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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi produzir e testar uma tecnologia que permite a fabricacao
e aplicacdo de marcador visual externo para peixes, economicamente viavel e que apresente
boa taxa de retencdo sem comprometer o desempenho dos animais. Primeiramente, foi
desenvolvido um marcador externo (deposito BR1020170075770) que consiste em
marcadores fabricados via corte a laser de chapas do polimero PETG e aplicador que
compreende uma agulha, uma trava e um suporte. A tecnologia desenvolvida foi testada em
Pacama (Lophiosilurus alexandri) sendo realizados dois experimentos. No primeiro foi
verificado a taxa de retencdo e a influéncia do marcador sobre a sobrevivéncia e ganho de
peso de 3 classes de tamanho de L. alexandri: Pequeno (10,58+0,63 cm e 14,50+0,63 ),
Médio (11,71+0,52 cm e 23,95+1,76 g) e Grande (13,5+0,60 cm e 31,96+3,50 g) durante 90
dias. Foram utilizadas 4 repeti¢fes para cada tamanho de animal, cada repeticdo era composta
de 25 animais, sendo 15 marcados e 10 ndo marcados. A taxa de retencdo dos marcadores foi
calculada a cada 30 dias e o ganho de peso dos animais no final dos 90 dias. No segundo
experimento foi verificada a influéncia do marcador sobre os parametros hematoldgicos dos
juvenis (17,09 + 1,02 cm e 64,28+11,80 g) apos 5, 10 e 30 dias da marcagdo frente a animais
ndo marcados. No experimento 1, os animais apresentaram 100 % de sobrevivéncia. O
marcador apresentou maior taxa de retencdo (P<0,05) para os animais Grandes, sendo no final
dos 90 dias 46,66 + 5,44 % para 0s Pequenos, 63,31+3,83 % para 0os Médios e 84,83+8,34 %
para 0s Grandes. Os animais Pequenos marcados ganharam menos peso (P<0,05) em
comparagdo com os animais Pequenos ndo marcados. No experimento 2 foram observadas 9,4
% de mortalidade para os animais marcados e ndo marcados. O hematocrito foi mais elevado
no trigésimo dia para os animais marcados, enquanto nenhuma diferenca foi observada para
leucdcitos, proteina plasmatica, eritrocitos e volume corpuscular médio. Podemos concluir

que a tecnologia desenvolvida apresentou limitacbes quando aplicada em L. alexandri de



tamanhos Pequenos, resultando em baixa taxa de retencédo e influéncia sobre o ganho de peso.
Entretanto apresentou boa taxa de retencdo e nenhuma influéncia nos animais maiores, tendo
maior taxa de retencdo a medida que aumenta o tamanho dos animais. Dentre 0s parametros
hematoldgicos estudados o marcador sé influenciou no hematdcrito, 0 que mostra que o

marcador pode ser utilizado sem causar grandes influéncias na fisiologia dos animais.

Palavras chaves: marcacédo, retencéo, desempenho, hematologia, siluriforme.



ABSTRACT

The purpose of this work was to produce and test a technology that allows the
manufacture and application of an external visual fish tag, economically viable that presents a
good retention rate without compromising the performance of the animals. Firstly, an external
device was developed (BR1020170075770) containing a fish tag (obtained via laser cutting of
PETG polymer sheets) and an applicator with needle, latch and holder. The technology
developed was tested in Pacama (Lophiosilurus alexandri) and two experiments were carried
out. In the first one, the retention rate and the influence of the tag on the survival and weight
gain of three size classes of L. alexandri: small (10.58 = 0.63 cm and 14.50 + 0.63 Q),
medium (11.71 + 0.52 cm and 23.95 + 1.76 g) and big (13.5 = 0.60 cm and 31, 96 = 3.50 g)
for 90 days. Four replicates were used for each animal size, each replicate was composed of
25 animals, 15 animals with tag and 10 animals without tag. The retention rate of the tags was
calculated every 30 days and the weight gain of the animals at the end of the 90 days. In the
second experiment, the influence of the Tag on hematological parameters of juveniles (17.09
+1.02 cm and 64.28 + 11.80 g) was verified after 5, 10 and 30 days of the tagging that were
compared to non-juvenile animals tagged. In experiment 1, the survival rate was 100%. The
tag presented a higher retention rate (P <0.05) for big animals, and at the end of 90 days the
retention rate was: 46.66 + 5.44% for the small, 63.31 + 3.83% for the Medium and 84, 83 +
8.34% for the big animals. Small animals with tag gained less weight (P <0.05) than small
animals untagged. In Experiment 2, the mortality was of two fishes: one tagged and the other
untagged. Hematocrit level was higher on the thirtieth day for tagged animals, while no
difference was observed on the level of leukocytes, plasma protein, erythrocytes and
corpuscular volume. We can conclude that the developed device presented limitations when
applied in smalls L. alexandri, resulting in low retention rate and influence on the weight

gain. However, it had a good retention rate and no influence on the weight gain of the big



animals. We also observed the increasing of retention rate with the size of the animals.
Among the hematological parameters studied the marker only influenced the hematocrit,
which shows that the tag can be used without causing big influences in the physiology of the

animals.

Keywords: Tagging, retention, performance, hematology, siluriforme.
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1. INTRODUCAO

O uso de marcadores para identificacdo individual de organismos aquaticos vem sendo
amplamente utilizado para estudar o comportamento dos animais no ambiente natural, sucesso
dos programas de repovoamento (Turcsanyi 2014), identificacdo de reprodutores (Orlando e
Afonso 2002) e animais de programas de melhoramento genético (Refstie e Aulstad 1975).
Existem diversos tipos de marcadores disponiveis para essa finalidade, onde podem ser
classificados como internos e externos (Navarro et al. 2006). Os marcadores internos
apresentam elevada taxa de retencdo para a maioria das espécies. Entretanto, dependem da
utilizacdo de equipamentos especificos para sua deteccdo e leitura de informacgfes (Smith et
al. 2017). Ja os marcadores externos sdo baratos, faceis de serem aplicados e detectados a
olho nu, o que faz com que esses marcadores assumam grande importancia para estudos em
ambiente natural (Turcsanyi 2014). Nos marcadores externos pode ser incluido endereco para
contato, permitindo a realizacdo de trabalho em colaboracdo com pescadores e oferecendo
recompensas (Alves 2007) para aqueles que repassarem as informacgdes aos pesquisadores
quando capturarem um peixe marcado. Contudo, cada espécie de peixe, assim como cada
marcador pode apresentar diferente desempenho, sendo necessario a realizagdo de estudos em
ambiente fechado antes de sua utilizacdo no ambiente natural (Booth e Weyl 2008). N&o
existe nenhum tipo de marcador visual externo disponivel no mercado brasileiro, o que muitas
vezes pode resultar em elevados custos de aquisi¢do devido a diferenca do cambio nacional,
gastos com fretes e impostos, além da logistica que, muitas vezes, pode ocasionar atrasos para
0 recebimento do produto.

Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e patentear um marcador

visual para peixe, economicamente viavel e testa-lo em juvenis de pacama.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Recursos pesqueiros e 0s programas de repovoamento

As atividades de pesca predatdria (FAO 2016) associadas ao aumento da poluicao dos
rios, desmatamento e alteracdo do percurso dos rios para a construcdo de grandes
reservatorios e hidrelétricas tém gerado impacto na fauna aquatica (Auer 1996; Agostinho et
al. 2010; Mcdougall et al. 2014), principalmente para as espécies de comportamento
migratorio, que necessitam seguir 0 percurso do rio para desovarem naturalmente (Fernandes
et al. 2009; Agostinho et al. 2010). Tal fato tem causado preocupacdes ambientais e
despertado o interesse de diversos paises em promover programas de repovoamento de peixes
no ambiente para recompor o estoque natural e evitar a extingdo de espécies (Svasand et al.
2000; Steffensen et al. 2010; Kawamura et al. 2012).

Apesar dos esfor¢cos, muitas vezes os programas de repovoamento tém sido realizados
de forma empirica, sem qualquer informacdo sobre a variabilidade genética da espécie
inserida no ambiente e sem estudos que comprovem sua efetividade ou néo para recompor o
estoque natural (Agostinho et al. 2010; Barroca et al. 2015). Uma das formas de estudar o
comportamento dos animais dos programas de repovoamento e verificar seu efeito sobre o
estoque natural é através da utilizacdo de marcadores individuais, de forma que os animais
sejam identificados e liberados em seu habitat natural (Svasand et al. 2000). Apds a sua
soltura, os peixes marcados poderdo ser recapturados e identificados através destes

marcadores (Turcsanyi 2014).

