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RESUMO 
 
Os objetivos deste trabalho foram avaliar o desempenho reprodutivo e o 
processo de diferenciação gonadal do Leporinus friderici. Primeiramente 
avaliamos a evolução do processo meiótico e o desempenho reprodutivo de 
matrizes de L. friderici induzidas com doses convencionais e reduzidas de 
extrato bruto de hipófise de carpa (EC) e de hormônio liberador de 
gonadotropinas análogo ao de mamífero associado à metoclopramida 
(mGnRHa + MET). Posteriormente, investigamos o início e as características 
do processo de diferenciação gonadal desta espécie expostos a 25 e 29ºC. 
Para a avaliação do desempenho reprodutivo, utilizamos o EC em doses de 0,5 
e 5,5mg/Kg (doses convencionais) e em doses de 0,5 e 1,0mg/Kg (doses 
reduzidas). Paralelamente utilizamos dose única de 40µg de mGnRHa + 20mg 
de MET/Kg (dose convencional) e duas doses de 4µg + 2mg; e 8µg + 4mg, de 
mGnRHa + MET/Kg (doses reduzidas). Para avaliação do processo de 
diferenciação gonadal foram amostrados aleatoriamente cinco peixes com 50, 
70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 e 240 dias após eclosão (DAE), expostos 
a 25 e 29ºC, em sistema de recirculação de água. Concluimos que embriões 
viáveis de L. friderici podem ser obtidos com doses reduzidas de EC, mas não 
com doses convencionais. Não foi possível obter embriões viáveis de L. friderici 
com uso de mGnRHa + MET, pelo menos com as doses e procedimentos aqui 
empregados, pois estes causaram baixa fertilidade, baixa eclosão e redução da 
qualidade dos ovos. Com relação ao processo de diferenciação gonadal, 
demonstramos que a temperatura mais elevada (29ºC) provocou aumento no 
comprimento padrão (CP) e peso médio (P), intensificou a diferenciação 
gonadal e propiciou um maior número de fêmeas de L. friderici. Concluindo, é 
possível que a espécie apresente alguma toxicidade provocada pelo excesso 
de GnRH, hormônio luteinizante ou aos esteroides gonadais, os quais seriam 
transmitidos da fêmea para os embriões antes do processo de ovulação, 
provocando a morte dos mesmos. Com relação à produção de fêmeas, que é o 
gênero de maior interesse econômico, possivelmente pode ser obtida em maior 
proporção com a incubação à temperatura de 29ºC, próximo aos 190 DAE, 
uma vez que a espécie apresentou 100% de sobrevivência e melhores médias 
de CP e P, nessas condições. 
 

 
Palavras-chave: piau-três-pintas; reprodução; dose eficaz; determinação 
sexual, intensificação, fêmeas, temperatura. 
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ABSTRACT 
 

  The objectives of this study were to evaluate the reproductive 
performance and gonadal differentiation process Leporinus friderici. First we 
assess the evolution of the meiotic process and the reproductive performance 
of L. friderici broodstock induced with conventional and lower dose of crude 
carp pituitary extract (EC) and mammalian gonadotropin releasing hormone 
analogue associated with metoclopramide (mGnRHa + MET ). Subsequently, 
we investigated the beginning and the characteristics of gonadal differentiation 
process of this species exposed at 25 and 29ºC. For the evaluation of 
reproductive performance, we used the EC at doses of 0.5 and 5.5 mg / kg 
(conventional dose) and at doses of 0.5 and 1.0mg / kg (lower doses). Parallel 
use of a single dose of 40µg + 20mg mGnRHa MET / kg (conventional dose) 
and two doses of 4μg + 2mg; and 4μg + 8mg of mGnRHa + MET / kg (lower 
doses). For evaluation of gonadal differentiation process were randomly 
sampled five fish 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 and 240 days after 
hatching (DAE), exposed to 25 and 29°C in recirculation system water. We 
conclude that viable L. friderici embryos can be obtained with low doses of EC, 
but not with standard doses. Could not get viable embryos L. friderici with use of 
mGnRHa + MET, at least with the doses and procedures used here, as these 
caused low fertility, low hatching and reduced egg quality. With respect to 
gonadal differentiation process, we have demonstrated that the higher 
temperature (29°C) caused an increase in average weight (P) and standard 
length (CP), intensified gonadal differentiation and provided a greater number of 
females L. friderici. In conclusion, it is possible that the species has any toxicity 
caused by excess GnRH, luteinizing hormone or the gonadal steroids, which 
would be transmitted to the female embryos before the ovulation process, killing 
them. With the production of females, which is the genre of greater economic 
interest, it can possibly be obtained in greater proportion to the incubation at 
29°C, close to 190 DAE, since the species showed 100% survival and better 
averages CP and P, in these conditions. 

 
Key-words: piau-três-pintas; reproduction; effective dose; sex determination, 
intensification, females, temperature. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
 

O piau-três-pintas, Leporinus friderici, (Bloch, 1794) (=Leporinus 

copelandii) é uma espécie reofílica da família Anostomidae que ocorre em 

diversas bacias Sul-americanas (Nomura, 1970; Garavello, 1979; Andrade et 

al., 2005). O L. friderici necessita da corrente fluvial para ter acesso a um local 

de reprodução e de outro local para alimentação, crescimento e engorda 

(Nomura, 1970). Essa espécie apresenta fecundação externa, com período 

reprodutivo de novembro a fevereiro (Garavello, 1979). Estudos em ambiente 

natural mostram, nessa espécie, uma frequência maior de fêmeas em classes 

de comprimentos mais elevados, enquanto os machos são mais frequentes em 

classes inferiores (Rêgo, 2008; Lopes et al., 2000). Essa espécie apresenta 

qualidade de carne elevada, aceitação para pesca esportiva (Andrade e Vidal, 

1991), importância para a pesca comercial e de subsistência (Vaz et al., 2000).  

O L. friderici está presente em rios que sofrem represamento (Agostinho 

et al., 1997; Durães et al., 2001; Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006), e por 

isso muitas vezes tem seus processos migratórios e reprodução natural 

prejudicados. Além dessas razões, relatos indicam que os estoques naturais 

dessa espécie estão sendo reduzidos devido à degradação ambiental e a 

pesca predatória (Andrade et al., 2005). Existe a procura de alevinos de L. 

friderici para aquicultura e programas de repovoamento em rios e reservatórios, 

em grande parte do território nacional (Suplicy, 2007). Os últimos registros, 

demonstram que o Brasil produziu no ano de 2005 pouco mais de 5 milhões de 

alevinos de L. friderici tentando suprir todos esses nichos de mercado (Suplicy, 

2007). 

Alguns dados, obtidos com indivíduos coletados em ambiente natural, 
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são inconsistentes a respeito da idade e comprimento de primeira maturação. 

Nomura (1970) relata que a idade de primeira maturação ocorre com 5 anos 

nos machos e com 6 anos nas fêmeas. Em contrapartida, Godoy (1975) relata 

maturidade com 2 e 3 anos para machos e fêmeas respectivamente. O 

comprimento médio de primeira maturação varia entre 11,5 a 32,0cm em 

fêmeas e 11,5 a 22,5cm em machos (Nomura, 1970; Lopes et al., 2000; Rêgo, 

2008). Também são incongruentes as informações sobre o tipo de desova da 

espécie. Nomura (1970) descreve a espécie como de desova parcelada, 

enquanto que Suzuki (1992) e Costa et al. (2005) como de desova total. 

Diante dessas informações, fica evidente a falta de um pacote 

tecnológico definido para a produção da espécie, bem como informações 

sólidas sobre o desempenho reprodutivo, as fases de criação e o tempo de 

abate do L. friderici. Apesar disso, a demanda de informações consistentes 

sobre a criação desta espécie é crescente, principalmente por figurar entre as 

espécies mais abundantes e recorrentes em rios que sofrem represamento, 

para instalação de hidrelétricas e pequenas centrais hidrelétricas (PCHs) na 

região sudeste (Albrecht et al., 2003). 

Desta maneira, esse estudo está inserido na proposta das empresas: 

Central Elétrica Anhanguera Ltda. (CELAN), responsável pela construção da 

Pequena Central Hidrelétrica Anhanguera (PCH Anhanguera), e Duke Energy 

Brasil – Pequenas Centrais Elétricas Ltda. (DEB), responsável pelas Pequenas 

Centrais Hidrelétricas Palmeiras e Retiro, como intuito de auxiliar no programa 

de reposição de estoques de peixes nativos, para o cumprimento das medidas 

previstas nos licenciamentos ambientais. Assim sendo, para a produção e 

soltura de alevinos é necessário o aprimoramento do processo reprodutivo. No 
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entanto, as informações da literatura com essa abordagem são muito 

escassas. 

De acordo com as informações da literatura foi observado que a 

aplicação de extrato bruto de hipófise de carpa (EC), na concentração de 0,4 e 

4mg.kg-1 (com intervalo entre doses de 12h) e aplicação prévia de 0,25 mg.kg-1 

(~8h antes da primeira dose), foram eficazes para a ovulação de L friderici em 

sistema de fertilização a seco, porém sem sucesso na obtenção de embriões 

viáveis (Rezende et al., 1996). Outros estudos com doses de EC, na 

concentração de 0,5 e 5,0mg.kg-1 (com intervalo entre doses de 12 horas) e 

aplicação prévia de 0,25 mg.kg-1 (de um a três dias antes da primeira dose), 

demonstraram que ~55% das fêmeas desovaram e ~48% dos ovócitos foram 

fertilizados, no entanto, não demonstraram dados de eclosão (Zaniboni-Filho e 

Barbosa, 1996).  

