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RESUMO

Nosso objetivo foi avaliar o efeito das diferentes densidades de estocagem e
proporcbes sexuais sobre o desempenho reprodutivo da espécie Astyanax
altiparanae em sistema semi-natural. Foram realizados dois experimentos distintos,
para o primeiro objetivo testamos quatro densidades de estocagem (3; 6; 12; 24
individuos) com quatro réplicas, mantendo sempre a proporcdo sexual de dois
machos para uma fémea. Quando o efeito da proporcdo sexual foi avaliado,
utilizamos cinco proporgdes diferentes (1:1; 2:1; 3:1; 1;2; 1:3; macho: fémea) e dois
controles com trés repeticbes, respeitando a densidade de 12 individuos em cada
unidade experimental. Em ambos o0s experimentos os tratamentos foram
comparados pelo desempenho reprodutivo por meio de variaveis como: a
sobrevivéncia dos reprodutores, a proporcao de réplicas com desovas, 0 volume de
desova, percentual médio de fémeas desovadas por réplica, taxas de fertilidade e
eclosdo, numero de embribes obtidos por tratamento, histologia dos ovarios e
concentragfes plasmaticas dos esteroides sexuais. A densidade nao influenciou de
forma negativa no desempenho reprodutivo da espécie, sendo observados o0s
melhores desempenhos para as variaveis: volume médio de desova considerando
apenas as réplicas onde houve desova 131,50£33,17ml e no numero médio de
embribes viaveis 73819,2+20462,1, nas unidades com maior densidade (24)
animais. Notamos desempenhos muito semelhantes quando as diferentes
proporcdes foram testadas, sendo a variavel volume relativo de desova na qual a
proporcdo de (3 machos: 1 fémea) se mostrou mais eficiente que as demais
1,41+0,84ml/g. Sugerimos a utilizacdo da densidade de 24 animais e a proporcédo de
(3 machos: 1 fémea) visando maior produtividade em um curto periodo de tempo e
trabalho aliada a um menor consumo de hormdnio, respeitando as condi¢ces aqui

propostas.

Palavras chave: reproducdo induzida, parametros reprodutivos, horménios

esteroides, reprodutores.
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ABSTRACT

Our objective was to evaluate the effect of different storage densities and sexual
proportions on the reproductive performance of the species Astyanax altiparanae in a
semi-natural system. Two different experiments were carried out. For the first
objective, we tested four stocking densities (3; 6; 12; 24 individuals) with four
replicates, always maintaining the sex ratio of two males to one female. When the
sex ratio effect was evaluated, we used five different ratios (1: 1, 2: 1, 3: 1, 1, 2, 1: 3,
male: female) and two controls with three replicates, respecting the density of 12
individuals in each experimental unit. In both experiments the treatments were
compared by reproductive performance using variables such as: reproductive
survival, proportion of replicates with spawning, spawning volume, mean percentage
of spawned females per replicate, fertility and hatching rates, number treatment
embryos, ovarian histology, and plasma steroid plasma concentrations. The density
did not negatively influence the reproductive performance of the species, with the
best performances for the variables: average spawning volume considering only
spawning replicates of 131.50 + 33.17 ml and the average number of viable embryos
73819.2 + 20462.1, in the units with higher density (24) animals. We observed very
similar performances when the different proportions were tested, being the relative
variable spawning volume in which the proportion of (3 males: 1 female) was more
efficient than the other 1.41 + 0.84 ml / g. We suggest the use of the density of 24
animals and the proportion of (3 males: 1 female) aiming for a greater production in a
short period of time and work combined with a lower consumption of hormone,

respecting the conditions proposed here.

Key-Words: induced reproduction, reproductive parameters, steroid hormones,
breeders.
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1. INTRODUCAO

O género Astyanax (Pisces, Characiformes) esta amplamente distribuido
pela regido neotropical e abrange mais de 100 espécies e subespécies (GARUTTI;
BRITSKI, 1997). Astyanax vem sendo considerado um dos mais complexos
géneros de Characidae nativos da América do Sul (ZANATA; 1995) e muitas de
suas espécies possuem atributos biol6gicos adequados para o cultivo em cativeiro
(SUSSEL, 2012). Estas espécies tem despertado crescente interesse de mercado,
pois podem ser usadas tanto para consumo direto (como petisco ou na forma de
conservas), aproveitado como alimento natural ou forragem na criacado de peixes
carnivoros, como larvéfagos no combate as larvas de pernilongos (GARUTTI, 2000;
SATO et al., 2006), comercializados como isca viva para a pesca esportiva
(PORTO-FORESTI et al.,, 2010) e também vem sendo utilizado como modelo
experimental (DRUMMOND et al., 2000; GOMES et al., 2013). Dentre as espéecies,
destaca-se o0 lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae), inserido em
aproximadamente 110 empreendimentos em territério nacional e cuja producao
estd em ascensao passando de 5 milhdes de peixes em 2008 para 90 milhdes em
2015 e 0 estado de Sao Paulo destaca-se como o maior produtor, com 90 milhdes
por ano, seguido por Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Goias e Parana (SUSSEL,
2015).

A espécie A. altiparanae é considerada uma 6Otima opcéo dentre as espécies
nativas de interesse para a aquicultura, possivelmente por suas caracteristicas
zootécnicas tais como alta prolificidade, rusticidade e facilidade de manejo
(PORTO-FORESTI et al., 2010) e pode ser reproduzida durante todo 0 ano em
condicBes controladas em laboratério (BRAMBILA-SOUZA et al.,, 2019). Sua
maturidade reprodutiva se inicia a partir dos quatros meses de idade, quando os
machos apresentam cerca de 7 a 9 cm de comprimento e as fémeas 9 e 12 cm,
sendo os machos apresentando como caracteristica seu corpo alongado e
espiculas asperas em sua nadadeira anal, ja as fémeas apresentam ventre
abaulado, papila urogenital pronunciada e avermelhada (PORTO-FORESTI et al.,
2010).

Dentre os sistemas para a reproducdo em cativeiro das espécies nativas de
peixes, desta-se 0 sistema semi-natural que possui como caracteristica a pouca

interferéncia humana no processo reprodutivo, e nele é simulado condi¢cdes que
10
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mais se assemelham as naturais (MURGAS et al., 2012). Nesta metodologia
reprodutiva as matrizes e os reprodutores apds induzidos, sdo colocados em
tanques que sdo adaptados de acordo com a espécie que se deseja reproduzir, 14
ocorre diretamente a fertilizacdo dos ovdcitos pelos machos de forma aleatéria
(ZANIBONI-FILHO; NUNER, 2004). Neste sistema ocorre uma menor mortalidade,
maiores taxas fertilizagdo dos ovos e uma melhor conservacdo da variabilidade
genética da progénie quando comparada com o sistema de extrusdo (LOPERA-
BARRERO et al., 2010), tendo em vista estas vantagens justifica-se a utilizacao
deste sistema.

