et al., 1999). Na FIGURA
18 estd representada a relacdo entre a pluviosidade (INMET) e a taxa de

fertilizacdo, sendo esta linear e positiva (p<0,05).

Neste estudo observa-se as maiores taxas de fertilizacdo de curimba no
periodo reprodutivo de 2007/2008, ou seja, 66,9+32,2%. Sato et al. (2003)
obtiveram 71,0 e 68,8% de taxa de fertilizagdo para Prochilodus costatus e
Prochilos argenteus, respectivamente. N&o foi observada diferenga significativa
entre 0s meses de estudo. Esses resultados demonstram que, durante o periodo
de estudo, a espécie encontrou condicBes favoraveis para sua reproducéo,

indicando uma boa adaptacdo as condi¢des de cultivo em cativeiro.
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FIGURA 18 Regressao entre a pluviosidade e a taxa de

fertilizacdo de curimba.
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FIGURA 19 Boxplot da taxa de fertilizacdo de curimba durante

0s periodos reprodutvos (A) e meses de estudo.

Letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,5).
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A fertilidade final corresponde ao numero de ovos fertilizados e,
consequentemente, ao nimero de larvas produzidas no processo de reproducao
artificial de peixes. Esse pardmetro estd diretamente relacionado a taxa de
fertilizacdo dos ovos. Neste estudo, os periodos de 2004/2005 e 2007/2008
apresentaram os maiores valores para fertilidade final. N&o foi observada

diferenca significativa entre os meses de estudo (FIGURA 20).

Sato et al. (2003) obtiveram  1.717.000+£1.292.000 e
2.401.000£1.031.000 de fertilidade final para Prochilodus costatus e
Prochilodus argenteus, respectivamente. Para Prochilodus lineatus, os
resultados de fertilidade final, neste estudo, foram de 78.084,7+£96.625,4 a
180.195,4+122.432,1.

Quando se avaliou a fertilidade final relativa, observou-se que o periodo
reprodutivo de 2007/2008 apresentou os maiores valores desse pardmetro, ou
seja, 146,8+142,1. A fertilidade final relativa avalia a relagdo entre o niimero de
larvas produzidas em relacdo ao peso corporal das fémeas. Assim como para
fertilidade final, ndo houve diferenca significativa para a fertilidade final
relativa (FIGURA 21). Para Prochilodus costatus e Prochilodus argenteus,
foram obtidos valores de 191+32 e 146+28, respectivamente (Sato et al., 2003).

Esse resultado demostra um possivel aprimoramento no manejo
reprodutivo da espécie em cativeiro, promovendo, assim, 0 aumento da
producdo de larvas de curimba. O estudo dos padrfes reprodutivos dos peixes
conduz a uma melhor compreensdo acerca da utilizacdo dos recursos e das
necessidades ambientais das espécies, fundamentais para a sua manutengdo e

sobrevivéncia.
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FIGURA 20 Boxplot da fertilidade final (FF) de curimba durante os
periodos reprodutivos (A) e meses de estudo. Letras
diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,5).
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FIGURA 21 Boxplot da fertilidade final relativa (FFR) de curimba
durante os periodos reprodutivos (A) e meses de
estudo. Letras diferentes diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,5).

58



5.1.2 Pacu

Nos periodos reprodutivos de 2003/2004, 2006/2007 e 2007/2008, foram
observadas porcentagens abaixo da média para eficiéncia reprodutiva de pacu
(FIGURA 22), assim como observado para curimba, o més de fevereiro
apresentou a menor eficiéncia reprodutiva, em comparacdo com 0s demais
meses de estudo (FIGURA 22). A eficiéncia reprodutiva de pacu observada foi,
em média, de 84,6%. Romagosa et al. (1990) obtiveram resultado semelhante:

84,0% de resposta positiva na inducdo da desova da mesma espécie.

A aplicacdo hormonal de uma dose prévia de hormonio antes de iniciar o
tratamento convencional de inducdo hormonal possibilita maior producédo
qualitativa e quantitativa de gametas (Zaniboni Filho & Barbosa, 1996). Essa
capacidade de estimular o desenvolvimento gonadal pode auxiliar a reduzir as
diferencas individuais do estadio de maturacdo gonadal no momento da sele¢éo,
possibilitando uma maior homogeneidade nos reprodutores. Uma avaliacdo do
efeito da dose prévia sobre o tratamento convencional em tanbaqui Colossoma
macropomum revelou que a essa pratica possibilitou um incremento superior a
80% sobre o nimero de larvas produzidas. Essa metodologia foi utilizada neste
estudo, resultando em uma alta eficiéncia reprodutiva de pacu mantidos em

cativeiro.

Em cativeiro, supressdes fisiologicas no processo reprodutivo podem
ocorrer devido as restricdes de fatores ambientais, suprimindo, de alguma forma,
a agdo dos hormdnios indutores da desova, pois, embora haja o desenvolvimento
gonadal, o processo de maturagdo final ndo ocorre, por causa dessas restricdes
(Zoar & Mylonas, 2001). Para pacu, ndo foi observada relagdo significativa entre
a eficiéncia reprodutiva e a pluviosidade (INMET). Provavelmente, eficiéncia

reprodutiva pode estar relacionada a qualidade dos reprodutores selecionados,
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uma vez que ndo ha um controle da utilizacdo dos reprodutores na piscicultura
de EAI- Cemig.
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FIGURA 22 Boxplot da eficiéncia reprodutiva de pacu nos sete periodos
reprodutivos (A) e nos meses de estudo (B). Letras

diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,08).
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E interessante conhecer o momento certo da desova dos peixes em
condicOes de cativeiro, o que permitir um melhor acompanhamento das fases
inciais de desenvolvimento, de modo a aumentar a producdo de alevinos
(Baldisserotto, 2002). A desova em peixes ocorre, em média, 10 a 14 horas
(dependendo da temperatura) depois de completado o processo de inducdo
hormonal (Andrade & Yasyi, 2003).

Segundo Murgas et al. (2003) ,0 tempo de desova para pacu é, em
média, de 9 a 12 horas, a 25°C; e para Romagosa (1991) e Bernardino & Lima
(1999), é de 10 horas, ap6s a Utima aplicacdo hormonal. Resultados semelhates
foram observados neste estudo, que também variou em média de 9 a 12 horas. A
FIGURA 23 apresenta a relacdo positiva entre o tempo de desova e a
pluviosidade (p<0,05); isso demonstra a influéncia dos fatores ambientais sobre

esse parametro, mesmo em condi¢des de cativeiro.
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FIGURA 23 Regressdo significativa entre o tempo de

desova e a pluviosidade para pacu.
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O peso da desova e o peso corporal das fémeas de pacu utilizadas neste
estudo apresentam uma relacéo positiva, demonstrando que quanto maior o peso
da fémea selecionada, maior sera o peso da desova, apds a inducdo hormonal
com extrato bruto de hipdfise de carpa (FIGURA 24). Godoy (1975) confirma
que ha uma relagdo entre o peso corporal das fémeas e 0 peso da desova, pois 0s
ovarios, quando maduros, podem ocupar 1/3 da cavidade celomatica,
influenciando no peso corporal das fémeas durante o periodo reprodutivo.
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FIGURA 24 Regressdo significativa entre o tempo de

desova e a pluviosidade para pacu.
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A média do peso da desova de pacu variou de 374,4+35,1 a
240,1+103,1g para os periodos reprodutivos de estudo. Os resultados
apresentados na FIGURA 25 demonstram um padréo, em que se tem um periodo
(2001/2002) com valores do peso da desova abaixo de 300g, seguido de dois
anos, consecutivos (2002/2003 e 2003/2004), com valores acima de 300g. Esse
padréo foi observado duas vezes durante o periodo de estudo.

O padrao reprodutivo apresentado pelo pacu verificado neste estudo néo
esta relacionado aos pardmetros ambientais, como a pluviosidade,
provavelmente pode estar associado a biologia reprodutiva da propria espécie e a
qualidade do plantel de reprodutores. Quando se comparam 0s meses de estudo,
observa-se que o més de fevereiro apresentou a menor média (196,0+86,7) para
0 peso da desova (FIGURA 25).

A fertilidade inicial corresponde ao nimero total de ovos extruidos,
levando em consideracdo que o pacu possui aproximadamente 1.400 ovos por
grama de desova (Murgas et al., 2003). Assim como para 0 peso da desova, a
fertilidade inicial apresentou o mesmo padrdo, em que se observou o primeiro
ano (2001/2002) com valores abaixo de 420.000 ovos, seguido de dois anos,
consecutivos (2002/2003 e 2003/2004), com valores acima de 470.000 ovos.
Estse padrdo foi observado duas vezes durante o periodo de estudo. O més de
fevereiro apresentou a menor média de producéo de ovos (273.700+121.514,0),

comparando com os meses de novembro, dezembro e janeiro (FIGURA 26).
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FIGURA 25 Boxplot do peso da desova em gramas de pacu nos

periodos reprodutivos (A) e meses de estudo (B).
Letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Neste estudo, a fertiliade inicial de pacu, mantido em cativeiro, variou
entre 336.186,7+144.324,1 a 515.755,6+49.606,0 ovos. Costa & Mateus (2009)
obtiveram médias de 258.099+178.523 a 887.674+601.040, para a mesma
espécie, em ambiente natural. Esses resultados demonstram uma maior variagdo
desse pardmetro para a espécie em ambiente natural. A época mais favoravel do
ano para a reproducdo de peixes é aquela em que o ambiente oferece as
condi¢fes minimas necessérias para o desenvolvimento das fases iniciais e
juvenis, maior disponibilidade de alimentos e prote¢do contra uma variedade de

predadores.

Segundo Costa & Mateus (2009) observaram uma relacéo linear positiva
entre a fecundidade e as varidveis, comprimento, massa corporal e massa
gonadal de pacu. Varios estudos tém identificado uma relagdo positiva entre o
nimero de odcitos e tamanho do peixe (Magalhées et al., 2003; Brickle et al.,
2005; Adite et al., 2006; Mazzoni & Silva, 2006; Moffett et al., 2006; Sato et al.,
2006b; Tarkan, 2006; Martins-Queiroz et al., 2008). A fertilidade inicial estd
diretamente relacionada ao peso da desova; uma vez que o peso da desova
apresenta uma relagdo positiva com o peso corporal da fémea, pode-se afirmar
que a fertilidade inicial também possui essa relacdo. Isso demonstra que os
resultados observados neste estudo sdo semelhantes aos encontrados na literatura

consultada.

A fertilidade inicial relativa mede a relacéo entre a producéo de ovdcitos
e 0 peso corporal das fémeas. Os valores observados para este estudo estdo
apresentados na FIGURA 27, em que a média variou entre 117,4+39,1 a
185,4+63,8. Os periodos reprodutivos de 2001/2002 e 2007/2008 apresentaram
médias inferiores as observadas para os demais periodos. A fertilidade inicial

relativa, calculada em relacdo ao peso corporal, é um valor indicativo da
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capacidade reprodutiva individual de peixes (Shatunovskiy, 1988). Ndo houve

diferenca significativa quanto se comparam os meses de estudo.
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FIGURA 26 Boxplot da fertilidade inicial de pacu nos periodos
reprodutivos (A) e meses de estudo (B). Letras diferentes
diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 27 Boxplot de fertilidade inicial relativa de pacu nos

periodos reprodutivos (A) e meses de estudo (B).
Letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Na FIGURA 28 estdo apresentadas as médias da taxa de fertilizagdo de
pacu mantidos em cativeiro, durante sete periodos reprodutivos consecutivos,
nos meses de novembro, dezembro, janeiro e fevereiro. Taxas de fertilizacdo
superiores a 70% foram observadas nos periodos reprodutivos de 2002/2003 e
2005/2006, resultado semelhante ao encontrado por Sanches et al. (2007) para a
mesma espécie, 70+1%. Segundo Koger et al. (1999), a taxa de fertilizacdo é um
indicador seguro da qualidade dos gametas, do processo de fertilizagdo e da

embriogénese.