Estudos com embriões dessa espécie foram realizados por outros 

pesquisadores, no entanto, sem informações de desempenho reprodutivo das 

matrizes que viabilizaram as desovas (Sanches et al., 2001). Desta forma, os 

dados de desempenho reprodutivo, como a taxa de eclosão, muitas vezes são 

omissos, dificultando o aprimoramento das doses para a obtenção de embriões 

viáveis. Quando presentes ficam evidentes a ineficácia dessas doses em 

originar a progênie.  

Em nossos estudos preliminares (dados não divulgados) e de acordo 

com informações empíricas de produtores, as doses convencionais de EC (0,5 

e 5,0mg.kg-1, com intervalo entre doses de 12h) não propiciaram a obtenção de 

embriões viáveis em L. friderici. Todavia, doses não usuais relativamente 

baixas de EC (0,5 e 1,0mg/Kg, com intervalo de 6 horas) em sistema de semi-
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natural, se mostraram eficazes na obtenção de embriões, assim como 

encontrado por Lopes e Leal (2010) em Schizodon fasciatus. Desta forma, 

existe a necessidade de estudos científicos visando à otimização da 

reprodução induzida do L. friderici, assim como estudos para elucidar os 

mecanismos fisiológicos responsáveis pelas falhas e sucessos reprodutivos. 

1.1 Fisiologia da reprodução 
 

Em peixes reofílicos, a reprodução é modulada por fatores ambientais, 

como temperatura, fotoperíodo, chuvas, entre outros (Brooks et al., 1997; Peter 

e Yu, 1997; Bobe e Labbé, 2009), e controlada pelo eixo hipotálamo-hipófise-

gônadas, que por sua vez é responsavel pela síntese e liberação de 

gonadotropinas e esteroides gonadais (Lubzens et al., 2010; Mylonas et al., 

2010). Dessa maneira, os fatores ambientais supracitados são captados pelos 

peixes por meio dos seus orgãos sensoriais, como os olhos, glândula pineal, 

receptores cutâneos e epitélio olfatório (Prötner, 2002; Korf, 2006), e são 

trasmitidos pelos neurônios sensoriais ao hipotálamo (região específica do 

cérebro). Desta forma, o hipotálamo secreta o hormônio liberador de 

gonadotropinas (GnRH) e a dopamina (DA). O GnRH exerce influência na 

liberação de gonadotropinas (GtHs) pela hipófise e a DA atua na hipófise 

inibindo a liberação de GtHs, atenuando a ação do GnRH (Cnaani e Levavi-

Sivan, 2009). As células GtHs sintetizam os hormônios folículos estimulantes 

(Fsh) e o hormonio luteinizante (Lh).  

Nas fêmeas, resumidamente, o Fsh atua na conversão do colesterol em 

testosterona (T) nas camadas foliculares e teca dos ovócitos (Nagahama e 

Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010). A T é convertida em 17β-estradiol (E2) 

pela aromatase (cyp19a1a), enzima chave na conversão de andrógenos em 
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estrógenos (Simpson et al., 1994). O E2 atua no fígado estimulando a síntese 

de vitelogenina, proteína precursora do vitelo (acúmulo de nutrientes), 

promovendo o crescimento do ovócito (Patiño e Sullivan, 2002). Dessa forma, 

na fase de vitelogênese, o ovócito acumula substâncias de reservas, 

necessários para o desenvolvimento adequado do embrião (Lubzens et al., 

2010). Nas fases finais da vitelogênese, maturação final e ovulação, o Lh 

estimula a camada teca do folículo a sintetizar o 17α-hidroxiprogesterona (17α-

OHP), que é convertida a 17α,20β-dihidroxy-4-pregnen-3-one (ou 17α,20β-21-

trihidroxy-4-pregnen-3-one em algumas espécies) (MIS) na camada granulosa, 

pela enzima 20α-hidroxiesteróide-desidrogenase (Nagahama e Yamashita, 

2008). O MIS é conhecido como o hormônio indutor da maturação final e da 

ovulação, em muitas espécies de teleósteos induzindo a retomada da meiose 

dos ovócitos (Zohar e Mylonas, 2001; Nagahama e Yamashita, 2008). Nos 

machos, o Fsh está envolvido nas fases iniciais da espermatogênese e o Lh na 

espermiogênese e espermiação (Mylonas et al., 1996). Os esteroides sexuais 

são sintetizados, principalmente, pelas células de Leydig (Fostier et al., 1983; 

Guraya, 2001). Nos peixes, em geral, a testosterona participa como precursor 

de 17β-estradiol (Nakamura et al, 1998; Baroiller et al., 1999). Os andrógenos, 

T e 11-KT, são os principais hormônios ligados ao desenvolvimento testicular e 

as características sexuais secundárias (Schulz et al., 2010).  

Em condições de cultivo, normalmente a espermatogênese e 

vitelogênese ocorrem naturalmente na maioria das espécies reofilicas, 

mantidas a condições ideais (Buchet et al., 2008; Okumura et al, 2003). No 

entanto, para que sucedam as etapas finais do processo de reprodução, 

principalmente o processo de maturação final e ovulação das fêmeas, são 
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necessárias interferências humanas. Desta maneira, existe a possibilidade de 

estimular a reprodução dos peixes migradores através da indução ambiental 

[(como diminuição da condutividade, aumento do nível de água, simulação de 

chuvas (Kirschbaum 1984), manipulação do fotoperíodo (Harvey e Carolsfeld, 

1993), entre outros)] ou pela aplicação de técnicas de indução hormonal (Von 

Ihering e Azevedo, 1936). Contudo, as técnicas de indução hormonal são 

aplicadas com mais frequência devido à complexidade de simulação dos 

fatores ambientais, em condições de cultivo (Zaniboni-Filho e Weingartner, 

2007). 

1.2 Técnicas de indução hormonal 
 

Os peixes reofílicos quando mantidos em cativeiro precisam 

invariavelmente ser induzidos hormonalmente à desova (Zaniboni-Filho e 

Weingartner, 2007; Mylonas et al., 2010). Neste contexto, no Brasil 

seguramente a metodologia para a indução hormonal mais aplicada é a 

hipofisação (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007). Este método foi desenvolvido 

na década de 1930 (Von Ihering e Azevedo, 1936 e Menezes, 1954), a partir da 

aplicação de extrato bruto de hipófise (EC), que promove a maturação final e 

ovulação do ovócito (Nagahama e Yamashita, 2008, Mylonas et al., 2010). No 

entanto, esta técnica, apesar de muito eficaz, continua trazendo resultados 

inesperados e desfavoráveis. Muitas vezes, fêmeas consideradas “aptas” 

(maduras) à indução hormonal não respondem satisfatoriamente e não ovulam 

(Criscuolo-Urbinati et al., 2012; Hainfellner et al., 2012). 

Não obstante, a hipofisação ainda apresenta algumas limitações. 

Primeiramente, o EC possuem além do hormônio luteinizante (Lh), hormônios 

de crescimento, osmorreguladores e outros (Harvey e Hoar, 1979; Mylonas et 
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al., 2010), os quais podem prejudicar a reprodução. Além disso, os extratos 

brutos podem agir como transmissores de doenças (Donaldson e Hunter, 1983) 

e seus efeitos nem sempre são previsíveis, podendo estimular a desova em 

100% das fêmeas injetadas, como também em nenhuma, com uma grande 

amplitude de resultados (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Em contrapartida, o 

hormônio liberador de gonadotropinas (GnRH) atua em níveis superiores do 

eixo hipotálamo-pituitária-gônadas e por isso proporciona uma estimulação 

mais balanceada dos eventos reprodutivos. Além disso, pode ser usado em 

concentração exata e predefinida, e evita o risco de transmissão de doenças 

aos reprodutores (Zohar e Mylonas, 2001; Mylonas et al., 2010). 

Assim, a fim de obter desovas bem sucedidas e uma maior 

previsibilidade nos resultados, pesquisadores têm buscado o uso de produtos 

sintéticos, como o GnRH análogos ao de mamíferos (mGnRHa) associado ao 

antagonista de dopamina, metoclopramida (MET), (mGnRHa + MET). Existem 

alguns registros de sucesso na indução à desova de espécies reofílicas sul-

americanas com a utilização do GnRH (Carolsfeld et al., 1988; Zaniboni-Filho e 

Barbosa, 1996), mas os dados são escassos e incipientes. 

1.3 Doses e protocolos de indução hormonal 
 

Até os dias atuais, geralmente, preconiza-se a administração de EC em 

duas doses nas fêmeas (doses convencionais). A primeira (dose preparatória) 

é administrada em concentração baixa de EC (geralmente de 0,3 a 0,5mg de 

EC /kg-1 de peso corporal), e após 12 a 24 horas (Woynarovich e Horváth, 

1983) a segunda dose (dose decisiva) é administrada em concentrações 

geralmente dez vezes maiores (3 a 5mg de EC /kg-1 de peso corporal), 

correspondendo a uma concentração total de 3,3 a 5,5mg de EC /kg-1 de peso 
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corporal (Woynarovich e Horváth, 1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-

Filho e Weingartner, 2007). A primeira dose acelera o desenvolvimento das 

gônadas e estimula a migração da vesícula germinal. A segunda dose induz a 

quebra da vesícula germinal, ovulação e desova (Woynarovich e Horváth, 

1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007).  

