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RESUMO

Caracteristicas sexuais secunddrias sdo diferengas entre machos e fémeas, nao estando
relacionadas aos 6rgdos reprodutores, mas sim diferencas morfolégicas como coloragao,
tamanho ou estruturas acessorias associadas a reprodu¢do. Em Brycon orbignyanus os machos
podem ser diferenciados das fémeas por meio de uma aspereza sentida nas nadadeiras anais,
que surgem no periodo reprodutivo e sdo denominadas de espiculas. Apesar de presente no
periodo reprodutivo da espécie, pouco se sabe sobre a sinergia entre o desenvolvimento
testicular e o aparecimento das espiculas. Dessa forma, o trabalho teve como objetivo analisar
as caracteristicas sexuais secundarias em machos de B. orbignyanus relacionando-as com a fase
do ciclo testicular, visando a identificacdo dessa caracteristica para a selecio de machos
reprodutores em cativeiro. Para tal, foram coletados 20 exemplares de B. orbignyanus nas
idades de um a trés anos da estufa de Experimentacdao do Laboratério de Ictiologia Neotropical
— LINEO (UNESP-FEIS), acondicionados em sistemas de recirculagdo d’agua (4.500 L a 27 +
0,5 °C). Os exemplares foram eutanasiados em solu¢do de benzocaina e tiveram a nadadeira
anal e testiculos removidos. As nadadeiras anais foram desidratadas em etanol e processadas
para microscopia eletronica de varredura. Os testiculos foram seccionados, fixados em
glutaraldeido a 2%, paraformaldeido a 4% e tampao fosfato Sorensen - pH 7,2, incluidos em
glicolmetacrilato e processados para microscopia de luz. Ambas as idades apresentavam de 22-
28 raios por nadadeira anal. As nadadeiras possuiam coloracdo em tons avermelhados e pretos,
com raios maiores na regiao cranial, diminuindo a medida que se aproximam da regido caudal.
Os raios sao bifurcados e segmentados, de modo que as espiculas estdo mais concentradas na
porcao cranial da nadadeira, sendo encontradas do segundo ao décimo sexto raio, apenas uma
por segmento. Microscopicamente sdo projecdes em forma de quilha, tendo suas bases largas e
sua por¢do terminal em forma de gancho. Foram encontrados animais em duas fases distintas:
Imaturo e Aptos a Espermiar, de modo que que o surgimento de espiculas estd associado ao
desenvolvimento testicular, estando ausentes em espécimes Imaturos e presentes nos animais
na fase Apto a Espermiar. Nesta fase hd um aumento do nimero de raios com espiculas com o
avanco da espermatogénese. Assim, a espicula € uma caracteristica sexual secunddria a ser

utilizada para a selecao de machos reprodutores em cativeiro.

Palavras chave: Dimorfismo sexual; Espiculas; Piracanjuba; Reproduc¢ido de peixes.



ABSTRACT

Secondary sexual characteristics are differences between males and females, not related
to reproductive organs, but morphological differences such as color, size or accessory structures
associated with reproduction. In Brycon orbignyanus males can be distinguished from females
by means of a roughness felt in the anal fins, which appear in the reproductive period and are
called spicules. Although present in the reproductive period of the species, little is known about
the synergy between testicular development and the appearance of spicules. Thus, the objective
of this work was to analyze the secondary sexual characteristics in males of B. orbignyanus
relating them to the phase of the testicular cycle, aiming at the identification of this
characteristic for the selection of breeding males in captivity. To this end, 20 specimens of B.
orbignyanus were collected at the ages of one to three years from the Experimentation
greenhouse of the Neotropical Ichthyology Laboratory — LINEO (UNESP-FEIS), conditioned
in water recirculation systems (4,500 L at 27 £ 0 .5°C). The specimens were euthanized in
benzocaine solution and had the anal fin and testes removed. Anal fins were dehydrated in
ethanol and processed for scanning electron microscopy. The testes were sectioned, fixed in 2%
glutaraldehyde, 4% paraformaldehyde and Sorensen phosphate buffer - pH 7.2, embedded in
glycolmethacrylate and processed for light microscopy. Both ages had 22-28 rays per anal fin.
The fins had reddish and black coloration, with larger rays in the cranial region, decreasing as
they approach the caudal region. The rays are bifurcated and segmented, so that the spicules are
more concentrated in the cranial portion of the fin, being found from the second to the sixteenth
ray, only one per segment. Microscopically, they are keel-shaped projections, with broad bases
and hook-shaped terminal portions. Animals were found in two distinct phases: Immature and
Able to Sperm, so that the appearance of spicules is associated with testicular development,
being absent in Immature specimens and present in animals in the Apt to Sperm phase. In this
phase, there is an increase in the number of rays with spicules with the advancement of
spermatogenesis. Thus, the spicule is a secondary sexual characteristic to be used for the