No Brasil a aplicacdo de extrato hipofisario de carpa (EHC) destaca-se como
meio mais utilizado para inducdo, maturacdo final e desova (ZANIBONI-FILHO;
WEINGARTNER, 2007; WEBER et al.,, 2012; DOS SANTOS et al., 2016;
BERTOLINI et al., 2017; FERREIRA DO NASCIMENTO et al., 2017). Esta técnica
vem sendo utilizada desde a década de 1930 (VON IHERING, 1936) e embora seja
uma metodologia altamente difundida, especialmente entre peixes tropicais
migradores, ainda apresenta problematicas e incertezas tais como uma grande
heterogeneidade com relacdo ao numero de fémeas que respondem de forma
positiva ao tratamento hormonal, a ovulacdo parcial e a retencdo de ovocitos
maduros na papila urogenital das fémeas (CRISCUOLO-URBINATI, 2012;
HAINFELLNER et al.,, 2012;; PEREIRA et al.,, 2017). Além dos problemas
associados as fémeas, o uso EHC apresenta outros obstaculos tais como: a
presenca de outros tipos de horménios, a variagdo na concentracdo de
gonadotropinas e potencial para transmissao de enfermidades (ZOHAR; MYLONAS,
2001). Estes entraves ocasionam perdas econdmicas, comprometimento do plantel
e perda de material genético. Associado a estes fatos, o Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) proibiu em determinadas ocasifes a utilizacao de
EHC em muitos estados brasileiros (VIVEROS et al., 2013). Ainda neste contexto,
devem ser observados também alguns outros fatores que contribuem negativamente
para o processo de desova induzida, tais como: a falta de informacgdes basicas sobre
a biologia das espécies (principalmente de carater cientifico), a falta de informacdes
sobre a influéncia do clima sobre o processo reprodutivo e falhas no manejo dos
reprodutores ao longo do ano e durante o processo de inducao hormonal
(GUERREIRO et al., 2009; MYLONAS et al., 2010; BOBE; LABBE, 2010).

11
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De modo geral, o ciclo reprodutivo em teledsteos é controlado pelo sistema
endocrino que, mais especificamente pelo eixo hipotalamo — hipéfise — gbnadas,
onde hormdnios séo sintetizados e liberados para atuarem e promoverem diversas
etapas do processo reprodutivo (NAGAHAMA; YAMASHITA, 2008; GUERRERO et
al., 2009; BOBE; LABBE, 2010; DUFOUR et al., 2010; LUBZENS et al., 2010;
MYLONAS et al., 2010; SCHULZ et al., 2010; ZOHAR et al., 2010). Este
processo ocorre em consonancia com flutuacdes de fatores ambientais tais como:
fotoperiodo, temperatura e parametros fisicos e quimicos da &gua (pH,
condutividade, volume, transparéncia) (TYLER; SUMPTER, 1996; TRUDEAU,
2006). Dois dos fundamentais “transdutores” enddcrinos destas variagcbes
ambientais sdo o hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) e a dopamina (DA).
O primeiro é considerado maior indutor da secrecao das gonadotrofinas (GtHs) e a
DA parece controlar de forma inibitoria as acbes do GnRH (DUFOUR et al., 2010).
As GtHs sao sintetizadas na hipofise e tem papel fundamental no controle da
reproducao. O horménio foliculo estimulante (FSH) possui papel importante sobre o
controle e estimulacdo da gametogénese (vitelogénese e espermatogénese) e o
horménio luteinizante (LH) atua na regulacdo e promocdo da maturacao final dos
oQcitos, na ovulagdo e no processo de espermiacdo (NAGAHAMA; YAMASHITA,
2008; GUERRERO et al., 2009; LUBZENS et al.,, 2010; MYLONAS et al., 2010;
SCHULZ et al., 2010). Neste contexto, a maturacdo final é caracterizada pela
guebra da vesicula germinativa (GVBD), condensacao cromossémica e extrusdo do
primeiro corpusculo polar, € um pré-requisito para que a ovulacdo ocorra. A acao
do FSH e do LH sobre os ovérios se da principalmente sobre as células da teca e
da granulosa, estimulando a sintese de testosterona (T), estradiol (E,) e

progestagenos.

Sabe-se que o0 E; € um hormdnio esteroide associado com a vitelogénese e
gue picos do esteroide gonadal 17a,20B-dihydroxy-4-pregnen-3-one (DHP) estao
associados com a maturacao dos ovocitos e ovulacdo (NAGAHAMA; YAMASHITA,
2008). Estudos realizados em carpas demonstraram que durante o processo de
hipofisacdo ocorre uma transicao entre a sintese de E, para DHP do inicio para o
final do processo, a qual esta associada a uma ovulacdo bem-sucedida (LEVAVI-
ZERMONSKY; YARON, 1986; CHAUBE et al., 2014). Além disso, este processo
designado como “stereoidogenic shift” ocorre com a aplicagdo de duas doses de
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horménio (LEVAVI-ZERMONSKY; YARON, 1986), mas ndo em dose Unica,
justificando o uso de doses fracionadas na vasta maioria das espécies. Mesmo
assim, o processo denominado como “stereoidogenic shift” ndo foi descrito como
condicionante a maturacdo final e ovulacdo em algumas espécies de peixes
analisadas (LISTER; VAN DER KRAAK, 2008; PODHOREC et al., 2016).

Portanto, os mecanismos associados com uma ovulagcdo bem-sucedida
permanecem pouco elucidados para a vasta maioria das espécies de peixes.
Neste contexto, as interagdes inter e intra-sexuais (densidades e proporcoes
sexuais, por exemplo) também possuem relacdo direta com a desova bem-
sucedida, modulando o comportamento reprodutivo, o0 que é de extrema
importancia para o reconhecimento especifico, sinalizacdo reprodutiva, avaliacdo e
selecdo sexual e sincronizacdo da reproducdo (THOMPSON et al., 2004). Para
garantir o sucesso reprodutivo de uma espécie em cativeiro € essencial conhecer
sua biologia reprodutiva, para o desenvolvimento de pacotes tecnoldgicos e
estabelecer metodologias de producédo, ja que a eficiencia reprodutiva é
relacionada a diversos fatores que atuam em conjunto, dentre os quais, podemos
salientar os cuidados que vao desde o manejo e manutencao dos reprodutores no
periodo pré-reproducédo até cuidados pos- fertilizacdo (MURGAS et al., 2012).

Uma variavel importante relacionada ao sucesso reprodutivo em vertebrados
€ a densidade reprodutiva (WYNNE-EDWARDS, 1962; Brown, 1969; VERNER,
1977). Esta variavel € um importante fator biolégico, pois visando pelo lado produtivo
atua diretamente sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento dos peixes, sendo
necessaria a determinacdo de seus efeitos e implementacdo de taxas adequadas
gue variam demasiadamente de espécie para espécie (SOARES, 2002). A
densidade € facilmente manipulada, e segundo alguns autores esta ligada a
aspectos fisiologicos e comportamentais (BROWN, 1969; ARCHER, 1970;
WATSON; MOSS, 1970). O aumento na densidade de estocagem € um dos
aspectos que permite a intensificacdo na producao de peixes (KUPREN et al., 2008),
no entanto este aumento na densidade de estocagem se justifica até que nédo ocorra
reducdo no desempenho produtivo ou comprometimento na sanidade dos animais
(NAGATA, 2010).

O efeito das diferentes propor¢des macho: fémea sobre o desempenho
reprodutivo de espécies submetidas a desova em sistema seminatural € pouco

explorado. Diferentes propor¢des de machos para fémeas de lambaris em sistema
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seminatural j& foram utilizadas em experimentos anteriores para desova em
cativeiro: 4:3 (REZENDE et al., 2005), 40:25 (SATO et al., 2006), 8: 16 (LIRA,
2018), 5:4 (ARIKI et al., 2017), e a mais empregada comumente 10:5 (ABREU et
al., 2017; SILVA et al.,, 2017; BRAMBILA-SOUZA et al., 2019). No entanto, a
proporcdo sexual foi definida para cada trabalho sem ser uma varidvel ou uma
hipétese a ser testada. Em nosso laboratério, trabalhos em desenvolvimento tem
mostrado que fémeas de lambari tanto induzidas com diferentes dosagens de
(EHC) (ARIKI et al., 2017), como sGnRH (ABREU et al., 2017) ou até mesmo
extrato de hipofise de lambari (SILVA et al., 2017), as fémeas de lambari
apresentam elevada heterogeneidade no desempenho reprodutivo. Nos mesmos
experimentos, observamos algumas vezes uma mortalidade pronunciada de
machos, aspecto esse que ndo sabemos se é devido as densidades aplicadas, a
propor¢cdo sexual, a dose hormonal ou a algum outro fator desconhecido.
Tampouco sabemos se estes fatores mencionados interferem no pareamento de
machos e fémeas e no desempenho reprodutivo provocando alteracbes no nimero
de larvas obtidas. No entanto, é razoavel supor ao menos que a mortalidade de
machos deve interferir diretamente no numero de larvas obtidas pela escassez /
auséncia dos gametas masculinos no momento da fertilizacdo. Estes problemas
estdo na base da consolidacdo da exploracdo aquicola da espécie, pois reduzem
de forma marcante o potencial reprodutivo da espécie e a oferta constante de
alevinos.

