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RESUMO

O objetivo deste estudo foi definir concentragdes e tempos de imersdo para a marcagdo quimica de
juvenis de Leporinus obtusidens, utilizando oxitetraciclina (OTC). Foram utilizados 20 juvenis por
tratamento submetidos a banhos com seis concentracées de OTC (50, 100, 150, 300, 500, 800 mg L)
e trés tempos de imersdo (6, 12, 24 h), mais um tratamento controle. Foram avaliadas escamas de
trés individuos por tratamento em microscépio confocal com luz UV. Os valores médios de
temperatura, pH e OD se mantiveram em 27,4°C; 7,2 e 7,4 mg L, respectivamente. Em nenhum
dos tratamentos foi observada mortalidade. A presenca da marca s6 foi observada a partir do
tratamento 100 mg L1 24 h-1, sendo de fraca intensidade. Os tratamentos com 12 e 24 h produziram
marcas visiveis para 300 mg L-! e fortemente visiveis e continuas para 500 mg L-1. Nos tratamentos
com 800 mg L1, todos os tempos de exposicao produziram marcas fortemente visiveis e continuas.

Palavras chave: escama; marcagao macica; estruturas calcificadas

OXYTETRACYCLINE FOR CHEMICAL MARKING OF PIAVA JUVENILES Leporinus
obtusidens: DETERMINING CONCENTRATION AND TIME OF TREATMENT

ABSTRACT

The aim of this study was to define the concentrations and immersion periods for the chemical
marking of piava juveniles Leporinus obtusidens, using oxytetracycline (OTC). Twenty piava
juveniles were used per treatment and submitted to six concentrations of OTC (50, 100, 150, 300,
500, 800 mg OTC L) and three immersion periods (6, 12, 24 h), and one treatment as control. Scales
of three fishes per treatment were evaluated under a confocal microscope with UV light. The
mean values of temperature, pH and dissolved oxygen were kept at 27.4°C, 7.2, and 7.4 mg L,
respectively. No mortality was observed in the treatments. The presence of a chemical mark was
only observed from the treatment 100 mg L1 24 h, however it was of low intensity and
discontinuous. Treatments with immersion periods of 12 and 24 h produced visible marks in
300 mg L, and clear bright and continuous marks in 500 mg L-1. Treatments of 800 mg L, for all
immersion periods, produced clear bright and continuous marks.
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INTRODUCAO

Os programas de repovoamento tém sido
uma pratica de manejo bastante utilizada nas
dltimas décadas em diversos reservatérios de
usinas hidrelétricas, geralmente associados a
tentativa de mitigar os efeitos destes
empreendimentos sobre as populagdes de peixes
nativos (AGOSTINHO et al., 2008). No entanto, a
grande maioria dessas ag¢Ges ndo apresenta
resultados positivos numa andlise de longo prazo,
j& que sdo realizadas de forma indiscriminada,
sem objetivos bem definidos e sem a avaliacdo
continua dos resultados. Além disso, a capacidade
de avaliar o sucesso ou o fracasso dessas agdes é
considerada o ponto mais importante para sua
viabilidade, tornando-se possivel com a utilizagao
de marcagoes nos peixes estocados
(BLANKENSHIP e LEBER, 1995; AGOSTINHO
et al., 2008).

As técnicas de marcacdo quimica de
estruturas Osseas de peixes tém sido testadas
visando sua utilizacdo no manejo de grande
ndmero de peixes, sendo uma alternativa para
contornar a problematica dos métodos de
marcacdo que envolve a manipulacdo individual
(FIELDER, 2002; LEAL et al., 2012), como o uso
dos Tags (PIT, DART) e da VIFE (Implante Visual
Fluorescente de Elastomero), que requerem mao
de obra intensa, de alto custo e causam estresse
aos peixes manipulados.

A oxitetraciclina (OTC) é uma substancia que
se liga aos tecidos calcificados (otdlitos, escamas,
vértebras) e que apresenta fluorescéncia quando
expostos a luz ultravioleta (UV) (FIELDER, 2002).
O composto pode ser administrado por métodos
invasivos como inje¢do ou incorporados na dieta
e por banho de imersdao (MORALES-NIN et al.,
2011). Desde o seu isolamento e desenvolvimento,
em 1950, a OTC tornou-se um dos antibiéticos
mais utilizados na aquicultura (XU e ROGERS,
1994).

