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Resumo

Garra Rufa € um pequeno ciprinideo, bentopelagico de agua doce, originalmente do
sudoeste da Asia, que se tornou economicamente relevante durante a Ultima década.
G. rufa € um elemento digno para controlar o crescimento de algas em aquariophilia,
mas € conhecido principalmente por seu uso em tratamentos de problemas de pele em
Spas e clinicas. Foi feita uma tentativa de reproduzir G. rufa em cativeiro, a fim de
responder a demanda crescente do mercado para este peixe, além de obter uma visédo
sobre sua biologia reprodutiva e desenvolvimento embrionario. Grupos de 4 G. rufa
foram inseridos em 7 aquarios de 20 L, com um filtro interno, arejamento e colocado
numa sala de temperatura controlada a 26°C. Uma rede colocado 1,5 cm acima do
fundo, impedindo os peixe de comer seus proprios ovos. Os peixes foram alimentados
trés vezes por dia e verificou-se a presenca de ovos. Os ovos foram removidos,
colocados em aquarios separados e fotografados de hora em hora, num microscoépio
composto Leica DM2000LED, equipado com uma cémara Leica MC 170 HD de 5

megapixéis.

G. rufa apresenta um dimorfismo sexual muito reduzido, exceto pela presenca de
tubérculos no focinho do macho, que aparece apenas durante o periodo de
reproducdo. Os machos sdo maiores que as fémeas e executam perseguicdes de
altas velocidade depois atras das mesmas. Os ovos ndo apresentaram propriedades
adesivas, sendo depositados no fundo dos aquarios. Num total de 31 posturas, apenas
19 resultaram em juvenis. A perda de ovos deveu-se maioritariamente a uma
contaminacdo por fungos em torno dos ovos, que levaram a degeneragdo dos
embrides. Houve um sucesso de eclosdao médio geral de 61,29%. As estruturas mais
proeminentes dos embriées que foram percetiveis: primérdio da cauda (5h); primérdio
optico e batimentos cardiacos (10h); aparecimento das barbatanas peitorais (13h). Os
ovos eclodiram entre 24 a 48h e as larvas consumiam o saco vitelino em 48h,
passando a alimentar-se de racdo. Em 3 meses, estes peixes poderdo ser
comercializados e em 6 meses podem ser potenciais reprodutores. Este rapido
desenvolvimento, aliado & elevada procura de mercado, torna G. rufa numa espécie
muito atractiva para apostar na sua producdo em Aguacultura e promocédo para fins

terapéuticos em Saude e Bem-estar humanos, tal como em Aquariofilia.

Palavras-chaves: Aquacultura, Peixe doutor, Crescimento, Desenvolvimento

embrionario, Ciprinideo






Abstract

Garra rufa is a small freshwater benthopelagic cyprinid, originally from Southwest Asia,
which has become economically relevant during the last decade. G. rufa is a worthy
element to control algae growth in aquariophilia, but it is mostly known for its use in
treatments of skin problems in spa’s and clinics. It was made an attempt to reproduce
G. rufa in captivity, in order to respond to an increasing marketing demand for this fish,
plus to get an insight on its reproductive biology and embryonic development. Groups
of 4 G. rufa were inserted in 7 aquaria of 20 |, with an internal filter, aeration and placed
in a controlled temperature room at 26°C. A net placed 1.5 cm above the bottom
prevented the fish from eating their own eggs. The fishes were fed three times per day
and checked for the presence of eggs. The eggs were removed, placed on separate
aquaria and photographed hourly at a Leica DM2000OLED compound microscope,
equipped with a Leica DMC2900 camera Leica MC 170 HD. G. rufa showed almost no
sexual dimorphism, except for the presence of tubercles on the snout of males, which
appeared only during the reproduction period. Males were larger than females and
executed high velocity persecutions after them. The eggs showed no adhesive
properties, being deposited on the bottom of the aquaria. In a total of 31 postures, only
19 resulted in newly born fish. This was mostly due to fungal development around the
eggs that caused the embryos to degenerate. There was an general average hatching
success of 61,29%. The most prominent structures of the embryos were noticeable
after: 5h - tail bud; 10h - optic primordium and heart beating; 13h - pectoral fin buds.
They hatched between 24 to 48h and the larvae consumed the yolk sac in 48h, starting
to ingest the supplied feed on their own. In 3 months, these fish can be marketed and
in six months may be potential reproducers. This rapid development, combined with the
high market demand, makes G. rufa a very attractive species to invest in for
Aquaculture production and promote therapeutic purposes in Health and Well-being

human, as well as Aquariofilia.

Key-words: Aquaculture, Doctor fish, Growth, Embryonic Development, Cyprinid
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1 - Introducao

1.1 - Aquariofilia

Os peixes séo considerados como um recurso alimentar desde tempos remotos.
No entanto, estes animais comecaram a ser mantidos em aquérios ja desde o tempo do
Império Egipcio, ndo s6 pelo propdsito de alimento, mas também devido aos seus
atributos ornamentais (Scott, 1995). Enquanto a maior parte da producdo de
Aquacultura é voltada para o sector alimentar, a Aquacultura de peixes ornamentais tem
vindo a ganhar cada vez mais relevancia ( ). Nas ultimas décadas, a
Aquariofilia tem registado um rapido crescimento, estando associada as Pescas e ao
desenvolvimento da Aquacultura vocacionada para 0 mesmo sector (
), sendo uma fonte de rendimento para muitas comunidades rurais e costeiras
( ). Nos Estados Unidos da América (EUA), os peixes ornamentais tornaram-
se a primeira escolha a nivel de animais de estimagdo, contando com cerca de
7,2 milhGes de casas com aquarios. Na Unido Europeia, esse numero ronda o0s
3,2 milhdes e tem vindo a aumentar cada vez mais ( ). Segundo a FAO
(Food and agriculture Association), esta industria gera milhares de milhdes de délares
anualmente, em que Singapura é a nacdo principal na exportacdo de peixes
ornamentais, a nivel mundial ( ). Em consequéncia, comegou a haver uma
necessidade de analisar os riscos e beneficios envolvidos, pois as suas implicagées

ecoldgicas e sociais nem sempre sdo monitorizadas ( ).

O proposito recreativo da Aquariofilia tem dado lugar ao desenvolvimento da
Aguariologia, que estuda e desenvolve diversas técnicas de manutengdo de espécies
com maior interesse econémico, procurando recriar o seu ambiente natural. Com vista a
responder a crescente procura de mercado por essas espécies, tem havido interesse na
sua producdo em Aquacultura. Concordantemente, comecou a haver espécies criadas
especialmente para aquele fim ( ), paralelamente com o desenvolvimento

de novos equipamentos e novas ragoes.

Grande parte das espécies ornamentais ja é produzida em cativeiro (
), sendo a maioria peixes de agua doce ( ). A gestdo da reproducédo
destes animais comegou a ter uma elevada importancia ( ), pois tem por
pretensdo, evitar a rutura de mananciais daqueles organismos nos seus ecossistemas

naturais ( ). Assim, esta pratica auxilia na sustentabilidade



Estudo da reproducéo e desenvolvimento embrionario de Garra rufa (Heckel 1843), com vista a
sua producéo em Aquacultura

da industria de animais ornamentais, tornando-se assim uma alternativa promissora a
captura intensiva de animais selvagens. Esta Ultima incorre muitas vezes na destruicao
do habitat onde aqueles se encontram e mesmo do ecossistema, em geral, tornando-se
um problema na conservacdo de espécies. E apesar de muitas espécies ja serem
criadas em cativeiro, a pratica da captura continua a ser muito utilizada, devido a grande
procura destes animais por parte dos consumidores finais. A sobrepesca das

z

populacBes selvagens, ndo é o Unico problema ecoldgico levantado pelas praticas
comerciais associadas a Aquariofilia. Esta industria é inadvertidamente um dos
principais vetores de introducdo de espécies exdticas em sistemas aquaticos a nivel
global ( ). Os peixes que mais se vendem para aquarios ornamentais
pertencem as familias Cichlidae e Cyprinidae ( ). De entre estes, algumas
espécies tém uma ampla valéncia ecoldgica, sendo potenciais invasoras. A introducao
de espécies exodticas € um grave problema na degradacdo de sistemas aquaticos,
conduzindo as espécies nativas a beira da extingdo, devido & competigdo por recursos e
a inicial auséncia de predadores. Muitas das vezes, essa introducéo ocorre de forma
acidental, outras de forma intencional. Esta Ultima, deriva principalmente da falta de
consciencializacdo, da maioria populacdo humana, para as consequéncias que tal
acarreta para o ambiente. Muitas das vezes, estas introduc¢des incorrem também em
graves impactos nas economias locais, com deplecdo dos recursos naturais dos

ecossistemas em que ocorreu a introdugao.

A maioria das espécies de peixes dulgaquicolas estdo ameagados de extingéo a
escala mundial (Duncan e Lockwood, 2001). Além da degradacdo dos seus
ecossistemas naturais por actividades antropogénicas - contaminagdo ambiental,
destruicdo de habitats, introducdo de espécies exdticas, sobrexploragdo, ha também a
ameaca das alteragbes climaticas (Sousa-Santos et al 2013, 2014). A ocorréncia de
episodios estocasticos de verbes quentes e secos, tém conduzindo a eliminacdo de
populacdes dulgaquicolas, por falta de 4gua nos seus respetivos ecossistemas (Sousa-
Santos et al 2013, 2014). Mais recentemente, a aquacultura de espécies dulgaquicolas
tem sido utilizada para estabelecer programas de recuperacdo e conservacdo das

populacdes selvagens dessas espécies ( Sundarabarathy et al 2005,
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1.2 — Ictioterapia

Mais recentemente, tem sido amplamente divulgada a prética de terapias com recurso a
peixes. O termo “Ictioterapia” foi mencionado pela primeira vez em 1989, em Kangal
(Turquia) (Grasseberger et al, 2006). As &guas termais daquela localidade sdao
habitadas por um pequeno ciprinideo — o peixe-doutor Garra rufa (Heckel, 1843). Este
peixe alimenta-se essencialmente de fito e zooplancton (Ozcelik e Akyol, 2011), mas
estes recursos sao escassos naquelas aguas quentes (35°C). Entdo, usa outro recurso
alimentar: a pele de vertebrados. Ha4 muito tempo que estes peixes sao utilizados para
limpar, suavizar e ajudar a tratar a pele de banhistas. S0 recentemente é que a
reputacdo das suas propriedades curativas se tornou mundialmente reconhecida.
Pessoas de todo o mundo procuram tratamento nas aguas termais de Kangal (Turquia),
para diversos problemas de pele, como: psoriase, eczemas, dermatite, acne,
calosidades e durezas (Ozcelik e Akyol, 2011). Estes peixes, desprovidos de dentes,
removem as células mortas da epiderme das pessoas que se submetem ao contacto
com estes seres, dentro de 4gua, sem causar dano. Recentemente descobriu-se que
libertam uma enzima na sua saliva, que tem um efeito revitalizador sobre a pele,
ajudando a sua renovacdo, tornando-a mais macia e saudavel do que antes do
tratamento. Menciona-se que essa enzima seja ditranol — o que sera muito improvavel,
pois esta substancia é extraida da arvore Araroba e é usada no tratamento da psoriase
(Garra Rufa Europe 2015).E por todas estas razfes que este peixe é conhecido como
“Doctor Fish” (peixe doutor) (Sayili, 2006).

O Kangal Fish Health Spa foi criado em 1960, mas outros tém-lhe sucedido
(Sherman, 2012). Estes centros oferecem um tratamento natural, relaxante e livre de
dor, completamente baseado no trabalho realizado pelos peixes, enquanto estes se
alimentam. Porém, os beneficios de submissdo ao mordiscar destes peixes, sao
considerados, ndo s6 uma massagem, mas também tratamentos de exfoliacdo e
renovacdo celular, para qualquer parte do corpo - por exemplo: manicura e pédicure
(Ozcelik e Akyol, 2011, Grassberger e Hoch 2006). Desde 2006, Institutos de Beleza, de
Bem-Estar e de Saulde Alternativa tém vindo a multiplicar-se mundialmente. A
Ictioterapia tem vindo a ser amplamente divulgada, principalmente no Japéo, Croécia,
entre outros (Sherman, 2012).

Com a proliferacdo de centros de tratamento com recurso a Ictioterapia, tem
havido uma crescente preocupagdo com a necessidade garantir uma boa qualidade
higiénica das instalacdes, saude publica, bem-estar animal e com potenciais
transmissdes de infegcbes. Os métodos convencionais de esterilizacdo e desinfecdo de

dgua/equipamento prejudicam e/ou matam os peixes. Por esse motivo, a Ictioterapia foi

3



Estudo da reproducéo e desenvolvimento embrionario de Garra rufa (Heckel 1843), com vista a
sua producéo em Aquacultura

proibida em alguns paises, ainda que haja pouca evidéncia do risco potencial & saude
dos usuérios (HPA, 2011; Sirri et al 2013).

Mais ainda, hd quem advogue o mau trato de animais nestes tratamentos. Para
que se possa manter o interesse de G. rufa em se alimentar da pele de vertebrados,
que ndo faz parte da sua tipica dieta alimentar (Yalcin-Ozdilek e Ekmekg,i 2006), serd
necessario fornecer-lhes outro tipo de alimento em quantidades reduzidas, fazendo-os
passar fome. A falta de orientagdes no modo de como manter estes peixes em cativeiro,
a dificuldade de manter a qualidade da agua dos sistemas de tratamento
ictioterapéutico, o stress induzido pelo contacto com diferentes pessoas, a possibilidade
de transmisséo de doengas entre peixes e humanos e a indicacdo precisa de alimento a
fornecer para garantir o bem-estar dos peixes, sdo factores que resultam em
mortalidade elevada de G. rufa em muitos centros de Ictioterapia. Todos estes motivos
combinados levantam muitas questfes éticas relativamente a pratica da Ictioterapia.

