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RESUMO

Em 2018, o Brasil produziu cerca de 722.560 toneladas de peixes, sendo 74
toneladas correspondentes ao género Astyanax, o qual apresenta grande
importancia, devido as suas propriedades como bioindicador da qualidade do
ambiente e a sua aplicabilidade em estudos, como o0s populacionais. Dentre as
espécies, Astyanax lacustris, popularmente conhecida como lambari do rabo
amarelo, ganha destaque pela facilidade de manejo em cativeiro e rapida
reproducdo. Para estudos genéticos em espécies de peixes, 0s microssatélites
sdo marcadores moleculares altamente aplicados devido a sua codominancia e
alto grau de polimorfismo, resultando em eficientes pesquisas como a de
paternidade e parentesco. O objetivo do estudo foi entender a biologia
reprodutiva da espécie, testando cruzamentos em diferentes propor¢cdes sexuais
e analisar quantos machos e fémeas contribuem na reproducéo, bem como as
condicbes que influenciam os machos, para assim viabilizar e otimizar a
producdo de A. lacustris na piscicultura. As proporc¢des selecionadas foram de
5:1, 4:2 e 3:3 machos: fémeas, respectivamente, utilizando o método de
reproducdo seminatural. Concluiu-se que o niumero de machos que participam
gerando descendentes é variavel, pois as condi¢cdes do espermatozoide como
motilidade e concentracdo influenciam significativamente na capacidade
reprodutiva, enquanto o padrdo de fémeas € de apenas uma reproduzindo,
independente de quantas s&o utilizadas. Dessa forma, deve-se utilizar um
namero maior de machos para aumentar as chances de reproducédo, e apenas

uma fémea, que sera responsavel pela geracédo de todos os descendentes.

Palavras-chave: piscicultura; reproducéo; lambari



ABSTRACT

In 2018, Brazil produced about 722,560 tons of fish, 74 tons corresponding to the
genus Astyanax, which is of great importance due to its properties as a
bioindicator of environmental quality and its applicability in population studies.
Among it's species, Astyanax lacustris, popularly known as yellow-tailed lambari,
stands out fot its ease of captive management and rapid reproduction. For genetic
studies in fish species, microsatellites are highly applied molecular markers due
to their codominance and high degree of polymorphism, resulting in eficiente
research such as paternity and kinship. The aim of this study was to understand
the reproductive biology of the species, testing crossing in different sexual
proportions and to analyze how many males and how many females contribute
to reproduction, as well as the conditions that influence males, thus enabling and
optimizing A. lacustris production in the species pisciculture. The selected
proportions were 5:1, 4:2 and 3:3 males: females, respectively, using the semi-
natural reproduction method. It was concluded that the number of males
participating in breeding offspring is variable, as sperm conditions such as motility
and concentration significantly influence reproductive capacity, while the female
pattern is only one reproducing, regardless of how many are used. Thus, a larger
number of males should be used to increase the chances of reproduction, and

only one female, which will be responsible for the generation of all offspring.

Key-words: pisciculture; reproduction; lambari
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1 INTRODUCAO

1.1 Panorama atual da piscicultura

O Brasil é considerado o maior pais neotropical, com a mais diversa
ictiofauna do mundo. Heterogeneidade e abrangéncia na distribuicdo das bacias
hidrograficas sdo caracteristicas que contribuem com essa biodiversidade
(BUCKUP; MENEZES; GHAZZI, 2003; LANGEANI et al., 2007).

A importancia das espécies nativas leva a piscicultura & um crescimento
gradativo, gerando uma alta demanda de producao para suprir a comercializacao
e evitar a possivel extincdo de espécies por interferéncia antrépica nos habitats

naturais (PORTO-FORESTI et al., 2001).

O cultivo de peixes em cativeiro tem a finalidade de producédo para
consumo, comercio, ou para fins de pesquisa relacionada a biologia e ecologia.
De acordo com a FAO (Food and agriculture organization of the United Nations),
0 grupo mais produzido em 2018 na aquicultura mundial foram os peixes, com
54,1 milhdes de toneladas. Dados publicados no ano anterior pela Associagéo
Brasileira da Piscicultura, PEIXE BR, mostraram que o pais produziu cerca de
691.700 toneladas de peixes, resultando em um aumento de 8% em comparagao
ao cultivo de 2016. Segundo o Anuario publicado em 2019 pela Associacéo, o
estado de S&o Paulo ocupa o segundo lugar na produtividade de peixes no
Brasil. O avanco na producdo ano a ano pode ser justificado pelo aumento da
preferéncia por peixes na alimentacdo, que cresceu mais do que a por carne

bovina, segundo a FAO.



