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RESUMO

Devido a caracteristicas importantes como sabor, rusticidade, rapido crescimento entre outras
qualidades, fazem do tambaqui, Colosoma macropomum, um dos peixes mais importantes da
piscicultura brasileira. Por ser um peixe reofilico, ndo desova naturalmente em cativeiro, o que se
faz necessaria que a sua ovulacao seja induzida artificialmente. No presente trabalho investigaram-
se os efeitos do fotoperiodo natural na ovulacao do referida espécie, quando induzida com o LHRH,
decapeptideo de uso veterindrio. Niveis plasmaticos do horménio 17a OH-P foram analisados
antes e apds as inje¢des hormonais. Utilizaram-se 17 fémeas e 16 machos em maturagéo final, os
quais foram induzidos com horménio o LHRH (gonadorrelina) em dois protocolos fotoperiddicos
naturais: no protocolo A, induc¢ao hormonal iniciou-se entre as 19-20 horas, enquanto no protocolo
B a inducdo hormonal iniciou-se entre as 8-9 horas. Em ambos os grupos, as dosagens hormonais
decisivas foram aplicadas entre 12-13 horas apds a primeira injecdo. As concentracdes totais nas
fémeas variaram entre 500-1200 pgLHRH/peixe. Os machos receberam dosagem tnica de 50-
100pgLHRH/ peixe. Nao houve ocorréncia da ovulacao no protocolo A, enquanto todas as fémeas
do protocolo B, ovularam. Os niveis do hormoénio 17a OH-P plasmatico foram estatisticamente
diferentes entre os dois grupos durante o considerado periodo de laténcia do horménio indutor.
Os resultados apontam para a existéncia de um ‘gatilho fotoperiédico” que favorece a ocorréncia
da ovulacao em fémeas de tambaqui, quando sao induzidas com o LHRH (gonadorrelina) de uso
veterindrio.
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EFFECTS OF THE NATURAL DAYLIGHT IN THE INDUCED REPRODUTION OF TAMBAQUI
Colossoma macropomum (CUVIER, 1818)

ABSTRACT

Tambaqui Colossoma macropomum is one of the most important fishes in the Brazilian fish culture,
due to its good flavor, rusticity and rapid growth. Since it is an amazonic migrating fish, its
ovulation and spawning do not occur in captivity; therefore the induced reproduction in this fish is
always needed. The present work investigated the effects of the natural daylight on the ovulation
of tambaqui, when was induced with the common LHRH of veterinary use. Plasmatic levels of the
hormone 17a OH-P was measured before and after hormonal injections. Seventeen mature females
and sixteen males were used in the investigation. Females were induced to ovulate with the LHRH
(gonadorrelin), under two different photoperiodic protocols: In protocol A, the first hormonal
injection started in early evening, while in the protocol B it started at early morning time. In each
group, the second hormonal injection was done 12-13 after first injection. The total concentration
of the LHRH applied in the female fish varied from 500-1200 ng/fish. All male received a single
dose of 50-100 pgLHRH/ fish. No ovulation occurred in the females of the photoperiod A, while all
females in the photoperiod B, ovulated. There was statistic difference in the levels of the 17a OH-P
hormone between the two groups, during the considered period of latency of the inducer hormone.
The results appoint to an existence of a photoperiodic cue, which can favor the occurrence of the
ovulation in tambaqui, when is induced with the common LHRH of veterinary use.
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INTRODUCAO

O tambaqui, Colossoma macropomum (Cuvier, 1818)
é um dos peixes mais importantes da piscicultura
brasileira, em especial nas regices Norte e Nordeste. E
nativo da bacia Amazonica e considerado o segundo
maior peixe de escamas do rio Solimdes e do
Amazonas (GOULDING e CARVALHO, 1982). No
ambiente natural, a sua ovulag¢do e desova ocorrem
no periodo das chuvas e tais eventos devem ser regu-
lados por inputs fisiolégicos, mediados por fatores
externos, assim como acontece na maioria dos peixes
teledsteos (VENTUERI e BERNARDINO, 1999).