No entanto, as aplicagfes terapéuticas com estes peixes ndo deixam de ter valor
para quem sofre de doengas dermatologicas, para as quais a Medicina tradicional ainda
ndo conseguiu uma resposta eficaz. Assim, nada impede que sejam desenvolvidos
sistemas de manutencdo de G. rufa, que possam ser utilizados como unidades de
terapia unipessoal, para que essas pessoas possam usar em suas casas. Falta
desenvolver uma componente de esclarecimento quanto ao melhor modo de manter
estes peixes em cativeiro e em garantir o seu bem-estar. Nao restardo muitas duvidas
gue quem optar por esta via, terd esse tipo de preocupa¢do. Quanto mais nao seja,
devido ao elevado preco de mercado de G. rufa, do investimento em material de
aquariofilia e da grande quantidade de peixes que é necessaria. Tudo depende da

informacé&o disponivel as pessoas interessadas.

i

Figura 1: Ictioterapia (autor: Susana Ferreira 2013)
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1.3- A espécie

Garra rufa é uma espécie de peixe pertencente a familia Cyprinidae (Tabela I).
Sdo originarios de rios, pequenas lagoas, lagos e bacias do Médio Oriente,
especialmente na Turquia, Siria, Iraque e Irdo (Sherman, 2012). E uma espécie
subtropical, bento-pelagica, ndo migratéria e bastante comum na sua éarea de

distribuicdo geografica (Ozcelik e Akyol, 2011).

G, rufa é considerada uma espécie bastante resistente flutuacdes das condi¢des
ambientais, pois pode encontrar-se a temperaturas entre os 15°C e os 36°C (Jarvis,
2011; Coad, 2012).
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Figura 2: Mapa da regido geografica de onde s&o oriundos os peixes G. rufa.
In Garra rufa (Doctor fish), Rapid Risk Assessement Summary, Update: September 2015

G. rufa alimentam-se normalmente de fito e zooplancton (Grassberger e Hoch.
2006), nomeadamente de diatomaceas (Achnanthes sp., Amphora sp., Cocconeis sp.);
Algas verdes (Actinastrum sp., Chaetophora sp., Chlorococcum sp, Coelastrum sp.),
Algas azuis-verdes (Anacystis sp., Chroococcus sp., Dactylococcopsis sp.,
Merismopedia sp.).(Fishbase 2015), Cianobactérias (Chysophita e Chlorophyta, sendo
esta Ultima mais comum), Rotiferos e protozoarios (Yalcin-Ozdilek e Ekmekei, 2006). E
conhecido também por aderir as rochas, fazendo suc¢cdo com a boca (disco bucal que

serve de ventosa) para se alimentar de material vegetal benténico.
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Tabela | — Posicao sistematica de Garra rufa (Heckel, 1843), de acordo com a
classificacdo de Mayr (1990).
Dominio Eukarya
Subdominio Metabionta
Reino Animalia
Infrareino Deuterostomia
Filo Chordata
Sub filo Vertebrata
Super classe | Osteichthyes
Classe Actinopterygii
Ordem Cypriniformes
Familia Cyprinidae
Género Garra (Hamilton 1822)
Espécie Garra rufa (Heckel 1843)

A espécie G. rufa caracteriza-se por ser um dos mais pequenos membros da
familia Cyprinidae e é uma das cerca de 73 espécies do género Garra (Jarvis, 2011).
Morfologicamente, G. rufa possui o corpo fusiforme, ligeiramente achatado na parte
abdominal. Apresenta sistema de linha lateral visivel, possuindo entre 31 a 38 escamas,
desde a barbatana dorsal até a pélvica. Possui escamas cicloides, de tamanho
moderado a grande. Tém células mucosas abundantes na epiderme, que lhes confere
um aspecto oleoso, tornando-os bastantes escorregadios. A cabeca é desprovida de
escamas e € comprimida dorso-ventralmente, oferecendo uma menor resisténcia
durante a natagdo. Apresentam dois pares de barbilhos, um lateral e outro superior a
boca. Esta tem posigdo inferior e € convertida em forma de disco adesivo. Este disco
permite ao peixe alimentar-se e ficar estavel em correntes fortes. Tém apenas uma
barbatana dorsal posicionada anteriormente as barbatanas pélvicas, sendo que estas
dltimas tém localizagdo abdominal. A barbatana caudal € homocérquica e furcada. O
namero de raios das barbatanas varia, mas tipicamente possuem 8 raios na barbatana
dorsal, 12 a 14 nas barbatanas peitorais, 7 a 8 nas barbatanas pélvicas, 5 na barbatana

ventral e 17 na barbatana caudal ( ).

A coloracdo de G. rufa varia entre um cinza clarinho e um cinza escuro. Esta
coloracéo varia consoante a luz e as cores do ambiente em que o peixe se encontra. As
barbatanas, por vezes, possuem uma coloragdo avermelhada nas extremidades e um

ponto preto na base da barbatana caudal ( ).
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1.4— Reproducao

A Reproducdo é um processo biolégico muito importante nos organismos, pois é
dela que depende a sua sobrevivéncia e a perpetuacdo das espécies. Por isso a
possibilidade de controlar o ciclo reprodutivo dos organismos € um factor de grande
importancia, assegurando assim o0 éxito em aquacultura e a propagacdo no meio

natural.

Os machos e as fémeas Garra rufa sdo muito similares entre si, dai ser dificil
separé-los por género. Apesar de muito limitado, esta espécie possui dimorfismo sexual,
devido aos tubérculos brancos que os machos apresentam temporariamente, durante a
época de reproducdo, entre os olhos e as narinas. Estes tubérculos sdo formacgdes
dérmicas arredondadas que s&o parecidas com verrugas ( ). Os machos
podem adquirir uma coloracdo mais brilhante nessa altura ( ), sendo
ligeiramente maiores que as fémeas. As fémeas na altura da desova apresentam as

bases das barbatanas peitorais, pélvicas e anais diferentes dos machos ( ).

Esta espécie é ovipara, ou seja, os embrides sdo gerados dentro de um ovo. A
fecundacdo € externa. As fémeas libertam os Ovulos e o0s machos libertam
espermatozoides que irdo fecundar os ovulos. A época de reproducdo € adaptada a
cada populacédo, o habitat em que vivem e as condi¢des ambientais a que estéo sujeitos
(Miller, 1979). Ainda assim, muito pouco se sabe sobre a reproducdo de G. rufa e as
condigbes em que tal ocorre. A forma do peixe, tamanho (Jonsson e Jonsson, 1999) e a
idade (Thorpe et al, 1984) e outros inUmeros factores, tais como a estagdo do ano,
habitat, maturacéo das génadas, o suplemento de alimento, a temperatura (Fleming and
Gross,1990) e o estado de saude influenciam a reproducéo das varias espécies (Tesch,
1968)

1.5 - Generalidades do desenvolvimento embrionario em peixes

O desenvolvimento embrionério € um processo que se inicia desde a fecundacao

do o6vulo até a eclos&o do organismo (Kimmel et al, 1995).

Os ovos de peixes teleésteos sao teloleciticos, ou seja, ttm uma grande
guantidade de vitelo no qual o embrido ira nutrir-se durante a embriogénese e que
servird de suplemento nutricional a larva apds a eclosdo (Woynarovich e Horvath,

1980). De acordo com Kimmel et al, (1995) o desenvolvimento embrionario pode ser
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dividido nas seguintes fases: Zigoto, Segmentacao, Blastula, Gastrula, Metamerizacao,

Faringula e Ecloséo.
1.5.1 - Zigoto

Imediatamente apds a fecundacdo, ha a formagédo do zigoto. Este resulta da
fusdo entre o Gvulo e o espermatozoéide e € constituido apenas por uma célula. Esta

fase dura apenas até ocorréncia da primeira divisdo mitética.
1.5.2 - Segmentacao

Trata-se de uma fase que decorre desde a primeira divisdo mitética. O ovo sofre
varias divisdes sincronizadas, em apenas num dos polos (polo animal), formando entédo
0 blastodisco. O blastodisco vai aumentando o numero de células, dando origem ao
embrido. No final desta fase é atingido um total de 64 células, mas sem haver aumento
de tamanho do ovo em si.

Este tipo de segmentacdo designa-se por segmentacdo meroblastica discoidal,
pois as células s6 se desenvolvem no polo germinativo (animal), sendo implicita nos
ovos teloleciticos (Kimmel et al 1995).

1.5.3 — Blastula

A partir das 64 células, inicia-se o estagio de blastula. Este é caracterizado pelo
aumento da duracdo do ciclo celular, pela perda das divisbes sincronizadas e inicio da
motilidade celular (Kimmel et al, 1995). Isto significa que os ciclos comegam a ser
assincronos e mais longos e ocorre aumento do tamanho do ovo. O blastodisco comeca
a tornar-se menor e a quantidade de material nuclear do citoplasma aumenta. Forma-se
a camada sincicial protoplasmatica - o periblasto. O Periblasto e o blastodisco estdo

confinados no polo animal.
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1.5.4 — Gastrulagéao

De acordo com Warga e Kimmel, (1990), a gastrulacdo em peixe-zebra envolve

trés movimentos celulares: epibolia, involugdo e extensdo convergente.

A epibolia, resulta num ajuste do blastodisco em relagéo ao vitelo. A epibolia
caracteriza-se pelo facto dos micrometros (células mais pequenas do embrido) se
multiplicarem mais rapido e deslocarem-se para rodear os macromeros (cé€lulas maiores
do embrido), formando respectivamente os folhetos germinativos ectoderme e
endoderme. Esses movimentos de epibolia continuam até o fim da gastrulacdo, quando
0 blastodisco envolve completamente a célula de vitelo (Santos, 2012). Nesta fase, o
blastodisco achata-se contra o vitelo e expande-se, envolvendo-o, mantendo uma

espessura constante.

A involugéo inicia-se quando o blastodisco cobre 50% da célula do vitelo por
epibolia. D& origem ao inicio dos movimentos morfogenéticos da gastrulagéo. As células
da camada do lado do polo vegetativo, em redor da margem do blastodisco, involuem
por baixo da margem, em direcdo da superficie da célula de vitelo subjacente. Depois
estas migram da regido marginal, por cima da célula do vitelo ou das células
circundantes. Estes movimentos resultam na formacao do anel embrionario — uma dupla
camada de células, em que as circundantes fazem parte do epiblasto e as mais internas

formam o hipoblasto.

Uma vez formado o anel, o epiblasto e o hipoblasto intercalam-se no futuro lado
dorsal do embrido e formam o escudo embrionario. A camada envolvente do vitelo é
rigidamente ligada ao blastodisco e é puxada por este (Kimmel 1995). E devido &
movimentacdo destas estruturas que leva a formacdo da mesoderme que se vai

deslocando para o futuro lado anterior do embriéo.

A mesoderme e a endoderme situam-se subjacentes a ectoderme. A fase de
gastrulagdo é caracterizada pelo movimento de involu¢é@o de futuras células endérmicas
e mesodérmicas e também pelos movimentos convergentes das células interiorizadas
em direcdo a linha média dorsal o que permite a formacgéo do corpo do embrido ao redor

da massa vitelina (Kimmel, 1995).

Surge um pequeno espessamento na periferia do blastodisco, onde sera a
extremidade posterior do embrido, surgindo o blastoporo. Dara inicio & formacdo da
cauda. Apos isso, o blastodisco vai espessar ao longo de todo o embrido, ocorrendo um
espessamento mais proeminente na futura regido anterior do embrido, que ird originar

posteriormente a cabeca.
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1.5.5 - Neurulacéao

A fase de neurulacéo é caracterizada pelo aparecimento do tubo neural e dos

somitos (Kimmel et al, 1995).

Inicialmente, como nos outros vertebrados, a ectoderme torna-se mais espessa
e forma a placa neural. Nos peixes ndo surgem pregas neurais 6bvias que resultem
num tubo com lumen. Ao invés disso, forma-se uma estrutura compacta - quilha neural,
que se separa da restante ectoderme formando um tubo celular compacto.
Posteriormente, esse tubo sofre cavitacdo, dando origem ao canal neural. O resto da

ectoderme torna-se a pele (Kimmel et al, 1995).

As células hipoblasticas do escudo embrionario convergem e estendem-se,
estreitando-se ao longo da linha dorsal média do hipoblasto. A cor dorsal é formada
através da mesoderme ( Kimmel et al ,1995).

1.5.6 - Organogénese e metamerizacao

Comecgam a aparecer as fases rudimentares dos principais 6rgéos e o sulco da
cauda comecga a ficar mais proeminente. O sulco da cauda comeca a alongar-se pelo
comprimento do embrido e comecga a segmentar. Esses segmentos ddo origem aos
sémitos, que aparecem sequencialmente pelo tronco e depois pela cauda. O embrido
comeca a alongar-se e a cauda forma-se do lado do blastéporo, a semelhanca da linha

evolutiva dos deuterostomios.

A cabeca comeca a tornar-se cada vez mais evidente e as vesiculas opticas
comecam a aparecer. Estas originardo os olhos. Tornam-se evidentes apos o fecho do

blastéporo

Posteriormente, a vesicula auditiva torna se visivel, com o aparecimento dos

otdlitos.

A convergéncia e a extensdo no epiblasto trazem as células presuntivas do

cérebro de todo o epiblasto para a linha média dorsal onde formam a quilha neural.

Nesta fase os sémitos também comecam a notar-se cada vez mais. Comeca a

haver separacdo da cauda.

A morfogénese do cérebro estd avancada. As barbatanas dorsais, caudal e anal,
comecam a aparecer. O coracdo comega a dividir-se, em 2 camaras. A cabeca separa-

se do vitelo e a cauda continua a aumentar de comprimento. Do vitelo resta apenas

10
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uma parte que ira fornecer nutrientes a larva. O embrido estard4 pronto entdo para

nascer.

As larvas eclodem ao fim de um determinado tempo, variavel de espécie, para
espécie. Estas sdo muito vulneraveis durante os primeiros estagios de desenvolvimento.
Durante os primeiros tempos de vida, dependem das reservas vitelinas. Apos a Abertura
da boca e protrusdo da mandibula, poderdo comecar a alimentar-se. A sua
sobrevivéncia depende da conciliacdo da poupanca das reservas no saco vitelino até se

encontrarem aptas a alimentar-se por si sés.