selection of breeding males in captivity.

Keywords: Sexual dimorphism; Spicules; Piracanjuba; Reproduction of fish
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1 Introducao

O género Brycon tem grande destaque na piscicultura brasileira, por possuir espécies
que despertam grande interesse comercial, tanto na pesca, quanto na produc¢do aquicola
(MENDONCA, 1996; IZEL; MELO, 2003; GOMES et al.,2010; MATTOS et al.,2013), sendo
no ano de 2020 produzidas cerca de 3.600 mil toneladas de Brycon para fins comerciais (IBGE,
2021). As espécies mais cultivadas de Brycon no pais sdo matrinxa, B. cephalus, B. amazonicus
e a piracanjuba, B. orbignyanus (IBGE, 2021). Dentre estas, Brycon orbignyanus, além de ser
produzida para fins comerciais, € uma espécie produzida em larga escala, com controle de
variabilidade genética, para fins de repovoamento de espécies nativas (BALDISSEROTTO;
GOMES, 2005; LOPERA-BARRERO et al.,2019), pois se encontra em risco de extin¢ao desde
a década de 90, devido a constante degradacdo ambiental, constru¢des de hidroelétricas e
sobrepesca (ICMBIO, 2018).

A piracanjuba é um peixe com periodo reprodutivo sazonal (CECCARELLI et al.,
2010), e assim como outros teledsteos, ao longo do seu ciclo reprodutivo suas gdnadas sofrem
uma remodelacdo que segue seu desenvolvimento, maturacdo e liberacdo dos seus gametas,
fazendo com que cada espécie possua especificidades em seus ciclos reprodutivos (QUAGIO-
GRASSIOTTO; WILDNER; ISHIBA, 2013; QUIRINO et al., 2021), sendo em machos de B.
orbignyanus a maturagdo sexual atingida com um ano de idade (QUIRINO et al.,2021). Dentro
da piscicultura, reconhecer a fase reprodutiva em que o animal se encontra € primordial para o
manejo dos reprodutores, sendo geralmente empregada a época do ano, caracteristicas da papila
urogenital dos reprodutores, por dimorfismo sexual ou através de caracteristicas sexuais
secunddrias (LOWERRE-BARBIERI ez al., 2011).

As caracteristicas sexuais secunddrias sdo todas aquelas que nao estdo relacionadas ao
orgdo reprodutivo, geralmente expressas de forma morfoldgica, sendo consideradas acessorios
para a reproducdo (DAVIES; KREBS; WEST, 2012). Dessa forma, diferencas
comportamentais, de coloragdo, tamanho e formato do corpo, glandulas branquiais
(MALABARBA; WEITZMAN, 2003; GONCALVES et al., 2005), assim como a presenca de
espinho, espiculas ou ganchos que aparecem durante o periodo reprodutivo das espécies
(TEIXEIRA, 2016), sdo consideradas caracteristicas sexuais secundarias.

O surgimento de espiculas nas nadadeiras anais de machos durante o periodo
reprodutivo € comum para espécies da ordem Characiformes (VIEIRA, BARTOLETTE,;
BRITO, 2016), sendo observadas nos géneros Moenkhausia (BENINE; MARIGUELA;
OLIVEIRA, 2009), Astyanax (SIQUEIRA-SILVA et al., 2021), Aphyocharax (GONCALVES



11

et al., 2005), Hyphessobrycon (TEIXEIRA et al., 2019) e Brycon (VAZ; TORQUATO;
BARBOSA, 2000; MACIEL, 2006). Em Astyanax lacustris (=A. altiparanae) sabe-se que a
presenca de espiculas pode ser encontrada em qualquer fase do ciclo reprodutivo, uma vez que
a espécie possui mais de um pico reprodutivo ao longo do ano, mas a frequéncia intensifica-se
a medida que o animal estd apto a espermiar (SIQUEIRA-SILVA et al., 2021).

