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METODOS BASICOS E NOVOS
PARA O CULTIVO DE PROTISTAS LIVRES

Diethardt Horst Armin Jebram!

ABSTRACT

Free Aliving protozoa/protistans are only very shightly investigated in Brazil. To iniciate
stdies about these ecologically important erganisms, new and easily aplicable methods have
heen developed on the base of eertain traditional ones. As well have been presented reasons
not to use cerain other traditional methods. Have been presented: reasons to study living
pratistans and net only preserved probes, 2 method for “isolation of protistans by capillury
pipettes along series of drops”, basic and new cultivation miedia for freshwater protistans, basic
and partially new types of alimentation for many species of protozoans, and a mode to set up
slides to study living protistans in the microscope.

INTRODUCAO

Pesquisas sobre protozodrios parasiticos apresentam uma boa tradigdo no
Brasil, enquanto os protistas de vida livre sio pouco investigados.

Porém, os protistas livres t&m muita importincia nos ecossisiemas, especial-
mente nas dgoas e ne solo. Protistas fotossintéticos pdem em disposi¢io uma grande
parte da produgio primiria necessitada para sustentar cadeias alimentares. Protistas
fugotrdlicos, como consumidores primdrios e secund:dirios, transmitem a energiz arma-
zenada pelos produtores aos consumidores maiores. Virios protistas livres, além de

I.  laboratério de Protistologia. Instiwie de Biociéncias — PUCRS. Av. Ipiranga, 0681 —
Frédio 12, BROOGI9-900 Porto AlegreRS — Brasil.
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bactérias e fungos, tém importincia na remineralizagio de substincias orginicas e na
reciclagem de elementos, portanto, para a fertilidade do solo e da dgua. Com esses
processos eles também decompdem uma grande parte de substincias venenosas e,
assim, tém um papel importante na desintoxicacio do meio ambiente. Além disso, nos
paises mais desenvolvidos, protistas sio usados como objetos modelos em pesquisas
sobre as ultracstruturas de seres vivos, sobre a citologia, fisiologia, bioquimica,
biofisica, genctica e a evolucdo, mas também no ensino, nas disciplinas biologicas.
Tudo isso mostra a importincia dos protistas, o que exige pesquisas sobre eles.

Para certos tipos de investigacoes, especialmente para levantamentos popula-
cionais e estatisticos de uma fauna qualitativamente jd conhecida, pode-se usar amos-
tras fixadas. Porém, na bhibliografia antiga encontram-se muitas descricoes erradas ou
insuficientes e sinonimos errados, porque aquelas pesquisas foram realizadas a base
de amostras preservadas. Entiio, para comegar a conhecer a fauna de protistas de uma
nova drea e identificar as espécies corretamente, investigacoes 2 base de organismos
vivos sio indispensiveis. Em seguida serd demonstrado, como pode-se iniciar estudos
sobre protistas livres e vivos — especialmente de dgua doce.

PROCURA E COLETA DE AMOSTRAS

Protistas vivem em quase todas as dguas naturais, seja num arroio, rio, lago,
no mar ou numa pequena dgua parada, que ficou depois de uma chuva forte por
alguns dias, mas também no solo terrestre, na superficie de rochas ou da casca de
drvores. Protistas encontram-se também nas dguas em baldes ou vazos, que ficaram
expostos 2 circulagio livre do ar, nas “fitotelmas™ entre as bases das folhas de
bromelidceas ou na dgua presa entre as folhas de musgos, para dar somente alguns
exemplos.

Para iniciar o trabalho com protistas existe um método tradicional através de
uma cultura nio limpa (“cultura crua”) de protozodrios por meio de “infusdes” Em
recipientes com dgua coloca-se certos materiais orginicos como “fertilizantes”, como
feno, folhas de alface ou partes de casca de banana. Aqui no Brasil, a dgua corrente,
que sai da torneira, normalmente contém muito cloro para combater bactérias. Entio,
tem que ferver essa dgua para que libere o cloro, que inibe também a propagagio
dos protozodrios. Depois de resfriada, a dgua pode ser usada para a infusio. Nesta
aparecem, numa certa seqiiéncia e além de bactérias, fungos e algas microscpicas,
virios protozodrios, como pequenos flagelados heterotrdficos e virios ciliados, e
finalmente algumas amebas. Eles desenvolvem-se a partir de estigios encistados, que
estavam presos nas superficies dos materiais vegetais de indculo ou entraram trans-
portados pelo ar. As espécies encontradas nessas infuses e a seqiiéncia de aparéncia
das espécies depende parcialmente do tipo ¢ da quantidade do material usado na
infusiio e do lugar da sua realizaciio (por exemplo, na Europa ou na América do Sul,
ou numa cidade grande ou numa vila no campo). Em geral vale que nio devese
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colocar muito material orginico na infusiio para evitar que se desenvobvam excessi-
vamente muitas baciérias nely e consumem o oxigénio e, por isse, protozodrios
comuns, que sao aeréhicos, nio conseguem sobreviver nela. E muito melhor, por
pouce material erginico na infusio ¢, talvez, inocular nela também uma certa porgio
de uma sdgua natral para facilitar ¢ acelerar o desenvolvimento de uma hoa fauna
de protozodrios. Finalmente, cada pessoa interessada deve experimentar e adquirir
experiéneiz propria com esse método.

Mais simples €, buscar wma porgiio de uma igua natural da vizinhanga e
investigi-la através do microscdpie. Assim pode-se conhecer diretamente, que tipos de
MIiCroorganisimos encontram-se nas dguas, as quais nés passamos no dia-a-dia. Nio é
bom usar uma rede para essa 1arefa — por virias razdes: Primeira, quase todas as
redes comuns deixam passar niio apenas a maioria das bactérias e dos nanoplancton-
tes mas também wma certa parte do microploncton. Na segunda raziio, a concentra
¢io {pela rede} de organismos, que precisam respirar, junto com o decréscimo da
concentragio do oxigénio por causa do aumento da temperatura da amostra de fora
do scu ambiente natural reduz drasticamente o acesso 10 oxigénio, 0 que aumenta
rapidamente 2 mortilidade dos planctontes. Na terceira raziio, a concentragiio pela
rede machuca e mata muites dos planctontes, que nilo estio mais acessiveis para
serem ohservados vivos, ¢, além disso, os caddveres no processo da sua degradagio
consumem muito oxigénio e, as vezes, também liberam substancias t6xicas, o que
acelera 4 matanga nas smostras de plincton. Portanto, recomenda-se buscar simples-
nente amostras da dgua natural com a sua concentraciio natural dos seus planctontes,
Para evitar uma rdpida reducio de oxigénio nas amostras, recomenda-se encher os
recipientes de transporte gpenas 4 metade ou, no mdximo, a duas ter¢as partes do
scu velume — especialmente durante o verdo e/ou quando a volta 2o Jaboratério dura
algumas horas. Para o transporte recomendam-se recipientes de vidro (de laboraté-
rio), com uma abertura ampla, ¢ com uma tampa com rosca bem ajustada, mas ndo
de pldstico, porque 1 maioria dos plasticos libera substincias tdxicas na dgua. Para
evitar um rdpido aumento da temperatura & bom, colocar os recipientes durante o
transporte em caixas com isopor ou pelo menos com jornais em volta, talvez também
com pequenos blocos de gelo, e protegelos da insolacio direta, Nas dreas tropicais,
e na drea sulbrasileira pelo menos nas estagbes quentes do ano, também com todas
estas preciucdes, o transporte nde pode durar mais do que meio dia para evitar uma
perda dristica dos protistas nas amostras.

Imediatamente depois da viagem, numa sala com ar condicionado (teniperatura
em volta de 20°C), temos que abrir as twmpas para permitir acesso 20 oxigénio. — A
composicio dentro de wma amostra, isolada do sex ambiente natural, muda mais ou
menos rapidamente: alguns componentes comegam logo a desaparecer gradualmente
(morrendo por causa de subnutricio ou sdo consumides por outres planctontes),
enquanio outros podem aumentar a sua populaciio durante algum tempo, para depois
também desaparecerem. Por isso, @ investigago das amestras com organismos vivos
1em que ser realizada pelo menos dentro de poucos dias apés a sua coleta. Por isto,
o € pritica coletar no mesmo lempo mustas amostras a fim de estudos de protistas vivos.
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ISOLAMENTO DE CLONES DE PROTISTAS

Se é encontrado um espécime de protista numa preparacio microscopica, € @
posigio tuxondmica dele tem que ser investigada, normalmente ele morrerd ansies de
conhecer-se, qual é a sua espécie. Geralmente precisa-se de virios individuos para
identificar uma espécic com certeza. Para garantir que os individuos investigados
possuem geneticamente 0s mMesmos caracieres taxonbmicos, necessita-se de clones
cultivados em condigdes bem conhecidas ¢ controladas, O métode aplicado aqui
chama-se de “cultive paralelo”, que pode ser usado tanto para fins taxondmicos
quanto para estudos ecoldgicos/fisipldgicos.

0 método mais simples para iniciar “clones” é o “isolamento” por meio de
pipetas cupilares sob cstereomicroscopio com aumente adequado (normalmente entre
10 e 60 vezes) e iluminagio transmitida,

Para uma predugdo prépria de pipetas capilares usa-se pipetas normais (de
Pasteur) ou tubos de vidro de un didmetro de cerca de 7 mm ¢ uma chama forte de
gds (cuidado: circulagio de ar no lugar efou umidade elevada podem dificuliar
seriamente a fabricagio de pipetas capilares!), Segura-se o corpo da pipeta em uma
mio ¢ gerase a boca da pipeta na chama. Depois pega-se 4 ponta da pipeta com uma
pinga, na outra mio, ¢ puxa-se no sentide longitudinal, Pontos criticos nesse processo
sdo: puxar o capilar ne momento certo (quando o vidro tem o grav certo de moleza)
¢ com 2 for¢a e na diregio certa. Puxando com forga excessiva, o capilar serd fino
demais ou quebra; com pouca ferga o capilar fica grosso demais; ¢ na diregiio errada,
forma um capilar torto, Normalmente precisa-se de treinamento prévio para aprender
a fazé-lo corretamente. O didmetro do capilar tem que estar ajustado a0 tamanho do
protista, que se pretende isolar — geralmente um pouce maior do que aquele.

Para certos protistas grandes, especialmente para espécies sem parede forte (p.
ex., certos ciliades), a boca do capilar tem que ser arredondada na chama de gis para
nio matar o protista, quande o mesmo entra no capilar. Aqui aparece uma outra
dificuidade; a ponta da pipeta capilar tem que ser puxada rapidamente através da
chama, mas niio ripido 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 excessive 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 experiéncia e paciéncia — mas o esforco vale a penal

Comega-se o processo de isolamento com wma pequena parte da amaostra total,
dentro de uma placa de Petri ou, melhor, dentro de uma taga de vidro com um
difimetre de cerca de 10cm e uma altura maxima de 4cm; encher apenas i metade.
Controlase 2 amostrd no estercomicroscopio ¢ procurase protistas, que sio de
interesse. Para espécies de tamanhos normais ou pequenocs serve simplesmente a
“for¢a capilar” para sugar os protistas para dentre da pipeta, ¢ nio precisa-se usar o
bulbo de borracha da pipeta para isso. Usase o bulbo somente para liberar o
contedde do capilar num outro recipiente ou para capturar protistas grandes, porque
capilares com didmetros maiores possuem uma menor forga capilar, enquanto proto-
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zodirios maiores muitas vezes m uma motilidade muito mais forte para escapar da
caga. Libera-se os protistas capturados, sab controle pela lupa, para dentro de uma
tacinlit pequena de vidro, com cerca de 40mm de didmetro ¢ de 16mim de alwrs, §i
com meio de cultura. Se os protisias alteram drasticimente o tipo dos scus novimen-
tos ou sua forma ou seu plasmalema rebenta, o meio de cultive testado estd inapropriado.

Para ¢ isolameato propriamente dito necessita-se de vdrios ou até muitos
individues de couda espécic desejada. Na primeira etaps, o “préisolamento”, com cada
pipetagio entram tmbém outros componentes da amostra, junte com 0s protistas
descjados, especialmente, se a amostra é rica em fito-planctontes. Assim eneontram-se
na tacinha do préisolamento wma mistura de virios prodistas desejados ¢ de muitos
indesejudos. Por isso, depois € necessdrio um isolumento verdadeiro,

A principio, o isolumento € um tipo de diluicio em passos sucessivos para
perder todos as componentes ndo desejados. Existem virias possibilidades para isso.
Para espécies grandes ¢ bem méaveis pode-se usar uma séric de tacinhas: todos os
protistas desejados s3o pipetados da primeira para a segunda, depois todos desejados
da segunda para a terceira tacinha, e, assim, sucessivamente. Para espécies nenores
recomenda-se 0 uso de ums “séric de gotas” do mceio de cultive no funde de uma
placa de Petri. Todas as passagens de uma série tém que ser realizadas imediatamente
uma depois da outra, para que protistas indesejidos nie tesham chance de se
multiplicar em periodos entre as passagens, Durante as mesmas perdeni-se ndo apenas
planctontes nio desejados mas também protistas desejados: zlguns morren: no pro-
cesso da pipetagio; outros grudam na parede da pipeta; cutros ficam escondidos nos
cantos das tacinhas ou potas ou siio confundides com grios de pé ou detrito.
Dependendo do tamanho da espécie, da delicadeza do seu cértex ¢ da motilidade,
pertnanecem, em geral, apenas 173 até 1720 do nidmero inicial dos individuos captu-
rades, Para controlar o grau de perda, conta-se os individuos reencontrados em cada
passagent. Dependendo dos fatores indicados acima, precisa-se de 4 2 8 {ou mais)
passagens (normalmente hastam 6 passagens), para que 2 espéeie descjada fique livre
de outros organismos eucaridticos. Tem-que-se comegar conl um nimero adequado it
no prédselamento. Pordm, se a espécie a ser isolada tem uma camada externa de
mucitagem, na qual grudam outros protistas, o processo de iselamento ¢ nwite niais
dificil ¢ tem que ser repetido virias vezes, até obter-se clones limpos.

O Gltimo passo do isolamento ¢ o seguinte: coloca-se numa tacinha uma nica
gota de meio; tira-se um espécime da ultima tacinha ou gota da série de isolamento
¢ inoculase 0 mesmo nessi nova gota. Ai verifica-se que realmente apenas um tnico
protista entrou nela; cuse coatrdrio precisa-se tirar todos os demais individuos da
gota. Depois, completa-se @ tacinha com meio de cultura até a metade do seu volume.
Assim preparase 3 ou 0 tacinhas paralelamente para cada espéeie, sendo cada 3
dessas tacinhas colocadas juntas nema placa de Petri {didmetre de cerca de 10 cm).
Etiquetas nas placas de Petri 1#m que indicar a espéeic ou pelo menos o tipo de
protista, o hugar da sua coleta, o tipo de meio de cultura ¢ da alimentagdo, se for
necessirio. ¢ a data da inoculuciio. Sc os protistas possuem plastidios ou sintbiontes
fotossintéticas, colocu-se as placas de Petri com estes numa estante com iluminagio
udequada (Kimpadas fluorescentes) — nuaca dirctamente ao Sol! Sc os protistas siio
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suspeitos de serem fagotréficos, 1ent-que-se suplementar as tacinhas com uma afimen.
tagao adequada (veja mais adiante}.