No cativeiro, supressoes fisiol6gicas no processo
reprodutivo podem ocorrer, devido as restricdes
de fatores ambientais (dreas para deslocamento,
fotoperiodo e temperatura) suprimindo, de alguma
forma, a acdo dos hormonios indutores da desova,
pois, embora haja o desenvolvimento gonadal, o
processo da maturagdo final (migracdo do ntcleo
e quebra da vesicula nuclear) ndo acontece, por
causa dessas restri¢des (ZOAR e MYLONAS, 2001).
Para superar tal problema, hormonios exégenos
sao comumente aplicados. Os mais utilizados sao:
extrato bruto de hipéfise de carpas (EBHC), o
LHRHa (analogo do LHRH, superativo, liberador
do hormoénio luteinizante, nonapeptideo) e o
LHRH comum (cépia sintética do LHRH natural,
decapeptideo).

Reporta-se que o fotoperiodo e a temperatura
regulam as atividades fisioldgicas, entre elas, a repro-
ducdo. Em peixes teledsteos, a ovulacdo e a desova
tendem a ocorrer em determinadas horas do dia,
por causa da influéncia fotoperiédica (SHERWOOD,
1983). Assim, pode-se considerar essa varidvel
ambiental, como um dos mais importantes no
controle da reproducdo induzida. Por outro lado,
os picos da gonadatropina maturacional plasmatica
(GtHm) entre espécies de peixes variam de acordo
com a hora do dia (ZANUY e CARRILLO, 1987).
Sabe-se, também, que o GtH influencia a secregdo e
liberacdo dos hormonios esterdides sexuais gonadais,
tais como a testosterona, o 17a hidroxiprogesterona
(17a OH-P) e 0 17a,20B-dihidroxiprogesterona (17a
20B diOH-P) (YOUNG et al, 1986), sendo este tltimo
um dos mais importantes hormoénios na maturagao
final dos odcitos (MATSUYAMA et al, 1990).

Na maioria das piscigranjas e larviculturas
do Brasil, o tambaqui é criado em regime de cati-
veiro, o que leva a algumas restri¢des fisiolégicas
reprodutivas. Dai faz-se necessdria a pratica da
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reproducdo induzida por meio liberadores da
gonadatropina e/ou de extratos gonadotrépicos
exdgenos para que ocorra a maturacao final. Grande
parte das larviculturas brasileiras, porém, utiliza-
se de duas metodologias de inducdo a ovulagao
no tambaqui: na primeira, a injecdo hormonal é
normalmente aplicada entre 8-9 horas, enquanto
na outra, a primeira injecdo hormonal é aplicada
entre 19-20 horas. Em ambos os casos, uma segunda
injecdo hormonal nas fémeas é administrada entre
12-14 horas, apds a primeira injecdo. Isso sugere
que uma dessas metodologias pode estar indo de
encontro ao ciclo hormonal didrio normal da espécie,
prejudicando assim o processo da ovulagdo e a
qualidade dos gametas. O presente trabalho, portanto,
visou estudar a influéncia do fotoperiodo natural
na ovulagdo do tambaqui Colossoma macropomum,
quando induzido com o LHRH decapeptideo
(gonadorrelina) de uso veterinario. Investigou-se,
também, a variagdo plasmatica do hormoénio 17a-
hidroxiprogesterona.

MATERIAL E METODOS

A investigacao foi realizada na Estagdo de
Aquicultura Continental Prof. Johei Koike, do
Departamento de Pesca e Aqtiicultura/UFRPE, no
periodo de setembro de 2004 a janeiro de 2005.

Um total de 17 fémeas e 16 machos em maturagdo
final de tambaqui, Colossoma macropomum, foram
utilizados no presente trabalho. Os peixes foram
selecionados, no viveiro estoque (50 x 20x 1,5 m?),
de acordo com suas caracteristicas morfolégicas
externas; para as fémeas, ventre distendido e flacido
e papila genital avermelhada e dilatada.

Nos machos observou-se a existéncia do sémen
sob uma ligeira pressao abdominal (YARON, 1995).
Os tambaquis foram alimentados duas vezes ao
dia (3% da biomassa total) com racao extrusada,
contendo 28% de proteina bruta. A idade dos peixes
variam entre 3-4 e 4-5 anos para machos e fémeas,
respectivamente.