Dessa forma, o trabalho teve como objetivo analisar as caracteristicas sexuais
secundarias em machos de B. orbignyanus relacionando-as com a fase do ciclo testicular,
visando a identificacdo dessa caracteristica para a sele¢cdo de machos reprodutores em cativeiro,
de modo que a hipétese a ser testada é que todos os espécimes machos e adultos em B.
orbignyanus que apresentam espiculas desenvolvidas na nadadeira anal estdo aptos a

reproduzir.

2 Material e métodos

2.1 Coleta dos animais

Nos meses de setembro/2020 a janeiro/2021 foram coletados 20 exemplares de Brycon
orbignyanus (mensalmente n=4), nas idades de um e trés anos, que se encontravam
acondicionados em sistemas de recirculacao d’agua de 4.500 L com temperatura de 27 + 0,5
°C, localizados na estufa de experimentacdo do Laboratorio de Ictiologia Neotropical — LINEO,
da UNESP/FEIS. Os processos de manuten¢do dos tanques, manejo € eutandsia dos animais
foram realizados seguindo as normas estabelecidas e aprovadas pela Comissdao de
Etica no Uso de Animais da UNESP (12/2017 — CEUA/FEIS).

Ap6s coletados, os animais foram transportados até o laboratério LINEO, onde foram
eutanasiados em solu¢@o de benzocaina (0,05%) para posterior aferimento da massa corpérea
(g), comprimento total e padrdo (cm). Para a nadadeira anal de cada espécime foram aferidos
os seguintes parametros: comprimento total (cm), niimero de raios, altura do primeiro, segundo
e ultimo raio (cm), identificagdo dos raios com presenca de espiculas e a quantidade de espiculas
por raio. Por fim, as nadadeiras foram removidas por incisdo cirtirgica e processadas para
andlise em microscopia eletronica de varredura.

Os testiculos foram removidos a partir de uma incisdo na parte ventral do animal e
tiveram a massa aferida (g). Ambos, nadadeiras e testiculos, foram fixados em solucdo de
glutaraldeido a 2%, paraformaldeido a 4% e tampdo fosfato Sorensen (pH 7,2). Para a

determinacdo do indice gonadosomdtico (IGS) foi utilizada a férmula IGS = (massa das
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gbnadas/massa corporea) x 100, conforme estabelecido por Vazzoler (1996), por ser um indice
utilizado para o auxilio na determinacao das fases do ciclo reprodutivo em que os peixes se

encontram.

2.2 Andlise da nadadeira anal

Ap0s a fixacdo, todas as nadadeiras foram analisadas sob estereomicroscopio Leica®
para verificar a presenga/auséncia das espiculas e, quando presentes, foram quantificadas. Em
seguida foram processadas para andlise em microscopia eletronica de varredura, seguindo o
seguinte protocolo: desidratacdo por série crescente de etanol (70, 80, 85, 90, 95%) de 15
minutos de duracgdo por ciclo e, por fim, em concentracdo 100% em dois banhos de 15 minutos.
Posteriormente o material foi submetido a secagem, em aparelho de ponto critico (Ponto Critico
Leica® CPD300), que utiliza CO> liquido para desidratacdo total do material. As nadadeiras
foram entdao acomodadas nos stubs, que foram submetidos a um processo de metalizagdo com
ions ouro-palddio em Metalizador MED 010 da Leica®. Esse material foi examinado e elétron-
micrografado em Microscopio Eletronico de Varredura EVO LS15 - Carl Zeiss®. do

Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Engenharia de Ilha Solteira — UNESP/FEIS.

