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Quando me amei de verdade, compreendi que em qualquer circunstancia, eu
estava no lugar certo, na hora certa, no momento exato.

Quando me amei de verdade, pude perceber que minha angustia, meu sofrimento
emocional, ndo passa de um sinal de que estou indo contra minhas verdades.
Quando me amei de verdade, parei de desejar que a minha vida fosse diferente e
comecei a ver que tudo o que acontece contribui para 0 meu crescimento.
Quando me amei de verdade, comecei a perceber como é ofensivo tentar forcar
alguma situacéo ou alguém apenas para realizar aquilo que desejo, mesmo
sabendo que ndo é 0 momento ou a pessoa nao esta preparada, inclusive eu
mesmo.

Quando me amei de verdade comecei a me livrar de tudo que néo fosse

saudavel... Pessoas, tarefas, tudo e qualquer coisa que me pusesse para baixo.

Quando me amei de verdade, deixei de temer o meu tempo livre e desisti de fazer
grandes planos, abandonei os projetos megaldmanos de futuro.

Hoje faco o que acho certo, o que gosto, quando quero € no meu préprio ritmo.
Quando me amei de verdade, desisti de querer sempre ter razao e, com isso,
errei muitas menos vezes.

Quando me amei de verdade, desisti de ficar revivendo o passado e de preocupar
com o futuro. Agora, me mantenho no presente, que € onde a vida acontece.
Quando me amei de verdade, percebi que minha mente pode me atormentar e me
decepcionar. Mas quando a coloco a servico do meu coracao, ela se torna uma
grande e valiosa aliada.

Tudo isso é... Saber viver!

Kim McMillen
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POEMA QUEDA PROHIBIDO

- Pablo Neruda -

Queda prohibido llorar sin aprender,
levantarte un dia sin saber qué hacer,
tener miedo a tus recuerdos.

Queda prohibido no sonreir a los problemas,
no luchar por lo que quieres,
abandonarlo todo por miedo,

no convertir en realidad tus suefios.

Queda prohibido no demostrar tu amor,
hacer que alguien pague tus deudas y el mal humor.

Queda prohibido dejar a tus amigos,
no intentar comprender lo que vivieron juntos,
llamarles solo cuando los necesitas.

Queda prohibido no ser ta ante la gente,
fingir ante las personas que no te importan,
hacerte el gracioso con tal de que te recuerden,
olvidar a toda la gente que te quiere.

Queda prohibido no hacer las cosas por ti mismo,
tener miedo a la vida y a sus compromisos,
no vivir cada dia como si fuera un ultimo suspiro.

Queda prohibido echar a alguien de menos sin
alegrarte, olvidar sus 0jos, su risa,
todo porque sus caminos han dejado de abrazarse,
olvidar su pasado y pagarlo con su presente.

Queda prohibido no intentar comprender a las personas,
pensar que sus vidas valen mas que la tuya,
no saber que cada uno tiene su camino y su dicha.

Queda prohibido no crear tu historia,
no tener un momento para la gente que te necesita,
no comprender que lo que la vida te da, también te lo quita.

Queda prohibido no buscar tu felicidad,

no vivir tu vida con una actitud positiva,

no pensar en que podemos ser mejores,
no sentir que sin ti este mundo no seria igual.
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vitelogénico incompleto (OVI); D: Ovocito vitelogénico completo (OVC); E:
Vitelogénico com vesicula germinativa migrada e ndo ovulada (GVBD) (NO); F:
Complexos pos-ovulatérios (CPO); G: Ovacito atrésico (AO ). Destacados: nucleo
(N); nucléolos (Nu); alvéolos corticais (seta espessa); vesicula germinativa
rompida na periferia da célula (VQg); estrutura remanescente formada pelas
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Fig. 3. Fitomicrografias de seccdes histologicas de ovario de A. altiparanae.
Coleta 1 (A): Predominavam OVC, também continham OPV, OVI e AO.
Caracteristica de fémeas em maturacdo avancada. Coleta 2 (B): Predominavam
OPV e CPO encontraram-se também OAC, OVC, AO e NO. Foi observado muito
espaco entre estruturas. Caracteristica de fémeas que desovaram. Coleta 3 (C):
Predominavam OVC, porém tinha também uma frequéncia relativamente alta de
OPV e OVI, também foi observado alguns AO. Caracteristica de fémeas em
maturacdo intermediaria/avancada.Coleta 4 (D): Predominavam OVC e diminuiu a
quantidade de OPV, quando comparado aos 6 DPD. Observou-se também alguns
OVI e AO. A aparéncia era similar aos ovarios das fémeas de AIH. Caracteristica
de fémeas em maturacdo avancada.Coleta 5 (E): Predominavam OVC, com uma
frequéncia relativamente baixa de OPV, OVI e AO, similar ao que foi observado
nos ovarios das fémeas em AIH e 16 DPD. Caracteristica de fémeas em
maturacdo avancada. Objetiva de 5X. Coloragdo com Hematoxilina — eosina. ...26

Fig. 4. Comparacdo das frequéncias das estruturas ovarianas (%) de A.
altiparanae nos diferentes tempos experimentais. A: Ovdcito pré vitelogénicos; B:
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atrésicos; H: Tecido intersticial. Letras diferentes indicam diferenga significativas
(P<0,05). Teste Kruskal Wallis, apresenta os valores maximos e minimos
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1. RESUMO

A possibilidade de desovas sucessivas em condicdes de laboratorio permite
um incremento qualitativo e quantitativo na producédo aquicola. Estudos recentes
indicam que o lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae), apresenta alta
plasticidade reprodutiva e que o ciclo reprodutivo pode ser manipulado fora da
época de reproducdo. Além disso, a manipulacdo da condicdo ambiental, pode
induzir a desova durante o periodo de inverno. Por tanto, dado o potencial
zootécnico desta espécie e sua crescente procura por parte de produtores, o
objetivo deste trabalho foi investigar se a mesma fémea maturaria novamente em
condicBes laboratoriais, quais seriam as caracteristicas do processo e o tempo
necessario para a realizacdo de uma segunda desova. Os resultados aqui obtidos
foram promissores, pois observamos que uma mesma fémea mantida num
sistema de recirculacdo de agua com temperatura controlada (29,24 + 0,42°C)
apresenta ovocitos vitelogénicos completos 6 dias ap0s a desova. A obtencéo de
ciclos reprodutivos completos em laboratério em curtos periodos inter desovas
otimiza o0 uso do espaco e de &gua, tornando a producdo desta espécie ainda
mais adequada aos preceitos de sustentabilidade atrelados a uma aquicultura

moderna e competitiva.

Palavra-chave: Astyanax altiparanae, reproducdo, Lambari do rabo amarelo,

ovocitos vitelogénicos.
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2. ABSTRACT

The possibility of successive spawning in laboratory conditions permits a
qualitative and quantitative increase in aquaculture. Recent studies indicate that
the yellowtail tetra (Astyanax altiparanae) presents high reproductive plasticity
which the reproductive cycle may be manipulated out of breeding season. In
addition, the manipulation of enviromental condition, may induce the spawning
during winter period. Therefore, given the breeding potential of this species and
the increasing demand from fish farmers, the aim of this experiment was to
investigate if the same female can prepare for a second induced spawning at
laboratory conditions, what are the characteristics of the process and the time
required to perform this second spawning. The results obtained were promising,
as we observed that the same female maintained in a recirculating water system
at a controlled temperature (29.24 + 0.42°C) presentes vitellogenic oocytes 6 days
after spawning. Obtaining complete reproductive cycles in the laboratory at short
inter spawning period optimize the use of space and water, making the production
of this species appropriate for a modern, sustainable and competitive aquaculture.

