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MÉTODOS BÁSICOS E NOVOS 
PARA O CULTIVO DE PROTISTAS LIVRES 

3 

Diethardt Horst Armin Jebram 1 

ABSTRACT 

Free Aliving protozoa/protistans are only very slightly invcstigatcd in Brazil. To iniciatc 
studies ahout thcsc ccologically important organisms, ncw and casily aplicable methods havc 
hccn dcvclopcd on thc base of ccrtain traditional ones. As well have been presented reasons 
not to use certain other traditional methods. Have bcen presented: reasons to study living 
protistans and not only prcserved prohes, a method for "isolation of protistans by capillary 
pipettes along series of drops", hasic and new cultivation media for freshwater protistans, basic 
and parti:dly new types of alimentation for many species of protozoans, and a mode to set up 
slides to study living protistans in the microscope. 

INTRODUÇÃO 

Pesquisas sobre protozoários parasíticos apresentam uma boa tradição no 
Brasil, enquanto os protistas de vida livre são pouco investigados. 

Porém, os protistas livres têm muita importância nos ecossistemas, especial­
mente nas águas e no solo. Protistas fotossintéticos põem cm disposição uma grande 
parte da produção primária necessitada para sustentar cadeias alimentares. Protistas 
fagotróficos, como consumidores primários e secundários, transmitem a energia arma­
zenada pelos produtores aos consumidores maiores. Vários protistas livres, além de 

1. Laboratório de Protistologia. Instituto de Biociências - PUCRS. Av. lpiranga, 6681 -
Prédio 12, BR·90619-900 Porto Alegre-RS - Brasil. 
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bactérias e fungos, têm importância na remineralização de substâncias orgânicas e na 
reciclagem de elementos, portanto, para a fertil idade do solo e da água. Com esses 
processos eles também decompõem uma grande parte de substâncias venenosas e, 
assim, têm um papel importante na desintoxicação do meio ambiente. Além disso, nos 
países mais desenvolvidos, protistas são usados como objetos modelos cm pesquisas 
sobre as ultraestruturas de seres vivos, sobre a citologia, fisiologia, bioquímica, 
biofísica, genética e a evolução, mas também no ensino, nas disciplin:Ls biológicas. 
Tudo isso mostra a importância dos protistas, o que exige pesquisas sobre eles. 

Para certos tipos de investigações, especialmente para levantamentos popula­
cionais e estatíst icos de uma fauna qualitativamente já conhecida, pode-se usar amos­
tras fixadas. Porém, na bibliografia antiga encontram-se muitas descrições erradas ou 
insuficientes e sinônimos errados, porque aquelas pesquisas foram realizadas a base 
de amostras preservadas. Então, para começar a conhecer a fauna de protistas de uma 
nova área e identificar as espécies corretamente, investigações à hase de organismos 
vivos são indispens:íveis. Em seguida será demonstrado, como pode-se iniciar es!lldos 
sobre protistas livres e vivos - especialmente de água doce. 

PROCURA E COLETA DE AMOSTRAS 

Protistas vivem cm quase todas as águas naturais, seja num arroio, rio, lago, 
no mar ou numa pequena água parada, que ficou depois de uma chuva fone por 
alguns dias, mas também no solo terrestre, na superfície de rochas ou da c:Lsrn de 
árvores. Protistas encontram-se também nas águas cm baldes ou vazas, que ficaram 
expostos à circulação livre do ar, nas "fitotclmas" entre as bases das folhas de 
bromeliáceas ou na água presa entre :L5 folhas de musgos, para dar somcme alguns 
exemplos. 

Para iniciar o trabalho com protistas existe um nu'.\todo tradicional através de 
uma cultura não limpa ("culwra crua") de protozo:írios por meio de "infusões": Em 
recipientes com :ígua coloca-se certos materiais orgânicos como "fertilizantes", como 
feno, folhas de alface ou partes de casca de banana. Aqui no Brasil, a água corrente, 
que sai da torneira, normalmente colllém muito cloro para combater bactérias. Então, 
tem que ferver essa água para que libere o cloro, que inibe também a propagação 
dos protozoários. Depois de resfriada, a água pode ser usada para a infusão. Nesta 
aparecem, numa certa seqüência e além de bactérias, fungos e algas microscópicas, 
vários protozoários, como pequenos flagelados heterotróficos e vários ciliados, e 
finalmente algumas amebas. Eles desenvolvem-se a partir de estágios encistados, que 
estavam presos nas superfícies dos materiais vegetais de inóculo ou entraram trans­
portados pelo ar. As espécies encontradas nessas infusões e a seqüência de aparência 
das espécies depende parcialmente do tipo e da quantidade cio material usado na 
infusão e do lugar da sua realização (por exemplo, na Europa ou na América do Sul, 
ou numa cidade grande ou numa vila no campo). Em geral vale que não deve-se 
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colocar muito material orgânico na infusão para evitar que se desenvolvam excessi­
vamente muitas bactérias nela e consumem o oxigênio e, por isso, protozoários 
comuns, que são aeróbicos, não conseguem sobreviver nela. E muito melhor, por 
pouco material orgânico na infusão e, talvez, inocular nela também uma certa porção 
de uma água natural para facilitar e acelerar o desenvolvimento de uma boa fauna 
de protozoários. Finalmente, cada pessoa interessada deve experimentar e adquirir 
experiência própria com esse método. 

Mais simples é, buscar uma porção de uma água natural da vizinhança e 
investigá-la através do microscópio. Assim pode-se conhecer diretamente, que tipos de 
microorganismos encontram-se nas águas, as quais nós passamos no dia-a-dia. Não é 
bom usar uma rede para essa tarefa - por várias razões: Primeira, quase todas as 
redes comuns deixam p~llisar não apenas a maioria das bactérias e dos nanoplâncton­
tes mas também uma certa parte do microploâncton. Na segunda razão, a concentra­
ção (pela rede) de organismos, que precisam respirar, junto com o decréscimo da 
concentração do oxigênio por causa do aumento da temperatura da amostra de fora 
do seu ambiente natural reduz drasticamente o acesso ao oxigênio, o que aumenta 
rapidamente a mortilidade dos planctontes. Na terceira razão, a concentração pela 
rede machuca e mata muitos dos planctontes, que não estão mais acessíveis para 
serem observados vivos, e, além disso, os cadáveres no processo da sua degradação 
consumem muito oxigênio e, às vezes, também liberam substâncias tóxicas, o que 
acelera a matança nas amostras de plâncton. Portanto, recomenda-se buscar simples­
mente amostras da água natural com a sua concentração natural dos seus planctontes. 
Para evitar uma rápida redução de oxigênio nas amostras, recomenda-se encher os 
recipientes de transporte apenas à metade ou, no máximo, a duas terças partes do 
seu volume - especialmente durante o verão e/ou quando a volta ao laboratório dura 
algumas horas. Para o transporte recomendam-se recipientes de vidro (de laborató­
rio), com uma abertura ampla, e com uma tampa com rosca bem ajustada, mas não 
de plástico, porque a maioria dos plásticos libera substâncias tóxicas na água. Para 
evitar um rápido aumento da temperatura é bom, colocar os recipientes durante o 
transporte cm caixas com isopor ou pelo menos com jornais em volta, talvez também 
com pequenos blocos de gelo, e protege-los da insolação direta. Nas áreas tropicais, 
e na área sulbrasileira pelo menos nas estações quentes do ano, também com todas 
estas precauções, o transporte não pode durar mais do que meio dia para evitar uma 
perda drástica dos protistas nas amostras. 

Imediatamente depois da viagem, numa sala com ar condicionado (temperatura 
cm volta de 20ºC), temos que abrir as tampas para permitir acesso ao oxigênio. - A 
composição dentro de uma amostra, isolada do seu ambiente natural, muda mais ou 
menos rapidamente: alguns componentes começam logo a desaparecer gradualmente 
(morrendo por causa de subnutrição ou são consumidos por outros planctontes), 
enquanto outros podem aumentar a sua população durante algum tempo, para depois 
também desaparecerem. Por isso, a investigação das amostras com organismos vivos 
tem que ser realizada pelo menos dentro de poucos dias após a sua coleta. Por isto, 
não é prática coletar no mesmo tempo muitas amostras a fim de estudos de protistali vivos. 
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ISOLAMENTO DE CLONES DE PROTISTAS 

Se é encontrado um espécime de protista numa preparação microscópica, e a 
posição taxonômica dele tem que ser investigada, normalmente ele morrerá antes de 
conhecer-se, qual é a sua espécie. Geralmente precisa-se de vários indivíduos para 
identificar uma espécie com certeza. Para garantir que os indivíduos investigados 
possuem geneticamente os mesmos caracteres ta.xonômicos, necessita-se de clones 
cultivados cm condições bem conhecidas e controladas. O método aplicado aqui 
chama-se de "cultivo paralelo", que pode ser usado tanto para fins taxonômicos 
quanto para estudos ecológicos/fisiológicos. 

O método mais simples para iniciar "clones" é o "isolamento" por meio de 
pipetas capilares sob estercomicroscópio com aumento adequado (normalmente entre 
10 e 60 vezes) e iluminação transmitida. 

Para uma produção própria de pipetas capilares usa-se pipetas normais (de 
Pasteur) ou tubos de vidro de um diâmetro de cerca de 7 mm e uma chama forte de 
gás ( cuidado: circulação de ar no lugar e/ou umidade elevada podem dificultar 
seriamente a fabricação de pipetas capilares!). Segura-se o corpo da pipeta cm uma 
mão e gera-se a boca da pipeta na chama. Depois pega-se a ponta da pipeta com uma 
pinça, na outra mão, e puxa-se no sentido longitudinal. Pontos críticos nesse processo 
são: puxar o capilar no momento certo (quando o vidro tem o grau certo de moleza) 
e com a força e na direção certa. Puxando com força excessiva, o capilar será fino 
demais ou quebra; com pouca força o capilar fica grosso demais; e na direção errada, 
forma um capilar torto. Normalmente precisa-se de treinamento prévio para aprender 
a fazê-lo corretamente. O diâmetro do capilar tem que estar ajustado ao tamanho do 
protista, que se pretende isolar - geralmente um pouco maior do que aquele. 

Para certos protistas grandes, especialmente para espécies sem parede forte (p. 
ex., certos ciliados), a boca do capilar tem que ser arredondada na chama de gás para 
não matar o protista, quando o mesmo entra no capilar. Aqui aparece uma outra 
dificuldade: a ponta da pipeta capilar tem que ser puxada rapidamente através da 
chama, mas não rápido demais, a fim de que o tempo da pipeta dentro da chama seja 
suficiente para amolecer e arredondar a borda; mas se a ponta do capilar permanece 
tempo excessivo na chama, o vidro amolece demais e fecha a boca. O resultado de 
cada tentativa tem que ser controlado na lupa. Arredondar a boca do capilar necessita 
de uma certa experiência e paciência - mas o esforço vale a pena! 

Começa-se o processo de isolamento com uma pequena parte da amostra total, 
dentro de uma placa de Petri ou, melhor, dentro de uma taça de vidro com um 
diâmetro de cerca de 10cm e uma altura máxima de 4cm; encher apenas à metade. 
Controla-se a amostra no estcreomicroscópio e procura-se protistas, que são de 
interesse. Para espécies de tamanhos normais ou pequenos serve simplesmente a 
"força capilar" para sugar os protistas para dentro da pipeta, e não precisa-se usar o 
bulho de borracha da pipeta para isso. Usa-se o bulbo somente para liberar o 
conteúdo do capilar num outro recipiente ou para capturar protistas grandes, porque 
capilares com diâmetros maiores possuem uma menor força capilar, enquanto proto• 
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7 
zoários maiores muitas vezes têm uma motilidade muito mais forte para escapar da 
caça. Libera-se os protistas capturados, sob controle pela lupa, para dentro de uma 
tacinha pequena de vidro, com cerca de 40mm de diâmetro e de 16mm de altura, já 
com meio de cultura. Se os protistas alteram drasticamente o tipo dos seus movimen­
tos ou sua forma ou seu pl:Lc;malcma rebenta, o meio de cultivo testado está inapropriado. 

Para o isolamento propriamente dito necessita-se de vários ou até muitos 
indivíduos de cada espécie desejada. Na primeira etapa, o "pré-isolamento", com cada 
pipctação entram também outros componentes da amostra, junto com os protistas 
desejados, especialmente, se a amostra é rica cm fito-planctontes. Assim encontram-se 
na tacinha do pré-isolamento uma mistura de vários protistas desejados e de muitos 
indesejados. Por isso, depois é necessário um isolamento verdadeiro. 

A princípio, o isolamento é um tipo de diluição cm passos sucessivos para 
perder todos os componentes não desejados. Existem várias possibilidades para isso. 
Para espécies grandes e hem móveis pode-se usar uma série de tacinhas: todos os 
protistas desejados são pipetados da primeira para a segunda, depois todos desejados 
da segunda para a terceira tacinha, e, assim, sucessivamente. Para espécies menores 
recomenda-se o uso de uma "série de gotas" do meio de cultivo no fundo de uma 
placa de Pctri. Todas as passagens de uma série têm que ser realizadas imediatamente 
uma depois da outra, para que protistas indesejados não tenham chance de se 
multiplicar cm períodos entre as passagens. Durante as mesmas perdem-se não apenas 
planctontcs não desejados mas também protistas desejados: alguns morrem no pro­
cesso da pipetação; outros grudam na parede da pipeta; outros ficam escondidos nos 
cantos das tacinhas ou gotas ou são confundidos com grãos de pó ou detrito. 
Dependendo do tamanho da espécie, da delicadeza do seu córtex e da motilidade, 
permanecem, em geral, apenas 1/3 até 1/20 do número inicial dos indivíduos captu­
rados. Para controlar o grau de perda, conta-se os indivíduos reencontrados cm cada 
passagem. Dependendo dos fatores indicados acima, precisa-se de 4 a 8 (ou mais) 
passagens (normalmente bastam 6 passagens), para que a espécie desejada fique livre 
de outros organismos cucarióticos. Tem-que-se começar com um número adequado já 
no pré-isolamento. Porém, se a espécie a ser isolada tem uma camada externa de 
mucilagem, na qual grudam outros protistas, o processo de isolamento é muito mais 
difícil e tem que ser repetido várias vezes, até obter-se clones limpos. 

O último passo do isolamento é o seguinte: coloca-se numa tacinha uma única 
gota de meio; tira-se um espécime da última tacinha ou gota da série de isolamento 
e inocula-se o mesmo nessa nova gota. Ai verifica-se que realmente apenas um único 
protista entrou nela; caso contrário precisa-se tirar todos os demais indivíduos da 
gota. Depois, completa-se a tacinha com meio de cultura até a metade do seu volume. 
Assim prepara-se 3 ou 6 tacinhas paralelamente para cada espécie, sendo cada 3 
dessas tacinhas colocadas junt,L'i numa placa de Pctri (diâmetro de cerca de 10 cm). 
Etiquetas nas placas de Pctri têm que indicar a espécie ou pelo menos o tipo de 
protista, o lugar da sua coleta, o tipo de meio de cultura e da alimentação, se for 
necessário, e a data da inoculação. Se os protistas possuem plastídios ou simbiontcs 
fotossintéticos, coloca-se as placas de Petri com estes numa estante com iluminação 
adequada (lâmpadas fluorescentes) - nunca diretamente ao Sol! Se os protistas são 
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suspeitos de serem fagotróficos, tcm•quc•sc suplementar as tacinhas com uma alimcn• 
tação adequada (veja mais adiante). 