Levavi-Zermonsky e Yaron (1986) demonstraram, na década de 1980, 

em carpa comum que mudanças na esteroidogênese precedem uma desova 

bem sucedida. Por falta de padronização na maioria dos métodos 

convencionais, Levavi-Zermonsky e Yaron (1986) utilizaram duas doses de EC 

purificado (cGtH), sendo a primeira de 0,07mg e a segunda de 0,35mg cGtH/kg 

de peso corporal, com intervalo de 11horas entre doses. Esses autores 

demonstraram uma drástica elevação na produção de 17α,20β-dihidroxy-4-

pregnen-3-one (MIS) imediatamente antes da maturação meiótica 

concomitante à uma redução nos níveis de estradiol. O aumento da MIS 

durante esta fase é responsável pela indução da maturação final dos ovócitos 

(revisão Cnaani e Levavi-Sivan, 2008). Além disso, estes autores 

demonstraram que, durante o processo de ovulação, a mudanças na 

esteroidogênese só é obtida com doses fracionadas de EC, mas não com dose 

única. A mudanças na esteroidogênese foi posteriormente encontrada em 

peixes com ovulação bem sucedida em outras espécies, além da carpa, 

[Seriola quinqueradiata (Rahman et al., 2001), Oryzias latipes e Oreochromis 

niloticus (Nagahama e Yamashita, 2008), entre outros] e passou a ser 

conhecido como um indicador de desova bem sucedida.  

1.4 Diferenciação sexual em peixes de interesse para a piscicultura 
 

A diferenciação do sexo gonadal em peixes ocorre dias, semanas ou 
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meses após o nascimento dos embriões (Devlin e Nagahama, 2002) e existe 

uma plasticidade na determinação do sexo fenotípico (Crews, 1996). Assim, a 

inversão sexual, amplamente utilizada em espécies de produção, direciona a 

formação de populações monosexo para o gênero que apresenta alguma 

vantagem zootécnica, normalmente para aquele que apresenta as melhores 

taxas de crescimento (Devlin e Nagahama, 2002). A inversão sexual vem 

sendo utilizada amplamente na aquicultura para obter diversos tipos de 

vantagens zootécnicas, tais como: as melhores taxas de crescimento nos 

machos (no gênero Oreochromis spp (Baras e Mélard, 1997)); melhores taxas 

de crescimento nas fêmeas (em diversas espécies de peixes migradores 

nativos como Pseudoplatystoma reticulatum (Wootton, 1998) e Salminus 

brasiliensis (Tos et al., 2009; Bazzoli, 2003, entre muitos outros)). No L. friderici 

as fêmeas apresentam taxas de crescimento superiores à dos machos (Rêgo, 

2008; Lopes et al., 2000), fator este que pode ser aproveitado para sua 

produção em cativeiro. 

Em teleósteos, a determinação do momento ontogênico do início da 

diferenciação gonadal, também chamado de período lábil, é necessária, pois é 

neste momento que as gônadas em formação estão susceptíveis à ação de 

agentes exógenos para inversão sexual como exposição à temperatura 

elevada ou baixa e indução hormonal (Blázquez et al., 1998 e 2001; Piferrer, 

2001). Portanto, o ponto de partida para o desenvolvimento de protocolos de 

inversão sexual é determinar histologicamente em que período, após o 

nascimento, as gônadas podem ser evidenciadas histologicamente pela 

primeira vez. 

Em peixes, sabe-se que atividade de uma enzima chave, conversora de 
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esteroides gonadais, conhecida como aromatase, pode estar alterada em 

larvas em desenvolvimento quando se eleva a temperatura da água (Devlin e 

Nagahama, 2002). Na maioria dos peixes teleosteos investigados, até o 

momento, o gene que codifica a aromatase é um gene duplicado, originando 

dois genes diferentes (isoformas), nomeadas cyp19a1a e cyp19a1b (revisão 

em Sheng e Wang, 2014). O gene cyp19a1a é conhecido como "aromatase 

gonadal" ou " aromatase ovariana" (também referida como p450aromA, cyp19a 

ou cyp19a1), uma vez que é expresso principalmente na diferenciação gonadal 

e em adultos de peixes teleósteos. O gene cyp19a1b, conhecido como 

"aromatase neural" ou "aromatase cerebral" (também referida como 

p450aromB, cyp19b ou cyp19a2), é altamente expresso no cérebro de 

espécies de teleósteos do sexo masculino e feminino, no entanto, diferenças 

na expressão relacionada com o dimorfismo sexual durante a diferenciação do 

sexo gonadal não têm sido demonstradas (revisão em Sheng e Wang, 2014). 

Dessa forma, a temperatura influencia o mecanismo da enzima 

aromatase (cyp19a1a), que catalisa a transformação de andrógenos para 

estrógenos (D’Cotta et al., 2001). Portanto, em linhas gerais verifica-se que a 

ação da temperatura sobre a determinação sexual está frequentemente 

associada à modulação da atividade da enzima aromatase, porém os 

mecanismos parecem ser espécie-específico, bem como o emprego do uso de 

baixa ou alta temperatura na determinação do sexo fenotípico. 

2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivos gerais 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente o desempenho 

reprodutivo de casais de L. friderici induzidos com extrato bruto de hipófise de 
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carpa (EC) e hormônios liberador de gonadotrofina análogo ao de mamífero 

associado à metoclopramida (mGnRHa + MET), em doses convencionais e 

reduzidas. Além disso, tivemos como objetivo secundário determinar o período 

de início de diferenciação gonadal e a proporção sexual de L. friderici dos 50 

aos 240 dias após a eclosão (DAE) mantidas em caixas de água em 

temperaturas de 25 e 29ºC. 

2.1.1 Objetivos específicos 

 Avaliar comparativamente as taxas de desova, fertilização e 

eclosão das matrizes de L. friderici induzidas com EC e mGnRHa + MET, 

em doses convencionais e reduzidas. 

 Determinar a eficácia dos protocolos de reprodução induzida com 

EC e/ou mGnRHa + MET na obtenção de embriões viáveis. 

 Determinar o início do desenvolvimento gonadal e proporção 

sexual em L. friderici mantidas em água a 25 e 29ºC. 

 Avaliar a influência dessas temperaturas (25 e 29ºC) nas taxas de 

comprimento padrão (CP), peso corporal (P), sobrevivência e proporção 

sexual. 
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RESUMO 
 

Nos últimos anos, diversos estudos têm sido desenvolvidos visando 
subsidiar a substituição do extrato bruto de hipófise de carpa (EC) por produtos 
sintéticos para reprodução induzida de peixes migradores. Contudo, as 
espécies apresentam particularidades que impedem o estabelecimento de um 
protocolo geral. No Leporinus friderici essas particularidades são acentuadas, 
pois a espécie aparentemente não responde adequadamente a doses 
convencionais de EC. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 
evolução do processo meiótico e o desempenho reprodutivo de matrizes de L. 
friderici induzidas com doses convencionais e relativamente baixas de EC e de 
GnRH análogo ao de mamífero associado à metoclopramida (mGnRHa + 
MET). O estudo foi conduzido por meio de dois experimentos simultâneos. No 
primeiro foi utilizado o EC em doses de 0,5 e 5,5mg/Kg (doses convencionais) 
e de 0,5 e 1,0mg/Kg (doses reduzidas). No segundo foi utilizado dose única de 
40µg de mGnRHa + 20mg de MET/Kg (dose convencional) e duas doses de 
4µg + 2mg; e 8µg + 4mg, de mGnRHa + MET/Kg (doses reduzidas). 
Observamos que 80% e 100% das matrizes induzidas respectivamente com 
dose convencional e reduzida de EC desovaram, no entanto, embriões viáveis 
foram obtidos apenas com dose reduzida. As matrizes induzidas com doses 
reduzidas de EC apresentaram taxa de fertilização (TF) e de eclosão (TE) 
respectivamente de 74,9 ± 8,3% e 85,0 ± 5,8%, enquanto que doses 
convencionais de EC propiciaram TF=1,2 ± 0,9% e TE=0%. Observamos que 
matrizes induzidas com mGnRHa + MET, com dose convencional ou reduzida, 
apesar de ovularem, não geraram embriões viáveis. Concluindo, neste estudo 
apenas o uso de EC em doses reduzidas proporcionou um desenvolvimento 
adequado dos ovócitos originando embriões viáveis. Observamos que esta 
espécie apresenta comportamento diferente da maioria das espécies 
migradores sul-americanos já estudadas, pois responde satisfatoriamente à 
doses reduzidas de EC, mas não às doses convencionais. É possível que a 
espécie apresente alguma toxicidade provocada pelo excesso de GnRH, 
hormônio luteinizante ou aos esteroides gonadais, os quais seriam transmitidos 
da fêmea para os embriões antes do processo de ovulação, provocando a 
morte dos mesmos. Esta particularidade deve ser mais bem explorada em 
futuras abordagens, pois tem implicações diretas na produção de alevinos 
desta espécie e pode ajudar a mitigar problemas similares encontrados com 
outras espécies de peixes migradores, produzidos em cativeiro.  