Os protistas isolados serdo deixados para se propagarem ¢ formarem clones,
mas ¢ preciso controlar as tacinhas, na época inicial, a cada dia. Se eles nio se
multiplicam, companentes do modo de cultivo (composicio do meio, pH, salinidade,
alimentagio, iliminagio, temperatura) sio inapropriados. Nesse caso precisase expe:
rimentar ¢ adaptar as condigdes do cultive 3s necessidades do protista a ser cultivado.

As vezes aparccem contaminages ¢ um “re-isolamento” ¢ necessdrio. ~ Quan-
do os protistas sio apropriadamente limpos, cles serio mudados para recipientes
maiores, para o cultivo de rotina, de estoque. Por exempto, em frascos de Erlenmeyer
de 100 a2 300 ml ou em tagas de 10 ¢cm de didimetro {cerca de 150 ml velume bruto).
Estes recipientes devem ter tampas apropriadas, que evitem a entrada de germes
estranhos, mas permitam intercimbio de gases. @ tipo de recipiente para o cultivo de
estoque depende das necessidades do protista (tipo de alimentaciio, freqiiéncia da
renovigio do meio).

O isolamento por meio de pipetas capilares € muito eficiente para protistas
grandes, méveis efou planctontes e também € aplicivel para flagelados pequenos.
Porém, para protistas pequenos ¢ iméveis, esse método tornase dificil, porque
aqueles facilmente podem ser confundidos com griios de pé ou detritos no meijo, ou
ficarem grudados nas paredes do recipiente. O maior grau de dificuldade, para o
isolamento por pipetagio, ocorre parp estigios encistades de certos protozodrios
pequenos e para pequenas amebas com movimentos muito lentos.

Para protistas {m:ais ou menos) iméveis ¢ especialmente para os fotossiniéticos,
cxiste uma outra téenica de isolamento: preparase placas de Petri com agar, seme-
fhantes aquelas usadas para isolamentos de bactérias, adicionando 1 a 2% de agar a
um meio liquido adequado. Na superficie do agar na placa distribui-se uma gota da
umostra ok, melhor, de um “pré-isolado”, por meio de uma espdtula de vidro. Depois
cxpbesse a placa a uma iluminagio adequada. Protistas fotossintéticos propagam-se na
superficie do agar formando agregacdes (“coldonias”) de células. Uma vartagdo desse
medo de isolamento € uma dispersde por borrificade da amostra {ou de um pré-
isolado) em microgotas com ar pressurizado ¢ esteril-filtrado, sobre a superficie de
placas de agar, através de um injetor. Na primeira tentativa, estas duas 1écnicas
normalmente ainda nZo fornecem clones limpos, ¢, assim, um ou varios re-isolamen-
o5 em placas de agar sfo necessirios. Com essas duas técnicas € possivel realizar
isolamentos de formas cocais de cloroficeas ¢ de diztomdceas, por exemplo, mas
também de protistas fotossintéticos e normatmente monadais, que possuem a capaci-
dade de formar estdgios cocais ou encistados, como espécies de Chiantydomonas ou
de alpuns outros volvocinios.

Para alcancar culturas livees também de bactérias, precisa-se de téenicas, pro-
dutos quimicos e equipamentes mais sofisticados, p. ex., esterilMiltragio do meio de
cultura efou adigio de antibidticos e trabalhar com as culturas abertas, exclusivamen-
te dentro de uma “capela de fluxo laminar™.
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MEIOS BASICOS PARA O CULTIVO DE PROTISTAS DE AGUA DOCE

Quase todos os protistas vivem num ambiente aqudtico ou pelo menos perio-
dicamente molhado. Assim, recomendam-se solughes como meio de cultivo. Um meio
bisico usade no laboratério do presente antor é o “meio D". Este originalmente foi
desenvolvido para o cultivo de desmidioficeas (SCHLOSSER, 1982). Porém, numa
forma um pouco modificada {Tabelas T a IX) esse meio é bom ou pelo menos
suficiente, para a maioria dos protistas fototréficos de dgua doce.

Tabela I: “Meio D" (versio modificada)

Componentes/iratamentos: 1 L meio 4,5 L meio
1. Agua destilada 932 ml 4194 ml
2, Extrato de terra {veja Tab. ) 3% ml 135 ml
3. Solugio Ia {veja Tah. 1) 0 m 45 ml
4. Solugio VII (veja Tub. XI1} 2 ml 9 ml
5. Solugdo Hib (veja Tub. ¥) 0,5 ml 2,5 ml
6. Solugdo lila (veja Tub., ¥I) 4,5 ml 20,0 ml
7. “Mix 8" =I¥ (veja Tub. YII) 1,0 ml 4,5 ml
8. Autoclavar: 20min. 3 120°C (2 atm).

9. Delxe resfriar-se — depois suplementar com

10, Solugic Ib (veja Tab, VIII} 10 ml 45 ml

11, Solugic ¥ (veja Tab, IX) 10 ml 45 ml

Tabeia IL: Extrato de Terra

1, Terra vegetal ou turfosa, de unya mata, cosn bastante dcido himico, sem

agrotéxicos 2.060 ml

2. Agua destilada 3500 mi

O

Antoclavar 60-80 min, 2 12¢°C (2 atm.).
Deixe resfrizrse — depois
decantar e fibtrar a solugiio através de um filtre de papel.

Distcibuir o extrate, cada vez 700 ml, em frascos de 1.000 ml.

Autoclavar de novo, deixe resfriar-se, e estocar na geladeira,
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Tabela 111: Solugio Ia (de sais nutritivos)

1. MgS0y 1y
2. KNO3 10 g
3. Agua destilada 1.000 ml
4. Autoclavar 20 min. 2 120°C (2 atm.).

5. Deixe resfriarse — estocar (possivel fora da geladeira).

Tabela IV: Solugdo 11

Ll o

Agua destilada cerca de 1 litro
CaS04 — em excesso, mais do que se resol-
Estocar na mesa ve na dgua, para formar uma solu-

cdo saturada.

Tabela V: Solugiio 1llh (de ferro)

1.000 ml¥ 250 ml¥
1. Agua destilada 1.000 ml 250 mi
2. NaEDTA (=Titriplex 11l MERCK) ig 1 g
3. FeS047H,0 78 1,75 g
Autoclavar 20 min. 2 120°C (2 atm.).
Deixe resfriar-se — estocar na geladeira,
¥)  Infelizmente, essa solugio envelhece dentro de poucos meses, por isso, recomendase

preparar cada vez apenas uma pequena quantidade (250 ml); quando a cor da solugio
muda, de inicialmente amarela para marrom clara, por causa da oxidagio de Fe2* em Fed*,
a solugiio 1lIb ndo serve mais para preparar meios de cultivo.
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Tabela VI: Solucio IMla (de metais tragos) (preparada em duas etapas)

“Estoque 1" — resolva separadamente: No “estoque 11"
a) cada vez em 100 ml dgua dest.: entram cada vez:
1. ZnS047H,0 01 g - 1 ml
2. MnSO44H,0 01 g - 2 ml
3. H3BO; 02 g - 5 ml
b) cada vez em 100 ml dgua destl.:
4. Co(N03),.0H,0 02 g = 5ml
5. NapMo0y4.2H,0 02 g - 5ml
6. CuS04.5H,0 0,005g — I ml
¢) “Estoque II" usado para 0 meio 19 ml
7. Agua destilada 981 ml
8. NaEDTA (= Titriplex 1l MERCK) 04 g
9. Suplementar com as solucoes do “estoque 1" 19 ml

10. Autoclavar 20 min. 2 120°C (2 atm.).
11. Deixe resfriar-se — estocar na geladeira.

Tabela VII: Solucio IV (= “MIX 8") (de elementos tragos)

1. Agua destilada 1.000 ml
2. KBr 22,00000 g
3. K] 0,02000 g
4. Licl 0,00006 g
5. RbCl 0,00061 g
0. SrCly 0,38000 g
7. AlCl3 (ndo inspirar: toxico) 0,03000 g
8. Autoclavar 20 min, a4 120°C (2 atm.).

9. Deixe resfriar-se — estocar na geladeira,

Tabela VIII: Solucio 1b (de um sal nutritivo)

1. Agua destilada 1.000 ml
2. KHaPOy4 lg
3. Autoclavar 20 min. i 120°C (2 atm.).

4. Deixe resfriar-se — estocar na mesa.
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Tabela IX: Solucdo V (de vitaminas)

a) Resolva em dgua destilada autoclavada 700 ml
1. Thiamine 100 mg
2. Acido nicotinico 20 mg
3. Pantotenato de cilcio 20 mg
4. Acido p-aminobenzdico 2 mg
5. Biotin 0.2 mg
0. Inositol (myo-inosit) 1.000 mg
7. Acido folico 0,4 mg

b) Resolva em dgua destilada separadamente. 300 ml
8. Thymine 600 mg
9. Esquenta na estufa — sem ferver, para que a substancia se dissolva.

. Deixe resfriar-se — junte com a primeira parte (a).
. Vitamina Byz (como cianocobalmin) 0,4 mg

Estoque na geladeira — ou, melhor, em porgdes a serem usadas na preparagio dos
meios, no freezer, em frascos escuros.

Para muitos protistas fagotréficos a concentragio de alguns componentes da-

quele meio, especialmente do nitrato e dos metais pesados, como usado para protistas
fotossintéticos, ¢ alto demais, especialmente para rizopodes. Por isso, recomenda-se
uma redugio desses componentes. Na literatura cientifica encontram-se muitos meios
especiais. No entanto, achou-se um modo mais simples, mas também muito eficiente:
diluir o meio D e suplementar 0s novos meios com certos componentes. Assim, uma
séric de meios mais diluidos foram criados no laboratério do autor: “D/4", “D/8A”,
e “D/8B" (Tabelas X a XV). Meio D/4 é bom para protistas fotossintéticos de dguas
menos ricas em nitrato. Os meios D/8 podem ser usados também para certos protistas
fototréficos, mas siio bons especialmente para a maioria dos protistas fagotréficos, os
“protozodrios sensu stricto”, da dgua doce.

Tabela X; “Meio D/4A”

Componentes/tratamentos 1 L meio 2 L meio
1. Agua destilada 705 ml 1.410 ml
2. Meio D completo (veja Tab. 1) 250 ml 500 ml
3. Solugio VI (veja Tab. XI) 10 ml 20 ml
4. Solucdo VIII (veja Tab. XII) 15 ml 30 ml
5. Autoclavar 20 min. i 120°C
(2 atm.).

6. Deixe resfriar-se — depois suplementar com

7. Solucio Ih (veja Tab. VIII) 10 ml 20 ml
8. Solugio V (veja Tab. 1X) 10 ml 20 ml

Comun. Mus. Ciénc. PUCRS. Porto Alegre, n® 50, p. 3-20, novembro, 1993



Tabela XI: Solugio VI

13

1. Agua destilada 1.000 ml
2. NaCl 50g
3. Kl 04g
4. NaHCOj 04g
4. Autoclavar 20 min. & 120°C (2 atm.).

5. Deixe resfriarse — pode estocar na mesa.

Tabela XII: Solugdo VII

1. Agua destilada 1.000 ml
2. Ca0 em excesso, mais do que se dissolve — pode estocar na mesa.

Tabela XIII: “Meio D/8A™ (dcido: pH ~ 6,3)

Componentes/tratamentos 1 L meio 2 L meio
1. Agua destilada 825 ml 1.650 ml
2. Meio D completo (veja Tab. 1) 125 ml 250 ml
3. Solugio VI (veja Tab. XI) 10 ml 20 ml
4. Solucio VI (veja Tah. XV) 20 ml 40 ml
5. Autoclavar 20 min. 2 120°C (2 atm.).

6. Deixe resfriarse — depois suplementar com

7. Solugio Ib (veja Tab, VIII) 10 ml 20 ml
8. Solugio V (veja Tab. IX) 10 ml 20 ml
Tabela XIV: “Meio D/8B” (bidsico: pH~7,7)

Componentes/tratamento 1 L meio 2 L meio
1. Agua destilada 838 ml 1.676 ml
2. Meio D completo (veja Tab. I) 125 ml 250 ml
3. Solugio VI (veja Tab. XI) 10 ml 20 ml
4. Solugio VII (veja Tab. XII) 7 ml 14 ml
5. Autoclavar 20 min. 2 120°C (2 atm.)

6. Deixe resfriarse — depois suplementar com

7. Solugio Ib (veja Tab. VIII) 10 ml 20 ml
8. Solucio V (veja Tah. IX) 10 ml 20 ml
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Tabela XV: Solugio VI

1. Agua destilada 1.000 ml
2, CaCly.2H,0 054
3. Ca(H,P04)5.1H,50 0,10 g
4, Autoclavar 20 min, a 120°C (2 atm.).

5. Deixe resfriar-se — pode estocar na mesa,

Outros meios/métodos mais ou menos simples para um cultivo de protozodrios
silo descritos por virios autores, p. ex., CHU (1942), MAYER (1971), STARR (1971),
STREBLE & KRAUTER (1981). Certos protistas tém exigéneias muito especiais e,
portanto, precisam de meios especiais (que nio podem ser listados aqui), p. ex., para
protistas de habitats anaerdbicos, para certos dinoflagelados e certos cuglenidios.
Meios simples para protistas marinhos sido bascados em dgua do mar e suplementados
de modo parecido com o meio D. Para organismos de dguas salobras a dgua do mar
¢ diluida adequadamente com dgua destilada e também suplementada com nutrientes
(JEBRAM, 1977a, b; VIEIRA, 1977).

ALIMENTACAO LABORATORIAL DE PROTISTAS FAGOTROFICOS

Para protozodrios existem dois tipos de alimentos bisicos: (1) bactérias, e (2)
“algas” unicelulares (=protistas fototréficos). Com um pouco mais de experiéncia
observa-se ainda a necessidade de aplicar outros tipos de dietas: p. ex., (3) uma
combinacio de bactérias e algas unicelulares, ou (4) outros protistas fagotraficos.