Os protistas isolados serão deixados para se propagarem e formarem clones, 
mas é preciso controlar as tacinhas, na época inicial, a cada dia. Se eles não se 
multiplicam, componentes do modo de cultivo (composição do meio, pH, salinidade, 
alimentação, iluminação, temperatura) são inapropriados. Nesse caso prccisa•se expe­
rimentar e adaptar as condições do cultivo às necessidades do protista a ser cultivado. 

Às vezes aparecem contaminações e um "re-isolamento" é necessário. - Quan­
do os protistas são apropriadamente limpos, eles serão mudados para recipientes 
maiores, para o cultivo de rotina, de estoque. Por exemplo, em frascos de Erlenmeyer 
de 100 a 300 mi ou cm taças de 10 cm de diâmetro (cerca de 150 mi volume bruto). 
Estes recipientes devem ter tampas apropriadas, que evitem a entrada de germes 
estranhos, mas permitam intercâmbio de gases. O tipo de recipiente para o cultivo de 
estoque depende das necessidades do protista (tipo de alimentação, freqüência da 
renovação do meio). 

O isolamento por meio de pipetas capilares é muito eficiente para protistas 
grandes, móveis e/ou planctontes e também é aplicável para flagelados pequenos. 
Porém, para protistas pequenos e imóveis, esse método torna-se difícil, porque 
aqueles facilmente podem ser confundidos com grãos de pó ou detritos no meio, ou 
ficarem grudados nas paredes do recipiente. O maior grau de dificuldade, para o 
isolamento por pipetação, ocorre para estágios cncistados de certos protozoários 
pequenos e para pequenas amebas com movimentos muito lentos. 

Para protistas (mais ou menos) imóveis e especialmente para os fotossintéticos, 
existe uma outra técnica de isolamento: prepara-se placas de Petri com agar, seme­
lhantes aquelas usadas para isolamentos de bactérias, adicionando 1 a 2% de agar a 
um meio líquido adequado. Na superfície do agar na placa distribui-se uma gota da 
amostra ou, melhor, de um "pré-isolado", por meio de uma espátula de vidro. Depois 
expõe-se a placa a uma iluminação adequada. Protistas fotossintéticos propagam-se na 
superfície do agar formando agregações ("colônias") de células. Uma variação desse 
modo de isolamento é uma dispersão por borrificado da amostra (ou de um pré­
isolado) em microgotas com ar pressurizado e esteril-filtrado, sobre a superfície de 
placas de agar, através de um injetor. Na primeira tentativa, estas duas técnicas 
normalmente ainda não fornecem clones limpos, e, assim, um ou vários re-isolamen­
tos em placas de agar são necessários. Com essas duas técnicas é possível realizar 
isolamentos de formas cocais de cloroficeas e de diatomáceas, por exemplo, mas 
também de protistas fotossintéticos e normalmente monadais, que possuem a capaci­
dade de formar estágios cocais ou encistados, como espécies de Chlamydomo11as ou 
de alguns outros volvocínios. 

Para alcançar culturas livres também de bactérias, precisa-se de técnicas, pro­
dutos químicos e equipamentos mais sofisticados, p. ex., esteril-filtração do meio de 
cultura e/ou adição de antibióticos e trabalhar com as culturas abertas, exclusivamen­
te dentro de uma "capela de fluxo laminar". 
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MEIOS BÁSICOS PARA O CULTIVO DE PROTISTAS DE ÁGUA DOCE 

Quase todos os protistas vivem num ambiente aquático ou pelo menos perio­
dicamente molhado. Assim, recomendam-se soluções como meio de cultivo. Um meio 
básico usado no laboratório do presente autor é o "meio D". Este originalmente foi 
desenvolvido para o cultivo de desmidiofíceas (SCHLÕSSER, 1982). Porém, numa 
forma um pouco modificada {Tabelas I a IX) esse meio é bom ou pelo menos 
suficiente, para a maioria dos protistas fototróficos de água doce. 

Tabela I: "Meio D" (versão modificada) 

Componentes/tratamentos: 

1. Água destilada 
2. Extrato de terra 
3. Solução la 
4. Solução VII 
5. Solução lllb 
6. Solução llla 
7. "Mix 8" =IV 

(veja Tab. II) 
(veja Tab. 111) 
(veja Tab. XII) 
(veja Tab. V) 
(veja Tab. VI) 
(veja Tab. VII} 

8. Autodavar: 20min. à l 20ºC (2 atm). 
9. Deixe resfriar-se - depois suplementar com 

1 O. Solução lb (veja Tah. VIII) 
11. Solução V (veja Tab. IX) 

Tabela II: Extrato de Terra 

1 L meio 

932 mi 
30 mi 
10 mi 
2 mi 
0,5 mi 
4,5 mi 
1,0 mi 

10 mi 
10 mi 

1. Terra vegetal ou turfosa, de uma mata, com bastante ácido húmico, sem 
agrotóxicos 

2. Água destilada 

3. Autodavar 60-80 min, à 120ºC (2 atm.). 
4. Deixe resfriar-se - depois 
5. decantar e filtrar a solução através de um filtro de papel. 
6. Distribuir o extrato, cada vez 700 mi, cm frascos de 1.000 mi. 
7. Autoclavar de novo, deixe resfriar-se, e estocar na geladeira. 
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4,5 L meio 

4.194 mi 
135 mi 
45 mi 
9 mi 
2,5 mi 

20,0 mi 
4,5 mi 

45 mi 
45 mi 

2.000 mi 
3.500 mi 



Taheb Ili: Soluç:io la (de sais nutriti\'OS) 

1. MgS04 
2. KKO , 3 
3. Agua destilada 

4. Autoclavar 20 min. à I 20°C (2 :um.). 

10 

l g 
10 g 

1.000 mi 

5. Deixe resfriar-se - estocar (possível fora da geladeira). 

Tahela IV: Solução li 

1. Água destilada 
2. CaS04 
3. Estocar na mesa 

Tahcla V: Soluç:io lllh (de ferro) 

1. Água destilada 
2. NaEDTA (=Titriplcx Ili MERCK) 
3. FcS04.7 1120 

4. Autoclavar 20 min. à l 20ºC (2 atm.). 
5. Deixe resfriar-se - cswcar na geladeira. 

cerca de I litro 
- cm excesso, mais do que se resol­
ve na água, para formar uma solu­
ção saturada. 

1.000 mi' 

1.000 mi 
4 g 
7 g 

250 mi' 

250 mi 
1 g 
1,75 g 

') Infelizmente, essa soluç:io envelhece dc111ro de poucos meses, por isso, recomenda-se 
preparar cada vez apenas uma pequena quantidade (250 mi): quando a cor da solução 
muda, de inicialmeme amarela para marrom clara, por causa da oxidação de fc2+ cm FeJ+. 
a solução lll b não serve mais para preparar meios de cultivo. 
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Tabela VI: Solução Ilia (de metais traços) (preparada em duas etapas) 

"Estoque I" - resolva separadamente: 
a) cada vez cm I 00 mi água dcst.: 

1. ZnS04.?II20 0,1 g 
2. MnS04.4H20 0,1 g 
3. H31l05 0,2 g 

h) cada vez cm 100 mi água dcstl.: 
4. Co(N03)2.6H20 0,2 g 
5. Na2Mo04.21120 0,2 g 
6. CuS04.5H20 0,005 g 

c) "Estoque II" usado para o meio 

7. ;\gua destilada 
8. NaEDTA (= Tilriplex III MERCK) 
9. Suplementar com as soluções do "estoque I" 

1 O. Autoclavar 20 min. à l 20°C (2 :1t111.). 
1 1. Deixe resfriar-se - estocar na geladeira. 

Tabela VII: Solução IV (= "MIX 8") (de elementos traços) 

1. Agua destilada 
2. Kllr 
3. KJ 
4. LiCI 
5. RhCI 
6. SrCl2 
7. AICl3 (não inspirar: tóxico) 

8. Autoclavar 20 min. it l 20ºC (2 atm.). 
9. DcLxe resfriar-se - estocar na geladeira. 

Tabela VIII: Solução Ib (de um sal nutritivo) 

1. Agua destilada 
2. KH2P04 

3. Autoclavar 20 min. à l 20ºC (2 aun.). 
4. Deixe resfriar-se - estocar na mesa. 
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No "estoque II" 
cn tram cada vez: 
➔ 1 mi 
➔ 

➔ 

➔ 

➔ 

➔ 

2 mi 
5 mi 

5 mi 
5 mi 
1 mi 

19 mi 

981 mi 
0,4 g 

19 mi 

1.000 mi 
22,00000 g 
0,02000 g 
0,00006 g 
0,00061 g 
0,38000 g 
0,03000 g 

1.000 mi 
1 g 



Tahcl:i IX: Solução V (de vitaminas) 

a) Resolva cm água destilada auwclavada 
1. Thiaminc 
2. Acido nicotínico 
3. PantotcnalO de cálcio 
4. ,\ciclo p-aminohcnzóico 
5. Biotin 
6. lnositol (myo-inosit) 
7. ,\ciclo fólico 

h) Resolva cm água destilada scparad:1mcntc. 
8. Thymine 
9. Esquenta na estufa - sem ferver, para que a suhstfmcia se dissolva. 
1 O. Deixe resfriar-se - junte com a primeira parte (a). 

12 

700 
100 mg 
20 mg 
20 mg 
2 mg 
0,2 mg 

1.000 mg 
0,4 mg 

300 mi 
600 mg 

11. Vitamina B12 (como cianocohalm in) 0,4 mg 
12. Estoque na geladeira - ou, melhor, cm porções a serem usadas na preparação dos 

meios, no frcczcr, cm frascos escuros. 

Para muitos protistas fagotróficos a concentração de alguns componentes da• 
quele meio, especialmente do nitrato e dos metais pesados, como usado para protistas 
fotossintéticos, é alto demais, especialmente para rizópodes. Por isso, recomenda-se 
uma redução desses componentes. Na literatura científica encontram-se muitos meios 
especiais. No entanto, achou-se um modo mais simples, mas também muito eficiente: 
diluir o meio O e suplementar os novos meios com certos componentes. Assim, uma 
série de meios mais diluidos foram criados no laboratório do autor: "D/4", "D/8A", 
e "0/88" (Tabelas X a XV). Meio D/4 é bom para protistas fotossintéticos de águas 
menos rim5 cm nitrato. Os meios 0/8 podem ser usados também para certos protistas 
fototróficos, mas são bons especialmente para a maioria dos protistas fagotróficos, os 
"protozoários sensu slricto", da água doce. 

Tabela X: "Meio D/4A" 

Componentes/ tratamentos 

1. 1\gua destilada 
2. Meio D completo 
3. Solução VI 
4. Solução VIII 

5. Autoclavar 20 min. à J 20ºC 
(2 atm.). 

(veja Tah. 1) 
(veja Tah. XI) 
(veja Tab. XII) 

G. Deixe resfriar-se - depois suplcmemar com 
7. Solução lb (veja Tah. VIII) 
8. Solução V (veja Tah. IX) 

l L meio 

705 mi 
250 mi 

10 mi 
15 mi 

10 mi 
10 mi 
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2 L meio 

1.410 mi 
500 mi 
20 mi 
30 mi 

20 mi 
20 mi 



Tabela XI: Solução VI 

1. ;\gua destilada 
2. NaCI 
3. KCI 
4. NaHCO:, 

4. :\utoclavar 20 min. à l 20ºC (2 atm.). 
5. Deixe resfriar-se - pode estocar na mesa. 

Tabela XII: Solução VII 

1. Agua destilada 
2. CaO cm excesso, mais do que se dissolve - pode estocar na mesa. 

Tabela XIII : "Meio D/ 8A" (ácido: pi! - 6,3) 

Componentes/ tratamentos 

1. i\gua destilada 
2. Meio D completo 
3. Solução VI 
4. Solução VIII 

(veja Tah. 1) 
(veja Tah. XI) 
(veja Tah. XV) 

5. Autoclavar 20 min. à l 20ºC (2 atm.). 
6. Deixe resfriar-se - depois suplementar com 
7. Solução lb (veja Tab. VIII) 
8. Solução V (veja Tah. IX) 

Tabela XIV: "Meio D/88" (básico: pH-7,7) 

Componentes/ tratamento 

1. Agua destilada 
2. Meio D completo 
3. Solução VI 
4. Solução VII 

(veja Tah. 1) 
(veja Tab. XI) 
(veja Tab. XII) 

5. Autoclavar 20 min. à 120ºC (2 atm.) 
6. Deixe resfriar-se - depois suplementar com 
7. Soluçfo lb (veja Tab. VIII) 
8. Solução V (veja Tab. IX) 

1 L meio 

825 mi 
125 mi 
10 mi 
20 mi 

10 mi 
10 mi 

1 L meio 

838 mi 
125 mi 
10 mi 
7 mi 

10 mi 
10 mi 
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1.000 mi 
5,0 g 
0,4 g 
0,4 g 

1.000 mi 

2 L meio 

1.650 mi 
250 mi 

20 mi 
40 mi 

20 mi 
20 mi 

2 L meio 

1.676 mi 
250 mi 
20 mi 
14 mi 

20 mi 
20 mi 



T:ihel:t X\': Solução \'Ili 

1. ,\gu:i des1ilad:i 
l. CaCl1.2H20 
3- C:1(ll2l104)i. lll20 

4. ,\uioclavar 20 min. :1 l 20ºC (l :11111.). 
5. Deixe resfriar-se - pode csiocar na mesa. 

14 

1.000 mi 
0,54 g 
0,10 g 

Outros meios/métodos mais ou menos simples para um cultivo de protozoários 
s:io descritos por vários autores, p. ex., CIIU (1942), ~IAYER (197 1), STARR (1971), 
STREfll.E &. KRA UTER ( 1981 ). Certos protistas têm exigências muito especiais e, 
portanto, precisam de meios especiais (que n:io podem ser listados aqui), p. ex., para 
pro tistas de habitats anacróbicos, para certos dinollagclados e certos cuglcnídios. 
Meios simples para protistas marinhos são baseados cm água do mar e suplementados 
de modo parecido com o meio D. Para organismos de águas salobras a água do mar 
é diluida adequadamente com :ígua destilada e também suplementada com nutrientes 
QE13RAM, 1977a, b; VIEIRA, 1977). 

ALI.\IE:-iTAÇt\0 l.ABOR..\TORIAL DE PROTISTAS FAGOTRÓFlCOS 

Para protozoários existem dois tipos de alimentos básicos: (1) bactérias, e (2) 
"algas" unicelulares (=protistas fototróficos). Com um pouco mais de experiência 
observa-se ainda a necessidade de aplicar outros tipos de dietas: p. ex., (3) uma 
combinação de bact<'.!rias e algas unicelulares, ou (4) outros protistas fagotróficos. 