2.2. Marcadores para identificacao de peixes

Os marcadores individuais de organismos aquéaticos vém sendo amplamente utilizados

por pesquisadores (Nunnallee et al. 1998) e industrias aquicolas. Geralmente, os marcadores
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utilizados no meio académico pelos pesquisadores apresentam o propdsito de realizar estudos
dos animais em seu habitat natural, como: crescimento (Richard et al. 2013), comportamento
migratorio (Acolas et al. 2007), mecanismos de transposicao de peixes construidos em usinas
hidrelétricas (Alves 2007), estimar a quantidade de animais capturados pela pesca (Nunnallee
et al. 1998; Gaertner et al. 2004) e verificar o sucesso dos programas de repovoamento
(Thomassen et al. 2000; Brennan et al. 2007; Abreu et al. 2014). Em pisciculturas, 0s
marcadores sdo utilizados para identificacdo de reprodutores (Orlando e Afonso 2002) e prole
de animais oriundos de programas de melhoramento genético para resguardo de pedigree
(Refstie e Aulstad 1975). Existem diversos tipos de marcadores disponiveis, cada um com sua
peculiaridade (Matechik et al. 2013), os quais podem ser classificados como externos e
internos (Navarro et al. 2006; Brewer e Norcross 2012).

Além de boa taxa de retencdo (Quartararo e Kearney 1996; Booth e Weyl 2008), para
gue um marcador possa ser utilizado, esse deve apresentar o minimo de influéncias possiveis
sobre os animais (Luo et al. 2015). Dentre as influéncias mais importantes encontram-se:
sobrevivéncia, crescimento, ganho de peso (Barroca et al. 2015), locomogéo e capacidade de
escape frente a predacdo (Ficke et al. 2012). Para estudar a populacdo de organismos
aquaticos em ambiente natural € imprescindivel que sejam realizados testes do marcador
sobre a espécie desejada em ambiente fechado. Dessa forma, os dados obtidos podem ser
analisados e usados para evitar que os resultados encontrados sejam subestimados (Frederick

1997; Winner et al. 1999; Booth e Weyl 2008).

2.2.1. Marcadores internos

Os marcadores internos sdo faceis de serem aplicados e apresentam tamanho reduzido,
0 que muitas vezes facilita sua aplicacdo em animais menores (Acolas et al. 2007). Embora

esses marcadores apresentem elevada taxa de retencdo sem causar danos aos animais (Ward et
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al. 2008; Hirt-Chabbert e Young 2012), eles necessitam de equipamentos especiais para
detecta-los e para coleta das informacoes (Raabe et al. 2014).

Atualmente, os marcadores internos mais utilizados sdo 0S pequenos arames
codificados (coded wire tag) (Barroca et al. 2015) e os micro chip (Pit Tag), incorporados na
musculatura (Lee et al. 2009) ou na cavidade peritoneal dos animais (Ficke et al. 2012). Vale
a pena destacar que existe uma subclassificacdo dos marcadores internos: 0s marcadores
internos visiveis externamente (Thorsteinsson et al. 2002). Um exemplo desse tipo de
marcador sdo os implantes subcutaneos de polimeros elastomeros fluorescentes (VIE). Esse
tipo de marcacdo consiste na aplicacao subcutanea do polimero em um tecido transparente do
animal, de forma que a marcacdo fique totalmente inserida no tecido, sendo que mesmo
assim, possa ser visualizada de forma externa sem a utilizacao de aparelhos (Woods e Martin-

Smith 2004; Brennan et al. 2007; Zeeh e Wood 2009).

2.2.2. Marcadores externos

Os primeiros marcadores externos foram utilizados para estudar o comportamento
migratorio do salmédo do atlantico e de outras grandes espécies marinhas (McFarlane et al.
1995). Esses marcadores eram compostos por um sistema de ancoragem fabricado em aco
inoxidavel, ligado em uma linha de monofilamento, contendo uma etiqueta tubular visivel
fixada ao monofilamento por uma manga de lata. Esses marcadores apresentavam problemas
com perda da etiqueta, ocasionada pela corrosdo da parte metalica. Para evitar os problemas
com corrosao e perda da etiqueta, a parte metalica dos marcadores foi sendo substituida por
materiais poliméricos (Prince et al. 2002) e foi ganhando tamanhos reduzidos, possibilitando
sua utilizacdo em animais menores (Quartararo e Kearney 1996).

Os marcadores externos se destacam por serem baratos, faceis de serem aplicados e

altamente visiveis a olho nu (Griffiths 2002). Essas caracteristicas fazem com que esses
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marcadores apresentem certas vantagens ao serem utilizados para estudar o comportamento de
animais selvagens e de programas de repovoamento no ambiente natural (Turcsanyi 2014).
Nesses marcadores podem ser inseridas informacGes como endereco de e-mail ou telefone
para contato, permitindo que seja realizado trabalho de colaboragdo com pescadores
(Sumpton et al. 2008). Para aumentar o nimero de repasses de informacédo dos pescadores aos
pesquisadores, pode ser oferecido algum tipo de recompensa, seja de forma financeira
(Rudershausen et al. 2014) ou até mesmo através de brindes personalizados com o nome do
programa (Alves 2007).

Existem diversos tipos de marcadores externos disponiveis para serem utilizados:
Etiqueta do tipo espaguete (Gaertner et al. 2004), T bar ancho (Meynecke et al. 2015), Dart
tag (Quartararo e Kearney 1996), Betyp tag (Gaertner et al. 2004), Jaw tag (Refstie e Aulstad
1975), Tag opercula (Huhn et al. 2014) e Carlin tag (Wisniewolski ¢ Nabiatek 1993). Dentre
0s marcadores externos disponiveis os mais utilizados atualmente sdo do tipo dart tag e T-bar.
Esses marcadores sdo comercializados pelas empresas estrangeiras Floytag fishtagged e
Hallprint. No site: http://www.fishtagger.com/buytags.php verifica-se que 100 unidades do
marcador do tipo Dart Tag mais o aplicador sdo comercializados por $189,99. Considerando a
cotacdo do ddlar comercial realizada no dia 19-01-2018 a R$3,21, 100 unidades dos
marcadores mais 1 um aplicador, sairia aproximadamente R$: 609,90, desconsiderando os
impostos relacionados com a importacdo e gastos com frete. Dessa forma, fica evidente a
necessidade de desenvolver uma tecnologia nacional para marcacdo de organismos aquaticos,

com preco mais acessivel aos pesquisadores.

2.3. Pacama

O pacamad Lophiosilurus alexandri Steindachner 1876, é uma espécie de peixe da

familia Pseudopimelodidae e ordem Siruliforme, nativa e endémica da bacia do Rio Séo
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Francisco (Lopez et al. 2000). Encontra-se listada no livro vermelho da Fauna Brasileira como
especie vulneravel a extingdo (ICMBIO 2016) e vem sendo utilizada em programas de

repovoamento (Sato 2014).

O L. alexandri é uma espécie piscivora de fundo que vive enterrada em substrato
arenoso ou barrento (Cardoso et al. 1996) e apresenta maior atividade no periodo noturno
(Kitagawa et al. 2015). Em ambiente natural sua alimentacdo é composta exclusivamente por
peixes (Santos et al. 2011) e pode atingir mais de 8kg (Santos et al. 2012). Sua carne € branca,
saborosa e bastante apreciada pela culinaria devido a auséncia de espinhos intramusculares
(Salaro et al. 2015). Contudo ndo ha informacdo sobre a marcacdo de L. alexandri e as

possiveis implicacdes na fisiologia, sobrevivéncia e crescimento dos animais marcados.

2.4. Hematologia de peixes

A hematologia estuda as propriedades fisico-quimicas e funcionais do sangue
(Valenzuela et al. 2003). Os parametros hematoldgicos dos peixes podem ser utilizados como
um indicativo do bem estar dos animais, estado fisiologico, doencas e estresses (Oba et al.
2009). As analises hematoldgicas dos peixes podem ser dificeis de serem interpretadas,
devido a uma série de variagGes decorrentes da espécie de peixe (Dal’Boé et al. 2015), sexo
(Adel et al. 2016), idade, sazonalidade (Fallah et al. 2014) e condicdes de cultivo (Costa et al.
2016; Mattioli et al. 2017).