Cerca de 74 toneladas de lambaris, pertencentes ao género Astyanax, sao
produzidas por ano atualmente (GONCALVES, 2017). Segundo o Censo
Agropecuério do IBGE publicado em 2017, existem mais de 23 mil pisciculturas
que produzem lambaris. Praticamente 100% da producgdo desses individuos é
destinada ao mercado de isca viva para pesca, seja esportiva ou amadora, uma
vez que a atividade que vem crescendo exponencialmente anualmente. (SAO

PAULO, 2015).

Esses dados apontam um imenso potencial zootécnico e uma gama de
biodiversidade na piscicultura que abriga essas espécies e diminui o
extrativismo. Dessa forma, conhecer e estabelecer adequadamente os
parametros reprodutivos, como propor¢ao sexual dos espécimes envolvidos por

cruzamento pode contribuir no seu manejo e producao.

1.2 Género Astyanax

As espécies pertencentes ao género Astyanax (BAIRD & GIRARD, 1854),
ordem Characiformes (familia Characidae), ocorrem na América do Sul e
Central, e formam o que é atualmente chamado de “complexo de espécies”
(MOREIRA et al., 2007), das quais 155 ja foram descritas. Seu sucesso evolutivo
se deve a variabilidade de habitats que esses peixes podem abrigar, variando de

regides montanhosas a ambientes |énticos, I6ticos, nascentes e afluentes

(BENNEMANN et al., 2005).

As espécies provenientes desse complexo atuam ecologicamente como

bioindicadores, devido a resisténcia a mudancgas bruscas, com grande



tolerancia a solidos dissolvidos totais, temperatura e pH da agua
(MIQUELARENA; MENNI, 2005), além disso, servem de alimento para outros
peixes sendo importantes na cadeia trofica aquatica. Todavia, a importancia
econdmica (DE SOUZA ANDRADE; DA COSTA ARAUJO, 2011; JUNHO,

2008) e comercial do género também € muito relevante, visto que o lambari é
utilizado como isca na pesca esportiva e como fonte de alimento (PORTO-

FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA; FORESTI, 2005).

Astyanax lacustris (LUTKEN, 1875; LUCENA; SOARES, 2016),
popularmente conhecida como lambari-do-rabo-amarelo, anteriormente
chamada de Astyanax altiparanae (GARUTTI; BRITSKI, 2000), € uma das
espécies de lambaris mais produzidas e reproduzidas em cativeiro atualmente
no Brasil (ORSI; CARVALHO; FORESTI, 2004). A espécie apresenta ciclo de
vida curto, atingindo na vida adulta cerca de até 12 centimetros de comprimento
(JATOBA, 2018; PORTO-FORESTI; CASTILHO-ALMEIDA,;

FORESTI, 2005). As fémeas sdo maiores e possuem corpo arredondado,
enquanto os machos sdo mais alongados e no periodo reprodutivo apresentam
a nadadeira anal aspera ao toque (PORTO-FORESTI et al., 2001). Entretanto,
as informacdes sobre a biologia reprodutiva da espécie, bem como os esforgos
de manejo e conservacao, sao limitadas (ESCHMEYER; FRICKE; VAN DER

LAAN, 2017; SUAREZ; SILVA; VIANA, 2017).

O lambari é considerado por alguns autores um peixe “oportunista”, ou
seja, adapta-se facilmente ao ambiente e aceita uma variedade vasta de
alimentos (PORTO-FORESTI et al., 2001). Sua importancia econdémica cresce
guando é considerado ainda o aumento de varios nichos de mercado, como o de

petiscos para consumo humano e o de peixe forrageiro em lojas de



aquariofilia e aguarios publicos para enriquecimento ambiental (FAVARO, 2002).
A espécie apresenta elevada taxa de sobrevivéncia obtida para larvas e juvenis,
rapido crescimento e chegam a maturidade sexual com quatro meses de idade,

o que facilita 0 manejo de lambaris e faz seu cultivo aumentar significativamente.

