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Determinacdo do Sexo da Tuvira Gymnotus sp.
Através da Anélise de Imagem de Ultra-Som’

Marco Aurélio Rotta?
Merlison Figueiredo Pedroso®
Luiz Carlos Acorci®

Resumo

A tuvira (Gymnotus sp.) é um peixe muito conhecido no Pantanal por ser amplamente utilizado como isca viva
pela pesca esportiva. Visto os problemas inerentes a sua coleta na natureza, como degradacao ambiental e as
condicdes desumanas de trabalho, faz-se necessério buscar alternativas para sua producdo, como a criacdo em
cativeiro. Entretanto, ainda ndo ha uma técnica simples e ndo invasiva para a sexagem deste peixe. Deste
modo, este trabalho tem por objetivo verificar a possibilidade de se utilizar a ultra-sonografia na determinacao
do sexo da tuvira. Foram avaliados 100 reprodutores coletados nos viveiros de reprodutores, os quais foram
submetidos a analise individual de ultra-som utilizando-se um aparelho portétil (ALOKA C.O. LTD. Modelo SSD-
500) com um transdutor plano de 5 MHz. Apdés a andlise e interpretacdo das imagens o sexo foi determinado
pelo consenso de dois observadores. A acuracia da analise de ultra-som foi verificada posteriormente com a
andlise visual das génadas através da dissecacao de cada um dos animais. A acuracia da determinagao do sexo
em tuviras maduras sexualmente pela andlise das imagens de ultra-som foi de 98%. A andlise das imagens de
ultra-som das g6nadas de tuvira mostrou ser uma técnica vidvel para a determinacao do sexo deste peixe.

Termos de indexagao: piscicultura, reproducao, sexagem

! Esta publicagdo tem como base o trabalho apresentado no | Congresso Brasileiro de Producéo de Peixes Nativos de Agua Doce, realizado
em Dourados/MS (2007).
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Sex Determination of Tuvira Gymnotus sp. by Analysis
of Ultra-sound Image

Abstract

Banded knife fish "tuvira” (Gymnotus sp.) is well known in the Pantanal because is widely used as live bait by
sport fishing. Given the problems inherent to their extraction from natural habitat, such as environmental
degradation and the inhumane conditions of work, it is necessary to find alternatives for their production, such
as fish culture. Meanwhile, there is still no simple and non-invasive technique to sex determination. Thus, the
work’s objective is to verify the possibility to use ultra-sonography to determining the sex of tuvira. It was
collected from a broodstock pond 100 sexually mature fish, which were submitted to individual analysis of
ultra-sound using a portable device (ALOKA C. O. LTD. Model SSD-500) with a 5 MHz transducer. After the
analysis and interpretation of the images the sex was determined by consensus of two observers. The analysis
accuracy of ultra-sound was verified later with the visual analysis of gonads through dissection of the fish. The
accuracy of the determination of sex in sexually mature fish by analysis of images of ultra-sound was 98 %.
The ultra-sound images analysis of the gonads of tuvira shown to be a feasible technique for determining the
sex of fish.

Index terms: fish culture, reproduction, sexing
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Introducéao

A tuvira (Gymnotus cf. carapo) é um peixe muito conhecido no Pantanal (Britski et al., 1999) por ser
amplamente utilizado como isca viva pela pesca esportiva (Moraes e Espinoza, 2001). A sua captura é uma
atividade geradora de impacto social na planicie pantaneira, pois hd um grande nimero de isqueiros na regiao
que trabalham em condi¢cées desumanas e dependem da sua coleta para sobrevivéncia (Banducci Junior et al.,
2003). Além disso, a ocorréncia deste peixe esta diminuindo, principalmente perto dos centros de distribuicao e
venda de iscas vivas (Luiz Carlos Acorci, com. pess.), o que pode indicar um impacto ambiental quanto a
distribuicdo da populacao deste peixe no Pantanal e que causa, também, o aumentando dos custos para sua
captura e transporte. A tuvira, mesmo possuindo respiracao aérea acessoria, apresenta altas taxas de
mortalidade durante o transporte (Moraes e Espinoza, 2001), o que compromete ainda mais a renda dos
isqueiros. Visto estes problemas, seria estratégico buscar alternativas que possam preencher estas lacunas,
sendo uma delas a producao da tuvira em cativeiro (Banducci Juanior et al., 2003).