O sangue € responsavel por distribuir calor, transportar gases respiratérios, nutrientes,
produtos de excrec¢do, anticorpos (Junior et al. 2010) e auxiliar na regulagdo osmotica (Russo
et al. 2008). Também é formado por componentes figurados (eritrocitos, leucdcitos e
trombacitos) e parte Iquida (plasma), composto por 90 % de &gua, 7 % de proteinas e outras

substancias, como: hormonios, enzimas e eletrolitos (Tavares-Dias et al. 2009).
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Os eritrocitos sdo as células mais abundantes da corrente sanguinea dos peixes
(Faenge 1994). Morfologicamente os eritrocitos maduros dos peixes apresentam formato oval
ou elipsoidal, com citoplasma palido eosinéfilo e nucleo central basofilo de tamanho variado,
podendo ocupar até um quarto do volume da célula (Tavares-Dias et al. 2009). Os eritrocitos
sdo responsaveis por transportar oxigénio e gas carbonico através da hemoglobina no sangue.
A porcentagem de volume ocupado na corrente sanguinea pelos eritrécitos pode ser dada
através da mensuracdo do hematdcrito, enquanto o tamanho das células pode ser representado
pelo volume corpuscular médio (VCM) (Kaufman et al. 2013). Em condicbes de estresse,
esforco fisico aumentado (Acerete et al. 2004) ou hipoxia (Moraes et al. 2002), os peixes
podem aumentar a concentracdo de eritrécitos, hematocrito e hemoglobina com uma resposta
fisioldgica para melhorar a oxigenacdo do sangue (Montero et al. 1999), enquanto a reducgéo
dos mesmos pode indicar a dificuldade do organismo debilitado em produzir novas células,
como por exemplo: animais em condi¢fes anémicas. (Rios et al. 2005) ou expostos a
contaminantes (Kondera e Witeska 2013)

Os leucdcitos séo células de defesa humoral e celular circulantes na corrente sanguinea
dos peixes, responsaveis pelo monitoramento de possiveis infeccbes e danos teciduais
(Tavares-Dias e Moraes 2007). Os leucécitos dos peixes apresentam diferentes tipos de
linhagem celulares: linfocitos, mondcitos, neutrofilos, basofilos, células granuldciticas
especial e eosinodfilos (Ranzani-Paiva 1996). Essas linhagens podem ser diferenciadas pelo
tamanho, forma, coloracdo e presenca ou nao de granulomas (Satake et al. 2009). Entretanto,
os leucdcitos dos peixes apresentam uma série de variacdes morfoldgicas entre as espécies, 0
que torna sua diferenciagdo inicialmente dificil de ser realizada (Faenge 1994). AlteracGes na
contagem de leucdcitos podem ser indicativo do desequilibrio homeostatico (Silva et al.
2012). No inicio de uma situacao de estresse, 0s peixes podem aumentar a concentracdo de

leucdcitos na corrente sanguinea como uma tentativa de recuperar sua homeostase (Martins et
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al. 2002). Em situacbes prolongadas, os animais podem apresentar concentracdes reduzidas
que podem ser atribuidas ao enfraquecimento do sistema imunologico (Adeyemo 2007).

A maioria dos peixes sdo capazes de regular a concentracdo idnica do plasma para se
adaptarem a um serie de variacbes ambientais (Peyghan et al. 2014). A concentracdo de
proteina plasmatica exerce um papel importante na regulacdo osmotica do sangue e pode ser
utilizada como um indicativo de distarbio homeostatico (Verdegem et al. 1997). Em
condicbes de estresses ocorre a liberacdo de adrenalina que induz o aumento da
permeabilidade do epitélio, causando um desequilibrio osmorregulatério dos animais
(Mazeaud et al. 1977). Esse desequilibrio pode causar reducdo ou aumento do volume do
plasma, desencadeando o aumento da concentracdo ou diluicdo das proteinas plasmaticas
(Mazeaud et al. 1977).

Desta forma fica evidente a necessidade de se avaliar a hematologia de animais

submetidos a condi¢des de manejos como a marcagao.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver um marcador visual externo para peixes e avaliar sua utilizacdo em

Pacama (Lophiosilurus alexandri).

3.2. Objetivos especificos

Determinar o tamanho minimo ideal do peixe para a aplicacdo do marcador visual
externo a ser desenvolvido;

Verificar o tempo de retencdo do novo marcador e suas influéncias sobre o ganho de
peso e sobrevivéncia quando aplicado em juvenis de pacama de diferentes tamanhos;

Avaliar suas influéncias sobre os parametros hematoldgicos de juvenis de pacama.

3.3. Metas

Produzir um novo marcador visual externo para peixes de fabricacdo nacional,
economicamente viavel, de facil aplicacdo e elevada taxa de retencao;

Desenvolver um marcador visual externo para peixes de corpo Unico para evitar 0s
problemas de perda de informacdo através do desprendimento etiqueta contendo as

informagdes do sistema de ancoragem.
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5.0. PATENTE (BR 10 2017 007577 0): MARCADOR VISUAL EXTERNO PARA
IDENTIFICACAO DE PEIXES E APLICADOR.

Resumo: A presente tecnologia se refere a um marcador visual externo de corpo Unico para
identificacdo de peixes. Trata-se de uma chapa polimérica (1) contendo um sistema de
ancoragem com uma farpa (2) que se estende, formando uma etiqueta para codificacédo (3). A
invencdo também dispde sobre o aplicador (4) do marcador, que compreende uma agulha (5),
uma trava (6) e um suporte (7), que possibilita sua aplicacdo de forma que a ancoragem fique
inserida na musculatura do animal e a etiqueta permaneca exposta, permitindo a detec¢édo
visual das informacgdes. A chapa polimérica pode ser produzida utilizando-se polimeros com
superficie lisa, rugosa ou porosa, preferencialmente o polimero PETG (Tereftalato de
polietileno modificado com glicol). A chapa polimérica pode ser fabricada preferencialmente
via calandragem por extrusdo, estampagem, por sopro ou termoformacdo e seu design e
codificacbes podem ser realizados via corte a laser, plasma ou a jato de agua. O marcador

pode ser fabricado em diferentes cores e tamanhos, com ou sem codificacao.

Introducéo a tecnologia

Os marcadores visuais para peixes vem sendo amplamente utilizados para estudar o
comportamento e a sobrevivéncia de animais selvagens (Raabe et al. 2014) e em programas
de repovoamento (Barroca et al. 2015). Alem disso, séo utilizados pelas industrias aquicolas
para identificacdo de animais oriundos de programas de melhoramento genético (Oesau et al.
2013). Os marcadores para peixes podem ser classificados como internos e externos (Lee et
al. 2009). Geralmente os marcadores internos sdo chips introduzidos na musculatura
(Beaumont et al. 2002) ou na cavidade peritoneal dos peixes (Gheorghiu et al. 2010). Os
marcadores internos apresentam elevadas taxas de retencdo para algumas espécies de peixes

(Ward et al. 2008), mas essa técnica necessita da utilizagdo de equipamentos especiais para a
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realizacdo da leitura dos chips (Smith et al. 2017). J& os marcadores externos se destacam por
serem baratos, de facil visualizacdo e faceis de serem aplicados (Griffiths 2002). Além dessas
vantagens, o0s marcadores visuais externos assumem grande importancia para estudos
realizados em animais oriundos de programas de repovoamento (Turcsanyi 2014) e da
populacédo selvagem apos recaptura. Para estas finalidades pode ser incluido aos marcadores
um numero de telefone ou qualquer outro tipo de endereco para contato, permitindo a
realizacdo de um trabalho em colaboracdo com pescadores amadores e profissionais,
oferecendo brindes (Alves 2007) ou recompensa financeira (Rudershausen et al. 2014) para
aqueles que repassarem as informacdes aos pesquisadores quando capturarem um peixe
marcado (Sumpton et al. 2008). Para que um peixe marcado possa refletir com precisdo a
populacdo estudada, o marcador deve apresentar o minimo de influéncias possiveis sobre o
desempenho dos animais. Tais influéncias podem ser no crescimento do peixe, ganho de peso,
sobrevivéncia, reproducdo e locomocdo. Além destes fatores, o tempo de retencdo do
marcador no peixe deve ser o suficiente para que seja possivel a realizacdo dos estudos

(Woods e Martin-Smith 2004).