A espécie Astyanax lacustris € muito utilizado em estudos genéticos
populacionais e citogenéticos devido a essas vantagens ecolégicas, resultando
em dados e pesquisas eficientes. Sua utilizacdo € diversificada, quer para a
producédo de conservas, de massa proteica para a fabricacdo de racfes ou pelo
interesse crescente e como iscas vivas na pesca esportiva (PORTO-FORESTI

et al., 2001).

A reprodugcdo dos A. lacustris pode ocorrer por método natural,
seminatural ou induzida. Na reproducéo natural, os individuos se reproduzem
sem influéncia antrépica. Na reproducdo seminatural ocorre inducdo hormonal
nos peixes, e na induzida, além da inducdo hormonal, ocorre extrusdo do sémen
e fecundacao manipulada com os ovacitos da fémea (SILVA JUNIOR, 2019). Em
ambas a solucdo de hormobnio é aplicada duas vezes, na primeira aplicacdo é
feita uma injecdo na musculatura dorsal apenas das fémeas, a segunda
aplicacdo € ocorre apos 12 horas, em ambos os sexos (PORTO- FORESTI et

al., 2001).

1.3 Marcadores moleculares microssatélites

Borém (2005) define marcador molecular como sendo um seguimento

cromossOmico que pode ser utilizado para detectar diferencas genéticas entre



dois ou mais individuos (GASQUES; BELONI; DE OLIVEIRA, 2013). Os
marcadores moleculares, portanto, sao utilizados, entre diversas fungdes, para
avaliar a diversidade genética dos organismos com base no nivel de
polimorfismo que esta presente em sua molécula de DNA (HOSHINO et al.,
2012) sendo essenciais ainda para o monitoramento genético (POVH et al.,
2009) e muito utilizados para identificar populagbes, naturais ou cultivadas
(OLIVEIRA et al., 2005), na analise de pedigree e endogamia, na identificacédo
genética do sexo, na andlise de distancia genética e reconstrucao de relacbes
filogenéticas, na identificacdo de individuos hibridos e aplicacdes para
reconstrucdo de genealogias (BOREM, 2006; FALEIRO, 2007; POVH et al.,
2008). Dentre os marcadores moleculares mais utilizados na conservacao da
diversidade e estrutura genética de populacbes naturais de peixes estdo o0s

microssatélites (GOPALAKRISHNAN et al., 2004).

Os marcadores moleculares microssatélites ou repeticdes de sequéncias
simples (SSRs) sdo compostos de um a seis pares de bases repetidos em
tandem (TAUTZ, 1989) e vem sendo considerados ideais para aplicacdo em
estudos de genética molecular, genética forense, andalises de diversidade,
analises de parentesco e testes de paternidade, ja que utiliza-se apenas uma
pequena parte da nadadeira do peixe e esse material pode ser armazenado e
utilizado em estudos futuros (SELKOE; TOONEN, 2006). O sucesso dos
microssatélites na utilizacdo de analises genéticas se deve alto grau de
polimorfismo desse marcador, além da codominancia que amplia as
possibilidades de estudos genéticos que podem ser realizados a respeito da

ecologia da espécie (CHISTIAKOV; HELLEMANS; VOLCKAERT, 2006).



1.4 Analises de parentesco

A proporcdo sexual atualmente empregada nos cruzamentos varia de
acordo com a espécie e a metodologia da piscicultura. Diversas proporc¢des ja
foram aplicadas para diferentes espécies do género, como de 4:3 machos para
fémeas (REZENDE et al., 2005), 8: 16 (CAVALLI et al., 2018), 5:4
(FIGUEIREDO-ARIKI, 2019), e a mais empregada comumente 10:5 (BRAMBILA-
SOUZA et al.,, 2019). No livro Espécies nativas para piscicultura no Brasil,
publicado em 2015, a razdo sexual mais efetiva € de 3:1. No entanto, as
propor¢cdes aplicadas nos estudos mencionados ndo comprovam hipoteses
testadas (SILVA JUNIOR, 2019). Como observado, existem incertezas sobre
como aplicar a metodologia reprodutiva e esse € um dado essencial para otimizar

a producao dessa espécie.