Programas de reproducado em cativeiro possibilitam o aumento do conhecimento da biologia reprodutiva de
peixes que sofrem algum tipo de ameaca (Bryan et al., 2005). H& trabalhos que tratam da reproducao da tuvira
em ambiente confinado (Souza e Andrade, 1984; Kirschbaum e Schugardt, 2002; Kirschbaum e Wieczorek,
2002). Entretanto em nenhum deles se determinou com precisdo o sexo dos peixes, pois ndo sdo conhecidas
as diferencas sexuais externas na tuvira (Crampton e Hopkins, 2005), o qual s6 pode ser realizado com
seguranca no género Gymnotus através da dissecacao (Crampton e Hopkins, 2005) ou através da andlise das
descargas elétricas que emite (Silva et al., 2003).

A capacidade de se identificar o sexo e avaliar, de forma nado destrutiva, o estadio de maturidade dos peixes é
critica para o desenvolvimento de estratégias de manejo nos programas de reproducao para a aquicultura
(Moghim et al., 2002). Dentre as formas empregadas na determinacdo do sexo em peixes, a ultra-sonografia
vém sendo utilizada com bastante sucesso (Martin-Robichaud e Rommens, 2001; Moghim et al., 2002;
Colombo et al., 2004; Wildhaber et al., 2005), principalmente em peixes que ndo possuem caracteristicas
sexuais secundarias definidas (Blythe et al., 1994; Karlsen e Holm, 1994; Martin-Robichaud e Rommens,
2001). A ultra-sonografia é uma técnica que permite identificar estruturas moles em diversas profundidades do
organismo de maneira nao invasiva. Baseia-se na captacao dos sons refletidos (ecos) ao passarem por tecidos
de impedancias diferentes, sendo estes ecos transformados em imagens que podem ser facilmente
interpretadas (Goddard, 1995). Por esses motivos, o uso da ultra-sonografia esta se tornando cada vez mais
popular na avaliacdo dos aspectos reprodutivos dos peixes, uma alternativa aos outros métodos mais invasivos
e complexos que podem comprometer a saldde dos peixes e seu sucesso reprodutivo (Moghim et al., 2002;
Wildhaber et al., 2005).

Em relacao ao uso da leitura das descargas elétricas que as tuviras emitem como forma de determinacao do
sexo (Silva et al., 2002), é importante ressaltar que, mesmo possuindo um amplificador portatil, barato e
eficiente para a identificacao das ondas elétricas (Wells e Crampton, 2006), é necessario gravar os dados e
realizar o tratamento dos mesmos em programas computacionais especificos para que se possa obter as
informacdes desejadas (Silva et al., 2003), o que tira a praticidade que o ultra-som portatil permitiria, além de
necessitar de um maior nimero de equipamentos e conhecimento, dificultando em muito o trabalho de
sexagem a campo. Desta forma, este trabalho tem por objetivo verificar se, através da analise de imagens de
ultra-som, é possivel a determinacao do sexo da tuvira.

Materiais e Métodos

A tuvira é identificada no Pantanal como Gymnotus cf. carapo (Linnaeus 1758) (Britski et al., 1999).
Entretanto, estudos recentes mostram que as espécies encontradas na Bacia do Paraguai-Parana sao G.
paraguensis, G. sylvius, G. pantanal e G. inaequilabiatus (Albert e Crampton, 2003; Albert et al., 2005;
Fernandes et al., 2005). Como suas diferencas morfoldgicas ndo sdo evidentes em relacdo a outros
Gymnotideos, as determinacdes das espécies sao realizadas através de anélise citogenética e molecular
(Margarido et al., 2007). Tendo em vista a problematica na taxonomia da tuvira os espécimes utilizados neste
trabalho serdo considerados como Gymnotus sp.
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Os peixes utilizados para a ultra-sonografia foram retirados do plantel de reprodutores mantidos em viveiros de
piscicultura na fazenda Forquilha — Projeto Isca Viva (Campo Grande, MS), os quais séo origindrios da regiao de
Corumbd, MS. De um total de 1.022 reprodutores foram coletados aleatoriamente 100 peixes de dois viveiros
de terra (50 animais de cada viveiro — Grupos 1 e 2).