(1) Exclusi,·:uncntc bactérias servem de alimentos para vários pequenos fl age­
lados, amebas e ciliados. Se não pretende se fazer experimentos. que exijam um 
controle exato dos fatores e da alimentação, pode-se usar misturas de v:írias bactérias, 
que propagam-se facilmente a base de fermentação de certos materiais org:lnicos. 
Antigamente, pequenos pedaços de queijo ou de um certo tipo de nabo ou grãos de 
certos cercais ou extrato de feno foram usados para iniciar o dcscnvolvimcnt0 de 
bactérias para alimentar protozoários num cultivo rotineiro. Porém, os queijos atual­
mente produzidos cm fábricas contêm suhstfmcias desfavoráveis para 11111 cultivo de 
protistas. Aquele tipo de nabo quase desapareceu dos mercados; e também o acesso 
ao feno é difícil hoje cm dia. No entanto, apareceu para venda um "pó de ovo", que 
foi fácil utilizar no laboratório; mas atualmente é difícil encontrar aquele pó de ovo. 
Por isso, cm nosso laboratório há muitos anos usa-se gema de ovo de galinha, cozida 
e esmagada cm pequenos pedaços, armazenada num pequeno frasco de vidro fechado 
no frcczcr. Para o uso no cultivo de protistas, pequenos pedacinhos serão fervidos 
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cm meio 0/8 para matar esporos de fungos e bactérias inclcscjaclas; depois de 
resfriados, serão pipctados nos recipientes de cultivo cm quantidades variadas clcpcn­
clcnclo da exigência do protista. Hoje cm dia, ovos normalmente são produzidos 
industrialmente, aplicando hormônios, antibióticos e alimentos contaminados com 
agrotóxicos às galinhas cm quantidades, sendo q11c essas substâncias tóxicas pcnna­
ncccm também nos ovos. Por isso, ovos comuns cios mercados não servem mais para 
o cultivo de protozoários! Tornou-se necessário procurar ovos de galinhas, que vivem 
livremente no campo e não estão expostas a altas taxas de agrotóxicos. Mais fácil, 
atualmente, é o acesso aos nabos redondos brancos ou rabanetes brancos (rabanetes 
pretos ou vermelhos não servem); parece que nabos ainda não são tratados com 
muitos agrotóxicos. Bem limpos e cortados cm pedacinhos de cerca de meio centíme­
tro cúbico ou menos e bem secados podem ser estocados· num pequeno frasco com 
tampa, fora da geladeira. Antes do uso para o cultivo de protistas, os pedacinhos 
serão fervidos cm meio 0/SB para matar germes não desejados e deixados a resfriar. 
- Nesse contexto precisa-se cuidar de um problema especial: Os produtos da fermen­
tação de substf1ncias orgânicas pelas bactérias são ácidos e, portanto, baixam o pH do 
meio; e alguns desses produtos são também tóxicos em concentrações elevadas. Por 
isso, o volume da suple111entação de substâncias orgânicas tem que ser bem controla­
do e verificado experimentalmente para cada espécie de protozoários a ser cultivada. 

(2) Exclusivamente com algas unicelulares provavelmente nenhum protista 
fagotrófico consegue sobreviver (se o meio de cultivo não contém as substftncias 
nutrientes necessárias, especialmente vitaminas, cm solução). Porém, cm cultivas não­
axênicos, que contêm uma certa população de bactérias como contaminação natural, 
podem ser mantidos vários protozoários, especialmente certos ciliados, com algas 
unicelulares, pelo menos por algum tempo. 

Antigamente, espécies de diatomáccas e volvocinios (p. ex., de Nifzchia, Chlamy­
do111011as, D1111aliella, Go11i11111) foram usados nos laboratórios como alimentos roti­
neiros para organismos fagotróficos. No entanto, verificou-se que aquelas algas não 
são suficientes para muitas espécies consumidoras. O autor atual descobriu que 
espécies de certas prasinofíccas, que não possuem uma parede celular forte (p. ex., 
espécies de Nephroselmis, lleteromasfü; Pyrami111011as) e algumas primncsiofíccas 
(p. ex., certas espécies de Jsocl11J1sis, l'aolooa, Chrysoc/11"om11/i11a) são bem melhor 
alimento, tanto para v:trios mctazoários, como para protozoários OEBRAM, 1980a, b, 
1984, e muitos resultados ainda não publicados). Certos consumidores realmente 
necessitam de diatomáccas na sua dieta (p. ex., certas espécies de tcstáceos e forami­
nífcros). !lá mais de 20 anos, IIAUENSC IIILD (1968) observou que "CryJ;to111011as" 
spp. (um criptomonadínio vermelho) é uma boa dieta para vários organismos fago­
tróficos. Em numerosas séries de experimentos, o presente autor encontrou que os 
resultados corresponderam às observações de HAUENSCIIILD, mas também foi desco­
berto que acima de uma certa concentração na dieta, criptomonadínios vermelhos 
podem causar efeitos tóxicos para vários consumidores OEBRi\M, 1980a, b, 1982, e 
muitas observações não publicadas). No entanto, encontrou-se um outro tipo de 
criptomonadínio, que é verde e não causa efeitos tóxicos mas é bem aceito como 
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alimento por muitos consumidores, tanto metazoanos quanto protozo:írios. Assim, 
espécies de Chroo111011as e He111ise/111is viresce11s, respectivamente, são bons compo­
nentes nas dietas de muitas amebas, hcliozoários, flagelados fagotróficos e ciliados, 
de água doce, salobra ou marinha respectivamente (vários resultados próprios ainda 
não publicados). 

(3) Muitos protozoários realmente necessitam tanto de algas unicelulares como 
de muitas bactérias na dieta, portanto, de um material para acelerar a propagação de 
bactérias, como pedacinhos de ovo ou nabo, no cultivo laboratorial (p. ex., várias 
espécies de amebas, tcstáccos e ciliados). Alguns protozoários podem ser cultivados 
exclusivamente com bactérias, mas, quando têm acesso às algas adequadas, eles 
também as utilizam como alimento; parecem mais saudáveis com essa dieta mista. 

(4) Vários protozoários vivem saudavelmente e propagam-se bem somente se 
tiverem uma dieta mais complexa, de pelo menos três componentes principais: 
bactérias, algas unicelulares e também outros protistas fagotróficos, especialmente 
ciliados. Uma dieta mista de Chroomonas cauda/a com Telrahymena spp. ou Colpi· 
diulll spp. (ciliados) ou com Chilomonas paramecium (criptomonadídio fagotrófico), 
suplementados de bactérias a base de ovo, foi provado ser muito eficiente para o 
cultivo daqueles protozoários mais exigentes da água doce. Na maioria são espécies 
grandes, como Allloeba proleus, vários hcliozoários e Bleplwrisma japonica, que 
precisam de uma alimentação mista desse modo. - Além disso, existem vários proto­
zoários, p. ex., ciliados e foraminíferos, que comem (quase) exclusivamente outros 
ciliados (ou pequenos metazoários, p. ex., rotíferos ou copépodos). 

Assim, o cultivo de várias espécies entre os protozoários exige um tratamento 
muito mais complicado do que no cultivo de protistas fototróficos, porque precisa-se 
instalar uma pequena cadeia alimentar no laboratório! 

Finalmente, deve-se mencionar que, para experimentos fisiológicos, que exigem 
controle total dos fatores, meios de cultura suplementados com vitaminas, aminoáci­
dos, nucleo-ácidos, sacarídios e/ou outras substâncias orgânicas e, às vezes, antibióti­
cos, foram desenvolvidos, servem para o cultivo de protistas sem a presença de 
outros organismos como alimento. Desse modo, protistas principalmente fagotróficos 
estão forçados a alimentar-se via pinocitose e osmotrofia de substâncias dissolvidas 
cm concentrações controladas, num "cultivo axênico". Meios desse tipo foram desen­
volvidos, p. ex., para certas espécies de amebas, de Monas, Telrahymena e Para me· 
cium (além de vários protozoários parasíticos e simbióticos). Porém, aquele modo de 
cultura exige condições, que estão normalmente fora do alcance de alguém, que 
começa a trabalhar com cultivo de protistas. 
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COMBATE CONTRA INFECÇÕ ES NOS CULTIVOS 

Numerosas espécies de protistas procarióticos e cucarióticos, de fungos e mes­
mo de alguns mctazoários, podem formar es tágios cncistados, que são resistentes ao 
dessecamento e a temperaturas elevadas e distribuídos pelo vento, podem entrar nos 
recipientes de cultivo de protistas, quando estes estão abertos durante certos proce­
dimentos. Esses infcctantes indesejados normalmente competem pelos alimentos com 
os protistas desejados, propag:un-se mais rapidamente do que aqueles, e, às vezes, os 
usam como alimentos. 

Normalmente é bom combater o desenvolvimento de bactérias naquelas cultu­
ras, nas quais os protistas não precisam delas como alaimento. Outros "hóspedes" 
indesejados são certas formas cocais de clorofíceas, como espécies de Pleurococcus 
e Chlorel!a, ou estágios cocais de Chlamydomonas, porque eles se multiplicam 
relativamente rápido e entram facilmente nas culturas aqui no Brasil, porém, pouco 
ou nunca, servem como alimentos para outros protistas. Também, com relativa 
freqüência, pode-se encontrar espécies de Monas (crisofíceas fagotróficas), que, quan­
do entram numa cul tura, comem tanto as bactérias como protistas fototróficos até, às 
vezes, fagotróficos, enquanto elas mesmas são mais ou menos tóxicas para outros 
consumidores potenciais e, portanto, ficam como os últimos no recipiente; parece que, 
na região da área sul do Brasil, Monas, felizmente, és relativamente menos freqüente 
a disperção através do ar, cio que na Europa. Piores, e aqui no Brasil muito comuns, 
são fungos microscópicos: muitos deles produzem substfmcias venenosas não apenas 
para bactérias mas também para mui tos dos protistas eucarióticos; além disso, alguns 
deles realmente caçam e alimentam-se de protistas (e/ou pequenos metazoários!). 
Relativamente com muito menos freqüência ocorrem infecções por pequenas amebas 
ou por ciliados (p. ex., espécies de Naegleria, Colj1oda, Paramecium). - Em geral, 
aqui no Brasil, os perigos mais comuns para infecções cm cultivos ele protistas são, 
além de bactérias, fungos microscópicos e algas clorococais. 

Precisa-se combater o perigo ele infecções já no início de um cultivo via 
esterilização dos meios de cultura. Existem três métodos ele esterilizar um meio: O 
melhor é a "esteríl-filtração", porque ela evita uma desnaturação de vitaminas, ami­
noácidos etc., que podem ocorrer pelas temperaturas altas aplicadas nos outros dois 
métodos. Infelizmente, a cstcríl-fi ltração gasta muito tempo e precisa de equipamentos 
especiais (como filtros especiais, portas-filtros especiais, bombas especiais). O método 
mais comum é a "autoclavagem" (2 atm, l 20ºC, 20 min). A última opção, para 
pesquisadores, que não têm acesso à equipamentos sofisticados, é "ferver" o meio 
por alguns minutos; porém, mesmo assim, certos germes mais resistentes podem 
ainda sobreviver. Os dois últimos métodos de esterilização, especialmente o de ferver, 
têm a desvantagem ele evenmalmente alterar a composição química pelas temperam­
ras altas; e o pH e o valor osmótico podem também mudar. (Antes cio uso para novo 
cultivo, o meio deve ter se resfriado.) 

Não é recomendável, suplementar meios de cul tivo de rotina com antibióticos, 
porque os mesmos têm, ou podem ter desconhecidamcnte, efeitos colaterais negativos 
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tamhém nos protistas desejados. Além disso, um amplo uso de antihióticos aumenta 
a chance do desenvolvimento de resistências nos org~mismos, que nós pretendemos 
combater. Antibióticos recomendam-se apenas em casos absolutamente necessários, 
como para o cultivo axênico, mas nele também somente com muita cautela. 

MONTAGEM DE UMA LÂMINA PARA A MICROSCOPIA 
DE PROTISTAS VIVOS 

A observação de protistas vivos no microscópio tem muitas vantagens -
também para estudos da taxonomia. Para muitos protozoários, o tipo de movimento 
é mais ou menos característico para uma espécie ou um grupo taxonômico, a que 
pertence. E muitos detaJhes morfológicos também são melhor ou mais facilmente 
visualizados, quando o organismo está bem vivo (além das vantagens, que a micros­
copia eletrônica nos apresenta a respeito de outros detalhes). 

No passado foi tentado reduzir a motilidade de protozoários em preparações 
microscópicos por meio de glicerina ou vários tipos de mucilagens, mas aquelas 
substâncias, nas concentrações necessárias para alcançar o efeito desejado, normal­
mente matam os protistas, porque se tornam tóxicas ou aumentam demais o valor 
osmótico do meio. - Para evitar que o protista se movimente demais mas que 
continue vivo precisa-se de uma técnica especial de montar a lâmina, na observação 
microscópica. Os passos são os seguintes: 

(1) Limpar bem a lâmina e a lamínula; (2) colocar uma pequena gota do meio 
com os protistas na lâmina; (3) raspar com os quatro cantos da lamínula pequenos 
"pezinhos" de "plastilina" (=massa de modelar, usada para formar pequenas figuras 
pelas crianças) de um estoque de plastilina, todos na mesma face da lamínula; ( 4) 
colocar a lamínula com os seus "pezinhos" na lâmina por sobre a gota da amostra; 
(5) apertar a lamínula contra a lâmina pressionando com um instrumento pontiagudo 
(p. ex., pinça, lápis) junto a cada um dos pezinhos numa seqüência cíc1ica, até que os 
protozoários quase fiquem parados, mas ainda tenham a possibilidade de mover-se 
um pouquinho - isso tem que ser acompanhado e controlado sob um microscópio, 
em pequeno aumento. Os pezinhos de plastilina têm várias tarefas importantes: eles 
mantêm uma distância quase constante, como nós a instalamos; eles conseguem 
manter os protistas quase presos sem matá-los; se for corretamente montado, eles 
mantêm a lamínula no mesmo lugar sobre a lâmina, quando se usa óleo-de-imersão 
entre a objetiva e a lamínula e se mudar a posição da lâmina em relação a objetiva 
(sem pezinhos, deslocando a lâmina, muda o lugar relativo da lamínula por causa da 
força adesiva do óleo e, com isso, também dos objetos entre lâmina e lamínula). 
Apenas com os pezinhos pode-se regular a distância entre lâmina e lamínula como é 
preciso para quase fixar os protistas (fixar demais aumenta a probabilidade de que 
os protistas morram logo!). Para conseguir isso, precisa-se de certos cuidados: a gota 
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da amostra tem que ser suficientemente pequena para que a água não chegue cedo 
demais nos lugares, onde os pezinhos têm que grudar na lâmina - cm lugares 
molhados a plastilina não consegue se fixar; os pezinhos mesmos também têm que 
ser muito pequenos, para que seja possível apertar a lamínula suficientemente (pezi-
nhos grandes demais não permitem isso!). · 

Finalmente, pode-se salientar, que este mesmo método de montar uma lâmina 
com lamínula para a observação microscópica é aplicável também para pequenos 
mctazo:írios. 

Fig. 1: Fotografia mosirando uma parte de uma das Salas de Culturas no Lahoratório de 
Protis1ologia da PUCRS. 
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TÉCNICAS DE PREPARAÇÃO 
DE RÉPTEIS E MAMÍFEROS FÓSSEIS 

RESUMO 

Christina T. G. Gresele1,3 
Maria Vitória Y. Müller2,3 

Valdor Ochagávia da Costa3 

O presente trabalho consiste na descrição de métodos de preparação de répteis e 
mamíferos fósseis, por nós utilizados nos laboratórios de paleontologia da Pontifícia Universi­
dade Católica do Rio Grande do Sul e do Departamento de Paleontologia e Estratigrafia da 
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Nosso principal objetivo é a divulgação destes 
métodos a novos preparadores de vertebrados fósseis. 

ABSTRACT 

This paper deals with laboratory methods for preparation of reptilian and 
mammalian fossils. These methods have been utilized in the paleontological laborato­
ries of the Museu de Ciências (Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul) 
and Departamento de Paleontologia e Estratigrafia (Universidade Federal do Rio 
Grande do Sul). Ouraim is to divulge these techniques to new technitians of vertebra­
te paleontology. 