Silva Junior (2019) afirma que ainda sao pouco explorados os estudos
sobre as diferentes propor¢cdes macho: fémea no que diz respeito ao
desempenho reprodutivo, principalmente em sistema seminatural. A razéo
sexual é um dado importante, pois com ela pode-se definir uma propor¢cao mais
eficaz, capaz de gerar uma maior prole para possivel continuacdo da reproducao
endogamica. Se estudos de paternidade forem realizados nas larvas resultantes
de cruzamentos controlados em diferentes propor¢des de machos para fémeas,
€ possivel identificar quantos machos e quantas fémeas realmente contribuem
para a reproducéo e qual proporgéo utilizada € de fato adequada para o género.
Dessa forma, pode-se alterar a proporcao de individuos, aumentando a producgéo
dos peixes e viabilizando um manejo mais controlado dos individuos (GARUTTI,

2003), levando em consideracao ainda



as variaveis que interferem na reproducéo, como motilidade e concentracao de

esperma do macho e ecologia dos peixes.

Além do teste de paternidade e maternidade, o estudo da reproducao e
do cortejo de lambaris para o cruzamento € muito importante, pois sabe-se que
fatores comportamentais de dominancia social dentro de uma populacao, afetam
todo o organismo animal e podem comprometer o crescimento, e 0 sistema

imune (CABRAL, 2018; WEDEMEYER, 1969), bem como sua sobrevivéncia.



2 OBJETIVOS

Frente a importancia do género Astyanax no meio ecologico e econémico
e a escassez de estudos direcionados a reproducao e propor¢cdo adequada de
individuos que contribuem de fato para os cruzamentos realizados em cultivo, o
objetivo geral desse estudo foi analisar quantos machos e quantas fémeas sdo
capazes de gerar descendentes em um cruzamento, para assim viabilizar
préximos cruzamentos na piscicultura, em destaque a neotropical. Como

objetivos especificos buscamos:

. Analisar outras possiveis influéncias que os machos podem apresentar no

processo reprodutivo, como condi¢des gerais dos espermatozoides liberados.

. Analisar a participacéo das fémeas no processo reprodutivo.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e cruzamentos

Os espécimes de A. lacustris foram provenientes do Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade Aquatica Continental (CEPTA),

ICMBIo, Pirassununga, SP, onde foram realizadas as reproducoes.

Os individuos foram coletados nos tanques do CEPTA (figura 1) utilizando
rede de arrasto no dia 04 de fevereiro de 2019 e os cruzamentos foram
direcionados até o dia 07 de fevereiro. Cada proporcao de peixes por cruzamento
foi direcionada em um aquario (figura 2) anteriormente higienizado com correcao
de pH. Os peixes foram alocados em seus aquarios, sempre selecionando as
fémeas mais aptas para a reproducdo, analisando se estavam abauladas e

préximas da desova (figura 2).

As trés proporcdes para o desenvolvimento teste do estudo foram de 5:1
chamado neste trabalho de cruzamento 1 (figura 3a), 4:2 correspondente ao
cruzamento 2 (figura 3b) e 3:3 sendo o cruzamento 3 (figura 3c) de

machos/fémeas por cruzamento, respectivamente.

Posteriormente, ocorreu o processo de reproducdo seminatural. Foi
realizada a primeira injecdo de hormoénio hipofisario, na propor¢cado de 4mg de
hipofise diluidas em 6ml de soro fisioldgico, apenas nas fémeas. A segunda dose
hormonal foi injetada com um intervalo de 6 horas da primeira, dessa vez em
todos os parentais, machos e fémeas e, apds mais 6 horas, a maioria das fémeas

estavam prontas para desova, segundo protocolo. Como Astyanax



lacustris possui desova parcelada, algumas outras fémeas desovaram horas

depois.

Os ovos foram retirados do aquéario para evitar a predagdo por seus
progenitores, jA que Astyanax sdo onivoros. As larvas do cruzamento de 5:1
eclodiram um dia apds a desova e os restantes foram coletados os ovos, antes
da eclosdo. Além disso, um fragmento da nadadeira caudal dos parentais
(supostos pais e maes) também foi coletado para realizacao posterior do teste
de paternidade e maternidade. Todos os espécimes foram fixados com alcool
100% em microtubos de 1,5ml para conservacdo do material bioldgico,
etiquetados com o numero do cruzamento e sexo do individuo (pai e mae) para
diferencia-los nas analises. O sémen dos machos foi fixado e analisado ainda no

CEPTA, para melhor compreenséao das influéncias reprodutivas.

Figura 1. Tanques que abrigam os espécimes e coleta com rede de arrasto.
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Figura 2. Aquarios com os espécimes alocados e fémea abaulada apta para a

reproducéo.
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Figura 3. Representagdo dos cruzamentos 1, 2 e 3, representando diferentes relacdes

de machos/fémeas por cruzamento.