Neste contexto, destacamos que praticamente toda a producdo nacional de
peixes nativos depende de EHC (MPA 2013; FAO 2014). Para estas espécies e
incluindo o lambari, diferente de muitas espécies marinhas (ROSENFELD et al.,
2012; FERNANDEZ-PALACIOS et al., 2015) e de regides temperadas (SZABO et
al., 2002; GENZ et al., 2014), a reproducdo em cativeiro é obtida com a injecéo de
EHC (DE SOUZA et al.,, 2015; CANEPPELE et al., 2015; ITTZES et al., 2014;
KURADOMI et al., 2017; PEREIRA et al., 2017). Portanto, dada a dependéncia que
a producdo de peixes nativos ainda apresenta a técnica de hipofisacdo e ao escasso
conhecimento sobre as disfuncbes reprodutivas nos peixes migratérios sul-
americanos (CRISCUOLO-URBINATI et al., 2012; HAINFELLNER et al.,, 2012,
KURADOMI et al., 2015), o aprimoramento do desempenho reprodutivo destas
espécies depende de informacdes béasicas de seu manejo reprodutivo em

laboratério. Assim, destacamos que pouco se conhece sobre a reproducdo do
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lambari-do-rabo-amarelo em cativeiro, tanto que € comum relatos de problemas na
reproducado induzida, tanto de produtores quanto pesquisadores, sendo uma das
principais queixas a mortalidade de machos durante a reprodugdo em cativeiro,
possivelmente associadas as inadequadas densidades e propor¢cbes sexuais
aplicadas.

Este estudo foi composto por dois objetivos principais relacionados a
necessidade de se melhorar o desempenho reprodutivo de Astyanax altiparanae
submetidos a desova induzida em laborat6rio. No primeiro objetivo, determinamos o
namero adequado de peixes a serem mantidos em unidades experimentais de (40 x
28 x 14 cm) e preenchidas até 10L, as quais s&o utilizadas rotineiramente no
Laboratério de Reproducdo de Peixes do CAUNESP e que possuem similaridade
com sistemas utilizados por alguns produtores desta espécie. Para o segundo
objetivo, comparamos a influéncia das diferentes propor¢bes sexuais (machos:
fémeas) sobre o desempenho reprodutivo da espécie. Testamos a hipotese que a
densidade estocagem e propor¢cao sexual estariam ligadas diretamente a um melhor
desempenho reprodutivo da espécie. Desta forma avaliamos se um maior
adensamento influenciaria negativamente no desempenho reprodutivo e na
sobrevivéncia dos reprodutores e testamos qual a proporcdo sexual minima

necessaria para a obtencdo de um maior nimero de embrides viaveis.
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2. MATERIAL E METODOS

Para este estudo foram utilizados machos e fémeas adultos da espécie
Astyanax altiparanae de aproximadamente 6 meses de idade, comprimento
(9,26+0,52cm fémeas e 8,23+6,70cm machos), massa média (12,10 + 2,15gr fémeas
e 8,60+0,46g machos), oriundos de um lote formado a partir de exemplares
selvagens capturados da Bacia do Rio Sapucai, Sdo Paulo, Brasil e foram
reproduzidos em cativeiro no Laboratério de Reproducdo de Peixes do Centro de
Aquicultura da UNESP — CAUNESP, Jaboticabal, S&o Paulo, Brasil. O lote foi
mantido em viveiro escavado de 200m® com renovacdo de &gua constante,
arracoados ad libitum sete (07) dias na semana, duas vezes ao dia, com racao
comercial extrusada para peixes onivoros (composicéo: 10,0% de teor de umidade;
28,0% de proteina bruta, 5,0% de extrato etéreo, 7,0% de fibra, 10,0% de cinzas,
1,2% de célcio e 0,6% de fosforo). Os parametros de qualidade de agua dos viveiros
escavados eram mensurados semanalmente as 07:00 da manh&, com um oximetro
YSI 550a (Yellow Spring Incorporation, pHgametro K39-0014P (Kasvi) e
condutivimetro HI98311 (Hanna Instruments ) e a média dos valores ao longo do ano
foi de 0,=6,80+2,26 mg.L™ ; pH=6,83+0,26; condutividade=83,43+28,67 uS.cm™ e
T=25,34+2,95°C.

2.1. Delineamento experimental e analises

Foram realizados dois experimentos distintos ambos realizados no més de
novembro de 2017 e as analises foram feitas da mesma forma para os dois
experimentos. Os experimentos foram inteiramente casualizados, nos quais se
utilizaram 550 exemplares sendo 100 fémeas e 150 machos no (experimento 1) e
150 fémeas e 150 machos no (experimento 2), as fémeas foram selecionadas com
base em aspectos externos como ventre abaulado, papila urogenital dilatada e
avermelhada, e nos machos notou-se a presenca de espicula na nadadeira anal
(nos machos), caracteristicas de individuos aptos a reproducdo. Em seguida, os
animais foram transportados para o laboratério, separados por sexo, aclimatados e
mantidos em caixas de 750 litros em um sistema de recirculagdo fechado com
temperatura e fotoperiodo controlados. Apos a selecédo, os peixes foram distribuidos

em unidades experimentais com dimensdes de (40 x 28 x 14) cm preenchidas até
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10L com fluxo constante de agua, na qual possuia uma rede de malha 0,5 mm para
coleta de ovos na parte externa. Os peixes foram distribuidos nas unidades
experimentais de acordo com 0s grupos experimentais definidos para cada

experimento.

2.2. Experimento 1: Efeito da densidade de estocagem

No experimento 1 foram empregados quatro tratamentos com quatro
repeticoes cada (4x4), utilizando a proporcdo 2:1 machos (M) : fémea (F), e os
tratamentos foram constituidos variando a densidade de individuos estocada em
cada unidade experimental: grupo 1 (G1): 3 individuos (2M elF), grupo 2 (G2): 6
(4M e 2F), grupo 3 (G3): 12 (8M e 4F) e grupo 4 (G4): 24 (16M e 8F).