1. Bolsista pesquisador me CNPQ 
2. Bolsista de aperfeiçoamento CNPq. 
3. Laboratório de Paleontologia do Museu de Ciências da Pontifícia Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul. 
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INTRODUÇÃO 

Existem uma multiplicidade de técnicas de preparação de répteis e mamíferos 
f ósscis utilizadas pelos preparadores e pesquisadores brasileiros cm diferentes labo­
ratórios de paleontologia, e há a necessidade de um alto grau de improvisação para 
a obtenção de instrumentais adequados. Neste trabalho, vamos nos ater somente às 
técnicas atualmente utilizadas nos laboratórios de paleontologia do Museu de Ciências 
da Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul e do Departamento de 
Paleontologia e Estratigrafia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O material hcrpetológico utilizado para ilustrar as técnicas aqui descritas per­
tence à coleção didática de paleontologia da Fundação Zoobotânica do Rio Grande do 
Sul (FZB/RS). Este material consta de um crânio, fragmentos de óssos curtos e longos 
e um occipital identificados como Scaphoni.r: fischeri WOODWARD, 1907 e foi cole• 
tado por Atílio Munari no jazigo da Alemõa cm Santa Maria/RS. 

O jazigo da Alcmõa é a localidade-tipo do Membro Alemõa da Formação Santa 
Maria, Triássico, a qual assenta sobre as camadas do Serrinha, topo da Formação Rio 
do Rastro (Permiano) e apresenta uma fauna rica cm répteis fósseis. Paleontólogos e 
geólogos calculam que após a morte destes répteis, os mesmos ficavam expostos ao 
sol por um período de tempo relativamente grande até serem recobertos por sedi­
mentos. Esta Formação compõe-se de arenitos vermelhos com estratificação cruzada 
e intercalações variadas de siltito e argila e apresentando também pequenos seixos 
de quartzo, incrustações de carbonato de cálcio e conglomerados. A formação (diage­
nética) de crostas de carbonato de cálcio aderidas aos fósseis é tão expressiva, que 
torna difícil sua preparação. Este tipo de fossilização (incrustação) com o processo de 
permineralização e recristalização, ocorre cm todos os tetrápodos fósseis da Formação 
Santa Maria em maior ou menor grandeza. 

A preparação de mamíferos será exemplificada com animais de grande porte e 
de pequeno porte. Os ossos dos mamíferos de grande porte pertencem a um masto­
donte, Haplomastodon waringi (IIOLL.\ND), procedente da fazenda do Sr. Taltíbio 
Fialho, em Rosário do Sul, RS. O material fóssil, registrado na coleção de paleoverte­
brados da FZB/RS sob o número PV-1061 consta de diversos fragmentos de ossos 
longos, um fêmur quase completo, ossos curtos do carpo e tarso, fragmentos de 
mandíbula e alguns dentes que foram coletados em camadas sedimentares do Pleisto­
ceno Superior do Rio Grande do Sul. 

Os ossos dos mamíferos de pequeno porte são de diversos roedores, ainda não 
identificados, fossilizados em um arenito grosseiro de camadas sedimentares do 
Plcistoceno do Acre, doados pelo professor Alceu Ranci (Universidade Federal do 
Acre) à coleção didática da FZB/RS. Este material consta de porções de dentes 
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superiores e inferiores, mandíbulas, vértebras e ossos longos e curtos de membros 
locomotores. A fossilização caracteriza-se como permincralização arcnítica com matriz 
argilosa. 

Estas técnicas que passamos a descrever são adequadas aos fósseis com os tipos 
de fossilização citados e baseiam-se principalmente no equilíbrio entre o ataque 
químico com ácidos e a preparação mecânica. Este equilíbrio é estabelecido pelo 
preparador, e depende do seu dissernimento e habilidade. Boa parte dessas capacida­
des, mas não a sua totalidade, são adquiridas através de treinamento e com anos de 
experiência. 

DESCRIÇÃO DAS TÉCNICAS 

A. Para répteis fósseis 

A técnica a ser adotada depende principalmente da natureza do fóssil e de sua 
matriz. Basicamente ao abrirmos um bloco de gêsso preparado na fase de coleta, o 
primeiro passo é retirar o sedimento solto com o auxílio de um pincel grande e com 
muito cuidado para não perder pequenos ossos ou fragmentos de algum osso. Em 
seguida colam-se as superfícies fraturadas dos ossos utilizando-se Cascopox (super 
rápido) ou similar, preparado conforme as instruções da embalagem. 

Depois de escolher a peça a ser inicialmente trabalhada, procede-se à lavagem 
em água corrente com uma escova, visando retirar a maior parte do sedimento que 
está aderido à peça. Permanecendo ainda incrustações (sílica, calcário, quartzo ou 
óxido de ferro), colocar ácido muriático concentrado sobre a peça com o auxílio de 
uma bisnaga de plástico. Deixar reagir por alguns minutos e lavar bem cm água 
corrente. Agir assim, sucessivamente, até o aparecimento do tecido ósseo ou esmalte. 
Caso houver necessidade de se dar continuidade a este processo químico, e o fóssil 
já estiver parcialmente exposto, devemos proteger a superfície com laca incolor 
concentrada (Autolack) para evitar a destruição do tecido ósseo pela reação do ácido. 

O ácido muriático é altamente tóxico e requer cuidados especiais por parte dos 
preparadores. É importante que o laboratório seja bem arejado, com janelas abertas 
e boa circulação de ar para se evitar a auto-aspiração dos vapores, como também é 
necessário precaver-se do contato direto dos ácidos com os olhos e com a pele. O 
ideal é o laboratório ter uma "capela" fechada, com exaustor para evitar qualquer 
inspiração dos gases tóxicos. O preparador deve utilizar também, máscaras apropria­
das, com filtros de carvão ativado, ou até máscaras mais sofisticadas com renovação 
simultânea de oxigênio. Alguns preparadores preferem utilizar neste tipo de prepara­
ção uma solução de ácido muriático a 40%, colocando a peça em imersão por algumas 
horas conforme o grau de agregação do sedimento envolvente. É necessário ter o 
máximo de cuidado para que o material não se fragmente e caso isso aconteça, deve­
se imediatamente colar a fratura óssea para não perder a superfície de contato. 
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A eliminação da matriz restante é feita por processos mecânicos, com extremo 

cuidado para não danificar o osso subjacente. Nesta etapa retiram-se as incrustações 
ainda remanescentes na peça com pequenos cinzéis (talhadeiras) de diferentes tama­
nhos e um martelo. Durante esta operação torna-se conveniente colocar a peça sobre 
um saco de areia, para que se tenha uma boa base de sustentação e também para 
amortecer os golpes de martelo, evitando a ruptura do fóssil. 

Conforme o tipo de fossilização pode-se também utilizar brocas rotatórias de 
alta ou baixa rotação (do tipo odontológico) ou então um lápis elétrico de alta 
freqüência (tipo "vibro-too)"), utilizando-os em locais de difícil acesso, sempre com o 
cuidado para não fragmentar a peça. Durante esta etapa, pode-se banhar o fóssil com 
água ou álcool (de secagem mais rápida) com a finalidade de se obter melhor 
visualização do tecido ósseo que geralmente aparece com tonalidade mais clara que 
a matriz. 

O acabamento da peça, dependendo da fossilização, deve ser feito com lixa 
d'água ou broca rotatória para dar-lhe uma textura uniforme. Após lavar bem a peça 
com o auxfüo de uma escova ou pincel, deixando-a secar naturalmente ou cm estufa. 
Uma estufa pequena serve para secar rapidamente a área do fóssil onde se está 
trabalhando, pois temperaturas muito altas podem desagregar o fóssil. 

As partes incompletas dos ossos podem ser reconstituídas com gêsso de seca­
gem rápida (caso as partes ausentes forem de grandes dimensões) ou Durepoxi (se 
forem de pequenas dimensões). Para se obter uma tonalidade semelhante a do fóssil 
deve-se utilizar tinta têmpera (para reconstituições em gêsso) ou tinta óleo (para 
reconstituições em Durepoxi). 

Finalmente, reveste-se a peça com uma mistura de laca incolor e Thynncr na 
proporção de 1:1, e termina-se por recobri-la com verniz Coralite ou Colorgin incolor 
spray. Isto serve para impermeabilizar a peça e facilitar sua limpeza, quando necessário. 

B. Para mamíferos fósseis de gra,ide porte 

Primeiramente, a limpeza do material deve ser feita com um pincel grosso, se 
o material for muito friável. Caso contrário, pode-se lavar em água corrente com uma 
escova e estilete para retirar todo o sedimento aderido. 

Para que as peças ósseas, pouco mineralizadas adquiram maior resistência e 
possibilitem seu manuseio, torna-se necessário infiltrá-las com laca incolor, por exem­
plo, (Autolack) diluída com Thynner na proporção de 1:1. Aproveitando-se locais 
fraturados a mistura é aplicada na parte interna e esponjosa do osso com o auxílio 
de um frasco plástico com válvula (spray). Aguardar alguns segundos para total 
infiltração da mistura e repetir este processo tantas vezes quanto for necessário, até 
que não mais ocorra a absorção da laca pelo osso. Externamente, espalhar esta 
mistura de laca e Thynner com o auxílio de um pincel. 

Em determinados casos (ossos longos de grandes dimensões) torna-se necessá­
rio a infiltração de Araldite diluído com Clorofórmio ou Thynner na proporção de 1: 
1, proporcionando maior resistência aos ossos mais frágeis. Também pode-se obter 
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ótimos resultados com a infiltração de Selador penetrante "Sherwin Williams" cm 
substituição a laca ou Aralditc. 

A seguir, identifica-se as partes fragmentadas agindo como se fosse a montagem 
de um "quebra cabeças". Ao encontrar uma parte correspondente a um determinado 
osso, colar com Cacopox, de preferência o super rápido (5min.) ou Araldite, conforme 
as dimensões da peça. Para se obter melhor visualização espalhar os fragmentos 
ósseos sobre uma mesa e procurar orientar-se através da utilização de bibliografia específica. 

A reconstituição das partes ausentes é feita ou com gêsso ou com Durepoxi, 
dependendo das dimensões da área a ser reconstituída. Nas partes de grandes dimcn· 
sões deve-se colocar, no local incompleto, uma boa base de arante ou hastes de ferro 
com a finalidade de dar maior resistência ao gêsso. Este deve ser sempre colocado 
cm excesso sobre as hastes. Depois de seco, esculpir no gêsso a forma anatômica do 
osso com o auxílio de um bisturi, faca, espátula ou até mesmo uma lixa d'água. Se a 
complementação das partes ausentes for feita com Durcpoxi, o procedimento será o 
mesmo descrito acima. Após colorir as partes reconstituídas, misturando-se vários tons 
de tinta têmpera Gouachc ou similar (no gêsso) e tinta à óleo (no Durepoxi) procu­
rando sempre se obter uma tonalidade semelhante ao osso a ser reconstituído. 

É aconselhável que o preparador se oriente através do uso de bibliografia 
específica para o conhecimento de outras técnicas de preparação bem como da 
anatomia comparada de vertebrados. Sugerimos CAMP & HANNA (1937), COOPER & 
WHIITINGTON {1964), HOliON {1964) e STUCKER ct ai. {1964) para as técnicas e 
PIVETEAU (1964) para a anatomia comparada. 

Finalmente deve-se impermeabilizar a peça preparada, com verniz Coralite ou 
Colorgin incolor spray para evitar a deposição de poeira, facilitando sua limpeza e 
conservação. 

C. Jlamíferos fósseis de peque110 porte 

Ao iniciar esta técnica deve-se primeiramente fazer um exame minucioso do 
sedimento em que estão inseridos os ossos, que neste caso pertencem a pequenos 
mamíferos roedores. Este detalhe do exan1e deve ser feito com o auxílio de uma lupa 
e um aumento de até 4 vezes. 

Com a utilização de finas agulhas, previamente fabricadas (de costura acopla­
das a um cabo de sonda) deve-se retirar os sedimentos da matriz que envolve os 
ossos. Durante este processo pingar gotas de álcool (de secagem mais rápida) ou água 
para facilitar a retirada da matriz. Para evitar a fragmentação do material e a possível 
perda das superfícies de contato, colocar no osso laca incolor (Autolack) diluída com 
Thynner na proporção de 1: 1. Caso necessitar, utilizar cola Duco, Cascopox ou 
Araldite neste processo. 

Por vezes faz-se necessário, dependendo da tenacidade da matriz, a utilização 
de "Vidro-tool" (aparelho mecânico cuja agulha apresenta alta freqüência) na separa­
ção dos ossos com extremo cuidado. Em seguida, com o auxílio de pincéis, limpar 
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hem as peças retiradas da matriz e revestir com laca ou verniz incolor Coralite ou 
Colorgin Spray para proteção e impermeabilização das peças. 

Após, através do uso de bibliografia específica (vide bibliografia sugerida no 
item anterior), fazer a identificação das partes correspondentes dos ossos. 

Em todos os procedimentos anteriores, tais como: uso de adesivos ou de 
qualquer produto químico tóxico ou não, deve-se utilizar sempre luvas de borracha 
fina (cinírgicas) para evitar o contato direto com a pele e máscaras adequadas para este fim. 

MATERIAL NECESSÁRIO PARA A ORGANIZAÇÃO 
DE UM LABORATÓRIO DE PALEONTOLOGIA. 

Alaterial pen11a11e11te 

Agulha histológica. 
Alicate. 
Arco de serra e folhas de serra para armações de ferro. 
Baldes plásticos de diversos tamanhos. 
Bisnagas plásticas com bico reto e curvo. 
Bisturi e lâminas para trabalhar o gêsso. 
Brocas rotatórias de baixa rotação (1.000 rotações por minuto) (dentista). 
Brocas de ferro 3/16 a 3/8 ( duas de cada). 
Cabo de sonda (dentista) para acoplar agulhas finas de costura. 
Capela fechada. 
Chave de fenda. 
Esmeril elétrico para fazer ferramentas. 
Espátulas para trabalhar com gêsso. 
Estufas comuns. 
Exaustor. 
Funil. 
Furadeira elétrica para montagem de armações. 
Grosa para madeira. 
Limas triangulares de ferro. 
Lupa Pala para o preparo de fósseis. 
Lupas manuais. 
Martelos pequenos e grandes. 
Máscaras contra pó e com filtros de carvão ativado. 
Motor de dentista com brocas de chicote flexível e punho de caneta (I 1. 
000 rotações por minuto). 
óculos de proteção. 
Pedra de amolar para afiar talhadeiras e cinzéis. 
Retífica Bosch (50.000 rotações por minuto). 
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Sacos de areia para apoiar os fósseis na preparação. 
Talhadeiras de diversos tamanhos (cinzéis). 
Tanque de cimento com duas torneiras. 
Torno de Banca n2 3. 
Ventiladores. 
Vidro•tool ou equivalente ( com broca de aço rápido) para limpeza dos fósseis . 