 
Palavras-chave: piau-três-pintas; reprodução; peixamento; semi-natural; dose eficaz. 
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ABSTRACT 
 

In recent years, several studies have been developed to support the 
replacement of the crude carp pituitary extract (EC) by synthetic products for 
induced reproduction of migratory fish. However, species have characteristics 
that prevent the establishment of a general protocol. In Leporinus friderici these 
characteristics are accentuated because the species apparently not adequately 
respond to conventional doses of EC. In this context, the aim of this study was 
to evaluate the evolution of the meiotic process and the reproductive 
performance of L. friderici arrays induced with conventional doses and relatively 
low EC and mammalian GnRH analogue associated with metoclopramide 
(mGnRHa + MET). The study was conducted by means of two simultaneous 
experiments. In the first EC was used in doses of 0.5 and 5.5 mg / kg 
(conventional dose) and 0.5 and 1.0 mg / kg (lower dose). In the second was 
used for single dose of 40µg + 20mg mGnRHa MET / kg (standard dose) and 
two doses of 4μg +2mg; and 8µg + 4mg of mGnRHa + MET / kg (lower doses). 
We observed that 100% and 80% respectively of the broodstock induced with 
conventional and low dose at EC spawned, however, viable embryos were 
obtained only at lower dose. The broodstock induced with lower doses of EC 
showed fertilization rate (TF) and hatching (TE) respectively 74.9 ± 8.3% and 
85.0 ± 5.8%, while conventional doses of EC have led TF = 1.2 ± 0.9% and TE 
= 0%. We note that broodstock induced with mGnRHa + MET, with 
conventional or lower dose, although ovulate, did not generate viable embryos. 
In conclusion, this study only the use of EC in small doses provided an 
adequate development of the oocytes giving viable embryos. We note that this 
species has different behavior of most South American migratory species 
studied, since not respond to lower doses of EC, but not at conventional doses. 
It is possible that the species has some toxicity caused by excess GnRH, 
luteinizing hormone or the gonadal steroids, which would be transmitted from 
the female to the embryos before the ovulation process, killing them. This 
peculiarity should be further explored in future approaches as it has direct 
implications for the production of seed of this species and can help mitigate 
similar problems found with other species of migratory fish, produced in 
captivity. 

 
Keywords: piau-três-pintas; reproduction; stocking; semi-natural; effective dose. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O L. friderici é uma espécie reofílica, ou seja, necessita da corrente 

fluvial para ter acesso a um local para reprodução e de outro para alimentação, 

crescimento e engorda (Nomura, 1970). A espécie apresenta hábitos 

migratórios (Godoy, 1975), com período reprodutivo de novembro a fevereiro, e 

fecundação externa (Garavello, 1979). A espécie é importante para a pesca 

comercial e de subsistência (Vaz et al., 2000), apresenta qualidade de carne 

elevada e aceitação para pesca esportiva (Andrade e Vidal, 1991). No entanto, 

há relatos de redução de estoques naturais devido à degradação ambiental e a 

pesca predatória (Andrade et al., 2005), aliado a isso o L. friderici está presente 

em rios que sofrem represamento (Agostinho et al., 1997; Durães et al., 2001; 

Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006), prejudicando sua reprodução. Desta 

forma, em grande parte do território nacional, existe a procura de alevinos de L. 

friderici para aquicultura e programas de repovoamento de rios federais e 

reservatórios (Suplicy, 2007), visto que o Brasil consegue produzir pouco mais 

de 5 milhões de alevinos de L. friderici tentando suprir esses nichos de 

mercado, de acordo com os últimos registros datados do ano de 2005 (Suplicy, 

2007). 

Por se tratar de uma espécie reofílica, sua desova pode ser obtida em 

condições de cultivo mediante indução hormonal, assim como na maioria dos 

peixes reofílicos sul-americanos (Zaniboni-Filho e Weingart, 2007). No entanto, 

a aplicação de extrato bruto de hipófise (EC), na concentração total de 3,3 a 

5,5 de EC /kg-1 de peso corporal (divididos em duas doses) (Von Ihering e 

Azevedo, 1936; Woynarovich e Horváth, 1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; 

Zaniboni-Filho e Weingartner, 1997), ainda é administrada convencionalmente 
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nas fêmeas da maioria dos peixes reofílicos. A primeira dose acelera o 

desenvolvimento das gônadas e estimula a migração da vesícula germinal. A 

segunda dose, geralmente aplicada decorridas 12 a 24 horas da primeira, induz 

a quebra da vesícula germinal, ovulação e desova (Woynarovich e Horváth, 

1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-Filho e Weingartner, 1997).  

De forma geral, doses muito próximas das convencionais de EC 

(6,0mg.kg-1 de peso corporal, dividido em duas doses) propiciam embriões 

viáveis em diversos peixes sul-americanos [exemplo: Leporinus macrocephalus 

(Reynalte-Tataje et al., 2001), Piaractus mesopotamicus (Streit Júnior et al., 

2005), Rhamdia quelen (Carneiro et al., 2009) e Leporinus piau (Sampaio e 

Sato, 2009)]. No entanto, em nossos estudos preliminares (dados não 

divulgados), as doses convencionais mencionadas de EC não propiciaram a 

obtenção de embriões viáveis em L. friderici. Da mesma forma, Rezende et al. 

(1996) utilizando doses convencionais de EC (dose total de 4,4mg.kg-1, dividida 

em duas doses) relataram ovulação bem sucedida, mas taxa de fertilização 

nula em L. friderici. Todavia, doses não usuais relativamente baixas de EC (0,5 

e 1,0mg/Kg, com intervalo de 6 horas, ou seja, dose total de 1,50mg/Kg), foram 

eficazes na obtenção de embriões, assim como encontrado por Lopes e Leal 

(2010) em Schizodon fasciatus. 

Neste contexto, o motivo de se usar normalmente duas e não uma dose 

de EC foi demonstrada na década de 1980 por Levavi-Zermonsky e Yaron 

(1986). Neste estudo, em carpa comum, utilizando o método de hipofisação 

convencional foi constatada a redução nas concentrações plasmáticas de 17β-

Estradiol (E2) com concomitante elevação abrupta da concentração plasmática 

de 17α,20β-dihidroxy-4-pregnen-3-one (MIS) no plasma sanguíneo das fêmeas 
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imediatamente antes da maturação do ovócito. A mudança na esteroidogênese 

foi posteriormente associada com ovulação bem sucedida em outras espécies, 

além da carpa, [Seriola quinqueradiata (Rahman et al., 2001), Oryzias latipes e 

Oreochromis niloticus) (Nagahama e Yamashita, 2008), entre outros] e passou 

a ser conhecida como um indicador de desova bem sucedida. No entanto, nada 

se sabe sobre a resposta dos ovários frente a doses convencionais ou não 

convencionais em espécies migradoras sul-americanas, tampouco no L. 

friderici. Portanto estas são informações-chave para se aprimorar e conhecer 

melhor o processo de reprodução induzida destas espécies. 

 Não obstante, a hipofisação ainda apresenta algumas limitações. O EC 

possui além do hormônio luteinizante (Lh), hormônios de crescimento, 

osmorreguladores e outros (Harvey e Hoar, 1979; Mylonas et al., 2010), os 

quais podem prejudicar a reprodução. Uma alternativa para a indução à 

reprodução é o uso de hormônios sintéticos que atuam em um nível superior do 

eixo hipotálamo-pituitária-gônadas, proporcionando uma estimulação 

balanceada dos eventos reprodutivos. Os análogos de hormônios liberador de 

gonadotrofina (GnRHa) têm sido amplamente utilizados em muitas espécies de 

peixes (Mylonas et al., 2013). Estes hormônios apresentam alta similaridade 

estrutural com os GnRH endógenos (Lethimonier et al., 2004) e não 

representam uma ameaça a transmissão da doença, por ser de natureza 

sintética (Donaldson e Hunter, 1983). Além disso, podem ser usados em 

concentrações exatas e predefinidas (Zohar e Mylonas, 2001; Mylonas et al., 

2010). Um dos tipos de GnRHa utilizados em grande parte das pisciculturas 

Brasileiras é o GnRHa de mamífero (mGnRHa) em associação com a 

metoclopramida (MET), um inibidor de dopamina. Geralmente a dosagem 
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convencional de mGnRHa + MET é utilizada em dose única (~40µg de 

mGnRHa + 20mg de MET/Kg-1 de peso corporal) (Horvath et al., 1997; 

Targońska et al., 2010; 2011; Kayim et al., 2010). 

Em espécies cultivadas principalmente em países do hemisfério norte, o 

uso de EC já foi substituído por produtos sintéticos mais seguros e eficientes, 

principalmente a base de GnRH em associação a um inibidor de dopamina (ID) 

(Peter et al., 1988; 1986; 1993; Trudeau e Peter, 1995; Yaron, 1995). Essas 

espécies respondem muito bem a protocolos de indução hormonal com 

produtos sintéticos a base de GnRH (Heyrati et al., 2007; Wang et al., 2009; 

Sharaf, 2012). No entanto, em peixes migradores sul-americanos o uso efetivo 

de GnRH sintético para obtenção de embriões viáveis ainda permanece 

incerto. Nestas espécies, o uso destes produtos não tem se mostrado eficaz, 

uma vez que apesar de as fêmeas ovularem, as taxas de viabilidade de 

embriões são muito baixas ou próximas à zero [exemplo: Rhamdia quelen 

(Carneiro e Mikos, 2008), Colossoma macropomum (Acuña e Rangel, 2009); 

Piaractus mespotamicus, Brycon orbygnianus e Prochilodus lineatus (Paulino et 

al., 2011)]. Mesmo em salmonídeos, mais bem estudados, tratamentos com 

GnRHa podem trazer redução na qualidade dos ovos [Mylonas et al. (1992), 

Taranger et al. (1992), Gillet et al. (1996), Olito et al. (2001), Mikolajczyk et al. 