Néo foi observada relagdo entre a taxa de fertilizacdo e a pluviosidade
para todo o periodo de estudo. Isso demonstra que a processo de reproducdo de
pacu em cativeiro ndo foi influenciado pelos fatores ambientais, e que as
condicbes em que os reprodutores foram mantidos permitiram que a reproducao
ocorresse com sucesso. A taxa de fertilizacdo observada neste estudo variou
entre 21,28+29,8 a 78,07+30,6%. Esses resutados sdo satisfatérios, quanto se
considerera que em ambiente natural a taxa de sobrevivéncia é inferior a 1% dos

ovos produzidos (Murgas et al., 2003).

Nos periodos reprodutivos de 2001/2002 e 2007/2008, verificam-se as
menores médias para a taxa de fertilizacdo: 30,9+34,7 e 21,2+29,8,
respectivamente. Como ndo foi observada influéncia de fatores ambientais,
observa-se que no periodo reprodutivo de 2001/2002 obteve-se 0 maior tempo
de extrucio dos gametas. E necessério determinar o momento exato da ovulagio
(extrusdo dos ovdcitos) das fémeas, para garantir a obtencdo de gametas de boa
qualidade (Bromage et al., 1994). A retirada dos Ovulos antes ou depois de
determinado tempo da ovulagdo pode comprometer a qualidade das larvas e

proporcionar baixas taxas de fertilizacao (Hirose et al., 1977).
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Para Piaractus mesopotamicus, os resultados de fertilidade final, neste
estudo, foram de 70.867,4+114.604,4 a 405.984,7+186.997,0 larvas. A
fertilidade final corresponde ao ndmero de ovos fertilizados e,
consequentemente, ao nimero de larvas produzidas no processo de reproducao
artificial de peixes. Esse pardmetro estid diretamente relacionado a taxa de
fertilizacdo dos ovos. Esse fato é comprovado neste estudo quanto se verifica
que a menor média observada foi para o periodo reprodutivo de 2007/2008
(FIGURA 29), 70.867,4+114.604,4 larvas, sendo esse o periodo no qual
também foi observada menor média para a taxa de fertilizacdo. Assim como
para os periodos de 2002/2003 e 2005/2006, nos quais foram observadas as
maiores médias para os dois parametros estudados (FIGURA 29). Néo foi

observada diferenca significativa entre 0os meses de estudo.

A fertilidade final relativa avalia a relacdo entre 0 nimero de larvas
produzidas em relacdo ao peso corporal das fémeas. Assim como para
fertilidade final, ndo houve diferenca significativa para a fertilidade final
relativa nos meses de estudo (FIGURA 30). Nos periodos de 2001/2002,
2006/2007 e 2007/2008, observaram-se as menores médias para esse parametro,
ou seja, 45,08+57,6, 56,58+48,1 e 28,9+43,6, respectivamente (FIGURA 30).
Esses resultados também demonstram a relagdo entre esse parametro e a taxa de
fertilizacdo, que também foi significativamente menor nos periodos de
2001/2002 e 2007/2008. Quanto melhor a qualidade dos ovos produzidos maior
sera a taxa de fertilizacdo e consequentemente, maior serd producdo de larvas,

promovendo, assim, 0 sucesso reprodutivo para a espécie de peixe.
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FIGURA 29 Boxplot da fertilidade inicial de pacu nos periodos
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diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,08).
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5.1.3 Piracanjuba

Na FIGURA 31 estdo apresentados os resultados para eficiéncia
reprodutiva de piracanjuba nos periodos reprodutivos e meses de estudo. N&o foi
observada diferenca significativa entre os periodos reprodutivos. A eficiéncia na
inducdo da reproducdo de piracanjuba variou de 50,5% a 87,5%, esses resultados
vao de encontro ao descrito na literatura por diferentes autores, como Zaniboni
Filho & Barbosa (1996) e Dumont-Neto et al. (1997), ao quais obtiveram
resultados positivos na reproducdo de espécies nativas, como dourado Salminus
brasiliensis, jal Zungaro jahu, matrinxd Brycon cephalus, pacu Piaractus
mesopotamicus, piapara Leporinus elongatus, piau Leporinus friderici, tambaqui
Colossoma macropomum e piracanjuba Brycon orbignyanus, utilizando uma

dose prévia de 0,25 mg de extrato bruto de hipofise de carpa.

Andrade-Talmelli et al. (2002) obtiveram 81,8% de eficiéncia na
reproducdo induzida de Brycon insignis, e Sato et al. (2003) observaram 59%
para Brycon orthotaenia. O fato de apresentar uma alta eficiéncia da inducéo
hormonal indica que esse procedimento pode ser considerado satisfatério na
pratica de reproducdo artificial para a espécie de estudo, juntamente com o
método utilizado para a sele¢cdo dos reprodutores (Sato et al., 2000, 2003;
Sampaio & Sato, 2007).

Quando se comparam 0s meses de estudo, foi verificada diferenca entre
0s meses de novembro e dezembro, 0s quais apresentaram as maiores médias
para a eficiéncia reprodutiva de piracanjuba (FIGURA 31). Esse resultado
demonstra que a piracanjuba é uma espécie que apresenta algumas dificuldades
quanto ao seu manjo reprodutivo em cativeiro. Esse fato pode ser comprovado,
uma vez que ndo foi observada, neste estudo, relacdo entre a eficiéncia

reprodutiva e a pluviovidade (INMET).
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FIGURA 31 Boxplot da eficiéncia reprodutiva de piracanjuba nos
sete periodos reprodutivos (A) e nos meses de estudo
(B). Letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Para piracanjuba, neste estudo, 0 tempo necessario para que 0Corresse a
desova foi, em média, de 5 a 11 horas. Segundo Murgas et al. (2003), o tempo
necessario para a desova da mesma espécie foi de 8 horas, e para matrinxa
Brycon cephalus, foi de 6 horas. Para Brycon orthotaenia, o tempo da desova
foi de 6 horas (Sato et al., 2003). N&o foi observada relagao entre a pluviosidade

(INMET) e o tempo da desova de piracanjuba.

De acordo com Saniboni Filho & Weingarther (2007), o sucesso da
reproducdo depende de um ajuste temporal que garanta que a desova ocorra no
momento exato, quando as condi¢cGes ambientais se apresentem as mais
favoraveis para a sobrevivéncia dos descendentes. Dessa forma, a sincronia
entre 0s processos fisiolégicos de maturacdo gonadal com as condicbes

ambientais faz-se extremamente necessarias.

Ao contrario do observado para pacu e curimba, neste estudo, para
piracanjuba, foi verificada relagdo negativa linear entre o peso da desova e a
pluviosidade (FIGURA 32), ou seja, quanto maior a pluviosiade, menor o peso
da desova da piracanjuba. Esse resultado demonstra que o ciclo reprodutivo dos
peixes apresentam uma estreita relagdo com as variaces de temperatura e com
o0 regime de chuvas (Barbieri et al., 2000; Godinho, 2007).
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FIGURA 32 Regressao linear entre a pluviosidade e 0 peso

da desova das fémeas de piracanjuba.

Godoy (1975) relata que ha um relacdo entre o peso corporal da fémea e
0 peso da desova, pois os dois ovarios maduros podem representar em torno de
27% do peso corporal. Neste estudo, assim como para curimba e pacu, para a
piracanjuba também é observada relacdo significativa entre o peso da desova e o
peso corporal das fémeas estudas, confirmando a influéncia a qualidade dos
reprodutores para o sucesso da reproducéo em cativeiro.
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FIGURA 33 Regressdo entre o peso corporal das fémeas e 0

peso da desova de piracanjuba.

Os resultados do peso da desova apresentaram oscilag6es, com dois anos
de valores médios superiores a 1899, nos periodos reprodutivos de 2002/2003 e
2003/2004, seguidos dos periodos de 2004/2005 e 2005/2006, com valores
inferiores a 147g e acompanhados dos periodos de 2006/2007 e 2007/2008,

novamente com valores superiores a 1669 (FIGURA 34).

Comparando os meses de estudo, observa-se que 0os meses de novembro
de dezembro apresentam as maiores médias para 0 peso da desova, ou seja,
186,4+61,9 e 160,0+53,7, respectivamente, ao passo que 0s meses de janeiro e
fevereiro apresentam as menores médias: 127471 e 87,0+50,3, respectivamente
(FIGURA 34).
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FIGURA 34 Boxplot do peso da desova de piracanjuba nos sete
periodos reprodutivos (A) e nos meses de estudo
(B). Letras diferentes diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Assim como para 0 peso da desova, a fertilidade inicial apresentou o
memo padrdo, em que se observaram dois periodos reprodutivos (2002/2003 e
2003/2004), com valores superiores a 247.000 ovos, seguidos de dois periodos
reprodutivos consecutivos (2004/2005 e 2005/2006), com valores inferiores a
190.000 ovos (FIGURA 35). Esse fato é observado nos proximos dois periodos
reprodutivos (2006/2007 e 2007/20008), onde foram observados valores
superiores a 203.000 ovos. A fertilidade inicial corresponde ao nimero de
ovécitos liberados pela fémea no momento da desova. Os meses de novembro e
dezembro apresentaram valores médios superiores aos meses de janeiro e
fevereiro (FIGURA 35).

Sato et al. (2003) obtiveram valores de fertilidade inicial para a matrinxa
Brycon orthotaenia de 2.754.000+616.000 ovos. Neste estudo, a fertilidade
inicial para Brycon orbignyanus foi de 151.826,3+34.578,7 a
268.580,0+£112.153,2 ovos. Os altos valores de fertilidade inicial sdo esperados,
pois as espécies consideradas migradores possuem ovos livres e ndo apresentam

cuidado parental.

Um valor indicativo da capacidade reprodutiva individual de peixes
pode ser calculado pela relagdo entre o peso corporal (Shatunovskiy, 1988). A
fetilidade inicial relativa mede a relagéo entre a producéo de ovdcitos e o peso
corporal de cada fémea. Os valores observados para este estudo estdo
apresentados na FIGURA 36, com média entre 176,1+42,9 a 101,5+22,4. O
periodo reprodutivo de 2003/2004 apresentou a maior média para a fertilidade
inicial relativa para piracanjuba. Para matrinxd, Sato et al. (2003) obtiveram

fertilidade inicial relativa de 105+22.

Entre os meses de estudo, foi observada diferenca significativa apenas
para fertilidade inicial relativa, emque nos meses de novembro e dezembro

foram obtidas as maiores médias para esse parametro (FIGURA 36). Esse é um
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dos parametros Gtil no manejo reprodutivo, pois sdo utilizados para avaliacdo da

eficiéncia deste manejo (Godinho, 2007).
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FIGURA 35 Boxplot de fertilidade inicial de piracanjuba nos sete periodos
reprodutivos (A) e nos meses de estudo (B). Letras diferentes

diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIGURA 36 Boxplot de fertilidade inicial relativa de piracanjuba
nos sete periodos reprodutivos (A) e nos meses de
estudo (B). Letras diferentes diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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A taxa de fertilizacdo é um indicador seguro da qualidade dos ovacitos,
do sémen, do processo de fertilizacdo e da embriogénese (Koger et al., 1999).
Neste estudo, observam-se as maiores médias para taxas de fertilizacdo de
piracanjuba nos periodos reprodutivos de 2002/2003, 2003/2004 e 2007/2008
(FIGURA 37). Belmont (1994) observou taxas de fertilizacdo inferiores a 50%
para essa mesma espécie, enquanto Zaniboni Filho & Barbosa (1996)
verificaram taxas de fertilizacdo de 12,8%. Sato et al. (2003) obtiveram 50%
para matrinxa Brycon orthotaenia. Esses resultados divergem dos encontrados

neste estudo, no qual foram observadas taxas de fertilizacéo de até 76,9%.

Comparando os meses de estudo, ndo foi observada diferenga
significativa da taxa de fertilizacdo (FIGURA 37), assim como ndo foi
observada a relacdo entre a taxa de fertilizacéo e a pluviosidade para os periodos
reprodutivos estudos. Isso demonstra que o manejo repodutivo de piracanjuba
em cativeiro ndo foi incluenciado pelos fatores ambientais, e que 0 manejo
reprodutivo empregado foi suficiente na obtencdo do sucesso reprodutivo para a

espécie.