Diversos estudos demonstram a eficiéncia
desse antibidtico como marcador de peixes na
avaliagdo de agdes de estocagem (FIELDER, 2002;
MEERBEEK e BETTOLI, 2005; TAYLOR et al,
2005; LOCHET et al.,, 2011; CRUMPTON et al.,
2012), bem como em estudos de idade e
crescimento (WARTENBERG et al., 2011). Na sua
maioria, estes experimentos envolvem banhos de
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imersdo com diferentes concentracdes, entre 0 e
750 mg L, e aplicados em diferentes tempos de
imersao, entre 6 e 24 h (TAYLOR et al, 2005;
MEERBEEK e BETTOLI, 2005; LOCHET et al.,
2011; CRUMPTON et al., 2012). Além disso, a
técnica de marcagao quimica também pode ser
utilizada para criar marcas duplas, podendo
servir para diferenciar lotes de peixes, locais de
soltura ou até mesmo tamanhos de peixes soltos
(IGLESIAS e RODRIGUEZ-OJEA, 1997; TAYLOR
et al., 2005).

Para utilizar esse tipo de marcagdo em
estudos de eficiéncia de programas de
repovoamento é necessario conhecer o tempo de
retencdo das marcas. Alguns trabalhos avaliaram
a viabilidade desse tipo de marcacdo para
programas de repovoamento, demonstrando a
permanéncia das marcas por um grande periodo
de tempo, como 425 dias para Argyrosomus
japonicus (TAYLOR et al., 2005) e apds 4,5 anos
para Sciaenops ocellatus (JENKINS et al., 2002).
Segundo JENKINS et al. (2002), a marcagdo com
OTC ¢é um método bastante eficiente para
programas de estocagem de peixes, pois além da
marca permanecer por periodos longos (> 4 anos),
0s peixes marcados e recapturados podem ser
facilmente identificados.

A piava Leporinus obtusidens (Valenciennes,
1837) é uma espécie de peixe com ampla
distribuicdo na América do Sul, encontrada nas
Bacias do Sao Francisco, La Plata, Parand (REIS
et al., 2003) e Rio Uruguai (ZANIBONI-FILHO e
SCHULZ, 2003). Na Bacia do Rio Uruguai, esta
espécie apresenta elevada importancia recreativa
e comercial, tanto para a pesca como para o
cultivo (REYNALTE-TATAJE e ZANIBONI-
FILHO, 2010). Por ser uma espécie considerada
migradora obrigatéria de longa distancia
(ZANIBONI-FILHO, 2004) e, assim como as
demais espécies de peixes, fica sujeita aos
impactos dos empreendimentos hidrelétricos.

O uso de OTC na marcagdo quimica de
espécies nativas brasileiras ainda nao foi relatado;
dessa forma, o objetivo deste estudo foi definir as
concentracdes e o tempo de imersdo necessério
para a marcagdo quimica com OTC em juvenis de
piava L. obtusidens, buscando definir uma técnica
de marcacdo macica para peixes que facilite a
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rastreabilidade  desses  individuos quando

utilizados em programas de repovoamento.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério
de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce
(LAPAD-UFSC) no més de marco de 2012. Os
juvenis de piava L. obtusidens foram produzidos a
partir de reproducdo induzida de individuos
selvagens da bacia do Alto rio Uruguai, que
compdem o plantel de reprodutores do préprio
Laboratério  (Autorizagdo N° 016/2011 -
NUPESC/IBAMA/SC). A marcagéo foi feita com
a aplicacdo do hidrocloreto de oxitetraciclina
(Oxytetracycline Hydrochloride - Yangzhou
Pharmaceutical Co. Ltd.) contendo 96% de
ingrediente ativo, em banhos de imersao.