. Material de co11sumo 

Ácidos: Acético (Glacial) e Muriático (Clorídrico). 
Acrílico para caixas de exposição de 4 mm ( ou vidro). 
Álcool. 
Araldite lento e rápido para grandes colagens. 
Arames de aço para fazer talhadeiras e suportes para o gêsso. 
Aventais. 
Cascopox (5min.) para colagens. 
Clorofórmio. 
Durepoxi para reconstituições pequenas. 
Escovas de diversos tamanhos. 
Frascos plásticos (spray ou aerosol). 
Gêsso rápido. 
lsa-Raz. 
Lixa d'água. 
Laca (Autolack) para infiltrações. 
Laca nitrocelulose incolor Duco para infiltrações. 
Latex diluído para moldes. 
Lixa de ferro para lixar armações. 
Luvas de borracha finas, cirúrgicas. 
Parafusos com fenda para madeira. 
Parafusos 5/16 e 1/2 rosca grossa com porcas e arruelas. 
Parafusos 3/16 fenda e rosca grossa com porcas e arruelas. 
Pincéis pequenos, médios e grandes. 
Pena para nankin. 
Sabonete de glicerina 
Selador penetrante "Sherwin Williams" ou similar. 
Selante ou Silac;tic (borracha siliconada para moldes). 
Tinta esmalte sintética branca. 
Tinta nankin. 
Tinta Têmpera ou Gouache e tinta óleo em várias cores. 
Thynner. 
Verniz incolor Coralite ou Colorgin spray. 
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ESTRUTURA POPULACIONAL E FECUNDIDADE 
DE Pachygrapsus gracilis (SAUSSURE, 1858) 

29 

NO MOLHE DO RIO TRAMANDAI, RIO GRANDE DO SUL, 
BRASIL (CRUSTACEA, DECAPODA, GRAPSIDAE) 

RESUMO 

Getúlio Dornelles Souza1 
Nelson Ferreira Fontoura1 

Através de coletas manuais realizadas durante os meses de junho/92 a maio/93, no 
molhe do rio Tramandaí, município de Imbé, Rio Grande do Sul, analisou-se a estrutura 
populacional e a fecundidade de Pach;igrapsus gracilis (Saussure, 1858). A análise da distribui• 
ção de freqüências da largura do cefalotórax permitiu a identificação de três grupos etários para 
machos e fêmeas. Observou-se igualmente que os machos apresentam maior crescimento assim 
como maior mortalidade. A proporção sexual do primeiro grupo etário é 1: 1, alterando-se 
favoravelmente para fêmeas nos grupos etários dois e três. As relações peso/largura para 
machos e fêmeas, comprimento/largura e fecundidade/largura estão determinadas pelas expres­
sões a seguir (largura e comprimento do cefalotórax em cm, peso em gramas): We = 0,3081. 
Wi 3,1259 (machos); We = 0,2771. Wi 3,0879 (fêmeas); L = 0,7555. Wi 0,9596; NO = 
4194,95, Wi 2,2966. Onde: We é o peso; Wi é a largura do cefalotórax; L é o comprimento 
do cefalotórax; NO é o número de ovos carregados por uma fêmea com largura Wi. 

ABSTRACT 

The age structure, weight/width relationship and fecundity of Paclzygrapsus gracilis 
(Saussure, 1858) was studied on the Tramandaí mole, Imbé, Rio Grande do Sul, Brazil, by 
means of manual samples from June/92 to May/93. Through the analysis of width-frequency 
distributions, it was identified the presence of three age-groups for males and fcmales. The sex-

1. Instituto de Biociências. Pontifícia Universidade Católica do Rio Grande do Sul. Av. 
Ipiranga 6681, Caixa Postal 1429, 90619-900 - Porto Alegre - RS - Brasil. 
Financiamento CNPq Processo 401459/92-6 
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ratio of the first age-group was I: 1. For the second and third age-groups Pachygrapsus gracilis 
shows greater mate mortality and growth. The weight/width rclationship for males and fcmales, 
lcnght/width and fccundity/width rclationships were adjustcd by the followings cquations 
(carapacc width and length in centimeters, wcight in grams): We = 0,3081. Wi 3,1259 
(males); We = 0,2771. Wi 3,0879 (fcmales); L = 0,7555. Wi 0,9596; NO = 4194,95. 
Wi 2,2966. Onde: We is the weight; Wi is the carapace width; L is the carapace lcngth; NO is 
the number of eggs rearcd by a f em ale with width Wi. 

INTRODUÇÃO 

Pachygrapsus gracilis (Saussure, 1858) caracteriza-se como um caranguejo 
grapsídeo de pequeno porte, onde o comprimento máximo da carapaça na linha 
mediana atinge cerca de 15mm (Chace & Hobbs, 1969). A espécie ocorre cm ambos 
os lados do Oceano Atlântico; na margem oriental, do Senegal até Angola, e na costa 
ocidental, do sul da Flórida até o Brasil (do Ceará ao Rio de Janeiro), incluindo 
Bermudas, Bahamas e Antilhas (Holthuis, 1959; Chace & Hobbs, 1969; Powers, 1977). 
Segundo Rodrigues & Brossi-Garcia (1989), Pachygrapsus gracilis apresenta-se distri­
buído no Brasil até o Estado do Paraná. Entretanto os mesmos autores registraram 
que, provavelmente, a espécie ocorra no Estado de Santa Catarina, limite sul da 
presença de manguezais no hemisfério meridional. 

Pachygrapsus gracilis é encontrado usualmente entre raízes de mangues e na 
margem de rios próximos ao mar (Chacc & Hobbs, 1969; Powers, 1977). Pode ser 
visualizado cm estacarias, cais e áreas rochosas acima do nível do mar (Powers, 
1977). No Suriname, a espécie foi capturada na praia cm pedaços de madeira, cm 
buracos de argila dura e cm substrato lodoso (Holthuis, 1959). No Brasil, espécimes 
foram coletados em substratos rochosos e arenolodosos (Rodrigues & Brossi-Garcia, 1989). 

O presente trabalho tem por objetivo analisar a estrutura populacional, as 
relações peso/largura, comprimento/largura e fecundidade/largura da carapaça de 
Pacflygrapsus gracilis, apresentando ainda dados adicionais relativos à proporção 
sexual e reprodução. 

MATERIAL E MÉTODO 

A análise da estrutura etária, das relações peso/largura, comprimento/largura 
e fecundidade/largura da carapaça de Pachygrapsus gracilis foi realizada a partir de 
coletas manuais, de junho de 1992 a maio de 1993, ao longo do molhe do rio 
Tramandaí, Imbé, Rio Grande do Sul. Os espécimes foram capturados entre rochas ou 
sob as mesmas. Adotou-se como medida padrão a largura máxima do ccfalotórax. Os 
animais foram medidos com um paquímetro com precisão de 0,1mm e posteriormente 
devolvidos ao seu habitat. Foram conduzidos 181 exemplares (94 machos e 87 
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fêmeas) ao laboratório de Carcinologia do Instituto de Biociências da PUC e pesados 
cm balança com precisão de 0,001g. A relação entre o comprimento e a largura foi 
estabelecida através de I 46 espécimes de ambos os sexos coletados nos meses de 
março, abril e maio. Para a determinação da fecundidade, foi estimado o número de 
ovos de 19 fêmeas. Os ovos de cada fêmea foram· separados manualmente, sendo 
contada uma subamostra de I 000 ovos. A subamostra foi então colocada cm um tubo 
de vidro com diâmetro uniforme, sendo medida, com paquímetro, a altura da coluna 
de ovos após a decantação. Posteriormente, foram colocados os ovos restantes no 
mesmo tubo, estimando-se então, o número total de ovos. 

Para estimar a largura média do ccfalotórax de cada grupo etário, assim como 
o desvio padrão e a proporção de captura para machos e fêmeas, foi empregado o 
método de análise da distribuição de freqüências através do software MIX (~lcOonald 
& Pitchcr, 1979). 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Embora Rodrigues & Brossi-Garcia ( I 989) tenham apresentado como limite da 
distribuição meridional de Pacl1ygrajJs11s gracilis o Estado do Paraná, com possível 
extensão ao Estado de Santa Catarina, limite sul da ocorrência de manguezais (Rhi­
zophora 111a11gle), o presente trabalho amplia a distribuição da espécie para o Rio 
Grande do Sul, no molhe do Rio Tramandaí, com possibilidade de ocorrência no 
molhe de Rio Grande. 

No início do programa de amostragens, cm junho/92, o molhe apresentava 
basicamente dois tipos de substratos. Nas proximidades do mar, era constituído de 
rochas basálticas irregulares, e no sentido contrário, a montante, era arcnolodoso 
intercalado com trechos rochosos. Além disso, cm toda a sua extensão eram encon­
trados restos de construções, lixos domésticos e sobras de pescaria, formando um 
complexo rico em ambientes que serviam de habitat para diversas espécies. A partir 
de julho, a zona rochosa próxima ao mar foi concretada quase que totalmente, 
tornando-se um bloco único de cimento. llouve, conseqüentemente, grande prejuízo 
para a fauna e flora local. Dos 503 animais inicialmente capturados e devolvidos ao 
ambiente cm junho, observou-se uma redução para 386 cm julho, 119 cm agosto, 11 
cm setembro, 3 cm outubro e nenhum cm novembro. Amostragens posteriores 
revelaram o reaparecimento de PachygrajJs11s gracilis, sugerindo urna recolonização 
do ambiente. O número de animais coletados por unidade de esforço, entretanto, não 
chegou a atingir os valores alcançados antes do concretamcnto. Tal fato pode ser 
explicado pela diminuição de nichos disponíveis para abrigo e alimentação, expondo 
os animais ao ataque de predadores. 

Ao analisar-se o gráfico de distribuição de freqüências da largura do ccfalotórax 
(Figura 1 ), observa-se que machos e fêmeas de PachygrajJs11s gracilis apresentam 
três grupos etários hem definidos. As estimativas da largura média do cefalotórax por 
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grupo etano, do desvio padrão e proporção de captura para machos e fêmeas, 
analisados através do sofwarc MIX (Mcdonald & Pi tchcr, 1979), podem ser visualiza­
d;Ls através das tabelas 1 e 2. O primeiro grupo etário apresenta uma proporção 
sexual próxima de 1: 1. Nos demais grupos etários, entretan to, observa-se uma quan­
tidade maior de fêmeas cm relação aos machos. Tal fato pode ser devido a dois 
fatores: maior taxa de mortalidade cm machos ou menor dificuldade na captura de 
fêmeas devido a fatores comportamentais. A hipótese de mortalidade diferencial, 
entretanto, é corroborada por Ahcle ct ai. (1986). Segundo estes autores, os machos 
adultos de Pachygrapsus tra11svers11s defendem seus abrigos e protegem áreas pró­
ximas de outros machos menores. Em oposição, as fêmeas não defendem áreas, 
podendo ser observadas movendo-se livremente cm territórios defendidos por ma­
chos, embora prefiram permanecer em seus próprios terri tórios por vários dias. A 
agressividade no comportamento territorial dos machos pode explicar uma maior 
mortalidade por dois fatores principais. Em primeiro lugar, a necessidade ele freqüen­
tes disputas territoriais faz com que os animais se exponham aos inimigos naturais, 
cm especial peixes e aves. Por outro lado, machos de menor porte ficam sujeitos a 
locais menos adequados quanto à disponibilidade de alimento e refúgios. Os valores 
absolutos das t;txas de mortalidade, entretanto, não podem ser calculados devido a 
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Fig. I: Distribuição de freqüências de machos e fêmeas de Pachygrapsus gracilis no molhe do 
rio Tramandaí, município de lmbé, capturados nos meses de junho, julho e agosto de 1992. 
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uma forte seletividade de captura, uma vez que organismos de maior porte têm maior 
probabilidade de serem vistos e capturados cm coleta manual. De qualquer forma, a 
presença de três grupos etários para machos e fêmeas sugere uma longevidade de até 
3 anos para a espécie. O comportamento territorial de machos é corroborado ainda 
pelo maior porte destes cm relação its fêmeas cm todos os grupos etários (Tabelas I e 2). 

T:1hcla 1: Largura média do ccfalotórax, desvio padrão e proporção de captura por grupo etário 
de machos de Pac/1ygraps11s gmcilis no molhe do rio Tramandaí, município de Imbé, captura­
dos nos meses de junho, julho e agosto de 1992. 

Grupo etário Largura Cefalotórax Desvio Padrão Proporção de Captura 

1 0,57 0,12 0,21 
li 1,46 0,35 0,61 
Ili 2,04 0,14 0,18 

Tabela 2: Largura média do cefalo16rax, desvio padrão e proporção de captura por grupo etário 
de fêmeas de Pachygrap.rns gracilis no molhe do rio Tramandaí, município de lmbé, captura­
dos nos meses de junho, julho e agosto de 1992. 

Grupo etário Largura Cefalotórax Desvio Padrão Proporção de Captura 

I 0,50 0,10 0,14 
li 1,01 0,18 0,26 
III I,60 0,23 0,60 

As relações entre o peso e a largura calculadas para machos (n=94; r=0,997) e 
fêmeas (n=87; r=0,993) são descritas pelas equações a seguir (largura do ccfalotórax 
cm cm e o peso cm gramas) Figuras 2 e 3. (Ver p. 34) 
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Fig ~- Kdaçào peso/ largura do ccfa lot<Írax para machos de Pac/1ygraps11s gracilis no molhe 
do rio Tramandaí, município de lmbé, cap111r;1dos nos meses de fevereiro, março e abril de 1993. 
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Fig. :,: Relação peso/ largura do cefalot<Írax para fêmeas de l'achygrapsus gracilis no molhe 
do rio Tramandaí, município de lmbé, capwrados nos meses de fevereiro, março e :1hril de 1993. 
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We = 0,3081. Wi 3,1259 (machos) 
We = 0,2771. Wi 3,0879 (fêmeas) 

Onde: 

We é o peso; 
Wi é a largura do cefalotórax. 
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A relação entre o comprimento e a largura da carapaça (n=I 46; r=0,9963) é 
descrita pela seguinte equação (comprimento e largura do ccfalotórax cm cm) (Figura 4): 

Cm1pr,(cM) 
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0,000 ----,----..------,---.------.-----' 
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Fig. 4: Relação comprimento/ largura do ccfalotúrax de Pacl1J"gmjls11s grncilis no molhe do 
rio Tramandaí, município de lmhé, capturados nos meses de fevereiro, março e abril de 1993. 

L = 0,7337. Wi 0,9833 

Onde: 

Wi é a largura do ccfalotórax; 
L é o comprimento do ccfalotórax. 
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O período reprodutivo de Pac/1ygraps11s gracilis não se encontra completa­

mente esclarecido, embora existam evidências de que para o Rio Grande do Sul a 
reprodução se cxtcnda da primavera ao outono, com maior intensidade no verão. No 
mês de junho de 1992 foi capturada uma única fêmea ovada portando poucos ovos. 
As demais fêmeas ovígcras foram coletadas entre janeiro e maio de 1993, variando 
entre 0,92 e 1,90cm na medida da largura da carapaça. Na contagem dos ovos, foram 
utilizadas fêmeas capturadas cm fevereiro devido à ocorrência de um pico de desova. 
Os animais analisados apresentaram larguras do ccfalotórax entre 0,92 e 1, 73cm. A 
relação entre a fecundidade e a largura foi ajustada pela seguinte expressão (n= 19; 
r=O, 7783; largura do ccfalotórax cm cm) (Figura 5): 

Fecundidade 
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Fig. 5: Relação fecundidade/ largura do cefalotórax de Pachygraj)sus gracilis no molhe do 
rio Tramandaí, município de lmhé, capturados no mês de fevereiro de 1993. 