Os peixes selecionados foram utilizados em
seis testes de inducdo a reprodugdo, conforme os
protocolos A e B:

Protocolo A: 10 fémeas e 10 machos. Oito
fémeas foram induzidas a ovulacdo com o LHRH
(gonadarrelina). A concentracao total do hormonio
para as fémeas variou entre 700-1150 ngLHRH/
peixe, divididas em duas aplicacdes num intervalo
entre 12-13 horas, exceto para as duas fémeas
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controle, que receberam apenas soro fisiologico. O
peso das fémeas variou entre 9,5-14,0 kg (Tabela 1).
As concentragdes hormonais na primeira e segunda
injecdo variaram de acordo com a evolugdo gonadal
de cada fémea. Nesse protocolo, a primeira injecao
hormonal foi aplicada entre as 19-20 horas (Figura 1).
Cada macho recebeu dosagem hormonal tnica,
variando entre 50-100 ngLHRH/ peixe, de acordo
com o estadio gonadal (i.e grau de fluidez de esperma
sob ligeira pressdo abdominal), no momento da
segunda aplicagdo hormonal das fémeas.

Protocolo B: 7 fémeas e 6 machos. Cinco fémeas
foram induzidas a ovulacdo com o mesmo hormonio;
as dosagens totais variaram entre 500-1200 pgLHRH/

peixe, divididas em duas aplica¢des entre de 12-14
horas, ou em dose tinica, exceto as duas fémeas
controle que receberam apenas soro fisiol6gico
(Tabela 2). O peso das fémeas variou entre 10,6-15,5
kg. Diferentes do protocolo A, as primeiras inje¢des
hormonais nesses ultimos testes comecaram entre
08-09 horas (Figura 1). Os machos também receberam
dosagens tnica, variando entre 50-100 pngLHRH/
peixe, de acordo com o seu estddio gonadal

As concentragdes totais do LHRH (gonadorrelina),
empregadas nas fémeas e machos de ambos os
protocolos fotoperiddicos, sao consideradas eficazes
a inducao da ovulacao e espermeacdo do tambaqui.
(PEREZ, 2003 ; SANTOS et al, 1991).

Tabela 1. Dados de fémeas obtido durante a acdo do protocolo fotoperiédico A: peso (kg); dosagens hormonais e

ocorréncia de ovulacao.

Protocolo fotoperiédico A

A Peso Dosagem (pgLHRH/ peixe) (pgLHRH/ peixe) ~
Testes  Fémeas (kg) total (pgLHRH/ peixe) 1° dose 2° dose Ovulagao
1 12,5 250 450 -
A 700 (56)* 700 (43)
2 16,3 250 450 -
B 1 12,7 750 (59) 250 500 -
2 9,5 750 (79) 250 500 -
c 1 10,8 1150 (106) 450 700 -
2 11,5 1050 (91) 400 650 -
b 1 12,5 950 (76) 350 600 -
2 13,5 850 (63) 350 500 -
Controle 14,0 — — — -
Controle 15,5 — — — -
**O miimero em parénteses significa ygLHRH/kg.
Periodo de laténcia
P
(A I
t f
19-20h 07-09 h Ovulagao estimada entre 17-19 h
< Periodo de laténcia
= —
B |
*
q 08-09 h 18-20_h Ovulacio estimada entre 06-08 h

1 inje¢ao e/ou dose inica 2% injegao

Figura 1. Calendario das injecdes hormonais nos tambaquis e estimativas dos momentos de ovulacdo nos protocolos

A (inicio da inducao hormonal entre19-20h) e B (inicio da indugdo hormonal entre19-20h).
do acasalamento

(*) significa momento
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Tabela 2. Dados de fémeas obtido durante a agdo do protocolo fotoperiddico B: peso (kg); dosagens hormonais

e ocorréncia de ovulacéo.

Protocolo fotoperiédico B

Testes Fémeas Peso Dosagem
(kg) total (ngLHRH/ peixe)
1** 14,7 500 - (34)*
. il 12,5 500 - (40)
3 10,6 850 - (80)
. 1 12,7 1000 - (80)
2 15,0 1200 - (80)
Controle 13,0 -—
Controle 15,5 —

(ngLHRH/ peixe)

(pgLHRH/ peixe)

1° dose 2° dose Ovulagao
500 - -
- 500 +
320 330 +
400 600 +
450 750 +

* Niimero em parénteses significa ugLHRH/kg.
**Dosagem tinica.