Foram utilizados 20 peixes por tratamento,
mantendo biomassa semelhante entre eles, com
comprimento total e peso de 3,6 cm+0,63e05 g
% 0,29 (média + desvio-padrao), respectivamente.
Buscando testar diferentes concentragcdes, o0s
peixes foram submetidos a banhos de imersdo
com 50, 100, 150, 300, 500 e 800 mg OTC L-! por
6, 12 e 24 h, totalizando 18 tratamentos. Foram
utilizados tanques com 12 L de agua, com
densidade de 1,6 peixes L. Um grupo controle foi
utilizado para avaliar a ocorréncia de
autofluorescéncia, fato ja relatado em outros
trabalhos (FIELDER, 2002; JENKINS et al., 2002).
Como a OTC possui um pH extremamente acido,
entre 2 e 3, o que pode causar alta mortalidade
em peixes (FIELDER, 2002), foi necessario corrigir
o pH de cada tratamento adicionando hidréxido
de sédio (NaOH 10%) até atingir o valor da
neutralidade. Durante o experimento, os peixes
permaneceram em jejum, sem troca de dgua e com
a utilizacdo de sopradores de ar. A temperatura,
oxigénio dissolvido e pH foram monitorados.
Ap6s o término do experimento, os peixes foram
acondicionados em sistema de recirculacdo de
dgua e alimentados duas vezes ao dia com racdo
comercial contendo 42% de proteina bruta.
Durante todo o periodo, os peixes permaneceram
com fotoperiodo controlado (12:12).

Apesar dos otélitos serem estruturas mais
indicadas para a visualizagdo das marcas,

comparado com as escamas e raios de nadadeiras,
por serem os primeiros tecidos calcificados a se
formar, esse é um método invasivo e depende do
sacrificio dos peixes avaliados. Adicionalmente,
existe grande dificuldade na remocao, preparacao
de laminas e avaliacdo das marcas em otoélitos
(BARKER e MCKAYE, 2004). Dessa forma, neste
estudo, optou-se pela avaliagdo das escamas, por
ser mais pratica e permitir a avaliagdo de um
mesmo individuo ao longo do tempo.

Apbs trés meses do tratamento com OTC,
foram analisados aleatoriamente trés peixes
expostos as diferentes concentragdes, dos quais
foram retiradas trés escamas de cada. As escamas
foram retiradas da regido dorsal, entre a linha
lateral esquerda e a nadadeira dorsal, que é
considerada a regido de menor incidéncia de
reposicao de escamas (BUTCHER et al., 2003).
Para a preparacdo das laminas foram selecionadas
escamas sem falhas; cada uma delas foi lavada
com agua morna e sabdo liquido com auxilio de
algoddo. Logo apds, as escamas foram imersas em
agua destilada e fixadas em lamina e laminula
com esmalte incolor. As laminas foram
acondicionadas em caixa escura e mantidas ao
abrigo da luz até a leitura.

A deteccdo das marcas de OTC foi realizada
em microscopio de fluorescéncia LEICA DMI6000
B com filtro UV na faixa de 405 a 660 nm, sob
aumento de 10x, no Laboratério Central de
Microscopia Eletronica da Universidade Federal
de  Santa (LCME-UFSC).  Sob
microscopio, as escamas foram submetidas a uma

Catarina

faixa de excitagdo de 405 nm e, posteriormente,
submetidas a um espectro de emissao de 420 a
480 nm ou de 530 a 590 nm, buscando-se o melhor
ajuste para a detecgdo da OTC (LOCHET et al.,
2011). O registro fotogréfico foi obtido a partir do
Scanner CONFOCAL TCS SP5 acoplado ao
microscépio utilizando-se o software CONFOCAL
LEICA LAS AF lite.

Seguindo protocolo descrito por BUTCHER
et al. (2003) e TAYLOR et al. (2005), a qualidade
das marcas foi avaliada quanto a presenca ou
auséncia e o seu grau de intensidade, classificada
utilizando a seguinte escala: 0) ausente, nenhuma
marca foi detectada (Figura la); 1) fraca, marca
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presente e pouco visivel (Figura 1b); 2) média,
marca presente com brilho médio (Figura 1c); e
3) intensa, marca presente e fortemente visivel
(Figura 1d). Neste trabalho, semelhante ao
recomendado por outros autores, foram
consideradas marcas aceitaveis apenas aquelas
escamas classificadas com intensidade igual ou

superior a 2 (BUTCHER et al., 2003; TAYLOR
et al., 2005). Quanto a morfologia das marcas,
foram classificadas em continuas, onde a
marcagdo apresentava uma faixa continua de
fluorescéncia, e descontinuas, quando eram
visualizados apenas tracos descontinuos de
fluorescéncia (LOCHET et al., 2011).