Na biometria dos peixes (abril de 2007) foi realizado a mensuracdo do comprimento total através de ictibmetro
(Rotta, 2003) e do seu volume através da “ictioproveta”, possibilitando o célculo do seu peso (Rotta e Gonda,
2004). Para este procedimento os animais foram anestesiados com uma solucao aquosa de 0,2% de 6leo de
cravo (5% de principio ativo) e mantidos em bandejas plasticas com agua pura (6 L). Foi utilizado o teste-t a
5% de significancia para a determinacao de diferencas no comprimento e peso entre grupos (oriundos de
viveiros diferentes) e entre machos e fémeas dentro e fora dos grupos, a fim de verificar se estas diferencas
influenciam ou nao na eficiéncia da sexagem por ultra-som. A proporcao esperada de 1:1 entre machos e
fémeas na natureza (Cognato e Fialho, 2006) foi verificada, como também a influéncia do género na eficiéncia
de sexagem, ambas através da aplicacdo do teste do qui-quadrado a 5% de significancia.

Apds a biometria os animais foram submetidos a andlise individual de ultra-som na cavidade abdominal. Foi
utilizado um aparelho de ultra-som portatil (ALOKA C.O. LTD. Modelo SSD-500) com transdutor plano de 5
MHz, gerando uma imagem para analise com profundidade atil de 2 cm.

Os peixes foram posicionados dentro de uma bandeja com dgua com o ventre para cima e o transdutor
disposto no plano sagital do mesmo encostado ao seu ventre, mantendo-se a parte frontal do transdutor na
altura do estémago. Nao foi utilizado gel para o procedimento, visto que a dgua contida na bandeja se mostrou
um meio muito eficiente de transmissao do sinal de ultra-som. Apds a analise e interpretacao das imagens
(espessura, forma e coloracao do tecido anecdico abaixo da parede abdominal), o sexo foi determinado pelo
consenso de dois observadores. A acuracia da analise de ultra-som foi realizada posteriormente com a andlise
visual das génadas através da dissecacao dos animais. O estadio reprodutivo dos peixes dissecados foi
determinado de acordo com os critérios apresentados por (Gonzéalez et al., 2001), que estabelece a seguinte
classificacdo para o estadio gonadal das fémeas de tuvira:

e Estadio | — Imaturo: o ovario pequeno e largo, bem aderido a bexiga natatéria, de coloracao translicida
e com uma tonalidade rosa pélida;
e Estadio Il — Em Maturacao: o ovario possui coloracdao rosada mais escura, com uma maior irrigacao

sanguinea, sendo os ovdcitos visiveis a olho nu, apresentando um ovario com maior tamanho e
ocupando grande parte da cavidade abdominal;

e Estadio lll — Maduro: o ovéario aumenta de volume, ocupando toda a cavidade abdominal, apresentando
a forma cilindrico-cénica, com uma coloracao amarelo-alaranjada ou amarelo-ouro, sendo os ovécitos
bem visiveis a olho nu pois possuem um grande tamanho;

e Estadio IV — Parcialmente Desovado: o ovario se encontra mais fladcidos, com menor tamanho e peso
devido a eliminacao dos ovécitos maduros, apresentando os vasos sanguineos mais dilatados e sua cor
amarelo-ouro menos intensa comparativamente ao ovario maduro;

e Estadio V — Desovado: o ovério se encontra com um tamanho bem reduzido, com a superficie irregular
e aspecto sanguinolento.