(1) Exclusivamente bactérias servem de alimentos para virios pequenos flage-
lados, amebas e ciliados. Se nio pretende se fazer experimentos, que exijam um
controle exato dos fatores ¢ da alimentaciio, pode-se usar misturas de virias bactérias,
que propagam-se facilmente a base de fermentagiio de certos materiais orgdnicos.
Antigamente, pequenos pedacos de queijo ou de um certo tipo de nabo ou grios de
certos cereais ou extrato de feno foram usados para iniciar o desenvolvimento de
bactérias para alimentar protozodrios num cultivo rotineiro. Porém, os queijos atual-
mente produzidos em fibricas contém substincias desfavordveis para um cultivo de
protistas. Aquele tipo de nabo quase desapareceu dos mercados; e também o acesso
ao feno ¢é dificil hoje em dia. No entanto, apareceu para venda um “po de ovo”, que
foi ficil utilizar no laboratério; mas atalmente é dificil encontrar aquele po de ovo.
Por isso, em nosso laboratério hd muitos anos usa-se gema de ovo de galinha, cozida
e esmagada em pequenos pedacos, armazenada num pequeno frasco de vidro fechado
no freezer. Para o uso no cultivo de protistas, pequenos pedacinhos serio fervidos
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em meio /8 para matar esporos de fungos e bactérias indesejadas; depois de
resfriados, serdo pipetados nos recipientes de cultivo em quantidades variadas depen-
dendo da exigéncia do protista. Hoje em dia, ovos normalmente sio produzidos
industrialmente, aplicando hormonios, antibidticos e alimentos contaminados com
agrotoxicos as galinhas em quantidades, sendo que essas substancias tdxicas perma-
necem também nos ovos. Por isso, ovos comuns dos mercados nio servem mais para
o cultivo de protozodrios! Tornou-se necessirio procurar ovos de galinhas, que vivem
livremente no campo e ndo estdo expostas a altas taxas de agrotéxicos. Mais ficil,
atualmente, € o acesso aos nabos redondos brancos ou rabanetes brancos (rabanetes
pretos ou vermelhos nilo servem); parece que nabos ainda nio sio tratados com
muitos agrotoxicos. Bem limpos e cortados em pedacinhos de cerca de meio centime-
tro ctibico ou menos ¢ hem secados podem ser estocados num pequeno frasco com
tampa, fora da geladeira. Antes do uso para o cultivo de protistas, os pedacinhos
serio fervidos em meio D/8B para matar germes niio desejados e deixados a resfriar.
— Nesse contexto precisa-se cuidar de um problema especial: Os produtos da fermen-
tagiio de substincias organicas pelas bactérias sdo dcidos e, portanto, baixam o pH do
meio; e alguns desses produtos sdo também tGxicos em concentraces elevadas. Por
isso, 0 volume da suplementaciio de substincias orginicas tem que ser bem controla-
do e verificado experimentalmente para cada espécie de protozodrios a ser cultivada.

(2) Exclusivamente com algas unicelulares provavelmente nenhum protista
fagotréfico consegue sobreviver (se o meio de cultivo ndo contém as substincias
nutrientes necessirias, especialmente vitaminas, em solucio). Porém, em cultivos nio-
axénicos, que contém uma certa populacio de bactérias como contaminaciio natural,
podem ser mantidos virios protozodrios, especialmente certos ciliados, com algas
unicelulares, pelo menos por algum tempo.

Antigamente, espécies de diatomdceas e volvocinios (p. ex., de Nitzchia, Chlamy-
domonas, Dunaliella, Gonium) foram usados nos laboratérios como alimentos roti-
neiros para organismos fagotroficos. No entanto, verificou-se que aquelas algas niio
sdo suficientes para muitas espécies consumidoras. O autor atual descobriu que
espéceies de certas prasinoficeas, que nio possuem uma parede celular forte (p. ex.,
espccies de Nephroselmis, Heleromastix, Pyramimonas) e algumas primnesioficeas
(p. ex., certas espécies de Isochrysis, Pavlova, Chrysochromulina) sio bem melhor
alimento, tanto para virios metazodrios, como para protozodrios (JEBRAM, 1980a, b,
1984, e muitos resultados ainda ndo publicados). Certos consumidores realmente
necessitam de diatomdceas na sua dieta (p. ex., certas espécies de testiceos e forami-
niferos). Hd mais de 20 anos, HAUENSCHILD (1968) observou que “Cryptomonas”
spp. (um criptomonadinio vermelho) ¢ uma boa dieta para vérios organismos fago-
tréficos, Em numerosas séries de experimentos, o presente autor encontrou que s
resultados corresponderam as observagoes de HAUENSCHILD, mas também foi desco-
berto que acima de uma certa concentracio na dieta, criptomonadinios vermelhos
podem causar efeitos toxicos para vérios consumidores (JEBRAM, 19804, b, 1982, ¢
muitas observacdes nio publicadas). No entanto, encontrouse um outro tipo de
criptomonadinio, que ¢ verde ¢ niio causa efeitos toxicos mas ¢ bem aceito como
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alimento por muitos consumidores, tanto metazodrios quanto protozodrios. Assim,
espécies de Chroomonas e Hemiselmis virescens, respectivamente, sio bons compo-
nentes nas dietas de muitas amebas, heliozodrios, flagelados fagotréficos e ciliados,
de dgua doce, salobra ou marinha respectivamente (virios resultados proprios ainda
nio publicados).

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

(4) Vidrios protozodrios vivem saudavelmente e propagam-se bem somente se
tiverem uma dieta mais complexa, de pelo menos trés componentes principais:
hactérias, algas unicelulares e também outros protistas fagotroficos, especialmente
ciliados. Uma dieta mista de Chroomonas caudata com Tetrahymena spp. ou Colpi-
dium spp. (ciliados) ou com Chilomonas paramecium (criptomonadidio fagotrafico),
suplementados de bactérias a base de ovo, foi provado ser muito eficiente para o
cultivo daqueles protozodrios mais exigentes da dgua doce. Na maioria sio espécies
grandes, como Amoeba proteus, virios heliozodrios e Blepharisma japonica, que
precisam de uma alimentagio mista desse modo. — Além disso, existem vdrios proto-
z0drios, p. ex., ciliados ¢ foraminiferos, que comem (quase) exclusivamente outros
ciliados (ou pequenos metazodrios, p. ex., rotiferos ou copépodos).

Assim, o cultivo de virias espécies entre os protozodrios exige um tratamento
muito mais complicado do que no cultivo de protistas fototréficos, porque precisa-se
instalar uma pequena cadeia alimentar no laboratério!

Finalmente, deve-se mencionar que, para experimentos fisiologicos, que exigem
controle total dos fatores, meios de cultura suplementados com vitaminas, aminodci-
dos, nucleo-dcidos, sacaridios e/ou outras substincias orginicas e, as vezes, antibidti-
cos, foram desenvolvidos, servem para o cultivo de protistas sem a presenca de
outros organismos como alimento. Desse modo, protistas principalmente fagotroficos
estiio forcados a alimentarse via pinocitose e osmotrofia de substancias dissolvidas
em concentragdes controladas, num “cultivo axénico”. Meios desse tipo foram desen-
volvidos, p. ex., para certas espécies de amebas, de Monas, Tetrahymena e Parame-
cinm (além de vdrios protozodrios parasiticos e simbi6ticos). Porém, aquele modo de
cultura exige condigdes, que estdo normalmente fora do alcance de alguém, que
comega a trabalhar com cultivo de protistas.
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COMBATE CONTRA INFECGOES NOS CULTIVOS

Numerosas espécies de protistas procaridticos e eucariéticos, de fungos e mes-
mo de alguns metazodrios, podem formar estigios encistados, que sio resistentes ao
dessecamento e a temperaturas elevadas e distribuidos pelo vento, podem entrar nos
recipientes de cultivo de protistas, quando estes estdo abertos durante certos proce-
dimentos. Esses infectantes indescjados normalmente competem pelos alimentos com
os protistas desejados, propagam-se mais rapidamente do que aqueles, e, s vezes, 0s
usam como alimentos,

Normalmente é bom combater o desenvolvimento de bactérias naquelas cultu-
ras, nas quais os protistas nio precisam delas como alaimento. Outros “héspedes”
indesejados sio certas formas cocais de cloroficeas, como espécies de Pleurococcus
e Chlorella, ou estigios cocais de Chlamydomonas, porque eles se multiplicam
relativamente ripido e entram facilmente nas culturas aqui no Brasil, porém, pouco
ou nunca, servem como alimentos para outros protistas. Também, com relativa
freqiiéncia, pode-se encontrar espécies de Monas (crisoficeas fagotréficas), que, quan-
do entram numa cultura, comem tanto as bactérias como protistas fototréficos até, as
vezes, fagotréficos, enquanto elas mesmas sdo mais ou menos toéxicas para outros
consumidores potenciais e, portanto, ficam como os tiltimos no recipiente; parece que,
na regido da drea sul do Brasil, Monas, felizmente, és relativamente menos fregiiente
a dispercio através do ar, do que na Europa. Piores, e aqui no Brasil muito comuns,
sio fungos microscGpicos: muitos deles produzem substincias venenosas nio apenas
para bactérias mas também para muitos dos protistas eucariéticos; além disso, alguns
deles realmente cagam e alimentam-se de protistas (e/ou pequenos metazodrios!).
Relativamente com muito menos freqiiéncia ocorrem infecgbes por pequenas amebas
ou por ciliados (p. ex., espécies de Naegleria, Colpoda, Paramecium). — Em geral,
aqui no Brasil, os perigos mais comuns para infeccdes em cultivos de protistas sio,
além de bactérias, fungos microscopicos e algas clorococais.

Precisa-se combater o perigo de infeccoes ji no inicio de um cultivo via
esterilizagio dos meios de cultura. Existem trés métodos de esterilizar um meio: O
melhor é a “esteril-filtracio”, porque ela evita uma desnaturacio de vitaminas, ami-
nodcidos etc., que podem ocorrer pelas temperaturas altas aplicadas nos outros dois
métodos. Infelizmente, a esterilfiltragiio gasta muito tempo e precisa de equipamentos
especiais (como filtros especiais, portas-filtros especiais, bombas especiais). 0 método
mais comum ¢é a “autoclavagem” (2 atm, 120°C, 20 min). A iltima op¢do, para
pesquisadores, que nio @m acesso i equipamentos sofisticados, ¢ “ferver” o meio
por alguns minutos; porém, mesmo assim, certos germes mais resistentes podem
ainda sobreviver. Os dois iltimos métodos de esterilizacio, especialmente o de ferver,
tém a desvantagem de eventualmente alterar a composicio quimica pelas temperatu-
ras altas; e o pH e o valor osmdtico podem também mudar. (Antes do uso para novo
cultivo, o meio deve ter se resfriado.)

Nio é recomendivel, suplementar meios de cultivo de rotina com antibidticos,
porque os mesmos tém, ou podem ter desconhecidamente, efeitos colaterais negativos
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lamhém pos protistas desejados. Além disso, um amplo uso de antibioticos aementa
a chance do desenvolvimento de resisiéncias nos organismos, que nés preiendemos
combater. Antibidticos recomendam-se apenas em casos absofutamente necessirios,
como para © cultivo axénico. mas nele também somente com muita cautela.

MONTAGEM DE UMA LAMINA PARA A MICROSCOPIA
DE PROTISTAS VIVOS

A observacio de protistas vives no microscGpio tent mwitas vantagens —
também para estudos da taxonomia. Para muitos protozeirios, ¢ tipe de movimento
¢ mais ow menes caracleristico para uma espécie ow um grupo taxondmice, a que
pertence. E muitos detalhes morfolgicos também sio melhor ou mais facilmente
visualizados, quando ¢ organismo estd bem vivo (além das vantagens, que a micros-
copia cletrdnica nos apresenta a respeito de outros detalhes).

No passado foi tentado reduzir 2 motilidade de protozodrios em preparagies
microscdpicos por meio de glicerina ou virios tipos de mucilagens, mas aquelas
substiincias, nas concentragdes necessdrias para alcancar o efeito desejado, normal:
mente matam os protistas, parque se tornam téxicas ou aumentam demais o valer
osmético do meio. — Para evitar que o protista se movinente demais mas que
continue vive precisa-se de uma téenica especial de montar a 1imina, na observagio
microscdpica. Os passos sio 0s seguintes:

(1) Limpar bem 2a liamina ¢ a laminula; (2) colocar uma pequena gota do meio
conm os protistas na lAming; {3) raspar com os quatro cantos da laminula pequenos
“pezinhos” de “plastilina” {(=massa de medelar, usada para formar pequenas figuras
pelas criangas) de um estoque de plastiling, todos na mesma face da laminula; (4)
colocar a laminula com os sens “pezinhos™ na limina por sobre a gota da amostra;
(5) apertar a luminufa contra a liming pressionando com um instrumento pontiagudo
(p. ex., pinga, ldpis) junto a cada um dos pezinhos numa seqiéncia ciclica, até que os
protozodrios quase fiquem parados, mas ainda tenham a possibilidade de mover-se
um pouquinho - isso tem que ser acompanhado ¢ controlade sob um microscépio,
em pequens aumeato. Os pezinhos de plastilina @m virias tarefas importantes: cles
mantém uma distincia quase constante, como nds a instalamos; cles conseguemn
manter os protistas quase presos sem matdlos; se for corretzmente montado, eles
mantém a laminula no mesmo lugar sobre a [amina, quande se usa dleo-de-imersio
entre a objetiva ¢ a laminula ¢ se mudar 2 posigio da imina em relagfio a ohjetiva
{sem pezinhos, deslocande a limina, muda o lugar relative da laminula por causa da
for¢a adesiva do éleo e, com isso, também dos objetos entre [Aniina e laminula).
Apenas com os pezinhos pode-se regular a distancia entre [Amina e laminula como ¢
preciso para quase fixar os protistas (fixar demais aumenta a prohabhilidade de que
0s protistas morram logo!). Para conseguir isso, precisa-se de certos coidados: 2 gota
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da amostra tem que ser suficientemente pequena para que a dgua nio chegue cedo
demais nos lugares, onde os pezinhos tém que grudar na limina — em lugares
molhados a plastilina ndo consegue se fixar; os pezinhos mesmos também ém que
ser muito pequenos, para que seja possivel apertar a laminula suficientemente (pezi-
nhos grandes demais nio permitem isso!).

Finalmente, pode-se salientar, que este mesmo método de montar uma limina
com laminula para a observacio microscépica € aplicivel também para pequenos
metazodrios.

Fig. 1: Fotografia mostrando uma parte de uma das Salas de Culturas no Laboratério de
Protistologia da PUCRS.
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TECNICAS DE PREPARACAO
DE REPTEIS E MAMIFEROS FOSSEIS

Christina T. G. Gresele13
Maria Vitdria Y. Miller2.3
Valdor Ochagdvia da Costa3d

RESUMG

0 presente trabaltho consiste na descrigio de métodos de preparacio de répteis e
mamiferos fasseis, por nds utilizados nos laboratérios de paleontologia da Pontificia Universi-
dade Catdlica do Rio Grande do Sul ¢ do Departamento de Paleontologia e Estratigrafia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Nosso principal objetivo é a2 divulgagio destes
métodos a novos preparadores de vertebrados fdsseis.