Key-words: Astyanax altiparanae, reproduction, yellowtail tetra, vitellogenic

oocytes.
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3. CONSIDERACOES INICIAIS

Atualmente, os peixes constituem uma fonte essencial de alimentos
nutritivos e proteina animal para grande parte da populacdo mundial (FAO, 2012).
Entre 1980 a 2012, a aquicultura continental aumentou progressivamente sua
producdo total de peixes comestiveis em 13% (FAO, 2014). O Brasil melhorou
significativamente sua posi¢cdo mundial nos ultimos anos, ocupando o décimo
segundo lugar em producdo (FAO, 2014); este resultado depende
consideravelmente da aquicultura continental de peixes de escama que
representa 86,6% da producdo total nacional (MPA, 2011). No entanto,
considerando que a maioria dos cultivos séo realizados com espécies exoticas
(Godinho, 2007), tais como a carpa comum (Ciprinus carpio) e a tilapia
(Oreochromis niloticus), a participacdo das espécies nativas na piscicultura fica

abaixo dos 20% (1° Anuario de pesca e aquicultura, 2014).

Nos ultimos anos foram realizadas muitas pesquisas para a domesticacao
de novas espécies da ictiofauna brasileira com grande potencial na aquicultura,
como pintado (Pseudoplatystoma corruscans), pirapitinga (Piaractus
brachypomus), curimatd (Prochilodus lineatus), piau (Leporinus freiderici) entre
outros, as quais ja formam parte da producdo nacional (MPA, 2011). O interesse
por parte dos piscicultores pela producéo de algumas espécies de pequeno porte,
como o Tambil ou Lambari (Astyanax sp.) tem aumentado (Porto-Foresti et al.,
2010).

Os lambaris sdo considerados como uma opcédo interessante dentre as
espécies nativas de interesse para a aquicultura, possivelmente por suas
caracteristicas bioldgicas, tais como, alta prolificidade, reproducdo parcelada,
rusticidade e facil manejo (Porto-Foresti et al., 2001). Além disso, podem ser
usados para consumo direto (como petisco), na forma de conservas, aproveitado
como alimento natural ou forragem na criacdo de peixes carnivoros (Paiva, 1997;
Garutti, 2003), como larvofagos no combate as larvas de pernilongos (Garultti,
2003, Sato et al., 2006) ou ainda serem comercializados como isca viva para a
pesca esportiva (Porto-Foresti et al., 2010; Silva et al., 2011). Atualmente também
vem sendo utilizada como modelo biolégico (Drummond et al., 2000; Gomes et
al., 2013; Santana et al., 2015).

Caunesp 1
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3.1 Caracterizacao da espécie em estudo:

A Familia Characidae, da qual o lambari faz parte, é a maior e mais
complexa de peixes brasileiros de agua doce, nela estdo peixes de habitos
alimentares muito diversificados e que exploram uma grande variedade de
habitats (Mirande, 2010). O género Astyanax, inclui cerca de 100 espécies,
vulgarmente conhecidas como lambari, piaba ou tambit (Lima et al., 2003), as
quais antigamente faziam parte da sub-familia Tetragonopterinae porém pela
divergéncia de dados monofiléticos, estdo incluidas atualmente em um grupo

provisorio denominado “incertae sedis” (Lima et al., 2003).

Outrora se acreditava que os lambaris pertencentes a espécie Astyanax
bimaculatus apresentavam uma ampla distribuicdo geografica, desde a bacia do
rio da prata até o Panama. No entanto, revisbes sistematicas e filogenéticas
realizadas no género Astyanax (presentes nas bacias do Parana, do Sao
Francisco e Amazénica) demostraram que A. bimaculatus correspondia a varias
espécies. Dessa forma, houve a necessidade da reestruturagcdo da nomenclatura
das espécies deste género resultando na descricdo de 21 novas espécies; dentre
elas o Astyanax altiparanae (lambari do rabo amarelo) espécie recorrente na
bacia do Rio Tieté e seus afluentes (Garutti, 1995; Garutti e Britski, 2000).

Classe: Actinopiterigii

Ordem: Characiformes

Familia Characidae

Género: Astyanax

Espécie: Astyanax altiparanae

O A. altiparanae, foco de nosso estudo, pode ser reconhecido por
apresentar nadadeiras dorsal e caudal amarelas, uma mancha umeral de forma

oval e mancha no pedunculo caudal estendendo-se a extremidade dos raios

caudais medianos (Garutti, 1995). O A. altiparanae € de porte pequeno (de 10 a
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15 cm), com habito alimentar onivoro, podendo chegar a 60 gramas de peso
corporal (Porto-Foresti et al., 2010).

Durante o periodo reprodutivo, ha evidéncias de dimorfismo sexual, sendo
as fémeas de maior porte (9-12 cm), com corpo arredondado e papila com
irrigacdes sanguineas; e os machos de menor porte (7-9 cm), com corpo
alongado e espiculas, asperas ao tacto, na nadadeira anal (Porto-Foresti et al.,
2010). O A. altiparanae apresenta desova parcelada com periodo reprodutivo
longo, que se estende de setembro a marco (Agostinho et al., 1984, Vazzoler,
1996) e/ou de outubro a fevereiro (Sato et al., 2006), fertilizacdo externa, ovécitos
pequenos e semi adesivos (Weber et al., 2012). A espécie se reproduz tanto em
ambientes aquaticos lénticos como l6ticos (Godinho, 2010) sem evidencias de
cuidado parental ativo (Suzuki et al., 2005). H& relatos de maturagdo sexual aos
quatro meses de idade em condi¢des de cativeiro (Silva et al., 1996).

3.2 Reproducédo em cativeiro do A. altiparanae:

Para assegurar o sucesso reprodutivo de uma espécie em cativeiro é
essencial conhecer bem sua biologia reprodutiva, para isso € importante
desenvolver pacotes tecnoldgicos e estabelecer metodologias claras de producéo.

De modo geral, é importante a escolha de espécies condizentes com as
caracteristicas fisicas do ambiente, bem como a adocdo do manejo adequado
para cada espécie (Andrade e Yasui, 2003), ja que a eficiéncia reprodutiva é
dependente de diversos fatores que atuam conjuntamente para que a reproducéo
resulte na obtencdo de grande quantidade de larvas sadias. Dentre estes fatores

podemos citar os cuidados que vao desde o0 manuseio e manutencdo dos
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reprodutores no periodo pré-reproducao, até cuidados pés-fertilizacdo (Murgas et
al. 2012).

A reproducdo do A. altiparanae, pode ser natural ou mediante a indugéo
hormonal. No primeiro caso, os reprodutores, em estagio de maturagdo avancada,
sdo alocados em um tanque com condi¢cbes adequadas (qualidade de &gua,
alimentacdo, nutricdo e densidade de estocagem) onde ocorre a reproducao
naturalmente. Outra maneira de reproducdo natural € mediante estresse,
manipulando o nivel da agua (Chehade et al., 2015). A desvantagem deste
processo é a predacdo realizada pelos proprios reprodutores, a impossibilidade
do controle de densidade ou heterogeneidade dos mesmos (Porto-Foresti et al.,
2010, Silva et al., 2011). No segundo caso é realizado um protocolo de inducdo
hormonal para promover o processo de ovulacdo e espermiacdo, a vantagem
deste processo € que permite um melhor controle, planejamento e otimizacdo da
producdo (Andrade e Yasui, 2003; Porto-Foresti et al., 2010).