Revisdo de patente

Existem diversos tipos de marcadores externos disponiveis no mercado internacional,
sendo que a maioria é composta por um sistema de ancoragem e haste revestida por uma
etiqueta tubular contendo as identificacbes (Haw e Bergman 1986; Val e Mackinlay 2004;
Booth e Weyl 2008). Porem, esse tipo de marcador pode apresentar duas formas possiveis de
perda de identificagdo. A primeira forma pode ser relacionada com o desprendimento do
sistema de ancoragem da musculatura do animal através de sua rejei¢do. A segunda, pode ser
associada a degradacdo das escritas ou o desprendimento do tubo contendo as informaces da

identificacéo.
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O marcador “Dart tag”, disponivel no mercado (Hastein et al. 2001), apresenta uma
forma tubular e um sistema de marcacdo aplicado no revestimento da haste. A invencéo
proposta ndo apresenta revestimento e € constituida de corpo Unico, com formato plano,
produzido a partir de um polimero. Por ser constituido de um polimero e apresentar um
formato especifico, 0 marcador proposto na presente invencdo possui menor flexibilidade em
relagdo ao marcador “Dart Tag”. A menor flexibilidade do marcador facilita o seu manuseio e
a sua aplicacao, permitindo que, ao perfurar a musculatura do animal, ele ndo se deforme,
tornando a marcacdo mais eficiente, possibilitando maior retencdo da ancoragem. O formato
plano do marcador permite que ele seja produzido por um processo mais simples, como
moldagem por corte a laser, plasma ou agua.

O documento de patente US19900575236, depositado em 1990, intitulado “A fish
tag”, descreve um marcador composto por uma etiqueta polimérica ligada a um sistema de
ancoragem fabricado em nylon 66, com formato cénico ou tronco cénico, composto por pelo
menos duas farpas. A presente invencdo se difere do referido documento por apresentar um
marcador composto por qualquer tipo de material polimérico (exemplo: PETG) com um
sistema de ancoragem em formato simples e plano, de corpo Unico e com apenas uma farpa. O
marcador proposto na presente invengdo proporciona uma ancoragem menos invasiva,
viabilizando sua aplicacdo em animais menores. Como a invengdo proposta apresenta um
marcador de corpo Unico, este fica menos susceptivel a perda relacionada com a amarragéo ou
colagem da etiqueta ao sistema de ancoragem.

O documento de patente US19880288613, depositado em 1988, intitulado “Fish tag”,
descreve um marcador composto por um mono filamento contendo um sistema de ancoragem
em forma de T, onde a parte visivel do sistema de ancoragem € revestida por um tubo flexivel
contendo informagdes impressas. O tubo que reveste o0 mono filamento é fixado pelo uso de

uma cola adesiva ou um material termo retratil. A presente invengdo se difere do referido
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documento por apresentar um marcador composto de corpo Unico com um sistema de
ancoragem em forma de uma farpa, ndo utilizando nenhum tipo de mecanismo colante, e com
as informacdes gravadas no préprio marcador.

O documento de patente US19870044989, depositado em 1987, intitulado “Fish tag”
descreve um marcador que é aplicado nos pterigiéforos dos animais. A presente invencgédo se
difere do referido documento por apresentar um marcador aplicado diretamente na
musculatura do animal, sem atingir a regido dos pterigiéforos.

O documento de patente US19870051136, depositado em 1987, intitulado “Method
for tagging fish for identification”, descreve pequenos marcadores visuais aplicados de forma
rasa e subcutanea, totalmente imersos em um tecido transparente ou semi-transparente do
animal, ndo apresentando parte externa ao corpo do animal. A presente invencao se difere do
referido documento por apresentar um marcador aplicado na musculatura do animal onde as
informacdes sdo expostas na parte externa do animal.

No estado da técnica ndo foi encontrada tecnologia que proponha um marcador plano,
de corpo Unico, com apenas uma farpa no sistema de ancoragem, o qual é aplicado
diretamente na musculatura do animal, com parte externa visivel sem revestimento e
possibilidade de ter as informacGes gravadas no proprio marcador. Por apresentar todas essas
caracteristicas, o marcador proposto na presente invencdo elimina qualquer problema
relacionado com as perdas de informacGes geradas pelo desprendimento da etiqueta para
codificacdo do sistema de ancoragem; pode ser produzido por um processo simples de
fabricacdo, resultando em um produto de baixo custo e de facil aplicacdo; e pode ser usado
para realizar pesquisas com exatiddo, sobre a populacdo de peixes nativos e exoticos, de

escama ou de couro, presentes em ambientes l6ticos, Iénticos e costeiros.
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Descricdo detalhada da tecnologia

A presente invencao se refere a um marcador visual externo de corpo unico (figura 1)
para identificacdo de peixes. Trata-se de uma chapa polimérica (1) contendo um sistema de
ancoragem com uma farpa (2) que se estende, formando uma etiqueta para codificacédo (3). A
chapa polimérica pode ser produzida utilizando-se polimeros com superficie lisa, rugosa ou
porosa, preferencialmente o polimero PETG (Tereftalato de polietileno modificado com
glicol). A chapa polimérica pode ser fabricada preferencialmente via calandragem por
extrusao, estampagem, por sopro ou termoformacéo e seu design e codificacdes podem ser
realizados via corte a laser, plasma ou a jato de agua.

O marcador pode ser fabricado em diferentes cores e tamanhos, com ou sem
codificacdo. A invencdo trata também de um aplicador (figura 2) compreendendo uma agulha
(5), uma trava (6) e um suporte (7), o qual possibilita a aplicacdo do marcador de forma que a
ancoragem figque inserida na musculatura do animal e a etiqueta permaneca exposta,
permitindo a detecgdo visual das informacgdes (figura 3).

A presente invencdo pode ser mais bem compreendida através dos exemplos a sequir,

ndo limitantes da mesma.

Exemplos

Exemplo 1: Fabricacdo dos marcadores

O processo de fabricagdo dos marcadores consistiu na aquisicdo comercial de chapas
poliméricas transparentes, com 1 milimetro de espessura, do polimero PETG (Tereftalato de
polietileno modificado com glicol), produzidas através do processo de calandragem por
extrusdo. Em seguida, foram encaminhadas para moldagem de acordo com o prototipo do

marcador, elaborado no software CoreIDRAW. O marcador foi produzido com as seguintes
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especificacfes, nao limitantes da tecnologia: aproximadamente 0,16 g de peso; 50 mm de
comprimento total, sendo 25 mm correspondentes a etiqueta e 25 mm correspondentes a haste
com o sistema de ancoragem; 0,75 mm de largura na haste do sistema de ancoragem e 3 mm
de largura na etiqueta contendo informacdes (figura 4).

A moldagem e a impressdo das identificaces foram realizadas por cortes a laser, em
um equipamento de corte a laser (Automatisa, modelo Assia). A unidade do aplicador
fabricado pela técnica apresentada apresentou um custo total de producdo de R$: 3,00,
enquanto a unidade do marcador apresentou custo variando entre R$: 0,25 e R$:0,40 em
funcdo da quantidade de informacGes gravas.

Exemplo 2: Aplicacdo dos marcadores

Os marcadores devem ser inseridos na agulha de forma que a farpa da ancora fique
voltada para a parte mais profunda da agulha (figura 2). Os marcadores devem ser aplicados
em um angulo de 45° no sentido cauda-cranio, de forma que a farpa do sistema de ancoragem
fique voltada para a parte interna da musculatura dos animais (figura 3).

Durante a aplicacdo, devem-se tomar alguns cuidados para evitar que o marcador
atinja as espinhas e 0s Orgaos vitais dos animais. Esse modo de aplicacdo do dispositivo é
essencial para garantir a retencdo dos mesmos, evitando o desprendimento do marcador ou o
rompimento do tecido, frente a qualquer tipo de tenséo ou atrito.

O local de aplicacdo ideal pode variar de acordo com cada espécie, devido as

diferentes caracteristicas anatbmicas apresentados por esses animais.

Reivindicagdes

1. MARCADOR VISUAL EXTERNO PARA IDENTIFICACAO DE PEIXES

caracterizado por consistir em uma chapa polimérica (1) de corpo Unico, compreendendo um
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sistema de ancoragem com uma farpa (2), que se estende formando uma etiqueta para
codificacdo (3).

2. O MARCADOR, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pela chapa
polimérica (1) ser produzida utilizando-se polimeros com superficie lisa, rugosa ou porosa,
preferencialmente o polimero PETG (Tereftalato de polietileno modificado com glicol).