E necesséario determinar o momento exato da ovulacio (extrusio dos
ovécitos) das fémeas para garantir a obtencdo de gametas de boa qualidade
(Bromage et al., 1994). A retirada dos 6vulos antes ou depois de determinado
tempo da ovulagdo pode comprometer a qualidade das larvas e proporcionar
baixas taxas de fertilizacdo (Hirose et al., 1977). Esse fato ndo para piracanjuba ,
ao contréario do observado para pacu, em que as menores taxas de fertilizacdo
foram observadas nos periodos reprodutivos nos quais foi verificado o maior

tempo de desova para as fémeas.
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FIGURA 37 Boxplot de taxa de fertilizacdo de piracanjuba nos

sete periodos reprodutivos (A) e nos meses de
estudo (B). Letras diferentes diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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Para Brycon orbignyanus, os resultados de fertilidade final, neste
estudo, foram de 188.433+75.200 a 45.242+54.774 larvas. Sato et al. (2003)
obtiverm 1.542.000+457.000 de fertilidade final para matrinxd Brycon
orthotaenia. A fertilidade final corresponde ao nimero de ovos que foram
fertilizados, o que corresponde ao numero estimado de larvas produzidas no
processo de reprodugdo artificial de peixes. Esse parametro esta diretamente
relacionado a taxa de fertilizacdo dos ovos. Esse fato é comprovado neste
estudo quanto se observou que as masiores médias observadas foram para os
periodos reprodutivos de 2002/2003 e 2003/2004 (FIGURA 38),
178.437+116.615 e 188.433+75.200 larvas, respectivamente. Nao foi observada

diferenca significativa entre os meses de estudo (FIGURA 38).

No periodo reprodutivo de 2003/2004, verificaram-se as maiores
médias para a fertilidade final relativa de piracanjuba, 134,9t54,3. Para
matrinxd@ Brycon orthotaenia, a fertilidade final relativa foi de 59+18 (Sato et
al., 2003). A fertilidade final relativa avalia a relagdo entre o nimero de larvas
produzidas em relacdo ao peso corporal das fémeas. Assim como para
fertilidade final, ndo houve diferenga significativa para a fertilidade final
relativa para os meses de estudo (FIGURA 38).

O conhecimento sobre o desempenho reprodutivo das espécies de
peixes nativas de interesse comercial, ao longo do periodo reprodutivo, é
escasso, comprovando a necessidade de reflexdo sobre a obtengdo dessas
informagOes. As interagOes dos aspectos comportamentais influenciados pelo
ambiente, que resulta em respostas fisioldgicas, é uma ferramenta Gtil para o

aperfeicoamento de técnicas usadas nas pisciculturas.
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FIGURA 38 Boxplot da fertilidade final de piracanjuba nos sete

periodos reprodutivos (A) e nos meses de estudo

(B). Letras diferentes diferem entre si pelo teste de

Tukey (p<0,05).
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FIGURA 39 Boxplot da fertilidade final relativa de piracanjuba
nos sete periodos reprodutivos (A) e nos meses de
estudo (B). Letras diferentes diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).
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5.2 Resfriamento de embrides de curimba

Como pode ser observado na FIGURA 40, o0 aumento na concentracdo
do crioprotetor e o tempo de resfriamento promoveu a reducdo da taxa de
ecloséo dos embribes de curimba. Em um tabalho semelhante, a taxa de ecloséo
de Cyprinus carpio foi de até 90% no estudo de Urbanyi et al. (1997), apds os
embrifes dessa espécie serem expostos a uma concentragcdo de 4,05% do
crioprotetor metanol. No presente estudo, a concentracdo de 5% promoveu uma
taxa de eclosdo de 79,85%. Esse resultado foi semelhante ao verificado por
Ahammad et al. (2003) para rohu (Labeu rohita), em que verificaram um taxa de

eclosdo de 74,00% utilizando metanol a 4,8%.

Hubalék et al. (2003) consideram a concentracdo de 10% como ideal
para compor a solucdo de conservacdo. A taxa de eclosdo para a concentracéo de
10%, neste estudo, foi de 79,12%. Entretanto, outros autores observaram valores
inferiores aos encontrados neste estudo. Ahammad et al. (2003) verificaram 48%
de taxa de eclosdo de rohu Labeo rohita, utilizando metanol a 9,6%. Streit
Junior et al. (2007) obtiveram 61,22% e 56,52% para DMSO e metanol,
respectivamente, ambos na concentracdo de 10%, em embrides de pacu

Piaractus mesopotamicus.

As solucBes contendo apenas dgua e sacarose obtiveram taxas de eclosao
menores que 25% (FIGURA 40). Esses resultados observados demonstram a
necessidade de utilizacdo de solugbes criproteras durante o resfriamento de
embrides de curimba, permitindo um aumento significativo das taxas de eclosdo
dos embribes. Fornari et al. (2008) obtiveram 0% de taxa de eclosdo de embrides
de cascudo-preto Rhinelepis  aspera, utilizando apenas agua durante o
resfriamento a -8°C por um periodo de 6 horas. Streit Junior et al. (2007) néo

observaram diferenca significativa entre as solugdes de resfriamento em que o
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metanol e o DSMO foram utilizados em embrifes de pacu, a temperatura de
resfriamento de 5, -2 e -7°C, concluindo em seu trabalho que os embrides de
pacu suportam temperaturas de até -7°C durante quatro horas, sem a presenca de

nehuma solucdo crioprotetora.
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FIGURA 40 Taxa de eclosdo dos embriGes submetidos a diferentes solugdes

crioprotetoras em diferentes tempos de resfriamento a 4°C.

Os crioprotetores sdo essenciais para 0 processo de resfriamento e
congelacdo, mas esses agentes sempre causardo mortalidade de células (Chao &
Liao, 2001). O aumento na concentracdo das solucbes crioprotetoras
potencializou a toxidez, pois a taxa de eclosdo e o percentual de larvas normais

diminuiram. Cabrita et al. (2003) afirmaram que o efeito de cada crioprotetor
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ndo depende somente de suas propriedades quimicas, mas também de uma
espécie especificidade do embrido, tendo mostrado resultados distintos quando

se compara a acdo dos crioprotetores em diferentes espécies.

Observa-se também, neste estudo, que o tempo de resfriamento
promoveu uma reducdo na taxa de eclosdo dos embrides de curimba,
independentemente da concentracdo da solugéo criprotetoras (FIGURA 40). As
solugdes de metanol e DSMO apresentam taxas de eclosdo proximas de 75%
quando mantidos por até 4 horas a 4°C. Aumentando o tempo de resfriamento
para 6 horas, observou-se a reducdo da taxa de eclosdo para pdxima de 50% e,
passando para 8 horas de resfriamento, a taxa de ecloséo alcancga valores abaixo
de 50%. O tempo de exposicdo excessivo a solucdo crioprotetora, de acordo com
Bart & Kyaw (2003), pode potencializar o efeito toxico do agente crioprotetor
sobre o0 embrido. Streit Junior (2005) demonstrou que a temperatura de -7°C o0s
embrides de P.mesopotamicus apresentaram maior sensibilidade ao frio, pois
apenas 40% dos embriGes eclodiram em larvas.

E de modo geral, nas solugbes em que foi utilizado o metanol como
crioprotetor intrecelular, a porcentagem de larvas viaveis foi superior aquelas em
que o criprotetor intracelular foi 0 DMSO. A agdo positiva do metanol como
crioprotetor para embrides de peixes tem sido verificada em outras espécies.
Embries de uma espécie de linguado Paralichthys olivaceus foram submetidos
a diferentes crioprotetores por Zhang et al. (2004), que constataram que 0
metanol foi o segundo crioprotetor menos toxico, comparando-o com DMSO,
glicerol, etileno-glicol e propileno-glicol. Para Wolfe & Bryant (2001), se o
DMSO tem como principal virtude a permeacdo rapida para o interior da
membrana plasmatica, especialmente em baixas temperaturas, como
inconveniente, tem a capacidade de causar alteracfes na membrana, as quais

danificam e inviabilizam as células, tornando especialmente tdxico.
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A eficiéncia do crioprotetor interno estad relacionada com o estreito
equilibrio, baixa toxidez e alta permeabilidade do crioprotetor no embrido. A
utilizacdo do metanol como crioprotetor tem se propagado em funcdo de sua
baixa toxidade e boa permeabilidade na membrana celular (Hagedorn et al.,
1997). Essa eficiéncia do metanol foi observada no estudo de Ahammad et al.
(2003) com embrides de Labeu rohita.

A porcentagem de larvas vidveis apds a eclosdo dos embrides
apresentou uma regressao linear entre a concentracdo da solugdo criprotetora
utilizada no resfriamento de embries de curimba (FIGURA 41). Streit Junior
(2005) também verificou o mesmo resultado, estudando o resfriamento de
embrides de pacu, utilizando diferentes concentracbes de DMSO e glicerol.
Entretanto, na concentragdo de 5% do crioprotetor, observaram-se 48,45% de

larvas vidveis, sendo que Streit Junior (2005) obteve 24,55%.

Levando em consideracdo o tempo de resfriamento dos embriGes,
observou-se uma queda linear na porcentagem de larvas viaveis em relagdo ao
aumento do tempo de resfriamento (FIGURA 41). Assim como para a taxa de
eclosdo, a porcentagem de larvas viaveis, além da acdo da temperatura deve-se
considerar o tempo de contato com o crioprotetor. A exposicdo de embrifes de
peixes & temperaturas proximas de 0°C sempre reduzira a taxa de ecloséo de
larvas, mesmo quando tratados com soluc¢des de protecdo. De um modo geral,
vale ressaltar a afirmacdo de Chao & Liao (2001) quanto a necessidade de
determinacdo do ponto de equilibrio entre a eficiéncia do crioprotetor e a

tolerancia dos embriGes a toxidade dos crioprotetores.
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FIGURA 41 Larvas vidveis apés a eclosdo dos embrifes submetidos a

diferentes solucBes crioprotetoras em diferentes tempos de
resfriamento a 4°C.

Streit Junior (2005) demonstrou que a temperatura de -7°C 0s
embrides de P.mesopotamicus apresentaram maior sensibilidade ao frio, pois
apenas 40% dos embrides eclodiram em larvas. O autor também creditou ao
estresse térmico a eclosdo de um baixo percentual de larvas viaveis (menos de
10 %), mesmo nas temperaturas intermedidrias de 5 e -2°C, em que se
registraram as melhores médias para essa variavel-resposta. Essa sensibilidade
dos embrides de peixes ao frio é observada em inlmeras espécies, como nos
embrides de Cyprinus carpio, em que as temperaturas de 0 e 4°C levaram
Dinnyés et al. (1998) a constarem a sensibilidade ao frio para essa espécie. Os

embrides de zebrafish (Brachydanio rerio) suportam temperaturas de -15°C por
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até 1 hora; porém, 3 horas a essa temperatura tornou-se letal, como registraram
Zhang & Rawson (1995).

Os aclcares tém importante atuacdo como solucao crioprotetora, que é a
manutencdo da pressdo osmotica (Holt, 2000). Propriedades positivas da
sacarose, quando utilizada com outro crioprotetor extracelular, foram destacadas
por Woelders (1997), que considerou como ponto principal a estabilidade da
membrana celular, especialmente no que se refere a deformagdo mecanica
provocada pela saida da agua durante o processo de congelamento e entrada do
crioprotetor intracelular.

Ahammad et al. (1998) concluiram que a adicdo de sacarose a solucdo de
metanol foi essencial para a sobrevivéncia dos embrides de Cirrhinus mirgala.
A utilizacdo de 0,1M de sacarose associada e 3M de metanol possibilitaram
Zhang & Rawson (1995) obterem 27,3% de sobrevivéncia dos embribes de
Brachydanio rerio mantidos durante 6 horas a temperatura de -10°C. O
resultados obtidos por Ahammad et al. (2003), utilizando 3M de metanol
associado a 0,5M de sacarose, aumentou em até 6 % a eclosdo de larvas viaveis
de Cyprinus carpio, apés o resfriamento dos embrides a -2°C. Streit Junior et al.
(2007) encontraram resultados positivos na combinacdo de 9% de metanol e
17,1% de sacarose em um protocolo de resfriamento com embriGes de P.
mesopotamicus, expostos por, no minimo, seis horas a - 8°C. Com base nesses
resultados, foi fixada para este estudo a utilizacao de 0,5M de sacarose em todos
os tratamentos de resfriamento de embrides de curimba, obtendo, assim,

resultados positivos.