Para a manipulacdo hormonal, podem ser utilizados varios tipos de
hormdnios, dentre eles os extratos hormonais naturais, como extrato hipofisario
de carpa (Cyprinus carpio), e os produtos sintéticos, tais como analogos de GnRH
e LHRH(Porto-Foresti et al.,, 2010), contudo, existem divergéncias quanto ao
namero de doses aplicadas, segundo Woynarovich e Horvath (1983), as doses
parceladas produzem melhores resultados que uma Unica dose. Geralmente sao
as fémeas que requerem maiores doses de horménio, normalmente duas
aplicacdes: uma pequena dose para estimular a migracdo da vesicula germinal e
12 horas depois, uma dose grande para induzir a quebra da vesicula germinal,
ovulacdo e desova (Woynarovich e Horvath, 1983). Os machos recebem
geralmente uma Unica dose, no momento em que as fémeas recebem a segunda
aplicacao (Zaniboni Filho e Weingartner, 2007). Sato et al. (2006) obtiveram
resultados positivos ao usar dose Unica (6 mg/kg) de extrato bruto de hipéfise de
carpa (EBHC), o que acarreta uma menor manipulacdo dos reprodutores,

diminuindo o estresse.

Com relagdo ao sistema usado para a fertilizagdo dos gametas, o A.
altiparanae néo apresenta bons resultados quando submetidos ao processo de

extrusdo manual de gametas para fertilizacdo em bacias, portanto, nesta espécie
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melhores resultados s@o obtidos quando os gametas sao liberados naturalmente
e a desova coletada ao final do processo (desova semi natural) (Porto-Foresti et
al., 2010). Neste sistema, a proporcdo sexual utilizada € de dois machos para
cada fémea e o horario da desova € estimado pelo célculo de horas grau. Com
relagdo ao periodo de laténcia desta espécie, trabalhos preliminares do nosso
grupo de pesquisa demostraram, se mantidos a temperatura controlada de 29,24 +
0,42°C, a desova desta espécie ocorre a 145 horas grau apos a injecdo do
horménio (6mg/kg). Felizardo et al. (2012) conseguiram a desova a 240 — 334
horas grau com 27 + 1°C e Porto-Foresti et al. (2010) indicaram de 180 a 250
horas grau com 25 — 28°C. E importante considerar o tempo estimado da desova,

porque existe predacado dos proprios ovos por parte dos reprodutores.

3.3 Fisiologia da reproducdo-controle endécrino da reproducdo de
peixes:

Em teledsteos, a reproducéo de peixes é controlada pelo eixo hipotalamo-
hipdfise-gbnadas. Para o desencadeamento da reproducédo, as interacdes entre
fatores endo6genos e ambientais sdo de suma importancia (Mylonas et al., 2010;
Rizzo e Bazzoli, 2014). Variagbes ambientais, como volume e caracteristicas da
agua, temperatura e fotoperiodo, sdo captadas por 6rgdos sensoriais, como a
glandula pineal e receptores cutaneos (Prétner, 2002; Korf, 2006) e transmitidos
via neurdnios sensoriais para o hipotdlamo. Desta forma, o hipotalamo regula a
sintese e liberacdo do homénio liberador de gonadotropinas (GnRH), e a
dopamina (DA). O GnRH age nas células gonadotropicas da hipofise estimulando
a liberacdo de homdnios gonadotroficos (GtHs) e a DA atua na hipdfise inibindo a
liberacdo de GtHs, atenuando a acdo do GnRH (Peter e Yu, 1997; Yaron e
Levavi-Sivan, 2011). A hipofise produz dois GtHs que atuam diretamente nas
gbnadas. Os horménios foliculo estimulantes (FSH ou GtH 1) e o hormdnio
luteinizante (LH ou GtH Il) regulam respectivamente a vitelogénese e a maturacao
final do ovacito (Nagahama, 1994; Vazzoler, 1996; Peter e Yu, 1997; Nagahama e
Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010; Mylonas et al., 2010)

Nas fémeas, o FSH estimula a converséo do colesterol em testosterona (T)
nas células da teca dos ovocitos (Nagahama e Yamashita, 2008; Lubzens et al.,
2010). A aromatizacédo da T pela aromatase (cypl9ala) (Simpson et al., 1994),

nas células da granulosa do foliculo ovarico, resulta na producéo de 17B-estradiol
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(E2) (Nagahama, 1994). O incremento de E2 no plasma estimula a sintese de
vitelogenina (VGT) no figado. A VGT, proteina precursora do vitelo, & incorporada
ao ovocito através de endocitose (Jalabert, 2005, Reading et al., 2011, Mizuta et
al., 2013) e o vitelo € acumulado no ovécito servindo como substancia de reserva
necesséria para o desenvolvimento adequado do embrido (Lubzens et al., 2010;
Mylonas et al., 2010; Tokarz et al., 2015).

Ao finalizar a vitelogénese, se incrementam o0s niveis plasmaticos do LH, o
qual estimula a camada da teca a sintetizar o 17a-hidroxiprogesterona (17a-
OHP), que é convertida a 17a,203-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) na camada
granulosa, pela enzima 20B-hidroxiesteréide-desidrogenase (20B-HSD)
(Nagahama e Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010). O DHP é conhecido como
o horménio indutor da maturacéo final e da ovulacdo (Zohar e Mylonas, 2001a;

Nagahama e Yamashita, 2008).

3.4 Desenvolvimento ovariano em peixes:

A intensificacdo do cultivo de espécies de peixes nativos demanda o
incremento de pesquisas basicas sobre a biologia reprodutiva das espécies para
o desenvolvimento de sistemas de criagdo adequados. Diversas estratégias
reprodutivas possibilitam o sucesso reprodutivo em ambientes distintos. Assim
informacbes sobre o tipo de desova (relacionado ao tipo de desenvolvimento
ovocitario) e a frequéncia de liberacdo de ovécitos maduros em um periodo de
reproducdo sdo de suma importancia para estabelecer o cultivo de novas

espécies de peixes (Braz, 2009).

Neste contexto, sdo descritos trés modos de desenvolvimento ovocitario
(Wallace e Selman, 1981): a) sincrénico, quando todos os ovocitos desenvolvem-
se simultaneamente, b) sincrénico em grupo, onde pelo menos dois grupos de
ovacitos podem ser observados no ovario durante a temporada reprodutiva, e c)
assincronico, caracterizado pela presenca de lotes de ovicitos em varios estadios
de desenvolvimento, sem predominancia de qualquer um deles. No primeiro caso,
estd associado as espécies que desovam apenas uma unica vez e morrem, Como
os salmbes (Salmo sp.); 0o segundo caso € caracteristico de espécies que
desovam em estacao reprodutiva de curta duracdo como o0s peixes de piracema

tais como o dourado (Salminus sp.), o surubim (Pseudoplaystoma fasciatum), o
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pacu (Piaractus mesopotamicus), dentre outros (Rizzo e Bazzoli, 2014). O ultimo
caso estd associado a espécies que desovam Varias vezes em uma estacao
reprodutiva prolongada, incluindo neste grupo as piranhas (Pygocentrus nattereri),
os lambaris (Astyanax sp.), o jundia (Rhamdia sp.) e outros. (Rizzo e Bazzoli,
2014).