Grupos de fémeas, pertencentes aos protocolos
A e B, foram selecionadas para coleta de sangue e
andlise do 17a-hidroxiprogesterona e obedeceu o
seguinte calendédrio amostral: ‘tempo 0" (amostras
coletadas antes da primeira dosagem hormonal),
tempo 12" (amostras coletadas 12 horas apds a
primeira indugdo) e‘tempo 24’ (amostras coletadas
24 horas apods a primeira injecao)

Na coleta foram utilizadas seringas heparinizadas
e agulhas (20G) de tamanho. Do pedtinculo caudal
foram retirados ImL de sangue, que logo em seguida
foi centrifugado a 3.000 rpm por quinze minutos.
Ap6s a centrifugagdo, foram congelados o plasma
sanguineo a -15 °C, até a analise hormonal.

Os niveis do hormonio 17a -hidroxiprogesterona
(17a OH-P) plasmatico foram determinados por meio
do método de radioimunoensaio (RIE) em fase sélida,
com hormoénio marcados com '? I, utilizando-se kits
comerciais Coat-A-Count, da Diagnostic Products
Corporation (DPC).

Os dados obtidos foram analisados através
dos métodos estatisticos descritivos e analiticos.
Nas andlises comparativas utilizou-se o Teste de
Tukey (a=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pesos dos peixes, as dosagens hormonais
utilizadas e os efeitos do LHRH (gonadorrelina)
sobre a ovulacdo do tambaqui nos protocolos A e B,
estdo indicados nas tabelas 1 e 2, respectivamente.
Conforme mostram os resultados, nenhuma
ocorréncia de ovulacao foi observada nas fémeas do
protocolo A, enquanto todas as fémeas induzidas do
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protocolo B, ovularam.

Quanto a variacdo plasmaética do 17a-hidroxi-
progestetrona nas fémeas pertencentes ao protocolo
A, o valor médio antes da primeira indu¢do do LHRH
que foi de 0,05 ng/mL do plasma, aumentou para
45,57 ng/mL ap6s 12 horas e diminuiu para 20,75
ng/mL apds 24 horas, dentro do considerado periodo
de laténcia do hormonio indutor (Tabela 3).

No protocolo B, porém, o valor médio inicial foi
de 0,31 ng/mL do plasma, aumentou para 38,66
ng/mL apds 12 horas e continuou aumentando
até o nivel médio de 56,84 ng/mL, apés 24 horas
(Tabela 4). Houve diferenca significativa entre os
niveis hormonais antes e depois da primeira injegao
hormonal nos protocolos A e B, assim como entre as
fémeas de ambos os protocolos, no tempo 24.

No sistema reprodutivo de peixes teledsteos,
a hormoénio liberador da gonadatropina
estimula a liberacdo do GTH armazenado na
hipoéfise, que por sua vez induz a sintese e a
liberacdo dos esterdides sexuais, dentre esses a
testosterona, o 17a-hidroxiprogestetrona (17a-
OH-p), sintetizado nas células espaciais da teca do
foliculo ovariano. Esse hormonio é transformado
no 17a , 20pB-dihidroprogesterona (17a, 20
diOH-p) nas granulosas sob a acdo da enzima
20B-dihidroxiesteroideshidrogenase. Esse tltimo
horménio constituiu-se em um dos MIS (maturational
induced steroids) mais importantes no processo da
ovulacdo em peixes tele6steos, pois também é co-
responsavel pela ocorréncia de fase ‘GVBD’ (quebra
da vesicula germinativa), que logo precede agao
ovulatoria.
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Tabela 3. Varia¢ao da progesterona (17a OH-P em ng/
mL) de fémeas pertencentes ao protocolo A, nos tempos
0, 12 e 24 horas ap0s a primeira inducao do LHRH.

Peixe 0 hs 12 hs 24 hs
? 0,08 33,69 25,49

? 0,06 55,11 23,61

? 0,05 51,06 21,19

Q 0,03 45,57 12,72
Média 0,052 45,57° 20,75¢
Dp 0,02 8,06 4,88

Obs. Nos dois peixes controles, ndo foi possivel analisar a
quantidade do hormonio ao longo do experimento, exceto
no ‘tempo 0, que foram 0,07° e 0,05* ng/mL. As letras
mostram se existem diferencas estatisticas (a = 0,05).

Tabela 4. Variacao da progesterona (17a OH-P em
ng/mL) de fémeas pertencentes ao protocolo B, nos
tempos 0, 12 e 24 horas ap6s a primeira inducédo do
LHRH.