Na FIGURA 42 estdo apresentados os resultados para a porcentagem de
ovos gorados, 0s quais sdo embrides que, de alguma forma, ndo completram o
seu desenvolvimento embrionario. A morte dos embrides, quando expostos aos
crioprotetores, de acordo com Kusuda et al. (2002), geralmente esta relacionada

com degeneracdo celular e as proteinas da membrana nuclear, devido a
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desidratacdo e aumento na concentracdo salina, em decorréncia do contato com
o crioprotetor. A toxidez dos crioprotetores para embrifes de peixes € ratificada
pela observacdo de Urbanyi et al. (2000), que consideraram esse um grande

problema no desenvolvimento de técnicas que envolvam baixas temperaturas.
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FIGURA 42 Ovos que ndo se desenvolveram a larvas (ovos gorados) apos a
eclosdo dos embrides submetidos a diferentes solucdes

crioprotetoras em diferentes tempos de resfriamento a 4°C.
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As porcentagens de ovos gorados observados durante o resfriamento de
embrides de curimba demonstram um aumento significativo em relacdo ao
incremento das concentracGes dos crioprotetores e os tempos de resfriamento.
Esse fato também foi verificado nos estudos de resfriamento de embrides de
diferentes espécies de peixes, como Cyprinus carpio (Dinnyés et al., 1998),
Brachydanio rerio (Zang & Rawson, 1995) e Piaractus mesopotamicus (Streit
Junior, 2005).
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6 CONCLUSOES

- As espécies de estudo, curimba, pacu e piracanjuba apresentaram elevado
desempenho reprodutivo, o que significa que essas espécies sdo capazes de se

reproduzirem em condi¢des de cativeiro.

- Para curimba e pacu, o periodo reprodutivo ocorre entre 0s meses de
novembro, dezembro e janeiro, ao passo que para pirancanjuba, ocorre entre 0S
meses de novembro e dezembro. De modo geral, 0 més de fevereiro apresentou
um menor desempenho reprodutivo, para todas as espécies, indicando ndo ser o

més ideal para 0 manejo reprodutivo dessas espécies.

- Os crioprotetores possibilitaram a conservacdo dos embrifes de curimba
Prochilodus lineatus quando submetidos a baixa temperatura, demonstrando ser

essenciais durante o processo de resfriamento de embriGes de peixes.

- Entretanto, deve-se levar em consideracdo a concentracdo do crioprotetor
utilizado e o tempo de resfriamento, pois pode influenciar diretamente na taxa de

eclosdo e principalmente na producéo de larvas viaveis.

- Os embrides de curimba podem ser resfriados utilizando metanol como

crioprotetor interno.
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ANEXO

Anélises estatisticas para os dados da especie curimba (Prochilodus

lineatus)

Regression Analysis: Pluviosidade versus Eficiéncia Reprodutiva

The regression equation is
Pluviosidade = 354 - 1,28 C4

Predictor Coef SE Coef T p
Constant 353,97 97,67 3,62 0,001
c4 -1,278 1,093 -1,17 0,254

S = 111,238 R-Sq = 5,6% R-Sq(adj) = 1,5%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 16907 16907 1,37 0,254
Residual Error 23 284597 12374

Total 24 301504

Unusual Observations

Obs C4 Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid

5 33 150,0 311.,4 62,7 -161,4 -1,76 X
6 41 555,0 301,1 54,6 253,9 2,62RX
9 33 280,0 311,4 62,7 -31,4 -0,34 X
24 100 470,0 226,2 26,4 243,8 2,26R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

One-way ANOVA: Eficiéncia Reprodutiva versus Piracema

Source DF SS MS F P
Piracema 6 3209 535 1.35 0.288
Error 18 7144 397

Total 24 10353
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S =19.92 R-Sq = 30.99% R-Sq(adj) = 7.99%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -—---—--—- S - o o e

1 3 97.10 5.02 (—————— - * )

2 3 95.24 8.25 G — * )

3 3 93.94 10.50 (——-——-—-—-—-———- * )

4 4 97.62 4.76 (G — L )

5 4 76.18 28.67 (-———-—-—---- [ )

6 4 66.83 34.32 (———------ K b}

7 4 88.37 14.94 (G — S —— )
—_—————— Fommmm e o Fom e ——— e +——

60 80 100 120

One-way ANOVA: Eficiéncia Reprodutiva versus MES

Source DF SS MS F P
MES 3 4511 1504 5.41 0.006
Error 21 5841 278

Total 24 10353

S = 16.68 R-Sq = 43.58% R-Sq(adj) = 35.51%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev Fom e —— Fomm———_—— o o
dez 7 96.75 4.14 (----- * )
fev 4 58.33 31.91 (-——----—- BT )
jan 7 84.92 19.74 (----- [ )
nov 7 95.69 7.58 (-—---- L )
Fomm—_—— Fom e —_—— Fom e ——_—— Fom e ——_——
40 60 80 100

Regression Analysis: Pluviosidade versus Peso da desova

The regression equation is
Pluviosidade = 269 - 0.0833 PO

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 268.97 12.77 21.06 0.000
PO -0.08325 0.04824 -1.73 0.085

S = 105.160 R-Sq = 0.9% R-Sq(adj) = 0.6%
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Analysis of Variance

Source DF SS MS F p
Regression 1 32938 32938 2.98 0.085
Residual Error 337 3726745 11059

Total 338 3759683

Unusual Observations

Obs PO Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
51 550 175.00 223.18 16.15 -48.18 -0.46 X
76 106 555.00 260.14 8.51 294 .86 2.81R
77 220 555.00 250.65 5.77 304.35 2.90R
78 64 555.00 263.64 10.11 291.36 2.78R
79 147 555.00 256.73 7.17 298.27 2.84R
80 133 555.00 257.89 7.60 297.11 2.83R
81 72 555.00 262.97 9.79 292.03 2.79R
82 132 555.00 257.98 7.63 297.02 2.83R
83 68 555.00 263.30 9.95 291.70 2.79R
84 78 555.00 262.47 9.56 292.53 2.79R

102 515 220.00 226.09 14.58 -6.09 -0.06 X

195 535 310.00 224.42 15.48 85.58 0.82 X

199 760 310.00 205.69 25.88 104.31 1.02 X

204 600 310.00 219.01 18.43 90.99 0.88 X

209 535 280.00 224.42 15.48 55.58 0.53 X

215 580 280.00 220.68 17.51 59.32 0.57 X

265 274 460.00 246.15 5.99 213.85 2.04R

273 545 460.00 223.59 15.92 236.41 2.27RX

276 284 460.00 245.32 6.15 214.68 2.04R

279 309 460.00 243.24 6.69 216.76 2.07R

294 525 170.00 225.26 15.03 -55.26 -0.53 X

318 161 470.00 255.56 6.78 214 .44 2.04R

319 196 470.00 252.65 6.04 217.35 2.07R

320 257 470.00 247.57 5.79 222.43 2.12R

321 130 470.00 258.14 7.69 211.86 2.02R

322 194 470.00 252.81 6.07 217.19 2.07R

323 423 470.00 233.75 10.64 236.25 2.26R

324 189 470.00 253.23 6.16 216.77 2.06R

325 147 470.00 256.73 7.17 213.27 2.03R

326 180 470.00 253.98 6.34 216.02 2.06R

327 167 470.00 255.06 6.63 214.94 2.05R

328 404 470.00 235.33 9.88 234 .67 2.24R

329 217 470.00 250.90 5.79 219.10 2.09R

330 110 470.00 259.81 8.37 210.19 2.01R

331 220 470.00 250.65 5.77 219.35 2.09R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.
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Regression Analysis: Pluviosidade versus Horas até a desova

The regression equation is
Pluviosidade = 271 - 0.0439 H

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 271.32 25.25 10.74 0.000
H -0.04387 0.04887 -0.90 0.370

S = 105.498 R-Sq = 0.2% R-Sq(adj) = 0.0%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F p
Regression 1 8966 8966 0.81 0.370
Residual Error 337 3750717 11130

Total 338 3759683

Unusual Observations

Obs H Pluviosidade Fit SE Fit Residual
74 830 150.00 234.91 16.97 -84.91
75 850 150.00 234.03 17.89 -84.03
76 405 555.00 253.55 7.47 301.45
77 430 555.00 252.46 6.75 302.54
78 450 555.00 251.58 6.29 303.42
79 465 555.00 250.92 6.03 304.08
80 480 555.00 250.26 5.84 304.74
81 450 555.00 251.58 6.29 303.42
82 470 555.00 250.70 5.95 304.30
83 480 555.00 250.26 5.84 304.74
84 533 555.00 247.94 5.91 307.06

111 848 265.00 234.12 17.80 30.88

112 901 265.00 231.80 20.27 33.20

114 837 265.00 234.60 17.29 30.40

117 773 265.00 237.41 14.38 27.59

118 845 265.00 234.25 17.66 30.75

169 1395 260.00 210.13 43.96 49.87

211 30 280.00 270.00 23.83 10.00

264 505 460.00 249.17 5.73 210.83

266 520 460.00 248.51 5.79 211.49

269 525 460.00 248.29 5.83 211.71

270 505 460.00 249.17 5.73 210.83

276 585 460.00 245.66 6.99 214.34

277 570 460.00 246.32 6.60 213.68

278 605 460.00 244.78 7.59 215.22

298 1410 75.00 209.47 44 .69 -134.47

300 15 75.00 270.66 24.54 -195.66
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-0.82 X
-0.81 X

2.86R
2.87R
2.88R
2.89R
2.89R
2.88R
2.89R
2.89R
2.92R
0.30
0.32
0.29
0.26
0.30
0.52
0.10
2.00R
2.01R
2.01R
2.00R
2.04R
2.03R
2.05R
-1.41 X
-1.91 X

XX X X X X X



318 385 470.00 254.43 8.14 215.57 2_.05R
319 370 470.00 255.09 8.67 214.91 2.04R
320 443 470.00 251.89 6.44 218.11 2.07R
321 460 470.00 251.14 6.11 218.86 2.08R
322 545 470.00 247.41 6.08 222.59 2.11R
323 535 470.00 247.85 5.94 222.15 2.11R
324 505 470.00 249.17 5.73 220.83 2.10R
325 525 470.00 248.29 5.83 221.71 2.10R
326 406 470.00 253.51 7.44 216.49 2.06R
327 435 470.00 252.24 6.63 217.76 2.07R
328 1375 470.00 211.00 42.99 259.00 2_.69RX
329 420 470.00 252.90 7.03 217.10 2.06R
330 487 470.00 249.96 5.78 220.04 2.09R
331 475 470.00 250.48 5.89 219.52 2.08R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

Regression Analysis: Peso das fémeas versus Peso da desova

The regression equation is
C3 = 902 + 3.62 PO

Predictor Coef SE Coef T p
Constant 901.67 65.10 13.85 0.000
PO 3.6248 0.2459 14.74 0.000

S = 535.989 R-Sq = 39.2% R-Sq(adj) = 39.0%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 62437759 62437759 217.34 0.000
Residual Error 337 96814630 287284

Total 338 159252389

Unusual Observations

Obs PO C3 Fit SE Fit Residual St Resid
19 100 100.0 1264.1 445 -1164.1 -2.18R
43 200 2800.0 1626.6 30.5 1173.4 2.19R
51 550 4000.0 2895.3 82.3 1104.7 2.09RX
58 290 3800.0 1952.9 31.9 1847.1 3.45R
81 72 2500.0 1162.7 49.9 1337.3 2.51R
85 315 3300.0 2043.5 34.9 1256.5 2.35R

102 515 3100.0 2768.4 74.3 331.6 0.62 X

129 287 3600.0 1942.0 31.6 1658.0 3.10R
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155 111 2400.0 1304.0 42.5 1096.0 2_05R
160 200 2700.0 1626.6 30.5 1073.4 2.01R
177 182 2700.0 1561.4 32.1 1138.6 2.13R
178 133 2800.0 1383.8 38.7 1416.2 2_.65R
179 141 2500.0 1412.8 37.5 1087.2 2_03R
191 388 3600.0 2308.1 47.2 1291.9 2.42R
195 535 3000.0 2840.9 78.9 159.1 0.30 X
199 760 3100.0 3656.5 131.9 -556.5 -1.07 X
204 600 2800.0 3076.5 93.9 -276.5 -0.52 X
209 535 2700.0 2840.9 78.9 -140.9 -0.27 X
215 580 2400.0 3004.0 89.3 -604.0 -1.14 X
247 220 2900.0 1699.1 29.4 1200.9 2.24R
261 69 2700.0 1151.8 50.5 1548.2 2_.90R
273 545 3500.0 2877.2 81.2 622.8 1.18 X
290 135 2500.0 1391.0 38.4 1109.0 2.07R
294 525 3000.0 2804.7 76.6 195.3 0.37 X
311 363 3600.0 2217.5 42.5 1382.5 2_.59R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