De acordo com a frequéncia de liberacdo dos ovocitos, as desovas podem
ser classificadas em total ou parcelada (multipla). Na desova total, os ovécitos
tém maturacdo sincronica e séo liberados de uma Unica vez em um periodo do
ano. Os peixes de desova total normalmente séo reofilicos (Godinho, 2007). Por
outro lado, na desova parcelada ou mudltipla, os ovocitos maturam em lotes
distintos, sendo eliminados em intervalos, ao longo de um periodo reprodutivo, ou
ainda, sem sazonalidade (Zaniboni-filho e Weingart, 2007). Os peixes de desova
parcelada geralmente desovam em &guas mais calmas e estaveis. Segundo
McEvoy e McEvoy (1992) esta estratégia reprodutiva possibilita a maior
probabilidade de sobrevivéncia da espécie; reduzindo a predacdo de ovos e
larvas, o risco de desova em condic¢des hidrogréficas e climéticas desfavoraveis e
a competicao por locais de desova e alimentacao.

3.5 Desovas multiplas em cativeiro:

Como mencionado anteriormente, as desovas sucessivas ou parceladas,
sdo caracteristicas de espécies que apresentam desenvolvimento ovocitario
sincrbnico em grupo ou assincronico. Em condicdes de cativeiro, relatos de
desovas parceladas sdo muito comuns em espécies de agua salgada, na qual, o
intervalo entre desovas pode ser considerado curto. Neste contexto podemos
citar: “amber jack” (Seriola dumerili) desova 2 vezes seguidas em 3 dias (Mylonas
et al., 2004), o “black sea bass” (Centropristis striata) desova 4 vezes em 7 dias
(Watanabe et al., 2003), e “dusky grouper” (Epinephelus marginatus) desova 7
vezes em um periodo de 10 dias (Marino et al., 2003). Ja no caso de peixes de
agua doce, normalmente o intervalo entre as desovas € mais longo, como por
exemplo, a “tilapia” (Oreochromis niloticus), em condi¢cdes adequadas desova
cada 30-40 dias (Lazard et al., 1996), “Apaiari” (Astronotus ocellatus) desova 3-4
vezes por ano (Silva et al., 1993). Existem muitas outras espécies promissoras

para a aquicultura, que apresentam o periodo reprodutivo longo com desovas
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multiplas, mas que se desconhece o intervalo entre desovas, informacao
importante para criagdo de espécies em cativeiro, dentre as quais podemos citar:
Rhamdia quelen (Baldisserotto et al., 2010), Oligosarcus hepsetus (Gomiero et al.,
2008), Metynnis maculatus (Pereira et al., 2013).

Promover desovas multiplas em laboratério é uma alternativa que possibilita
uma maior producdo de peixes em tamanho comercial durante maior parte do

ano, atendendo assim a demanda de mercado
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Vitelogénese pds-desova em lambaris, Astyanax altiparanae, mantidos em

laboratoério.

1. RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a possibilidade de se obter desovas
sucessivas de A. altiparanae (lambaris) mantidos em laboratério e descrever as
caracteristicas reprodutivas. Para isso, 104 lambaris do rabo amarelo adultos (40
fémeas e 64 machos) foram mantidos em sistema de recirculacdo de dgua com
temperatura controlada (29,24 = 0,42°C). Para a reproducdo, 32 fémeas e 64
machos foram distribuidos aleatoriamente em quatro caixas d’agua, na proporcao
de 8 fémeas:16 machos. Foram coletadas amostras de ovarios e sangue de oito
fémeas, antes da inducdo hormonal (AIH), O, 6, 16 e 30 dias pos desova (DPD).
Surpreendentemente, aos 6 DPD as fémeas desovadas ja apresentavam ovarios
completamente maduros, 0s quais mantiveram as mesmas caracteristicas até 30
DPD, sugerindo que as fémeas podem ser induzidas a uma segunda desova em
qualguer momento deste intervalo. Aos 6 DPD observamos complexos pos
ovulatorios (CPOs) pela ultima vez, indicando que a reabsor¢cdo dos mesmos €&
relativamente rapida e ocorre entre 0 e 6 DPD. Concomitantemente, as maiores
concentragbes dos esteroides gonadais: 17B-estradiol (E2) e 170-
hidroxiprogesterona (170-OHP) foram encontradas em 6 DPD, o que
respectivamente corrobora e sugere que neste intervalo os ovarios de A.
altiparanae encontram-se em intensa atividade vitelogénica e possivelmente aptos
para uma nova desova. As fémeas, particularmente aquelas genéticamente
melhoradas ou utilizadas em cruzamentos dirigidos de programas de
repovoamento, podem potencialmente serem induzidas & desova o ano todo,
sucessivas vezes, tendo seu potencial intensamente explorado. Por ultimo, a
obtencdo de ciclos reprodutivos completos no laboratério em intervalos curtos
permite otimizar o uso de agua e espaco com viveiro, tornando a producéo desta
espécie ainda mais adequada aos preceitos de sustentabilidade atrelados a uma

aguicultura moderna e intensiva.

Palavra-chave: Astyanax altiparanae, Lambari do rabo amarelo, reproducéao,

ovacitos vitelogénicos, E2, 17a-OHP.
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Vitelogenesis post-spawning in Lambari, Astyanax altiparanae, kept in the

laboratory

2. ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the possibility of obtain successive
spawn from A. altiparanae (lambaris) in laboratory conditions and describe the
reproductive characteristics. For this, 104 adult yellowtail tetra (40 males and 64
females) were kept in a water recirculation system with controlled temperature
(29.24 + 0.42°C). For breeding, 32 females and 64 males were distributed
randomly into 4 tanks at a 8 female:16 male ratio. Ovaries and blood samples of 8
female were collected, before the hormonal induction, 0, 6, 16 and 30 days after
spawning (DAS). Surprisingly, at 6 DAS the spent females presented fully mature
ovaries, which was maintained until 30 DAS, suggesting that the females can be
induced to a second spawn during this interval. After 6 DAS it was observed post
ovulatory complex (POC) for the last time, indicating that the resorption is
relatively rapid and occurs between 0 and 6 DAS. In addition, higher
concentrations of gonadal steroids 17B-estradiol (E2) and 17a-
hydroxyprogesterone (17a-OHP) were found at 6 DAS, which supports and
suggests that in this range the ovaries of A. altiparanae are in intense vitellogenic
activity and possibly suitable for a new spawn. Females, particularly those
genetically enhanced or used in restocking programs may potentially be induced
to spawn all year, successive times, with its potential intensively explored. Finally,
obtaining full reproductive cycles in the laboratory at short intervals optimize water
and space in hatcheries, making production of this species even more appropriate
to the precepts of sustainability linked to a modern, intensive aquaculture.

Key-words: Astyanax altiparanae, yellowtail tetra, reproduction, vitellogenic

oocytes, Ez, 170-OHP.
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3. INTRODUCAO

Entre os anos 2009 e 2011 a producédo de lambari procedente da pesca
extrativa foi de aproximadamente 1000 toneladas (MPA, 2011). Neste contexto, a
possibilidade de fechar os ciclos reprodutivos de espécies de pequeno porte em
laboratério é uma alternativa sustentavel que permitiria diminuir o consumo da
agua (Osorio et al., 2004) e talvez ter uma forma continua de producéo (Bezerra
et al., 2012). Mais ainda, o controle da maturacéo ovariana em laboratdrio permite
antever e controlar o momento da inducdo hormonal e possivelmente até a
desova sucessiva de uma mesma fémea. A possibilidade de desovar
sucessivamente a mesma fémea pode otimizar o uso de matrizes com maior valor
agregado, como por exemplo, as linhagens geneticamente melhoradas ou
aguelas usadas em cruzamentos dirigidos para preservagdo de variabilidade

genética em programas de peixamento.