Resultados e Discussao

Dos animais analisados ndo houve diferenca significativa do comprimento entre os Grupos 1 e 2 (teste-t,
P>0,05) (Tabela 1). Entretanto, os peixes do Grupo 1 sao significativamente mais pesados que os do Grupo 2
(teste-t, P<0,05) devido ao menor peso dos machos do Grupo 2 (teste-t, P<0,05). Dentro de cada grupo os
machos foram mais compridos que as fémeas, entretanto somente no Grupo 1 os machos também foram os
mais pesados (teste-t, P<0,05). Nao houve diferenca de ambos os grupos na proporcao entre os sexos pelo
teste de qui-quadrado (P>0,05) quando comparados com o encontrado na natureza.

Com relacao a maturidade sexual, os peixes utilizados no estudo ja se encontravam maduros sexualmente, pois
seu comprimento minimo foi de 27,8 cm e 26,5 cm para os Grupos 1 e 2, respectivamente, acima do valor
sugerido por Resende et al. (2006) para as tuviras no Pantanal, que alcancam a maturidade gonadal plena
(freqiiéncia de 100%) aos 24-26 cm. Ja Barbieri e Barbieri (1983) relataram que primeira maturacao gonadal da
tuvira (freqiéncia de 50%) na Represa do Lobo/SP ocorreu entre 24,8 cm e 25,6 cm de comprimento total.
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Visto que os animais se encontravam maduros sexualmente, pois dentre as 57 sexadas s6 havia uma fémea
em Estadio | e uma em Estédio |l de maturacao gonadal, as diferencas encontradas de peso e comprimento nao
influenciaram os resultados obtidos. Desta forma, mesmo apresentando estas diferencas, pode-se concluir que
os dois grupos de peixes sao bastante semelhantes entre si, podendo os resultados da sexagem ser analisados
em sua totalidade.

Tabela 1. Dados biométricos das tuviras utilizadas no experimento de sexagem.

Comprimento Peso Comprimento Peso
total (cm) (g) total (cm) (g)
Média geral 32,64 102,29° 32,15 92,50°
Desvio padrao 2,76 22,46 2,56 13,82
Fémeas Fémeas
n 28 27
Média 31,148 91,96" 31,028 90,64
Desvio padrao 1,74 14,48 2,09 14,14
Machos Machos
n 22 23
Média 34,56 115,43 33,47* 94,69°
Desvio padrao 2,66 24,18 2,45 13,40

Letras minUsculas na mesma linha evidenciam diferenca significativa pelo teste-t (5% de significancia).
Letras mailsculas na mesma coluna evidenciam diferenca significativa pelo teste-t (5% de significancia).
Nao houve diferenca na proporcédo dos sexos pelo teste do qui-quadrado (5% de significancia).

As imagens de ultra-som obtidas através do transdutor plano se mostraram muito nitidas para a verificacao do
sexo em tuviras, como pode ser visto nas Figuras 1, 2, 3 e 4. A determinacdo do sexo dos peixes foi realizado
por exclusao, visto que nao foi possivel identificar nas imagens a estrutura dos testiculos (Figura 4), pois
apresenta alta ecogenicidade (tecido ecdico, em tons de cinza claro), se confundindo com as outras estruturas
viscerais, como o ocorrido com Maccullochella peelii peelii (Newman et al., 2006). J& as gonadas da fémea,
quando em maturacao (Estédio Il, Figura 2) ou madura (Estadio lll, Figura 3) foram facilmente identificadas pela
presenca de um ovario nitido mais anecdico (tom escuro). A taxa total de acerto foi de 98% (Tabela 2), sendo
gue os machos obtiveram uma acuracia um pouco menor, pois algumas fémeas imaturas (Estadios | e Il,
Figuras 1 e 2) foram erroneamente identificadas como machos.