Para induzir a maturacdo final e ovulacdo dos animais selecionados foi
empregada a dosagem de 6 mg.kg™ de EHC (Extrato de Hipdfise de Carpa), 10%
(0,6 mg/kg™) e 90% (5,4 mg/kg’ ) respectivamente na primeira e segunda dose
sendo intervalo de 12 horas nas fémeas (12h10 e 00h10) e 3mg. kg’ de EHC nos
machos no momento da segunda dose, ambos diluidos em solucéo salina (0,9%) na
proporcdo de 100 pL para cada 10g de massa e injetados intraperitoneal. As
desovas ocorreram de forma seminatural, e de 30 em 30 minutos as unidades
experimentais foram analisadas para observar a presenca ou ndo de ovos. Desta
forma, os ovos foram coletados de cada réplica e foi medido o volume de ovos,
posteriormente 10mL de ovos de cada réplica foram transferidos para incubadoras
cbnicas de 7 L com fluxo de agua constante. Foi estipulado como tempo final, o
periodo de 7 horas apds a segunda dose da inducdo hormonal, periodo conhecido
em que as fémeas desovam nas condi¢ces deste trabalho, pois em estudos prévios
realizados em nosso laboratério as fémeas de A. altiparanae iniciaram a desova com
144 horas-grau em torno de 5 horas apés a inducéo a 26,0 °C. Foi determinado 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, retracdo do contorno externo do abdémen e confirmado
por histologia dos ovarios. Foram registrados os seguintes dados biométricos:
massa (g) e comprimento total (cm). Apds as analises biométricas as fémeas foram
anestesiadas em solucdo de Benzocaina (100 mg/L™*°), e amostras de sangue foram

coletadas por puncgéo pericutanea da veia caudal com auxilio de agulhas e seringas
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descartaveis contendo heparina sodica. As amostras foram transferidas para
microtubos e centrifugadas a 1000 x g por 15 minutos a 4°C para separagdo do
plasma, e posteriormente armazenado em ultrafreezer -80°C. Em seguida, as
fémeas foram eutanasiadas por sec¢do da medula espinhal na altura do opérculo e
tiveram os ovarios coletados. Para coleta dos ovarios foi feita uma incisdo ventral no
sentido caudo-cranial a partir do poro urogenital, os ovarios foram retirados e
pesados para o calculo do indice gonadossomatico (IGS), utilizou-se a seguinte
formula: [(peso das gbnadas / peso corporal) x 100] para determinagdo do IGS.
Amostras dos ovarios (porcdes anterior, média e caudal), foram fixadas em solugéo
de Karnovsky (4% paraformaldeido, 2% de glutaraldeido em tampdo fosfato
Sorensen a 0,1 M e pH 7,2). As amostras de ovario coletadas foram embebidas
utilizando kit de historesina (Technovit 7100, Kulzer Histo-Technik), e cortadas em
seccOes de 3 um de espessura utilizando microtomo. Os cortes histolégicos foram

corados com hematoxilina-floxina (HF).

2.3. Desempenho reprodutivo

O desempenho reprodutivo foi avaliado considerando o0s seguintes
parametros: sobrevivéncia média dos reprodutores: [numero inicial de reprodutores/
namero final de reprodutores x100], proporcdo de réplicas com desovas, volume
médio de desova considerando todas as réplicas: [volume total de ovos / nimero
total de réplicas], volume médio de desova considerando apenas as réplicas onde
houve desova: [volume total de ovos / numero total de fémeas que desovaram na
respectiva réplica], volume total de desova somando todas as réplicas de cada
tratamento, volume relativo de desova: [volume de ovos da réplica (mL)/ peso das
fémeas (g) da réplica], fracdo de fémeas desovadas em cada réplica, percentual
médio de fémeas desovadas por réplica, taxa média de fertilizacdo (percentual de
odcitos fertilizados e viaveis) e taxa média eclosdo (percentual de larvas que
eclodirdo) foram estimadas avaliando amostras com aproximadamente 100 ovos de
cada incubadora. Cerca de 90 UTA ap0s a desova, as amostras foram coletadas
nestes tempos pois € aproximadamente o momento do desenvolvimento
embrionario que ocorre o fechamento do blastéporo, que é um bom indicativo da
qualidade dos gametas e da fertilizagdo. Em um estereomicroscopio LEICA M50

(LEICA Microsystems, Wetzlar, Alemanha) estes ovos foram contados e
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classificados pela presenca ou auséncia de desenvolvimento embrionario (viaveis e
ndo viaveis, respectivamente). Da mesma forma, foram coletadas amostras para a
estimativa da taxa de eclosdo quando foi observado movimento da cauda dos
embrides antes da ecloséo (0 que assumimos ser um embrido viavel que iria eclodir
em breve). Foram utilizadas as seguintes formulas, taxa de fertilidade: [nGmero de
ovos viaveis / numero total de ovos* 100] e eclosdo [numero de larvas antes de
eclodir / numero total de ovos *100. Além disso, foi determinado o nimero médio de
embrides viaveis por réplica: [média obtida dos valores do volume de desova das
réplicas de cada tratamento x o valor de 720 ovos.mL™ (valor médio obtido pela
contagem das amostras de 1mL de ovos) x a taxa média de eclosdo de cada
réplica] e numero total de embrides viaveis obtidos por tratamento: [soma dos
valores obtidos do volume de desova das réplicas de cada tratamento x o valor de

720 ovos.mL™ x a taxa média de eclos&o de cada réplica].

2.4. Andlise descritiva e da densidade de volume (frenquéncia percentual) dos

diferentes estagios de maturacao dos odcitos

Para a andlise de densidade de volume, aplicamos a mesma metodologia
utilizada por CRISCUOLO-URBINATI et al.,, (2012) com algumas adaptacdes.
Resumidamente, foram considerados o0s seguintes tipos de estruturas: 00citos
previtelogénicos (PV), odcitos alvéolos corticais (AC), ovocitos vitelogénicos
incompletos (VI), odcitos vitelogénicos completos (VC), odcitos com a quebra da
vesicula germinativa (GVBD), foliculos pds ovulatorios (FPO), odcitos atrésicos (AT)
e tecido intersticial (TI) (Figura 1). Os artefatos eram raros e néo foram incluidos na
contagem. A densidade de volume ocupada por cada estrutura foi determinada. Para
tanto, foram utilizados trés campos microscopicos (5 x objetiva) de trés regides
ovarianas (totalizando nove campos microscopicos ovarianos). As contagens foram
realizadas em uma grade de 352 pontos (Figura 2). O nimero de pontos de cada
uma das estruturas acima mencionadas foi utilizado para determinar as suas
frequéncias (n° pontos / pontos totais * 100). Uma vez que em todos os tratamentos
tivemos fémeas que apresentaram desova e fémeas que ndo desovaram, 0S grupos

desovadas e nédo desovadas foram separados e analisados separadamente.
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Figura 1. Classificagdo dos odcitos encontradas em diferentes estagios da maturagdo em A.
altiparanae. A: odcito pré-vitelogénico (PV), B: odcito alvéolo cortical (AC), C: odcito vitelogénico
incompleto (VI)(seta), D: odcito vitelogénico completo (VC), E: foliculo pds-ovulatério (FPO)(seta), F:
odcito com quebra da vesicula germinativa (GVBD)(seta), G: odcito atrésico (AT), H: tecido intersticial

(T1). Abreviag@es: nicleo (N). Coloragédo: Hematoxilina/Floxina.
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Figura 2. Exemplo do grid de 352 pontos aplicado sobre as fotomicrografias dos cortes histolégicos
para analise frequéncia percentual dos diferentes estagios de maturagdo dos odcitos. Coloragéo:

Hematoxilina/floxina.

2.5. Hormonios esteroides

As concentracdes plasmaticas de 17B-estradiol (E;) e 20beta-dihydroxy-4-
pregnen-3-one (DHP) foram quantificadas e determinados pelo método de ELISA
utilizando kits comerciais (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, EUA)
seguindo as instrucdes do fabricante. Todas as amostras foram realizadas em
duplicata, e a validacdo dos kits foi determinada através do calculo da variacédo
intra e interplacas. As variaces limites intra e interplacas dos kits para este estudo
foram de 20%. Uma vez que em todos os tratamentos tivemos fémeas que
apresentaram desova e fémeas que ndo desovaram, 0s grupos desovadas e nao
desovadas foram separados e analisados separadamente.
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2.6. Experimento 2: Efeito da proporgéo sexual

No segundo experimento, utilizamos cinco tratamentos e dois controles com
trés repeticdes (7x3) e a densidade de 12 individuos, e os tratamentos foram assim
definidos: (propor¢do macho: fémea): G1 (1M:1F), G2 ( 2M: 1F), G3 (3M: 1F), G4
(1M: 2F), G5 (1M: 3F). Nos controles ndo haviam machos nas caixas. No controle 1
G6 (12F) as fémeas foram injetadas com EHC e no controle 2 G7 (12F) as fémeas
nado foram injetadas. A metodologia utilizada para as andlises foram semelhantes as

descritas anteriormente no experimento 1.