ABSTRACT

This paper deals with laboratory methods for preparation of reptilian and
mammalian fossils. These methods have been wiilized in the paleontological laborato-
ries of the Museu de Ciéncias (Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul)
and Departamento de Paleontologia e Estratigrafia (Universidade Federal do Rio
Grande do Sul). Quraim is to divuige these techniques to new technitians of vertebra-
te paleontology.

—
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INTRODUGAQ

Existem uma multiplicidade de téenicas de preparagio de répteis ¢ mamiferos
fosseis utilizadas pelos preparadores e pesquisadores brasileiros em diferentes labo-
ratérios de paleontologiz, e hd a necessidade de um atto grau de improvisagio para
a obtengio de instrumentais adequados. Neste trabalho, vamos nos ater somente is
técoicas atualmente utilizadas nos laboratérios de paleontologia do Museu de Ciéncias
da Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul e do Departamento de
Paleontologia ¢ Estratigrafia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

0 material herpetelégico utilizado para iustrar as técnicas aqui descritas per-
tence & coleciio diddtica de paleontologia da Fundagio Zoobotinica do Rio Grande do
Sul (FZB/RS). Este material consta de um criinio, fragmentos de 6ssos curtos e longos
¢ um occipital identificados como Scaphonix fischeri WOODWARD, 1907 e foi cole-
tado por Atilio Munari no jazigo da Alemoa em Santa Maria/RS.

O jazige da Aleméda é 2 localidade-tipo do Membro Alemda da Formagio Santa
Maria, Tridssico, a qual assenta sobre as camadas do Serrinha, topo da Formagioe Rio
do Rastro (Permiano) e apresenta uma fauna rica em répteis fésseis. Paleontélogos e
geblogos caleulam que apds a morte destes répteis, os mesmos ficavam expostos a0
sol por um periodo de tempo relativamente grande até serem recobertos por sedi-
mentos. Esta Formagiio compde-se de arenitos vermelhos com estratificagiio cruzada
¢ intercalagdes variadas de siltito e argila e apresentando também pequenos seixos
de quartzo, incrustacies de carbonato de cdlcio e conglomerados. A formaciio (diage-
nética) de crostas de carbonato de cileio aderidas a0s fésseis é tio expressiva, que
torna dificil sua preparagiio. Este tipo de fossilizagio (incrustagiio) com o processo de
permineralizacio e recristalizaciio, ocorre em todos os tetripodos fdsseis da Formagio
Santa Maria em maior ou menor grandeza,

A preparagdo de mamiferos serd exemplificada com animais de grande porte ¢
de pequeng porte. Os ossos dos mamiferos de grande porte pertencem a um masto-
donte, Haplomastodon waringi (HOLLAND), procedente da fazenda do Sr. Taltibio
Fialho, em Rosdrio do Sul, RS. O material [6ssil, registrado na colegio de paleoverte-
brados da FZB/RS sob o niimero PY-1061 consta de diversos fragmentos de ossos
fengos, um fémur quase completo, ossos curtos do carpo e tarse, fragmentos de
mandibula e alguns deates que foram coletados em camadas sedimentares do Pleisto-
ceno Superior do Rio Grande do Sul.

0s ossos dos mamiferos de pequeno porte sio de diversos roedores, ainda ndo
identificados, fossilizados em um arenito grosseiro de camadas sedimentares do
Pleistoceno do Acre, doados pclo professor Alcen Ranci (Universidade Federal do
Acre) 2 colegio diditica da FZB/RS. Este material consta de porcdes de dentes
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superiores ¢ inferiores, mandibulas, vértebras ¢ ossos longos ¢ curtes de membros
focometores. A fossilizagio caracteriza-se como permineralizagio arenitica com matriz
argilosa.

Estas téenicas que passanios a descrever sdo adequadas aes fésscis com os tipos
de fossilizacio citados ¢ haseiamse principalmente no equilibrio entre o ataque
quimico com dcides e a preparagdo mecinics Este equilibrio ¢é estabelecido pelo
preparader, e depende do scu dissernimento e habilidade. Boa parte dessas capacida
des, mas nilo a sua totalidade, sio adquiridas através de treinamento e com anos de
experiéngiz,

DESCRIGAO DAS TECNICAS

A. Para réplels fossels

A téenica a ser adotada depende principalmente da natureza do f6ssil e de sua
matriz. Basicamente a0 abrirmos um bloco de gésso preparado na fase de coleta, o
primeiro passo é retirur o sedimento solto com o auxilio de um pincel grande ¢ com
muito cuidade para nde perder pequenos ossos ou fragmentos de algum osso. Em
seguida colam-se as superficies frmuradas dos ossos utilizando-se Cascopox (super
ripido) ou similar, preparado conforme as instrugdes da embalagem.

Depois de escolher a pega a ser inicialmente trabalhada, procede-se 4 lavagem
em dgua corrente com ums escova, visande retirar 2 maior parte do sedimento que
estd aderido 3 pega. Permanecendo ainda incrustagies (silica, calcdrio, guartzo ou
éxido de ferro), eolocar dcide muridtico concentrado sobre a peca com o auxilio de
umy bhisnaga de plistico, Deixar reagir por alguns minutos ¢ favar bem em dgua
corrente. Agir assim, sucessivamente, até o aparecimente do tecido 6sseo ou esmalte.
Cuaso houver necessidade de se dar continvidade a este processo quimico, e o [dssil
jd estiver parciaimente exposto, devemos proteger a superficie com laca incolor
concentrada (Autolack) para cevitar a destruicdo do tecido dsseo pela reagio do 4cido.

0 dcido mwridtico ¢ ahanente téxico e requer cuidados especiais por parie dos
preparadores. E importante que o laboratério seja hem arejado, com janelas abertas
¢ hoa circulagio de ar para se evitar a auto-aspiragio dos vapores, como também &
necessdrio precaver-se do contaw direto dos dcidos com os olhos ¢ com a pele. O
ideal € o laboratério ter uma “capela” fechada, com exaustor para evitar qualquer
inspira¢ie dos gases toxicos. O preparador deve utilizar também, mdscaras apropria-
das, com hltros de carviio ativado, ou até mdscaras mais sofisticadas com renovagio
simuftinea de oxigénio. Alguns preparadores preferem utilizar neste tipo de prepara:
¢do uma selugdo de dcido muriitico a 40%, colocando a pega em imersdio por algumas
horas conforme o grau de agregagio do sedimento envolvente. E necessdrio ter o
miximo de cuidado parz que o material nZo se fragmente e caso isso acontega, deve-
se imediatamente colar a fratura 6ssea para ndo perder a superficie de contato.
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A eliminagdo da matriz restante ¢ feita por processos meciinicos, com extremo
cuidado para ndo danificar 0 0350 subjacente. Nesta etapa retiram-se as incrustagoes
dinda remanescentes na pega com pequenos cinzéis (talhadeiras) de diferentes tama-
nhos e um martelo. Durante esta operagdo torna-se conveniente colocar a pega sobre
um saco de areiq, para que se tenha uma boa base de sustentagio e também para
amortecer os golpes de martelo, evitando a ruptura do féssil.

Conforme o tipo de fossilizagio podese também utilizar brocas rotatérias de
alta ou baixa rotacio (do tipo odontoldgico) ou entiic um lLipis elétrico de alta
freqi@ncia (tipo “vibro-tool™), utilizando-os em locais de diffcil acesso, sempre com o
cuidado para ndo fragmentar a peca. Durante esta etapa, pode-se banhar o féssil com
dgua ou dcool (de sccagem mais ripida} com a finalidade de se obter melhor
visualizagio do tecido dsseo que geralmente aparece com tonalidade mais clara que
a matriz.

0 acabamente da peca, dependendo da fessilizagio, deve ser feito com lixa
d'ipua ou broca rotatdria para dar-lhe uma textura vniforme. Apés lavar bem a pega
com o auxilic de uma escova ou pincel, deixando-a secar naturalmente ou em estufa,
Uma estufa pequena serve para secar rapidamente a drea do f6ssil onde se estd
trabalhando, pois temperaturas muito altas podem desagregar o fdssil.

As partes incompletas dos ossos podem ser reconstituidas com gésso de seca-
gem ripida (caso as partes ausentes forem de grandes dimensées) ou Durepoxi (se
forem de pequenas dimensdes). Para se obter uma tonalidade semelhante a do f6ssil
deve-se utilizar tinta témpera (para reconstituigdes em gésso) ou tinta dlee (para
reconstituigdes em Durepoxi).

Finalmente, reveste-se a pega com uma mistura de laca incolor e Thynner na
proporgio de 1:1, e termina-se por recobri-la com verniz Coralite ou Colargin incolor
spray. Isto serve para impermeabilizara pega e facilitar sua limpeza, quando necessdrio.

B. Para mamiferos fosseis de grande porte

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

Para que as pegas 6sseas, pouco mineralizadas adquiram maior resisténcia ¢
possibilitem seu manuseio, torna-se necessdrio infiltri-das com laca incolor, por exem-
plo, (Autolack) diluida com Thynner na propor¢do de 1:1. Aproveitando-se locais
fraturados a mistura ¢ aplicada na parte interna ¢ espenjosa do osso com o auxilio
de um frasco plistico com vilvula (spray). Aguardar alguns seguados para total
infiltragio da mistura e repelir este processo tantas vezes quanto for necessdrio, até
que ndo mais ocorra a absorc¢dio da laca pelo osso. Externamente, espalhar esta
mistura de laca e Thynner com o auxilio de um pincel.

Em determinados casos (ossos longos de grandes dimensdes) torna-se necessd-
rio  infiltragio de Araldite diluido com Cloroférmio ou Thynner na proporgio de 1:
1, proporcionande maior resisténcia aos ossos mais frigeis. Também pode-se obter

Comun. Mus. Ciénc. PUCRS. Porte Alegre, n® 51, p. 21-28, novembro, 1993



25
dtimos resultados com 2 infiliragio de Selador penetrante “Sherwin Williams™ em
substituicdo a laca ou Araldite.

A seguir, identifica-se as partes fragmentadas agindo como se fosse a montagem
de um “quebra cabegas”. Ao encontrar wma parte correspondente a um determinado
0530, colar com Cacopesx, de preferéncia o super ripido (5min.} ou Araldite, confornie
as dimensdes da peca. Parz se obter melhor visualizagio espalhar os fragmentos
dsseos sobre uma mesa e procurar orientarse através da utilizagio de bibliografia especifica

A reconstituicio das partes ausentes € feita ou com gésso ou com Durepoxi,
dependendo das dimensdes da drea 4 ser reconstituida. Nas partes de grandes dimen-
stes devese colocar, ne local incompleto, uma boa base de arame ou hastes de ferro
com 2 finalidade de dar maior resisténcin a0 gésso. Este deve ser sempre colocado
em excesso sohre as hastes. Depois de seco, esculpir no gésso a forma anatdmica do
osso com o auxilio de um bisturi, faca, espdtula ou até mesmo uma lixa d'dgua. Se a
complementagio das partes ausentes for feita com Durepoxi, o procedimento serd o
mesmo descrito acima. Apés colorir as partes reconstituidas, misturando-se vdrios tons
de tinta témpera Gouache ou similar (no gésso) e tinta 2 éleo (no Durepoxi) procu-
rando sempre se obter uma tonalidade semelhante a0 0sso a ser reconstituido.

E aconsethivel que o preparador sc oricnte através do uso de bibliografia
especifica para o conhecimento de outras téenicas de preparagio bem como da
anatomia comparada de vertebrados. Sugerimos CAMP & HANNA {1937), COOPER &
WHITTINGTON (1964), HOTTON (1964) e STUCKER et al. {1964) para as wécnicas ¢
PIVETEAU (1964) para a anatomia comparada,

Finalmente deve-se impermeabilizar a pe¢a preparada, com verniz Coralite ou
Colorgin incolor spray para evitar a deposiciio de poeira, facilitando sua limpeza e
conservagio.

C. Mamiferos fossels de pequeno porte

Ao iniciar esta téenica devese primeiramente fazer um exame minucioso do
sedimento em gue estdo inseridos os 0ss0s, que neste aso pertencem a pequenos
mamiferos roedores. Este detalhe do exame deve ser feito com o auxilio de uma lupa
¢ um aumento de até 4 vezes.

Com 2 wtilizagio de finas agulhas, previamente fabricadas (de costura acopla-
das 4 um caho de sonda} devese retirar os sedimentos da matriz que envolve os
0ss0s. Durante este processo pingar gotas de dlcool (de secagem mais rdpida) ou dgua
para fucilitar 2 retirada da matriz. Para evitar a fragmentagiio do material ¢ a possivel
perda das superficies de contato, colocar no osso laca incolor (Autelack) diluida com
Thynner na propor¢ao de 1:1. Caso necessitar, utilizar cola Duce, Cascopox ou
Araldite neste processo.

Por vezes faz-se necessdrio, dependendo da tenacidade da matriz, a utilizaglo
de “Yidro-tool” (aparetho mecanico cuja agulha apresenta alta freqiéncia) na separsg-
¢iio dos ossos com extrenmo cuidado, Em seguida, com o auxilio de pincéis, limpar
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bem as pecas retiradas da matriz e revestir com laca ou verniz incolor Coralite ou
Colorgin Spray para prote¢io ¢ impermeabilizagio das pegas,

Apds, airavés do uso de bibliografia especifica (vide hibliografia sugerida no
item anterior), fazer 2 identificacio das paries correspondentes dos 0sso0s.

Em todos os procedimentos aneeriores, tais como: uso de adesives ou de
qualquer produto quimice 16xico on nio, deve-se utilizar sempre luvas de borracha
fina (cinirgicas) para evitar o contato direto com a pele e mdscaras adequadas para este fim.

MATERIAL NECESSARIO PARA A ORGANIZACAO
DE UM LABORATORIO DE PALEONTOLOGIA.

Malerial permanente

- Agulha histolégica.

- Alicate.

—  Arco de serra ¢ folhas de serra para armagdes de ferro.

—  Baldes plisticos de diversos tananhos.

—  Bisnagas plisticas com bico reto ¢ curvo.

~  Bisturi ¢ Aminas para trabalhar o gésso.

—  Brocas rotatérias de baixa rotagiio (1.000 rotagGes por minuto) {dentista).

—  Brocas de ferro 3/16 a %/8 (duas de cada).

~  Cabo de sonda (dentista) para acoplar agulhas finas de costura,

—  Capela fechada.

—  Chave de fenda.

—  Esmeril elétrico para fazer ferramentas.

—  Espdtulas para trabalhar com gésso.

—  Estufas comuns.

—  Exaustor.

—  Funil.

—  Furadeira elétrica para montagem de armagdes.

—  Grosa para madeira.

~  limas triangulares de ferro.

~  Lupa Pala para o preparo de fésseis.

—  Lupas manuszis.

—  Martelos pequenos e grandes.

- Mdscaras contra pé e com filtros de carviio ativado.

- Motor de dentista com brocas de chicote flexivel e punhe de caneta (11.
000 rotagdes por minuto).

—  Oculos de protegiio.