(2005), Bonnet et al. (2007), Noori et al. (2010)].  

Assim, visando sobrepujar os obstáculos encontrados para padronização 

do uso de GnRH em peixes tropicais de importância comercial, e conhecer 

alguns dos possíveis mecanismos envolvidos com a necessidade de uso, não 

usual, de doses reduzidas de EC no Leporinus friderici, neste estudo 

comparamos a evolução do processo de maturação final e ovulação utilizando 
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EC e mGnRHa + MET em doses convencionais e reduzidas. Tivemos como 

objetivo específico avaliar o potencial de cada tratamento em provocar a 

maturação final e ovulação (bem como as características deste processo) por 

meio de análises estereológicas de ovários pós-desova. Por fim, comparamos 

o desempenho reprodutivo de cada tratamento considerando a taxa de 

ovulação, e as taxas de fertilidade e eclosão obtidas. 

2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Captura de reprodutores e matrizes 

 
Matrizes e reprodutores selvagens foram coletados nas escadas de 

transposição de peixes, que liga montante à jusante das Pequenas Centrais 

Hidrelétricas de Palmeiras e Retiro, situadas no rio Sapucaí Mirim (entre os 

municípios de Guará e São Joaquim da Barra, SP). Para a formação do plantel 

foram utilizados redes de arrasto sem nós, malha de 50mm. Após a captura, o 

plantel foi transferido para viveiros de mantença, no Centro de Aquicultura da 

UNESP – CAUNESP (Jaboticabal, SP), por meio de caixas de transportes com 

aeração. As matrizes e reprodutores foram aclimatados (por três meses), 

domesticados por 2 anos e marcados por meio de microchips AnimallTAG® 

(Korth RFID Ltda, São Carlos, SP). Esses reprodutores fazem parte de um 

projeto de repovoamento de peixes do rio Sapucaí Mirim, que visa à soltura de 

alevinos provenientes de cruzamentos dirigidos, objetivando a reposição de 

estoques naturais, preservando a variabilidade genética. 

2.2 Peixes e manejo 
 

 Após a aclimatação e marcação, os peixes foram mantidos em viveiros 

escavados de 400m3 (20m de largura X 10m de comprimento X 2m de 

profundidade) na densidade de ~0,2peixe/m3. As matrizes e reprodutores foram 
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arraçoadas até a saciedade seis dias na semana, em duas porções, às 8:00 e 

às 17:00 horas, com ração comercial extrusada para peixes onívoros 

(composição: 12,0% de teor de umidade; 32,0% de proteína bruta, 4,5% de 

extrato etéreo, 9,0% de fibra, 3,5% de Cálcio, 6,0% de fósforo). 

2.3 Parâmetros de qualidade da água. 
 

Os parâmetros da água foram monitorados semanalmente, às 9:00 

horas. Para isso, foi utilizado um oxímetro HI9146-10 (Hanna Instruments – 

Resolução: 0,01mg/L) para mensuração do oxigênio dissolvido; um medidor de 

pH HI98172 (Hanna Instrument - Acurácia: ± 0,1 pH) para mensuração do pH; 

e um condutivímetro HI98311 (Hanna Instruments – acurácia de 0,1µS/cm para 

condutividade e de 0,15ºC para temperatura) para mensuração da 

condutividade e temperatura.  

2.4 Administração de hormônios 
 

O EC utilizado neste estudo foi da marca Stoller Fisheries (Spirit Lake, 

Iowa, USA). O mGnRHa+ MET utilizado foi da marca Ovopel® (Interfish Ltd, 

Budapest, Hungary), cuja molécula de GnRHa apresenta as modificações D-

Ala6,Pro9-Net na sequência de aminoácidos. Cada pellet de Ovopel® continha 

em sua composição de 18 - 20µg de mGnRHa e 8 - 10mg de metoclopramida 

(Cejko et al., 2012). Para administrar as doses, o EC e o mGnRHa + MET 

(pellets de Ovopel®) foram macerados em cadinhos de cerâmica. Para auxiliar 

a maceração do mGnRHa + MET algumas gotas de glicerina liquida foram 

adicionadas. Os hormônios utilizados foram diluídos em soro fisiológico (0,9%) 

e aplicados na musculatura ventral. O volume injetado, independente da 

concentração de cada dose, foi de 0,5mL.kg-1 de peso corporal. 

2.5 Reprodução induzida 
 
No período reprodutivo, matrizes e reprodutores aptos à reprodução 
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foram escolhidos aleatoriamente para realização dos dois experimentos deste 

estudo (tabela 1). Os machos foram injetados com dose única de EC (na 

concentração de 1,0 mg.Kg-1) no momento da segunda dose ou dose única nos 

tratamentos com EC e GnRHa + MET. 

Tabela 1. Número, intervalo e concentração de doses aplicadas nas fêmeas em cada 
tratamento de cada experimento.  

Experimento Tratamento 
Doses aplicadas (Kg-1 de peso corporal) 

1ª dose Intervalo (h) 2ª dose 

EC 
Doses convencionais 0,5mg 12 5,5mg 

Doses reduzidas 0,5mg 6 1,0mg 

mGnRHa + MET 
Dose convencional 40µg + 20mg - - 

Doses reduzidas 4µg + 2mg 6 8µg + 4mg 
Extrato bruto de hipófise de carpa – EC; hormônios liberador de gonadotrofina análogo 

ao de mamífero associado à metoclopramida - mGnRHa + MET. 
 
Os experimentos foram conduzidos em sistema semi-natural. Para isso, 

caixas d’água de volume total de 750L (preenchidas com aproximadamente 

400L de água) foram utilizadas para cada tratamento conforme tabela 2. 

Tabela 2. Número de caixas, proporção de machos e fêmeas e número total de peixes 
utilizados em cada tratamento de cada experimento.  

Experimento Tratamento Caixas 
d’água (nº) 

Macho:fêmea 
/ caixa 

Total (nº) 

Fêmeas Machos 

EC 
Doses convencionais 5 2 : 2 10 10 

Doses reduzidas 5 2 : 2 10 10 

mGnRHa + MET 
Dose convencional 5 2 : 2 10 10 

Doses reduzidas 3 2 : 2 6 6 
Extrato bruto de hipófise de carpa – EC; hormônios liberador de gonadotrofina análogo 

ao de mamífero associado à metoclopramida - mGnRHa + MET. 
 

2.6 Avaliação do desempenho reprodutivo 
 
O desempenho reprodutivo das fêmeas em cada experimento foi 

avaliado inicialmente quanto às taxas de matrizes desovadas (TD = número de 

matrizes desovadas x 100/ número total de matrizes injetadas). Em seguida, 

avaliamos as taxas de fertilidade relativa (TFR = número de ovócitos liberados / 

peso corporal (g)), taxa de fertilização (TF = número de ovos viáveis x 100/ 
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número total de ovos) e taxa de eclosão (TE = número de larvas eclodidas x 

100/ número total de ovos) das fêmeas desovadas. Finalmente, avaliamos o 

período de latência, expressos em “horas-grau”, estimando o intervalo em 

horas entre a dose definitiva e a ovulação, nas fêmeas que desovaram, e 

multiplicamos o número de horas pela temperatura média desse intervalo. 

Para o cálculo da TFR foi amostrado em cada experimento 1mL de 

ovócitos liberados de cada fêmea. Com isso, foi estimado a quantidade de 

ovócitos em 1ml, calculados em quintuplicatas, por fêmea. Desse modo, 

multiplicou-se o volume total (mL) de ovócitos liberados pelo número de 

ovócitos em 1mL. Para o calculo das TF e TE, um pool de ovos (20mL) das 

fêmeas desovadas, de cada experimento, foram transferidos para dez 

incubadoras conicas tipo funil de 7L. Dessa forma, foi possivel avaliar o 

percentual de ovócitos fertilizados até o fechamento do blastóporo, estimando 

em 200 ovos coletados, o número de ovos viáveis e não viáveis, em 

quintuplicata. Com o mesmo método, foi avaliado o percentual de larvas 

eclodidas momentos antes da eclosão. 

2.7 Avaliação dos ovários pós-desova 
 

Cinco matrizes, escolhidas aleatoriamente de cada tratamento, tiveram 

seus ovários coletados. Para isso, as fêmeas foram eutanasiadas com uma 

dose letal de benzocaína (20g diluída em 150mL de álcool 96,0ºGL e em 20L 

de água). Amostras da porção média dos ovários foram fixadas em solução de 

glutaraldeído a 2,5% por 24 horas. Em seguida, foram lavadas em solução 

tampão fosfato (0,05M e pH 7,2) e submetidas as técnicas histológicas de 

rotina para inclusão em historesina Histosec® (Merck, Darmstadt, DE). 