2.7. Analise estatistica

Os testes estatisticos foram realizados utilizando os softwares Statistica
v.10.0 ou SAS (Statistical Analysis Software v.9.4). Os dados foram testados para os
pressupostos de normalidade e homocedasticidade através dos testes de Shapiro-
Wilk e Levene respectivamente. Todos os testes foram realizados com o nivel de
significancia a=0,05.

Os valores obtidos para as variaveis de desempenho reprodutivo foram
comparados pelos testes One-Way ANOVA seguido do teste Tukey HSD (honestly
significant difference) para as varidveis paramétricas e o0s dados foram
representados por médiatDP (desvio padrdo) ou Kruskal-Wallis para variaveis néo
paramétricas e expressos na forma de medianatDP. Foram comparadas também
por método de regresséo linear polinominal as variaveis de volume médio de desova
considerando todas as réplicas pelo numero total de peixes nas unidades
(Experimento 1) e volume médio de desova considerando todas as réplicas pelo
namero de machos e pelo nimero de fémeas (Experimento 2).

Os niveis plasmaticos de E2 e DHP, as analises dos diferentes estagios de
maturacdo dos odcitos e o IGS, foram analisados utilizando o teste One-Way
ANOVA seguido pelo teste de Tukey e os dados foram representados por médiatEP
(erro padrdo), o IGS foi representado por médiatDP, ndo foram incluidas nas
analises o grupo 1 (Experimento 1 — Densidade) das fémeas (Nao desovadas) pois

o grupo 1 apresentou apenas fémea ndo desovada, da mesma forma os dados das
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fémeas (Ndo Desovadas) do Grupo 3 (Experimento 2 Proporcdo), ndo foram

incluidos na andlise pois houve somente uma fémea néo desovada.
2.8. Aprovacédo do uso de animais em pesquisa:

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias, UNESP - Campus de
Jaboticabal-SP (protocolo n°® 008106/18), de acordo com o0s preceitos de lei e
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

3. RESULTADOS

Os valores médios dos parametros quimicos e fisicos da agua, no laboratorio

durante os periodos experimentais foram de: 27,910,50°C de temperatura;
6,83+0,03 de pH; 7,4+0,28 mg/L de O2 dissolvido; 95,30+8,70 uS.cm™ de
condutividade (Experimento 1) e 27,9+0,50°C de temperatura; 6,71+0,55 de pH;
7,20+0,9 mg/L de oxigénio dissolvido; e 45,50+7,2 puS.cm™ de condutividade
(Experimento 2).
Os parametros reprodutivos estdo descritos nas respectivas tabelas (Tabela 1:
Experimento 1 Densidade de estocagem) e (Tabela 2: Experimento 2: Proporcéo
sexual). Estatisticamente na tabela 1 0 G4 se mostrou superior aos demais grupos
nas variaveis: volume médio de desova considerando todas as réplicas, volume
médio de desova considerando apenas as réplicas onde houve desova e numero
médio de embriBes viaveis por réplica, fato que se explica pelo maior numero de
fémeas presentes neste tratamento, as demais variaveis ndo apresentaram
diferenca (p>0,05). J& na tabela 2, somente o volume relativo do G3 apresentou
superior aos demais grupos significativamente (p>0,05).

Pode-se observar que a medida que se aumentava a densidade nas unidades
e consequentemente o numero de fémeas, as desovas ndo pararam e o volume de
desova também nédo era reduzido seguindo de acordo com a regressao linear
esperada em algumas réplicas (Figura 3). Na (Figura 4 A) notamos uma regressao
cubica quando comparamos se a medida que a quantidade de machos aumentava,

influenciaria no volume de ovos (mL), fato que pode ser explicado pelo nimero
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inversamente proporcional de machos para as fémeas. Nas propor¢des em que 0S
machos eram em quantidades inferiores, um maior volume de desova foi observado,
pois proporcionalmente as fémeas eram em maior nimero. J& quando comparamos
se o0 volume de desova era influenciado pelo niumero de fémeas néo se aplicou
regressao (Figura 4 B).

O IGS no experimento 1 das fémeas desovadas G1: (1,97+0,46); G2:
(1,60+0,75); G3: (1,82+1,13); e G4 (1,93+1,51) e nédo desovadas G1: (7,05); G2:
(18,40+0,48); G3: (21,1345,72); e G4: (12,62+5,91) ndo apresentaram diferenca
significativa (p>0,05). Da mesma forma no experimento 2 as fémeas desovadas G1:
(3,43+1,16); G2: (4,174£2,45); G3: (3,79+0,77); G4: (4,6814,83); G5: (4,01+1,39) e
G6: (7,1015,73) e as fémeas nédo desovadas G1:. (15,87+3,39); G2: (18,57+5,49);
G3: (12,05); G4: (19,37+3,19); Gb5: (19,99+4,05); G6: (19,12+4,33) e GT7:
(17,33£2,14) também nao houve diferenca significativa (p>0,05).

As concentracfes plasmaticas dos esteroides gonadais estdo apresentadas
nas respectivas figuras: Estradiol Experimento 1 (Figura 5 A), DHP Experimento 1
(Figura 5 B), Estradiol Experimento 2 (Figura 6 A) e DHP Experimento 2 (Figura 6 B),
nao houve diferenca significativa nas concentracbes plasmaticas dos esteroides
gonadais em ambos experimentos (p>0,05).

Nas analises dos diferentes estagios de desenvolvimento dos odcitos (Figura
7 A, B) (Experimento 1) o G2 se mostrou igual ao G3 enquanto G4 se mostrou
superior a G3 porém semelhante a G2 nos odcitos vitelogénicos incompletos (VI) e
nos oocitos com quebra da vesicula germinativa (GVBD) (p<0,05). No (Experimento
2) (Figura. 8 A, B), G5 se mostrou inferior aos outros grupos nos o00citos
vitelogénicos incompletos (VI) e superior aos demais grupos nos o006citos com
guebra da vesicula germinativa (GVBD), enquanto G2 se mostrou superior aos

demais nos odcitos atrésicos (p<0,05).
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Tabela 1. Parametros reprodutivos de Astyanax altiparanae induzidos com EHC, com diferentes

densidades de estocagem (Experimento 1).

Grupo/Numero total de animais por unidade experimental

Grupo 1/ Grupo 2/ Grupo 3/ Grupo 4/
3 animais 6 animais 12 animais 24 animais
Sobrevivéncia média dos reprodutores (%) 100 100 100 98,96+2,09
Proporcgéo de réplicas com desovas ” 44 44 4/4
Volume médio de desova considerando
todas as réplicas (mL) 16,88+17,68 39,00+17,45 51,25+13,65 131,50+33,17*
Volume médio de desova considerando
apenas as réplicas onde houve desova (mL) 22,50+16,71 39,0+17,45 51,25+13,65 131,50+33,17*
Volume total de desova somando todas as
réplicas de cada tratamento (mL) 67.5 156.0 205,0 526,0
Volume relativo de desova (mL/g) 1,70£1,28 1,63£0,60 1,10£0,38 1,34+0,31

Fracdo de fémeas desovadas em cada

(1/1)-(1/2)-(0/D)-

(212)-(212)-(1/2))-
(1/2)

(2/14)-(2/4)-(314)-

(718)-(8/8)-(7/8)-

réplica (/1) (3/4) (6/8)
Percentual médio de fémeas desovadas por
réplica (%) 75,00+£50,0 75,00+28,90 62,50+14,43 80,00+18,14
Taxa média de fertilizag&do (%) 86,29+13,49 85,16+7,08 86,51+0,98 80,68+0,76
Taxa média de ecloséo (%) 76,92+26,91 78,21+10,69 81,05+10,81 79,71+20,14

NUumero médio de embrides viaveis por
réplica

NUmero total de embriGes viaveis obtidos
por tratamento

8934,6+10806,6

35738,2

22273,5+10600,4

89093,9

30318,6+10210,0

121274,5

73819,2420462,1

295277,0

Tratamentos: G1: 3 individuos (2 machos (M) e 1 fémea (F), G2: 6 (4M e 2F), G3: 12 (8M e 4F) e G4:
24 (16M e 8F). Os valores médios estdo representados como média + desvio padrdo (DP).
Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica (P<0,05). Teste One Way ANOVA seguido pelo teste de
Tukey.