Pelo teste de qui-quadrado (P>0,05) ndo houve influéncia do género quanto a eficiéncia de sexagem dos
peixes. Este resultado era esperado, pois como os peixes se encontravam maduros sexualmente, sadios e com
uma boa condicao corporal (verificada visualmente), nao teria légica que fémeas nos Estadio | e Il ocorressem
com freqliéncia, o que diminui a proporcao destas serem confundidas com machos. Resultados diferentes
podem ser obtidos quanto nao ha heterogeneidade de estadio de maturacao

Desta forma, a alta taxa de acerto na sexagem das tuviras foi obtida devido ao estadio reprodutivo das fémeas,
gue se encontravam em sua ampla maioria (94 %) no Estéadio Il (ovarios maduros de coloracdao amarelo-
alaranjada que ocupam toda a cavidade abdominal) (Gonzélez et al., 2001), como foi verificado na dissecacao.

Esta caracteristica de maior acuracia na determinacao do sexo em peixes adultos através do ultra-som ja foi
evidenciada em outras espécies (Martin-Robichaud e Rommens, 2001; Moghim et al., 2002).

O nivel de acerto obtido na sexagem por ultra-som da tuvira (98%) é muito semelhante aqueles que
trabalharam com peixes maduros sexualmente, como o Acipenser stellatus, com 97,2% de acerto (Moghim et
al., 2002), o Maccullochella peelii peelii, com 95% de acerto (Newman et al., 2006) e o Scaphirhynchus
platorynchus, com acerto de 86% (Colombo et al., 2004).
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Tabela 2. Resultados da interpretacdo das imagens de ultra-som utilizadas para a sexagem das tuviras nos
diferentes grupos.

] Fémea 28/ 28 100
Macho 22/ 21 95

Fémea 27127 100

2 Macho 231722 95
Total - 100 /98 98

Embora haja diferencas na morfologia e no desenvolvimento gonadal entre espécies, as gbnadas da tuvira
apresentaram caracteristicas semelhantes com outras espécies de peixe, principalmente o ovario, que, quando
maduro, se apresenta mais escuro e granulado (anecéico) (Martin-Robichaud e Rommens, 2001; Colombo et
al., 2004; Wildhaber et al., 2005). Entretanto, a identificacdo dos testiculos é mais problemética (Martin-
Robichaud e Rommens, 2001), principalmente em peixes imaturos (Moghim et al., 2002), pois os testiculos
dos peixes ndo mantém um certo padrdo na imagem de ultra-som.

FEpJETD IS5CH

Figura 1. Imagem de ultra-som longitudinal do ventre de uma fémea de tuvira (Gymnotus sp.) em estadio | de
maturacao (anterior a esquerda e ventral acima) mostrando o intestino (Int) com uma coloragdo mais clara e no
local do ovario (circulo) auséncia de area escura (anecdica). (Foto: Merlison Figueiredo Pedroso).

. ® F ‘_H'.-.ﬂ_ o W=Sa
Figura 2. Imagem de ultra-som longitudinal do ventre de uma fémea de tuvira (Gymnotus sp.) em estéadio Il de
maturacao (anterior a esquerda e ventral acima) mostrando o intestino (Int) com uma coloracao mais clara e
area escura (anecdica) pouco desenvolvida no local do ovario (Ov). (Foto: Merlison Figueiredo Pedroso).

Nas espécies Hippoglossus hippoglossus, Pleuronectes americanus, Pleuronectes ferruginea (Martin-Robichaud
e Rommens, 2001) e Acipenser stellatus (Moghim et al., 2002), os testiculos maduros aparecem como
estruturas anecodicas (escuras) bem definidas. J4 os testiculos maduros da tuvira possuem uma estrutura
consistente (Barbieri e Barbieri, 1984), se apresentando ecéico (tons claros) na imagem de ultra-som, o que nao
permite sua distincao de outros 6rgaos na cavidade abdominal, semelhante ao que ocorre com Scaphirhynchus
platorynchus (Colombo et al., 2004) e Noturus placidus (Bryan et al., 2005).
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Figura 3. Imagem de ultra-som longitudinal do ventre de uma fémea de tuvira (Gymnotus sp.) em estadio Il de
maturacao (anterior a esquerda e ventral acima) mostrando o intestino (Int) com uma coloragcdo mais clara e o
ovario (Ov) desenvolvido com coloracdo bem escura (anecdico). (Foto: Merlison Figueiredo Pedroso).