Posteriormente, obtivemos secções histológicas de 3μm, que foram coradas 
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com Hematoxilina-Eosina. 

2.8 Análise descritiva e estereológica dos ovários  
 

Uma avaliação descritiva foi realizada destacando-se as características 

dos ovócitos das fêmeas analisadas. Distintas fases de desenvolvimento foram 

classificadas pelas características histológicas. A frequência de densidade de 

volume ocupada pelos distintos tipos de ovócitos, folículos pós-ovulatórios e 

tecido intersticial foi determinada. Para isso, foram utilizados quatro campos 

microscópicos (objetiva 5x) da região média dos ovários (12 campos 

microscópicos por ovário). As contagens foram feitas em um grid com 352 

pontos. Foram computados os pontos sobre as estruturas classificadas e 

calculadas suas frequências (n° pontos * 100/ total de pontos). Semelhante ao 

método utilizado por Criscuolo-Urbinati et al. (2012). 

2.9 Determinação do diâmetro das células ovocitárias 
 

Para a descrição do diâmetro dos ovócitos, 20 ovócitos de cada fase 

[pré-vitelogênico (PV); alvéolo cortical (AC); vitelogênico completo (VC); 

vitelogênico com vesícula germinativa migrada e não ovulada (GVBD) e 

atrésico (AT)] foram mensurados por ovário. Para isso foram utilizados um 

ovário de cada tratamento com EC (doses convencionais e doses reduzidas) e 

um ovário de cada tratamento com mGnRHa + MET (dose convencional e 

doses reduzidas). Para cada ovócito duas medidas de diâmetro foram 

registradas. Por fim foi calculada a média de todos os ovócitos registrados de 

cada fase. As mensurações foram realizadas com o auxilio de um microscópico 

binocular Leica DM4000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), equipado 

com o software Leica LAS v4.3.0 (Leica Microsystems). 

2.10 Certificação do trabalho 
 

Esse trabalho foi certificado, e documentado com número de protocolo 
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019375/13, por estar de acordo com os princípios éticos na experimentação 

animal. A certificação foi adotada pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA), da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” de Jaboticabal, SP. 

2.11 Análise dos resultados 
 
A análise estatística foi realizada utilizando o programa de computador 

STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Os pressupostos como a 

normalidade e homoscedasticidade foram testados. As variáveis como peso 

corporal, comprimento padrão e taxa de fecundidade relativa foram analisadas 

através do Test t de Student. As variáveis como taxa de fertilização e 

densidade de volume foram analisadas através do teste Mann–Whitney U 

teste. Os testes foram realizados com o nível de significância de α = 0,05, com 

os dados expressos por média seguida do erro padrão (média ± EP). 
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3. RESULTADOS 
 
3.1 Peixes, manejo e qualidade da água 
 

Durante o período de aclimatação e domesticação nenhuma mortalidade 

e danos à higidez foram constatados nas matrizes e reprodutores. Os valores 

médios dos parâmetros de qualidade da água foram de 23,0 ± 1,2ºC de 

temperatura; 7,0 ± 0,9 de pH; 6,2 ± 0,3mg/L de oxigênio dissolvido; e 31,7 ± 

2,3µS.cm de condutividade da água. 

 
3.2 Características das matrizes e reprodutores 
 

Os valores médios de peso corporal (g) e comprimento padrão (cm) dos 

peixes de cada tratamento foram similares em ambos os experimentos (p>0,05) 

(Tabela 3 e 4). 
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Tabela 3. Valores médios de peso (g) e comprimento padrão (cm), de fêmeas e machos de L. friderici, submetidos a duas concentrações de extrato bruto 
de hipófise de carpa (EC). Doses convencionais (0,5 e 5,5mg.Kg-1, intervalo de 12 horas); e doses reduzidas (0,5 e 1,0mg.Kg-1, intervalo de 6 horas). 
Valores estão apresentados com média seguida de erro padrão (média ± EP).  

  Fêmeas Machos 

Experimento 1 Tratamento Peso (g) Comprimento 
padrão (cm) 

Número 
amostral Peso (g) Comprimento 

padrão (cm) 
Número 
amostral 

EC 
Doses convencionais 803,0 ± 66,1 A 30,9 ± 0,6 A 10  293,5 ± 43,1 A 23,4 ± 0,9 A 10 

Doses reduzidas 656,7 ± 37,1 A 31,4 ± 0,4 A 10  291,9 ± 18,3 A 23,6 ± 0,6 A 10 
Letras maiusculas diferentes indicam diferença estatistica (p < 0,05). 

 
Tabela 4. Valores médios de peso (g) e comprimento padrão (cm), de fêmeas e machos de L. friderici, submetidos a duas concentrações de hormônio 
liberador de gonadotropinas análogo de mamíferos associado com metaclopramida (mGnRHa + MET). Dose convencional (40µg de mGnRHa + 20mg de 
MET, dose única); e doses reduzidas (4µg e 2mg; e 8µg e 4mg de mGnRHa + MET, intervalo entre doses de 6 horas). Valores estão apresentados com 
média seguida de erro padrão (média ± EP).  

  Fêmeas Machos 

Experimento 2 Tratamento Peso (g) Comprimento 
padrão (cm) 

Número 
amostral Peso (g) Comprimento 

padrão (cm) 
Número 
amostral 

mGnRHa + MET 
Dose convencional 625,5 ± 86,1 A 29,3 ± 1,1 A 10 270,5 ± 27,0 A 23,0 ± 0,7 A 10 

Doses reduzidas 458,2 ± 34,4 A 28,0 ± 0,9 A 6 263,0 ± 18,2 A 23,8 ± 0,4 A 6 
Letras maiusculas diferentes indicam diferença estatistica (p < 0,05). 
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3.3 Reprodução induzida e desempenho reprodutivo 
 

No experimento 1, os valores médios de horas-grau, TF e TE das 

matrizes induzidas com doses reduzidas de EC foram superiores aos induzidos 

com doses convencionais (p<0,05). A TD foi de 80% em doses convencionais e 

de 100% em doses reduzidas (Tabela 5). No experimento 2, todos os valores 

médios foram similares (p>0,05), com exceção dos valores de horas-grau que 

foram menores em matrizes induzidas com doses reduzidas em relação a 

indução com doses convencionais (p<0,05). A TD foi de 70% em dose 

convencional e de 50% em doses reduzidas (Tabela 6). 
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Tabela 5. Desempenho reprodutivo de fêmeas de L. friderici submetidos a duas concentrações de extrato bruto de hipófise de carpa (EC). Doses 
convencionais (0,5 e 5,5mg.Kg-1, intervalo de 12 horas); e doses reduzidas (0,5 e 1,0mg.Kg-1, intervalo de 6 horas). Valores estão apresentados com 
média seguida de erro padrão (média ± EP).  

Experimento 1 Tratamento TD (%) TFR Horas-grau TF (%) TE (%) 

EC 
Doses convencionais 80 110,4 ± 21,2 A 254,0 ± 6,9 A 1,2 ± 0,9 A 0 

Doses reduzidas 100 146,8 ± 26,1 A 153,5 ± 6,6 B 74,9 ± 8,3 B 85,0 ± 5,8 
TD: taxas de desova das matrizes; TFR: taxa de fecundidade relativa; TF: taxa de fertilização; TE: taxa de eclosão. Valores médios ± erro padrão. Letras 
maiusculas diferentes indicam diferença estatistica (p < 0,05). 
 
 
 
Tabela 6. Valores médios de peso (g) e comprimento padrão (cm), de fêmeas e machos de L. friderici, submetidos a duas concentrações de hormônio 
liberador de gonadotropinas análogo de mamíferos associado com metaclopramida (mGnRHa + MET). Dose convencional (40µg de mGnRHa + 20mg de 
MET, dose única); e doses reduzidas (4µg e 2mg; e 8µg e 4mg de mGnRHa + MET, intervalo entre doses de 6 horas). Valores estão apresentados com 
média seguida de erro padrão (média ± EP).  

Experimento 2 Tratamento TD (%) TFR Horas-grau TF (%) TE (%) 

mGnRHa + MET 
Dose convencional 70 59,4 ± 21,5 A 258,1 ± 4,0 A 0,8 ± 0,5 A 0 

Doses reduzidas 50 52,9 ± 23,9 A 158,6 ± 0,0 B 0,9 ± 0,0 A 0 
TD: taxas de desova das matrizes; TFR: taxa de fecundidade relativa; TF: taxa de fertilização; TE: taxa de eclosão. Valores médios ± erro padrão. Letras 
maiusculas diferentes indicam diferença estatistica (p < 0,05). 
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3.4 Análise descritiva e morfometria dos ovários  
 
 

As células ovocitárias foram classificadas e descritas, de acordo com a 

tabela 7 e Figura 1, em: ovócitos pré-vitelogênicos (PV), alvéolo cortical (AC), 

vitelogênico completo (VC), vitelogênico com vesícula germinativa migrada e 

não ovulada (GVBD), folículo pós-ovulatório (PO) e atrésico (AT). 
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Tabela 7. Classificação e descrição histológica das fases de desenvolvimento das células 
ovocitárias de L. friderici. 

Classificação dos Ovócitos Descrição Histológica 

Pré-vitelogênico (PV) 
Diâmetro: 270,1± 8,8µm 

Figura 1A 

Os ovócitos nesta fase eram de tamanho 
reduzido com núcleo na posição central e 
continham nucléolos na posição periférica. O 
citoplasma se apresentava basófilo. 