—  Pedra de amolar para afiar talhadeiras e cinzéis.

—  Retifica Bosch (50.000 rotagGes por minuto).
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- Sacos de areia parz apoiar os f6sseis na preparagio.

—  Talhadeiras de diversos tamanhos (cinzéis).

—  Tanque de cimento com duas torneiras.

— Torno de Banca n? 3.

- Ventiladores.

—  Yidro-teol ou equivalente (com broca de ago ripido) para limpeza dos fésseis.

Material de consumo

- Acidos: Acético (Glacial) ¢ Muridtico {Cloridrico).

- Acrilico para caixas de exposigio de 4 mm (ou vidro).
- Alcool.

- Araldite lente e rdpido para grandes colagens.

- Arames de ago para fazer talhadeiras e suportes para o gésso.
—  Aventais.

—  Cascopox (5min.) para colagens.

—  Cloroférmio.

—  Durepoxi para reconstitui¢es pequenas.

-  Escovas de diversos tamanhos.

—  Frascos pldstices {spray ou aerosol).

—  Gisso rdpido.

- Isa-Raz.

-  Lixa d'dgua.

- Laca (Autolack) paea infiltragdes.

—~  Laca nitrocelulose incolor Duco para infilirages,

—  Latex diluido para moldes.

- Lixa de ferro para lixar armagdes.

- Luvas de borracha finas, cirirgicas.

- Parafusos com fenda para madeira,

—  Parafusos 5/10 e 1/2 rosca grossz com parcas ¢ 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 Silastic (horracha siliconada para moldes).

— Tinta esmalle sintética branca.

—  Tinta nankin.

~  Tinta Témpera ou Gouvache ¢ tintd ¢lea em vdrias cores.
- Thynner.

—  Yerniz incolor Coralite ou Colorgin spray.
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ESTRUTURA POPULACIONAL E FECUNDIDADE
DE Pachygrapsus gracilis (SAUSSURE, 1858)
NO MOLHE DO RIO TRAMANDAI, RIO GRANDE DO SUL,
BRASIL (CRUSTACEA, DECAPODA, GRAPSIDAE)

Getulio Dornelles Souzal
Nelson Ferreira Fontoural

RESUMO

Através de coletas manuais realizadas durante os meses de junho/92 a maio/93, no
molhe do rio Tramandai, municipio de Imbé, Rio Grande do Sul, analisouse a estrutura
populacional e a fecondidade de Paciiygrapsus gracilis (Saussure, 1858). A andlise da distribui-
¢do de freqiéncias da largura do cefalot6rax permiti 2 identifica¢io de trés grupos etdrios parz
machos e fémeas. Observou-se igualmente que os machos apresentam maior crescimento assim
como maior monalidade. A proporgio sexual do primeiro grupe etdrio € 1:1, alterando-se
favoravelmente para fémeas aos grupos etirios dois e wids. As relagBes peso/largura para
machos e fémeas, comprimento/largura e fecundidade/largura estio determinadas pelas expres-
sdes 4 seguir {Jargura ¢ comprimento do cefalotérax em ¢m, peso em gramas): We = 0,3081.
Wi 31259 (machos); We = 0,2771, Wi 3.087% (fémeas); L = 0,7555. Wi 0.95%6; NO =
4194,95. Wi 22966, Onde: We é o peso; Wi € a largura do cefalotdrax; L € o comprimento
do cefalotérax; NO € o mimero de ovos carregados por uma fémea com largura Wi.

ABSTRACT

The age structure, weight/width relationship and fecundity of Pachygrapsus gracilis
{Saussure, 1858) was studied on the Tramandai mole, Imbé, Rio Grande do Sul, Brazil, by
means of manual samples from June/92 1o May/93. Through the analysis of width-frequency
distributions, it was ideatified the presence of three age-groups for males and females. The sex-

1. Instiwto de Biociéncias. Pontificia Universidade Catélica do Rio Grande do Sul. Av.
Tpiranga 6681, Caixa Postal 1429, 90619-900 — Porto Alegre — RS — Brasil.
Financiamento CNPq Processo 401459/92-6

Comun. Mus. Ciénc. PUCRS. Porto Alegre, n® 52, p. 29-37, novembro, 1993



30

ratio of the first age-group was 1.1, For the second and third age-groups Pachygrapsus gracifis
shows greater male mortaticy and growth, The weight/widih relationship for males and females,
lenghr/width and fecundity/width relationships were adjusted by the followings cquations
(carapace widih and length in centimeters, weight in gramsy We = (,3081. Wi 3.12%9
(males); We = 0,2771. Wi 3.0879 (females); L = 0,7555. Wi 0.9595; NO = 4194,95.
Wi 2,2966, Onde: We is the weight; Wi is the cargpace widih; L is the carapace fength; NO is
the number of eggs reared by a female with width Wi

INTRODUGAO

Pacliygrapsus gracifis (Saussure, 1838) caracterizase come um caranguejo
grapsideo de pequeno porte, onde o comprimenio miximo da carapaga na linha
mediana atinge cerca de 15mm (Chace & Hobbs, 1969). A espécie ocorre em ambos
os lados do Qceano Attntico; na margem oriental, do Sencgal até Angola, ¢ na costa
ocidental, do sul da Flérida até o Brasil (do Ceari ao Rio de Janeiro}, incluindo
Bermudas, Bahamas ¢ Antithas (Holthuis, 1959; Chace & Hobbs, 1969; Powers, 1977).
Segundo Rodrigues & Brossi-Garcia (1989), Pachygrapsus gracilis apresenta-se distri-
buido ne Brasil até o Estade do Parand, Entretanto os mesmos autores registracam
que, provavelmente, a espéeie ocorra no Estado de Santa Catarina, limite sut da
presenca de manguezais no hemisfério meridional.

Puacliygrapsus gracifis & encontrado usualmente entre raizes de mangues e na
margen de rios préximos ac mar (Chace & Hobbs, 1969; Powers, 1977). Pode ser
visualizade em estacarias, cais ¢ dreas rochosas acima do nivel do mar {Powers,
1977). No Suriname, 2 espécic fei capturada na praia em pedagos de madeira, em
huracos de argila dura e em substrato lodose (Holthuis, 1959). No Brasil, espécimes
foran: coletados em substratos rochosos e arenolodosos (Rodrigues & Brossi-Garcia, 1989).

O presente trabatho tem por objetive analisar a estrutura populacional, as
relagies peso/largura, comprimento/largura ¢ fecundidade/largura da carapaga de
Pacliygrapsus gracilis, apresentando ainda dados adicionais relativos 4 proporgio
sexual e reprodugio,

MATERIAL E METODO

A andlise da estrutura etdria, das relagdes peso/largura, comprimento/largura
e fecundidade/largura da carapaga de Pachygrapsis gracilis foi realizada a pardr de
coletas manuais, de junhe de 1992 a maio de 1993, ae longo do molhe do rio
Tramandai, Imbé, Rio Grande do Sul. Os espécimes foram capturados entre rochas ou
sob as mesmas. Adotou-se come medida padrio 2 largura mdxima do cefalotérax. Os
animais foram medidos com um paquimetro com precisio de 0,1mm ¢ posteriormente
devolvidos a0 seu habitat. Foram cenduzidos 181 exemplares (94 machos ¢ 87
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fémeas) ao laboratério de Carcinologia do Instituto de Biociéncias da PUC e pesados
em balanga com precisio de 0,001g. A relagio entre o comprimento e a largura foi
estabelecida através de 146 espécimes de ambos os sexos coletados nos meses de
marco, abril e maio. Para a determinacio da fecundidade, foi estimado o nimero de
ovos de 19 fémeas. Os ovos de cada femea foram separados manualmente, sendo
contada uma subamostra de 1000 ovos. A subamostra foi entdo colocada em um tubo
de vidro com didmetro uniforme, sendo medida, com paquimetro, a altura da coluna
de ovos apés a decantaciio. Posteriormente, foram colocados os ovos restantes no
mesmo tubo, estimando-se entdo, o nimero total de ovos.

Para estimar a largura média do cefalotérax de cada grupo etdrio, assim como
0 desvio padrio e a proporc¢io de captura para machos e fémeas, foi empregado o
método de andlise da distribuicio de freqiiéncias através do software MIX (McDonald
& Pitcher, 1979).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora Rodrigues & Brossi-Garcia (1989) tenham apresentado como limite da
distribuicio meridional de Pachygrapsus gracilis o Estado do Parand, com possivel
extensio ao Estado de Santa Catarina, limite sul da ocorréncia de manguezais (Rhi-
zophora mangle), o presente trabalho amplia a distribuicio da espécie para o Rio
Grande do Sul, no molhe do Rio Tramandai, com possibilidade de ocorréncia no
molhe de Rio Grande.

No inicio do programa de amostragens, em junho/92, o molhe apresentava
basicamente dois tipos de substratos. Nas proximidades do mar, era constituido de
rochas basilticas irregulares, ¢ no sentido contrdrio, a montante, era arenolodoso
intercalado com trechos rochosos. Além disso, em toda a sua extensilo eram encon-
trados restos de construcoes, 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 proxima ao mar foi concretada quase que totalmente,
tornando-se um bloco tnico de cimento. Houve, conseqiientemente, grande prejuizo
para a fauna e flora local. Dos 503 animais inicialmente capturados e devolvidos a0
ambiente em junho, observou-se uma redugiio para 386 em julho, 119 em agosto, 11
em setembro, 3 em outubro e nenhum em novembro. Amostragens posteriores
revelaram o reaparecimento de Pachygrapsus gracilis, sugerindo uma recolonizagio
do ambiente. O nimero de animais coletados por unidade de esforco, entretanto, nio
chegou a atingir os valores alcangados antes do concretamento. Tal fato pode ser
explicado pela diminuicdio de nichos disponiveis para abrigo e alimentacio, expondo
0s animais a0 ataque de predadores.

Ao analisarse o grifico de distribuicio de freqiiéncias da largura do cefalotérax
(Figura 1), observa-se que machos e fémeas de Pachygrapsus gracilis apresentam
trés grupos etdrios bem definidos. As estimativas da largura média do cefalotérax por
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grupo etdrio, do desvio padrio e propor¢io de captura para machos e femeas,
analisados através do snfwzlre MIX (Mcdonald & Pitcher, 1979), podem ser visualiza-
das através das tabelas 1 e 2. O primeiro grupo etdrio apresenta uma propor¢io
sexual proxima de 1:1. Nos dcmms grupos etdrios, entretanto, observi-se uma quan-
tidade maior de fémeas em relagio aos machos. Tal fato pode ser devido a dois
fatores: maior taxa de mortalidade em machos ou menor dificuldade na captura de
femeas devido a fatores comportamentais. A hipétese de mortalidade diferencial,
entretanto, ¢ corroborada por Abele et al. (1986). Segundo estes autores, os machos
adultos de Pachygrapsus transversus defendem seus abrigos e protegem dreas pro-
ximas de outros machos menores. Em oposi¢io, as fémeas nio defendem dreas,
podendo ser observadas movendo-se livremente em territorios defendidos por ma-
chos, embora prefiram permanecer em seus proprios territorios por virios dias. A
agressividade no comportamento territorial dos machos pode explicar uma maior
mortalidade por dois fatores principais. Em primeiro lugar, a necessidade de freqiien-
tes disputas territoriais faz com que os animais se exponham a0s inimigos naturais,
em especial peixes e aves. Por outro lado, machos de menor porte ficam sujeitos a
locais menos adequados quanto 2 disponibilidade de alimento e refigios. Os valores
absolutos das taxas de mortalidade, entretanto, ndo podem ser calculados devido a
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Fig. 1: Distribuicio de freqiéncias de machos e femeas de Pachygrapsus gracilis no molhe do
rio Tramandai, municipio de Imbé, 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 tém maior
probabilidade de serem vistos e capturados em coleta manual. De qualquer forma, a
presenca de trés grupos etdrios para machos e fémeas sugere uma longevidade de até
3 anos para a espécie. O comportamento territorial de machos é corroborado ainda
pelo maior porte destes em relagiio as femeas em todos os grupos etdrios (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1: Largura média do cefalotérax, desvio padrio e proporgio de captura por grupo etdrio
de machos de Pachygrapsus gracilis no molhe do rio Tramandai, municipio de Imbé, captura-
dos nos meses de junho, julho e agosto de 1992,

Grupo etdrio Largura Cefalotérax Desvio Padriio Proporgiio de Captura
I 0,57 0,12 0,21
I 1,46 035 0,61
1 2,04 0,14 0,18

Tabela 2: Largura média do cefalotérax, desvio padrio e proporgiio de captura por grupo etdrio
de fémeas de Pachygrapsus gracilis no molhe do rio Tramandai, municipio de Imbé, captura-
dos nos meses de junho, julho e agosto de 1992,

Grupo etdrio Largura Cefalotérax Desvio Padrio Proporcio de Captura
I 0,50 0,10 0,14
Il 1,01 0,18 0,26
1l 1,60 0,23 0,60

As relagdes entre o peso e a largura calculadas para machos (n=94; r=0,997) e
fémeas (n=87; r=0,993) siio descritas pelas equagdes a seguir (largura do cefalotérax
em ¢m e o peso em gramas) Figuras 2 e 3. (Ver p. 34)
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Fig 20 Relugio peso/largura do cefalotérax para machos de Pachygrapsus gracilis no molhe
do rio Tramandai, municipio de Imbé, capturados nos meses de fevereiro, margo ¢ abril de 1993,
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Fig. 3: Relagdo peso/largura do cefalotérax para femeas de Pachygrapsus gracilis no molhe
do rio Tramandai, municipio de Imbé, capturados nos meses de fevereiro, marco e abril de 1993.
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We = 0,3081. Wi 3.1259 (machos)
We = 0,2771. Wi 3,0879 (fémeas)

Onde:

We ¢ o peso;
Wi € a largura do cefalotérax.

A relaciio entre o comprimento e a largura da carapaca (n=146; r=0,9963) é
descrita pela seguinte equagio (comprimento e largura do cefalotérax em em) (Figura 4):

Conpr. (cn)
1,408 -
1,208 -
1,088 -
8,808 -
B.608 -
8,408 -
@.200 -

@060 . . . . ,
8.0 0.3 1.8 1.3 2.0 2.3

Largura (cn)

Fig. 4: Relagio comprimento/largura do cefalotérax de Pachygrapsus gracilis no molhe do
rio Tramandai, municipio de Imbé, capturados nos meses de fevereiro, margo e abril de 1993.