2.3 Histologia dos testiculos

Ap6s fixacdo, os testiculos foram processados para microscopia de luz, sendo
seccionados e submetidos a série crescente de concentragdo alcodlica (etanol 70%, 95%) e
posteriormente transferidos a uma solu¢do de resina + dlcool (1:1) por 5h e resina pura
“overnight”. Os fragmentos testiculares foram incluidos e emblocados em historesina
(glicolmetalcrilato) Leica® e posteriormente seccionado a 3 um de espessura em um microtomo
semi-automdtico Leica® RM 2245 equipado com navalha de vidro, para confec¢io das 1aminas
histoldgicas. As laminas foram coradas seguindo os protocolos usuais de Hematoxilina/Eosina
(H.E.).

As andlises das fases do ciclo reprodutivo na espécie foram classificadas de acordo com
as caracteristicas macroscdpicas e microscopicas do testiculo, seguindo o proposto por Brown-

Peterson e colaboradores (2011).
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3 Resultados
3.1 Pardametros morfométricos
Foram analisados machos de B. orbignyanus em duas idades: um ano e trés anos (Tabela
1). Os machos analisados apresentaram uma dnica nadadeira anal, sendo os raios maiores na
regido anterior e diminuindo gradativamente a medida que se aproximam da regido posterior

da nadadeira (Figura 1A-B).

Tabela 1: Dados biométricos de espécimes machos de Brycon orbignyanus.

Idade Comprimento Massa Comprimento da N°de

(ano) total (cm) corporea (g) nadadeira (cm) raios 1GS

lano 20,35+1,60 95,85+23,72 4,02 +0,39 22-28 Imaturos: 0,002 + 0,001

Intermediario: 0,005

3anos 34,65+5,07 598,93+191,54 7,76 +1,17 22-28 Final: 0.972 + 0.271

Espécimes imaturos: n = 10. Espécimes Aptos a Espermiar: subfase Intermediario n = 1; subfase Final
n =9. Fonte: Dados da pesquisa da autora, 2022.

3.2 Morfologia da nadadeira anal e espiculas

Macroscopicamente a nadadeira anal apresenta coloracdo escura com tons
avermelhados e raios ¢sseos unidos por membranas chamadas interradiais (Figura 1A-B). Os
raios possuem bifurcagdes a medida que distanciam do ventre do animal (Figura 1-C). A andlise
microscopica permite observar que os raios apresentam segmentos, e as bifurcacdes na regiao
terminal dos raios estdo mais evidentes (Figura 1C-D).

A nadadeira anal pode ou ndo apresentar espiculas. Quando presentes,
macroscopicamente sdo observada como pequenas proje¢des ao longo dos raios (Figura 1E). A
presenca de espiculas na nadadeira anal € perceptivel ao toque, como uma aspereza maior na
por¢do terminal dos raios, que diminui em intensidade quanto mais préximo ao ventre do
animal. Também h4 alteracdes de intensidade ao longo da extensdo da nadadeira, sendo mais
evidente na parte central e menos quanto mais préximo da regido caudal, até se tornarem
ausentes.

As espiculas sdo observadas a partir do segundo raio da nadadeira e presentes até o
décimo sexto raio sendo recobertas pro uma extensdo da membrana interradial (Figura 1F).

Cada segmento do raio apresenta apenas uma unica espicula, mesmo na regido bifurcada.
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Microscopicamente as espiculas sdo dadas por pequenas projecdes com formato de quilha,
tendo suas bases cilindricas largas e porcdes terminais finas, em formato de gancho, o que

confere a aspereza quando manuseada (Figura 1F-G).

3.3 Desenvolvimento do testiculo de acordo com a presenca ou auséncia de espiculas na

nadadeira anal

As caracteristicas da nadadeira anal, como presenca ou auséncia de espiculas e
quantidade de raios das mesmas, foram associadas as fases morfoldgicas do desenvolvimento
testicular (Tabela 2).

Os animais com um ano de idade foram classificados como Imaturos (n=10) (Figura
2A-C; Tabela 1), com um epitélio germinativo ainda em organizacdo, apresentando inimeras
espermatogonias A-indiferenciadas e A-diferenciadas (Fig. 2B-C), e somente esse estdgio de
célula germinativa, organizadas em corddes ao longo de todo o testiculo (Fig. 2B), sendo
possivel ainda observar vasos sanguineos distribuidos pelo intersticio. Esses animais ndo
possuiam espiculas na nadadeira anal (Tabela 2).