1.6 — Objetivos

Este trabalho teve por objetivo principal tentar reproduzir Garra rufa em cativeiro. Em
consequéncia, idealizou-se um sistema de suporte de vida que permitisse a reproducdo
destes peixes e a obtencdo dos seus ovos. Para tal, forneceram-se condicbes
ambientais semelhantes as dos seus habitats naturais e fizeram-se adaptacdes, a
medida que se foi conhecendo um pouco mais sobre o comportamento destes animais.
Os peixes foram monitorizados pelo seu comportamento e forma fisica, para tentar
determinar a época/ocorréncia de reproducao, tentando distinguir machos de fémeas e
verificar a existéncia de rituais de acasalamento. Quando se verificou a presenca de
OVOS Nos aquarios, procurou avaliar-se 0 sucesso reprodutivo do cultivo de G. rufa,
nomeadamente a frequéncia de posturas, a suas respetivas taxas de fecundacao,
eclosao e de sobrevivéncia larvar. Esses ovos foram também monitorizados, de forma a
observar e estimar a duracgéo dos principais eventos do desenvolvimento embrionario de
G. rufa, sob as condi¢cdes ambientais estabelecidas. Entre os peixes adquiridos para
este trabalho e 0s que nasceram entretanto, avaliou-se o tempo decorrido entre o seu
nascimento até que atingiram um tamanho comercial (3 a 4 cm de comprimento total),
bem como a sua taxa de sobrevivéncia. Estabeleceu-se também o tempo decorrido até
serem potenciais reprodutores. Esta avaliagdo serd uma mais-valia para determinar a
potencial viabilidade econémica da producédo de G. rufa em Aquacultura, para posterior

comercializacéo.
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2 - Materiais e Métodos

2.1 - Aquisicdo de G. rufa

Os espécimes Garra rufa foram adquiridos a um Importador Portugués, em
diferentes lotes provenientes de produtores Indonésios, ao longo dos anos de 2013 e
2014.

Os lotes foram mantidos separadamente em diferentes tanques de 2 sistemas de
suporte de vida.

Um dos sistemas de suporte de vida (n® 1) consistiu num sistema fechado de
recirculacdo de agua, com: 6 tanques de 55 L, 1 bomba de circulacdo de agua Hailea
6850, filtro mecanico (14 de vidro), filtro bioldgico (biobolas), filtro UV TMC V2ecton 600,
arejamento forte e termdstato Eheim Jeiger 300 regulado para 26°C. Este sistema tinha
por finalidade receber os lotes de peixes adquiridos, de forma a assegurar o seu
controlo sanitario (quarentena) e aclimata-los nas novas instalacdes de temperatura
controlada (28 + 1.1° C).

Em seguida os peixes eram transferidos para outro sistema (n° 2), que era em tudo

idéntico ao anterior, excepto no facto de ser constituido por 12 aquarios de 45 .

2.2 - Engorda e maturacao de reprodutores

O sistema destinado a engorda e maturacdo de reprodutores contou com
24 aquérios de pequenas dimensoes (~ 8 L), a semelhanca dos dois sistemas anteriores
para quarentena e manutencdo do manancial de G. rufa. No entanto, este sistema
contou com um filtro UV TMC V2ecton 400.

Este sistema destinava-se a obtencdo de peixes reprodutores, procurando distinguir
machos e fémeas. O isolamento diminuiria a competicao dos individuos por recursos,

como o alimento e espaco, deixando-0s mais aptos para crescerem e se reproduzirem.

13
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2.3 — Manutencao de G. rufa.

O laboratério de aquacultura ornamental estava provido de fotoperiodo de 12h
luz/escuro e mantinha temperatura ambiente de 26°C, por meio de um aparelho de ar
condicionado.

Os peixes foram alimentados ad libitum 3 vezes ao dia, com a racdo comercial Dr.
Bassleer Biofish Food Regular M (Aquarium Munster, Telgte, Germany): as 9h, 13h e
19h, respectivamente.

Semanalmente, procedeu-se a mudas parciais de agua (%s), sifonagem do fundo
dos tanques e da sump, limpeza dos filtros e das bombas. A agua era proveniente da
rede de abastecimento publico de Peniche (Portugal). No dia anterior & muda parcial de
agua dos sistemas de suporte de vida, a agua da rede publica era armazenada num
tanque, para garantir perda de cloro (ainda que parcial) e aquecimento para uma
temperatura compativel aguela em que os peixes G. rufa se encontravam.

A qualidade da a&gua de cada sistema de suporte de vida foi monitorizada 2 vezes
por semana, com Speedy-Test, para a avaliacdo imediata de pH, GH, KH, cloro, nitritos
e nitratos, e com o teste rapido de amédnia da Prodac (Pro.d.ac International S.r.l.,
Cittadella, Italy). Estes testes permitiam saber rapidamente se as condigbes ambientais
nos sistemas de suporte de vida eram compativeis como bem-estar dos peixes G. rufa.

A quantificacdo destes parametros foi avaliada com maior rigor uma vez por més,
usando uma sonda multiparamétrica YSI Professional Plus (YSI Incorporated, Yellow
Springs, E.U.A.) para avaliagdo de pH, temperatura e oxigénio dissolvido na agua. E
usaram-se testes de avaliagdo de amonia, nitritos e nitratos para o0
fotbmetro HANNA HI 83203 (HANNA Instruments, PAvoa de Varzim, Portugal). Estas
medicdes mais rigorosas ocorreram aleatoriamente antes ou depois da muda parcial de
dgua dos sistemas, para se ter uma indicacdo quantitativa das melhores e piores
condi¢bes da qualidade da 4gua dos sistemas de suporte de vida de G. rufa.

Um termémetro indicador das temperaturas minima e maxima por dia foi colocado
junto dos sistemas de suporte de vida, para fornecer informacdo da variagdo da
temperatura diaria do ar no laboratério.

Durante os primeiros 6 meses, 0S peixes eram monitorizados quinzenalmente
relativamente a sua condicédo fisica. Eram medidos com uma escala de bancada, para
determinar o seu comprimento total, com auxilio de uma rede camaroeira.
Posteriormente, este procedimento passou a ser executado mensalmente.

Durante todos os momentos de execuc¢do das rotinas diarias de manutencao dos
sistemas de cultivo, os peixes eram observados para se determinar se havia ocorréncia

de mortalidade, lesdes, peixes doentes e presenca de peixes nas sumps ou no chdo. O
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comportamento destes peixes foi também alvo de interesse, prestando-se atencéo: a
forma como nadavam, se demonstravam medo dos cuidadores, se se escondiam ou
imobilizavam no fundo dos tanques, se nadavam contra as paredes dos tanques, se
faziam perseguicbes aos outros peixes, se mostravam frenesim por alimento e pela
presenca dos cuidadores, se todos apresentavam apeténcia pelo alimento, se todos se

alimentavam e se havia algumas tentativas de saltar para fora dos tanques.

2.4- Dissecacao de individuos G. rufa

Peixes encontrados mortos desde Fevereiro 2014, mas em bom estado de
conservacao, foram preservados em formalina tamponada a 10%. Posteriormente foi
avaliado o seu comprimento total e foram dissecados. Desta forma procurou-se detectar
a presenca de gbnadas, avaliar se eram do género masculino ou feminino e avaliar o

seu estado de maturacao.

No caso das gonadas femininas, muitas ndo se encontravam em bom estado de
conservagao para se medir, nem aos seus ovulos. No entanto, sempre que possivel, as
gonadas e os Ovulos foram medidos ao microscopio estereoscopico de dissecacao
Leica DM 125, que se encontrava ligado a uma camara de 5 megapixéis Leica MC 170.

As imagens foram processadas através do Software Leica Application Suite 4.4.0.

2.5 — Ensaios parareproducado natural de G. rufa

Em finais de Junho de 2014, montaram-se 7 aquarios com uma capacidade de 20 L
equipados com um filtro interno com sistema venturi PAT MINI da Aquael (Varsovia,
Polénia), arejamento forte e um sistema duplo de redes no fundo, para evitar o contacto
dos peixes com este (Fig.3.&b.). Materiais de enriquecimento ambiental foram inseridos
nos aguarios, tais como berlindes (para imitar o substrato), tubos de PVC (7 cm de
comprimento e %4” de didmetro para providenciar refugio) e pequenos tufos de musgo
de Java.

Foram colocados grupos de 4 peixes G. rufa em cada aquério. Colocou-se pelicula
aderente no topo destes, de modo a tapar e evitar que os peixes saltassem para fora do
aquério. Os peixes foram selecionados como sendo 0s maiores entre o sistema de
reprodutores e 0s tanques comunitarios do sistema n°2, de menor densidade.

G. rufa foram mantidos a semelhanca dos restantes, com excepc¢do de: 1) ndo se
monitorizar a condicao fisica dos peixes mensalmente e 2) da necessidade de sifonar o

fundo dos aquérios a cada 2 a 3 dias, com o intuito de remover o excesso de comida.
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Desta forma, o fundo do aquario era inspecionado para detetar a presenca de ovos,

imediatamente antes de se fornecer o alimento, 3 vezes ao dia.

. b.

Figura 3: Aquarios destinados a reproducao de G. rufa com dois tipo se redes protectoras, para
evitar que os peixes tivessem contacto e enriqguecimento do meio.(Autoria. M6nica Gomes).

a.

2.6 - Frequéncia e sucesso reprodutivo de G. rufa em cativeiro

O fundo dos aquéarios era observado 3 vezes por dia, no horario de fornecimento de
alimento, de modo a verificar a ocorréncia de aparecimento de ovos. Caso houvesse
postura, 0s progenitores eram retirados dos aquarios. Os ovos que se encontravam em
bom estado eram removidos com uma pipeta de Pasteur, de ponta cortada, e colocados
num aquario a parte, com arejamento suave. Neste procedimento, os ovos foram
contabilizados e monitorizados ao longo do tempo, de modo a determinar 0 sucesso
reprodutivo (Baldisserotto et al, 2009). Ovos que apresentassem fungos, ou que

mostrassem degeneragdo, eram removidos.

Face a perda de varias posturas por causa da presenca de fungos, optou-se por
utilizar azul metileno, nas Ultimas desovas, com uma concentracdo de 0.5 mg I*
(Bassler 2009). Alguns dos ovos foram retirados a parte e monitorizados hora a hora
pela forma como se processava o0 seu desenvolvimento embrionario. Apés a eclosao,
forneceu-se a racdo comercial moida as larvas. Observou-se qual o momento em que
estas se alimentaram pela primeira vez e o seu comportamento foi monitorizado a

semelhanga dos outros peixes.

2.7 - Desenvolvimento embrionéario de G. rufa

Alguns dos ovos foram escolhidos a partir das desovas que se sabia terem ocorrido
muto recentemente & sua descoberta, para serem monitorizados hora a hora, com vista

ao estudo do seu desenvolvimento embrionario. Os ovos foram fotografados com um
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microscopio Optico composto Leica DM 2000 LED (Fig. 4a) ou com um microscépio
estereoscopico de dissecacdo Leica DM 125 (Fig. 4b), equipados com uma camara de 5
megapixéis Leica MC 170 HD As imagens foram processadas através do Software
Leica Application Suite 4.4.0. (Fig. 5). Algumas das vezes, os embrides foram retirados
do interior do ovo, com recurso a pingas de relojoeiro n° 5, para melhor se observar as
diferentes estruturas. Assim, determinou-se a duragdo e ocorréncia de alguns dos

principais eventos de desenvolvimento embrionario de G. rufa.

b.

Figura 4: a. Microscépio Leica DM 2000 LED com camara Leica MC 170 HD incluida (Autoria:
Ménica Gomes, 2015) e b. Microscopio estereoscopico de dissecagdo DM 125
camara Leica MC 170 HD incluida. (Autoria: http://www.leica-microsystems.com/products/stereo-
microscopes-macroscopes/research-manual/details/product/leica-dm125/).

Figura 5: Software Leica Application Suite 4.4.0. (Autoria: Ménica Gomes, 2015).
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2.8 - Desenvolvimento larvar e crescimento individual de juvenis

G. rufa

Apbs a eclosdo, procedeu-se a alimentacdo, monitorizacdo dos sistemas de
suporte de vida e observacdo do comportamento das larvas e juvenis, a semelhanca
dos restantes peixes G. rufa. Os juvenis foram mantidos num aquério de 60 I, com filtro
externo Prodac Magic Filter 2, com UV integrado (Pro.d.ac International S.r.l., Cittadella,
Italy). Devido a fragilidade e ao reduzido tamanho das larvas a quando da ecloséo, o
comprimento total destas foi determinado ao microscopio estereoscopico de dissecacao
Leica DM 125 (Fig. 4b), equipado com uma camara de 5 megapixéis Leica MC 170 HD,
com auxilio do processamento de imagem através do software Leica Application Suite
4.4.0.. Ao fim de 15 dias apOs a eclosdo, executou-se 0 mesmo procedimento para
avaliar o comprimento total dos juvenis. Posteriormente, optou-se por fazer as medicbes
mensalmente, com uma régua de bancada, a semelhanca dos restantes G. rufa. A
avaliacdo do crescimento linear dos juvenis foi executada em individuos de uma postura

obtida em 2 de Junho, que foi monitorizada até ao final de Outubro de 2015.

2.9 — Tratamento e analise de dados

A maioria dos resultados foi apresentada como valor da média + erro padréo ou

somente a média.

Para avaliar o sucesso de reproducédo, procedeu-se ao célculo das taxas de

fecundacéo (Tf), eclosdo (Te), a taxa de sobrevivéncia larvar (Tsl).

De acordo com o autor Baldisserotto et al (2009), a taxa de fecundacédo é
calculada pela relagéo entre o numero de ovos fertilizados e o namero total de ovos
libertados, expressa em percentagem, ou seja: Tf = n°® de ovos fertilizados / n° de
ovos inviaveis) X 100. De acordo com estes autores, uma postura sO podera ser

classificada como bem sucedida se tiver valores superior a 70%.

A taxa de eclosao, de acordo com o autor Reis (2003), é calculada em funcéo do
namero de larvas eclodidas em relagdo ao total da amostra, o que inclui os ovos néo
eclodidos, sendo expressa em percentagem: Te = (n° de larvas eclodidas / n® de ovos
fecundados totais) X 100.