One-way ANOVA: Peso da desoba versus Piracemas

Source DF SS MS F P
Piracema 6 469820 78303 6.07 0.000
Error 332 4282227 12898
Total 338 4752047
S = 113.6 R-Sq = 9.89% R-Sq(adj) = 8.26%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev ------ Fmm e ——— o o
N
200172002 43 213.4 101.6 (——--—-- fof—— )
2002/2003 35 231.4 112.5 (------ [ )
200372004 35 272.7 118.6 (——————- *
2004/2005 41 322.2 147.6 [ G
)
200572006 65 200.0 86.2 (----- Hm e )
2006/2007 47 221.9 119.1 (-—--- Fu— ))
2007/2008 73 230.5 114.3 (-—--*---2)
—————— Ry '
N
200 250 300 350

One-way ANOVA: Peso da desova versus Més

Source DF SS MS F p
Més 3 147518 49173 3.58 0.014
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Error 335 4604529 13745
Total 338 4752047

S = 117.2
Level N
1 59
2 116
3 147
4 17

R-Sq = 3.10%

2
2
2
1

Mean StDev

Individual
Pooled StDev

41.2 103.8
56.3 110.7
28.3 130.7

63.4 68.3 (

R-Sq(adj) = 2.24%

95% Cls For Mean Based on
————————— ey
(----=*--=--)
(-==*--)
-=-*--)
___________ LT |
————————— RNy 0 S
150 200 250 300

One-way ANOVA: Fl versus Piracema

Source
Piracema
Error 3
Total 3

S = 148315

on

Level

—_———t—

2001/2002
2002/2003
2003/2004
2004/2005
2005/2006
2006/2007
2007/2008

———t—

490000

One-way ANOVA: Fl versus Més

Source DF

Més 3
Error 335
Total 338
S = 152934

DF

6
32
38

N

43
35
35
41
65
47
73

7.65779E+11
7.30312E+12

SS

8.06890E+12

R-Sq = 9.

Mean

277677
300820
345280
418822
260020
288462
299695

2.33625E+11
7.83528E+12

MS F P

1.27630E+11 5.80 0.000
21997363650

49% R-Sq(adj) = 7.85%

StDev

131787
146240
160602
191928
112031
154875
148582

SS

8.06890E+12

R-Sq = 2.

Indivi

Pooled

280

MS

dual 95% Cls For Mean Based
StDev
R S — R T ——— B T ——
I, )
_____ o ———
(- e )
(- *mmo)
----)
——_——k )
(-—--*----)
——te—e Fom e Fom———
000 350000 420000

F P

77875079390 3.33 0.020
23388890940

90% R-Sq(adj) = 2.03%
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Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean Stbev  -———-——- Fom tom - tom
[
1 59 313734 134772 (-—--- o )
2 116 330346 145604 (———-*----)
3 147 296745 169961 (---*----)
4 17 212359 88835 (--———-----—- T )
——————— Ry '
[
180000 240000 300000 360000
Regression Analysis: Pluviosidade versus TF
The regression equation is
Pluviosidade = 228 + 0.493 TF
Predictor Coef SE Coef T p
Constant 227.784 8.990 25.34 0.000
TF 0.4930 0.1605 3.07 0.002
S = 104.175 R-Sq = 2.7% R-Sq(adj) = 2.4%
Analysis of Variance
Source DF SS MS F p
Regression 1 102423 102423 9.44 0.002
Residual Error 337 3657260 10852
Total 338 3759683
Unusual Observations
Obs TF Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
76 78.5 555.00 266.48 7.97 288.52 2.78R
77 95.7 555.00 274.96 10.10 280.04 2.70R
78 59.0 555.00 256.87 6.18 298.13 2.87R
79 66.6 555.00 260.62 6.76 294.38 2.83R
80 44.6 555.00 249.77 5.66 305.23 2.93R
81 36.7 555.00 245.86 5.76 309.14 2.97R
82 54.0 555.00 254.40 5.90 300.60 2.89R
83 13.0 555.00 234.19 7.49 320.81 3.09R
84 9.0 555.00 232.22 7.92 322.78 3.11R
262 42.9 460.00 248.94 5.66 211.06 2.03R
264 15.6 460.00 235.50 7.21 224.50 2.16R
265 13.4 460.00 234.41 7.44 225.59 2.17R
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266
269
270
271
274
276
278
279
318
320
321
323
325
327
328
330

W Ww

RPORMNN
NP OBRAN~NOWRL OO
OCOFRPOPOFRPNMOMOMWMWOWOOWOO

(e B Y
awnN

[oNe]

460.
460.
460.
460.
460.
460.
460.
460.
470.
470.
470.
470.
470.
470.
470.
470.

00 227.
00 227.
00 243.
00 244.
00 237.
00 231.
00 241.
00 240.
00 250.
00 257.
00 236.
00 248.
00 259.
00 259.
00 227.
00 227.

78 8.99 232.22
78 8.99 232.22
47 5.96 216.53
22 5.89 215.78
58 6.81 222 .42
62 8.06 228.38
08 6.25 218.92
00 6.41 220.00
31 5.67 219.69
92 6.32 212.08
63 6.99 233.37
70 5.66 221.30
12 6.51 210.88
86 6.63 210.14
78 8.99 242 .22
78 8.99 242 .22

2.24R
2.24R
2.08R
2.07R
2.14R
2.20R
2.11R
2.12R
2.11R
2.04R
2.25R
2.13R
2.03R
2.02R
2.33R
2.33R

R denotes an observation with a large standardized residual.

One-way ANOVA: TF versus Piracema

Sourc
Pirac
Error
Total

S=3

Level
F——

2001/
2002/
2003/
2004/
2005/
2006/
2007/

R

e
ema

DF
6

SS
55557

332 365901
338 421458

3.20

2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008

R

-Sgq = 13

Mean

39.79
32.48
35.29
43.44
38.84
31.54
66.97

MS
9259
1102

-18%

34.90
29.67
35.83
33.01
33.75
33.03
32.17

F P
8.40 0.000

R-Sq(adj) = 11.61%

Individual 95% Cls For Mean Based on

Pooled StDev

One-way ANOVA: TF versus Més

Sourc
Més

Error
Total

e DF
3

335
338

SS
6023
415435
421458

MS
2008 1
1240

—————— T S
(-=---- )
(------- *oomem >
(------- *ommoZo >
(------ *eomee
(==-==*===-)
(-----*-=-=2)
( _____
—————— e e
30 45 60
F P
.62 0.185
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S =35.22 R-Sq = 1.43% R-Sq(adj) = 0.55%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —-+--—------—- to—————— Fom Fom -

1 59 39.55 33.33 (- e )

2 116 39.46 33.48 (----- e )

3 147 48.10 37.01 (——-—-—- Femm o )

4 17 45.78 37.18 (~——————————————o H b}
A Fom e Fom e Fomm——
30 40 50 60

One-way ANOVA: FF versus Piracema

Source DF SS MS F P
Piracema 6 4.93297E+11 82216170893 5.52 0.000
Error 332 4.94272E+12 14887723075

Total 338 5.43602E+12

S = 122015 R-Sq = 9.07% R-Sq(adj) = 7.43%

Level N Mean StDev
200172002 43 103217 95687
2002/2003 35 100082 120918
200372004 35 132542 157284
2004/2005 41 175821 150276
2005/2006 65 106798 112355
2006/2007 47 78085 96625
2007/2008 73 180195 122432

Individual 95% Cls For Mean Based on Pooled StDev
Level e e Fommm e Fom e
200172002 (--——-—-- *______ b}
200272003 (-—--—-—-- *__ b}
200372004 (-——--—--- * )
200472005 (———-—- H b}
200572006 (----- * b}
200672007 (-—---- * )
2007/2008 (-—--- *_____ )

50000 100000 150000 200000

One-way ANOVA: FF versus Més

Source DF SS MS F P
Més 3 19166586440 6388862147 0.40 0.757
Error 335 5.41685E+12 16169714925

Total 338 5.43602E+12
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S = 127160
Pooled StD
Level N
1 59
-)
2 116
)
3 147
)
4 17
-)

ev

1

1

1

R-Sq = 0.35% R-Sq(adj) = 0.00%
Individual
Mean StDev o e +—
25303 127238 (-—---
30325 131846 (
31899 126644
97366 92574 C—— *___
o S +-
35000 70000 105000

One-way ANOVA: FIR versus Piracema

Source
Piracema
Error
Total

S =89.29

on

Level
_——t——
200172002
200272003
200372004

200472005
)
200572006

200672007
200772008

-)
e

240

DF
6

R

41

65
a7
73

SS
220278
332 2647047
338 2867325

MS

F P

36713 4.60 0.000

7973

-Sq = 7-68%

Mean StDev
156.39 45.99
167.25 66.65
208.04 95.26
205.60 66.59
154.94 61.02
171.57 79.62
216.32 139.02

R-Sq(adj) = 6.01%

Individual 95% Cls For

Pooled StDev

_______ [ RS SR,
o *omoooe >
(--------- Hom e
( ______
( ______
(----=-- *ommmoo)
(------- *ommoee
C
_______ RS SR,
150 180

One-way ANOVA: FIR versus Més
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140000

Mean Based

e

)

—_———r

))

______ K=

S
210



Source D
Més

Error 33
Total 33
S = 90.75
Level N
1 59
2 116
3 147
4 17

=
3
5
8

SS
108154
2759170
2867325

R-Sq = 3.7

Mean S
156.01
198.03
188.41
137.78

5
7
11
6

MS F P
36051 4.38 0.005
8236
7% R-Sq(adj) = 2.91%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
tbhev ———4———————— o Fo———_—— o
9.87 (-—---- Km - )
1.97 (——--*---)
3.41 (---*---)
9.77 (————---—--—- K )
———te e Fom e — o —— B
105 140 175 210

One-way ANOVA: FFR versus Piracema

Source
Piracema
Error
Total

S = 92.58

200172002
200272003
200372004
200472005
200572006
200672007
200772008

DF SS

6 404611
332 2845772
338 3250384

R-Sq = 12.

N Mean
43 61.68
35 54.80
35 88.22
41 89.88
65 66.11
47 53.71
73 146.80

MS F P
67435 7.87 0.000
8572

45%  R-Sq(adj) = 10.87%
Individual 95% Cls For Mean Based
Pooled StDev
Sthev  ————+———— e P
56.21 (-—---- f—— )
58.33 (------- * )
105.09 (- * )
71.46 (---—-- S —— )
67.34 (----- Fee)
77.03  (----- [ — )
142.13 (----- *___
ettt o R ——
40 80 120 160

One-way ANOVA: FFR versus Més
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Source DF SS MS F p
Més 3 42528 14176 1.48 0.220
Error 335 3207855 9576

Total 338 3250384

S =97.86 R-Sq = 1.31% R-Sq(adj) = 0.42%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev —4-————————o B [ ——— o

1 59 66.54 67.58 (-——————-- * e )

2 116 83.21 83.79 (-—---- * )

3 147 96.06 118.54 (----- L )

4 17 69.50 72.45 (m——————————— - e
e Fmmm e e o m———
25 50 75 100
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Anélises estatisticas para os dados da espécie pacu (Piaractus

mesopotamicus)

Regression Analysis: Pluviosidade versus Eficiéncia reprodutiva

The regression equation is
Pluviosidade = 262 - 0,21 Eficiéncia reprodutiva (%)

Predictor Coef SE Coef T p
Constant 262,2 119,9 2,19 0,040
Eficiéncia reprodutiva (%) -0,209 1,408 -0,15 0,883

S = 118,093 R-Sq = 0,1% R-Sq(adj) = 0,0%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 308 308 0,02 0,883
Residual Error 21 292866 13946

Total 22 293174

Unusual Observations

Eficiéncia
reprodutiva
Obs (%) Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
6 63 555,0 249,1 38,3 305,9 2,74R

R denotes an observation with a large standardized residual.