L=0,7337. Wi 09833
Onde:

Wi € a largura do cefalotérax;
L ¢ o comprimento do cefalotérax.
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0 periodo reprodutivo de Pachygrapsus gracilis ndo se encontra completa-
mente esclarecido, embora existam evidéncias de que para o Rio Grande do Sul a
reproducio se extenda da primavera ao outono, com maior intensidade no veriio. No
més de junho de 1992 foi capturada uma tnica femea ovada portando poucos ovos.
As demais femeas ovigeras foram coletadas entre janeiro e maio de 1993, variando
entre 0,92 e 1,90cm na medida da largura da carapaga. Na contagem dos ovos, foram
utilizadas fémeas capturadas em fevereiro devido 4 ocorréncia de um pico de desova.
Os animais analisados apresentaram larguras do cefalotérax entre 0,92 ¢ 1,73cm. A
relagio entre a fecundidade e a largura foi ajustada pela seguinte expressio (n=19;
r=0,7783; largura do cefalotérax em cm) (Figura 3):

Fecundidade
33068 |
30008
23008 {
20008 |
15088 oH
10608 |

608 -

ﬁ ] T T T T T
8.8 8.3 1.8 1.3 2.0 2.3
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Fig. 5: Relagio fecundidade/largura do cefalotérax de Pachygrapsus gracilis no molhe do
rio Tramandai, municipio de Imbé, capturados no més de fevereiro de 1993.

NO = 4194,95 Wi 2.2966
Onde:

Wi é a largura do cefalotorax;
NO é o niimero de ovos carregados por uma fémea com largura Wi,
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Ogawa & Rocha (1976), determinando a fecundidade absoluta de alguns crus-
ticeos decipodos marinhos do estado do Ceard, estimaram a fecundidade de Pachygrap-
sus gracilis em 4756 ovos, em fémeas com comprimento total da carapaca entre 5,5
¢ 11,8mm, valores inferiores ao obtido em média no presente trabalho. Rodrigues &
Brossi-Garcia (1989), constataram fémeas portando ovos, com 0,92 a 1,5cm de
medida antero-posterior da carapaca, correspondendo a larguras de 1,3 a 2,07cm. Jd
Holthuis (1939), observou féemeas ovigeras de Pachygrapsus gracilis com larguras a
partir de 0,7 cm. Comparando-se os dados de Holthuis (1959) com a distribuicio de
freqiiéncias 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
etdrio (Figura 1), sugerindo que a primeira maturacio em fémeas ocorra com a idade
aproximada de 1 ano.
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REALOCACAO GENERICA DE Xenodon werneri
EISELT, 1963 (SERPENTES: COLUBRIDAE)

Vanda Lucia Ferreira Yukil

RESUMO

0 estudo dos caracteres hemipenianos de Xenodon werneri Eiselt, 1963 permite retirar
a espécie do género Xenodon Boie, 1827. X. werneri retornaria 4 espécie original, Procleria
viridis Werner, 1924, se o género Procleria Werner, 1924 nilo estivesse pré-ocupado por
Procleria Davis, 1885 para um Coelenterata. Propoe-se o género Thalesius nom. nov., com
subfamilia e tribo incertae sedis.

ABSTRACT

The hemipenian morfology of Xenadon werneri Eiselt, 1963 allows to remove this
species from the genus Xenodon, Boie, 1827. The species X. werneri would return to Procleria
viridis Werner, 1924 if the genus Procteria Werner, 1924 wasn't preoccupied by Procteria
Davis, 1885 (for a Coelenterata). The genus Thalesius nom. nov. is proposed, with the
subfamily and tribe incertae sedis.

1. Bolsista da CAPES, Linha de Pesquisa em Herpetologia, Instituto de Biociéncias, PUCRS.
Av. Ipiranga, 6681, C.P. 1429, CEP 90619-900, Porto Alegre, RS, Brasil.
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INTRODUGCAO

A tribo Xenodontini € constituida pelos géneros Xenodon Boie, 1827, Liophis
Wagler, 1830 (sensu Dixon, 1980), Erythrolamprus Wagler, 1830, Lystrophis Cope,
1885, Umbrivaga Roze, 1964, e Waglerophis Romano et Hoge, 1972, sendo definida
por apresentar hemipénis bilobado e espinhoso terminando em um disco (Dowling &
Duellman, 1978; Jenner, 1981).

Xenodon possui atualmente seis espécies: X, severus Linnaeus, 1758, X. rab-
docephalus (Wied, 1824), X. bertholdi Jan, 1863, X. nenwiedii Giinther, 1863, X.
guentheri Boulenger, 1894 ¢ X. werneri Eiselt, 1963. A tltima espécie foi descrita
originalmente como Procleria viridis por Werner (1924) e realocada em Xenodon
com o nome X. werneri por Eiselt (1963), visto que X. viridis estava pré-ocupado
por X wiridis Duméril, Bibron ef Duméril, 1854, sindnimo de Macropisthodon
plumbicolor Cantor, 1839.

Peters & Orejas-Miranda (1970) nido incluiram X. werneri em sua chave de
identificaclo, afirmando que esta espécie parece ser muito similar a X. suspectus
Cope, 1868, niio comentando em que aspecto. Dixon (1983) sinonimizou X, suspeclus
com X. rabdocephalus.

Dowling & Duellman (1978) alocaram Procteria Werner, 1924 em Lycodonti-
nae, tribo Lycophidini, com duvida.

Hoogmoed (1985) redescreveu X. werneri apresentando um cuidadoso histé-
rico, onde a variacio da espécie ¢ baseada em material novo, estabelecendo a sua
distribuicio geogrifica.

Através de um estudo minucioso da morfologia do hemipénis das espécies de
Xenodontini, verificou-se a necessidade de retirar X. werneri do género Xenodon.

MATERIAL E METODOS

As siglas das instituicoes seguem Leviton ef al. (1985).

Foi retirado o hemipénis direito do exemplar RMNH 13535 e o crinio do RMNH
247 (fémea), sendo o hemipénis preparado de acordo com a técnica de Pesantes (no
prelo) e mantido em dlcool 70°GL. Devido 2 raridade da espécie nas colecoes as
preparacoes de pecas anatomicas foram limitadas,

Utilizou-se Dowling & Savage (1960) para caracterizar e descrever o hemipénis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os exemplares examinados apresentam coloraciio dorsal esverdeada com as
escamas dorsais contornadas de marrom a preto e com pequenos pontos pretos
distribuidos por toda a escama. As escamas paraventrais sio 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 cabeg¢a dorsalmente é esverdada, maculada de preto (Fig.
1); lateralmente é amarela a ¢creme, com pequenas manchas pretas e com uma estria
entrepartida de mesma cor, que segue da regiiio média do post-ocular superior até a
regido posterior da abertura da boca (Fig, 2).

Fig. 2: Vista lateral da cabeca de Thalesius viridis (Werner, 1924) (RMNH 247, fémea).
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0 hemipénis do exemplar RMNH 13535 alcanca a 15 subcaudal quando
invertido. E bilobado quanto a forma geral, sendo que os ramos perfazem 43,04% do
comprimento do 6rglo (Fig. 3). O sulco espermatico bifurca-se a partir de 47,23% do

corpo do hemipénis, seguindo até o dpice, sendo do tipo centrifugal (conforme
McDowell, 1961) (Fig. 4).

5mm

Fig. 3: Vista dorsal do hemipénis de Thalesius viridis (Werner, 1924) (RMNH 13535).

Comun. Mus. Ciénc. PUCRS. Porto Alegre, n® 53, p. 39-47, novembro, 1993



5mm

Fig. 4: Vista ventral do hemipénis de Thalesius viridis (Werner, 1924) (RMNH 13533).
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Quanto 2 ornamentacio, o 6rgdo apresenta espinhos distribuidos no corpo e
ramos. O pediinculo é ni apresentando algumas pregas transversais e longitudinais.
Os ramos sio cobertos por espinhos pequenos na regido dorsal, lateral, ventral e
apical, desde a bifurcagiio do 6rgdo até o dpice, exceto no sulco espermdtico (Fig. 3 e 4).

A distribui¢iio dos espinhos no corpo do 6rgio apresenta-se da seguinte forma:
regido dorsal (Fig. 3) — apresenta dois espinhos bastante conspicuos, denominados
ganchos basais, estando um de cada lado, inseridos na metade do comprimento do
corpo, com cerca de 9,83% do comprimento do hemipénis. A regido basal apresenta
pregas longitudinais que viio desde o pedinculo até a metade do corpo. Na regiio
mediana encontra-se uma leve depressio longitudinal, iniciando-se entre os ganchos
basais e indo até a bifurcaciio do 6rgio. Apos os ganchos basais, na regido dorsolate-
ral, verifica-se a presenca de trés espinhos em cada lado que regridem de tamanho 2
medida que se distanciam da base e se aproximam da regido bifurcada, que ¢ coberta
por espinhos pequenos. Regiio ventral (Fig. 4) — na porc¢io basal observa-se um
pequeno espinho mediano e, mais lateralmente, encontra-se um espinho de tamanho
médio em cada lado, sendo o direito maior. Antes da bifurcacio do sulco espermitico,
verifica-se uma fila de seis espinhos de cada lado, sendo que o primeiro espinho do
lado esquerdo é maior que os subseqiientes, os quais decrescem em tamanho 2
medida que se aproximam dos ramos. Estas filas percorrem o corpo deslocando-se
lateralmente até a regido lateral dos ramos. Entre os sulcos, apés a bifurcacio,
observa-se uma fila de espinhos de cada lado, que vilo até a regido basal dos ramos.
Entre o terceiro espinho de cada lado, antes da bifurcacio do érgiio, encontra-se um
espinho mediano. Alguns espinhos bem pequenos ocorrem entre essas duas dltimas
filas de espinhos.

A morfologia do hemipénis constatada corrobora os dados hemipenianos obti-
dos por Gasc & Rodrigues (1980) e Hoogmoed (1983). Os autores observaram que o
Grgio atinge a 14* subcaudal mas nio fizeram referéncia ao dpice do mesmo.

As classificactes mais recentes a nivel de tribo sdio baseadas principalmente na
morfologia do hemipénis (Dowling & Duellman, 1978; Jenner, 1981), sendo a tribo
Xenodontini definida por apresentar hemipénis com dpice discado. Verificando a
morfologia hemipeniana da espécie em questio, nota-se a presenca de espinhos no
dpice do 6rgio, discordando do principal cardter da tribo Xenodontini.

Xenodon werneri nio pode retornar ao género e espécie original, Procleria
Werner, 1924, pois de acordo com Williams & Wallach (1989) este ji estd pré-
ocupado por Procteria Davis, 1885 para Coelenterata. Assim, propoe-se um novo
nome a nivel genérico, em homenagem ao Prof. Dr. Thales de Lema.

Thalesius nom. nov.

Thalesius viridis (Werner, 1924), nov. comb.

Procteria viridis Werner, 1924: 48. Localidade-tipo. Tsumeb, Sudeste da Africa (esta
localidade-tipo foi contestada por Bogert (1940), Mertens (1955), Eiselt (1963)
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e Mertens (1971), sendo considerada duvidosa) Hol6tipo féemea, NMW 17119.
Dowling & Duellman, 1978: 112h.2.
Xenodon werneri Eiselt, 1963: 280; Mertens, 1971: 7; Gasc & Rodrigues, 1980: 588;
Hoogmoed, 1983: 236, 253; Bohme & Bischoff, 1984: 163; Peters & Orejas-
Miranda, 1970: 323; Hoogmoed, 1985: 79.

Distribuicdo geogrifica:

Suriname: Marowijine District, Nassau Mountains: RMNH 13535, macho; Nickerie
District, Luci Camp: RMNH 13536, macho.
Guiana Francesa: MNHN 8395, macho. Maratony River: LACM 44500, fémea, Maripa-
soula: ZMFK 38267, macho.
Sem procedéncia: RMNH 247, fémea.

Diagnose: Vide Hoogmoed (1985: 81).

A denticio maxilar do exemplar RMNH 247 ¢ constituida por 12 + 2 dentes,
que aumentam gradativamente de tamanho no sentido antero-posterior, sendo 0s pés-
diastemais bem maiores que os tltimos pré-diastemais e destituidos de sulco. Hoog-
moed (1985) apresenta exemplares com denticiio variando de 12 a 14 + 2 dentes.

Dowling & Duellman (1978) provavelmente desconheciam o trabalho de Eiselt
(1963) e alocaram Procteria Werner, 1924 em Lycodontinae, tribo Lycophidini, com
divida ocasionada, possivelmente, pela auséncia de caracteres da espécie. No entanto,
os caracteres maxilares apresentados pelos autores para a subfamilia Lycodontinae
nilo coincidem com aqueles observados em Thalesius viridis.

Os caracteres do maxilar e do hemipénis de T’ viridis, comparados com aqueles
propostos por Dowling & Duellman (1978), estdo mais préximos daqueles apresenta-
dos pelos membros da subfamilia Natricinae, apesar do sulco espermitico ser centri-
fugal, sendo necessirio um estudo envolvendo outros caracteres para alocar a espécie
a nivel de subfamilia e tribo.

CONCLUSAO

Xenodon werneri Eiselt, 1963 ¢ retirado do género Xenodon Boie, 1827 por
apresentar hemipénis bilobado, espinhoso, com ganchos basais bastante conspicuos e
dpice com espinhos.

E proposto novo nome genérico, Thalesius nom. nov., para Procteria Wer-
ner, 1924 visto que este estd pré-ocupado por Procteria Davis, 1885.

A subfamilia e tribo de Thalesius viridis (Werner, 1924) permanecem incer-
tae sedis, necessitando de estudos mais aprofundados.
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CONTRIBUICAO AO CONHECIMENTO DA PISCICULTURA
DO PEIXE-REI Odonthestes bonariensis
(VALENCIENNES, 1835) — NOVAS INFORMACGES
E EXPERIMENTOS LABORATORIAIS
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RESUMO

Sio fornecidas novas informages sobre o histérico da piscicultura do peixe-rei Odon-
thestes bonariensis (Valenciennes, 18335) e experimentos de incubacio de ovos utilizando-se
bastidores em aqudrios diversos com dgua bruta ou tratada com ou sem anti-cloro e anti-fungo,
além da utilizagio de incubadoras usuais com dgua tratada corrente e testes de arracoamento
artificial de larvas. Tais experimentos resultaram na possibilidade de incubagiio de ovos em dgua
tratada e dgua bruta, ambas ndo renoviveis, desde que filtradas e oxigenadas. As larvas
alimentam-se de ragio artificial.

ABSTRACT

New information about the history of fish culture of Odonthestes bonariensis (Valen-
ciennes, 1835) is given. Hatching experiments were made in tanks with unrenewable water,
using cither untreated river water or treated water, with or without anti-chlorine and anti-
fungal substances. Hatching occurred in both, treated and untreated waters, which have heen
filtered and oxigenated. The larvae fed on artificial fish food.
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Laboratério de Aquacultura do Museu de Ciéncias da Pontificia Universidade Catélica do
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Grande do Sul, Brasil.
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INTRODUCAQ

Foram constatados registros de atividades em piscicultura desde 2.000 a.C., no
Egito, com criagdes de tilipias em piscinas de nobres, sendo que o livro mais antigo
deste ramo data de 500 a.C. (Menezes & Yancey, 1983).