Alvéolo Cortical (AC) 
Diâmetro: 478,4±25,0µm 

Figura 1B 

Estas células eram maiores em relação à fase 
anterior. O núcleo, também maior, apareceu na 
posição central com nucléolos dispostos na 
posição periférica. O citoplasma adquiriu maior 
volume e, em sua periferia, surgiram os alvéolos 
corticais. 

Vitelogênico completo 
(VC) 

Diâmetro: 692,5±35,9 µm 

Figura 1C 

Nesta fase, o ovócito apresentou volume 
citoplasmático aumentado em relação ao AC, 
mas ainda ocorreram vesículas corticais na 
periferia. A vesícula germinativa estava na 
posição central ou migrada. O citoplasma se 
apresentava preenchido por vesículas de vitelo 
proteico.  

Vitelogênico com vesícula 
germinativa migrada e não 

ovulada (GVBD) 
Diâmetro: 784,3 ± 29,4µm 

Figura 1D 

Estes ovócitos apresentavam o citoplasma 
preenchido por grânulos de vitelo com aspecto 
desorganizado e fundidas umas às outras. Na 
periferia celular se encontrava uma fina camada 
de alvéolos corticais e a vesícula germinativa 
rompida. 

Folículo pós-ovulatório 
(PO) 

Figura 1E 
 

Estrutura remanescente nos ovários, formada 
pelas camadas foliculares e teca, após a 
ovulação. Estas estruturas eram enoveladas com 
formato diverso e irregular. 

Atrésico (AT) 
Diâmetro: 345,6±26,4 µm 

Figura 1F 

Todas as fases do desenvolvimento ovocitário 
apresentaram células em atresia, porém estes 
foram predominantemente encontrados na fase 
vitelogênica. Estas células apresentavam 
contorno disforme e irregular e estrutura interna 
desorganizada. 
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Figura 1. Fotomicrografias de secções histológicas de ovário de Leporinus friderici 
submetidos à indução hormonal. A: Pré-vitelogênico (PV); B: Alvéolo cortical (AC); C: 
Vitelogênico completo (VC); D: Vitelogênico com vesícula germinativa migrada e não 
ovulada (GVBD); E: Folículo pós-ovulatório (PO); F: Atrésico (AT). Destacados: núcleo 
(N); nucléolos (Nu); alvéolos corticais (seta espessa); vesícula germinativa rompida na 
periferia da célula (Vg); estrutura remanescente formada pelas camadas foliculares e 
teca (setas delgadas); células em atresia (At). 
 

A análise descritiva da densidade de volume dos ovócitos do 

experimento 1 está representada pela Figura 2. Os valores médios de GVBD 

foram significativamente superiores (p<0,05) em matrizes induzidas com doses 

convencionais de EC (~69%), em relação as matrizes induzidas com doses 

reduzidas (~9%). No entanto, os valores médios de PV, AC, VC e TI foram 
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significativamente menores (~7 e ~5%; ~1 e ~9%; 27 e 33%; 4 e 6%, doses 

convencionais e reduzidas, respectivamente) (p<0,05). 

  
Figura 2. Frequência de ovócitos (%) de L friderici submetidos a duas concentrações de 
extrato bruto de hipófise de carpa (EC). Doses convencionais (0,5 e 5,5mg.Kg-1, intervalo 
de 12 horas); e doses reduzidas (0,5 e 1,0mg.Kg-1, intervalo de 6 horas). PV - Pré-
vitelogênico; AC - Alvéolo Cortical; VC - Vitelogênico completo; GVBD - Vitelogênico com 
vesícula germinativa migrada e não ovulada; PO - Folículo pós-ovulatório; AT - Atrésico; e 
TI - tecido intersticial. Asteriscos indicam diferença estatistica (p < 0,05). 
 

No experimento 2, o mesmo perfil de frequência de densidade de 

volume de AC, VC e PO foi observado em matrizes induzidas com mGnRHa + 

MET, em dose convencional e doses reduzidas, respectivamente (Figura 3) 

(p>0,05). Os valores médios de PV e GVBD foram significativamente 

superiores (~16 e ~11%; e ~66 e ~60%, em dose convencional e doses 

reduzidas, respectivamente) (p<0,05). No entanto, os valores médios AT e TI 

foram significativamente menores (~4 e ~8%; e ~3 e ~9%, doses convencionais 

e reduzidas, respectivamente) (p<0,05). 
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Figura 3. Frequência de ovócitos (%) de L friderici submetidos a duas concentrações de 
hormônio liberador de gonadotropinas análogo de mamíferos associado com 
metaclopramida (mGnRHa + MET). Dose convencional (40µg de mGnRHa + 20mg de 
MET, dose única); e doses reduzidas (4µg e 2mg; e 8µg e 4mg de mGnRHa + MET, 
intervalo entre doses de 6 horas). PV - Pré-vitelogênico; AC - Alvéolo Cortical; VC - 
Vitelogênico completo; GVBD - Vitelogênico com vesícula germinativa migrada e não 
ovulada; PO - Folículo pós-ovulatório; AT - Atrésico; e TI - tecido intersticial. Asteriscos 
indicam diferença estatistica (p < 0,05). 

 
4. DISCUSSÃO 
 

Neste estudo analisamos os efeitos das doses convencionais (doses 

usualmente aplicadas em espécies reofílicas) e doses relativamente baixas 

(doses reduzidas) em matrizes aptas de L. friderici, induzidas com EC e 

mGnRHa + MET, sobre o processo de maturação final, ovulação e 

desempenho reprodutivo. As doses convencionais de EC aqui testadas não 

permitiram obtenção de progênie viável. Por outro lado, doses não usuais, 

relativamente baixas de EC, foram adequadas para a espécie. Em relação às 

doses de mGnRHa + MET, tanto a dose convencional quanto as doses 

reduzidas não propiciaram a obtenção de embriões viáveis, apesar de 

promoverem a ovulação. 

Analisando as doses convencionais de EC, as quais resultam em 

embriões viáveis na maioria das espécies reofílicas brasileiras, observamos 

que para o L. friderici estas se associaram com elevada mortalidade de 
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embriões, apesar de terem sido satisfatórias para o processo de ovulação. 

Possivelmente, a intensidade na secreção de hormônios em respostas a doses 

convencionais de EC no L. friderici tenha provocado a mortalidade de embriões 

desta espécie. Neste cenário, já foi demonstrado que hormônios reprodutivos 

do plasma materno são transferidos aos ovos (Brown e Berna 1989; Schreck et 

al., 1991; Hwang et al., 1992; Mylonas et al., 1994), os quais, desbalanceados, 

são potenciais causadores de mortalidade de embriões em peixes. Há relatos 

de níveis de E2 e MIS superiores em ovos não viáveis em relação a ovos 

viáveis (Feist et al.,1990). Dessa forma, é possível que alguma alteração no 

balanço desses hormônios tenha ocorrido em resposta a doses convencionais, 

alterando a transferência fisiológica materna desses hormônios aos ovos, 

causando sua morte. 

Da mesma forma, as doses convencionais de EC e as doses 

convencionais e reduzidas de mGnRHa + MET podem ter prejudicado o 

desenvolvimento do embrião. Um dos fatores que podem ter causado 

mortalidade embrionária é a elevada estimulação da hipófise pelo GnRH 

sintético (Billard et al., 1984; Crim e Glebe, 1984; Mylonas et al., 1992;Taranger 

et al., 1992; Haraldsson et al., 1993; Gillet et al., 1996; Olito et al., 2001; 

revisão em Zoar e Mylonas, 2001) e consequente transferência para os 

ovócitos. Sabidamente as formas sintéticas de GnRH possuem maior 

resistência contra a degradação enzimática e podem, neste estudo, ter 

provocado uma liberação mais intensa e prolongada de GtH (revisão em Zoar e 

Mylonas, 2001), causando efeitos deletérios, como baixa fertilidade, baixa 

eclosão e redução da qualidade dos ovos (Mylonas et al., 1992). Esses efeitos 

deletérios podem ser potencializados pela “dessensibilização” ou “baixa-
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regulação” de sítios de ligação do receptor de GnRH de alta afinidade (Peter e 

Yu, 1997). 

Ainda em relação à indução de L. friderici por mGnRHa + MET, 

observamos que tanto a dose convencional quanto as reduzidas não 

permitiram a produção de embriões viáveis. Dessa maneira, provavelmente a 

variação de aminoácido D-Ala6,Pro9NEt-mGnRH utilizado nesse experimento 

seja muito efetivo na secreção de GtH em L. friderici (como abordado 

anteriormente) e ambas as doses aqui testadas podem ter sido excessivas. 

Estudos sobre a atividade estrutural de GnRH análogos demonstraram que 

uma determinada variante e posição de aminoácidos desse peptídeo pode se 

sobressair na potência em relação a outro análogo, resultando em liberação 

mais acentuada de GtH (Murthy et al., 1994; Peter et al., 1995; Lovejoy et al., 

1995). Por exemplo, Habibi et al. (1992) demonstraram, a partir de fragmentos 

de pituitária de goldfish in vitro, que a presença do aminoácido triptofano na 

posição 7 do sGnRH nativo elevou a potência destes peptídeos na liberação de 

Lh. Assim sendo, são necessários estudos para encontrar uma dose suficiente 

que provoque a ovulação e que não seja tóxica para os embriões, 

possibilitando, desta forma, a comprovação da toxicidade no L. friderici a 

distintos tipos de hormônios, provocadas por doses elevadas de GnRH 

sintético. Informações sobre a toxicidade de matrizes, reprodutores e embriões 

de peixes migradores à GnRH sintético são incipientes, mas necessárias para 

padronizarmos a substituição do uso de EC por estas substâncias. 