One-way ANOVA: Eficiéncia reprodutiva versus Piracema

Source DF SS MS F P
Piracema 6 3338 556 2,41 0,075
Error 16 3699 231

Total 22 7037

S = 15,21 R-Sq = 47,43% R-Sq(adj) = 27,72%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
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Level N Mean StDev --—-+-———————- S T —— o
200172002 3 86,19 6,44 (-————-——---- * e )
200272003 3 88,56 9,92 (-——-—-—--—- [, b}
200372004 3 78,33 20,21 (————-—--- * )
2004/2005 3 100,00 0,00 (-—---—-—-- . )
2005/2006 3 100,00 0,00 (-——-———- L )
200672007 4 69,79 21,35 (------—- LS )
2007/2008 4 69,58 20,29 (-—----- f )

—_———t o o —— e +——-

60 80 100 120

One-way ANOVA: Eficiéncia reprodutiva (%) versus Més

Source DF SS MS F P
Més 3 2071 690 2,64 0,079
Error 19 4966 261

Total 22 7037

S = 16,17 R-Sq = 29,43% R-Sq(adj) = 18,29%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ————4-————————- Fommm e o E—
dez 7 80,71 15,33 (--—-- * )
fev 2 55,00 7,07 (-————-—-——- L )
jan 7 87,67 18,84 (-—---—- *_____ b}
nov 7 89,72 15,15 (-——--—-- * o )
R Fom e Fomm e E
40 60 80 100

Regression Analysis: Pluviosidade versus Horas até a desova

The regression equation is
Pluviosidade = 192 + 0,0771 Horas até a desova

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 192,04 24,83 7,73 0,000
Horas até a desova 0,07709 0,03172 2,43 0,017

S = 117,643 R-Sq = 4,7% R-Sq(adj) = 3,9%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 81758 81758 5,91 0,017
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Residual Error 120 1660796 13840
Total 121 1742554

Unusual Observations

Horas
até a
Obs desova Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
19 610 555,0 239,1 11,1 315,9 2,70R
20 670 555,0 243,7 10,7 311,3 2,66R

R denotes an observation with a large standardized residual.

Regression Analysis: Pluviosidade versus Horas até a desova

The regression equation is
Pluviosidade = 192,0 + 0,07709 Horas até a desova

S = 117,643 R-Sq = 4,7% R-Sq(adj) = 3,9%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 81758 81757,6 5,91 0,017
Error 120 1660796 13840,0

Total 121 1742554

Regression Analysis: Pluviosidade versus Peso da desova

The regression equation is
Pluviosidade = 225 + 0,0694 Peso da desova

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 224,72 32,20 6,98 0,000
Peso da desova 0,06945 0,09638 0,72 0,473

S = 120,244 R-Sq = 0,4% R-Sq(adj) = 0,0%

Analysis of Variance
Source DF SS MS F P

Regression 1 7507 7507 0,52 0,473
Residual Error 120 1735048 14459
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Total 121

Unusual Observations

1742554

555,0
555,0
265,0
170,0
170,0

Peso da

Obs desova Pluviosidade
19 350
20 350
28 583
83 596
84 700
111 87

470,0

Fit SE Fit Residual St Resid

249,0
249,0
265,2
266,1
273,3
230,8

11,4
11,4
28,1
29,2
38,7 -
24,5

306,0 2,56R
306,0 2,56R
-0,2 -0,00 X
-96,1 -0,82 X
103,3 -0,91 X
239,2 2,03R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

Regression Analysis: Peso versus Peso da desova

The regression equation is
Peso = 2262 + 2,41 Peso da desova

P

St Resid
2,18R
1,15 X
2,20R
0,41 X
0,49 X

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 2262,1 199,8 11,32 0,000
Peso da desova 2,4120 0,5981 4,03 0,000
S = 746,121 R-Sq = 11,9% R-Sq(adj) = 11,2%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F
Regression 1 9055139 9055139 16,27 0,000
Residual Error 120 66803632 556697

Total 121 75858770

Unusual Observations

Peso da

Obs desova Peso Fit SE Fit Residual
13 340 4700,0 3082,2 69,3 1617,8
28 583 4500,0 3668,3 174,3 831,7
81 250 4500,0 2865,1 77,8 1634,9
83 596 4000,0 3699,7 181,4 300,3
84 700 4300,0 3950,5 240,3 349,5
87 234 1300,0 2826,5 82,9 -1526,5

-2,06R

R denotes an observation with a large standardized residual.
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X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

One-way ANOVA: Peso da desova versus piracema

DF SS

6 167274
115 1389138
121 1556412

Source
piracema
Error
Total

S

109,9 R-Sq = 10,7

Level N Mean
2001/2002
2002/2003
200372004
2004/2005

200572006

30 298,3
338,6
343,2
293,8

374,4

13
16

200672007
200772008

13
15

344,2
240,1

MS F P
27879 2,31 0,039
12079

5% R-Sq(adj) = 6,09%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
tbhev ————t+-————————- Fom Fom +-—
19,9 (-—--- Fo—m)
18,0 (----- Fmm - )}
63,9 (== Fomm o )
93,2 (——--—--- e )
35,1 (-——-——--—- K
54,3 (————-—--- K )
03,1 (-—----- K- )}
————te——— o T —— [ T ————— +——
210 280 350 420

One-way ANOVA: Peso da desova versus més

Source DF SS MS F P
més 3 116888 38963 3,19 0,026
Error 118 1439524 12199
Total 121 1556412
S = 110,5 R-Sq = 7,51% R-Sq(adj) = 5,16%
Individual 95% Cls
Pooled StDev
Level N Mean StDev ----- Fom e +--=
dez 33 327,2 90,9
fev 6 195,5 86,8 (———————-————- Fe
jan 44 301,4 107,9
nov 39 336,6 129.,4
—_————— T [N I
140 210
One-way ANOVA: Fl versus piracema
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Source
piracema
Error
Total

1
1

S = 154387

200172002
200272003
200372004
200472005
200572006
200672007
200772008

600000

DF

6
15
21

N

30
26
13
16

13
15

SS
3,21177E+11
2,74108E+12
3,06225E+12

R-Sq = 10,49%

Mean St
411620
474062
477477
411338
515756

170
165
88
130
49

481815
336187

215
144

One-way ANOVA: Fl versus més

Source DF
més 3
Error 118
Total 121
S = 155284
Level N
dez 33
fev 6
jan 44
nov 39

45
27
42
46

SS
2,16894E+11
2,84536E+12
3,06225E+12

R-Sq = 7,08%

Mean

5891
3700
1105
6559

126628
121514
150517
183837

MS F P
53529498409 2,25 0,044
23835460231
R-Sq(adj) = 5,82%
Individual 95% Cls For Mean Based
Pooled StDev
Dev e Fom Fom
041 (———=*————- )
257 (---—-- Fmmo - )
151 (-———---—- K- )
512 (-——---- K —— )
606 (- H -
981 (-——-—--- K —— )
324 (—————-- e )
S Fom Fom e
300000 400000 500000
MS F P
72297892109 3,00 0,033
24113230854
R-Sq(adj) = 4,72%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
_—— Fom e Fomm e Fom e [ p——
(-———-*-=--)
(- oo )
(-—==*--=-)
(-—--*----)
_—— Fom e Fomm e Fom e [ p——
200000 300000 400000 500000

Regression Analysis: Pluviosidade versus TF

The regression equation is
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Pluviosidade = 261 - 0.265 T
Predictor Coef SE Coef
Constant 260.86 18.24
TF -0.2651 0.2717
S = 120.029 R-Sq = 0.8%

Analysis of Variance

Source DF SS
Regression 1 13715
Residual Error 120 1728839

Total 121 1742554
Unusual Observations

Obs TF Pluviosidade F
19 96.0 555.0 235
20 0.0 555.0 260

F

T P
14.30 0.000
-0.98 0.331

R-Sq(adj) = 0.0%

MS F P
13715 0.95 0.331
14407

it SE Fit Residual St Resid
.4 15.8 319.6 2.69R
.9 18.2 294.1 2.48R

R denotes an observation with a large standardized residual.

One-way ANOVA: TF versus piracema

Source
piracema
Error
Total

S = 34,78

Level

J—
2001/2002
2002/2003
2003/2004
2004/2005
2005/2006
2006/2007
2007/2008

—-—

115 139114
121 195111

MS
9333
1210

DF SS
6 55997

R-Sq = 28,70%

N Mean

30
26

30,98
78,07
13 68,56
16 62,29
9 77,83

13
15

54,80
21,28

F P
7,72 0,000

R-Sq(adj) = 24,98%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
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100

25 50 75

One-way ANOVA: TF versus més

Source DF

més 3
Error 118
Total 121
S = 40,03
Level N
dez 33
fev 6
jan 44
nov 39

6
189
195

R-Sq = 3,11%

Mean
45,88
38,23
55,18
61,74

SS

MS

F P

064 2021 1,26 0,291

047 16
111

02

R-Sq(adj) = 0,64%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

e e o +——
(-—-—-- oo >
____________ H e mmemem0)
)
)
———tee - o o +——
20 40 60 80

One-way ANOVA: FF versus piracema

Source
piracema
Error 1
Total 1

S = 186133

200172002
200272003
200372004
200472005
200572006
200672007
200772008

DF

SS

6 1,56472E+12 2

15 3,98424E+12

21 5,54896E+12

R-Sq = 28,20%

N

30 1
26 3
13 3
16 2
9 4

13 1
15

Mean

49263
65584
41953
91369
05985

73072
70867

189910
205443
177425
229131
186997

145566

MS F P
,60787E+11 7,53 0,000

34645560926

R-Sq(adj) = 24,45%

Individual 95% Cls For Mean Based

Pooled StDev

——te— e o o +——
(----*-=-)
(--=*----)
e >
(=-=-=*=mmmm0)
(------- oo
(------ *omomo)
(------ *ommoo)
e N N S e

0 150000 300000 450000

One-way ANOVA: FF versus més
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Source DF SS MS F P
més 3 2,54125E+11 84708426989 1,89 0,135
Error 118 5,29484E+12 44871491536

Total 121 5,54896E+12

S = 211829 R-Sq = 4,58% R-Sq(adj) = 2,15%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Stbev ——————-- o — N S o

+—

dez 33 224077 213437 (----- [ )

fev 6 77425 100539 (-—-—---———————- * )

jan 44 249668 203899 (-—--*----)

nov 39 287505 229348 (----- *____ )
———————— Ry '

+—
0 120000 240000 360000

One-way ANOVA: FIR versus més

Source DF SS MS F P
més 3 16318 5439 1,88 0,137
Error 118 341768 2896

Total 121 358085

S =53,82 R-Sq = 4,56% R-Sq(adj) = 2,13%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev e . o T

dez 33 146,37 51,30 (--—-- * o )

fev 6 103,78 35,24 (- * )

jan 44 155,43 51,53 (--—--- *_—2)

nov 39 156,93 60,09 (———-*———— )
o Fmmm e Fmm e o
60 90 120 150

One-way ANOVA: FIR versus piracema

Source DF SS MS F p
piracema 6 72390 12065 4,86 0,000
Error 115 285695 2484

Total 121 358085

S = 49,84 R-Sq = 20,22% R-Sq(adj) = 16,05%
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Level

200172002
200272003
200372004
200472005
200572006
200672007
2007/2008

N Mean
30
26
13
16

122,26
167,98
185,37
168,01
169,72
153,10
117,40

13
15

Individual
Pooled StDev

O S e
(———-*----)

(___

(

(____

( ______

(--=-=-- *
(-—-—--- oo >

O S e
105 140

One-way ANOVA: FFR versus piracema

Source
piracema
Error
Total

1
1

S = 67,30

Level

200172002
200272003
200372004

200472005
200572006

)
2006/2007
2007/2008

DF SS MS

6 250685 41781
15 520809 4529
21 771494

R-Sq = 32,49%

N Mean StDev
30
26

13

45,08
137,83
141,24

57,60
74,45
83,96

16
9

115,96
131,28

88,23
61,31

13
15

56,58
28,97

48,19
43,68

F P
9,23 0,000

R-Sq(adj) = 28,97%

Individual
Pooled StDev
_—t——— e e ——
(--—-*----)
(-
(_
(--—--- oo
(- omme )
T [ N ——
0 50 1

One-way ANOVA: FFR versus més

Source DF
més 3
Error 118
Total 121

SS MS
36786 12262
734707 6226
771494

F P
1,97 0,122

131

95% Cls For Mean Based on

o S +—
ek )
_______ *_______)
R - )
- )
—————— >
o S +—
175 210

95% Cls For Mean Based on

T e
(---=-*-=0)
(=-m-m*mmte

____*__;___)

)

e e

00 150



S =78,91 R-Sq = 4,77% R-Sq(adj) = 2,35%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —--—-—- Fommm o o PR
dez 33 75,81 80,05 [ )
fev 6 32,23 40,81 (—-----—---—- H o )
jan 44 95,03 75,83 (-—--*----)
nov 39 105,20 84,93 (--—-*----)
S Fom e o T [ p—
0 50 100 150
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Andlises estatisticas para os dados da espécie piracanjuba (Brycon

orbignyanus)

Regression Analysis: Pluviosidade versus eficiencia

The regression equation is
Pluviosidade = 341 - 127 eficiencia

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 341,24 56,55 6,03 0,000
eficiencia -126,70 74,55 -1,70 0,105

S = 109,114 R-Sq = 12,6% R-Sq(adj) = 8,3%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 34390 34390 2,89 0,105
Residual Error 20 238119 11906

Total 21 272509

Unusual Observations

Obs eficiencia Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
4 0,50 555,0 277,9 27,3 277,1 2,62R

R denotes an observation with a large standardized residual.