A taxa de sobrevivéncia larvar foi considerada como sendo o nimero de larvas

eclodidas que conseguiram sobreviver as primeiras 48h de vida, até a completa
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absorcao do saco vitelino e primeira ingestao de alimento: Tsl = (n° de juvenis / n° de

larvas eclodidas) X 100.

A andlise estatistica dos dados foi executada recorrendo ao software SigmaStat
2.0 (Systat Software, San Jose, California). Os dados foram analisados relativamente a
sua distribuicdo normal e homogeneidade de variancias. Se esses pressupostos se
cumprissem, realizaram-se testes paramétricos, caso contrario, usaram-se testes ndo

paramétricos

Testes Z foram executados para comparar as taxas de fecundagédo, eclosdo e
sobrevivéncia larvar entre todas as posturas e somente as bem sucedidas, bem como
entre as posturas em que se usou, ou ndo, azul de metileno como desinfectante. Os
resultados foram apresentados como (Z (gaus de liberdade) = Valor do teste; valor de
significancia p)

Uma andlise de regressao polinomial foi realizada para relacionar o comprimento
total das fémeas e o numero de dvulos presentes nas suas géonadas. Os resultados
foram apresentados como (equacdo; R? = valor do coeficiente de determinacéo; valor de

significancia p).
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3 - Resultados

3.1 — Monitorizacdo dos parametros de gualidade da agua

Os varios sistemas de suporte de vida, utilizados para a manutencao e reproducao
de G. rufa, apresentaram sempre valores aceitaveis ao bem-estar dos animais,
relativamente aos varios parametros de qualidade da 4gua, que foram monitorizados ao
longo do tempo (Tabela Il).

A temperatura manteve-se na gama média da amplitude referenciada para a
espécie G. rufa, mas os valores elevados traduziram-se em valores de oxigénio
dissolvido ligeiramente inferiores aos recomendados. O pH apresentou valores na
ordem 8. Os valores de amonia, nitritos e nitratos ficaram abaixo dos valores
referenciados pela Directiva 2006/44/EC para Aguas de ciprinideos e valores

recomendados por marcas de produtos para Aquariofilia (Keppler, 2009).

Tabela Il: Parametros de qualidade da agua do sistema de suporte de vida de G. rufa

Pardmetro Valor Referéneia

Directiva 2006/44/EC  (Keppler, 2009)
Temperatura (°C) 284+1,1 - 24 — 28
Oxigénio dissolvido (mg | ™) 4,5+ 0,25 >5 -
pH 8,01 +0,16 6-9 6,5-7,5
Amonia (mg | %) 0,16 + 0,07 <0,2 <0,25
Nitritos (mg | ™) 0,09+ 0,11 <0,03 <01
Nitratos (mg | ™) 9,80 + 5,96 - <50

3.2 - Dissecacédo de individuos G. rufa

Através da dissecacdo dos peixes que morreram ao longo dos procedimentos
experimentais, preservados em formalina tamponada a 10%, pdde verificar-se que ndo
se conseguiu diferenciar o sexo dos individuos até ao comprimento total de 4,6 cm
(Fig. 7a.). O menor macho foi observado com 4,8 cm de comprimento total, ao passo

que a menor fémea apresentou 5,0 cm. De acordo com estes valores, a maturacéo
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sexual de G. rufa devera ter ocorrido quando os peixes atingiram tamanhos entre os 4,5
0s 5,5 cm de comprimento total.

N&o se encontrou nenhuma relacdo biométrica entre o tamanho das fémeas e o
namero de ovulos apresentados (Fig. 6b.). SO se verificou a presenca de 6vulos bem
distintos em fémeas partir dos 5,5 cm de comprimento total. Uma fémea de 5,7 cm de
comprimento total apresentou um namero minimo de 91 6vulos e o0 niUmero maximo de

282 évulos foi alcangado numa fémea de 6,5 cm.
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Figura 6: a. Frequéncia absoluta de individuos G. rufa de sexo indeterminado, fémea ou macho
relativamente ao seu comprimento total, que morreram ao longo do estudo, foram preservados
em formalina a 10% e posteriormente dissecados (N = 33); b. Niumero de évulos observados em
fémeas G. rufa dissecadas relativamente ao tamanho das mesmas ((equacao polinomial fraca e
nao significativa: y = -203.09x%” + 2609.5x - 8203.7; R2 = 0.3741; N = 8; p > 0,05)
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Os Ovulos apresentaram tamanhos diferentes, no interior das fémeas,
correspondentes a diferentes estagios de maturacdo (Fig. 7). No entanto, a maioria
encontrava-se em mau estado de conservacdo para obter uma biometria fidedigna.

Ainda assim, observaram-se 6vulos desde 395,14 um a 863,33 um de didmetro e as

gbénadas mediam aproximadamente 18,7% do comprimento total das fémeas.

Figura 7: a,b. Fémea sacrificada onde se pode observar os 6vulos no seu interior, fotografados com uma
camara Canon Powershot G15. c. Gonada (ampliagdo total de 10x) e d. Pormenor dos diferentes estagios
de maturacdo dos o6vulos (ampliagdo total de 20 x), observados ao microscopio estereoscopico de
disseccdo. (Autoria: Ménica Gomes, 2015).

3.3 - Engorda e maturacdo de reprodutores

A manutencgéo de peixes G. rufa isolados, com vista a obtencdo de um conjunto
de reprodutores, demonstrou ser ineficaz. Os peixes demonstraram-se agitados ao
serem isolados e confinados a um volume reduzido. Todos os dias, varias vezes ao dia,
encontraram-se peixes que haviam saltado para o aquario vizinho ou para o chédo. A
tentativa de vedar a superficie dos aquarios com rede ndo os impediu de tentar escapar
dos aquérios. Registou-se 50% de mortalidade (N = 40 peixes), neste sistema de

23



Estudo da reproducéo e desenvolvimento embrionario de Garra rufa (Heckel 1843), com vista a
sua producéo em Aquacultura

suporte de vida. A monitorizacdo do seu crescimento individual também néo foi possivel
de executar fidedignamente. Quando os peixes G. rufa saltavam para o aquério vizinho,
néo se conseguiu diferenciar e identificar os 2 ou mais individuos, relativamente ao seu

aguario original.

No tanque comunitario de baixa densidade (0,32 peixes 1), os peixes G. rufa
apresentaram crescimento individual de 0,7 + 0,05 cm més™, Tendo sido adquiridos com
o tamanho inicial/comercial de 3,69 + 0,07 cm de comprimento total, demoraram 3

meses a atingir o tamanho de 5,5 cm, em que seriam potenciais reprodutores (Fig. 8).
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Figura 8: Crescimento linear de G. rufa isolados para obtencdo de um conjunto reprodutores,
desde o seu tamanho comercial (cm) até serem potenciais reprodutores (entre os 5 a 6 cm de
comprimento total). (N=40).

A distincdo entre machos e fémeas de G. rufa foi possivel somente no momento
de reproducdo. Observou-se que as fémeas portadoras de ovos maturos, prestes a
desovar, apresentavam a regido abdominal muito dilatada e redonda (Fig. 7 a,b.).
Passados uns dias, as fémeas voltavam a forma esguia e fusiforme inicial, mas nunca

se conseguiu observar a presenca de ovos no fundo dos aquarios.

Por sua vez, os machos eram mais largos e com a parte ventral achatada.
Raramente foi possivel distinguir os tubérculos brancos ao redor das narinas, tipicos
dos machos ciprinideos (Fig. 9 a,b.). A dificuldade nessa observagdo deveu-se
maioritariamente ao comportamento irrequieto destes peixes e a cor clara que eles
adoptaram nos aquarios do sistema de suporte de vida. Para obter uma confirmagédo da

presenca de tubérculos, foi necessario muda-los para recipientes escuros, de forma a
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mudarem a cor da pigmentacdo da pele, mas mesmo assim, foram raras as

observagdes positivas.

b.

Figura 9: Fotografias obtidas com uma camara Canon Powershot G12, de: a. um macho
G. rufa, que apesenta tubérculos brancos junto das narinas e b. um peixe de sexo
indeterminado, sem os tubérculos. (Autoria: Susana Ferreira, 2013).

3.4 — Ensaios parareproducdo de G. rufa

Os reprodutores selecionados demoraram cerca de 1 semana a adaptarem-se as
novas condi¢cdes ambientais. Nesse periodo, os peixes foram relutantes em demonstrar
interesse pela presenca dos cuidadores, especialmente no horario normal de
alimentagdo, mas evidenciaram sempre apeténcia pelo alimento. Observou-se
igualmente que permaneciam quietos durante longos periodos de tempo, escondidos
por detrés dos filtros internos e de alguns dos materiais de enriquecimento ambiental.

Na segunda semana de aclimatacdo, os peixes comecaram a demonstrar 0 seu
comportamento normal: irrequietos, exploratérios e a exibicdo de frenesim na presenca
dos cuidadores, especialmente no horario normal de fornecimento de alimento.

Ao fim de 2 meses, observou-se que os individuos mais largos e de ventre achatado
(em principio, machos, embora ndo fosse possivel observar os tubérculos brancos na
cabeca) perseguiam a individuos mais esguios e fusiformes (em principio, fémeas). A
perseguicao era executada em grande velocidade, até a fémea conseguir encontrar um
abrigo. Nunca se observou qualquer outro comportamento agressivo (como, mordiscar,
expulsdo do abrigo, competicdo pelo alimento) ou lesdes resultantes da perseguicao.
Posteriormente, passou a observar-se movimentos de natacdo sincronizada entre 0s
dois individuos, em circulos, com contacto fisico entre os corpos de ambos. Tal
assemelhava-se a um comportamento de acasalamento ou corte nupcial.

Foram necesséarios 4 meses, para conseguir observar uma primeira postura de

G. rufa, desde a colocacao nos aquarios dos reprodutores. Os ovos desta espécie foram
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encontrados depositados no fundo do aquario (demersais), com forma redonda,
transparentes, ndo adesivos (livres). Estes apresentavam aproximadamente
1,69 + 0,02 mm (N = 3; Fig. 52.) de didmetro. Apesar das varias posturas que se

seguiram, nunca se observaram as fémeas redondas, com o ventre dilatado pela

presenca de ovos maduros.

Figura 10: Fotografia de ovo de G. rufa tirada: a. um ovo saudéavel, e b. um ovo contaminado
com fungos, observados ao microscoépio estereoscopio de disseccdo (ampliacéo total de a. 20 X
e b. 40X). (Autoria: Ménica Gomes, 2015).

O sistema de redes nos aquarios nem sempre foi eficaz para evitar que o0s
reprodutores tivessem acesso ao fundo. Foi frequente encontrar os reprodutores no

fundo dos aquarios a explorar pela procura de alimento

3.5 - Frequéncia e sucesso reprodutivo de G. rufa em cativeiro

De Outubro de 2014 a Junho de 2015, ocorreu um namero total de 31 posturas.
Essas posturas verificaram-se todos os meses, aumentando progressivamente a
frequéncia de Outubro de 2014 (0,67 desovas aquéario) a Marco de 2015
(2,50 desovas aquario™) (Fig.11a). Ap6s isso, o nimero de desovas foi decrescendo
consideravelmente, com valores inferiores a 0,25 desovas aquério'l, incluindo Fevereiro
de 2015 (0,08 desovas aquario™). As posturas ocorreram com maior frequéncia durante
a noite/madrugada (45,16%), seguidas do periodo da tarde (29,03%) e com menor
frequéncia de manha (25,81%) (Fig. 11b.)

Das posturas mais bem sucedidas, 3 foram durante a manha e 4 durante a tarde.

A maioria das posturas inviaveis foram as que ocorreram durante a noite.
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Figura 11: a. Frequéncia relativa de desovas de G. rufa por aquério, observada entre Outubro de
2014 e Junho de 2015. e b. Periodo com maior ocorréncia de desovas (noite — Verificado as
9.00; manha — Verificado entre as 13h e as 14h, tarde — verificado entre as 14h as 19h).

Doze das posturas de G. rufa (38,71%), obtidas neste estudo, foram completamente
inviaveis, tendo os ovos sido encontrados ja inteiramente cobertos por uma pelicula de
fungos brancos (Fig. 10b).

As restantes 19 posturas (61,29%) apresentaram uma taxa de fecundacdo de
47,26 + 0,29% (Fig. 12a.). Entre estas, apenas 7 (22,58%) puderam ser consideradas
como bem-sucedidas [> 70%; de acordo com Baldisserotto et al (2009)], apresentando
uma taxa de fecundacéo superior 83,21 + 0,46% (Fig. 12b.), ainda que esta comparacao

nao apresentasse suporte estatistico (Tab.lll).
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Figura 12: Taxa de fecundacéao (Tf), taxa de eclosdo (Te) e taxa de sobrevivéncia larvar (Tsl) em
a. todas as desovas (N = 19), excluindo aquelas em que todos os ovos foram inviaveis, devido a
contaminagao por fungos (N = 12); e b. apenas em desovas bem-sucedidas (N = 7; taxa de
fecundacéo superior a 70%, de acordo com Baldisserotto et al (2009)), obtidas entre Outubro de
2014 e Junho de 2015.

As posturas viaveis, apresentaram uma taxa de eclosao de 44,73 £ 0,47% sem a
utilizacdo de azul de metileno (Fig. 12a.), comparavel aos 52,10 + 1,08% das posturas
bem sucedidas, na mesma condig¢édo (Fig. 12b.; Tab.lll). Em geral, a utilizagdo de azul
de metileno obteve taxas de eclosdo mais elevadas, especialmente notavel no caso das
posturas bem-sucedidas (82,77 + 1,31%) (Fig. 12b.) em relacdo a totalidade das
posturas viaveis (52,10+ 1,08% Fig. 12a.), embora ndo se tivesse comprovado estas

diferencas em termos estatisticos (Tab. I1).