O lambari (Astyanax altiparanae) € uma das espécies sul-americanas
tropicais mais bem estudadas (Agostinho et al., 1984; Porto-Foresti et al., 2001;
Silva et al., 2011; Weber et al., 2012; Gomes et al., 2013; Chehade et al., 2015;
Evangelista,2015; Santana et al., 2015). Apresenta crescente interesse em sua
producéo (Silva et al., 2011) por apresentar ciclo de vida curto, ser de pequeno
porte e desovar facilmente (Porto-Foresti et al., 2010). No entanto, o lambari
apresenta caracteristicas Unicas, pois € um dispersador de ovos, sem cuidado
parental ativo (Suzuki et al., 2005), como a maioria dos peixes de desova total
(Godinho, 2007, Godinho et al.,, 2010), mas apresenta mdultiplas desovas e
estacdo reprodutiva longa (Vazzoler, 1996; Sato et al., 2006) similar aos peixes
com cuidado parental como os ciclideos Oreochromis niloticus (Turner e
Robinson, 2000), Arapaima gigas (Fontanele, 1948); Astronotus ocellatus (Silva et
al., 1993).

Ainda neste contexto, o lambri apresenta uma outra particularidade que é o
fato de desovar com uma Unica dose de EBHC (Sato et al.2006), diferentemente
da maioria das espécies de desova total que precisam de duas doses, sendo uma
preparatéria e uma final (Woynarovich e Horvath, 1983; Zaniboni Filho e
Weingartner, 2007).

Caunesp 17



Mestranda Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Sérgio Ricardo Batlouni

Recentemente foi demonstrado que esta espécie pode ser manipulada
para desovar fora da estacdo reprodutiva mantendo 0s reprodutores em
condicOes artificiais (Evangelista, 2015). Este trabalho mostrou que as desovas
obtidas mantendo-se o0s animais em condi¢cdes controladas apresentam
vantagens sobre aquelas obtidas em ambientes naturais, tais como: maior taxa de
fecundidade e maior niumero de fémeas que ovulam. Portanto, uma vez que foi
demonstrado que a espécie pode ser manipulada para otimizar o processo
reprodutivo em laboratério, neste estudo tivemos como principal objetivo
investigar se a mesma fémea maturaria novamente em condigdes laboratoriais e
quais seriam as caracteristicas do processo e 0 tempo necessario para a

realizacdo de uma segunda desova.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Manutencéo dos peixes:

Para este estudo foram utilizados lambaris do rabo amarelo (Astyanax
altiparanae) adultos com aproximadamente um ano de idade, oriundos de desova
induzida. Estes peixes foram mantidos no Centro de Aquicultura da UNESP-
CAUNESP (Jaboticabal, SP), em viveiros escavados de 200 m? abastecidos com
vazao constante de agua (=30 I/min). Os lambaris foram alimentados duas vezes
ao dia até a saciedade aparente, com racdo comercial extrusada (28,0% de
proteina bruta composta, 3,5% de extrato etéreo, 12,0% de cinzas e 9,0% de

matéria fibrosa).

4.2 Reprodutores e condi¢gdes experimentais:

O experimento foi realizado entre os meses de outubro e novembro
(Tabela 1). Doze horas antes do inicio do experimento, 104 espécimes de lambari
(40 fémeas e 64 machos) foram selecionados por possuirem caracteristicas
externas tipicas de individuos maduros: ventre abaulado e papila urogenital com
irrigacdes (nas fémeas) e presenca de espicula na nadadeira anal (nos machos).
Apbés a selecdo, os peixes foram aclimatados e mantidos em condi¢cbes
controladas de temperatura (29,24 + 0,42°C), aeracéo e fotoperiodo natural, em
sistema de recirculagao fechado. Machos e fémeas foram mantidos separados em

caixas d’agua de volume total de 750L (preenchidas com aproximadamente 400L
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de agua). Durante todo o experimento, os peixes foram alimentados duas vezes

ao dia, até a saciedade, com a racao citada no item acima.

4.3 Parametros da qualidade da 4gua:

Os parametros da qualidade de &gua, no laboratério, foram mensurados
semanalmente, as 8:00 horas. Para isso, foi utilizado um oximetro YSI 550a
(Yellow Spring Incorporation, com acuracia de + 0.3 mg/L) para medir o oxigéno
dissolvido; um medidor YSI pH10A (Yellow Spring Incorporation-preciséo de * 0.2
unidades) para medir o PH; e um condutivimetro HI98311 (Hanna Instruments —
acuracia de 0,1uS/cm para condutividade e de 0,15°C para temperatura) para

mensuracao da condutividade e temperatura.

4.4  Inducéo hormonal e reproducéo:

Para a inducdo hormonal, tanto as fémeas como os machos receberam uma
dose de extrato bruto de hipdéfise de carpa (EBHC) (6 mg/kg), diluidos em soro
fisiolégico (0,9%), na regido dorsal. Em seguida, 32 fémeas e 64 machos foram
colocados aleatoriamente em 4 caixas d’agua retangulares de acrilico (91 x 25 x
10 cm). Cada caixa foi considerada como uma unidade experimental, e continha 8
fémeas e 16 machos. Os peixes foram submetidos a desova em sistema “semi-
natural”, ou seja, os mesmos ndo foram manipulados ou extrusados durante o
pareamento, ovulacao, espermiacdo ou fertilizacdo. O periodo de tempo entre a
aplicacao hormonal e a ovulacdo foi determinado em “horas grau”, a qual foi
definida como o somatério da temperatura da dgua tomada a cada hora apos a
aplicacado hormonal.

Imediatamente apds a desova, determinou — se preliminarmente para todas
as fémeas a ocorréncia ou ndo de desova, mediante a observacdo das
caracteristicas externas. Consideramos como fémea desovada aquela que
apresentou ventre flacido e retracdo do contorno externo do abdémen. Apéls a
desova as fémeas foram devolvidas para as caixas d’agua de 750L, nas quais
foram mantidas até as subsequentes coletas (ver tabela 1). Portanto, as fémeas
desovas retiradas de cada uma das quatro caixas de acrilico foram mantidas em
separado (sem a presenca de machos) em caixas de 750 L, mantendo a

composic¢do de quatro unidades experimentais do experimento.
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45 Coletas:

Foram realizadas cinco coletas em diferentes tempos (Tabela 1), e para
cada coleta realizaram- se os seguintes procedimentos. Oito fémeas escolhidas
ao acaso foram eutanasiadas com overdose de benzocaina (500 mg/L) e foram
registrados os seguintes dados biométricos: peso corporal (g), comprimento total
(cm), comprimento padrdo (cm), peso das gbnadas (g), do figado (g) e das
visceras (g). Posteriormente, foi calculado o indice hepatosomatico, mediante a
seguinte férmula: (Peso do figado (g) x peso total (g)) /100.

Também foram coletadas amostras de sangue utilizando seringas e
agulhas descartaveis previamente lavadas com anticoagulante (heparina sédica
5000 U.I./ mL). O sangue foi transferido para micro tubos (2 mL) e centrifugado a
2640 rpm por 10 minutos. O plasma foi entdo separado e aliquotado em criotubos
e posteriormente congelado e mantido em nitrogénio liquido até o momento do
seu uso. Amostras de ovarios (regido cranial, média e caudal), em duplicata,
foram fixadas em solugcédo de Karnovsky (paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a
2,5% em tampado PBS 0,05M pH 7,2) por 24 horas e entdo estocados em PBS
(fosfato de sédio monobdésico e fosfato de sddio bibasico, 0,05 M, pH 7,2) a 4°C

até serem processadas para andlise histolégica.