One-way ANOVA: eficiencia versus piracema

Source DF SS MS F P
piracema 6 2891 482 0,39 0,874
Error 15 18554 1237

Total 21 21445

S = 35,17 R-Sq = 13,48% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean Stbev —-—-——--—- Fommm e Fom e Fom e
+—



2001/2002 2 63,89 19,64 (———————————————n * o __
2002/2003 3 53,33 50,33 (-———-————————- * )
2003/2004 3 66,67 57,74 [ — *o
2004/2005 4 87,50 25,00 G *________
2005/2006 4 75,00 32,03 | C—— % _____
2006/2007 3 55,56 9,62 (—————————————n X )
2007/2008 3 72,22 25,46 G — Sl ___

——————— S S
+——

30 60 90

One-way ANOVA: eficiencia versus més

Source DF SS MS F P
més 3 7394 2465 3,16 0,050
Error 18 14051 781

Total 21 21445

S = 27,94 R-Sq = 34,48% R-Sq(adj) = 23,56%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev -—---—--—- S - o o -
1 5 90,00 22,36 [ * )
2 7 82,38 22,50 (—————- *_______ )
3 7 51,64 38,34 (-—---- * )
4 3 44,33 9,81 (——-———-——------ e )
——————— T T
30 60 90 120

Regression Analysis: Pluviosidade versus Tempo de desova

The regression equation is
Pluviosidade = 260 - 0,0182 Tempo de desova

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 259,98 28,89 9,00 0,000
Tempo de desova -0,01816 0,05603 -0,32 0,747

S = 104,426 R-Sq = 0,1% R-Sq(adj) = 0,0%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
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Regression 1 1145 1145 0,10 0,747
Residual Error 72 785142 10905
Total 73 786286

Unusual Observations

Tempo de

Obs desova Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
13 315 555,0 254,3 14,9 300,7 2,91R
61 1105 75,0 239,9 37,7 -164,9 -1,69 X
62 1060 75,0 240,7 35,3 -165,7 -1,69 X
68 495 470,0 251,0 12,2 219,0 2,11R
69 340 470,0 253,8 14,1 216,2 2,09R
70 1355 470,0 235,4 51,2 234,6 2,58RX
71 460 470,0 251,6 12,1 218.,4 2,11R
72 385 470,0 253,0 13,0 217,0 2,09R
73 415 470,0 252,4 12,5 217,6 2,10R
74 465 470,0 251,5 12,1 218,5 2,11R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

Regression Analysis: Pluviosidade versus Peso da desova

The regression equation is
Pluviosidade = 320 - 0,458 Peso da desova

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 320,29 34,54 9,27 0,000
Peso da desova -0,4583 0,2163 -2,12 0,038

S = 101,388 R-Sq = 5,9% R-Sq(adj) = 4,6%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 46158 46158 4,49 0,038
Residual Error 72 740129 10280

Total 73 786286

Unusual Observations

Peso da
Obs desova Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid
8 290 175,0 187.,4 32,5 -12,4 -0,13 X
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13 98

19 20
59 308
68 177
69 221
70 116
73 134
74 142

555,0
280,0
170,0
470,0
470,0
470,0
470,0
470,0

275,4
311,1
179,1
239,2
219,0
267,1
258,9
255,2

16,3
30,5
36,1
13,1
19,3
13,9
12,3
11,9

279,6
-31,1

-9,1
230,8
251,0
202,9
211,1
214,8

2,79R
-0,32 X
-0,10 X
2,30R
2,52R
2,02R
2,10R
2,13R

R denotes an observation with a large standardized residual.
X denotes an observation whose X value gives it large leverage.

Regression Analysis: Peso das fémeas versus Peso da desova

The regression equation is
Peso = 1187 + 2,82 Peso da desova

Predictor
Constant

C
1186

Peso da desova 2,8

S = 247,787

R-Sq =

Analysis of Variance

Source
Regression

DF
1

Residual Error 72

Total

73

Unusual Observations

Peso da

Obs desova
8 290
19 20
30 140
52 256
59 308
68 177
69 221

R denotes an
X denotes an

Peso
1800,0
1600,0

900,0
1400,0
2300,0
2500,0
2300,0

oef SE Coef T P
,72 84,42 14,06 0,000
158 0,5285 5,33 0,000
28,3% R-Sq(adj) = 27,3%
SS MS F
1742688 1742688 28,38 O
4420691 61398
6163378
Fit SE Fit Residual
2003,3 79,3 -203,3
1243,0 74,6 357,0
1580,9 29,3 -680,9
1907,5 62,9 -507,5
2054,0 88,3 246,0
1685, 1 32,1 814,9
1809,0 47,2 491,0

P
,000

St

Resid
-0,87 X
1,51 X
-2,77R
-2,12R
1,06 X
3,32R
2,02R

observation with a large standardized residual.
observation whose X value gives it large leverage.
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One-way ANOVA: Peso da desova versus Piracema

Source
Piracema
Error
Total

S = 50,10

Level
—_t
2001/2002
2002/2003

200372004
200472005
200572006
200672007
200772008

TR

240

DF

6

67
73

R

N

19
14

12

SS MS F P
51619 8603 3,43 0,005
168182 2510
219801
-Sq = 23,48% R-Sq(adj) = 16,63%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
Mean StDev ----—-—- Fom e o o
142,29 36,40 (-——--- *_____ b}
206,60 86,27 (- *
189,50 46,72 (== N
116,79 26,60 (----- L — )
146,64 51,42 (-—---- *_ b}
176,50 61,83 (--———-——-- * )
166,33 66,34 (-—----- L )
——————— e
120 160 200

One-way ANOVA: Peso da desova versus Més

Source DF SS MS
Més 3 42298 14099
Error 70 177502 2536
Total 73 219801

S = 50,36 R-Sq = 19,24%
Level N Mean StDev

dez 40 160,05 53,78

fev 4 87,00 50,35

jan 21 127,71 36,31

nov 9 186,44 61,96

F P

5,56 0,002

R-Sq(adj) = 15,78%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
e Fom e Fom e Fom———

(--*--)
(-~ oo )
(===
(-----*--———- )

et Fomm e Fom e e

50 100 150 200

One-way ANOVA: Fl versus Piracema
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Source DF SS MS F

Piracema 6 81317434556 13552905759 3,24 0,00
Error 67 2,79920E+11 4177907334
Total 73 3,61237E+11

S = 64637 R-Sq = 22,51% R-Sq(adj) = 15,57%

Level N Mean StDev
200172002 14 184971 47321
200272003 5 268580 112153
200372004 4 246350 60730
2004/2005 19 151826 34579
200572006 14 190636 66845
200672007 6 226633 80326
2007/2008 12 203775 83970

p
7

Individual 95% Cls For Mean Based on Pooled StDev

Level Fommm - tomm - Fomm Fo—m
200172002 (-—--- Hmmem )
200272003 o r—— R
200372004 (- L )
200472005 (--—-*----)
200572006 (---—-- fol— )
200672007 (———————- L b}
200772008 (——-- * e )

Fomm——_—— Fom e —_—— Fom e ——_—— Fom

120000 180000 240000 300000

One-way ANOVA: Fl versus Més
Source DF SS MS F P
Més 3 67512508533 22504169511 5,36 0,002

Error 70 2,93725E+11 4196067392
Total 73 3,61237E+11

S = 64777 R-Sq = 18,69% R-Sq(adj) = 15,20%

Individual 95% Cls For Mean Based on

Pooled StDev

Level N Mean StDev ——tm e Fomm e o o
dez 40 203905 68763 --*--)

fev 4 113100 65449 (-———————- H b}

jan 21 166029 47205 (———-*---)

nov 9 242378 80548 (————-—- *_____
--)
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60000 120000 180000 240000

Regression Analysis: Pluviosidade versus TF

The regression equation is
Pluviosidade = 277 - 0,558 TF

Predictor Coef SE Coef T P
Constant 277,33 19,74 14,05 0,000
TF -0,5583 0,3397 -1,64 0,105

S = 102,596 R-Sq = 3,6% R-Sq(adj) = 2,3%

Analysis of Variance

Source DF SS MS F P
Regression 1 28425 28425 2,70 0,105
Residual Error 72 757861 10526

Total 73 786286

Unusual Observations

Obs TF Pluviosidade Fit SE Fit Residual St Resid

13 0,0 555,0 277,3 19,7 277,7 2,76R
69 45,2 470,0 252,1 11,9 217,9 2,14R
73 77,3 470,0 234,2 15,9 235,8 2,33R

R denotes an observation with a large standardized residual.

One-way ANOVA: TF versus Piracema

Source DF SS MS F P
Piracema 6 16907 2818 2,54 0,028
Error 67 74290 1109

Total 73 91197

S = 33,30 R-Sq = 18,54% R-Sq(adj) = 11,24%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev -—---—-—-—- tom tom————— Fom—
—_—



200172002 14 23,34 28,90 (———-- *em - )

200272003 5 64,69 29,45 (- R —— )
200372004 4 76,98 25,11 (-————————- K
2004/2005 19 48,25 29,34 (——--*----)
200572006 14 43,44 40,24 (———-*-———- )
200672007 6 33,50 48,54 (-------- f )
2007/2008 12 61,84 29,75 (-—---- Eo h)
-------- ey

4=

30 60 90
120

One-way ANOVA: TF versus Més

Source DF SS MS F P
Més 3 1907 636 0,50 0,685
Error 70 89290 1276

Total 73 91197

S =35,72 R-Sq = 2,09% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ————4————————- Fomm e o R
dez 40 49,75 37,92 (---—-- L )
fev 4 28,41 39,89 (-———————m——m————- H e D
jan 21 44,31 28,32 (-—--—--- *_ b}
nov 9 43,55 39,34 [ G . )
———tee o Fom [
0 20 40 60

One-way ANOVA: FF versus Més

Source DF SS MS F P
Més 3 25423707909 8474569303 1,11 0,349
Error 70 5,32382E+11 7605456885

Total 73 5,57806E+11

S = 87209 R-Sq = 4,56% R-Sq(adj) = 0,47%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Stbhev -——————- Fom e ——— o o +-
dez 40 104151 93943 (--=*--=2)
fev 4 45244 77861 (—--——————————- > )



jan 21 74431 55316 (----- *_ )
nov 9 114427 116625 (———-—-——-—-—-—- S h)

0 60000 120000 180000

One-way ANOVA: FF versus Piracema

Source DF SS MS F P
Piracema 6 1,32877E+11 22146223504 3,49 0,005
Error 67 4,24928E+11 6342214161

Total 73 5,57806E+11

S = 79638 R-Sq = 23,82% R-Sq(adj) = 17,00%

Individual 95% Cls For Mean Based

on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev  +—-———————- Fom Fomm +———-

200172002 14 45242 54774 (----- R )