11




3.2 Extracdo de DNA

ApOs as amostras serem levadas para o Laboratério de Genética de
Peixes, UNESP Bauru, foi realizada a extracdo de DNA do material coletado
utilizando o kit comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega”,
seguindo o protocolo iniciando com 300ul de nuclei lysis solution e 4ul de
proteinase K. O conteudo foi levado a banho maria a 60°C por 2h,
posteriormente, 2,5ul de RNAse foram adicionadas e levou-se ao segundo banho
a 37°C por 30min. Apds, adicionou-se 200ul de protein precipitation solution
levando ao gelo por 20 minutos e centrifuga por 4 minutos a 13.000 rpm,
transferiu-se o sobrenatante para uma segunda série de microtubos contendo
600ul de isopropanol que foi centrifugado novamente. Ao retirar, o sobrenatante
foi descartado e adicionou-se 600ul de etanol 70% e foi lavado o material para a

tltima centrifugacao.

O DNA foi reidratado 24h depois com 25ul de DNA rehydration solution. A
integridade e a quantidade de DNA presente nas amostras foram analisadas
através da realizacdo de eletroforese em gel de agarose 1% corado com corante
flourescente GelRed ™ 1X (Uniscience) e visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta (Loccus Biotecnologia). Todo o material obtido foi mantido desde o
inicio no banco de dados do laboratério, pertencente ao Departamento de

Ciéncias Biologicas da universidade.

3.3 Amplificac&o dos loci através do PCR

Para a amplificacdo dos microssatélites foi empregada a técnica de

reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), através do uso de pares de primers
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foward (F) e reverse (R) (Tabela 2). Através das caracteristicas de cada locus,
sistemas de genotipagem foram realizados, levando-se em consideracdo o
tamanho (pb) de cada locus. Os primers foward (F) foram marcados na posicao
5’ com um dos seguintes flourocromos: PET ™, FAM ™ NED ™e VIC ™ (Applied

Biosistems) como mostra a tabela 3.

A amplificacdo dos loci microssatélites foi conduzida em duas reacdes
diferentes com apenas um par de primers foward (F) e reverse (R)
separadamente. A reagao para os loci Asty 04, Asty 15, Asty16 e Asty 23 tiveram
volume final de 20 ul com as seguintes concentracdes: 1,4X Buffer; 94 uM de
dNTPs; 3,12 mM de MgClz; 205 mM de cada primer; 0,25 U de Tag e 10-30 ng
de DNA. A reacdo para os loci Asty 12, Asty 26 e Asty 27 tiveram um volume
final de 25 ul, com as concentracdes: 1X de Buffer; 150 uM de dNTPs; 1,5 mM

de MgClz; 2 mM de cada primer; 0,2 U de Taqg e 10-30 ng de DNA.

Para o estudo, foram utilizados sete loci microssatélites previamente
descritos para género na literatura (LOPES ZAGANINI et al., [s.d.]) no primeiro
cruzamento e seis loci no segundo e no terceiro. Todos os loci foram amplificados
no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), seguindo
as condicdes de desnaturacao inicial a 95° C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos
gue inclui desnaturacéo a 95° C por 30 segundos, temperatura de anelamento
variando de 55 a 60° C por 30 segundos e desnaturacéo a 72° C por 5 segundos

e extensdo final a 72° C por 5 minutos.

As amostras amplificadas foram genotipadas utilizando o sequénciador
automatico ABI 3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems). Os resultados foram

analisados no programa GeneMapper verséo 4.0 (Applied Biosystems).
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Tabela 1. Loci microssatélites analisados na espécie.

Loci Tamanho TA(°C) Fluorocromo SET ABI
(pb)
Asty 04 200 55 FAM |
Asty 15 163 55 VIC |
Asty 16 212 55 PET |
Asty 23 165 60 NED |
Asty 12 160 60 PET I
Asty 26 150 60 FAM I
Asty 27 200 60 NED Il
Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados na amplificacao.
Loci Sequéncia de cada primer Repeticdo = Tamanho Ta (°C)
(pb)
Asty GGTCACTGGAGGACAGATGTT
04 GGCATGTGCTTGAATGGA (AC)17 200 56
AGACACAATCAGCCGCCGAAAT
Asty G
12 ATCCCCTCTCCACAACCCAACA  (CT)8 163 o8
CA
CAACTTTTACTTAAAACCTGC
ASlY  ATGGGTCTTTACTGCTGAATGTA (ACIL7 = 212 56
15 e (CT)6
AAAGTAAAGGGCATCTGTGGAG
Asty AA
16 AGAGGGCATCATTGTACATTTTT (AC)10 165 52
G
Asty TCAATGGAACCTATGGACAAC
23 GTGGGAAGTAGCCTAATAAATA  (CA2 150 58
Asty CCCATTGATCCTGCCTCTAA
26 CAGTCCTGACACAGAGAT (GN)8 160 56
Asty GCATTGTTCAGGTTGGGTCT
27 AAACGTGGTGAGAGGGAGTG (GT)8 190 58
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3.4 Teste de paternidade e maternidade