Tabela 1. Coletas e tempos de cada coleta

Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3 Coleta 4 Coleta 5
Antes da indugdo Pés desova (0 6 dias pos desova 16 dias po6s 30 dias pos
hormonal (AIH) 23 DPD) (6 DPD) desova (16 DPD) desova (30DPD)

/10/ 2014 24/10/2014 30/10/2014 09/11/2014 23/11/2014

4.6 Avaliacdo do desempenho reprodutivo

Apos a fertilizagdo, os ovos de cada caixa retangular foram coletados e foi
determinado o volume da desova. Em seguida, foram colocados 4 mL de ovos em
12 incubadoras coénicas tipo funil de 7L (3 réplicas por unidade experimental).
Destes ovos, foram separadas quatro amostras de 0,5 mL, as quais foram fixadas
em solugéo de Karnovsky.

Posteriormente, foi determinado o numero de ovos presentes em 0,5 mL de
ovos por contagem em Lupa electronica (Leica M50). Por estrapolagdo foi

determinado a taxa de fecundidade relativa média (TFR = ((niumero de ovécitos
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liberados / peso corporal (g)). Foi considerado como peso corporal, o valor médio

obtido das fémeas que desovaram em uma mesma caixa (item 3.4).

As taxas de fertilizacdo (TF= (percentual de ovocitos fertilizados e viaveis))
e ecloséo (TE= (percentual de larvas que eclodirdao)) foram estimadas avaliando-
se trés amostras com aproximadamente 100 ovos de cada incubadora. Para isto,
foram usadas as seguintes formulas: TF= nimero de ovos viaveis / numero total
de ovos* 100, e TE= Numero de larvas antes de eclodir / nimero total de ovos
*100.

4.7 Andlise descritiva e estereoldgica dos ovarios:

As amostras de ovarios fixadas em solugdo de Karnovsky (conforme
descrito anteriormente) foram incluidas utilizando o Kit de resina (Technovit 7100,
Kulzer Histo-Technik), seccionadas com 3 um de espessura. Os cortes
histolégicos foram corados com hematoxilina-eosina.

Para a andlise estereolégica dos ovarios foi seguida a metodologia
aplicada por Criscuolo-Urbinati et al. (2012) com modificagbes. No presente
estudo foram considerados o0s seguintes tipos de estruturas: ovocito pré
vitelogénicos (OPV), ovocito alvéolos corticais (OAC), ovdcitos vitelogénicos
incompletos (OVI), ovdcitos vitelogénicos completos (OVC), ovécitos vitelogénicos
completos com quebra da vesicula germinal que ndo foram ovulados-GVBD (NO),
complexos pds ovulatérios (CPO), ovdcitos atrésicos (AO) e tecido intersticial (TI).
Os artefatos foram raros e ndo foram incluidos. Foi determinada a frequéncia de
densidade de volume ocupada por cada estrutura mencionada anteriormente.
Para tal fim, foram utilizados trés campos microscopicos (objetiva 5x) das trés
regides dos ovarios (9 campos microscopicos por ovario). As contagens foram
feitas em um grid com 352 pontos. Foram computados os pontos sobre as
estruturas mencionadas e calculadas suas frequéncias (n° pontos / total de
pontos* 100).

4.8 Hormobnios esteroides:

Os niveis plasmaticos de 17p-estradiol (E2) e 17a-hidroxiprogesterona
(17a-OHP) foram quantificados no plasma pelo método de elisaimunoensaio
(ELISA, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Utilizando kits comerciais (DRG

Instruments Gmbh, Inc., Frauenbergstrafe, Marburg, Germany) e seguindo as
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instrugbes do fabricante. As absorbancias foram lidas a 450 nm utilizando um
leitor de microplacas (Epoch2, Bio teK Instruments, Inc., Highland Park, Winooski,
USA). Todas as amostras foram realizadas em duplicata, e a validacdo dos kits
foram determinada através do célculo da variacédo inter e intra-ensaio, com as

variagcdes menores a 7% para Ez e 11% para 17a-OHP.

49 Andlises estatisticas:

As andlises estatisticas foram realizadas com os softwares STATISTICA
7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) e Excel (Microsoft, Redmond, USA). Foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacdes multiplas (P<0,05),
desta forma, os resultados foram expressos em mediana seguidas das amplitudes

inter-quartis e valores maximo e minimo.

4.10 Certificagcdo do trabalho:

Esse trabalho foi certificado e documentado com numero de protocolo
5726/15, por estar de acordo com 0s principios éticos na experimentacdo animal.
A certificacao foi adotada pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” de
Jaboticabal, SP.

5. RESULTADOS

5.1 Parametros da qualidade da 4gua

Os valores médios dos parametros de qualidade da agua, no laboratorio,
foram de 29,24 + 0,42°C de temperatura; 7,66 + 0,08 de pH; 5,74 + 0,14 mg/L de
O: dissolvido; e 182,38 + 553 uS de condutividade da agua. Estes valores
apresentam-se satisfatorios, mantendo-se dentro do padrdo recomendado para o
cultivo adequado do A. altiparanae (Garutti e Britski, 2000).

52 Desova:

A inducao hormonal dos peixes comecou as 21:30 e foi terminada as 21:50
horas. Observou-se que as fémeas comecaram a desovar 5 horas apos a inducao

hormonal, isto é as 2:30 da manha. A temperatura registrada nesse tempo foi de

Caunesp 22



Mestranda Lieschen Valeria Guerra Lira Orientador: Sérgio Ricardo Batlouni

28,8°C o0 que daria 144 horas grau. A ultima desova foi registrada as 6:45 da
manha, o que daria 259 horas grau.
Segundo as caracteristicas externas, se determinou que das 32 fémeas que

foram injetadas, 2 ndo desovaram e 30 desovaram.

5.3 indice hepatossomatico (IHS):

N&o se obteve diferencas significativas (P>0,05) para o IHS entre as

coletas (Fig. 1.).

Fig. 1. indice hepatossomatico de fémeas de A. altiparanae, ao longo do tempo. AlH: antes da
inducdo hormonal; 0 DPD: 0 dias p6s desova; 6 DPD: 6 dias p6s desova; 16 DPD: 16 dias pos
desova; 30 DPD: 30 dias pds desova. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
Teste Kruskal Wallis, apresenta os valores maximos e minimos (extremos da linha vertical),
valores do 1° e 3° quatil (extremos do retangulo) e a mediana (segmento de reta dentro do
retdngulo).

5.4 Desempenho reprodutivo:

Apés a desova, foi determinado que em 0,5 mL de ovos existe
aproximadamente 457,00 £ 17,47 ovos. Neste experimento obteve-se 100 mL de

oVvos, 0 que daria aproximadamente 91466 ovos no total.

A Taxa de fecundidade relativa foi de 216,71 £ 56, 97, a taxa de fertilizacéo
de 46,76 + 15, 95 e a taxa de eclosédo 47,67 + 19,07.
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5.5 Andlise descritiva das estruturas ovarianas:

Neste estudo, consideramos as seguintes estruturas ovarianas para as

andlises estereologicas (Fig. 2.):

Ovocito Pré vitelogénico (OPV): nucleo central volumoso com numerosos

nucléolos esféricos periféricos e citoplasma basofilico.

Ovacito alvéolo cortical (OAC): nacleo central e nucléolos periféricos. Citoplasma
basofilo com alvéolos corticais na periferia, eram maiores que os OPV.

Ovacito vitelogénico incompleto (OVI): nucleo central, ainda eram observados os
nucléolos periféricos. O volume citoplasmatico maior que os AC e com granulos
de vitelo, mas o citoplasma ainda apresentava algumas partes basdfilas néo

constituidas por granulos de vitelo.