A taxa de sobrevivéncia larvar foi semelhante no cenério da totalidade das
posturas viaveis e no da analise das posturas que foram unicamente bem-sucedidas

(Tab.lll), quer na situacdo de controlo (66,91 + 1,70 e 54,85 + 0,50%, respectivamente;
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Fig. 12a. e Fig. 12b.), quer na utilizacdo de azul de metileno (87,14 + 1,02 e 83,41 +
0,82%, respectivamente; Fig. 12a.e Fig. 12b; Tab. Ill). No entanto, a taxa de
sobrevivéncia das larvas eclodidas foi superior quando se utilizou azul de metileno,
ainda que nédo se tenha obtido confirmacao estatistica deste resultado. Quase todas as
posturas viaveis resultaram em juvenis saudaveis. Somente duas ocorréncias de
anomalias foram registadas: 1) em que os juvenis apresentavam deformac¢des da corda
dorsal e da cauda e 2) em que 0s juvenis apresentavam uma relagcdo comprimento total

/ largura do corpo bem mais reduzida que 0s seus semelhantes.

Tabela Il — Resultados das analises estatisticas (teste Z) para comparar as taxas de
fecundacéo, eclosdo e de sobrevivéncia larvar, entre todas as posturas observadas e somente
as bem sucedidas, com ou sem a utilizacdo de azul de metileno.

Diferengas
Taxa Posturas Teste Z Valor de p o
estatisticamente
significativas
Fecundacéao Todas x Bem sucedidas Z»5=1,342 | p>0,05 Nao
Todas: Controlo x Azul de metileno Z17=0,195 | p>0,05 N&o
Bem sucedidas: Controlo x Azul de Z5=0,331 p>0,05 Nao
metileno
Controlo: Todas x Bem sucedidas Z15=0,451 | p>0,05 N&o
Ecloséao Azul de metileno: Todas x Bem sucedidas Z7=0,165 | p>0,05 Nao
Todas: Controlo x azul de metileno Z7=0,691 p > 0,05 Nao
. Bem sucedidas: Controlo x Azul de Z5=0,272 | p>0,05 N&o
Sobrevivéncia .
metileno
larvar _
Controlo: Todas x Bem sucedidas Z5=0,152 | p>0,05 N&o
Azul de metileno: Todas x Bem sucedidas Z7=0,835 p > 0,05 Nao

3.6 - Desenvolvimento embrionéario de G. rufa

Durante o presente estudo, ndo se conseguiu assistir a desova e fecundacéo.
Devido a auséncia de 6rgaos copuladores dos machos, cré-se que a fertilizacdo seja
externa e que ocorra durante a execucdo de uma corte nupcial, semelhante as
observadas. Da mesma forma, nunca se observou o zigoto e os primeiros estadios do

embrido.

O estudo do desenvolvimento embrionério deste peixe foi possivel de observar
devido a transparéncia dos ovos. Os ovos encontrados e recolhidos mais proximos da
ocorréncia da fecundacdo, permitiram estimar aproximadamente o tempo de duracao

das diferentes etapas do desenvolvimento embrionéario desta espécie (Tabela IV).
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Tabela IV — Descricdo subjectiva dos estadios de desenvolvimento e horas respectivas.

x- Nao definido.

Estadio

Descricao

Ocorréncia

Zigoto

Ovo recém fertilizado, composto por uma unica célula.

Oh

Segmentacao

Ciclo de mitoses sucessivas até a fase de blastula.

X

Blastula

Fase de 128 células, em que estas se situam na
periferia do embrido (blastodisco) a rodear uma
cavidade cheia de fluidos.

2h30

Gastrula

Por epibolia (os micromeros sofrem mitoses sucessivas
e mais répidas, que envolvem o0s macrémeros) —
diminuicdo da espessura e alastrar de ambos o
blastodisco e a camada sincicial do vitelo sobre a célula

do mesmo, até envolverem o vitelo por completo.

3h30

Metamerizagdo

Inclui a formacdo da corda dorsal, tubo neural
(neurulacdo), somitos, primordio caudal, inicio da

organogénese e movimentagao.

5h

Faringula

Estadio filotipico dos vertebrados, com cefalizacéo
pronunciada, primordios dos olhos, ouvidos, arcos
faringicos, fendas branquiais, barbatanas, coracdo
(circulagdo), somitos, corda dorsal, tubo neural, cauda e

pigmentacdao.

10h

Eclosao

Libertacdo da larva, que rompe o invélucro do ovo e

nada livremente na agua.

36h

Larva

Absor¢cdo de todo o saco vitelino e respectivo vitelo,
formacdo da boca, capacidade de ingestdo autonoma

de alimento.

48h

Os ovos de G. rufa sao teloleciticos - o p6lo animal se encontra posicionado no

topo de uma grande camada de vitelo, pelo que desenvolveram uma segmentacdo

meroblastica discoidal.

Aproximadamente 2h30 apds a fecundacdo, conseguiu observar-se a fase de
blastula (Fig. 13a.).
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Posteriormente, os micromeros comegcam a envolver o macromero que detém as
substancias de reserva, por mitoses sucessivas — processo de epibolia, originando a
gastrula (Fig. 13b). Neste processo ocorreu diminuicdo da espessura do blastodico e
este, juntamente com a camada sincicial do vitelo, alastraram-se sobre o vitelo até o

envolverem por completo (Fig. 13c.&d.), o que ocorreu 3h30 apds a fecundacéo.

Depois observou-se o0 espessamento de uma das extremidades do embrido, do
qual resultou o primdrdio caudal (Fig. 13d.). Em seguida, a regido anterior do embrido
também se tornou mais espessa, onde se diferenciou a cabeca (Fig. 13e.), ao fim de 5h
apos a fecundacgdo. Seguiu-se a diferenciacdo dos primordios 6pticos e das lentes

oculares (cristalino) (Fig. 13f.)

Os primeiros somitos comecaram a aparecer apoés 6h (Fig. 13e). O seu
desenvolvimento acompanhou o alongamento do tronco (Fig. 13g.& h.), aumentando em
namero. Nessa altura, a cauda comecgou a destacar-se do saco vitelino, ao passo que
houve um alongamento do embrido e do saco vitelino, de forma a endireitarem-se
rectilineamente no interior do cérion (Fig. 13i.&).), ao fim de 7h. Ao mesmo tempo,
destacou-se a presenca da notocorda. As 10h j4 se podia observar batimentos
cardiacos e o sangue a circular no interior do coracao (Fig. 13i.& |.).

Posteriormente, a cabega comegou a destacar-se do saco vitelino e a cauda
alongar-se cada vez mais ( ). As barbatanas peitorais surgiram 13 h apés a
fecundagéo ( ). Por esta altura, a forma exterior da larva estava ja definida,
verificando-se apenas um aumento de tamanho e desenvolvimento dos diferentes

6rgaos nas 10h seguintes.
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S.

Figura 13: Diferentes estadios do desenvolvimento embrionério de G. rufa, observados ao
microscépio composto, com uma ampliacéo total de 50x. (Autoria: Ménica Gomes, 2015):

a. Blastula; b. Gastrula (75% epibolia); c. Gastrula (90% epibolia); d. Gastrula (90% epibolia),
com remocao do corion; e. Organogénese — fase de 5 somitos; f. Organogénese — fase de 5
sémitos, embrido sem cérion, detalhe da regido anterior; g. Organogénese — fase de 10 somitos;
h. Organogénese — fase de 14 sémitos, pormenor dos mesmos; i. e j. Organogénese — fase de
21 sémitos, diferentes perspectivas; k. Faringula ainda ndo dobrada no ovo; |I. Embri&o — vista
ventral; m. Embrido — vista ventro-lateral; n. Embrido pronto a eclodir; 0. Larva recém-eclodida —
regido anterior; p. Larva recém-eclodida — regido posterior; gq. Larva recém-eclodida, observados
ao microscopio estereoscopico de disseccdo, com uma ampliacdo total de 20x; r. Destaque da
vesicula auditiva com otdélitos na larva; s. Destaque da corda dorsal, sGmitos e tubo neural e na
larva, observados ao microscépio Optico estereoscopico de disseccdo, com uma ampliacdo total
de 40x.

A numeracéo utilizada corresponde as seguintes estruturas: 1. Cérion; 2. Espaco perivitelino; 3.
Vitelo/Saco vitelino; 4. Glébulo lipidico; 5. Blastodisco; 6. Primérdio da cauda; 7. Regido anterior
do embrido, 8. Primoérdio 6ptico; 9. Vesicula auditiva com otélitos; 10. S6mitos; 11. Primérdio da
lente; 12. Vesicula de Kupffer; 13. Corda dorsal; 14. Coragdo; 15. Primérdio da barbatana
peitoral; 16. Telencéfalo; 17. Diencéfalo; 18. Epifise; 19. Mesencéfalo; 20. Cerebelo; 21. Anus;
22. Primérdios dos arcos faringicos; 23. Barbatana caudal; 24. Tubo neural.

A eclosao das primeiras larvas ocorreu ao fim de 36h, nadando contra o cérion,
até a cabeca conseguir romper o cérion. Algumas demoraram mais tempo a sair do ovo,
até as 48h (Fig. 130.p.&q.). Algumas larvas foram incapazes de romper o corion e
acabaram por sucumbir antes da eclosdo. As larvas nasceram completamente
transparentes, com os olhos ja pigmentados de preto. Somente o saco vitelino e o tubo
digestivo apresentavam uma cor branca mais opaca. Era possivel observar o batimento

cardiaco e o sangue a circular pelo corpo. Quando nasceram (Fig. 13q.), as larvas
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tinham aproximadamente 5 mm de comprimento total e o saco vitelino ocupava a maior

parte do seu corpo, tendo proporcionalmente 3 mm de comprimento.

3.7 - Desenvolvimento larvar e crescimento individual dos juvenis G. rufa

As larvas esgotavam as reservas do saco vitelino, enquanto seu sistema
digestivo se desenvolvia e a boca se tornava funcional. O saco vitelino era reabsorvido
em aproximadamente 48h apos a eclosdo. A partir dessa altura, as larvas passavam a
alimentar-se, ingerindo pequenas particulas de racdo moida que assentassem no fundo
do aquario. Ao fim de 5 dias, ja nadavam até a superficie da dgua para apanhar o

alimento que lhes era fornecido pelos cuidadores.

£e

Figura 14: a. Juvenis com 2 semanas e b. 1 més de idade, fotografados com uma camara Canon
70D. (Autoria: Monica Gomes, 2015).

Ao fim de 2 semanas, 0s juvenis apresentavam ja alguma pigmentacdo da pele
(Fig. 14a.), embora tivessem uma tonalidade esverdeada e ainda fossem transparentes
em certas partes do corpo. S6 aproximadamente 1 més, depois de nascerem, € que 0s
juvenis comecaram a assemelhar-se com os adultos (Fig.14b.), de cor cinzenta

metalizada.

Apés a eclosdo, as larvas G. rufa duplicaram o seu comprimento total nos
primeiros 15 dias de vida. Depois, quadruplicaram de tamanho ao final do 1° més e
cresceram 1 cm no 2° més de vida. O seu crescimento individual foi abrandando
gradualmente, & medida que o seu tamanho aumentava. Os peixes demoraram 4 a 5
meses até atingirem o tamanho comercial, que corresponde a aproximadamente 3 a 4
cm de comprimento total (Fig. 15a.). Durante esse periodo, a mortalidade juvenil foi
muito baixa, sendo que a postura monitorizada nédo registou a ocorréncia de qualquer

mortalidade de juvenis ( ).
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Figura 15: a. crescimento linear individual; e b. taxa de sobrevivéncia de juvenis G. rufa, desde a
eclosédo até aos 5 meses de idade, monitorizados de uma postura em 2 de Junho de 2015

(N =32)
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4 — Discussao

Os peixes de agua doce sdo um importante recurso natural, mas as diversas
atividades antropogénicas tém afetado adversamente 0s ecossistemas aquaticos,
conduzindo muitas espécies a entrarem em vias de extingdo (Rowland, 2013). A
destruicdo de habitats é um desses principais mecanismos. Por outro lado, a introducdo
de novas espécies traduz-se numa diminuicdo dos mananciais ou erradicacdo das
espécies nativas, devido a competicado por alimento, reflgio e habitat (Ricciardi, 2004).
Na Europa, nomeadamente na Peninsula Ibérica, a introducdo “intencional” de novas
espécies de peixes é maioritariamente devida a falta de consciencializacdo para as
consequéncias ecoldgicas e, consequentemente, econdémicas dessa pratica. Para além
de outros motivos, muitas espécies tém sido introduzidas em rios, lagos e albufeiras
com vista a Pesca Desportiva. Outras tém surgido, porque as pessoas libertam os
animais que cresceram demais para manter em aquarios em sua casa, Ou porque
representam muitas despesas em alimentagdo e manutengdo para um simples

passatempo de Aquariofilia (Duggan et al, 2006).

A procura de espécies para Aquariofilia podera conduzir a exaustao de certas
espécies, que ainda sdo capturadas nos ecossistemas naturais, por sobre-exploracao
dos seus mananciais. Desta forma, a Agquacultura apresenta-se como uma alternativa
vidvel & captura de organismos selvagens (Tlusty, 2002). A maioria de producdo em
Aquacultura é referente a peixes de agua doce (Tlusty, 2002). E, ainda assim, também
esta podera ser responsavel pela acidental introducédo de peixes e outros organismos,
tais como plantas e moluscos, em ecossistemas onde eles ndo sdo oriundos (Duggan,
2010).

Os peixes de agua doce estdo ameacados de extincdo a escala mundial,
(Duncan e Lockwood, 2001). Desde 1900, a distribuicdo e abundancia de peixes de
adgua doce, nativos no interior e nas zostas costeiras da Australia, tém sofrido uma
reducdo acentuada (Rowland, 2013). Em Portugal, 67% dos ciprinideos j4 sé&o
considerados espécies “Ameacadas” de acordo com a Unido Internacional para a
Conservagdo da Natureza (IJUCN; Cabral et al. 2005). Por esse motivo, comegou a
haver uma preocupacdo em desenvolver programas de recuperacdo dos mananciais
das diferentes espécies, nos ecossistemas em que sdo naturais, através da producao

em cativeiro (Sundarabarathy et al 2005; Rowland, 2013; Sousa-Santos et al. 2013).