NO= 4194,95 Wi 2,2966 

Onde: 

Wi é a largura do cefalotórax; 
NO é o número de ovos carregados por uma fêmea com largura Wi. 
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Ogawa & Rocha ( 1976), determinando a fecundidade absoluta de alguns crus­
táceos dcc.ípodos marinhos do estado do Ceará, estimaram a fecundidade de Pachygrap­
s11s gracilis cm 4756 ovos, cm fêmeas com comprimento total da carapaça entre 5,5 
e 11,8mm, valores inferiores ao obtido cm média no presente trabalho. Rodrigues & 
Hrossi-Garcia ( 1989), constataram fêmeas portando ovos, com 0,92 a 1,5cm de 
medida antcro-postcrior da carapaça, correspondendo a larguras de 1,3 a 2,07cm. Já 
Holthuis ( 1959), observou fêmeas ovígcras de Pachygraps11s gracilis com larguras a 
partir de 0,7 cm. Comparando-se os dados de Holthuis (1959) com a distribuição de 
freqüências aqui obtida para os meses de junho, julho e agosto, observa-se que o 
valor de 0,7cm corresponde ao tamanho limite entre o primeiro e segundo grupo 
etário (Figura 1), sugerindo que a primeira maturação cm fêmeas ocorra com a idade 
aproximada de 1 ano. 
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REALOCAÇÃO GENÉRICA DE Xenodon werneri 
EISEL T, 1963 (SERPENTES: COLUBRIDAE) 

39 

Vanda Lúcia Ferreira Yuki1 

RESUMO 

O estudo dos caracteres hcmipenianos de Xenodon wemeri Eisclt, 1963 pcr111i1c retirar 
a espécie do gênero Xenodon Boie, 1827. X. u·emeri retornaria à espécie original, Procteria 
viridis Werner, 1924, se o gênero Procteria Wcrner, 1924 não estivesse pré-ocupado por 
l'rocteria Davis, 1885 para um Coelen1erata. Propõe-se o gênero 171t1lesi11s nom. nov., com 
subfamília e tribo inccrtae seclis. 

ABSTR,\ CT 

Thc hcmipcnian morfology of Xenodon wemeri Eisclt, 1963 allows to remove this 
specics from thc genus Xenodon, Boie, 1827. Thc spccics X. wemeri would return 10 Procleria 
viridis Wcrncr, 1924 if lhe genus Proc/eria Wcrner, 1924 wasn't prcoccupicd by Procteria 
Davis, 1885 (for a Coclcntcrata). The gcnus 111alesi11s 110 111. 110v. is proposed, wilh the 
suhfamily anel tribe inccrtac scdis. 

1. llolsis1a da CAPES, Linha de Pesquisa cm llcrpetologia, Instituto de Biociências, PUCRS. 
Av. lpiranga, 6681, C.I'. 1429, CEI' 90619.900, Porto Alegre, RS, Brasil. 
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INTRODUÇÃO 

A tribo Xenodontini é consti tuída pelos gêneros Xe11odo11 Roic, 1827, Liopliis 
Waglcr, 1830 (sensu Dixon, 1980), Erylliro/a111pr11s Waglcr, 1830, Lystropliis Cope, 
1885, Umbrivaga Rozc, 1964, e Waglero/)liis Romano et Hogc, 1972, sendo definida 
por apresentar hemipênis bilobado e espinhoso terminando cm um disco (Dowling & 
Ducllman, 1978; Jcnncr, 198 1). 

Xe11odo11 possui atualmente seis espécies: X. severas Linnaeus, 1758, X. rab­
docephalus (Wicd, 1824), X. bertlioldi Jan, 1863, X. 11e11wiedii Günthcr, 1863, X. 
g11e11/heri Boulcnger, 1894 e X. wemeri Eisclt, 1963. A última espécie foi descrita 
originalmente como Proc/eria viridis por Werncr (1 924) e realocada em Xe11odo11 
com o nome X. wemeri por Eisclt (1963), visto que X. viridis estava pré-ocupado 
por X. viridis Duméril, Bibron e/ Duméril, 1854, sinônimo de MacrojJislhodon 

jJ/11111bicolor Cantor, 1839. 
Petcrs & Orcjas-Miranda ( 1970) não incluíram X. werneri em sua chave de 

idcnti ficaç:1o, afirmando que esta espécie parece ser muito similar a X. s11specl11s 
Copc, 1868, não comentando cm que :Lspccto. Dixon (1983) sinonimizou X. s11spec/11s 
com X. rabdocephal11s. 

Dowling & Ducllman (1978) alocaram Procleria Wcrncr, 1924 cm Lycodonti· 
nac, tribo Lycophidini, com dúvida. 

Hoogmocd (1985) redescreveu X. wemeri apresentando um cuidadoso histó· 
rico, onde a variação da espécie é baseada cm material novo, estabelecendo a sua 
distribuição geográfica. 

Através de um estudo minucioso da morfologia do hcmipênis das espécies de 
Xcnodontini, verificou-se a necessidade de retirar X. werneri do gênero Xe11odo11. 

MATERIAL E MÉTODOS 

As siglas das instituições seguem Lcviton et al. (1985). 
Foi retirado o hemipênis direito do exemplar RMNH 1353 5 e o crânio do RMNH 

247 (fêmea), sendo o hcmipênis preparado de acordo com a técnica de Pesantes (no 
prelo) e mantido cm álcool 70ºGL. Devido à raridade da espécie nas coleções as 
preparações de peças anatômicas foram limitadas. 

Utilizou-se Dowling & Savagc ( 1960) para caracterizar e descrever o hemipênis. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os exemplares examinados apresentam coloração dorsal esverdeada com as 
escamas dorsais contornadas de marrom a preto e com pequenos pontos pretos 
distribuídos por toda a escama. As escamas paravcntrais são mais claras que as 
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dorsais, aproximando-se do creme. O ventre é amarelado a creme, podendo haver 
pequenos pontos escuros. A cabeça dorsalmente é esverdada, maculada de preto (Fig. 
1 ); lateralmente é amarela a e.reme, com pequenas manchas pretas e com uma estria 
entrepartida de mesma cor, que segue da região média do post-ocular superior até a 
região posterior da abertura da boca (Fig. 2). 

Fig. 1: Vim dorsal ela cabeça ele 77wlesi11s 1>iridis (\X'erner, 1924) (RM NII 247, fêmea). 

Fig. 2: Vista lateral da cabeça ele 771alesi11s viridis (Werner, 1924) (RMNH 247, fêmea). 
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O hemipênis do exelllpl:tr R~tNII 13535 alcança a 15! subcaudal quando 
invertido. É bilobado quanto a forma geral. sendo que os ramos perfazem 43.04% do 
colllprimcnto do órgão (Fig. 3). O sulco espermático bifurca-se a partir de 47,23% do 
corpo do helllipênis, seguindo até o ápice. sendo do tipo centrifugai (conforllle 
McDowell, 196 1) (Fig. 4). 

E 
E 
1/) 

Fig. 3: Vista dorsal do he111ipênis de 17wlesi11.I' 1•iridis (Werner, 1924) (RMNH 13535). 
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Fig. 4: \'isla ventral do hemipênis ele 77//lfesius viridis (Werner, 1924) (RMNH 13535). 

Comun. Mus. Ciênc. PUCRS. Porto Alegre, n" 53, p. 39·47, novembro, 1993 

43 



44 

Quanto à ornamentação, o órgão apresenta espinhos distribuídos no corpo e 
ramos. O pedúnculo é nú apresentando algumas pregas transversais e longitudinais. 
Os ramos são cobertos por espinhos pequenos na região dorsal , lateral, ventral e 
apical, desde a bifurcação do órgão até o ápice, exceto no sulco espermático (Fig. 3 e 4). 

A distribuição dos espinhos no corpo do órgão apresenta-se da seguinte for111a: 
região dorsal (Fig. 3) - apresenta dois espinhos bastante conspícuos, denominados 
ganchos basais, estando um de cada lado, inseridos na metade do compri111ento do 
corpo, co111 cerca de 9,83% do comprimento do hemipênis. A região basal apresenta 
pregas longitudinais que vão desde o pedúnculo até a metade do corpo. Na região 
mediana encontra-se u111a leve depressão longitudinal, iniciando-se entre os ganchos 
basais e indo até a bifurcação do órgão. Após os ganchos basais, na região dorsolate­
ral, verifica-se a presença de três espinhos cm cada lado que regride111 de ta111anho à 
medida que se distanciam da base e se aproximam da região bifurcada, que é coberta 
por espinhos pequenos. Região ventral (Fig. 4) - na porção basal observa-se um 
pequeno espinho mediano e, mais lateralmente, encontra-se u111 espinho de tamanho 
médio e111 cada lado, sendo o direito maior. Antes da bifurcação do sulco cspcr111ático, 
verifica-se uma fila de seis espinhos de cada lado, sendo que o primeiro espinho do 
lado esquerdo é maior que os subseqüentes, os quais decrescem cm tamanho à 
medida que se aproxima111 dos ra111os. Estas filas percorrc111 o corpo deslocando-se 
lateralmente até a região lateral dos ra111os. Entre os sulcos, após a bifurcação, 
observa-se uma fila de espinhos de cada lado, q,1e vão até a região basal dos ramos. 
Entre o terceiro espinho de cada lado, antes da bifurcação do órgão, encontra-se u111 
espinho mediano. Alguns espinhos bem pequenos ocorrem entre essas duas últi111as 
filas de espinhos. 

A morfologia do hcmipênis constatada corrobora os dados hemipenianos obti­
dos por Gasc & Rodrigues ( 1980) e lloogmocd (1 985). Os autores observaram que o 
órgão atinge a 14! subcaudal mas não fizeram referência ao ápice do mesmo. 

As classificações mais recentes a nível de tribo são baseadas principalmente na 
morfologia do hcmipênis (Dowling & Ducllman, 1978; Jcnner, 1981), sendo a tribo 
Xenodontini definida por apresentar hcmipênis com ápice discado. Verificando a 
morfologia hemipcniana da espécie cm questão, nota-se a presença ele espinhos no 
ápice do órgão, discordando do principal caráter da tribo Xcnoclontini. 

Xe11odo11- wem eri não pode retornar ao gênero e espécie original, Procteria 
Wcrncr, 1924, pois de acordo com Williams & Wallach (1989) este já está pré­
ocupado por Procteria Davis, 1885 para Coelenterata. Assi111, propõe-se um novo 
nome a nível genérico, e111 ho111cnagem ao Prof. Dr. Thalcs de Lema. 

17rn/esius nom. nov. 

11,alesius viridis (Wcrncr, 1924), nov. comb. 

Procteria viridis Werner, 1924: 48. Localidade-tipo. Tsumeb, Sudeste ela África (esta 
localidade-tipo foi contestada por Bogert (1940), Mertens (1955), Eiselt (1963) 
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e Mertens ( 1971 ), sendo considerada duvidosa) Holótipo fêmea, NM\V 171 19-
Dowling & Duellman, 1978: l l 2b.2. 

Xe11odo11 111emeri Eiselt, 1963: 280; Mertens, 1971: 7; Gasc & Rodrigues, 1980: 588; 
lloogmoed, 1983: 236, 253; Bõhme & Bischoff, 1984: 163; Peters & Orejas­
Miranda, 1970: 323; Hoogmoed, 1985: 79. 

Distribuiçtio geográfica: 

Suriname: Marowijine District, Nassau Mountains: RMNH 13535, macho; Nickerie 
District, Luci Camp: RMNH 13536, macho. 

Guiana Francesa: MNIIN 8395, macho. Maratony River: LACM 44500, fêmea, Maripa­
soula: ZMFK 38267, macho. 

Sem procedência: RMNH 247, fêmea. 

Diagnose: Vide Hoogmoed (1985: 81). 
A dentição maxilar do exemplar RMNH 247 é constituída por 12 + 2 dentes, 

que aumentam gradativamente de tamanho no sentido antero-posterior, sendo os pós­
diastemais bem maiores que os últimos pré-diastemais e destituídos de sulco. Hoog­
moed (1985) apresenta exemplares com dentição variando de 12 a 14 + 2 dentes. 

Dowling & Duellman (1978) provavelmente desconheciam o trabalho de Eiselt 
(1963) e alocaram Procleria Werner, 1924 em Lycodontinae, tribo Lycophidini, com 
dúvida ocasionada, possivelmente, pela ausência de caracteres da espécie. No entanto, 
os caracteres m:txilares apresentados pelos autores para a subfamília Lycodontinac 
não coincidem com aqueles observados cm Thalesius viridis. 

Os caracteres do ma,xilar e do hcmipênis de 7'. viridis, comparados com aqueles 
propostos por Dowling & Duellman (1978), estão mais próximos daqueles apresenta­
dos pelos membros da subfamília Natricinae, apesar do sulco espermático ser centri­
fugai, sendo necessário um estudo envolvendo outros caracteres para alocar a espécie 
a nível de subfamília e tribo. 

CONCLUSÃO 

Xe11odo11 wemeri Eisclt, 1963 é retirado do gênero Xenodon Boie, 1827 por 
apresentar hcmipênis bilobado, espinhoso, com ganchos basais b,t5tantc conspícuos e 
ápice com espinhos. 

t proposto novo nome genérico, '/halesius 110111. 1,ov., para Procteria Wcr­
ner, 1924 visto que este está pré-ocupado por Procleria Davis, 1885. 

A subfamília e tribo de '/71a/esi11s viridis (Wcrncr, 1924) permanecem incer­
tae sedis, necessitando de estudos mais aprofundados. 
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CONTRIBUIÇÃO AO CONHECIMENTO DA PISCICULTURA 
DO PEIXE-REI Odonthestes bonariensis 

(VALENCIENNES, 1835) - NOVAS INFORMAÇÕES 
E EXPERIMENTOS LABORATORIAIS 

Jeter Jorge Bertoletti1 ,3 
Rose Maria Borges Fortes Widholzer3 

Isabel Cristina Junqueira3 
Valkiria Montardo Munçone2,3 

RESUMO 

São fornecidas novas informações sobre o histórico da piscicultura do peixe-rei Odon­
lhes/es bo11arie11sis (Valcncienncs, 1835) e experimentos de incubação de ovos utilizando-se 
bastidores cm aquários diversos com água bruta ou tratada com ou sem anti-cloro e ami-fungo, 
além da utilização de incubadoras usuais com água tratada corrente e testes de arraçoamento 
artilicial de larvas. Tais experimentos resultaram na possibilidade de incubação de ovos cm água 
tratada e água bruta, amhas não renováveis, desde que fil tradas e oxigenadas. As larvas 
alimentam-se de ração artificial. 

ABSTRACT 

i'icw information about thc history of fish culturc of Odonlhestes bo11arie11sis (Valen­
cicnncs, 1835) is givcn. Hatching experiments wcrc maclc in tanks with unrcncwahle watcr, 
using cithcr untrcatccl rivcr water or treatecl watcr, with or withoul a11ti-chlorinc and ami­
fungal substanccs. llatching occurred in both, trcatcd anel untrcated waters, which havc hccn 
filtercd and oxigcnatccl. Thc larvae fccl on artificial fish food. 

1. Bolsista Pesquisador cio CNPq. 
2. Mcmanda do Pós-Graduação cio Instituto de Biociências da PUCRS. 
3. Laboratório de Aquacultura do Museu de Ciências da Po11tifícia Universidade Católica do 

Rio Grande do Sul, Av. lpiranga, 6681, Cx. Postal 1249, CEI' 90619.900, Porto Alegre, Rio 
Grande do Sul, Brasil. 
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INTRODUÇ,\O 

Foram constatados registros de atividades cm piscicul tura desde 2.000 a.C., no 
Egito, com criações de tilápias cm piscinas de nobres, sendo que o livro mais an tigo 
deste ramo data de 500 a.e. (Menezes & Yanccy, 1983). 