Ovdcito vitelogénco completo (OVC): ndcleo central ou ligeiramente excéntrico.
Citoplasma com aumento de volume e totalmente preenchido com granulos de
vitelo. Nao sdo mais observadas as partes basdfilas no citoplasma. Este tipo de
ovocito foi observado em todas as coletas e foram considerados como ovocitos

maduros.

Vitelogénico com vesicula germinativa migrada e ndo ovulada (NO): ndcleo
ausente. Citoplasma preenchido por vesiculas de vitelo com aspecto
desorganizado e fundidas umas as outras. Presenca de espacos periplasmaticos.
Na periferia celular se encontrava a vesicula germinativa rompida, mas ovOcito

permaneceu aderido ao ovario.

Complexos pés ovulatérios (CPO): estrutura remanescente nos ovarios, formada
pelas camadas das células foliculares e teca, ap6s a ovulacdo. Estas estruturas

eram enoveladas com formato diverso e irregular

Ovdcito Atrésico (AO): estas células apresentavam contorno disforme e irregular e
estrutura interna desorganizada. Os granulos de vitelo tém aspecto irregular,
formando uma massa amorfa. Algumas vezes muito similar aos CPOs, mas

guando bem observadas apresentam granulos de vitelo.
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Fig. 1. Classificacdo das estruturas ovarianas. Fotomicrografias de secg¢des histologicas de
ovario de A. altiparanae submetidos a indugao hormonal. A: Ovdcito pré vitelogénico (OPV); B:
Ovdcito alvéolo cortical (OAC); C: Ovécito vitelogénico incompleto (OVI); D: Ovdcito
vitelogénico completo (OVC); E: Vitelogénico com vesicula germinativa migrada e n&o ovulada
(GVBD) (NO); F: Complexos pés-ovulatorios (CPO); G: Ovdcito atrésico (AO ). Destacados:
nucleo (N); nucléolos (Nu); alvéolos corticais (seta espessa); vesicula germinativa rompida na
periferia da célula (Vg); estrutura remanescente formada pelas camadas foliculares e teca
(CPO) (setas delgadas). Coloragao com Hematoxilina — eosina.
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Fig. 2. Fotomicrografias de secg¢fes histoldgicas de ovario de A. altiparanae. A: Coleta 1, antes da
inducéo hormonal; B: Coleta 2, pds desova; C: Coleta 3, 6 dias pos desova; D: Coleta 4, 16 dias
poés desova; E: Coleta 5, 30 dias pds desova. Objetiva de 5X. Coloragdo com Hematoxilina —
eosina.
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5.6 Densidade de volume das estruturas ovarianas entre coletas:

De modo geral, na coleta 1, antes da inducdo hormonal, predominavam
OVC, também continham OPV, OVI e AO. Caracteristica de fémeas em
maturagcdo avancada. (Fig. 3A). Na coleta 2, apos a desova, predominavam OPV
e CPO encontraram-se também OAC, OVC, AO e NO. Foi observado muito
espaco entre estruturas. Caracteristica de fémeas que desovaram (Fig. 3B). Na
coleta 3, 6 dias p6s desova, predominavam OVC, porém tinha também uma
frequéncia relativamente alta de OPV e OVI, também foi observado alguns AO.
Caracteristica de fémeas em maturacdo intermediaria/avancada (Fig. 3C). Na
coleta 4, 16 dias pos desova, predominavam OVC e diminuiu a quantidade de
OPV. Observou-se também alguns OVI e AO. A aparéncia era similar aos ovarios
das fémeas de AIH. Caracteristica de fémeas em maturacdo avancada (Fig. 3D).
Na coleta 5, 30 dias pés desova, predominavam OVC, com uma frequéncia
relativamente baixa de OPV, OVI e AO, similar ao que foi observado nos ovarios
das fémeas em AlIH e 16 DPD. Caracteristica de fémeas em maturacdo avancada
(fig. 3E).

Com relacdo a frequéncia de densidade de volume das estruturas
observadas, a mediana das frequéncias de OPV, AO, Tl foram similares ao longo
das coletas (P>0,05) e sempre inferiores a 20% (Fig. 4A, G e H respectivamente).
A mediana da frequéncia de OAC foi similar ao longo dos primeiros periodos de
analise (AIH (2,00), 0 DPD (2,48) e 6DPD (1,33)), mas o valor em 0 DPD foi
superior aos valores dos ultimos periodos de andlise (16 DPD (0,03) e 30DPD
(0,06)) (P<0,05) (Fig. 4B). A mediana da frequéncia de OAC em AIH (2,00)
também foi superior a de 30 DPD (0,06) (Fig. 4B).

Com relacdo aos ovacitos vitelogénicos, as medianas das frequéncias de
OVI foram similares ao longo das coletas, exceto pelos valores superiores em 16
DPD (8,30) em relacdo a AlH (3,19) (Fig. 4C). Com relagdo aos OVC e NO e aos
CPO observamos marcantes variacdes no periodo ODPD (Fig. 4D, E, F). Os
valores da mediana de OVC em ODPD (6,23) foram inferiores a AIH (78,22), 16
DPD (74,15) e 30 DPD (76,52) (Fig. 3 e Fig. 4D). Para NO os valores da mediana
de ODPD (32,88) foram superiores a todos os demais periodos (Fig. 4E). Para
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CPO os valores da mediana de ODPD (2,32) foram similares a de 6DPD (0,00),
mas superiores a todos os outros periodos (Fig. 4F).
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Fig. 2. Comparagdo das frequéncias das estruturas ovarianas (%) de A. altiparanae nos
diferentes tempos experimentais. A: Ovécito pré vitelogénicos (OPV); B: Ovdcito alvéolo
cortical (OAC); C: Ovdcitos vitelogénicos incompletos (OVI); D: Ovdcitos vitelogénicos
completos (OVC); E: Ovdcitos vitelogénicos completos com vesicula germinativa migrada e nao
ovulada (NO); F: Complexos pds ovulatérios (CPO); G: Ovécitos atrésicos (AO); H: Tecido
intersticial (TI). Letras diferentes indicam diferencga significativas (P<0,05). Teste Kruskal Wallis,
apresenta os valores maximos € minimos (extremos da linha vertical), valores do 1° e 3° quatil
(extremos do retangulo) e a mediana (segmento de reta dentro do retangulo).
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5.7 Concentracado plasmatica dos esteroides gonadais:

Os valores da mediana de Ez e 17 a—OHP foram similares ao longo dos
periodos de andlises (Fig. 5A e 5B). Observamos apenas valores das medianas
superiores de E2 e 170- OHP em 6 DPD (1,37 e 3,83) comparado
respectivamente com AIH (0,59 e 2,70) (Fig. 4A) e 30 DPD (0,91e 1,37) (Fig. 5 A
e B)

Fig. 3. Niveis plasméticos de Ez e 17 a— OHP (ng /mL), em A. altiparanae nas coletas. AlH: antes
da inducéo hormonal; 0 DPD: 0 dias p6s desova; 6 DPD: 6 dias pds desova; 16 DPD: 16 dias pds
desova; 30 DPD: 30 dias pds desova. Letras diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05).
Teste Kruskal Wallis, apresenta os valores maximos e minimos (extremos da linha vertical),
valores do 1° e 3° quatil (extremos do retdngulo) e a mediana (segmento de reta dentro do
retangulo).