37



Estudo da reproducéo e desenvolvimento embrionario de Garra rufa (Heckel 1843), com vista a
sua producéo em Aquacultura

Assim, tem-se investido no melhoramento das préaticas de producao de larvas e alevins
(Rowland, 2013), de modo a assegurar o éxito basico e inicial da reproducéo dessas
espécies (Bock e Padovani, 2000). Apesar de tudo, o problema de extingdo e de apanha
excessiva nao se resolve na totalidade. A vantagem da reproducdo em cativeiro é que
pode haver producdo de ovos e juvenis fora da época normal de reproducdo, o que

pode contribuir para reforcar os mananciais selvagens (\Woynarovich & Harvath, 1983).

7

A familia Ciprinidae € uma das maiores familias de vertebrados, sendo
também uma das mais procuradas/usadas em aquariofilia (Abedi et al, 2011).
Compreende mais de 220 géneros e 2420 espécies diferentes (Nelson, 2006). Nas
zonas MediterrAneas, os ciprinideos sdo das espécies de peixes mais abundantes
(Doadrio et al 2011; Coad 2012) e afectadas devido a introducdo de espécies exoticas,
degradacgédo de habitats e ver6es muito secos, que levam a deterioracao e falta de agua
(Collares-Pereira e Cowx, 2004; Sousa-Santos et al. 2013, 2014)..

Atualmente, Garra rufa é uma espécie importada para todo o mundo, especialmente
para a América do Norte e a Europa, para ser usado na indlstria de Spas e para
aquarios publicos (Scott, 1996). Todos os anos, cerca de 5000 doentes com psoriase (e
outros doencas dermatoldgicas) visitam o Kangal Fish Health Spa, na Turquia, onde
usam a interagdo com estes ciprinideos como meétodo terapéutico (Ozcelik e Akyol,
2011). No entanto, estes numeros tém vindo a aumentar. Cré-se que o numero de
pessoas que procuram estes tratamentos na Turquia possam atingir as 60000
anualmente (Garra Rufa Europe 2015). Embora, Garra rufa seja uma das espécies
nativas, com ampla disperséo, na Eurasia; pouco se sabe acerca da Biologia e Ecologia
desta espécie. Mais ainda, o estado dos seus mananciais naturais é completamente
desconhecido. No entanto, considerando a importancia econémica desta espécie e a
sua elevada procura nos mercados internacionais, se ainda ndo se encontrarem
ameacados, poderdo sé-lo muito em breve. De tal forma, que a Turquia proibiu
completamente a captura, comercializacdo e exportacdo destes animais em 1996.
G. rufa é um importante estandarte do Turismo Termal neste pais, que é o principal
promotor da Ictioterapia a nivel internacional (Sayili et al, 2007). A estancia termal de
Kangal (Turquia) foi também o ber¢co da acdo terapéutica destes peixes e da
transferéncia deste conhecimento para o mundo (Sayili et al, 2007).

Uma das formas de evitar a ameaca de depleccdo dos mananciais naturais de
G. rufa, por sobre-exploracdo desta espécie, é através da sua producdo em
aguacultura. Para tal, o conhecimento do seu ciclo reprodutivo e dos factores que o
influenciam é muito importante ( ). Segundo Esmaeili et al (2005), a

populacdo de G. rufa encontra-se em declinio no Sul do Irdo. Sundarabarathy et al
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(2005) evocam ainda que se trata uma espécie altamente ameacada em varias regides
da Eurasia, defendendo que a conservacao desta espécie podera ter de passar pela
sua producdo em Agquacultura, de maneira a reabilitar os ecossistemas aquéticos de

onde séo provenientes.

Até ao momento, producdo cientifica relativamente a espécie é bastante
reduzida, limitando-se 1) referenciar o desempenho destes peixes no tratamento da
psoriase (Grassberger e Hoch, 2006; Sayili et al, 2007; Kazandjieva et al, 2008; Ozcelik
e Akyol, 2011), 2) registar algumas infeccBes por Aeromonas (Majtan et , 2012) e
nematodes (Moravec e Rahemo, 1993); 3) avaliar os efeitos do uso de desinfectantes
na agua para os peixes (Sirri et al, 2013); 4) determinar a sua dieta natural (Yalcin-
Ozdilek e Ekmekci, 2006); 5) fazer a descricdo morfologica (Teimori et al, 2011);
6) resumir do que se conhece sobre estes organismos (Jarvis, 2011; Coad, 2012) e
7) algumas publicacdes relativas a alguns aspectos da dindmica populacional e da
biologia reprodutiva de populagdes de G. rufa na Turquia (Bardakci et al, 2000) e Irdo
(Esmaeili et a,l 2005; Yazdanpanah, 2005; Esmaeili e Ebrahimi, 2006; Karahan &
Ergene, 2009; Patimar et al, 2010; Abedi et al, 2011; Gerami et al, 2013). No entanto,
estes trabalhos referem-se maioritariamente a estudos de biometria e longevidade
ecoldgica, proporcdo sexual e do processo de oogénese nas fémeas. SO mais
recentemente, foi publicado um trabalho relativo aos efeitos de um agente indutor de
libertagdo de gametas em G. rufa e comparacdo de duas dietas na sobrevivéncia das
larvas mantidas em cativeiro (Vazirzadeh et al, 2014). No entanto, a forma como estes
organismos se reproduzem naturalmente, as condi¢des ambientais que os induzem a
reproduzir, a descricdo e cronologia do seu desenvolvimento embrionario, séo
parametros importantes de conhecer para se avangar com producdo deste organismos

em aquacultura.

Abedi et al, (2011) observaram que as populagdes de G. rufa do rio Armand (Ir&o
central), apresentam uma propor¢do sexuada equilibrada de 1:1. O indice
gonadossomaético e o tamanho dos 6vulos aumentava gradualmente até Abril, surgindo
fémeas em estado de pré-desova em Maio. Posteriormente, ambos os parametros
decresciam até Novembro, refletindo uma longa época de reprodugdo. Patimar et al,
(2013) reforgcaram as mesmas conclusdes, estudando uma populacdo do rio Kangir (Iréo
ocidental). Estes autores, afirmaram que a época de desova ocorria entre Abril e Maio.
Ja Bardakci et a,| (2000) compararam a populacéo da estancia termal de Kangal com a
do rio Topardi¢ (Turquia) e concluiram que o periodo de desova ocorreria em Julho. No
presente estudo, a sazonalidade de fatores ambientais foi anulada, com a estabilizag&o

da temperatura do ar a 26 + 2°C. Desta forma, foi possivel obter as primeiras desovas,
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4 meses apos a insercdo dos reprodutores nos sistemas de suporte de vida. A partir
desse momento, houve ocorréncia de posturas todos os meses, apesar da diminuicdo
da sua frequéncia, verificada a partir de Abril de 2015. Assim, pode obter-se individuos
reprodutores possivelmente durante todo o ano, sem que ainda se tivesse recorrido a
outros métodos que induzam artificialmente a libertacdo de 6vulos e espermatozéides,
tais como choques térmicos ou fornecimento de substancias hormonais (Vazirzadeh et
al, 2014).

Comparativamente aos outros ciprinideos, G. rufa € uma espécie que possui
uma fecundidade relativamente baixa (Abedi et al, 2011). Esta é geralmente relacionada
com o tamanho e idade da fémea, tal como a abundancia de alimento e a temperatura
da agua (Fleming e Gross, 1990; Bardakci et al, 2000). No presente estudo, sé se
distinguiram machos e fémeas acima de 4,8 e 5,0 cm, respectivamente. No entanto, s6
se verificaram évulos bem distintos e desenvolvidos em fémeas com comprimento
acima dos 5,0 cm. Os oOvulos apresentavam tamanhos distintos, entre os 395,14 um a
863,33 um de diametro. Os valores foram similares aos de Bardakci et al, (2000) —
méaximo de 700 e 1125 um, respectivamente em aguas quentes termais e de rio com
variagbes sazonais; Abedi et al, (2011) — média de 670 um e Patimar et al, (2010) —
média de 800 um. As dimensdes dos ovos recém-fecundados (= 1,7 mm) foram também
semelhantes aos estudados por aqueles autores. No entanto, ndo se verificou qualquer
relagcdo biométrica entre o nimero de 6vulos e o tamanho da fémea. Tal dever-se-4 a
conjugacdo de dois fatores: 1) aos o6vulos e fémeas ndo estarem nas melhores
condi¢cBes de preservacdo, umas vez que resultou da andlise de individuos encontrados

mortos e preservados em formalina e 2) ao reduzido tamanho da amostra utilizada.

No presente estudo, a fecundidade absoluta (nUmero de 6vulos presentes na
gbnada feminina) variou entre os 91 Ovulos para uma fémea com 5,7 mm de
comprimento total e 282 évulos para uma fémea com 6,5 mm de comprimento total.
Estes valores foram bastante inferiores aos registados em outros estudos de
populacdes selvagens de G. rufa, na Eurasia. Num estudo de dindmica populacional no
rio Kangir (Iréo ocidental), Patimar et al, (2010) observaram um minimo de 1680 6vulos
em fémeas com 2 anos de idade (6,8 + 1,4 cm de comprimento total) e 13927 6vulos
para fémeas com 5 anos de idade (10,0 + 1,0 cm de comprimento total). Yazdanpanah
(2005 in Coad, 2012) observou valores de fecundidade bem mais reduzidos entre 184 a
2396 (média de 760) 6vulos num sistema de ribeiros em Zanjiran, no Sul do Irdo. E de
salientar que no presente estudo, as fémeas podem atingir as dimensdes de 7 cm de

comprimento total em apenas 9 meses a 26°C, em vez de 2 anos como em Kangir
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(Patimar et al, 2010). No presente caso, a energia investida na producdo somatica para
obter valores de crescimento individual mais rapidos podera ter custos elevados,
reduzindo a energia disponivel para investir na producdo gonadal. E assim sendo,
poder-se-a traduzir num baixa fecundidade absoluta, com as fémeas a produzirem um
namero reduzido de évulos. Por outro lado, a racdo comercial fornecida na manutencao
de G. rufa em cativeiro, continha 18% de gordura bruta. Os peixes criados neste estudo
demonstraram sempre condi¢bes fisicas bastante robustas (autores, dados nao
publicados). A quantidade de gordura corporal podera ter condicionado a fecundidade
absoluta neste estudo, reduzindo o espaco da cavidade corporal destinada ao
desenvolvimento das gbénadas. A questao da temperatura da agua elevada representa
também um problema para algumas das populacdes selvagens de G. rufa. Bardakci et
al (2000) observaram uma reducgéo da vitelogénese na populacdo das aguas termais de
Kangal (Turquia), com menor indice gonadossomatico, menos oOvulos, presenca de
varios ovulos em diferentes fases de maturacdo e a presenca de odcitos atrésicos, em
comparagdo a uma populagdo de um rio nas imediagbes proximas. Estes autores
atribuiram as diferengcas observadas em consequéncia do esforco metabdlico
desenvolvido a 35°C e a escassez de alimento resultante dessas condigbes ambientais.
Por outro lado, Patimar et al (2010) advogam que 0s peixes de rio apresentam
individuos mais pequenos do que os das termas, devido ao facto das condi¢des do rio
serem mais severas do que nas termas, indutoras de maior stress ambiental que

abrandam o crescimento dos peixes.

Um outro aspeto relevante relaciona-se com o facto de os o6vulos serem
encontrados em diferentes estagios de desenvolvimento nas génadas femininas, nas
diferentes populagcbes de G. rufa, suporta a teoria de que esta espécie seja um
reprodutor assincrono (Patimar et al, 2010). Ou seja, as fémeas serdo capazes de
executar varias posturas consecutivas (tal como se verificou neste estudo), o que facilita
a sua producdo em aquacultura. De acordo com Davies et al (1986) e Mills (1991), a
carpa comum (Cyprinus carpio) também é um ciprinideo assincrono, exibindo um
intervalo de 3-4 meses até 0s o00citos mais pequenos maturarem nas gonadas
femininas. Em cativeiro os Garra rufa, tiveram maior frequéncia de desova em
Novembro e depois em Marco. Este intervalo de tempo poderéd indicar um periodo de
maturacdo semelhante. Os ovos fecundados, que se observaram neste trabalho,
apresentaram diametro analogos (1,69 um) a outros estudados em populacdes
selvagens (Bardakci et al, 2000; Yazdanpanah, 2005; Patimar et al, 2010; Abedi et al,

2011). No entanto, podemos descrevé-los como sendo redondos, com o c@rion branco
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(mas ndo totalmente opaco), demersais e ndo adesivos - que ainda ndo se havia

reportado.

Garra rufa sdo peixes que nao prestam cuidado parental aos ovos e juvenis, nem
constroem ninhos, espalhando os seus ovos sobre os fundos. A fecundagdo acontece
na coluna de agua, quando as fémeas desovam e 0s machos libertam os
espermatozoéides que fecundam os 6vulos. Posteriormente, 0s ovos vao depositar-se
entre os varios elementos nos fundos dos sistemas aquéticos (Baensch and Riehl,
2004). No presente trabalho, devido a dificuldade de se distinguir machos e fémeas,
com base em caracteres sexuais secundarios morfolégicos externos, optou-se por
inserir 4 individuos num mesmo aquario, na expectativa de conseguir ter peixes de
ambos 0s géneros em cada sistema. Ndo se conseguiu assistir ao exacto momento de
desova e fecundacgdo. No entanto, p6de observar-se que, em cativeiro, oS machos
fazem persistentes perseguicfes as fémeas, até que estas os aceitem. A partir desse
momento, passam a executar cortes nupciais que consistem em natacdo sincronizada,
rodopiando em torno um do outro. Por outro lado, também se observou que os machos
de maior porte se impdem e afastam 0s seus concorrentes, perseguindo-os até que

estes encontrem um abrigo.

De acordo com Baldisserotto et al (2009) sé se podera considerar uma desova
como bem-sucedida quando ocorrerem taxas de fecundacdo na ordem dos 70%. Das

31 posturas obtidas, apenas 7 foram consideradas bem-sucedidas.

A predacdo dos ovos pelos préprios progenitores foi o principal problema a
obtencéo e observacdo de posturas. Mesmo com a imposi¢cdo das redes de contencao,
era frequente 0s peixes conseguirem penetrar a barreira e banquetearem-se no fundo
dos aquarios. Inclusivamente, houve situacdes que o numero de ovos recolhidos foi
inferior ao suposto, devido a presenca de um peixe intruso. G. rufa revelaram-se como
peixes muito enérgicos, irrequietos, curiosos, exploradores e muito inovadores no que
respeita a fuga dos sistemas de suporte de vida. Esta caracteristica revela-se como um

desafia a producédo destes organismos em Aquacultura.