3. O MARCADOR, de acordo com as reivindicacfes 1 e 2, caracterizado pela chapa
polimérica ser fabricada preferencialmente via calandragem por extrusdo, estampagem, por
sopro ou termoformacao.

4. 0 MARCADOR, de acordo com as reivindicacfes 1 a 3, caracterizado pelo design e
as codificacdes da chapa polimérica serem realizados via corte a laser, plasma ou a jato de
agua.

5. O MARCADOR, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado por apresentar
diferentes cores e tamanhos, com ou sem codificacéo.

6. O APLICADOR DE MARCADOR VISUAL EXTERNO PARA
IDENTIFICACAO DE PEIXES caracterizado por compreender uma agulha (5), contendo
uma trava (6) e um suporte (7), que permite a aplicacdo do marcador definido pelas
reivindicacdes 1 a 5, de forma que a ancoragem fique inserida na musculatura do animal e a

etiqueta permaneca exposta.
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Figura 1- Marcador visual externo para identificacdo de peixes, consistindo de uma chapa

polimérica de corpo unico (1), compreendendo um sistema de ancoragem com uma farpa (2),

que se estende formando uma etiqueta para codificagéo (3).
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Figura 2- Aplicador de marcador visual externo para identificacdo de peixes (4),
compreendendo de uma trava (5), contendo uma agua (5), e um suporte (7), que permite a

aplicacdo do marcador, de forma que a ancoragem fique inserida na musculatura do animal.
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Figura 3- Desenho esquematico com vista lateral de um peixe marcado (A) e com vista

superior de um peixe marcado (B).

50 mm

£

oy "= — (0800 349 1928 ] |
L e

=

3mm

3 mm

25 mm 25 mm

& mm

Figura 4-Dimens6es ndo limitantes do prot6tipo do marcador da tecnologia
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6.0 ARTIGO:

MARCADOR VISUAL EXTERNO PARA PEIXES: TAMANHO MINIMO DE
MARCACAO E INFLUENCIA SOBRE DESEMPENHO E HEMATOLOGIA DE

Lophiosilurus alexandri

Resumo: O uso de marcadores é importante para estudos de repovoamento, assim como para
trabalhos de melhoramento genético e identificacdo dos peixes. Contudo, € importante validar
a eficiéncia deste marcador antes de seu uso. O objetivo deste estudo foi testar um marcador
externo para juvenis de Lophiosilurus alexandri e avaliar o tamanho minino dos peixes para
marcacgdo, assim como o desempenho e hematologia de animais marcados frente aos nao
marcados. No experimento 1, foi verificada a taxa de retencdo e a influéncia do marcador
sobre a sobrevivéncia e ganho de peso de 3 classes de tamanho de L. alexandri: Pequeno
(10,58+0,63 cm e 14,50+0,63 g), Médio (11,71+0,52 cm e 23,95+1,76 g) e Grande (13,5+0,60
cm e 31,96+3,50 g) durante 90 dias. No experimento 2 foi verificada a influéncia do marcador
sobre a hematologia de juvenis (17,09 + 1,02 cm e 64,28+11,80 g), 5, 10 e 30 dias apds a
marcagdo. No experimento 1, os animais apresentaram 100 % de sobrevivéncia. O marcador
apresentou maior taxa de retencdo (P<0,05) para os animais Grandes. Assim observou-se no
final dos 90 dias 46,66 + 5,44 % de retencdo para os Pequenos, 63,31+3,83 % para 0os Médios
e 84,83+8,34 % para os Grandes. Os animais Pequenos marcados ganharam menos peso
(P<0,05) em comparagdo com os animais Pequenos ndo marcados. No experimento 2 foram
observadas 9,4 % de mortalidade para os animais marcados e ndo marcados. O hematocrito
foi mais elevado no trigésimo dia para os animais marcados, enquanto nenhuma diferenca foi
observada para leucocitos, proteina plasmatica, eritrocitos e volume corpuscular meédio.
Conclui-se que o marcador utilizado no trabalho pelo periodo de 90 dias proporciona menor

ganho de peso quando aplicado nos juvenis de L. alexandri do tamanho Pequeno. A taxa de
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retencdo do marcador aumenta a medida que aumenta o tamanho dos animais. Dentre 0s
parametros hematoldgicos estudados para juvenis de 64,28+11,80 g, o marcador SO
influenciou o hematocrito, 0 que mostra que o marcador pode ser utilizado sem causar

grandes influéncias aos parametros hematoldgicos dos animais.

Palavras chaves: marcacéo, retencdo, desempenho, hematologia, siluriforme.

1. Introducéo

O aumento da pesca predatéria (FAO 2016) e amadora (Johnston et al. 2007),
associada a poluicdo e alteracdo do percurso dos rios através da construcdo de grandes
reservatorios de hidroelétricas tém proporcionado uma forte pressdo aos recursos pesqueiros
naturais (Auer 1996; Agostinho et al. 2010; Mcdougall et al. 2014). Tal fato tem despertado o
interesse de diversos paises em promover programas de repovoamento para recompor o
estoque de peixes e evitar a extingdo de espécies ameacadas de extingdo (Svasand et al. 2000;
Steffensen et al. 2010; Kawamura et al. 2012).

Apesar dos esforcos dos programas de repovoamento, poucos estudos foram
realizados para comprovarem sua efetividade (Agostinho et al. 2010; Barroca et al. 2015).
Uma das ferramentas utilizadas para este tipo de comprovacdo e avaliagdo € o uso de
marcadores (Svasand et al. 2000) que poderdo identificar os peixes apés sua soltura quando
capturados (Specziar 2014). Os marcadores também podem ser usados para identificacdo da
prole de animais oriundos de programas de melhoramento genético (Oesau et al. 2013).

Ja foram descritos na literatura, diversos tipos de marcadores de peixes (Haw e
Bergman 1986; Griffiths 2002; Gibbons e Andrews 2004; Woods e Martin-Smith 2004;
Brennan et al. 2007; Zeeh e Wood 2009), podendo ser estes classificados como interno e

externo (Navarro et al. 2006; Brewer e Norcross 2012). Os marcadores internos podem
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apresentar elevadas taxas de retencdo para algumas espécies de peixes (Ward et al. 2008).
Porém, necessitam da utilizacdo de equipamentos especiais para a leitura das informacdes
contidas nos marcadores (Smith et al. 2017). J& os marcadores externos possuem vantagens,
tais como: baixo custo, facilidade de aplicacdo nos peixes e excelente visibilidade a olho nu
(Griffiths 2002). As informacdes contidas nestes marcadores podem permitir a realizacdo de
trabalhos em conjunto entre pescadores e pesquisadores, sendo que este tipo de colaboracéo
podera oferecer algum tipo de recompensa (Alves 2007; Rudershausen et al. 2014) aos
pescadores quando capturarem um peixe marcado para incentivar o repasse das informacdes
(Sumpton et al. 2008).

Contudo, marcadores ideais ndo podem causar alteracdes no desempenho dos peixes, 0
qual pode ser avaliado através do crescimento, ganho de peso e sobrevivéncia (Woods e
Martin-Smith 2004). Entretanto cada marcador, assim como diferentes tamanhos e espécies de
peixes podem apresentar diferentes desempenhos (Navarro et al. 2006). Sendo assim, a
realizacdo de estimativa do uso dos marcadores na espécie a ser estuda em um ambiente
fechado se faz necessario. Com este tipo de estudo é possivel mitigar os efeitos do marcador
sobre 0s dados obtidos da espécie antes que estes sejam utilizados no ambiente natural
(Frederick 1997; Winner et al. 1999; Booth e Weyl 2008).

O Pacamd Lophiosilurus alexandri Steindachner 1876, familia Pseudopimelodidae e
ordem Siruliforme (Barros et al. 2007) é uma espécie de peixe piscivora sedentéria e
endémica da bacia do Rio S&o Francisco-Brasil (Cardoso et al. 1996). Esta espécie de peixe
possui atividade noturna (Kitagawa et al. 2015) e encontra-se na lista Brazil Red Book of
Threatened Species of Fauna como espécie de peixe vulneravel a extingdo (ICMBIO 2016).

Sendo assim, o L. alexandri vem sendo utilizado em programas de repovoamento (Sato 2014).



52

O objetivo desse trabalho é avaliar um novo marcador visual externo para peixes
guanto ao tamanho minimo de marcacdo e verificar a influéncia deste sobre os parametros

zootécnicos e hematoldgicos de L. alexandri.