Figura 1. Avaliacdo da qualidade das marcas: (A) marca ausente, escore = 0; (B) fraca intensidade, escore =

1, descontinua; (C) média intensidade, escore = 2, descontinua; (D) forte, escore = 3, continua.

RESULTADOS

Durante o experimento, ndo foi observada
nenhuma evidéncia de estresse e mortalidade dos
individuos nos diferentes tratamentos. Os valores
médios de temperatura, pH e oxigénio dissolvido
se mantiveram em 27,4 + 0,65°C, 7,2+ 0,17 e 74 +
0,33 mg L, respectivamente.

No grupo controle, as escamas apresentaram
autofluorescéncia nas ranhuras (Figura 2a), fato
que também foi observado em algumas escamas
de outros tratamentos, como por exemplo, no
tratamento com 50 mg L exposto por 12 h.
Apesar disso, nenhum desses tratamentos
apresentou intensidade de marcagdo igual ou
superior a 2, valor minimo para considerar a
presenca de marcagdo valida.

Nenhum individuo nos tratamentos com
concentracao de 50 mg L apresentou marcagao
nas escamas, independente do tempo de exposicao
(Figura 3). Na concentragao de 100 mg L' somente
foi obtida marcagdo no tratamento de 24 h de
imersdo, no entanto, a marcacao apresentou fraca
intensidade e marca descontinua (Figura 3). Ja na
concentracao de 150 mg L aplicada por 24 h
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foram observadas escamas com marcas de
intensidade média e descontinua, entretanto, este
resultado foi obtido apenas em um dos individuos
analisados (Figuras 2b e 3). Os tratamentos com 12
e 24 h de imersdo produziram marcas com valor
médio do escore de intensidade >2 para as
concentracdes de 300 (Figuras 2¢, d e 3) e 500 mg L
(Figuras 2e,f e 3). Ja no tratamento de 500 mg L
por 6 h, o valor médio do escore de intensidade
foi 2, representando uma marcacdo de média
intensidade, porém nos trés peixes avaliados
foram observadas marcas com as mesmas
caracteristicas. Nos tratamentos com 800 mg L,
todos os tempos de imersdo foram suficientes para
produzir marca fortemente visivel e continua
(Figuras 2g, h, i e 3).

Os melhores resultados foram encontrados a
partir da concentracao de 300 mg L com 12 h de
imersao, sendo que, neste tratamento, a média do
escore de intensidade foi 3, sendo caracterizada
como uma marca continua e fortemente visivel.
Contudo, na maior parte dos tratamentos, ndo
houve uma uniformidade nas marcas dos trés
peixes avaliados (Figura 3).



Oxitetraciclina para marcagdo quimica de juvenis de piava Leporinus obtusidens... 455

Figura 2. Imagens das escamas das piavas Leporinus obtusidens submetidas aos diferentes tratamentos de
marcagdo com OTC: presenca de autofluorescéncia nas ranhuras (seta) das escamas do tratamento controle
(a); marca de intensidade média e descontinua observada no tratamento 150 mg L 24 h! (b); marcas consideradas
viaveis nos tratamentos 300 mg L1 12 h' (c), 300 mg L' 24 h! (d) e 500 mg L' 12 h! (e); marcas fortemente
visiveis e continuas nos tratamentos 500 mg L 24 h'! (f), 800 mg L16 h! (g), 800 mg L 112 h' (h), 800 mg L124 h'' (i).