No sistema de isolamento de reprodutores, os peixes G. rufa, saltavam para os
aquérios ao lado e muitas vezes até para fora do sistema, 0 que provocava a sua morte.
Entéo, verificou-se que os individuos desta espécie entram em stress quando isolados e
espacos reduzidos. Os peixes ficavam imoveis no fundo, encostados ao vidro posterior
na presenca dos cuidadores, até arranjarem posteriormente uma maneira de escapar.
Quando foram transferidos para os novos sistemas de reproducdo, escondiam-se por

detras do filtro interno, dentro dos abrigos de PVC e entre as redes e a parede do
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aguario. Demoraram uma semana a adaptarem-se e a exibirem um comportamento
esfusiante, na presenca dos cuidadores e no horéario de alimentacdo. Durante 2 meses,
foi frequente encontra-los no fundo dos aquarios, por baixo das redes, pelo que estas
tiveram de ser refor¢cadas. S6 2 meses depois é que se observou a primeira postura de
ovos. Mesmo assim, houve peixes que conseguiram executar fugas ocasionais até

debaixo das redes.

Por outro lado, a contaminacdo por fungos foi a principal causa de degeneracao de
ovos e morte embriondria. A contaminagdo fangica dos sistemas de suporte devida
devera ter sido derivada ou potenciada pela racdo fornecida aos peixes. A racao
comercial Dr. Bassleer Biofish Food Regular M (Aquarium Munster, Telgte, Germany) é
enriguecida com probiéticos, inclusivamente Saccharomyces cerevisiae. Os fungos sao
patogénicos oportunistas e uma vez presentes na superficie do ovo, podem causar a
morte destes (Bergh et al, 1991). Os ovos mortos também sdo um excelente substrato
para a propagacdo de fungos, contaminando os ovos viaveis, causando a sua morte
(Rach, 2004). A combinagao destes factores poderd ter sido sinergistica, O intervalo de
tempo que decorreu entre 0 momento da desova e a detecgéo/recolha dos ovos dos
sistemas, tera sido determinante no sucesso reprodutivo de G. rufa em cativeiro. Quanto
maior fosse o tempo decorrido entre 0os 2 momentos, maior seria a probabilidade de
contaminagcdo dos ovos. Assim, os mais degradados poderdo ter sido considerados
como ovos nao fecundados e a maioria dos restantes acabaria por degenerar, devido a
acao dos fungos. Houve 12 posturas completamente inviaveis, em consequéncia deste
tipo de infegdo. A maioria ocorreu em posturas ocorridas durante a noite. Quando as
posturas ocorreram de manh& ou a tarde, o tempo para a contaminagdo era mais
reduzido, devido ao intervalo de tempo que decorria entre as alimentacdes e simultanea
verificacdo do sistema. Quanto mais recente era a postura, maiores eram as taxas de
fecundacéo e eclosdo. Os unicos fatores de referéncia da brevidade entre a postura e a
sua detecao terdo sido: 1) o horéario de alimentacéo e 2) o estadio de desenvolvimento

embrionario em que se encontravam 0S OVOS.

A frequéncia das infecdes fungicas dos ovos despoletou a decisao de recorrer ao
uso de azul de metileno. Este é conhecido ha muito tempo como um desinfetante eficaz
de ovos de peixe em Aquariofilia, protegendo-os contra fungos e bactérias (Bassler,
2009). A desinfecdo dos ovos reduz a probabilidade de desenvolvimento de
patogénicos, mas requer a utilizacdo de produtos que sejam indécuos para os ovos. O
azul de metileno revelou-se como um produto versatil, eficaz e seguro para este fim
(Chambel et al, 2014). A qualidade de ovos de reprodutores selvagens tem uma

gualidade superior a dos ovos de reprodutores em cativeiro (Brooks et al, 1997).. A
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justificacdo para tal, prende-se com o facto dos reprodutores em cativeiro estarem
sujeitos a maiores condicdes de stress ambiental (derivado do seu maneio, densidades
populacionais elevadas, reduzido enriquecimento ambiental, etc..) e a uma alimentacéo
menos variada que em meio natural. Estes fatores poderdo contribuir para um
enfraguecimento do seu sistema imunitario. Igualmente, a qualidade e a quantidade das
substancias do vitelo poderdo ser igualmente alteradas em funcéo da dieta fornecida.
Por outro lado, a qualidade da dgua de um sistema de suporte de vida com recirculagéo
de 4gua serd sempre diferente da encontrada nos seus ecossistemas naturais (Brooks
et al, 1997). Por todos estes motivos, ovos de animais reproduzidos em cativeiro e 0s
seus progenitores sdo mais propensos a infe¢des por fungos, bactérias, virus e outros
parasitas, transmissiveis aos préprios ovos (Baldisserotto et al, 2009). Efetivamente,
nas posturas em que se usou azul metileno, a taxas de eclosdo e de sobrevivéncia
larvar foram superiores do que naquelas posturas em que ndo se usou o desinfetante, a
semelhanga do observado para os ovos de peixe zebra Danio rerio, escalar
Pterophyllum scalare e tetra vilva preto Gymnocorymbus ternetzi (Chambel et al 2014).
Ainda assim, ndo se pode descartar a ocorréncia de alguns fatores desconhecidos que
poderdo ter influenciado a viabilidade das posturas, nomeadamente a nivel genético
(Brooks et al, 1997). Apesar de se ter adquirido os peixes em diferentes lotes de
produtores distintos, a possibilidade de anomalias genéticas derivada de efeitos de
consanguinidade foram uma preocupacdo. Houve ocorréncia de 2 tipos de anomalias:
1) em que os juvenis resultaram com deformagdes da corda dorsal e da cauda e 2) em
que os juvenis sdo tém uma relacdo comprimento total / largura do corpo bem mais
reduzida que os seus semelhantes. A deformacdo da cauda podera ter resultado
igualmente da contaminacdo fungica, em posturas prévias a utilizacdo de azul de
metileno. Esse foi um dos motivos pelo qual se observou mortalidade larvar, em que as

larvas apresentavam tufos de fungos na cauda, depois de eclodir.

No desenvolvimento embrionario de Garra rufa, ndo foi possivel observar a
desova e as primeiras fases de desenvolvimento. Devido ao facto do ovo ter o cérion
transparente, permitiu observar e registar o desenvolvimento do embrido a partir da fase
de blastula. Os ovos eclodiram maioritariamente entre as 24 e as 36h, embora alguns
embrides tenham demorado até ao maximo de 48 horas. Estes animais apresentaram
um desenvolvimento embrionario, comparavel ao tetra cardinal Paracheirodon axelrodi
(Anjos e Anjos 2006) e mais rapido que outras espécies similares: 48h para o peixe-
zebra Daniro rerio (Kimmel et al, 1995); peixe dourado Carassius auratus (Hsin-Yuan et

al 2013); 76h em Cyprinus carpio (Badilita et al, 2010), a temperaturas semelhantes
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Vazirzadeh et al (2014) alimentou juvenis de G. rufa com nauplios de Artémia
sp., a uma temperatura de 30°C, e verificou uma taxa de sobrevivéncia maior do que
com fitoplancton e infusdes. Artémia sp. tém um valor altamente nutricional (Lavens &
Sorgeloos, 1996). No presente estudo, as larvas eram capazes de ingerir alimento ao
final de 48h apdés a eclosdo, em que lhe foi fornecida a mesma racdo que 0s
progenitores, apenas moida para ter uma menor granulometria. A sobrevivéncia larvar
foi proxima dos 100%, duplicando de tamanho quinzenalmente de inicio e
aproximadamente 1 cm més™, ao final de 1 més de idade. Em apenas 3 meses
atingiram o comprimento total de 3 cm, a partir do qual ja podem ser comercializados.
Comercializagdo. Aproximadamente aos 6 meses de idade atingem o tamanho de
5,5 cm de comprimento total, a partir do qual podem apresentar as génadas maturas.
Neste estudo, 0s peixes permaneceram com aproximadamente 7 cm nos sistemas de
suporte de vida comunitarios, estagnando o seu crescimento. Tal pode ter sido devido a
limitacdo ambiental de alguns recursos (nomeadamente espaco). Mas 0s reprodutores
cresceram até aos 10 cm nos aquarios de 20 |. Este valor é semelhante ao observado
por Patimar et al (2010), corresponde a longevidade ecolégica de 5 anos no rio Kangir
(Irdo ocidental). E também concordante com os de Bardakci et al (2000) em Kangal
(Turquia) e Abedi et al (2011) no rio Armand (centro do Irdo). Rahemo (1995) estudou
uma populagéo do rio Tigre (Iraque), em que os individuos maiores apresentavam até
24 cm de comprimento total e uma longevidade de 7 anos. Individuos criados em
cativeiro podem alcancar uma maior longevidade, entre 6 a 7 anos (FishSpa Solutions,
2010).

Ao longo de todas as tarefas executadas ao longo deste estudo, G. rufa
demonstrou ser uma espécie bastante resiliente a condigbes esporadicamente
desfavoraveis. No entanto houve 2 fatores aos quais se demonstrou menos adaptado:
diminuicdo de oxigénio dissolvido na agua e diminuicdo da temperatura da mesma,
nomeadamente durante o seu transporte (autor, dados nao publicados). Por este ultimo
motivo, esta espécie representara um baixo risco de se tornar uma espécie exdtica
invasora dos ecossistemas dulgaquicolas, em Portugal. No entanto, essa ameaga
carece de comprovacdo cientifica, inclusivamente envolvendo experimentacdo da

capacidade adaptativa desta espécie.

Este estudo permitiu observar e registar as diferentes fases embrionérias de
G. rufa e estudar um pouco do seu potencial de producdo em aquacultura. Determinou-
se algumas das estratégias e condicbes ambientais necessarias para obter reproducao
destes peixes. ApoOs a desova, G. rufa pode eclodir entre 24 a 36h, quando criados em

cativeiro a uma temperatura de 28 + 1.1°C. Em 3 meses pode ser comercializado e em
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6 meses pode ser um potencial reprodutor. Este rapido desenvolvimento, aliado a
elevada procura de mercado, torna G. rufa numa espécie muito atractiva para apostar
na sua producdo em Aquacultura e promocao para fins terapéuticos em Saude e Bem-

estar humanos, tal como em Aquariofilia.
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5 - Perpectivas Futuras

Numa perspectiva futura, o desenho experimental do sistema de reproducédo de
G. rufa deverd ser melhorado: 1) de modo a haver mais controlo nas desovas. Podera
ser experimentada a aplicacdo de choques térmicos, simulacdo de correntes ou de
precipitacdo, que estimulam a maioria dos peixes tropicais a desovar. A injec¢do de
substancias hormonais podera ser também uma solucdo. 2) Os aquarios utilizados
devem ser espelhados por dentro, para que ndo haja interac¢do de peixes com 0s seus
cuidadores ou perturbacdo pela execucgdo das rotinas diarias de Aquacultura. 3) Evitar a
contaminacéo de fungos, usando: outro tipo de racdes sem leveduras, procedendo mais
vezes a limpeza do fundo, mas de modo a nao stressar os reprodutores. 4) Melhorar o
acondicionamento dos ovos até a ecloséo. 5) Melhorar o desenho das redes, de forma a
evitar o contacto com o fundo dos aquarios, mas diminuir o stress dos reprodutores e
evitando que se magoem. 6) Avaliar até que ponto G. rufa podera representar perigo de

se tornar uma espécie invasora nos sistemas dul¢aquicolas Europeus.
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Garra rufa are widely used in skin treatments at beauty and wellness institutes. This freshwater
species is native from Eurasia and has a large distribution area, including river basins in
Turkey and Iran. It has a high commercial value and arouse interest among fish farmers. Even
S0,

G. rufa methods of production are still unknown. In fact, aspects that sustain a rapid and
healthy growth of these fish need to be investigated, like an adequate daily dose and feeding
frequency. This work aimed to establish: 1) the optimal feed dose per day, correspondent to the
amount necessary for obtaining satiation, with a commercial granulated food; and 2) the
optimal frequency of feeding for intensive production of G. rufa in Aquaculture. A total of 60
fishes underwent a 3 weeks acclimation period in laboratory, distributed by 6 aquaria,
containing 10 fishes with similar body weight and length. The animals were initially fed with a
dose correspondent to 10% of their body weight. This dose was gradually increased until
complete satiation of the fishes. An optimal dose of 0.04 g fish-1 day-1 was found. Afterwards,
the same fishes went through a 1 month experimental trial to evaluate the ideal feeding
frequency. Fish growth was compared between feeding 0.2 g twice per day and 0.1333 g three
times per day. Variations in size (total and fork length), plus body weight were evaluated at the
end of the trial. One-Way ANOVA procedures revealed that the variations in weight and in fork
length were similar between treatments, but the variation in total length was significantly
higher with 3 daily feeding moments (p<0.05). In conclusion, the present results showed that
the optimal dose that ensures satiation for G. rufa is 0.04 g fish-1 day-1 and that 3 daily
feeding moments promotes higher growth rates.
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Garra rufa is a small freshwater benthopelagic cyprinid, originally from Southwest Asia, which
has become economically relevant during the last decade. G. rufa is a worthy element to
control algae growth in aquariophilia, but it is mostly known for its use in treatments of skin
problems in spa’s and clinics. It was made an attempt to reproduce G. rufa in captivity, in
order to respond to an increasing marketing demand for this fish, plus to get an insight on its
reproductive biology and embryonic development.

Groups of 5 G. rufa were inserted in twelve aquaria of 20 I, with an internal filter, aeration and
placed in a controlled temperature room at 26°C. A net placed 1.5 cm above the bottom
prevented the fish from eating their own eggs. The fishes were fed three times per day and
checked for the presence of eggs. The eggs were removed, placed on separate aquaria and
photographed hourly at a Leica DM200OLED compound microscope, equipped with a Leica
DMC2900 camera

G. rufa showed almost no sexual dimorphism, except for the presence of tubercles on the snout

of males, which appeared only during the reproduction period. Males were larger than females
and executed high velocity persecutions after them.