Tabela 2. Parametros reprodutivos de Astyanax altiparanae induzidos com EHC, utilizando a

densidade de 12 animais e diferentes proporgfes sexuais.
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Grupo/ Proporgao Macho/Fémea

Grupo 1
6/6

Grupo 2
8/4

Grupo 3
9/3

Grupo 4
4/8

Grupo 5
3/9

Grupo 6
12F+

Grupo 7
12F-

Sobrevivéncia
média dos
reprodutores (%)

Proporcgéo de
réplicas com
desovas

Volume médio de
desova
considerando
todas as réplicas
(mL)

Volume médio de
desova
considerando
apenas as réplicas
onde houve
desova (mL)

Volume total de
desova somando
todas as réplicas
de cadatratamento
(mL)

Volume relativo de
desova (mL/g)

Frac&o de fémeas
desovadas em
cadaréplica

Percentual médio
de fémeas
desovadas por
réplica (%)

94,44+9,62

3/3

59,00+31,58

59,00+31,58

138,00

0,63+0,52

(1/6)-(3/6)-(4/6)

44,44+25,46

91,67+14,43

3/3

23,00+2,52

23,00£2,52

68,00

0,53+0,29

(2/4)-(114)-(3/4)

50,00+25,00

91,67+8,34

3/3

25,00£19,50

25,00+19,50

101,00

1,41+0,84

(2/3)-(2/3)-(1/3)

55,56+19,25

94,44+9,62

3/3

78,00+25,32

78,00+25,32

206,00

0,63+0,27

(2/8)-(6/8)-(5/8)

54,17+26,02

97,22+4,81

3/3

95,00+42,74

95,00+42,74

214,00

0,60+0,38

(719)-(5/9)-(4/9)

62,96+12,83

94,45+4,81

3/3

18,00+20,61

18,00+£20,61

79,50

0,15+0,11

(9/12)-(2/12)-(5/12)

41,67+25,00

91,67+8,34

0/3

0,00

0,00

0,00

(0/12)-(0/12)-
(0/12)

0,00
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Taxa médiade

fertilizag&o (%) 87,33+8,55 69,33+29,96 76,84+15,21 75,16+15,21 74,58+7,76 ; ;
Taxa médiade
eclos&o (%) 71,33+8,08 57,00428,62 64,33+25,66 73,00+2,00 64,33+15,70 ; ;
NUmero médio de
emggffgp‘l’i'f;’e's 33984,0+17193,4 7760,0+55431,8 12780,0+15312,5 40996,8+12510,2 41205,6+24488,6

Numero total de

embrides viaveis 73368,0 28404,0 52639,2 107582,4 105530,4
obtidos por R R
tratamento

Densidades utilizadas: (macho(s) (M): fémea(s)(F)): G1 (1IM:1F), G2 ( 2M: 1F), G3 (3M: 1F), G4 (1M: 2F), G5 (1M: 3F), no controle 1 G6 (12F) (100%
fémeas) as fémeas foram injetadas com EHC, ja no controle 2 G7 (12F) as fémeas ndo foram injetadas com EHC. Os valores médios de sobrevivéncia média
dos reprodutores, taxas médias de fertilidade e eclosdo e volume relativo de desova estéo expressos ha forma de médiatzDP, os valores médios de volume
meédio de desova considerando todas as réplicas, volume médio de desova considerando apenas as réplicas onde ocorreu desova e 0 humero médio de
embrides viaveis estdo representados como medianatDP. Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica (P<0,05). Teste One Way ANOVA seguido do teste de

Tukey para as variaveis paramétricas e Kruskal-Wallis para as variaveis ndo paramétricas.
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Figura 3. Regressao linear entre o volume médio de desova considerando todas as réplicas pelo
namero de animais por unidade experimental G1: (4); G2: (8); G3: (16); G4: (24) individuos. Cada

ponto representa o volume de desova de cada réplica. Regressdes lineares foram utilizadas; * P

<0,05.
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Figura 4. Relacdo entre o volume médio de desova considerando todas as réplicas e o nimero de
machos (A) e nimero de fémeas (B) nas unidades experimentais em Astyanax altiparanae. G1:
6M:6F; G2: 8M 4F; G3: 9M:3F; G4: 4M:8F; G5: 3M:9F; G6 12F injetadas; G7: 12F ndo injetadas.
Cada ponto representa o volume de desova de cada réplica. Regrec¢fes lineares e cubicas foram

utilizadas; p>0,05.
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Figura 5. Niveis plasmaticos de E2 (ng /mL) (A) e DHP (ng /mL) (B), em A. altiparanae com diferentes
densidades de estocagem: G1 (2M elF), G2 6 (4M e 2F), G3 12 (8M e 4F) e G4 24 (16M e 8F)
individuos, utilizando sempre a propor¢éo 2:1 machos:fémea. Os valores estdo expressos na forma
de média. Barras representam o erro padréo. Letras minuUsculas indicam comparagéo entre 0s grupos
das fémeas desovadas (a), letras mailsculas indicam comparacgéo entre as fémeas ndo desovadas

(A), letras iguais indicam semelhanca entre os grupos (P<0,05). Teste One Way ANOVA.
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Figura 6. Niveis plasméticos de E2 (ng /mL) (A) e DHP (ng/mL) (B), em A. altiparanae utilizando a
densidade de 12 animais e diferentes propor¢fes sexuais (Macho:Fémea): G1 (1M:1F), G2 ( 2M: 1F),
G3 (3M: 1F), G4 (AM: 2F), G5 (1M: 3F), no controle 1 G6 (12F) (100% fémeas) as fémeas foram
injetadas com EHC, j4 no controle 2 G7 (12F) as fémeas ndo foram injetadas com EHC. Os valores
estdo expressos na forma de média. Barras representam o erro padrdo. Letras minUsculas indicam
comparacao entre os grupos das fémeas desovadas (a), letras mailsculas indicam comparacao entre
0s grupos das fémeas ndo desovadas (A), letras iguais indicam semelhanca entre os grupos

(P<0,05). Teste One Way ANOVA.
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Figura 7. Frequéncia dos diferentes estdgios de maturacdo dos odcitos (%), entre as fémeas

desovadas (A) e fémeas ndo desovadas (B) de A. altiparanae, utilizando diferentes densidades de
estocagem : G1: 3 (2M elF), G2: 6 (4M e 2F), G3: 12 (8M e 4F) e G4: 24 (16M e 8F) individuos. As

estruturas foram classificadas da seguinte forma: Odcito pré-vitelogénico (PV); Obcito alvéolo cortical

(AC), Odcito vitelogénico incompleto (VI); Odcito vitelogénico completo (VC); Foliculo pés-ovulatério

(FPO); Odcito com quebra da vesicula germinativa (GVBD); Tecido intersticial (Tl); Odcito atrésico