De norte a sul do Brasil, muitas pesquisas vêm sendo realizadas com o objetivo 
de desenvolver técnicas próprias, adequando-se às diversas condições ambientais do 
local (Menezes & Yanccy, 1983). No estado do Rio Grande do Sul, as condições para 
a Aquacultura são excepcionais devido ao grande potencial hídrico da região (Berto· 
letti, 1981 ). 

Rodolpho Von lhcring, desde 1930, começou a interessar-se pela prática da 
piscicultura através da tentativa de introdução de espéci111es de peixe-rei, Odo11t/1estes 
bo11arie11sis, nas cabeceiras do rio Tietê e represas de Sfo Paulo, Brasil. Na ocasião, 
os primeiros ovos embrionados vieram da Argentina e, apesar de eclodirem a bordo 
do navio, morreram an tes de chegar ao porto de Santos, no estado ele São Paulo 
(Azevedo, 1935). 

Em 1934, Azevedo levou ovos e alcvinos de peixe-rei, provenientes da Estação 
de Piscicultura de Chascomus - Argentina, para São Paulo e Rio de Janeiro, porém a 
tentativa ta111bém falhou, possivelmente devido a quedas bruscas de temperatura 
(Nomura, 1976). 

Atualmente, a ocorrência do gênero Or/011!/iestes, fa111ília ATHERI NI DAE, é 
registrada desde a costa de Santos, São Paulo, até a Argentina (Regalado e Mastrarri­
go, 1954; Ringuclct, 1942; De l3ucn, 1953; Ringuelet et ai., 1967, lluct, 1973). No Rio 
Grande do Sul, Kleerckoper ( 194 5) comenta que, em 1941, foram encontradas 
espécies nativ:t5 na Lagoa dos Quadros e na Lagoa Itapcva, situadas nos atuais 
111unicípios de Terra de /\reia e Torres. Além disso, Paiva e Schcffcr ( 1982) registram 
sua ocorrência no rio Jacuí, e llcrtoletti (1986) c111 praticamente todo o Estado. 

Em julho de 1941, Elinor Fortes capturou reprodutores de Odo11tflestes bo11a­
rie11sis no rio Guaíl)a, caracterizado geograficamente co1110 lago Guaíl)a, c111 Ponta 
Grossa, Porto ,\lcgrc, e reali zou a fecundação com sucesso, iniciando, assi111, a primei­
ra produção de alcvinos no Estado. Com a orientação de técnicos da Estação Experi­
mental de Caça e Pesca de Pirassununga, São Paulo, do Ministério da Agricultura, 
Fortes, co1110 Bióloga da Divisão de Caça e Pesca ele Porto Alegre, a partir de 1942 
organizou o Laboratório de incubação e criação de larvas e alcvinos de peixe-rei junto 
a um açude c111 Ponta Grossa, área daquela Divisão do Mi nistério da Agricultura. Os 
pri111eiros ovos fo ra111 incubados cm aquários com água corrente do lago Guaília e, 
posteriormente, cm incubadoras de vidro cilíndricas padrões, semelhantes its apresen­
tadas neste experimento. As larvas eram colocadas c111 aquários e, a seguir, cm 
tanques de alvenaria e no açude, ainda hoje existente (Comunicação verbal de Fortes, 
1993, ao autor sênior). 

Em 1943, segundo Klccrckoper (1945), pela primeira vez foi dado in ício à 
distribuição de ovos embrionados produzidos no Posto l.imnol6gico e ele Piscicultura 
de pcL,c-rci na Lagoa dos Quadros, no então 111unicípio de Osório, RS, hoje, Terra de Areia. 
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O Posto de Piscicultura foi construído a partir de 11111 estudo feito por Klccrc­
kopcr, a pedido do Serviço de Informação Agrícola do 1\1inistério da Agricultura, onde 
o mesmo iniciou suas atividades. Posteriormente, Klccrckopcr, como Limnologista ela 
Divisão de Caça e Pesca, assumiu a direção do referido Posto, cm 1943. 

Bcrtolctti ct ai., cm 1972, por solicitação cio Grupo Executivo ela Indústria da 
Pesca do Rio Grande do Sul (GEDIP), fez um relatório das condições cm que se 
encontrava o Posto de Piscicultura da Lagoa dos Quadros e, cm 1977, elaborou o 
projeto Lagoa dos Quadros, visando basicamente a reestruturação e reativação do 
Posto, com o objetivo de dar continuidade às atividades iniciadas por Klcerckopcr e 
propiciar a imediata produção e distribuição ele alcvinos de Odo11///esles bo11arie11sis. 

Durante a recuperação dos tanques de criação, construção de edificações, 
montagem dos laboratórios e organização das diversas instalações e equipamentos, 
foi propiciada a captura., fecundação e produção de alcvinos de peixe-rei. Mesmo sem 
as condições ideais para a piscicultura, cm I 978, foram capturados 6.584 machos e 
2.4 17 fêmeas, produzindo 908.1 00 ovos, dos quais 148.600 atingiram o estágio ele 
alcvinos, sendo distribuídos cm açudes diversos, e 20.000 colocados na Lagoa cios 
Quadros, ele onde foram capturadas as matrizes. Paralelamente, produziu-se alcvinos 
de outras espécies de peixes (Bcrtolctti, 1979). 

No Rio Grande do Sul também ocorrem criações de outras espécies de peixes 
como tilápias, carpas, jundiás, carás, trutas, black-bass, darias, etc., entretanto, o 
interesse pelo peixe-rei, mesmo não sendo o mais cultivado, ainda tem a preferência 
por ter sido sua criação muito divulgada por 50 anos e apresentar carne de fino 
paladar e com boa cotação no mercado. Porém, no RS a prática de criação nem 
sempre é satisfatória, concorrendo, para isso, problemas estruturais e de ordem 
técnico-financeira, especialmente. 

Na natureza, na época de fecundação e incubação cios ovos, ocorrem as perdas 
naturais, inclusive de alcvinos, pois o ataque de predadores é contínuo e intenso. 
Aliado a isso, a poluição hídrica e a pesca predatória de espécimes em reprodução 
contribuem fundamentalmente para a diminuição dos estoques. Em face ao exposto, 
o peixe-rei já não ocorre na mesma quantidade como cm anos atrás, quer no lago 
Guaíha, na lagoa dos Quadros, no rio Uruguai ou cm outros pesqueiros conhecidos, 
especialmente cm lagos e açudes do litoral norte e da planície central do RS. 

O peixe-rei, com sua agilidade, protege-se de vários inimigos, mas na fase 
prematura são pouco hábeis. São muitos os predadores ele O. bo11ariensis, cios quais 
destacamos preferencialmente predadores de ovos - garças (Ardea cocai, Casmero­
dius a/bus e Egrella ///ufa) e o colhcrciro (P/a/alea ajaja); predadores de ovos, 
alevinos e jovens - lambaris (Astya11a.x spp., C//ara.x sp., C/Jeirodon sp.) e carás 
(Cicltlaso111a sp., Geoplwgus sp.); predadores de alevinos e jovens - joaninha (Cre­
nicicltla sp.), traíra (Hoplias sp.), dcntudo (Oligosarcus sp.), jundiá (R/Jamdia sp.), 
mergulhão caçador (Podilymbus jJodiceps), biguá (P/Ja/acrocora.x olivaceus) e o 
martim pescador (Ceryle lorqua/a, C//loroce1J1le a111azo1w e C. america11a) (Comu­
nicação verbal cio autor sênior). O canibalismo também contribui para o desapareci­
mento de alcvinos (Azevedo, 1935; Ringuclct 1942; Klccrckoper, 1945; Godói, 1946; 
Machado, 1973; Nomura, 1976). 
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Em face ao exposto. e visando, além do treinamento de pessoal, a produção de 

alevinos para povoar açudes, rcprcs;L~ e fazendas aquáticas cm nossa região, contri· 
buindo, assim, para incrcme111ar a criação desta espécie, foram realizados no Labora­
tório de Aquacultura do Museu de Ciências da PUCRS experimentos de incubação de 
ovos de peixe-rei utilizando-se técnicas e materiais diferenciados cm relação aos 
usuais, ou sejam: incubadoras na forma de bastidores flutuantes com armação de 
madeira ou plástico com fundo tclado, colocados na superfície da ;ígua não renovável 
cm aqu:irios diversos e, também, incubadoras de vidro comuns, porém, com água 
corrente (direta) tratada pelo Departamento Municipal de Água e Esgotos de Porto 
Alegre (DMAE). 

MATERIAL E MÉTODOS 

Campo 

A captura do peixe-rei, Odo11t/Jestes bo11arie11sis (Valcncicnncs) (Fig. ! ), foi 
realizada entre 05 e 06 de setembro de 1992, na Ilha do Junco, Parque ltapuã, lago 
Guaíba, RS, Br:L~il (Fig. 2). 

Fig. 1: Exemplar de peixe-rei Odo11theslas bo11arie11sis (Valcncicnncs), caplllrarlo cm setembro 
de 1992, nas proximidades da Ilha do Junco, Lago Guaília, Rio Grande do Sul, Brasil. 
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Utilizou-se embarcação de alumínio (Karib 500) com 5111 de comprimento, 
motor (Evinrudc) 14 Hp e 12 redes de espera medindo 240m lineares com 360m2 e 
apresentando malhas de 3 e 4cm (entrenós adjacentes). 

As redes foram colocadas na água por volta das 18 horas e retiradas ao 
amanhecer (entre 6 e 7 horas), cm locais de solo arenoso e areno-lodoso, próximo a 
juncais. Coletou-se água do local da captura dos peixes para posterior análise da 
qualidade física, química e biológica. 

Capturou-se 18 exemplares de O. bonariensis (3 fêmeas e 15 machos), dos 
quais 2 fêmeas apresentavam óvulos maduros e 9 machos encontravam-se com 
esperma, sendo que apenas 3 no ponto para fecundação. 

A metodologia utilizada para extrusão dos óvulos e esperma baseou-se nas 
técnicas de Kleerekoper {1945), Regalado & Mastrarrigo {1954) e Huet {1973). 

A massa de óvulos foi colocada sobre uma placa de Petri e, sobre ela, o 
esperma, sendo logo após homogeneizados com uma pena de galinha previamente 
esterilizada. 

Após 3 minutos, o material obtido foi depositado em um recipiente plástico 
com um pouco de água do local da coleta dos peixes. 

Posteriormente, acrescentou-se mais água do mesmo local da captura, cerca de 
3/; do volume total do recipiente de 2 litros de capacidade, para hidratação dos ovos. 
Este processo teve duração aproximada de 2 horas, ao abrigo do vento e da luz, e 
com permanente aeração realizada através de um aerador portátil (Vigoar). 

A temperatura da água do recipiente foi medida constantemente e, para mantê­
la próxima da temperatura do ambiente, o recipiente foi colocado dentro de uma 
bandeja inoxidável, com pedras de gelo cm sua volta. Tais cuidados foram necessá­
rios, devido, também, a grande distância da ilha até a praia, e dessa até o laboratório, 
num total aproximado de 65 km. 

Após a perfeita hidratação dos ovos, esses, em forma de aglomerados, foram 
colocados sob uma lâmina de água dentro de uma bandeja, onde, com o auxílio de 
uma tesoura, cortou-se os seus filamentos. Os ovos isolados, resistentes e elásticos, 
foram mergulhados novamente no recipiente com água renovada do local. Tal reci­
piente, envolto com gelo dentro de uma caixa de isopor, foi transportado ao labora­
tório numa viagem com duração de 2 horas. 

O processo de aeração, renovação de água e colocação de gelo foi necessário 
devido a grande diferença da temperatura da água do Guaíba, 14,SºC, cm relação à 
temperatura atmosférica, 24 ºC. 

Laboratório I 

Para realizar a incubação dos ovos montou-se cinco aquários retangulares, dois 
aquários redondos e quatro incubadoras. 

Em face à experimentação com água parada (não renovável), e visando a 
melhor aeração dos ovos cm incubação, foram confeccionados bastidores flutuantes 
de madeira e de plástico para os aquários. 
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Cada bastidor de madeira media 15x10cm, sendo que no fundo foi fixada uma 

tela de náilon com malha de 1mm entre pontos ou nós adjacentes. Colocado na 
superfície da água, ficava mergulhado até a metade de sua espessura, sendo ancorado 
por cordões e flutuando sobre o ar (microbolhas) emitido através das pedras porosas. 

O bastidor de plástico, incolor, possuía forma cilíndrica, com 19cm de altura e 
9,7cm de diâmetro, cortado a partir de um recipiente descartável de refrigerante, e 
fundo com tela de náilon igual a dos bastidores. Na metade deste cilindro foi presa 
uma chapa de isopor com orifício central, de forma a permitir a flutuação do mesmo. 
Este bastidor foi fixado no aquário da mesma forma que os bastidores de madeira. 

Os modelos de bastidores empregados (madeira e plástico) diferenciam-se cm 
estrutura com o objetivo de facilitar a fabricação com menor custo. 

Utilizou-se água bruta do Guaíha, do local da captura dos peixes (AB) e água 
tratada pelo DMAE (AT), não renovável e corrente. Em alguns aquários que conti­
nham água tratada colocou-se anti-cloro comercial Atlantys a fün de eliminar o cloro 
residual. 

O verde de malaquita (Riedel-Ilannover) foi empregado para a eliminação de fungos. 

Aquários retangulares 

Os aquários retangulares eram de volumes variados (Aql, Aq2, Aq3, Aq4 e Aq5). 
Os Aql, Aq2, Aq3 e Aq4 foram confeccionados com vidro de 4mm de espessu­

ra, colados com silicone. O Aq5 possuía armação e fundo de aço inoxidável. Todos os 
Aq continham filtros biológicos com armação tabular plástica e lã de vidro, sobre a 
qual colocou-se areia grossa e média. Para a aeração utilizou-se mangueiras plásticas, 
borbulhadores de pedras porosas e um compressor de ar SCHULTZ de 120 atm, com 
filtro (Dovel). 

Os bastidores de madeira foram colocados cm cada um dos aquários, com 
exceção do AqS que recebeu o bastidor de plástico. 

Nos Aq 1, Aq3 e Aq 5 foi utilizado o anti-cloro comercial Atlantys, diluído na 
forma de gotas até atingir o ND de cloro residual. 

No Aq4 a água tratada ficou em repouso por três dias e o cloro residual não 
foi detectado. 

O verde de malaquita (Riedel-Hannover) preparado em solução lg/200 I foi 
colocado no Aq2 e Aq5, durante os primeiros três dias alternados. 

Nos Aq 1 e Aq4 foram distribuídos vegetais ornamentais pertencentes às seguin­
tes espécies: 

Urticaria sp., U. minar, U. v11/garis, Sagitlaria montevidensis, Myrioph;1f/11m 
brasiliensfa~ M. proserpinacoides e Mayaca sellowiana (Botelho, 1977; Botelho, 
1982 e Hocng, 1979). 

Portanto, os Aq com filtros biológicos e acrizadores ficaram assim constituídos: 
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Aq 1 - 541 de AT com anti-cloro, bastidor de madeira e vegetais ornamentais; 
Aq2 - 441 de AB, bastidor de madeira e verde de malaquita; 
Aq3 - 441 de AT com ami-cloro e bastidor de madeira; 
Aq4 - 541 de AT, bastidor de madeira e vegetais ornamentais; 
Aq5 - 1981 de AT com anti-cloro, bastidor de plástico e verde de malaquita. 