Peixe 0 13 24
? 0,71 30,01 62,02

? 0,09 42,41 51,65

? 0,12 4356 -
Média 0,312 38,66° 56,84
dp 0,28 6,13 5,18

Do experimento, exceto no ‘tempo 0, que foram 0,05° e
0,07 ng/mL. As letras mostram se existem diferencas
estatisticas (a = 0,05).

As Figuras 2 e 3 mostram a variagdo do horménio
17a-hidroxiprogesterona plasmaético nas fémeas
pertencentes aos protocolos A e B, linhas de
tendéncia e os coeficientes de determinacédo (r?).
Diferente do protocolo A, a variagdo do horménio
nas fémeas do protocolo B foi sempre ascendente, o
que provavelmente favoreceu o desencadeamento
do processo ovulatério, apés a inversao do
fotoperiodo no momento da primeira injecdo
hormonal. Os resultados apontam para a existéncia
de um “gatilho fotoperiédico” quando a ovulacdao
o tambaqui é induzida com o decapeptideo LHRH
(gonadorrelina).

Nenhuma ovulagao, portanto, foi observada nas
fémeas do protocolo fotoperiddico A. Como os testes
nesse protocolo foram realizados logo no inicio do
considerado periodo normal de desova do tambaqui
na regido, presume-se que, além do fotoperiodo,
outros fatores, tais como, niveis basais de esteréides

sexuais antes da primeira indugao hormonal tenham
contribuido para esse resultado. Nota-se que no
tempo ‘0, os niveis do 17a OH-progesterona nas
fémeas do protocolo fotoperiédico A estavam mais
baixos do que aqueles das fémeas pertencentes ao
protocolo B, no qual ocorreu a ovulacao (Tabelas 3
e 4). Em carpa comum, Cyprinus carpio, existe um
gatilho fotoperiédico que determinada o momento
da ovulacgdo (Santos et al, 1986) e assim como
acontece em outros peixes teledsteos, a elevacdo
dos niveis de GTH durante a ovulacdo parecer ser
dependente dos niveis plasmaticos dos esterdides
sexuais (Ainda ef al, 1986). No tambaqui, pesquisas
mais ampla sdo necessarias a fim de elucidar se a
influéncia fotoperiddica esta condicionada aos niveis
plasmaticos de ester6ides sexuais ou outro de fatores
fisiolégicos.

60 - y = 0,8624x + 11,776

3 50 - R? = 0,2062
E
2 40 -
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§ 301
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g
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Tempo (horas)

Figura 2. Valores médios do 17a OH-progesterona
plasmatico nas fémeas de tambaqui do protocolo
A, antes e ap6s a indugdo a ovulagdo com o LHRH
(gonadorrelina).
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Figura 3. Valores médios do 17a OH-progesterona
plasmaético nas fémeas de tambaqui do protocolo
B, antes e apds a indugdo a ovulagdo com o LHRH
(gonadorrelina).

Variacdes de sGnRH (hormoénio liberador da
gonadatropina de salmdo) foram temporariamente
correlacionadoscomosniveis de GTHI (gonadatropina
vitelogénica) e GTH II (gonadatropina maturacional)
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da pituitaria e plasmatica, seguidas por alteracoes
fotoperiédicas da maturacao gonadal (AMANO,
1994 e DAVIES et al, 1999). Estudos apontam para a
influéncia da melatonina no processo da maturagéo
gonadal de peixes teleésteos (BROMAGE, 2001).
Similar as aves, a melatonina plasmatica de peixes
apresenta uma variacdo circadiana, pois é alta
durante o dia e baixa durante a noite. Embora os
recentes estudos apontem para uma influéncia
da melatonina na maturacao gonadal de peixes, a
importante pergunta que ainda permanece é como
os sistemas enddgenos circadianos e circanual
interagem com a funcdo reprodutiva dos peixes,
inclusive o tambaqui.

Varios relégios-biol6gicos genéticos tém sido
identificados em muitos mamiferos. Contudo, o
envolvimento desses genes no controle da funcao
circadiana e circanual da melatonina ainda nao é
conhecido (BRIERLEY, et al. 1999 apud BROMAGE
2001).

CONCLUSAO

Os resultados obtidos apontam para uma
influéncia fotoperiédica no processo ovulatorio
do tambaqui, Colossoma macropomum quando
induzido com o LHRH (gonadorrelina) e que o
grau dessa influéncia pode estar condicionado a
niveis plasméticos de esterdides sexuais no inicio da
inducado hormonal.
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