De norte a sul do Brasil, muitas pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo
de desenvolver técnicas proprias, adequando-se as diversas condicoes ambientais do
local (Menezes & Yancey, 1983). No estado do Rio Grande do Sul, as condicoes para
a4 Aquacultura sio excepcionais devido a0 grande potencial hidrico da regido (Berto-
letti, 1981).

Rodolpho Von Thering, desde 1930, comegou a interessar-se pela pratica da
piscicultura através da tentativa de introducio de espécimes de peixe-rei, Odonthestes
bonariensis, nas cabeceiras do rio Tieté e represas de Sio Paulo, Brasil. Na ocasiio,
os primeiros ovos embrionados vieram da Argentina e, apesar de eclodirem a bordo
do navio, morreram antes de chegar 2o porto de Santos, no estado de Sio Paulo
(Azevedo, 1935).

Em 1934, Azevedo levou ovos e alevinos de peixe-rei, provenientes da Estagio
de Piscicultura de Chascomus — Argentina, para Sio Paulo ¢ Rio de Janeiro, porém a
tentativa também falhou, possivelmente devido a quedas bruscas de temperatura
(Nomura, 1976).

Atualmente, a ocorréncia do género Odonthestes, familia ATHERINIDAE, é
registrada desde a costa de Santos, S$do Paulo, até a Argentina (Regalado e Mastrarri-
20, 1954; Ringuelet, 1942; De Buen, 1953; Ringuelet et al, 1967, Huet, 1973). No Rio
Grande do Sul, Kleerckoper (1945) comenta que, em 1941, foram encontradas
espécies nativas na Lagoa dos Quadros e na Lagoa Itapeva, situadas nos atuais
municipios de Terra de Areia e Torres. Além disso, Paiva e Scheffer (1982) registram
sua ocorréncia no rio Jacui, e Bertoletti (1986) em praticamente todo o Estado.

Em julho de 1941, Elinor Fortes capturou reprodutores de Odonthesles bona-
riensis no rio Guaiba, caracterizado geograficamente como lago Guaiba, em Ponta
Grossa, Porto Alegre, e realizou a fecundacio com sucesso, iniciando, assim, 4 primei-
ra produgio de alevinos no Estado. Com a orientagiio de téenicos da Estagao Experi-
mental de Caca e Pesca de Pirassununga, Sdo Paulo, do Ministério da Agricultura,
Fortes, como Bidloga da Divisdo de Caga e Pesca de Porto Alegre, a partir de 1942
organizou o Laboratério de incubaciio e criaciio de larvas ¢ alevinos de peixe-rei junto
a um acude em Ponta Grossa, drea daquela Divisdo do Ministério da Agricultura. Os
primeiros ovos foram incubados em aqudrios com dgua corrente do lago Guaiba e,
posteriormente, em incubadoras de vidro cilindricas padroes, semelhantes as apresen-
tadas neste experimento. As larvas eram colocadas em aqudrios e, a seguir, em
tanques de alvenaria e no acude, ainda hoje existente (Comunicagio verbal de Fortes,
1993, ao autor sénior).

Em 1943, segundo Kleerckoper (1945), pela primeira vez foi dado inicio a
distribuigio de ovos embrionados produzidos no Posto Limnoldgico e de Piscicultura
de peixe-rei na Lagoa dos Quadros, no entdio municipio de Os6rio, RS, hoje, Terra de Areia.

Comun. Mus. Ciénc. PUCRS. Porto Alegre, n® 54, p. 49-64, novembro, 1993



51

0 Posto de Piscicultura foi construido a partir de um estudo feito por Kleere-
koper, a pedido do Servigo de Informagio Agricola do Ministério da Agricultura, onde
0 mesmo iniciou suas atividades. Posteriormente, Kleerckoper, como Limnologista da
Divisio de Caca ¢ Pesca, assumiu a direciio do referido Posto, em 1943.

Bertoletti et al,, em 1972, por solicitagio do Grupo Executivo da Indistria da
Pesca do Rio Grande do Sul (GEDIP), fez um relatério das condicdes em que se
encontrava o Posto de Piscicultura da Lagoa dos Quadros e, em 1977, elaborou o
projeto Lagoa dos Quadros, visando basicamente a reestruturagio e reativagio do
Posto, com o objetivo de dar continuidade as atividades iniciadas por Kleerckoper e
propiciar a imediata producio e distribuiciio de alevinos de Odonthestes bonariensis.

Durante a recuperagio dos tanques de criacio, construcio de edificacoes,
montagem dos laboratérios e organizacio das diversas instalacbes e equipamentos,
foi propiciada a captura, fecundagiio e produgio de alevinos de peixe-rei. Mesmo sem
as condicdes ideais para a piscicultura, em 1978, foram capturados 0.584 machos e
2.417 femeas, produzindo 908.100 ovos, dos quais 148.600 atingiram o estigio de
alevinos, sendo distribuidos em acudes diversos, ¢ 20.000 colocados na Lagoa dos
Quadros, de onde foram capturadas as matrizes. Paralelamente, produziu-se alevinos
de outras espécies de peixes (Bertoletti, 1979).

No Rio Grande do Sul também ocorrem criacdes de outras espécies de peixes
como tildpias, carpas, jundids, cards, trutas, black-bass, clarias, etc,, entretanto, o
interesse pelo peixerei, mesmo ndo sendo o mais cultivado, ainda tem a preferéncia
por ter sido sua criagio muito divulgada por 50 anos e apresentar carne de fino
paladar e com boa cotagio no mercado. Porém, no RS a pritica de criagio nem
sempre ¢ satisfatoria, concorrendo, para isso, problemas estruturais e de ordem
técnico-financeira, especialmente.

Na natureza, na época de fecundaciio e incubaciio dos ovos, ocorrem as perdas
naturais, inclusive de alevinos, pois o ataque de predadores é continuo e intenso.
Aliado a isso, a polui¢iio hidrica e a pesca predatéria de espécimes em reprodugiio
contribuem fundamentalmente para a diminuiciio dos estoques. Em face ao exposto,
o peixerei jd ndio ocorre na mesma quantidade como em anos atrds, quer no lago
Guaiba, na lagoa dos Quadros, no rio Uruguai ou em outros pesqueiros conhecidos,
especialmente em lagos ¢ acudes do litoral norte e da planicie central do RS.

0 peixerei, com sua agilidade, protegese de virios inimigos, mas na fase
prematura sio pouco hdbeis. Sio muitos os predadores de 0. bonariensis, dos quais
destacamos preferencialmente predadores de ovos — garcas (Ardea cocoi, Casmero-
dius albus ¢ Egretla thula) ¢ o colhereiro (Platalea ajaja); predadores de ovos,
alevinos e jovens — lambaris (Astyanax spp., Charax sp., Cheirodon sp.) e cards
(Cichlasoma sp., Geophagus sp.); predadores de alevinos e jovens — joaninha (Cre-
nicichla sp.), traira (Hoplias sp.), dentudo (Oligosarcus sp.), jundid (Rhamdia sp.),
mergulhiio cacador (Podilymbus podiceps), bigud (Phalacrocorax olivaceus) ¢ o
martim pescador (Ceryle torquata, Chloroceryle amazona e C. americana) (Comu-
nicaciio verbal do autor sénior). O canibalismo também contribui para o desapareci-
mento de alevinos (Azevedo, 1933; Ringuelet 1942; Kleerekoper, 1945; Godoi, 1946;
Machado, 1973; Nomura, 1976).
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Em face a0 exposto, e visando, além do treinamento de pessoal, a produgio de
alevinos para povoar acudes, represas e fazendas aquidticas em nossa regido, contri-
buindo, assim, para incrementar a criagiio desta espécie, foram realizados no Labora-
tério de Aquacultura do Museu de Ciéncias da PUCRS experimentos de incubagiio de
ovos de peixerei utilizando-se técnicas e materiais diferenciados em relagiio aos
usudis, ou sejam: incubadoras na forma de bastidores flutuantes com armagio de
madeira ou plistico com fundo telado, colocados na superficie da dgua niio renovivel
em aqudrios diversos e, também, incubadoras de vidro comuns, porém, com dgua
corrente (direta) tratada pelo Departamento Municipal de Agua e Esgotos de Porto
Alegre (DMAE).

MATERIAL E METODOS

Campo

A captura do peixerei, Odonthestes bonariensis (Valenciennes) (Fig. 1), foi
realizada entre 05 ¢ 06 de setembro de 1992, na Ilha do Junco, Parque Itapud, lago
Guaiba, RS, Brasil (Fig. 2).

Fig. 1: Exemplar de peixe-rei Odonthestes bonariensis (Valenciennes), capturado em setembro
de 1992, nas proximidades da Ilha do Junco, Lago Guaiba, Rio Grande do Sul, Brasil.
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Utilizou-se embarcagio de aluminio (Karib 300) com Sm de comprimento,
motor (Evinrude) 14 Hp e 12 redes de espera medindo 240m lineares com 360m? e
apresentando malhas de 3 ¢ 4em {enirends adjacentes}).

As redes foram colocadas na dgua por volta das 18 horas e retiradas ao
amanhecer (entre 0 ¢ 7 horas), em locais de solo areneso e areno-lodoso, préximo a
juncais. Coletouse dgua do local da captura dos peixes para posterior andlise da
qualidade fisica, quimica e bioldgica.

Capturou-se 18 exemplares de 0. bonariensis (3 fémeas e 15 machos), dos
quais 2 fémeas apresentavam 6vulos maduros e 9 machos encontravamse com
espermad, sendo que apenas 3 no ponto para fecundagiio.

A metodelogia utilizada para extrusiio dos dvulos e esperma haseou-se nas
técnicas de Kieerckoper (19453), Regalado & Mastrarrigo {1954) ¢ Huet {1973).

A massa de dévulos foi colocada sobre uma placa de Petri e, sobre ela, o
esperma, sendo logo apds homogeneizados com uma peni de galinha previamente
esterilizada.

Apés 3 minutos, o materiul obtido foi depositade em um recipiente plistico
com um pouco de dgua do local da coleta dos peixes.

Posteriormente, acrescentou-se mais dgua do mesmo local da captuora, cerca de
3/5 do volume total do recipiente de 2 litros de capacidade, pars hidratagdo dos ovos.
Este processo teve duragio aproximada de 2 horas, a0 abrigo do vento ¢ da luz, e
com permanente aeracio realizada através de um aerador portdul (Vigoar).

A temperatura da dgua do recipiente foi medida constantemente e, para manté:
ta préxima da 1emperatura do ambiente, o recipiente foi colocado dentre de uma
bandeja inoxiddvel, com pedras de gelo em sua volta. Tais coidados foram necessd-
rios, devido, tamhém, a grande distancia da ilha wé o praig, ¢ dessa até o laboratério,
num total aproximado de 65 km.

Apbs a perfeita hidriatagio dos ovos, esses, em forma de aglomerados, foram
colecados sob wma [amina de dpua dentro de umg bandeja, onde, com o auxilie de
uma tesoura, cortou-se os seus filamentos, Os ovos isolados, resistentes e eldsticos,
foram mergulhados novamente no recipiente com idgua renovada do local. Tal reci-
piente, envolto com gelo dentre de uma caixa de isopor, foi transportado ao labora-
tdric numa viagem com duragio de 2 horas.

O processe de aeragiio, renovagio de dgua e colocagio de gelo foi necessirio
devide a grande diferenga da temperatura da dgua do Guaiba, 14,5°C, em relagio i
temperatura atmosférica, 24°C.

Laboratério |

Para realizar a incubagiio dos ovos montou-se cinco aqudrios retangutares, dois
aquirios redondos e quatro incubadoris.

Em face 3 experimentacio com dgua parada (ndo renovivel), ¢ visando a
methor aera¢do dos ovos em incubaglo, foram confeccionados bastidores flutuantes
de madeira e de pldstico para os aquirios.
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Cada hastidor de madeira media 15510cm, sendo que ne fundo foi fixada uma
tela de nidilon com malba de Imm entre pentos ou nés adgacentes. Colocado nz
superficie da dgua, ficava merguthado até a metade de sua espessura, sende ancorado
por corddes ¢ flutuando sobre o ar (microbolhas) emitido através das pedras porosas.

0 bastidor de pldstico, incoler, possuia forma cilindrica, com 19¢m de altura ¢
9,7cm de digmetro, cortade a partir de um cecipiente descartivel de refrigeranie, e
fundo com tela de ndilon igual a dos bastideres. Na metade deste cilindro foi presa
umy chapa de isopor com orificio central, de forma a permitir a flutnagio do mesmo.
Este hastidor foi fixado ne aqudrio da mesma forma que os hastidores de madeira.

0s modeios de bastidores empregados (madeira ¢ plistico) diferenciam-se em
estrutura com o objetivo de facilitar a fabricagdo com menor custo.

Utilizou-se dgua bruta do Guaiba, do local da captura dos peixes (AB} ¢ dgua
tratada pelo DMAE (AT), ndio recovivel ¢ corrente. Em alguns aqudries que conti-
nham dgua tratada colocou-se anti-cloro comercial Atlantys a fim de eliminar o cloro
residual.

0 verde de malaquita (Riedel- Bannover) foi empregado para a efiminagio de fungos.

Aqudrios refangniares

(s aquirios retangulares eram de volumes variados (Aql, Aq2, Aq3, Aqd ¢ Aq5).

Os Aql. Aq2, Aq3 ¢ Ag4 foram confeccionados com vidro de 4mm de espessu-
ra, colados com silicone. O Ag3 possuia armagio ¢ fundo de ago inoxiddvel, Todos os
Aq continham filtros biolégicos com armagio tabular plistica e [3 de vidre, sobre a
gual colocou-se arcia grossa ¢ média, Para a acragiio utilizou-se mangueiras plasticas,
borbuihadores de pedras porosas e um compressor de ar SCHULTZ de 120 atm, com
filtra {Davcl).

0s bastidores de madeira foram colocados em cada um dos aqudrios, com
excegio do Ag5 que recebeu o bastidor de plistico.

Nos Aql, Aq3 ¢ Aq3 foi wtilizado o anti-cloro comercial Atlantys, dilufdo na
forma de gotas até atingir o ND de cloro residual.

No Aq4 a dgua tratada ficou em repouso por trés dias e o clero residual niio
foi detectado.

0 verde de malaquita (Riedel-Hannover) preparado em solucio 1g/200 1 foi
colocado no Aq2 ¢ AqS, durante os primeiros trés dias alternados.

Nos Aq! e Aq4 foram distribuides vegetais ornamentais pertencentes as seguin-
tes espécies:

Urticaria sp., UL minor, U vnlgaris, Sagittaria montevidensis, Myriophyiium
brasiliensis, M. proserpinacoides ¢ Mayaca sellowiana (Botclho, 1977; Botelho,
1982 ¢ Hoeng, 1979).