Figura 4. Imagem de ultra-som longitudinal do ventre de um macho de tuvira (Gymnotus sp.) (anterior a
esquerda e ventral acima) mostrando o intestino (Int) com uma coloracdo mais clara e a auséncia de area
escura (anecoica). (Foto: Merlison Figueiredo Pedroso).

Segundo Resende et al. (2006), as alteracdes morfolégicas nos testiculos ndo sdo evidentes nas tuviras, pois
machos que apresentam testiculos desenvolvidos parecem nao ocorrer em espécies cujas fémeas produzem
ovdcitos grandes, em nuimero reduzido e com desova parcelada. Barbieri e Barbieri (1984) estabeleceram
escalas de maturacao de testiculos em G. carapo através de anélises histoldgicas e do indice gonado-somaético.
Entretanto, os autores acreditam que as variagcdes no tamanho e coloracdo dos testiculos sejam muito
pequenas durante o ciclo reprodutivo, corroborando com Resende et al. (2006). Como o género Gymnotus
fecunda ovécitos depositados em ninhos (Crampton e Hopkins, 2005), ndo ha necessidade de producéao de
esperma em grande volume, o que pode também ser relacionado com a presenca de cuidado parental (Resende
et al., 2006), como observado na tuvira por Kirschbaum e Schugardt (2002) e Crampton e Hopkins (2005).

A utilizacdo do plano sagital para a disposicao do transdutor de 5 MHz se mostrou mais adequada para os
reprodutores de tuvira, como também para Noturus placidus (Bryan et al., 2005). Por possuirem tamanho
pequeno em relacdo a outros peixes estudados, como salmao Sa/mo salar (Mattson, 1991), esturjao
Scaphirhynchus platorynchus (Colombo et al., 2004), robalo-muge Morone saxatilis (Jennings et al., 2005), a
imagem do corte transversal dos seus érgaos nao permite interpretacées adequadas. Entretanto, em animais
maiores, o corte transversal é utilizado (Crepaldi, 2004; Newman et al., 2006) devido ao maior tamanho dos
6rgaos e de sua cavidade celoméatica. Tal fato ficou evidente nas tentativas de sexagem que precederam este
trabalho. Uma das alternativas para transpor este problema é utilizar em peixes menores um transdutor com
maior nitidez (7,5 MHz ou 10 MHz). Bryan et al. (2005) utilizaram o transdutor de 7,5 MHz e conseguiram
medir o didmetro dos ovécitos em Noturus placidus, os quais apresentaram uma variacdo entre 2,0 e 2,3 mm,
muito semelhante aos observados na tuvira, que possui ovécitos com 3 mm de didametro (Kirschbaum e
Schugardt, 2002). Martin-Robichaud e Rommens (2001) utilizaram um transdutor convexo para a determinacao
do sexo em peixes. Entretanto, como foi visto em tentativas prévias com a tuvira, o uso deste tipo de
transdutor dificulta a visualizacdo do ovario e necessita de maior experiéncia para sua interpretacao, o que é
minimizado com um transdutor plano.
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Conclusdes

A andlise das imagens de ultra-som das génadas de tuvira mostrou ser uma técnica viavel para a determinacao
do sexo deste peixe, de forma simples, segura, eficiente e ndo invasiva. A acuracia da determinacao do sexo
em tuviras maduras sexualmente através da anélise das imagens de ultra-som é de 98%. Devido a similaridade
da estrutura gonadal nas diversas espécies de Gymnotiformes, esta técnica pode ser diretamente aplicada em
outras espécies além daquelas do género Gymnotus. O aparelho de ultra-som portatil permite uma facil
identificacdo das gbénadas da tuvira, especificamente nas fémeas, quanto utilizando um transdutor plano com
freqiéncia minima de 5 MHz. Estudos futuros devem refinar a técnica para que as diferencas morfolégicas
entre estadios de desenvolvimento gonadal possam ser melhor avaliadas na tuvira.
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