In a total of 28 postures, only 17 resulted in newly born fish. This was mostly due to fungal
development around the eggs that caused the embryos to degenerate. There was a hatching
success of 60%. The eggs showed no adhesive properties, being deposited on the bottom. The
most prominent structures of the embryos were noticeable after: 3h - tail bud; 6h - optic

primordium; 10h - heart beating; 15h - pectoral fins buds. They hatched between 24 to 48h and

the larvae consumed the yolk sac in 48h.
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Garra rufa are widely used in skin treatments at beauty and wellness institutes. This freshwater species is native
from Eurasia and has a large distribution area, including river basins in Turkey and Iran. It has a high commercial
value and arouse interest among fish farmers. Even so, G. rufa methods of production are still unknown. In fact,
aspects that sustain a rapid and healthy growth of these fish need to be investigated, like an adequate daily dose
and feeding frequency. This work aimed to establish: 1) the optimal feed dose per day, correspondent to the
amount necessary for obtaining satiation, with a commercial granulated food; and 2) the optimal frequency of
feeding for intensive production of G. rufa in Aquaculture. A total of 60 fishes underwent a 3 weeks acclimation
period in laboratory, distributed by 6 aquariums, containing 10 fishes with similar body weight and length. The
animals were initially fed with a dose correspondent to 10% of their body weight. This dose was gradually increased
until complete satiation of the fishes. An optimal dose of 0.4 g day* 10 fish? was found. Afterwards, the same
fishes went through a 1 month experimental trial to evaluate the ideal feeding frequency. Fish growth was
compared between feeding 0.2 g twice per day or 0.1333 g three times per day. Variations in size (total and fork
length), plus body weight were evaluated at the end of the trial. One-Way ANOVA procedures revealed that the
variations in weight and in fork length were similar between treatments, but the variation in total length was
significantly higher with 3 daily feeding moments (p<0.05). In conclusion, the present results showed that the
optimal dose that ensures satiation for G. rufais 0.4 g day 10 fish'! and that 3 daily feeding moments promotes
higher growth rates.
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The Santa Catarina Island has a mosaic of ecosystems, with great importance for the fishes. There is the presence
of estuaries, lagoons, mangroves and sandy beaches in the same island. Thus, the objectives of this study were to
evaluate the spatio and temporal fish diversity patterns in estuaries, lagoons and beach systems of Santa Catarina
Island, Santa Catarina, Brazil. Fish data collected between 1983 to 2011 in the baia Norte, saco dos Limdes,
Itacorubi and Ratones mangroves, Conceicdo lagoon and Indio beach was analyzed. Fish were sampled with
different gear techniques. In the North Bay and saco dos Limdes individuals were caught by trawl, but in the
mangroves and lagoon were used gillnets, cast nets and dip nets. In the Indio beach the fishes were collected
using fyke nets. For each local, species accumulation curves were plotted to compare the observed pattern with
modelled data, using first order Jackknife estimator. Species richness differences among locals and seasons were
tested using PERMANOVA, followed by a canonical analysis of principal coordinates (CAP). To assess the taxonomic
structures at each location, the average taxonomic distinctness (AvTD) and the variation in taxonomic distinctness
(VarTD) were also used. Higher average species richness was found in the saco dos LimOes (mean + SE; 59.8 *
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Utilizacao do anestésico MS-222 em peixes ciprinideos Garra rufa
(Heckel, 1843)

S. M. F. Ferreira *1:2, M. R. S. Gomes 2, M. M. R. S. Catarino 2, |. F. A. Afonso 2,
C.B.C. L. Simdes 2 A. Pombo 2, Teresa Baptista 2 e S. C. Gongalves 23

1 CFE - Centre for Functional Ecology, Department of Life Sciences, University of Coimbra, Apartado 3046, 3001-401 Coimbra, Portugal.
E-mail: susana.ferreira@ipleiria.pt
2 MARE - Marine and Environmental Sciences Centre, Superior School of Tourism and Maritime Technology,
Polytechnic Institute of Leiria, 2520-641 Peniche, Portugal
3 MARE - Marine and Environmental Sciences Centre, Department of Life Sciences, Faculty of Sciences and Technology,
University of Coimbra, 3004-517 Coimbra, Portugal

Abstract

A trial was conducted to evaluate the anesthetic efficacy of MS-222 in G. rufa and to determine the minimum concentration required for performing
routine procedures, in order to evaluate the physical condition of these fish in aquaculture. In a committed relationship between the faster
induction and recovery times, with full immobilisation of the fishes during 90s, the concentration 425 mg I* of MS-222 appeared to be the most
effective.

Resumo

Realizou-se um ensaio para avaliar a eficacia anestésica de MS-222 em G. rufa, bem como para determinar a concentragdo minima necessaria,
para executar procedimentos rotineiros de avaliagéo da condigéo fisica destes peixes, em aquacultura. Numa relagdo de compromisso entre os
tempos mais rapidos de indug&o e de recuperagao, com imobilizagao total dos peixes em 90s, a concentragdo 425 mg I-1 de MS-222 pareceu ser
a mais eficaz.

Introducgéo

O ciprinideo Garra rufa (Heckel, 1843) é conhecido como peixe doutor e tem em elevado valor econdmico. Existe
uma elevada procura de mercado destes animais, quer em termos de aquariofilia, quer para tratamentos de pele,
em clinicas e spa’s. Por estes motivos, ha interesse em produzir G. rufa em aquacultura e a sua utilizagdo em
procedimentos terapéuticos e/ou experimentais envolve questdes do foro ético e moral. A Directiva 2010/63/CE
recomenda o uso de anestésicos durante os procedimentos que envolvem animais vertebrados e cefalépodes, a fim
de evitar causar-lhes angustia, sofrimento, dor e possiveis danos permanentes. Assim, realizou-se um ensaio para
avaliar a eficdcia anestésica de MS-222 em G. rufa, bem como para determinar a concentragdo minima necessaria,
para executar procedimentos rotineiros de avaliagdo da condicéo fisica destes peixes, em aquacultura.

Materiais e Métodos

Peixes G. rufa foram adquiridos e mantidos em aquarios independentes de 20 I, com um sistema Venturi de
filtragem interna. Os peixes foram aclimatados durante 2 semanas, alimentados trés vezes por dia
ad libitum e a dgua em seus sistemas foi parcialmente substituida a cada semana. Os peixes foram distribuidos em
grupos de 10 individuos com tamanho semelhante (4 a 5 ¢cm de comprimento total). Estes foram submetidos a 12
concentrages diferentes de MS-222, de 125 a 425 mg I, com um incremento de 25 mg I'. Os procedimentos
anestésicos foram realizados com agua dos sistemas de cultivo (Ackerman et al., 2005), com forte arejamento e os
seguintes parametros de qualidade de agua doce: 20°C, pH 7,5, NHs* <0.28mg I''; NOs <0,42 mg I, N0z <17,1 mg
I1. Os peixes foram mantidos em jejum durante o dia do ensaio (Treves-Brown, 2000). Eles foram monitorizados
desde a sua inser¢do em um recipiente com solugdo anestésica e forte arejamento. O tempo de inducdo da
anestesia foi medido até que o peixe se imobilizasse prostrado lateralmente, sem movimentos operculares.
Posteriormente, avaliou-se 0 seu comprimento total, biomassa e possiveis movimentos durante 90 s. Em seguida,
os peixes foram inseridos num recipiente com forte arejamento. O tempo de recuperacao foi medido até que eles
nadassem voluntariamente, com controlo perfeito de flutuabilidade. Os peixes foram alimentados apés o término os
ensaios experimentais, com a didria de 0.4 g dia'10 peixes'. O seu comportamento foi monitorizado durante 0,5 a
1h.

Resultados e discussao

Os peixes G. rufa na concentragdo MS-222 de 225 mg I'! foram significativamente maiores (comprimento total e
biomassa) que os peixes utilizados nas outras concentracdes. Os tempos de indugéo da anestesia foram distintos
entre concentragdes abaixo e acima de 350 mg I. A concentragdo 125 mg I foi ineficaz e a de 400 mg I
apresentou os tempos mais rapidos (41,9 + 6.8 s), seguida da de 425 mg I (46,7 + 13.1 s). Poucos G. rufa
suportaram o efeito anestésico durante 90s, em concentragdes inferiores a 225 mg I'' de MS-222. Acima dessa
concentrag@o quase todos os peixes permaneceram iméveis durante os 90s, com uma excepgdo de 1 peixe na
concentragdo a 325 mg I e outro a 400 mg I'. Os tempos de recuperacgéo foram muito varidveis. Os mais longos
foram observados nas concentragdes de 375 mg I' (104,9 + 31,8 s), seguidos dos da de 300 mg I* (96,1 + 33,0 s),
325 mg I'" (87,8 + 20,7 s) e 400 mg I (86,8 + 27,5 s). O2 tempos mais rapidos de recuperagao foram obtidos nas



XV Congreso Nacional /| Congreso Ibérico de Acuicultura 273

concentragdes de 200 mg I (36,9 + 14,6 s), seguido de 150 mg I (56,2 + 5,5 s) e 425 mg I (62,5 + 20,4 s).
Consequentemente, ndo foi encontrada qualquer correlagdo entre os tempos de inducdo e os tempos de
recuperagao para cada concentracdo de MS-222. Todos os peixes anestesiados demonstraram apeténcia por
alimento ap6s os ensaios experimentais, independentemente da concentragao de MS-222 utilizada. Eles geralmente
ingeriram a dose didria de rag¢&o, no prazo de 10 a 30 min. Numa relacdo de compromisso entre 0s tempos mais
rapidos de indugéo e de recuperacdo, com imobilizagdo total dos individuos em 90s, a concentra¢do 425 mg I de
MS-222 pareceu ser a mais eficaz. Esta sera a dose minima recomendada para procedimentos rotineiros de
avaliagdo da condicdo fisica dos peixes G. rufa. Nenhuma mortalidade foi observada durante ou apds os
procedimentos experimentais, até trés semanas depois.
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THE USE OF 2-PHENOXYETHANOL AS AN ANAESTHETIC IN CYPRINID FISH Garra
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Introduction

The doctor fish Garra rufa (Heckel, 1843) raises a huge commercial interest, both in terms of aquariophilia
and therapeutically/cosmetically treatments in specialized clinics and spas. According to the Directive 2010/63/
EC, the use of anaesthetics is recommended during procedures involving vertebrates and cephalopods,
in order to avoid causing them anguish, suffering, pain and possible permanent damage. As so, an essay
was performed to assess the efficacy of 2-phenoxyethanol as an anaesthetic for the commercial size of
G. rufa and establish the minimum concentration producing desirable anaesthetic effects on this species.

Materials and methods

G. rufa, were purchased and reared in independent aquaria of 20 1, with an internal Venturi filtering system. The fish were
left to acclimate for 2 weeks, fed 3 times per day had libitum and the water in their systems was partially replaced every
week. G. rufa, were distributed into groups of 10 fishes with similar size ([]J 4.57+0,50cm total length) and were subjected
to 9 different concentrations of 2-phenoxyethanol, from 300 to 1050mg 1!, with an increment of 150mg 1! each time.

The anaesthetic procedures were performed with water from the rearing systems (Ackerman et al., 2005), which presented
the following freshwater quality: 20°C, pH 7.5, NH,*<0.28mg I''; NO,<0.42mg I', N0, <17.1mg I"'and strong aeration. The
fish fasted since the day before the trial was conducted (Treves-Brown, 2000). They were monitored since their insertion
in a recipient with the anaesthetic solution and strong aeration. The anaesthesia induction time was measured until the fish
laid quiet sideways on the bottom, ceased the opercular movements and were removed. Afterwards, they were measured
for total length, wet weighed and observed for 1.5min, checking for any possible movements. Then, the fish were inserted
in a recipient with strong aeration and the recovery time was measured until they willingly swam with perfect buoyancy
control. Food was supplied to the fish after ending each experimental treatment. Their behaviour was monitored during
30min.

Results
There were no statistically significant differences in size (total length and biomass) among the groups of fish used in the
several anaesthetic concentrations.

Concentrations 2675mg I"! presented similar induction times (below 2min), but the concentration 825mg 1" showed lower
values (56.50+7.46 seconds; mean + standard deviation) than all the others. Some fish subjected to concentrations <675mg
I'! did not undergo anaesthesia in a Smin time. All fish endured the anaesthetic effect for a full 1.5min at 900mg 1* of
2-phenoxyethanol, although only a single individual showed opercular movements before that time at concentrations
975 and 1050mg 1!, plus two individuals at 825mg 1''. There was a statistically significant positive correlation (Pearson
correlation: ry=0.307, p<0.01) between the anaesthesia induction time and the anaesthesia recovery time for G. rufa
subjected to the different concentrations of 2-phenoxyethanol. The fastest the anaesthesia state was induced, the faster the
fish recovered. The recovery time of fish submitted to 2-phenoxyethanol revealed to be significantly higher at 300mg 1.
Although no statistically significant differences were observed between the other concentrations, the fishes recovered faster
at 825mg 1" (67.60+13.59 seconds; mean + standard deviation) than in all the other concentrations.

(Continued on next page)
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All the fish presented will to eat after the anaesthesia procedures, regardless of the 2-phenoxyethanol concentration used.
They usually ate the daily dosage of 0.4gday'10fish! within 10 to 30 min.

No mortality was observed during or after the experimental procedures, until three weeks past it.

Conclusion

Overall, Garra rufa showed to be very resilient to anaesthesia procedures, supporting higher concentrations than those
recommended for other fish species, even of larger body sizes like Atlantic salmon, rainbow trout, common carp and Nile
tilapia (Iwama and Ackerman, 1994; Neiffer and Stamper, 2009). To better handle Garra rufa during routine aquaculture
procedures, 825mg 1! of 2-phenoxyethanol was the minimum concentration producing desirable anaesthesia. Reason for
which, it is recommended to be used for this species, regarding its commercial size (total length of 3 to 5 cm). Nevertheless,
higher concentrations should be considered for larger G. rufa, especially for longer procedures. This suggestion is
substantiated by the observation of opercular movements in some fish, at the highest dose used in this trial (1050mg 1),
during the monitoring routine that took 1.5min at most.
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