2002/2003 5 178437 116615 (- H e

200372004 4 188433 75200 (- K

2004/2005 19 75778 54078 (-——-*----)

200572006 14 77387 76334 (----- Fe - )

200672007 6 90682 133273 (————--—--—- K )

2007/2008 12 132774 94083 (--——-- Fmmm - )}
[ T ———— R T ——— T —— R -
0 70000 140000 210000

One-way ANOVA: FIR versus Piracema

Source DF SS MS F p
Piracema 6 28755 4792 4,09 0,001
Error 67 78476 1171

Total 73 107231

S = 34,22 R-Sq = 26,82% R-Sq(adj) = 20,26%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
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Level N Mean StDev ------ L o e
S T—
2001/2002 14 102,66 22,70 (--—=-*-—-—-- )
200272003 5 139,67 30,24 (-——-—-—--—- o — )
200372004 4 176,07 42,93 (-=—===——- *
)
2004/2005 19 101,53 22,46 (-—-*---)
2005/2006 14 133,75 47,49 (—-—-*----)
200672007 6 132,14 35,35 (-——-—-—--- * e )
2007/2008 12 121,38 40,40 (-—--- Fee)

—————— T Ty e
R

105 140 175

210

One-way ANOVA: FIR versus Més

Source DF S
Més 3 1701
Error 70 9021
Total 73 10723
S = 35,90 R-Sq

Level N Mean
dez 40 124,33
fev 4 82,20
jan 21 107,35
nov 9 148,27

S
7
4
1

MS
5672
1289

15,87%

F P
4,40 0,007
R-Sq(adj) = 12,26%
Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
—_—————— Fomm e o Fom +-=
(---*--)
(-~ oo
(-—--*--)
(-----*-mm—- )
—_—————— Fom e o Fom e +—=

One-way ANOVA: FFR versus Més

Source DF SS MS
Més 3 6822 2274
Error 70 184601 2637
Total 73 191423

S =51,35 R-Sq = 3,56%
Level N Mean StDev
dez 40 63,20 55,73

F P
0,86 0,465

R-Sq(adj) = 0,00%

Individual
Pooled StDev

95% Cls For Mean Based on

_—— Fomm o o S



fev 4 32,05 55,77 (————————————- S — )

jan 21 48,12 35,95 (--——-—-—- L — )
nov 9 68,54 59,48 (————————- * )
—_———— Fmmm e Fmm e o e
0 35 70 105

One-way ANOVA: FFR versus Piracema

Source DF SS MS F p
Piracema 6 51342 8557 4,09 0,001
Error 67 140081 2091

Total 73 191423

S = 45,72 R-Sq = 26,82% R-Sq(adj) = 20,27%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
Level N Mean StDev +----————- Fom e S IR N TR

200172002 14 24,26 28,77 (—---*----)

200272003 5 90,68 47,16 (--——--——- * o )
200372004 4 134,95 54,30 (—————— *
)
2004/2005 19 49,98 35,31 (---*---)
200572006 14 54,90 51,69 (-—--*---2)
2006/2007 6 50,03 72,53 (--—---- o )
2007/2008 12 77,68 50,54 (----- *emm)
Fom e Fomm e o Fom———
0 50 100 150
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General Linear Model: OVOGOR; VIAVEL; ... versus SOLUCAO;

CONCENTRACAO; ...
Factor Type
SOLUCAO fixed

CONCENTRACAO fFixed

TEMPO

fixed

Levels

4
5
4

Values

DMSO; METANOL; H20; SACAROSE
0.0%; 5.0%; 7.5%; 10.0%; 12.5%
2HS; 4HS; 6HS; 8HS

Analysis of Variance for OVOGOR, using Adjusted SS for Tests

Source

P

SOLUCAO

0.000
CONCE
0.017
TEMPO
0.000

NTRACAQ

SOLUCAO*CONCENTRAGCAO

0.000

SOLUCAO*TEMPO

0.000

CONCENTRAGAO*TEMPO

0.574

SOLUCAO*CONCENTRACAO*TEMPO

0.049
Error
Total

S=2

Unusu

Obs
16

0.0503

DF  Seq SS  Adj SS Adj MsS
3  18044.1 18044.1 6014.7
4 4929.1  4929.1 1232.3
3 26247.0 26247.0 8749.0

12 27109.3 27109.3 2259.1
9 12699.9 12699.9 1411.1

12 4218.0  4218.0 351.5

36 21082.9 21082.9 585.6

320 128644.2 128644.2  402.0

399 242974.

R-Sq = 47.05%

o2}

R-Sq(adj) = 33.98%

al Observations for OVOGOR

OVOGOR
10.476
11.321
11.702
0.990
7.547
3.846
3.797
75.000
100.000
100.000
100.000
100.000
100.000

Fit
58.157
50.508
81.840
42.368
60.550
46.418
44 _051
17.210
24.193
22.756
35.566
26.800
58.157

SE Fit
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967

Residual St Resid
-47.681 -2.66 R
-39.187 -2.19 R
-70.138 -3.91 R
-41.378 -2.31 R
-53.003 -2.96 R
-42.572 -2.37 R
-40.253 -2.24 R

57.790 3.22 R
75.807 4.23 R
77.244 4.31 R
64.434 3.59 R
73.200 4.08 R
41.843 2.33 R
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98

99
108
112
115
116
123
124
143
144
192
200
256
279
280
336
352
356

R den

Analysis of Variance for

Sourc
F

57.895
100.000
100.000
100.000

78.571
100.000
100.000
100.000
100.000
100.000

81.818

92.857
100.000
100.000

98.864

6.780
0.000
22.222

otes an

e
P

SOLUCAO

62.73
CONCE
5.26
TEMPO
42 .60

0.000
NTRAGAO
0.000

0.000

18.099
50.508
22.592
42.368
19.148
60.550
25.058
44 _051
22.524
23.613
42_.368
46.418
58.157
36.029
46.418
58.157
42.368
60.550

SOLUCAO*CONCENTRAGCAO

32.44

SOLUCAO*TEMPO

6.15

0.000

0.000

CONCENTRAGAO*TEMPO

0.61

0.837

8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967
8.967

DF

3

4

3

12

9

12

SOLUGCAO*CONCENTRACAO*TEMPO 36

2.73
Error
Total

S=2

Unusu

Obs
14
18

0.000

1.4074

320
399

R-Sq = 73.49% R

al Observations for VIAVEL

VIAVEL
86.207
80.612

Fit
39.594
17.234

SE Fit R
9.574
9.574

39.796
49.492
77.408
57.632
59.423
39.450
74.942
55.949
77.476
76.387
39.450
46.439
41.843
63.971
52.446
-51.377
-42_.368
-38.328

NWNNNARAWANWWANDN
'—\
N

-2.86
-2.36
-2.14

N
()]
VOV XOVDOVDXODOOOO0OO0O0O0O0OD00D0

observation with a large standardized residual.

VIAVEL, using Adjusted SS for Tests

Seq SS  Adj SS Adj Ms

86240.

9649.
58574.
178414.
25380.

3330.
45044 .

146649.
553282.

-Sq(adj)

esidual
46.613
63.379
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3 86240.3 28746.8

6 9649.6  2412.4

1 58574.1 19524.7

1 178414.1 14867.8

0 25380.0 2820.0

6 3330.6 277.5

0 45044.0 1251.2

2 146649.2 458.3

o

66.95%

St Resid
2.43 R
3.31 R



86 12.500 52.664 9.574 -40.164 -2.10

87 0.000 42.822 9.574 -42.822 -2.24
89 38.710 79.887 9.574 -41.177 -2.15
90 15.152 68.833 9.574 -53.681 -2.80
106 25.714 76.977 9.574 -51.263 -2.68
107 0.000 65.336 9.574 -65.336 -3.41
108 0.000 40.992 9.574 -40.992 -2.14
111 17.857 69.527 9.574 -51.670 -2.70
115 0.000 45.417 9.574 -45.417 -2.37
122 0.000 58.098 9.574 -58.098 -3.03
123 0.000 50.126 9.574 -50.126 -2.62
142 0.000 56.144 9.574 -56.144 -2.93
143 0.000 52.635 9.574 -52.635 -2.75
166 3.125 52.664 9.574 -49.539 -2.59
167 0.000 42.822 9.574 -42.822 -2.24
173 19.048 71.409 9.574 -52.362 -2.73
174 0.000 39.594 9.574 -39.594 -2.07
177 32.432 71.293 9.574  -38.860 -2.03
202 16.000 58.098 9.574 -42.098 -2.20
203 9.091 50.126 9.574 -41.035 -2.14
222 9.091 56.144 9.574 -47.053 -2.46
223 0.000 52.635 9.574 -52.635 -2.75

268 82.716 40.992 9.574 41.724
302 96.154 56.144 9.574 40.010
326 100.000 52.664 9.574 47.336
327 100.000 42.822 9.574 57.178
328 69.565 23.662 9.574 45.903
331 98.305 31.040 9.574 67.265
334 88.889 39.594 9.574 49.295
335 85.000 26.825 9.574 58.175
339 78.571 23.827 9.574 54.744
348 100.000 40.992 9.574 59.008
352 77.778 31.256 9.574 46.522
355 85.714 45.417 9.574 40.297
362 100.000 58.098 9.574 41.902
363 100.000 50.126 9.574 49_874
382 98.333 56.144 9.574 42.189
383 100.000 52.635 9.574 47.365
384 92.188 29.464 9.574 62.724
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R denotes an observation with a large standardized residual.

Analysis of Variance for TXECLOSAO, using Adjusted SS for Tests

Source DF Seq SS Adj SS Adj MS
F P

SOLUGAO 3 222542.4 222542.4 74180.8
184.52 0.000

CONCENTRAGAO 4 4929 .1 4929.1  1232.3
3.07 0.017
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TEMPO 3  26247.0 26247.0
21.76 0.000

SOLUCAO*CONCENTRACAO 12 437104.9 437104.9
90.61 0.000
SOLUGAO*TEMPO 9 12699.9 12699.9
3.51 0.000
CONCENTRAGAO*TEMPO 12 4218.0 4218.0
0.87 0.574

SOLUGAO*CONCENTRAGAO*TEMPO 36  21082.9  21082.9
1.46 0.049

Error 320 128644.2 128644.2
Total 399 857468.5
S = 20.0503 R-Sq = 85.00% R-Sq(adj) = 81.29%
Unusual Observations for TXECLOSAO
Obs TXECLOSAO Fit SE Fit Residual St Resid
16 89.524 41.843 8.967 47.681 2.66
19 88.679 49.492 8.967 39.187 2.19
20 88.298 18.160 8.967 70.138 3.91
32 99.010 57.632 8.967 41.378 2.31
36 92.453 39.450 8.967 53.003 2.96
40 96.154 53.582 8.967 42 .572 2.37
44 96.203 55.949 8.967 40.253 2.24
87 25.000 82.790 8.967 -57.790 -3.22
88 0.000 75.807 8.967 -75.807 -4.23
91 0.000 77.244 8.967 -77.244 -4.31
92 0.000 64.434 8.967 -64.434 -3.59
95 0.000 73.200 8.967 -73.200 -4.08
96 0.000 41.843 8.967 -41.843 -2.33
98 42.105 81.901 8.967 -39.796 -2.22
99 0.000 49.492 8.967 -49.492 -2.76
108 0.000 77.408 8.967 -77.408 -4.32
112 0.000 57.632 8.967 -57.632 -3.21
115 21.429 80.852 8.967 -59.423 -3.31
116 0.000 39.450 8.967 -39.450 -2.20
123 0.000 74.942 8.967 -74.942 -4.18
124 0.000 55.949 8.967 -55.949 -3.12
143 0.000 77.476 8.967 -77.476 -4.32
144 0.000 76.387 8.967 -76.387 -4.26
192 18.182 57.632 8.967 -39.450 -2.20
200 7.143 53.582 8.967 -46.439 -2.59
256 0.000 41.843 8.967 -41.843 -2.33
279 0.000 63.971 8.967 -63.971 -3.57
280 1.136 53.582 8.967 -52.446 -2.92
336 93.220 41.843 8.967 51.377 2.86
352 100.000 57.632 8.967 42 .368 2.36
356 77.778 39.450 8.967 38.328 2.14

R denotes an observation with a large standardized
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8749.0

36425.4

1411.1

351.5

585.6

402.0
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residual.