2. Materiais e métodos

Os trabalhos foram realizados no Laboratorio de Aquacultura da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), por meio de dois experimentos. Durante 0s experimentos, 0S
peixes foram alimentados com racdo comercial extrusada contendo 38 % de proteina bruta
com diametro dos peletes de 3-4 mm fornecida até a saciedade aparente duas vezes ao dia as
(8 e 16 horas). Apos 30 minutos da alimentacdo, os restos de fezes e alimentos néo
consumidos foram sifonados. Os parametros de qualidade de dgua foram mensurados a cada 3
dias. A temperatura e pH foram medidos utilizando um pHmetro portatii COMBO (marca
HANNA), o oxigénio dissolvido (OD) através de um oximetro digital (marca HANNA) e
amonia por kit colorimétrico (LabconTest).

Para a marcacao dos peixes nos dois experimentos, utilizou-se marcador, aplicador e
metodologia de aplicagédo seguindo a metodologia do deposito da patente: BR1020170075770
intitulada como MARCADOR VISUAL EXTERNO PARA IDENTIFICACAO DE PEIXES
E APLICADOR, cujo formato esté representado pela figura 1. De forma resumida o marcador
foi fabricado em Polietileno tereftalato modificado com glicol (PETG), pesando 0,16 grama,
aplicado utilizando uma agulha de 30 mm de comprimento e 1,5 mm de didmetro, acoplada
em uma haste de metal. No momento da aplicacédo a agulha foi inserida aproximadamente 5

mm ao lado direito da musculatura, perto da nadadeira dorsal.
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Figura 1- Marcador visual para peixes descrito no deposito da patente

BR1020170075770.

2.1 Experimento 1. Tamanho minimo ideal para aplicacdo do marcador, taxa de retencéo e

influéncia no desempenho de juvenis de L. alexandri

Este experimento foi realizado segundo os protocolos aprovados pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG (Protocolo 243/2017).

Juvenis de L. alexandri, previamente produzidos no LAQUA, foram classificados em
trés classes de tamanho. Para a classificagdo, os animais foram pesados com uma balancga
analitica (Marte AD2000 0,01 g precisdo), medidos com paquimetro digital (Gama - precisdo
0,01 mm) e distribuidos em 3 tratamentos (Tabela 1). Apos a classificacdo, os juvenis foram
aclimatados por 7 dias e foram distribuidos em 12 tanques de 200 | com volume util de 180 |
de &gua cada, sendo 4 repeticdes para cada classe de tamanho. Cada tanque recebeu 25
animais. Para as avaliacOes da taxa de retengdo e desempenho, 15 animais de cada tanque

foram marcados com o marcador externo e os 10 restantes (controle) permaneceram sem
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marcacgdo. Foi utilizado maior nimero de animais marcados em relacdo ao controle devido a
possibilidade de perda de etiqueta e reducdo do nimero amostral de animais marcados.

Os tanques foram mantidos em sistema de recirculacdo de agua que manteve a
temperatura em 27,66+0,40 °C, OD em 6,38+0,46 mg/l, pH em 8,34+0,04 e amoénia total <
0,5 mg/l. O fotoperiodo foi mantido em 12 horas de luz. Os animais foram observados durante

um periodo de 90 dias.

Tabela 1- Média e desvio padréo do peso e comprimento dos animais utilizados nos diferentes

tamanhos.
Tamanho Peso (g) Comprimento  Animais marcados Animais ndo
Total (cm) por tratamento marcados (controle
por tratamento)
Pequeno 14,50 +0,63 10,58+0,63 60 40
Médio 23,95+1,76 11,71+0,52 60 40
Grande 31,96+3,50 13,50+0,60 60 40

A determinacdo da taxa de retencdo dos marcadores foi mensurada através da equacgéo
1, aplicada através da observacdo diaria dos animais. Quando notada a presenca de um
marcador solto no tanque, tanto o marcador quanto o peixe com a presenca do ferimento do
implante eram retirados do experimento para evitar distorcbes no resultado dos peixes

marcados frente os peixes ndo marcados.
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R = 100
Mt

Equacéo 1- Equacdo utilizada para mensuragdo da taxa de retengdo dos marcadores. Taxa de
retencdo (TR), numero de animais inicialmente marcados (Mi) e nimero de animais que

permaneceram marcados (Mf).

Apods 90 dias foram determinados o ganho de peso (GP) e sobrevivéncia (TS)

calculados pelas seguintes formulas:

Gp = Pf— Pi

Equacdo 2- Equacdo utilizada para calcular a taxa de ganho de peso (GP), onde: peso médio

final (Pf) e peso médio inicial (Pi).

s =M 100
TN

Equacdo 3- Equacdo utilizada para calcular a taxa de sobrevivéncia. Taxa de

sobrevivéncia (TS), nimero de sobreviventes final (Nf), nimero de sobreviventes inicial (Ni).

2.2 Experimento 2. Influéncia do marcador sobre a hematologia de juvenis de L. alexandri

Este experimento foi realizado segundo os protocolos aprovados pela CEUA da
UFMG (Protocolo 25/2017 CEUA da UFMG).

42 juvenis (17,09 £ 1,02 cm e 64,28+11,80 g) foram aclimatados por 30 dias em um
tanque de 1000 litros mantido em sistema de recirculagdo com temperatura a 27,64+0,41 °C,
OD de 6,45+0,47 mg/l, pH 8,35+0,03 e amdnia total < 0,5 mg/l. O fotoperiodo foi de 12 horas
de luz. Apos a aclimatagdo foram selecionados de forma aleatdria 10 animais para analise de

sangue como ponto inicial. Dos 32 animais restantes 16 receberam o marcador e 16
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continuaram sem marcacao. Estes foram divididos em dois tanques de 1000 | nas condicdes
descritas anteriormente com 8 peixes marcados e 8 peixes ndo marcados em cada tanque, em
desenho experimental com dois tratamentos e 16 repeticdes, sendo cada peixe considerado
uma repeticdo. Apos 5 dias, todos os peixes marcados (n=8) e ndo marcados (n=8) de um
tanque foram utilizados para a coleta de sangue. O mesmo procedimento foi realizado ap6s 10
dias para os peixes do segundo tanque (n= 8 peixes marcados e n = 8 peixes ndo marcados).
Apds 30 dias, todos os peixes dos dois tanques foram novamente utilizados para a coleta final
de sangue. Durante os 30 dias foram verificadas a taxa de retencdo dos marcadores a
mortalidade.

Para coleta de sangue os animais foram contidos em pano Umido e coletado 1 ml de
sangue por puncdo venosa da artéria vertebral de cada animal, utilizando seringas de 1 ml
contendo 10 % de heparina. As aliquotas de sangue foram utilizadas para a determinacao da
proteina plasmaética total (PPT), hematocrito (Htc), eritrocitos (Er) e leucdcitos (Leuc). O
hematocrito foi determinado pelo método do micro-hematdcrito (Goldenfarb et al. 1971)
utilizando tubos capilares. Ap6s a determinacdo do hematdcrito, os capilares foram quebrados
acima da linha do plasma que foi adicionado em um refractdmetro (RTS-101ATC) para
determinacdo da proteina plasmaética total. A contagem de eritrocitos e leucocitos foram
realizadas de acordo com o método direto, através da contagem na camara de Neubauer ap6s
coloragdo com o corante Natt-Herrik em hemocitdmetro e o volume corpuscular medio

(VCM) calculado através da equacéo 4.
VCM = Er 10
B Hth

Equacdo 4-Equacdo utilizada para calcular o volume corpuscular médio. NUmero de

eritrocitos (Er) e hematdcrito (Htc).
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2.3. Analise estatistica

Os dados dos dois experimentos foram submetidos ao teste normalidade de Shapiro
Wilk e homocedasticidade pelo teste de Levene. Para efeito de normalidade, os resultados
referentes ao hematdcrito foram transformados em log (10). Os resultados hematologicos
entre os dias foram analisados pela ANOVA seguido do teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Ja os dados de comparacdo dos resultados entre os tratamentos tanto para 0s
dados hematologicos quanto de desempenho foram analisados por teste t de Student. A taxa
de retencdo dos marcadores no experimento 1 ao longo dos dias foi analisada pela ANOVA
de duas vias seguida de teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as analises estatisticas foi

empregado o software Infostat.