O software utilizado foi o Colony Version 2.0.6.4 Copyright © Jinliang
Wang (ZSL) 2008. A tabela gerada foi utilizada para analise e a confiabilidade
do estudo aplicada foi de 95%. Além disso, analisou-se as condi¢bes do
espermatozoide de cada macho, para compreensdo da possivel auséncia de

participacdo nos cruzamentos correspondentes.
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4 RESULTADOS

O primeiro cruzamento resultou na participagao de trés dos cinco machos
para uma fémea (gréafico 1). No segundo cruzamento, dois machos e uma fémea
geraram descendentes (grafico 2). Entretanto, no cruzamento 3, houve a

reproducao de apenas um macho e uma fémea (grafico 3).

No C1, foi atribuida paternidade e maternidade para trinta larvas, sendo
guinze descendentes do macho 4, sete larvas descenderam do macho 3 e oito
do macho 2. Os machos 1 e 5 ndo geraram gametas. Todos 0s machos
provenientes desse cruzamento detinham alta motilidade, no entanto, os machos
1 e 5, tinham baixa concentracdo de espermatozoide no sémen, com € apontado

no grafico (grafico 1).

No C2, foi atribuida paternidade para vinte e cinco embriées, sendo vinte
e trés do macho 3 e dois do macho 4. Os machos 1 e 2, ndo contribuiram gerando
gametas. Apresentaram baixa motilidade dos espermatozoides, mas todos com

consideravel concentragdo (gréafico 2).

No C3, por sua vez, apenas um macho e uma fémea alocados no aquario
geraram descendentes. Neste cruzamento, observou-se que as condi¢cbes
espermaticas eram positivas em relacao as concentracdes, mas apenas o macho

1 detinha alta motilidade (grafico 3).
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Gréfico 1. Resultado do cruzamento 1, com condi¢des do espermatozoide dos
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Graéfico 2. Resultado do cruzamento 2, com condi¢des do espermatozoide dos

machos.
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Gréfico 3. Resultado do cruzamento 3, com condi¢des do espermatozoide dos

machos.



5 DISCUSSAO

As analises genéticas resultantes do estudo, permitiram avaliar que as
condigbes espermaticas influenciam no desempenho reprodutivo dos machos,
atuando a concentracdo e a motilidade em conjunto. Portanto, mesmo a
concentracdo sendo alta, se a motilidade dos espermatozoides estiver
insatisfatoria no sémen, a reproducéo dificilmente ocorrera, bem como o inverso:
a motilidade pode estar adequada, mas se 0s espermatozoides estiverem em

baixas concentracdes, a chance de que a reproducédo ocorra € diminuta.

Os machos 1 e 5 do cruzamento 1, por exemplo, detinham baixa
concentracdo quando comparado aos demais, portanto, mesmo apresentando
motilidade adequada, ndo conseguiram reproduzir durante o cruzamento. Os
machos do cruzamento 2 apresentaram comportamento contrario: apesar de a
concentracado se mostrar promissora, a motilidade do esperma dos machos 1 e
2 foi baixa, ndo conseguindo, dessa forma, realizar a fecundacao. E, novamente,
no cruzamento 3, a motilidade pode ter sido determinante para a reproducéo,

classificando apenas o macho 1 como apto.

De forma geral, os machos alocados nos aquarios comumente
apresentam problemas nas condi¢des de seus espermatozoides, esse fator pode
ser corrigido realizando uma analise prévia dos individuos antes de serem
escolhidos para a reproducdo. No entanto, esse método pode ser inviavel
guando se utiliza a reproducdo seminatural, visto que ao coletar o peixe e extrair

0 sémen, ja existe um quadro de estresse do animal qgue aumenta
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guando ele & novamente coletado para a inje¢cdo hormonal, podendo leva-lo a
morte antes da possivel reproducdo. Contudo, o método atual (reproducéo
seminatural) se mostra eficaz por ter menos interferéncia antropica quando

comparado a reproducao induzida (LOPERA-BARRERO et al., 2010).