3 * H| i
"]
=]
o
=
R S GGLITETTTLLE FEE  EEPPrrrr EErEEEEErer
=
2
=
v
=]
1 & A
=]
2
=1
1] Hei H -
W ¢h
— - = "¢ 12h
50 100 150 300 500 800 < 2h

Concentracio de OTC (mg.L™)

Figura 3. Média (+DP) do escore de intensidade das marcas nos peixes analisados de cada tratamento. A
linha tracejada representa o limite para uma marca ser considerada aceitavel (de média & forte intensidade).
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DISCUSSAO

A auséncia de mortalidade e de
comportamento de estresse das piavas observadas
durante todo o experimento, tanto durante a
exposicdo a OTC quanto nos trés meses
posteriores, em que permaneceram no laboratorio,
indica que as concentracdes de OTC utilizadas
ndo sdo toéxicas para a espécie. Diferentemente do
presente trabalho, alguns autores (MEERBEEK
e BETTOLI, 2005, TAYLOR et al, 2005
CRUMPTON et al., 2012) reportaram a ocorréncia
de mortalidade em tratamentos de marcagdo
com OTC; no entanto, esses autores consideram
essa mortalidade insignificante e semelhante a
observada nos grupos controle. Espécies de
trutas (Oncorhynchus mykiss e Salmo trutta)
mantidas em banhos de imersdo de 500 mg L1
apresentaram mortalidade inferior a 3,5%
(MEERBEEK e BETTOLI, 2005), enquanto juvenis
(Argyrosomus japonicus)
apresentaram mortalidade inferior a 1% quando
mantidos em banhos de imersao de até 600 mg L
(TAYLOR et al., 2005), e juvenis de esturjao
(Acipenser brevirostrum) apresentaram mortalidade

de mulloway

de um tnico individuo durante o tratamento na
concentracdo de 750 mg L' (CRUMPTON et al.,
2012). Neste trabalho, valores de até 800 mg L~
utilizados nos banhos de imersdo ndo causaram
mortalidade de L. obtusidens.

A presenca de autofluorescéncia nas escamas
do tratamento controle, observada em nosso
estudo, também foi relatada por FIELDER (2002),
afirmando que rachaduras ou partes quebradas
nas estruturas avaliadas podem provocar
autofluorescéncia. Porém, o mais importante é
que seja possivel diferenciar facilmente a
autofluorescéncia das marca¢des quimicas, e um
dos fatores que pode influenciar na diferenciagdo
dessas marcas é o periodo entre a marcagdo e a
primeira avaliacdo das estruturas (JENKINS et al.,
2002). Para esses autores, as marcagdes por OTC
s6 passaram a ser facilmente distinguidas da
autofluorescéncia quando a avaliagao foi realizada
ap0s 56 dias dos banhos de marcagao.

Os resultados obtidos nesse estudo
corroboram com o experimento de BROOKS et al.
(1994) e de MEERBEEK e BETTOLI (2005), que
obtiveram 100% dos 6tolitos marcados utilizando

500 mg L1 em 6 h. Ja nos trabalhos que utilizaram
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tratamentos com 300 e 350 mg de OTC L' em um
tempo de imersdo inferior a 12 h ndo foi obtido
sucesso nas marcagdes (BROOKS et al., 1994;
BUTCHER et al, 2003; LOCHET et al, 2011),
semelhante aos resultados aqui apresentados,
j& que nessa concentra¢do foi demonstrado que
marcas fortemente visiveis e continuas s6 foram
alcancadas quando foi utilizado tempo de imersao
igual ou superior a 12 h.

O aumento na concentra¢do de OTC ou do
tempo de exposicdo tende a proporcionar
marcagdo mais intensa e de forma continua nas
estruturas, tanto em otélitos (BROOKS et al., 1994)
quanto em escamas (BUTCHER et al., 2003).
Semelhante ao observado neste trabalho, a
redugdo no tempo de exposicdo precisa ser
compensada pelo aumento na concentracdo de
OTC na solucdo para garantir a formagdo de
marcas fortemente visiveis e continuas.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos define-se
300 mg L1 por 12 h, e 500 e 800 mg L por 6 h
como os melhores tratamentos a serem utilizados
para a marcagdo quimica com OTC da piava L.
obtusidens, buscando conciliar marcas continuas e
de forte intensidade a maior porcentagem de
peixes marcados.
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