Aquários redondos 

Utilizou-se dois aquários redondos (Al e Ali) de 7 litros, nos quais colocou-se, 
em cada um deles, 5 litros de AB, filtros, carvão ativado, fibra de vidro e aeraçào. No 
Ali foi colocado um bastidor de madeira e verde de malaquita com a mesma metodo­
logia utilizada nos Aq2 e Aq5. 

/11c11badoras 

Apresentando a forma de vaso ou jarra, as quatro incubadoras de vidro (IA, 
IB, IC, ID) (Fig. 3), medindo 33cm de altura por I 3,5cm de diâmetro e base côncava, 
recebiam água através de um tubo de vidro distante cerca de 2cm do fundo, por meio 
de um sistema de abastecimento de água tratada pelo DMAE, na quantidade média de 
2 litros por minuto. A água oxigenou e movimentou os ovos lentamente, saindo pela 
parte superior diretamente ou através de sifões de vidro. ----

Fig. 3: Incubadora cônica com sistema de água tratada corrente, onde foram colocados os ovos 
para o desenvolvimento embrionário. 
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O verde de malaquita foi preparado cm solução lg/200 litros cm uma garrafa 

com regulador, a qual lançava na IA uma gota a cada 20 segundos durante 1 hora por dia. 

Laboratório li 

Na lupa, muitos ovos foram liberados de restos de filamentos ainda presentes, 
separados com uma pipeta de ponta grossa e colocados em 11 sacos plásticos 
contendo AB, de acordo com a técnica de Bertoletti (1977) para troca de ambientes 
aquáticos. 

Entretanto, devido a morosidade desta tarefa, em face ao sistema de treinamen• 
to não efetuou-se a total separação dos ovos fecundados de eventuais gorados. 

Um total de 2.250 ovos foram distribuídos após 10 minutos de ambientação 
nos aquários e incubadoras, da seguinte forma: Aql-410, Aq2•100, Aq3-200, Aq4-80, 
Aq5-50 e AII-80 (colocados dentro dos bastidores); Al-180 e IA, 18, IC, ID-1.150 
( colocados no fundo). 

A distribuição foi realizada de maneira aleatória, sendo que na IA colocou-se 
um maior número de ovos. 

Durante o período de desenvolvimento dos ovos verificou-se a temperatura das 
águas duas vezes por dia, às 10h e às l Sh. Com as médias destas medidas foram 
calculadas as unidades térmicas acumuladas (U.T.A.). A média do primeiro dia consti­
tui a primeira U.T.A.; as médias dos dias subseqüentes são somadas à U.T.A. anterior, 
obtendo-se, assim, a U.T.A. de cada dia de acordo com Godoy, 1946. 

Verificou-se também diariamente o pH das águas; a incidência de fungos 
(Saprolegnia) nos ovos (os quais eram eliminados quando apresentavam hifas) e o 
sistema de aeração, além da vistoria e manutenção de todo o aparato montado no 
laboratório. 

A qualidade da AB, AT do local do desenvolvimento dos ovos e AT direta foi 
analisada no Laboratório do Centro de Saneamento Básico do DMAE, estabelecendo­
se os parâmetros conforme Tabela 3. 

Sendo o ambiente pobre em plâncton específico para a alimentação, e não 
tendo-se como objetivo produzir cultura de microorganismos ou outra ração natural, 
utilizou-se uma ração na forma de farinha em pó. Esta foi produzida com matéria 
prima básica, constituída de farinha de peixe, farinha de trigo, farinha de milho e um 
complexo de dezesseis vitaminas e aglutinantes. Os teores da ração, garantidos por 
análise da Empresa Socil, totalizaram aproximadamente 40% de proteínas, 12% de 
sais, 7% de umidade e baixos índices de gorduras e fibras. Os hidratos de carbono, 
cm maior parte, e vitaminas, completam a fórmula básica. 
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RESULTADOS E COMENTt\RIOS 

Na tabela I estão registradas :t'i temperaturas médias diárias de cada incubado­
ra e aquário até a desativação de cada um deles, e também o período (n2 de dias e 
horas acumuJadas) do desenvolvimento das atividades. 

A tabela 2 mostra as u:r.A.s dos Aq4, Aq5 e Ali, cujos ovos apresentaram 
desenvolvimento completo até a eclosão, com formação de larvas. 

O período de observações e atividades de laboratório foi de dezesseis dias, 
conforme o registro a seguir: 

Aql 

Aq2 

Aq3 

Aq4 

- 6 di:l'i 
- 8 di:l'i 
- 9 di:l'i 

- 3 dias 

- 6 dias 

- 3 dias 

- 9 di:t'i 

- 3 dias 

- 4 dias 

(I 44h) -
(192h) -
(216h) -

(72h) -

(I44h) -

(72h) -

(216h) -

(72h), U.T.A. 

(96h), U.T.A. 

Observou-se dcscn\'Olvimcnto normal dos ovos. 
Apresentavam fungos cm grande quantidade. 
Desenvolvimento embrionário interrompido. 
Excesso de fungos. O aquário foi desativado. 
Ovos cm estágio avançado de desenvolvimento, mas 
atacados por fungos. 
Utilizou-se o verde de malaquita. 
Desenvolvimento embrionário interrompido. 
Apresentavam fungos cm grande quantidade. 
O aquário foi desativado. 
I ovo cm desenvolvimento embrionário. 
Os demais apresentavam fungos. 
Desenvolvimento embrionário interrompido. 
Excesso de fungos. O aquário foi desativado. 
58,SºC - Vários ovos cm desenvolvimento em­

brionário (blástula). 
73,3ºC - Desenvolvimento embrionário progres­

sivo, embora muitos ovos apresentas­
sem fungos. 

- 5 dias (I 20h), U.T.A. 88,3ºC - Ovos cm desenvolvimento embrionário. 
- 6 dias ( 144h), U.T.A. I 04,3ºC - Embriões apresentando olhos nítidos e 

- 10 dias (240h), U.T.A. 169,3ºC -
(248h) 

- 11 dias (264h), U.T.A. 187,3ºC -
- 12 dias (288h), U.T.A. 205,3ºC -

- 16 dias (384h), U.T.A. 2735ºC -

batimentos cardíacos. 
Ovos com fungos cm excesso. 
6 ovos eclodiram. 
5 ovos eclodiram. 
As larvas nadavam pelo aquário. (11 + 
9 larvas do Aq5). 
As larvas se desenvolviam satisfatoria­
mente com ração artificial. 

Apesar da constatação de fungos, o Aq4 encontrava-se estabilizado, com água 
límpida e larvas nadando com rapidez a procura do alimento cm forma de pó, 
ministrado sobre a superfície líquida. 
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Aq5 - 3 dias (72h), U.T.A. 56,9ºC - Alguns ovos cm desenvolvimento em­

brionário (Blástula). 

AI 

Ali 

- 4 dias (96h), U.T.A. 70,9ºC - Vários ovos cm desenvolvimento em­
brionário. 

- 5 dias (120h), U.T.A. 86,4ºC - Embriões com olhos formados mas sem 

- 8 dias (192h), U.T.A. 134,4ºC -

- 10 dias (240h) U.T.A. 167,4ºC -

- 12 dias (288h), U.T.A. 203,SºC -

3 dias (72h) 

- 3 dias (72h) U.T.A. 58ºC -

- 6 dias (144h), U.T.A. 102,SºC -

- 11 dias (264h), U.T.A. 186,9ºC -
- 12 dias (288h), U.T.A. 205,3ºC -

pigmentos, circulação sangüínea e me­
láforos. 
Vários embriões continuavam cm pleno 
desenvolvimento. 
Embriões apresentando olhos bem for­
mados e movimentando a cabeça e as 
mandíbulas. 
9 ovos eclodiram. Neste dia as 9 larvas 
e alguns ovos foram transferidos para 
o Aq4 e o aquário foi desativado devi­
do ao excesso de fungos. 
Ovos em desenvolvimento embrionário 
interrompido entre 30 e 48h. Excesso 
de fungos. Presume-se, também, pela 
posição das pedras porosas e produção 
de microholhas, pouca oxigenação na 
água de fundo. 
Ovos em desenvolvimento embrionário 
(Blástula). 
5 embriões encontravam-se no bastidor, 
sendo que 3 foram eliminados por con· 
terem fungos. 
Vários ovos eclodiram. 
17 larvas nadavam no aquário. 

Este aquário, com 5 litros de AB, ovos cm bastidor, oxigenados e com verde 
de malaquita, apesar da presença dos fungos apresentou 21,2% de eclosões, o maior 
índice entre os experimentos. As larvas também foram transferidas para o Aq4, 
aquário que apresentava as melhores condições ambientais. 

Acredita-se que também houve falhas na fecundação, provavelmente, pela 
imaturidade de óvulos, especialmente. 

Em síntese, ohscrvou-se que no Aq4, com 54 1 de AT sem anti-cloro, eclodiram 
11 larvas; no Aq5, com 198 1 de AT com anti-cloro e verde de malaquita, eclodiram 
9 larvas, e no Ali, com 5 1 de AB e verde de malaquita, eclodiram 17 larvas, 
totalizando apenas 37 larvas, motivo pelo qual os experimentos deverão ser repetidos 
a fim de serem detectadas as origens dos fatores negativos. 
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l11c11badoras 

3 dias (72h) - Os ovos apresentavam-se com as mesmas divisões celulares do 
primeiro dia e muitos ha,·iam gorado. Não constatou-se fungos, entretanto, para uma 
perfeita comprovação da interrupção do desenvolvimento embrionário, o sistema 
continuou cm observação. 

5 dias (120h) - O estágio do desenvolvimento dos ovos encontrava-se nas 
mesmas condições do primeiro dia. 

9 dias (216h) - Todas as incubadoras foram desativadas. 
Observou-se que todos os ovos d,L'i incubadoras tiveram seu desenvolvimento 

paralizado no momento cm que receberam AT direta, e não constatou-se a presença 
de quaisquer fungos. 

Além do cloro residual há outros parâmetros com valores não adequados para 
· a piscicultura do peixe-rei, como o 0D e pH, principalmente. 

CONCLUSÕES 

O histórico sobre a piscicultura do Peixe-rei é enriquecido com o trabalho 
de Fortes em Porto Alegre, RS. 
Na água tratada, cm repouso por três dias (Aq4), naquela onde utilizou-se 
anti-cloro (Aq5), e na água bruta (AII), através da técnica utilizada, os 
ovos de peixe-rei desenvolveram-se, originando larvas sadias. 
Nas incubadoras, a multiplicação celular dos ovos foi interrompida ao 
receberem água tratada direta, e não houve surgimento de fungos, com­
provando, assim, que a mesma é letal para ambos. 
O verde de malaquita, utilizado internacionalmente no combate a fungos 
sobre ovos cm incubação, na proporção utilizada de 1 g/200 litros durante 
os três primeiros dias alternados, nos Aq2, Aq5 e AII, não foi eficaz. 
As larvas alimentam-se satisfatoriamente com ração artificial, sendo neces­
sário a continuidade dos experimentos para a reavaliação de seu compor­
tamento e crescimento. 
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Tahcla 1. Médias do controle diário de temperaturas (C) da água durante o desenvolvimento 
dos ovos nas incuhadoras e aquários. 

INCUBADORAS AQUARIOS Total de dias/horas 
Data A 8 e o 2 3 4 5 )1 acumuladas 

6/9 14,0 14,0 14,0 14,0 14,9 14,; 14,5 14,; 14,0 14,0 14,; 0/0 
719 14,0 14,0 14,0 14,0 14,9 14,5 14,5 14,5 14,0 14,0 14,5 1/24 
8/9 14,0 14,0 14,0 14,0 14,9 14,; 14,5 14,9 14,9 14,0 14,; 2/48 
9/9 14,0 14,0 14,0 14,0 14,9 14,5 14,5 14,9 14,0 14,0 14,5 3/72 
10/9 14,0 14,0 14,0 14,0 14,; 14,0 14,0 14,5 14,0 - 14,0 4/96 
11/9 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,5 - 15,0 5/120 
12/9 16,0 16,0 16,0 1 ;,5 16,0 15,; 15,5 16,0 16,0 - 15,5 6/144 
13/9 16,0 16,0 16,0 16,0 16,0 - 16,0 16,0 16,0 - 16,0 7/168 
14/9 16,2 16,0 16,2 16,2 16,5 - 16,0 16,0 16,0 - 16,0 8/192 
15/9 16,5 16,5 16,5 16,5 17,0 - 16,5 16,5 16,5 - 16,9 9/216 
16/9 - - 16,5 16,S - 16,S 10/240 
17/9 - - 18,0 18,2 - 19,0 11/264 
18/9 - - 18,0 18,2 - 19,0 12/288 
19/9 - - 16,4 - 13/312 
20/9 - - 16,9 - 14/336 
21/9 - - 16,8 - 15/360 
22/9 - - 18,1 - 16/384 

Ohs.: (-) período em que foram desativados os aquários e incubadoras. 
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Tahela 2. Medidas de U.T.A.s (Unidades Térmicas Acumuladas). horas e total de dias. de 
desenvolvimento dos ovos e larvas de peixe-rei. Odo11Jhestes bo11arie11sis (Valenciennes) nos 
Aq4, Aq; e Ali. 

UTAs (Unidade Térmica Acumulada) Total de horas N2 de dias 
Dias Aquário 4 Aquário; Aquário II acumuladas Acumulados 

e h 

6/9 14,; 14,0 14,; o o 
7/9 29,0 28,0 29,0 24 1 
8/9 43,9 42,9 43,; 48 2 
9/9 ;8,s ;6,9 ;s,o 72 3 
10/9 73,3 i0,9 72,0 96 4 
11/9 88,3 86,4 87,0 120 ; 
12/9 104,3 102,4 102,; 144 6 
13/9 120,3 118,4 1 IS,; 168 7 
14/9 136,3 134,4 134,; 192 8 
1 ;;9 1;2,8 1;0,9 1;1,4 216 9 
16/9 169,3* 167,4 167,9 240 10 
17/9 187,3* 18;,6 186,9* 264 11 
18/9 20;,3• 203,8* 20;,9 288 12 
19/9 221,7* 312 13 
20/9 238,6* 336 14 
21/9 z;;,4· 360 1; 
22/9 273,; 384 16 

* Ohs. Dias em que ocorreram as eclosões dos ovos nos ac1uários. 
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Tabela 3. Parâmetros de qualidade da água do ambiente natural - Água Bruta do l.ago Guaiha, 
local de captura do peixe-rei; do :11nhiente artificial - Água tratada, local do desenvolvimento 
das larvas e da água tratada direta da Estação de Tratamento de Água do DMAE. 

Parâmetros 

Oxigênio dissolvido 
(00) 

Demanda Bioquímica 
de Oxigênio (OBO) 

Cloreto 
Cloro Residual 
Alcalinidade 
pH 
i\itrito 
Nitrato 
Fosfato Total 
Condutividade 
Sódio 
Potássio 
Ferro 
Plâncton 

Água Bruta Água Tratada Água Tratada 
(direta corrente) 

(Amb. Natural) (Amh. Artificial) (Amb. Artificial) 

9,3 

0,6 

5,25 

1,4 
7,22 
0,01 
0,54 
0,20 
52,7 
3,04 
1,57 
0,81 

],01 X 10 

8,9 

2,6 

17,16 

8,0 
7,23 

0,018 
0,50 
0,26 
99,2 
11,43 
2,50 
ND 

5,0 X 10 

6,6 

10,03 
1,;o 
6,0 
5,9 
NO 
2,24 
0,21 
100,0 
5,4 
2, 1 

0,24 
1,3 X 10 

Obs.: i\D - Não detcctávcl. 
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