4. Resultados

4.1 Experimento 1

Ao comparar a TR em um mesmo tamanho ao longo dos dias (figura 2), observa-se
que a TR dos marcadores nos 3 tamanhos de peixes foram reduzidas (P<0,05) 30 dias apés a
marcacdo, sendo esta semelhante aos 60 dias (P>0,05). Aos 90 dias da marcacdo, o tamanho
Médio apresentou TR semelhante (P>0,05) a dos dias 30 e 60. O tamanho Grande apresentou
TR semelhante ao dia 60 e diferente do dia 30, enquanto o Pequeno apresentou TR aos 90
dias menores (P<0,05) que as dos dias 30 e 60.

Ao analisar a TR entre os diferentes tamanhos de peixes ho mesmo dia, observa-se que
a TR do tamanho Grande foi maior (P<0,05) que a TR dos Pequenos e Médio em todos 0s
dias avaliados. As TR do tamanho Pequeno e Médio foram semelhantes (P>0,05) aos 30 e 60
dias da marcacéo, enquanto aos 90 dias, o tamanho Médio apresentou TR superior (P<0,05)

ao tamanho Pequeno.
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Figure 2- Taxa de retencdo dos marcadores nos diferentes tamanhos avaliados a cada 30 dias
por um periodo de 90 dias. Médias seguidas de letras diferentes (maidsculas entre os dias e

minusculas entre os tamanhos) indicam diferencas significativas (P<0,05) por ANOVA de

duas vias sequido de Tukey.

A figura 3A mostra uma fotografia de um animal marcado do tamanho Grande no final
dos 90 dias e na figura 3B a cicatriz ocasionada pelo desprendimento do marcador em um
animal do tamanho Pequeno. Verificou-se que quando o animal apresentava ferida ocasionada
pelo marcador era seguido de sua perda nos dias seguintes. Os animais que foram retirados do
experimento devido a perda do marcador se recuperaram e apresentaram 100 % de
sobrevivéncia durante o periodo do experimento. Ao comparar os desempenhos dos animais
marcados com o0s ndo marcados (tabela 2) do mesmo tamanho, observa-se que o0s peixes de
tamanho Pequeno marcados apresentaram Gp e Pf menor (P<0,05) que dos animais nao
marcados, enquanto o Cf foi semelhante (P>0,05). Ja para os peixes dos tamanhos Médio e

Grande n&o houve diferenga no desempenho (P>0,05).
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Figura 3-Fotografia dos animais marcados. Animal marcado do tamanho Grande ap6s 90 dias

da marcacdo (A) e animal do tamanho Pequeno com a ferida ocasionada apds o

desprendimento do marcador durante o experimento (B).

Tabela 2-ganho de peso, peso e comprimento final dos animais nos diferentes tamanhos ap6s
90 dias. Ganho de peso (Gp), peso final (Pf) e comprimento final (Cf).

Gp (9) Pf () Cf total (cm)
Tamanho Sem Com Sem Com Sem Com
Marcagdo Marcacdo | Marcagdo Marcacdo | Marcacdo Marcagdo
Pequeno 23,2+0,6a 21,0+0,4b | 38,5+0,6a 36,4+0,4b | 13,0+0,2a 12,6+0,4a
Medio 27,4+3,6a 26,4+24a | 51,8+3,6a 50,8+24a | 15,82+2,1a 14,4+0,2a
Grande 42,4+55a 45,1+33a | 76,0+5,5a 78,8+3,2a | 17,55+0,3a 17,7%0,2a

Médias dos peixes marcados e ndo marcados do mesmo tamanho seguidos de uma letra

diferente indicam diferenca significativa (P<0,05) pelo teste t de Student.
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4.2 Experimento 2

Entre o décimo e trigésimo dia de experimento foram registradas mortes de um peixe
marcado e um ndo marcado. Além disso foi verificado o desprendimento de um marcador,
obtendo-se uma TR de 93,33 % e corrigindo-se 0 N amostral devido a perda por mortalidade.
A perda devido a ocorréncia da mortalidade e desprendimento do marcador proporcionou um
N amostral para a coleta do trigésimo dia de 15 animais ndo marcados e 14 marcados.

Na figura 4A verifica-se que a contagem de eritrocitos ndo apresentou diferenca
(P>0,05) entre os peixes marcados e ndo marcados. Entretanto, houve variacdo nos diferentes
dias analisados com maiores valores (P<0,05) aos 5 e 10 dias e inferiores aos 30 dias para
guem marcados ou ndo. Os peixes no inicio do experimento apresentaram valores
intermediarios.

Para leucacitos (figura 4B), proteina plasmatica total (figura 4C) e VCM (figuradD)
ndo registrou-se diferencas entre 0s grupos marcados e ndo marcados e ao longo do tempo
(P>0,05).

Com relagdo ao hematdcrito (figura 4E) houve aumento para os peixes marcados e nao
marcados no quinto dia apds a marcacdo (P<0,05). No décimo dia, o hematdcrito dos peixes
ndo marcados permaneceu superior (P<0,05) ao nivel basal, enquanto dos peixes marcados 0s
valores foram semelhantes aos ndo marcados e ao nivel basal (P>0,05). No trigésimo dia, 0s
peixes ndo marcados apresentaram valores menores (P<0,05) aos registrados anteriormente,
enquanto para os peixes marcados o hematocrito foi semelhante ao do tratamento basal e
diferente (P<0,05) dos peixes marcados aos 5 e 10 dias. Entre peixes marcados e ndo
marcados, 0 hematocrito s6 apresentou diferengas (P<0,05) no trigésimo dia, onde, os peixes

marcados apresentaram valores mais elevados que peixes ndao marcados.
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Figura 4- Pardmetros hematol6gicos dos animais marcados e ndo marcados nos diferentes dias
analisados. Er (A), Leuc (B), PPT (C) e VCM (D) e Htc (E). Médias seguidas de uma letra
maiuscula diferente indicam diferencas significativas (P<0,05) entre os dias por ANOVA de

duas vias seguido de Tukey. Médias com letras minusculas diferentes indicam diferencas

Dia analisado

significativas (P<0,05) entre um peixe marcado e ndo marcado por teste t de Student.
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5. Discussao

No experimento 1 ndo houve mortalidade de peixes marcados e ndo marcados. Porém,
no experimento 2 houve a morte de um animal marcado e um ndo marcado. Esses resultados
indicam que o uso do marcador externo pode ser empregado para juvenis de L. alexandri,
sendo que a mortalidade pode ser em decorréncia especifica da condi¢do dos peixes afetados
pelas condicdes de cultivo. Gil et al (2017) comparam a taxa de sobrevivéncia entre em
juvenis Argyrosomus regius pesando 83,7 £ 24,5 g e com 19,5 £ 1,9 cm e encontraram menor
sobrevivéncia (60 %) para os animais marcados com T-bar abdominal e sobrevivéncias
maiores (83,3%) para peixes marcados com T-bar ancora, que foram semelhantes aos animais
ndo marcados. Phelps e Rodrigues (2011) estudando Lutjanus campechanus com 43,7 £ 5,6 ¢
ndo marcados e marcados com T-bar abdominal, PIT e tag de mandibula por 150 dias ndo
observaram diferencas na taxa de sobrevivéncia dos animais.

A maior taxa de retencdo dos marcadores foi registrada para os animais do tamanho
Grande durante todo o experimento 1. Este fato pode ter ocorrido devido aos peixes maiores
terem maior quantidade de musculo no local da aplicacdo. Smith et al. (2017) compararam a
taxa de retencdo do Pit Tags e T-bar em Coregonus sardinella com 13,6-15,8 cm e 18,3-31,6
g utilizando diferentes protocolos de marcacdo (sem e com anestesia seguidos de banhos de
sal para recuperacdo do manejo com concentracdes de 10 e 3 mg/l) e verificaram média de
retencdo dos tratamentos para T-bar de 76 % apds 30 dias da marcacdo e uma variacdo entre
os protocolos de 25 a 45 % apds 60 dias, enquanto o Pit Tag apresentou 100 % de retencédo
em todos os tratamentos. Bodine e Fleming (2014) verificaram em bagre azul (Ictalurus
furcatus) com 36,4 +0,1 cm, mantidos em viveiros escavados por 6 meses, taxa de retengédo
para T-bar de 94 % em 2 messes e de 76 % com 6 meses, enquanto a Pit tag apresentou 100 %
de retencdo. Desta forma fica evidente que a eficiéncia do marcador esta relacionada ao tipo