6. DISCUSSAO

Neste estudo demonstramos de forma inédita que fémeas de lambari (A.
altiparanae) mantidas em laboratério possivelmente podem ser submetidas a
desova sucessiva se mantidas a temperatura de 29,24 + 0,42°C em sistema de
recirculacdo fechado. As fémeas se mostraram aptas a uma segunda inducao
hormonal seis dias ap6s a primeira. Estes achados destacam ainda mais o
potencial do lambari para a piscicultura, pois j4 havia sido demonstrado que a
espécie pode ser manipulada para ter seus ovarios maduros fora da época
reprodutiva (Evangelista, 2015) e agora demonstramos que a mesma fémea
possivelmente pode ser submetida a desova sucessiva se mantida em laboratorio
a temperatura de 29,24 + 0,42°C.
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Um aspecto surpreendente observado neste estudo foi o curto intervalo de
6 dias entre a desova e a maturacdo completa dos ovéarios. Desovas sucessivas
em cativeiro ja foram reportadas para outras espécies de peixe de agua doce e
normalmente o intervalo entre as desovas é mais longo, como por exemplo, para
a “tilapia” Oreochromis niloticus (cada 30-40 dias, Lazard et al., 1996) e “Apaiari”
Astronotus ocellatus (3-4 vezes por ano, Silva et al., 1993). No entanto, curtos
intervalos para peixes mantidos em cativeiro sdo comumente descritos para
espécies marinhas, tais como, “amber jack” Seriola dumerili (2 vezes seguidas em
3 dias, Mylonas et al., 2004), o “black sea bass” Centropristis striata (4 vezes em
7 dias, Watanabe et al., 2003) e “dusky grouper” Epinephelus marginatus (7 vezes
em 10 dias, Marino et al., 2003). O periodo relativamente curto aqui descrito para
o A. altparanae em condi¢cdes controladas pode ser explicado pela rapida
elevacao dos niveis de Ez entre 0 momento da desova e 6 DPD. O E2 estimula a
sintese de vitelogenina no figado de peixes teledsteos (Gazola e Borella, 1997;
Miura et al., 2007; Nagahama e Yamashita 2008; Lubzens et al., 2010; Arantes et
al., 2010; Nelson e Habibi, 2013)

Outro aspecto importante associado ao curto periodo vitelogénico foi o
rapido processo de absorcdo dos CPO. A densidade de volume ocupada por
CPOs reduziu de 20% para 0% entre ODPD e 6DPD (Fig. 3), processo este que
pode estar associado a disponibilizacdo de condicbes para 0 concomitante
desenvolvimento de ovocitos OPV e OAC para uma segunda desova. Apés a
desova, seja em ambiente natural ou em cativeiro, 0os ovarios se regeneram e
ocorre uma nova maturacdo de ovdcitos para a proxima desova. A duracdo deste
processo varia com a espécie, além de fatores externos como nutricao,
caracteristicas ambientais e temperatura (Fitzhugh e Hettler 1995; Drummond et
al., 2000; Kaptaner e Unal, 2006; Ganias et al., 2007; Ganias, 2012; Grier, 2012).
Neste estudo observamos que o tempo de reabsorcdo dos CPO para o A.
altiparanae foi de 6 dias. Em uma espécie congénere do A. altiparanae, o A.
bimaculatus lacustris também foi encontrado uma reducéo significativa de CPO
quatro dias pos desova (Drummond et al.,2000). Smith e Haley (1987)
observaram que em Oreochromis mossambicus a partir do 5DPD os CPOs séao
dificilmente observados. Wang et al. (2014) determinou que em Hemiculter

leucisculus apos 48 horas os CPOs estavam em processo final de reabsorcgao.
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Todas as espécies antes mencionadas apresentam desova parcelada, o que
sugere que em peixes com desova parcelada aparentemente a absorcao de CPO
é rapida (Fitzhuhg e Hettler 1995; Kaptaner e Unal, 2006; Ganias, 2012) e pode,
portanto, estar associada com a necessidade de propiciar rapidamente condicbes

para o desenvolvimento de um novo grupo de ovadcitos vitelogénicos.

Em peixes, os ovocitos aumentam de volume pela acumulacdo de vitelo
dentro do citoplasma (Hiramatsu et al., 2015), portanto, quanto maior a frequéncia
e volume dos OVC maior serd o ovario e a fémea sera considerada apta a desova
(Hainfellner et al., 2012; Pereira et al., 2013, Quagio-Grassiotto et al., 2013). Isto
porque ao final da vitelogénese, os ovdcitos tornam-se células relativamente
grandes com cerca de 1mm (em espécies tropicais), as quais contém todas as
informacées do mMRNAs materno, proteinas, lipidos, hidratos de carbono,
vitaminas e hormonios, as quais sdo necesséarias para o desenvolvimento do
embrido (Lubzens et al., 2010). Neste contexto, ndo observamos variagdes
significativas na densidade de volume dos ovocitos vitelogénicos entre 6 e 30
DPD (Fig. 3), sugerindo que as fémeas poderiam ser induzidas a qualquer tempo
ao longo deste periodo.

No entanto, se por um lado, a densidade de volume ocupada pelos
ovacitos vitelogénicos nos ovarios de A. altiparanae foi similar entre 6 e 30 DPD, é
possivel que ao longo deste periodo estas células apresentem diferentes niveis
de maturacéo que ndo podem ser detectados pelas técnicas aqui empregadas. E
possivel que o volume individual dos ovécitos vitelogénicos tenha aumentado
gradativamente entre 6 e 30 DPD. Neste contexto, foi demonstrado que em
algumas espécies ovocitos maiores produzem larvas com maiores chances de
sobrevivéncia (Tamada e Iwata 2005; Iguchi 2012). E possivel também que estas
células expressem mais ou menos receptores de gonadotrofinas e esteroides
gonadais (Nagahama e Yamashita, 2008; Levavi-Sivan et al., 2010; Lubzens et
al., 2010; Mylonas et al., 2010; Zohar et al., 2010; Yaron e Levavi-Sivan, 2011) ao
longo do tempo. Mas, por outro lado, os niveis de 17 o— OHP, precursor do
170a,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP), principal indutor da maturagcdo dos
ovocitos e ovulacdo em peixes (Nagahama e Yamashita, 2008; Tokarz, et al.,
2015) reduziu entre 6 e 30 DPD sugerindo no primeiro tempo um potencial mais

evidente para uma segunda desova. Assim, dado o ineditismo dos achados e a
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escassez de informacgdes sobre o tema, o tempo ideal para uma segunda inducao
hormonal precisaria ser estabelecido com base em futuras abordagens que levem

em consideracao todas as variaveis mencionadas.

No nosso conhecimento, este € o primeiro relato de potencial para desova
sucessiva da mesma fémea de lambari (A. altiparanae) mantidas em laboratorio a
temperatura de 29,24 + 0,42°C em sistema de recirculacdo fechado, ja que foi
demostrado que existe um curto intervalo, de 6 dias, entre a desova e a
maturacdo completa dos ovarios e que as fémeas se mostraram aptas a uma
segunda inducdo hormonal seis dias apés a primeira. A possibilidade de uso
sucessivo de uma mesma fémea e o rapido tempo para um novo amadurecimento
dos ovarios (6 dias) pode abrir uma mudanca de paradigma na producdo desta
espécie, pois as fémeas podem ser mantidas em laboratério durante todo o seu
ciclo reprodutivo, podendo ser induzidas a desova o ano todo, além do mais,
reduziria a demanda por espacgo, dgua e custos com mao de obra para a
manutencdo e selecdo de grandes plantéis de reprodutores, tornando a producao
desta espécie nativa ainda mais adequada de acordo com o0s preceitos de

sustentabilidade atrelados a uma aquicultura moderna e competitiva.
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