Todas as fémeas utilizadas no estudo foram pesadas antes e depois da
reproducdo para verificar se desovaram e propor suposi¢cdes sobre a
participacdo das mesmas. Todas desovaram, no entanto, em todos o0s
cruzamentos prevaleceu apenas uma fémea reproduzindo em cada. Esse fato
pode ser entendido como resultado da desova parcelada que é caracteristica de
muitos membros do género, bem como da espécie (AGOSTINHO et al, 1984)
(SETOGUCHI, 2017) . Dessa forma, as fémeas ficam aptas para se reproduzir
em momentos diferentes do dia mesmo com a inje¢cdo hormonal, portanto,
guando os machos realizam a fecundacdo externa na primeira fémea que
desova, ndo ha mais machos e, consequentemente, espermatozoéides
disponiveis para fecundar a segunda fémea posteriormente. Assim, quando as
préximas fémeas desovam, provavelmente ndo ha mais machos aptos para

reproduzir.

Contudo, ha mais uma variavel que pode influenciar a aplicabilidade da
proporgdo sexual: a razdo sexual operacional, conhecida como RSO. Trata-se
da razdo de machos sexualmente ativos para de a de fémeas fertilizaveis. Esse
dado é considerado determinante na intensidade da sele¢do sexual (EMLEN;

ORING, 1977; SILVA JUNIOR, 2019).

20



6 CONCLUSAO

Apesar de alguns autores com trabalhos recentemente publicados, como
Rezende et al., Figueiredo-Ariki et al. e Brambila-Souza et al., utilizarem
propor¢des variadas de “lambaris do rabo amarelo” na reprodugao, nota-se neste
estudo que existem mais variaveis que influenciam além da autonomia
reprodutiva dos peixes, tais como temperatura da agua, apice reprodutivo,
salinidade, pH, oxigenacdo (SETOGUCHI, 2017) e disponibilidade de alimento

(NIKOLSKY, 1961).

Portanto, observa-se em A. lacustris paternidade mdltipla, mas
maternidade Unica, jA que apenas uma fémea gera descendentes, mesmo todas
estando aptas para a reproducdo. Dessa forma, concluiu-se que o niumero de
machos envolvidos nos processos reprodutivos na piscicultura € variavel, ja que
a andlise da qualidade espermética € realizada depois do cruzamento e as
condi¢cBes espermaticas exercem grande influéncia na reproducao. Entretanto, o
numero de machos néo pode ser alto, pois aumenta o nivel de competicédo pela
fémea, consequentemente de estresse e morte desses peixes(JIROTKUL, 1999;
RUHL; MCROBERT; CURRIE, 2009; SILVA
JUNIOR, 2019), isso leva ainda a uma diminuicdo no sucesso da fertilizacao

(CLARK; GRANT, 2010; SILVA JUNIOR, 2019; SPENCE, SMITH, 2005).

Para as fémeas, no entanto, € recomendavel utilizar apenas uma por
aquario, ja que a primeira que desovar, sera a parental que liberara os gametas
primeiro, reproduzindo com os machos que liberam espermatozoides no sémen.

Essas conclusdes corroboram em maior conformidade com a
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proporcao sexual recomendada pelos autores do livro Espécies nativas para
piscicultura no Brasil, que sugere 3 : 1, devido ao numero de fémea, ou de Silva

Junior, que recomenda 1:1.

Assim sendo, os experimentos deste trabalho se mostraram com grande
potencial como base para desenvolvimentos praticos na reproducao em cultivo,
podendo ser adaptado conforme a variacdo das caracteristicas das espécies,
mas havendo a possibilidade de ser viavel também para outras espécies do
mesmo género. Conhecer a biologia reprodutiva da espécie € importante néo
apenas para o conhecimento cientifico, mas para a producao aquicola e para a
conservacao das espécies (SILVA JUNIOR, 2019). Novos estudos devem ser
realizados para comprovar a participacao de fémea Gnica no cultivo, e os outros
parametros presentes no espermatozoide dos machos, que podem influenciar no
processo reprodutivo, para viabilizar e otimizar a producéo de A. lacustris em

cultivo.
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