(AT). Os valores estdo expressos na forma de média. Barras representam o erro padrdo. Letras

diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05). Teste One Way ANOVA seguido do teste de

Tukey.
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Figura 8. Frequéncia dos diferentes estdgios de maturacdo dos odcitos (%), entre as fémeas

desovadas (A) e fémeas nado desovadas (B) de A. altiparanae, utilizando a densidade de 12 animais e
diferentes proporgfes sexuais (Macho:Fémea): G1 (1M:1F), G2 ( 2M: 1F), G3 (3M: 1F), G4 (1M: 2F),
G5 (1M: 3F), no controle 1 G6 (12F) (100% fémeas) as fémeas foram injetadas com EHC, ja no

controle 2 G7 (12F) as fémeas nao foram injetadas com EHC. As estruturas foram classificadas da

seguinte forma: Odbcito pré-vitelogénico (PV); Odbcito alvéolo cortical (AC), Odcito vitelogénico

incompleto (VI1); Odcito vitelogénico completo (VC); Foliculo pés-ovulatorio (FPO); Odcito com quebra

da vesicula germinativa (GVBD); Tecido intersticial (Tl); Odcito atrésico (AT). Os valores estdo

expressos na forma de média. Barras representam o erro padrdo. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (P<0,05). Teste One Way ANOVA seguido do teste de Tukey.
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4. DISCUSSAO

Observamos em NOSSo trabalho desempenhos reprodutivos
proporcionalmente similares com as densidades variando de 3 a 24 animais por
tratamento. Estes dados indicam que um desempenho méaximo (numero total de
embrides por unidade) pode ser obtido na densidade de 24 animais por unidade, fato
confirmado pelo volume médio de desova e numero médio de embrides viaveis
estatisticamente superiores. Estas observacfes sdo respaldadas também pelos
parametros similares obtidos para os esteroides gonadais e principalmente para as
taxas de sobrevivéncia dos reprodutores.

Analisando os dados conjuntamente, notou-se que o adensamento maior
provocado pelas maiores densidades néo interferiu no desempenho reprodutivo, tal
fato nos mostra que a densidade n&o foi um fator limitante na obtencédo de um maior
volume de desova e também na viabilidade destes ovos, pois obtivemos altas taxas
tanto de fertilidade quanto de eclosdo. Dados que estdo de acordo com Kvarnemo
(1995) no qual demonstrou que a densidade néo afetou significativamente o nivel de
comportamento intra ou inter-sexual e sucesso reprodutivo na espécie
(Pomatoschistus minutus) e Buchet (2008) que testando diferentes densidades em
unidades experimentais com volumes distintos, demonstrou que o robalo apresentou
bom desempenho reprodutivo em unidades com maior e menor volume. No entanto
Fitzgerald e Keenleyside (1977) testando diferentes densidades na espécie
(Cichlasoma nigrofasciatum) observou que o0 sucesso reprodutivo, declinou
claramente a medida que a densidade aumentava.

Algumas densidades de estocagem ja foram utilizadas na reproducdo do
lambari-do-rabo-amarelo em laboratério (Sato et al., 2006; Lira et al., 2018;
Brambila-Souza et al., 2019), no entanto a densidade de estocagem foi definida para
cada trabalho sem ser uma variavel ou uma hipotese a ser testada, o que ndo nos
proporciona muitos parametros para comparacao. Ariki et al., (2017) em condicdes
que mais se assemelham com nosso trabalho, mesma dosagem de EHC (6 mg kg™)
nas fémeas, mesmas unidades experimentais (40 x 28 x 14 cm), sistema de
recirculacdo com controle de temperatura e parametros de a4gua, obteve um nlimero
médio de embrides vidveis de até 22344,0+19972,0 utilizando o numero de 15
animais por unidade experimental. No grupo G4 utilizando um adensamento maior

de animais (24), obtivemos um nimero médio de embrides viaveis por réplica de
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73819,2+20462,1, 0 que nos mostra que mesmo mais adensados, conseguimos
obter um numero de embrides viaveis 30% superior, e consequentemente maior
produtividade. Sato et al., (2006) obtiveram taxas de desova de 72% e taxa de
fertilizagéo de 75,3%+4,9% utilizando 65 animais em unidades de (80 x 40 x 70 cm),
enquanto Lira et al., (2018) utilizaram 26 animais em unidades de (91 x 25 x 10 cm)
e obtiveram taxas de fertilizacdo de 46,76+15,95 e taxa de eclosao 47,67 + 19,07.
Em nosso trabalho obtivemos 86,51+0,98 de taxa de fertilidade e 81,05+10,81 de
eclosao, utilizando uma densidade menor que aquela aplicada por estes autores. Na
maior densidade que utilizamos (24 animais) também obtivemos taxas
numericamente superiores aquelas apresentadas nos trabalhos supracitados,
indicando que possivelmente a variagdo nas taxas entre os trabalhos ocorreu por
outras variaveis, tais como a origem dos peixes, caracteristicas genéticas do plantel,
manejo dos peixes ao longo do ano, manejo de reprodutores, temperatura e muitas
outras. Este fato € suportado pelos valores muito similares de fertilidade e ecloséo
obtidos no presente estudo em diferentes densidades, indicando que
aparentemente, neste estudo, a densidade de estocagem néo interferiu diretamente
na sobrevivéncia dos embrides. Vale ressaltar que em ambos trabalhos
supracitados, os animais também foram mantidos em sistema de recirculacéo
fechado, temperatura e parametros de agua controlados, e a mesma dosagem de
EHC (6 mg kg™) foi empregada que em nosso trabalho.

Fitzgerald e Keenleyside (1977) avaliando o efeito das diferentes densidades
na reproducdo da espécie (Cichlasoma nigrofasciatum) em unidades experimentais
com tamanhos diferentes, observou comportamentos agresivos e mortes nas
unidades variando desde as maiores até as menores, no entanto o0s
comportamentos agressivos seguidos de mortes eram intensificados nas unidades
experimentais com tamanhos inferiores. Em nosso trabalho testando as diferntes
densidades, notamos somente uma mortalidade em uma unidade com maior
densidade (24) animais, esses dados nos mostram que as diferentes densidades
nao interferiram no bem estar animal desta espécie, que causariam um possivel
aumento nos comportamentos agressivos, estresse e ocasionalmente maior
mortalidade dos reprodutores.

Analisando as diferentes propor¢cbes sexuais testadas em nosso trabalho,
observamos desempenhos reprodutivos estatisticamente semelhantes. A propor¢ao

sexual pode variar de espécie para espécie, sendo o mais esperado a proporgdo de
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1M:1F, podendo este fator ser influenciado por algumas variaveis, tais como o
comportamento reprodutivo, disponibilidade de alimento, condigbes ambientais
(NIKOLSKY, 1963; VENDEPUTTE, 2012) e também a densidade de estocagem que
€ diretamente correlacionada com a proporcdo sexual e, em ultima analise, tem
influencia nas taticas de acasalamento que podem atrapalhar a reproducdo
(JIROTKUL, 1999b; DE JONG et al., 2009; WEIR, 2013). Outra variavel na qual
pode influenciar a proporcédo sexual é a razdo sexual operacional (RSO, a razdo de
machos sexualmente ativos para fémeas fertilizaveis) que é considerada um
determinante importante da intensidade da sele¢éo sexual (EMLEN; ORING, 1977).