Portanto, os Aq com filtros bioldgicos e aerizadores ficaram assim constitvidos:
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Aql — 541 de AT com anti-cloro, bastidor de madeira e vegetais ornamentais;
Aq2 — 44l de AB, bastidor de madeira e verde de malaquita;
Aq3 — 441 de AT com anti-cloro e bastidor de madeira;
Aqd — 541 de AT, bastidor de madeira e vegetais ornamentais;
Ag5 — 1981 de AT com anti-cloro, bastidor de plistico e verde de malaquita.

Aqudrios redondos

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

Incubadoras

Apresentando a forma de vaso ou jarra, as quatro incubadoras de vidro (IA,
IB, IC, ID) (Fig. 3), medindo 33cm de altura por 13,5¢m de didmetro ¢ base concava,
recebiam dgua através de um tubo de vidro distante cerca de 2cm do fundo, por meio
de um sistema de abastecimento de dgua tratada pelo DMAE, na quantidade média de
2 litros por minuto. A dgua oxigenou e movimentou os ovos lentamente, saindo pela
parte superior diretamente ou através de sifoes de vidro.

Fig. 3: Incubadora conica com sistema de dgua tratada corrente, onde foram colocados os ovos
para o desenvolvimento embriondrio.
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0 verde de malaquita foif preparado em solugio 1g/200 litros em uma garrafa
com regulador, 1 qual lancava na [A uma gota a cada 20 segundos durante 1 hora por dia.

Laboratéric 11

Na {upa, muites ovos foram liberados de restos de filamentos ainda presentes,
separados com uma pipeta de ponta grossa ¢ colocados em 11 sacos pldsticos
contendo AB, de acordo com a técnica de Bertoletti (1977) para troca de ambicntes
aquiticos.

Entretanto, devido a morosidade desta tarefa, em face ao sistema de treinamen-
to nio cfetuou-se a total separagin dos ovos fecundados de eventuais gorados.

Um total de 2.250 ovos foram distribuidos apds 10 minutos de ambientagiio
nos aqudrios e incubadoras, da seguinte forma: Aq1-410, Aq2-100, Aq3.200, Aq4-80,
Aq5-50 ¢ All-80 (colocados dentro dos bastidores); AI-180 ¢ [A, IB, 1C, ID-1.150
(colocados no fundo).

A distribuicio foi realizada de maneira aleatdria, sendo que na 1A colocouse
um maior nimere de ovos,

Durante o periodo de desenvolvimento dos ovos verificou-se a temperatura das
Aguas duas vezes por dia, s 10k ¢ &s 15h. Com a5 médias destas medidas foram
caleuladas as unidades térmicas acumuladas (UT.A.). A média do primeiro dia consti-
tui a primeira U.T.A,; as médias dos dias subseqiientes sio somadas a U.T.A. anterior,
obtendo-se, assim, a UT.A. de cada dia de acordo com Godoy, 1946,

Verificouse também diariamente o pH das dguas; a incidéncia de fungos
(Saprolegnia) nos ovos (os quais eram eliminados quande apresentavam hifas) ¢ o
sistema de aeragio, além da vistoria e manutengiio de tods o aparato montado no
laboratério.

A qualidade da AB, AT do local do desenvolvimento dos ovos e AT direta foi
analisada no Laboratério do Centro de Saneamento Bisico do DMAE, estabelecendo-
se os pardmetros conforme Tabela 3.

Sendo o ambiente pobre em plincton especifico para a alimentagio, e ndo
tendo-se conto objetivo produzir cultura de microorganismos ou outra ragiio nawral,
utilizou-se uma ragio na forma de farinha em pd. Esta foi produzida com matéria
prima bésica, constituida de farinha de peixe, farinha de 1rigo, farinha de milho e um
complexe de dezesseis vitaminas e aglutinantes. Os teores da ragio, garantidos por
andlise da Empresa Socil, totalizaram aproximadamente 40% de proteinas, 12% de
sais, 7% de umidade e baixos indices de gorduras e fibras. Qs hidratos de carbono,
em maior parte, e vitaminas, completam a férmula hisica,
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RESULTADOS E COMENTARIOS

Na tabela ¥ cstie registradas as temperaturas médias didrias de cada incubado-
1 e aqudrio até a desativacio de cada um deles, ¢ tamhém o periodo (n? de dias e
hioras acumuladas) do desenvolvimento das atividades.

A tabela 2 mostra as UTAs dos Agd, Aq5 ¢ AN, cujos ovos apresentaram
desenvolvimento completo até a eclosdo, com formacio de farvas.

O perindo de observagies ¢ atividades de laboratério fei de dezesseis dias,
conforme ¢ registro # scguir;

A2

!

r\{] 3

Aqd

}

6 dins {144k
8 dias (192h)
9 dias (216h)

3 dias (72h)

6 dias (144h)

3 dias (72h)

9 dias (216h}

I

3 dins (72h), UTA
4 dias (H06h), U.TA.
5 dias (120h), UTA
6 dias (144h), UT.A
10 dias (240h), U.T A
(248h)
11 dius (204h), UTA.
12 dias (288h), U.TA.

16 dias (384h), U.TA.

Observou-se desenvolvimento normul dos ovos.
Apresentavam fungos em grande quantidade.
Desenvolvimento embriondrio interrompido.
Excesso de fungos. O aqudrie foi desativado.
Ovos en estagio avangado de desenvolvimento, mas
atacados por fungos.

Utilizou-se o verde de malaquita.
Desenvolvimento embriondrio interrompido.
Apresentavam {fungos cm grande quantidade.

0 aqudrio foi desativado.

1 ove em desenvolvimento embriondrio.

0s demais apresentavam fungos,
Desenvolvimento embriondrio interrompido.
Excesse de fungos. O aquirio foi desativado.

58,8°C —  Virios ovos em desenvolvimento en
briondrio (bdstula).
73,3°C - Desenvolvimente embriondrio progres-

sivo, embora muitos ovos apresentas-
sem fungos.

§8.3°C ~  Ovos em desenvolvimenmao embriondrio.

104,3°C —  Cmbrides apresentando olhos nitidos e
batimentos cardiscos.

169,3°C = Qvos com fungos em excesse.

— G ovos cclodicum.

187,3°C = 5 ovos eclodiram.

205,3°C —  As lurvas nadavam pelo aquirio. {11 +
9 larvas do AgS).

273.5°C —  As larvas se desenvolviam satisfatoria-

mente com racio artificial,

Apesar da constatagio de fungos, o Agd encontravase estabilizado, com dgua
timpida e larvas nadando com rapidez a procura do alimento em forma de po,
minisirado sobre a superficic liquida.
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Al

All

1

}

3 dias {72h), UTA. 50,9°C -
4 dias (96h), UTA. 709°C -

5 dias (1200}, U.TA. 86,4°C ~

8 dias (192h), UTA. 134,4°C -

10 digs (240h) U.T.A, 167,4°C ~

12 dias (288h), UTA. 203,8°C —

3 dias {(72h) -

3 dias (72h) UTA 58°C -

6 dius (144h), UTA 1025°C -

11 dias (264h), UT.A. 186,9°C —
12 dias (2881, U.TA. 205,3°C —

39
Alguns ovos em desenvolvimento em-
briondrio (Bistulz).
Vdrios ovos em desenvelvimento em-
briondrio.
Embrides com olhos formados mas sem
pigmentos, circulagio sangiiinea e me-
liforos,
Virios embrifies continuavam em pleno
desenvolvimento,
Embrides apresentando olhos bem for-
mados e movimentando a cabega e as
mandibulas.
9 ovos eclodiram. Neste dia as O larvas
e alguns oves foram transferidos para
o AQ4 ¢ o aqudrio foi desativado devi-
do a0 excesso de fungos.
Ovos em desenvolvimento embriondrio
interrompido entre 30 ¢ 48h. Excesso
de fungos. Presume-se, também, pela
posigiio das pedras porosas e produgiio
de microbolhas, pouca oxigenagiio na
dgua de fundo.
Ovos em desenvolvimente embriondrio
(Bldstula).
5 embrides cncontravam-se no bastidor,
sendo que 3 feram eliminados por con-
terem fungos.
Ydrios ovos cclodiram.
17 larvas nadavam no aqudrio.

Este aquirio, com 5 litros de AB, ovos cm bastidor, oxigenados ¢ com verde
de malaquita, apesar da presenga dos fungoes apresentou 21,2% de ecloses, o major
indice entre os experimentos. As larvas também foram transferidas para o Ag4,
aqudrio que apresentava as melhores condigdes amhbientais.

Acreditase que também houve falhas n2 fecundagiio, provavelmente, pela
imaturidade de évulos, especialmente,
Em sintese, observou-se que no Aq4, com 54 | de AT sem anti-cloro, eclodiram
11 larvas; no Aq3, com 198 | de AT com anti-cloro ¢ verde de malaquita, eclodiram
9 larvas, ¢ a0 All, com 5 1 de AB e verde de malaquita, eclodiram 17 larvas,
totalizando apenas 37 larvas, motive pelo qual os experimentos deveriio ser repetidos
a fim de serem detectadas as origens dos fatores negativos,
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Incubadoras

3 dias (72h) — 0s oves apresentavam-se com as mesmas divisdes celulares do
primeiro dia e muitos haviam gorado. Nio constatou-se fungos, entretanio, para uma
perfeita comprovagio da interrupgiio do desenvolvimento embriondrio, o sistema
continuou em observagio.

5 dias {120h) — O estigio do desenvolvimento dos oves encontrava-se nas
mesmas condigbes do primeiro dia.

9 dias (216h) — Todas as incubadoras foram desativadas,

Observou-se que todos os ovos das incubadoras tiveram sen desenvolvimento
paralizade ne momento em que receberam AT direta, ¢ ndo constatou-se a presenga
de quaisquer fungos.

Além do cloro residual hi outros pardmetros com valores niio adequados para

-2 piscicuteura do peixe-rei, como ¢ 0D e pH, principalmente.

CONCLUSOES

— O histérico sobre a piscicultura do Peixe-rei € enriguecide com o trabalho
de Fortes em Porto Alegre, RS.

- Nadgua tratada, em repouse por teés dias (Aq4), naguela onde utilizou-se
anti-clore (Ag5), ¢ na dgua bruta (All), através da téenica wtilizada, os
ovos de peixe-rei desenvolveranise, originando larvas sadias,

- Nas incubadoras, a multiplicagio celular dos oves foi interrompida ao
receberem dgua tratada direta, ¢ nfio houve surgimento de fungos, cont-
provando, assinl, que 4 mesma ¢ letal para ambos.

- O verde de madaquita, utilizado internacionalmente no combate a fungos
sobre ovos em incubagdo, na proporgiio utilizada de 1 g/200 litros durante
0s trés primeiros dias alternados, nos Aq2, Aq5 ¢ All, ndo foi cficaz.

—  As larvas alimentam-se satisfatoriamente com ragdo artificial, sendo neces-
sdrio 2 continuidade dos experimentos para a reavaliaciio de seu compor-
tamento ¢ crescimento.
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Tahela 1. Médias do controle didrio de temperaturas (C) da dgwa durante o desenvolvimento
dos ovos nas incubadoras e aquirios.

INCUBADORAS AQUARIOS Total de dias/horas
Data A B C [} 1 2 3 4 5 1 Il acumuladas
6/9 140 140 140 40 149 145 145 145 140 140 145 0/0
79 140 140 140 140 149 145 145 145 140 140 145 1/24
89 140 140 140 140 149 145 145 149 149 140 143 1/48
9/9 140 140 140 140 149 ¥45 145 149 140 140 145 372
10/9 140 140 140 140 145 140 140 143 140 - 140 4496
L9 150 150 150 150 (50 150 158 150 155 - (50 5/120
12/9 160 160 160 155 160 155 155 160 166 - 155 /144
139 160 160 160 160 160 - 160 160 160 - 160 7/168
14/9 162 160 162 162 165 - 160 160 160 -~ 160 8/192
15/9 165 165 165 165 170 - 165 163 165 - 169 9/216
69 - - - - - - - 165 165 -~ 163 107240
(/9 - - —~ - - - — 180 182 —~ 190 117264
89 - -~ - =~ - - - 180 182 - 190 12/288
99 - - - - - - - 164 - - - 13/312
09 - - - - - - - 169 - - - 147336
2009 - - - - - - - 168 - - - 15/360
249 - - - - - - - 181 - - - 164384

Obs.: {-) perivdo em que foram desztivados vs aqudrios e incubadoras.
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Tabela 2. Medidas de UT.AS (Unidades Térmicas Acumuladas). horas e sotal de dias, de
desenvedvimento dos ovos e larvas de peixerei, Odontfiestes honariensis (Yalencicnnes) nos
A, AgS e AlL

UTas (Unidade Téemica Acumulada) Tota) de horas Nt de dias
Dius Aquirio 4 Aquirio 5 Aguirio 1 acurtladas  Acumulados
h

/9 14,5 140 14,5 0 0
779 290 280 390 14 1

8/9 439 429 43,3 i8 2

9/9 588 56,9 38,0 72 3
10/9 733 709 720 96 4
119 88,3 86,4 87,0 120 3
12/9 (04,3 1024 102,3 144 6
13/9 120,3 1184 1185 168 7
1479 1363 1344 1345 192 8
15/9 1528 150,9 1514 216 9
16/9 169,3* 1674 1679 240 1o
17/9 187.3* 183,6 186,9* 264 1]
18/9 205,3* 2038+ LAY 288 [2
15/9 m7 - - 3 i3
2049 2386° - - 336 14
1159 235,4* - - 360 (53
22/ 2735 - - 384 16

* (bs. Dias em que ocorreram as eclosdes dos oves nos aquirios.
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Tabela 3. Parimetros de qualidade da dgua do ambicnte nawral - dgua Bruta do Lago Guafs,
local de captura do peixerek, do ambiente artificial — Agua tratada, local do desenvolvimento
dus larvas ¢ da dgua tratada direta da Esiagiio de Tratamento de Agua do DMAL.

Agua Bouta Aguz Tratada  Aguz Trarada
Farimetros {direta corrente} Unidades
{Amb, Natural)  {Amb, Artificial) (Amb. Artificial)

Oxigénio dissolvido 9.3 59 6,6 mg/l 02
(o
Dewanda Bioguimica 0,0 2.6 - mg/l 02
de Oxiglnio (DBO)
Cloreto 325 716 10,03 mg/1 Cl
Clore Residual - - 1.30 g/t Cl
Alealinidade 1.4 80 6,0 mg/l Cal;
mi 7.22 7.23 5.9 -
Nitrilo 0,01 6,018 )] mg/l 8O,
Nitrato 0,54 0,50 2,24 mg/l KOy
Fosfato Total 0,20 0,26 0,21 mg/1 POy
Condutividade 32,7 94,2 1600 umho/cm
Sédio 3,04 11.43 3,4 mg/1 Nu
Potissin 1,57 2,56 21 mg/l K
Ferro 651 3D 0,24 mg/! Fe
Pancton 101 x 10 30x 10 13x1D organismos/|

Obs.: NI} - Nio detectivel.
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