de marcador, espécie e tamanho do peixe como também do manejo adotado.
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O menor ganho de peso encontrado somente para os peixes marcados do tamanho
Pequeno em relacdo aos peixes ndo marcados do mesmo tamanho pode estar relacionade com
a maior proporcdo do peso do marcador em relacdo a massa corporal dos animais, que
representava em média: 1,15 %, 0,67% e 0,5 % do peso seco, para Pequeno, Médio e Grande,
respectivamente. Ndo existe uma relacdo bem definida entre o peso do marcador e massa
corporal do animal e essa variacdo pode ser decorrente do tipo de marcacdo e espécie
estudada (Jepsen et al. 2015). Alguns estudos recomendaram a utilizacdo de marcadores com
peso inferior a 2 % do peso dos animais ao ar (Jepsen et al 2003), outros uma relacdo ainda
menor (1,25%) (Counihan e Frost 1990; Sutton et al.2003), enquanto outros autores desafiam
essa regra e sugerem valores maiores (Brown et al. 1999 e Smircich e Kelly 2014). Mesmo
utilizando marcadores com peso inferior aos recomendados pela literatura, no presente estudo
0s animais Pequenos apresentaram menor ganho de peso indicando que este marcador deve
ser evitado para os peixes Pequenos, havendo a necessidade de se adequar este marcado ou
desenvolver um novo modelo para este tamanho de peixes. A presenca de um marcador
fixado na superficie do animal pode causar desequilibrio, feridas (Halls e Azim 1998) e
infeccbes devido o atrito dos marcadores com a &gua (Thorsteinsson et al. 2002),
proporcionando, principalmente, quando aplicado em animais menores, menor taxa de
retencdo, sobrevivéncia e ganho de peso (Rikardsen 2000; Rikardsen et al. 2002; Strand et al.
2002). O L alexandri é uma espécie lIéntica e de fundo, onde foi registrado natagdo apenas no
momento da alimentacdo. Contudo o atrito gerado do marcador com a agua durante a natacdo
era minimo e s6 afetou o ganho de peso dos peixes menores. Greenstreet e Morgan (1989)
estudaram o uso de marcadores ultrassonicos externos em 3 tamanhos de Salmé&o do atlantico
(Salmo salar) e observaram a perda de massa corporal para 0s animais menores (> 16,0 cm),
menor ganho de peso dos animais médios (entre 16,0 e 18,0 cm) e ganho de peso semelhante

para 0s animais maiores (> 18,0 cm). Rikardsen et al. (2002) compararam a taxa de retencgéo e
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a influéncia sobre o desempenho de dois marcadores visuais em truta do artico (Salvelinus
alpinus) entre 17,0-20,9 cm e verificaram taxa de retencdo de 94% para as etiquetas Floy e 78
% para as VI alpha apo6s 160 dias de marcacéo. Entretanto os autores encontraram menor taxa
de crescimento para os animais marcados com etiquetas Floy.

Os animais que apresentam desprendimento do marcador e foram transferidos para
outro tanque durante o periodo de experimento, se recuperaram do ferimento causado pelo
marcador e ndo apresentaram mortalidade, mostrando que, possivelmente, em outro ambiente,
mesmo que o marcador se solte, 0s animais tem capacidade de recuperacéo.

Os valores hematoldgicos encontrados nesse estudo estdo condizentes aos descritos
por outros autores para a mesma espécie, sendo eritrécitos e leucécitos por Mattioli et al.
(2017), hematdcrito por Kitagawa et al. (2015) e a proteina plasmatica por Costa et al. (2016).
O aumento do namero de eritrécitos e hematocrito no quinto e no décimo dia apds a marcacgao
pode estar relacionado com o estresse ocasionado durante 0 manejo dos animais, uma vez que
realizados os peixes demoraram 8 dias para iniciarem a alimentacdo. Porém, no trigésimo dia
os valores voltaram aos niveis basais, indicando adaptacdo ao uso dos marcadores. O aumento
da concentracdo do hematdcrito também pode ser um indicativo de maior esforco fisico
ocasionado durante uma situacdo de estresse (Acerete et al. 2004).-Lewis e Muntz (1984)
observaram o aumento da batida da cauda e velocidade dos movimentos operculares durante a
natacdo da Truta Arco-iris (Salmo gairdneri) com marcadores externos ultra-sbnicos em
relacdo aos animais ndo marcados. Resultados semelhantes foram descritos por Steinhausen et
al. (2006) que observaram que em velocidade de natagdo reduzidas € o maior consumo de
oxigénio do Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) marcados com transmissores externos em
relacdo aos peixes ndo marcados.

No entanto nenhuma diferenca foi observada entre um peixe marcado e ndo marcado

para proteina plasmatica, leucdcitos, eritrocitos e volume corpuscular médio. Rozynski et al.
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(2017) estudaram a influéncia de transmissores de telemetria implantados cirurgicamente
sobre os parametros fisioldgicos do Sander lucioperca pesando entre 60-90 g utilizando 2
tipos de sutura (seda e adesivo de tecido). Apds 35 dias da cirurgia, esses autores também néo
encontraram diferenca significativa para eritrocitos, leucocitos, hematdcrito e proteina
plasmatica; porém, registraram valores mais baixos para: volume corpuscular médio nos
animais suturados com seda em relacdo ao tratamento controle. Entretanto, a insercdo
cirdrgica € um método mais invasivo que o marcador testado no presente estudo e as
alteracdes fisiologicas podem estar associada a incisdo abdominal e ndo a presenca do
marcador, como ja relatado por Luo et al. (2015) que verificaram as mesmas alteracfes
fisioldgicas para carpa Hypophthalmichthys nobilis submetida a uma falsa e verdadeira

implantacéo cirdrgica de transmissores ultrassénicos apos 3 h e 24 h, 7 e 14 dias.
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Conclusodes

Conclui-se que o marcador utilizado neste trabalho pelo periodo de 90 dias
proporciona menor ganho de peso quando aplicado nos juvenis de L. alexandri do tamanho
Pequeno e ndo interfere no ganho de peso dos juvenis de tamanho Médio e Grande. Entretanto
a taxa de retencdo do marcador aumenta a medida que aumenta o tamanho dos animais, sendo
ao final de 90 dias de 84,83 % para os peixes Grandes. O hematdcrito dos animais com
64,28+11,80 g foi maior nos primeiros dias, o que indica uma situacdo de estresse, porém com
recuperacdo ao final de 30 dias. Contudo, nenhuma alteracdo foi encontrada para proteina
plasmatica total, leucdcitos, eritrocitos e volume corpuscular médio. Este fato mostra que o
marcador pode ser utilizado sem causar grandes influéncias sobre o hematdcrito, proteina

plasmatica, eritrcitos, leucdcitos e volume corpuscular médio dos animais.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi desenvolvida uma tecnologia composta por um marcador visual para peixes e seu
aplicador economicamente vidvel e de facil aplicacdo, podendo ser comercializada no
mercado nacional por um preco mais acessivel que as disponiveis no mercado estrangeiro e,
ainda sim, obter lucros consideraveis.

O marcador desenvolvido apresentou a mesma limitacdo relatada para os demais
marcadores quando aplicado em animais pequenos, resultando em baixa taxa de retencédo e
influéncia sobre o ganho de peso. Entretanto, apresentou melhor taxa de retencdo e nenhuma
influéncia sobre o ganho de peso de L alexandri de tamanho igual a 31,96+3,50 g e
13,50+0,60 por um periodo de 90 dias.

Os L. alexandri marcados e ndo marcados apresentaram maiores valores para
eritrocitos e hematdcrito no quinto e no décimo dia apds a marcacao. Porém, no trigésimo dia
os valores voltaram aos niveis basais, indicando adaptacdo ao uso dos marcadores. Entretanto
nenhuma diferenca foi observada para: proteina plasmatica total, leucdcitos, eritrécitos e
volume corpuscular médio, o que revela que o marcador pode ser utilizado em L. alexandri
sem causar grandes alteracfes sobre os parametros hematologicos.

Como sugestdes para trabalhos futuros ficam o desafio em testar o marcador
desenvolvido por um tempo maior em Pacama e outras em espécies de peixes mais ativos e de
escamas. Além disso, existe a necessidade de se desenvolver um novo modelo de marcador
externo para peixes de menor tamanho testado no presente estudo. Outro ponto interessante
para o desenvolvimento de trabalhos futuros é investigacdo do uso do marcador em diversas
especies de peixes em trabalhos de campo em colaboracdo com pescadores, com o objetivo de
para verificar a sobrevivéncia, crescimento e mortalidade de animais oriundos de programas

de repovoamento.