A maior taxa de sobrevivéncia dos reprodutores foi observada quando as
fémeas eram em maior numero 97,22+4,81% (G5), ja as menores taxas de
sobrevivéncia foram notadas nos grupos onde os machos eram em maior nimero
(G2) 91,67+14,43% e (G3) 91,67+8,34 dados que podemos explicar pelo fato dos
machos serem frequentemente o sexo mais competidor (CLUTTON-BROCK;
PARKER, 1992). Fatos que também estdo de acordo com Kvarnemo (1995) no qual
demonstrou que os machos da espécie (Pomatoschistus minutus) apresentam
comportamentos reprodutivos mais agressivos quando comparados as fémeas,
como brigas e perseguir uns aos outros. De entdo atribuimos a essa maior
mortalidade por brigas tanto na hora do cortejo como no momento do pareamento
reprodutivo. Ainda neste contexto, um maior nimero de machos pode levar além de
uma maior competicdo, a tambem um aumento tanto nos niveis de agressividade
como estresse (JIROTKUL, 1999; RUHL et al. 2009), o que pode causar uma
diminuicdo no sucesso da fertilizacdo (SPENCE; SMITH, 2005; CLARK; GRANT,
2010 ), dados corroborados com nosso trabalho no qual o grupo (G2) obteve a
menor taxa de fertilizacdo 69,33+29,96 %. O outro grupo no qual apresentou menor
taxa de sobrevivéncia dos reprodutores com 91,67+8,34 % foi o grupo (G7), no qual
predominava somente fémeas que nao foram injetadas, sendo assim, ndo estavam
teoricamente em processo de desova, no entanto questdes ligadas a terrirorialismo
podem ter influenciado o nimero de fémeas mortas, ou razdes de sexo distorcidas
gue também podem levar a uma maior competicdo entre 0s membros do sexo mais
abundante (CLUTTON-BROCK; VICENT, 1991).

Um maior volume de desova foi observado quando as fémeas estavam em
maior numero (G4) e (G5) 206,00, 214,00ml respectivamente. Aliado a isso, esses

grupos apresentaram taxas tanto de fertiidade como de eclosdo consideradas
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satisfatorias. Levando em consideracdo o volume de desova aliada as taxas de
fertilidade e eclosdo, um maior numero de fémeas apresentou um melhor
desempenho quando comparados 0S grupos nos quais oS machos eram em
proporcdes superiores, estes fatos estdo de acordo com Clutton-Brock e Parker
(1992) que salientam que os machos geralmente tém uma taxa reprodutiva
potencialmente mais alta que as fémeas, 0 que pode nos explicar estas taxas
superiores, pois um unico macho pode fertilizar mais de uma fémea. Ainda neste
contexto observando os valores de volume de desova, um niamero maior de machos
foi que apresentou numericamente os menores valumes obtidos, tendo em conta
gue os machos apresentam comportamentos agressivos mais que as fémeas, a
intensa competicdo nao interfere apenas no aumento nos ataques violentos, mas
também pode ocasionar inibicdo do acasalamento (KVARNEMO, ANHESJO, 1996).
Autores demonstraram o efeito das diferentes proporgbes sexuais em
algumas espécies de peixes, tais como Lima (2018) testado o efeito da proporcao
sexual na espécie (Araipamas gigas) observou comportamentos agressivos na
reproducao desta espécie quando a proporcao de 1M:1F n&o era mantida, aliado a
iISSO nesta espécie a proporcdo de 1M:1F foi a mais efetiva apresentando desovas
em todas as réplicas. Maskill et al., (2017) testando a proporcdo sexual e a
densidade de escotagem na espécie (Plagopterus argentissimus) obteve numeros
semelhantes de ovos fertilizados médios / tratamento utilizando as proporcdes de
1M:1F e 3M:1F, j4 quando se utilizou a proporcédo de 5M:1F obteve um nammero de
aproximadamente mais 50 embrides totais, ja quando foi testada a proporcdo de
3M:1F com diferentes densidades, na densidade de 0,05 peixes/L ndo houve
producdo de embrides. Em nosso trabalho um nimero proporcionalmente maior de
machos garantiu um melhor desempenho reprodutivo 3M:1F (G3), supomos que isso
se deve as razdes relacionadas a necessidade de maior quantidade de sémen
durante o pareamento para estimular as fémeas a ovular nesta espécie. Fato
respaldado pelos resultados de fecundidade relativa deste grupo que
estatisticamente proporcionou a melhor relacdo peso / volume de ovos. Como a
dose aplicada € baseada no peso do peixe, esses resultados indicam que essa
proporcdo ndo apenas fornece o melhor resultado na obtencédo de embrides viaveis
(porque as taxas de fertilidade e eclodibilidade e numero de embrides ndo variaram),
mas também é a que forneceu a melhor relacdo quantidade horménio utilizado /

ndmero de alevinos obtidos.
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Observamos variagcbes nos dois experimentos nos odcitos vitelogénicos
incompletos (VI) e nos o6citos com quebra da vesicula germinativa (GVBD), quanto
maior a frequéncia de (GVBD) menor era as de odcitos (VI), fato que podemos
explicar pelo tamanho dos o6citos em GVBD serem proporcionalmente maiores que
os odcitos (VI). No segundo experimento observamos também que o G2 apresentou
um namero maior de o0citos atrésicos, fato que assumimos ser normal, pois od6citos
atrésicos sdo comumente encontrados nos ovarios de teledsteos (NAGAHAMA,
1983).

De forma inédita relatamos que as fémeas de (Astyanax altiparanae) injetadas
com EHC apresentaram desova sem a presenca de machos nas unidades
experimentais. Supomos que questdes comportamentais que desconhecemos ou
feromonios sexuais podem estar ligados diretamente nestes achados, pois 0s niveis
dos esteroides gonadais néo variaram. De acordo com Gerlach (2006) as fémeas
dominantes da espécie (Danio rerio) usam feromonios para suprimir a reproducao
em outras fémeas. Segundo outros autores a exposicao ao feroménio feminino ndo
s6 melhora o comportamento de desova, mas também a producdo de
espermatozoides e a motilidade espermatica dos machos (DEDRAPONT,;
SORENSEN, 1993). Podemos hipotetizar que os feroménios femininos podem ter
estimulado o processo de desova nas fémeas nas unidades pela auséncia dos
machos. Estudos ligados ao comportamento reprodutivo da espécie sao sugeridos
para um maior entendimento destes achados.

Informacgdes sobre a proporcao sexual na reproducao das diferentes espécies
nativas sdo de extrema importancia, tais informacdes sdo importantes ndo sé em
carater cientifico no desenvolvimento de pesquisas e na producdo aquicola, mas
principalmente na construcdo de conhecimento sobre a biologia reprodutiva destas
espécies em vida livre que poderam servir de auxilio para sua conservacao. Ha a
necessidade de uma padronizacdo nas unidades experimentais (volume, vazao,
densidade, temperatura) e de variaveis a serem analisadas como (taxas de
fertilidade, ecloséo, fecundidade, sobrevivéncia e outras), bem como as férmulas
aplicadas que variam demasiadamente entre os trabalhos desenvolvidos com
espécies nativas, dificultando a comparacdo entre os trabalhos e a construcdo do
conhecimento.

Nas condi¢gOes experimentais deste trabalho, a densidade de estocagem nao

influenciou negativamente no desempenho reprodutivo da espécie, e um numero
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maior de machos foi o que propiciou um melhor desempenho reprodutivo individual.
Recomenda-se que a escolha da densidade devera ser escolhida de acordo com a o
namero de embries que se tenha interesse em produzir, € um maior nimero de
embrides associado a um menor tempo e trabalho podem ser obtido utilizando a
densidade de até 24 animais nas mesmas unidades aqui propostas. Aliada a uma
maior producdo de larvas e a utlizagdo de uma menor dosagem hormonal, a
proporcdo de 3M:1F é a mais indicada. Mais estudos séo necessarios acerca de
aspectos comportamentais para um melhor entendimento dos efeitos tanto da
densidade de estocagem como da proporcao sexual nesta espécie.
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