Por outro lado, os espécimes de trés anos de idade apresentaram espiculas na nadadeira
anal e foram classificados na fase denominada Apto a Espermiar (n=10) (Figura 2D-I; Tabela
1), que é dada por um epitélio germinativo organizado com a presenca de todas as células da
linhagem germinativa: espermatogdnias, cistos de espermatdcitos, cistos espermdtides, e luz
repleta de espermatozoides. Observando a descontinuidade do epitélio germinativo, foi possivel
identificar duas subfases distintas: intermedidria e final. Na subfase intermedidria (n=1) (Fig.
2D-E), os testiculos dos animais continham espermatozoides no limen ao longo de toda a
extensdo do 6rgdo, com descontinuidade do epitélio germinativo pouco presente. Na subfase
final (n=9) (Fig. 2F-I), o limen € amplo e se encontrava repleto de espermatozoides, tibulos
com epitélio germinativo descontinuo por toda a sua extensao, com a presencga de raros cistos
dispersos.

O animal na Fase Apto a Espermiar, subfase intermedidria, apresentou espiculas do
segundo ao terceiro raio da nadadeira anal, somente dois raios, e aqueles que se encontravam
na subfase final apresentavam até 14 raios com espiculas, entretanto ocorrendo uma variagao
no raio a apresentar inicialmente as espiculas, podendo ser o segundo, terceiro ou quarto. Nesses

animais as espiculas foram observadas até o décimo sexto raio (Tabela 2).
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Tabela 2: Dispersdo de espiculas nos raios da nadadeira anal em Brycon orbignyanus de acordo com a
fase do ciclo reprodutivo

Fase do ciclo Subfase do ciclo .
Idade (anos) . . Raios com espiculas
reprodutivo reprodutivo
1 anos Imaturo - 0 raios
Intermediaria 2 raios
3 anos Aptos a espermiar : :
Final Até 14 raios

Fonte: Dados de pesquisa da autora, 2022.
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Figura 1 — Nadadeiras anais e espiculas de Brycon orbignyanus machos.

A e B: Exemplares machos e adultos de B. orbignyanus indicando o local da nadadeira anal (NA). C:
Setas indicando locais de bifurcacdes sofridas pelos raios. D: Indicagido dos segmentos dos raios. E:
Visdo macroscopica das espiculas (Es). F:Visao microscépica das espiculas (Es) e da membrana que as
recobre (Me). G: Microscopia eletrdnica de varredura, dando enfoque a espicula. Escalas: C, D, Ee F
= lcm; G =30um. Coloracoes: D: Azul de toluidina. Fonte: Dados da pesquisa da autora, 2022.
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A: Visdo geral do testiculo de B. orbignyanus imaturo. B e C: Testiculo imaturo dando enfoque as
espermatogdnias A-indiferenciadas (Sg. Ai) e espermatogdnias A-diferenciadas (Sg. Ad). D-I: Testiculo
apto a espermiar. D e E: Testiculo em espermiacdo intermedidria, espermatogdnias (Sg), cistos de
diversos tipos celulares (Ci) e espermatozoides (Sz). F-I: Testiculo em espermiacdo final, contendo
cistos de diversos tipos celulares (Ci), espermatozoides (Sz) no Iimen (Lu) e epitélio germinativo
descontinuo (Egd). Vs: Vasos sanguineos. Escalas: A =20um; B e C= 10um; D = 100pum; E-I = 50um.
Coloracoes: Hematoxilina/Eosina. Fonte: Dados da pesquisa da autora, 2022.
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4 Discussao

Os exemplares de Brycon orbignyanus utilizados neste estudo apresentaram média de
comprimento total dentro do ja observado para a espécie para estas idades (QUIRINO et al.,
2021), classificando a mesma como peixes de grande porte, assim como a quantidade de raios
presentes na nadadeira anal, apresentando até 28 raios por nadadeira anal (LIMA, 2017). As
bifurcacdes sofridas pelos raios ja foram descritas como sendo uma caracteristica para a familia
Characidae (TEIXEIRA, 2016), do qual B. orbignyanus era pertencente, porém com as
classifica¢Oes atuais, a espécie € classificada como pertencente a familia Bryconidae (REIS, et
al. 2020). Deste modo, esta caracteristica de ramificacdo nao € restrita somente a Characidae,
mas amplia-se pela ordem Characiformes.

Apesar de compartilharem as caracteristicas de ramificacdo dos raios, as familias
diferem quando analisadas a distribuicdo de espiculas por raio, de modo que neste estudo
identificamos que os machos de piracanjuba desenvolvem apenas uma espicula por seguimento
de raio. Por outro lado, em membros da familia Characidae como Astyanax (MALABARBA;
WEITZMAN, 2003; TEIXEIRA, 2016; SIQUEIRA-SILVA et al., 2021) e Moenkhausia
(ZANATA; BIRINDELI; MOREIRA, 2009; BENINE; MARIGUELA; OLIVEIRA, 2009)
podem estar dispostas de duas a trés espiculas em um tnico segmento de raio.

Assim como a distribui¢do, as espiculas variam entre as espécies em relacdo a sua
morfologia, pois em espécies do género Hyphessobrycon desenvolvem-se de forma conica, sem
que haja formagao de gancho na porcdo terminal (TEIXEIRA et al., 2019), enquanto que em B.
orbignyanus a formacdo de gancho na por¢do terminal da espicula € acentuada. Devido a este
formato de gancho das espiculas € possivel sentir ao tato uma aspereza nas nadadeiras anais dos
machos, que na maioria dos casos € a caracteristica sexual secunddria mais usada para a sele¢ao
dos machos quando realizada a reproducao induzida (MALABARBA; WEITZMAN, 2003).

Para que a reproducdo induzida seja bem sucedida, é apropriado que os melhores
reprodutores sejam selecionados para serem induzidos (BALDISSEROTTO; GOMES, 2005).
Em funcdo disso, a classificacao efetiva das fases reprodutivas nos machos de acordo com o
proposto por Brown-Peterson et al (2011) € essencial, pois a associagdo da presenca de
espiculas como caracteristica sexual secundaria em Brycon orbignyanus as fases reprodutivas
possibilitardo uma melhor sele¢do de reprodutores. Neste estudo, identificamos que a presenca
de espiculas ocorreu em todos os espécimes Aptos a Espermiar, mas esteve ausente nos

individuos Imaturos, o que caracteriza que o desenvolvimento das espiculas nas nadadeiras
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anais de B. orbignyanus é sazonal e estd atrelado ao periodo reprodutivo da espécie
confirmando a hipétese inicial testada neste estudo.

O uso do IGS permite estimar as condi¢des das gdnadas em cada fase do ciclo testicular
¢ muito utilizada em estudos (VAZZOLER, 1996; SIQUEIRA-SILVA; RODRIGUES;
NOBREGA, 2019; QUIRINO et al., 2020), sendo ainda mais eficiente quando acompanhada
das andlises histoldgicas, assim como feito no presente estudo, isso porque, o IGS pode vir a
apresentar faixas de sobreposicdo de valores de acordo com as caracteristicas das fases do ciclo
reprodutivo (SIQUEIRA-SILVA et al., 2013; CHAGAS et al., 2016). Neste caso, ndo houve
sobreposicdo dos valores, uma vez que as fases do ciclo reprodutivo encontradas para B.
orbignyanus neste estudo foram restritas somente a espécimes Imaturos ou Aptos a Espermiar,

situagdes onde os testiculos possuem formagao e desenvolvimento muito distintos.

5 Conclusao

A presenca de espiculas nos raios da nadadeira anal de Brycon orbignyanus estd
associada ao desenvolvimento testicular, sendo ausentes em espécimes imaturos sexualmente
ou jovens e presentes naqueles no qual a fase do desenvolvimento testicular € denominada Apto
a Espermiar. Além disso, nos espécimes Apto a espermiar o nimero de raios da nadadeira anal
com espiculas aumenta com o avanco da espermatogénese, presentes até o terceiro raio em
exemplares na subfase Intermedidria e até o décimo sexto raio na subfase Final. Assim, a
presenca de espiculas na nadadeira anal para esta espécie € uma caracteristica sexual secundaria
a ser utilizada na selecdo de machos sexualmente ativos para a reproducdo induzida em

cativeiro.
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