Aparentemente, as espécies migradoras sul-americanas apresentam 

sensibilidade a doses de GnRH sintéticas, ou seja, são passíveis de sofrer 

ações deletérias com doses de GnRH, mesmo abaixo das doses convencionais 
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[(concentrações de: ~20 μg.kg-1 + 10 mg.kg-1 de MET em Rhandia quelen 

(Carneiro e Mikos, 2008); ~20 μg.kg-1 + 10 mg.kg-1 de domperidona em 

Colossoma macropomum (Acuña e Rangel, 2009); entre outros]. De forma 

contrária, as espécies do hemisfério norte respondem bem a doses 

convencionais, nas concentrações aqui aplicadas, e ainda apresentam 

embriões viáveis em doses mais concentradas [(GnRH sintético, com a 

variação D-Ala6,Pro9NEt]-mGnRH, resultou em embriões viáveis nas 

concentrações de: 100 μg.kg-1 em Oncorhynchus mykiss (Pankhurst e Tomas, 

1998); 70μg.kg-1 em Oncorhynchus keta (Park et al., 2007); 100 + 100 μg.kg-1 

em Salmo trutta caspius (Noori et al., 2010); 40 μg.kg-1 + 20 mg.kg-1 de MET 

em Thymallus thymallus (Szmyt et al., 2012); entre outros]. Desta forma, a 

mortalidade embrionária possivelmente ocorre em menor intensidade em 

espécies de regiões temperadas, tratadas com doses elevadas, comparada as 

nossas espécies, que podem facilmente provocar a morte, às vezes, em 100% 

dos embriões. 

Em se tratando de reprodução induzida, o tempo estimado para a 

ovulação a partir do momento da indução (período de latência) é essencial para 

o planejamento da desova, seja para a pesquisa como para produção. 

Analisando o período de latência observamos associação das doses reduzidas 

com período de latência menor, com EC e mGnRHa + MET. No entanto, não 

houve associação do menor período de latência com obtenção de embriões 

viáveis no tratamento com mGnRHa + MET. Ressaltamos também que o tempo 

de resposta da ovulação de 153,5 ± 6,6 horas-grau com doses reduzidas de 

EC foi relativamente menor no L. friderici em relação aos obtidos em espécies 

congêneres [200-220 horas-grau para o L. piau (Sampaio e Sato, 2009), 202 
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horas-grau para o L. macrocephalus (Reynalte-Tataje et al., 2013) e 200-300 

horas-grau para o L. elongatus (Sato et al., 2000)]. Estas observações apontam 

para intensas particularidades em espécies nativas de mesmo gênero, que por 

sua vez mostram a necessidade de mais estudos específicos e aprofundados 

para evoluções práticas e teóricas neste tema. 

No experimento com mGnRHa + MET observamos que a dose 

convencional causou período de latência maior em relação as doses reduzidas. 

Neste contexto, Levavi-Sivan et al. (2004) demonstraram que a injeção de 

mGnRHa resulta em elevação mais duradoura de Lh no plasma se comparado 

à injeção de sGnRHa, em Perca prateada (Bidyanus bidyanus). Ainda de 

acordo com estes autores, a elevação mais intensa provocada por mGnRHa 

resultou em redução da fecundidade. Assim, é possível que a depuração 

metabólica mais lenta do mGnRHa + MET, ou dos hormônios “downstream” no 

eixo como o Lh (Goren et al., 1990, Levavi-Sivan et al., 2004), estejam 

envolvidos na morte dos embriões e no maior tempo de latência observados 

nas doses convencionais.  

Por meio das analises estereológicas, verificamos que as doses 

convencionais de EC resultaram em grande porcentagem de ovócitos GVDB 

aderidos aos ovários, em relação às doses reduzidas. Esses dados são 

reflexos do número de fêmeas que não desovaram, assim como relatado por 

Hainfellner et al. (2012) e Criscuolo-Urbinati et al. (2012). Observamos também 

maior porcentagem de PV, AC e VC com doses reduzidas de EC. Esses dados 

demonstram a eficiência da dose reduzida de EC, visto que menos de 10% de 

GVBD ficou retido nos ovários, o que acabou resultando em percentuais 
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maiores das fases anteriores pelo maior volume destes em comparação com 

os PO.  

Com relação às analises estereológicas dos peixes tratados com 

mGnRHa + MET verificamos a ocorrência de elevado percentual de ovócitos 

GVDB aderidos aos ovários em ambas os tratamentos. Observamos percentual 

superior de GVDB nos ovários do tratamento com doses convencionais, e 

paralelamente percentuais superiores de AT com doses reduzidas. Dessa 

forma, podemos sugerir que tanto as doses convencionais quanto as doses 

reduzidas culminaram em falhas reprodutivas na maturação final e ovulação, 

prejudicando a obtenção de embriões viáveis.  

Concluindo, esse estudo demonstrou que o L. friderici induzidos com 

doses convencionais de EC e convencionais e reduzidas de mGnRHa + MET 

ocasionaram vários problemas reprodutivos, prejudicando a viabilidade dos 

embriões. Por outro lado, doses reduzidas de EC foram promissoras na 

obtenção de embriões viáveis no L. friderici com baixa presença de GVBD 

aderidos aos ovários. É possível que a espécie apresente elevada toxicidade 

aos protocolos empregados. As razões para este comportamento devem ser 

mais bem exploradas em futuras abordagens, pois tem implicações diretas na 

produção de alevinos desta espécie e podem ajudar a mitigar problemas 

similares encontrados com outras espécies de peixes migradores produzidos 

em cativeiro. 
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Efeito de duas temperaturas (25 e 29ºC) na 
diferenciação gonadal de piau-três-pintas, 
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RESUMO 
 

O objetivo deste estudo foi investigar o início da diferenciação gonadal 

de L. friderici expostos a 25 e 29ºC, por 190 dias em sistema de recirculação 

de água, e avaliar a influência dessas temperaturas sobre o processo de 

diferenciação gonadal e proporção sexual. Para isso, foram amostrados 

aleatoriamente cinco peixes, 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 e 240 

dias após eclosão (DAE), de cada tratamento. A diferenciação gonadal se 

iniciou com o sexo feminino, aos 150 DAE (11,4cm e 16,4g) a 25ºC e aos 170 

DAE (10,7 ± 0,7cm e 27,7 ± 8,5g) aos 29ºC. A diferenciação em testículo teve 

inicio aos 190 DAE a 29ºC (38,0g e 14,5cm), no entanto, ao longo do período 

experimental não foi observada diferenciação em testículo a 25ºC. De um total 

de 50 animais amostrados por tratamento, ao longo de todo o período 

experimental, o número de animais diferenciados foi de 17 (12 fêmeas e 5 

machos) e 3 (3 fêmeas) a 29ºC e 25ºC, respectivamente. Após a diferenciação 

(190-240 DAE), as médias de peso corporal (P) e comprimento padrão (CP) 

foram predominantemente superiores a 29ºC (P>0,05). O desenvolvimento 

gonadal de L. friderici se mostrou semelhante ao das espécies gonocorísticas 

“diferenciadas”. Concluímos que a temperatura mais elevada (29ºC) influenciou 

no aumento de P e CP, intensificou a diferenciação gonadal e foi mais eficiente 

na obtenção de um maior número de fêmeas. Desta maneira, a produção de 

fêmeas, que é o gênero de maior interesse econômico, possivelmente pode ser 

obtida em maior proporção com a incubação à temperatura de 29ºC, próximo 

aos 190 DAE, uma vez que a espécie apresentou 100% de sobrevivência e 

melhores médias de CP e P, nessas condições. 

Palavras chave: determinação sexual, gônadas, fêmeas, peixe, temperatura.  
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ABSTRACT 
 

The objective of this study was to investigate the onset of gonadal 

differentiation L. friderici reared at 25 and 29ºC for 190 days in water 

recirculation system, and evaluate the influence of these temperatures on the 

process of gonadal differentiation and sex ratio. For this, five fish were randomly 

sampled at 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 and 240 days after 

hatching (DAE) of each treatment. The gonadal differentiation started within 

females, at 150 DAE (11.4cm and 16.4g) at 25°C and 170 DAE (10.7 ± 0.7 cm 

and 27.7 ± 8.5 g) to 29ºC. Testicle differentiation started at 190 DAE at 29°C 

(38.0g and 14.5cm), however, although no testicular differentiation was 

observed at 25°C. From a total of 50 fishes sampled in each treatment, the 

number of different animals was 17 (12 females and 5 males) and 3 (3 females) 

at 29°C and 25°C respectively. After differentiation (190-240 DAE), the average 

weight (P) and standard length (CP) were predominantly higher than 29ºC 

(P>0.05). The gonadal development L. friderici was similar to that of 

gonochoristic species "differentiated". We concluded that higher temperature 

(29°C) increased P and CP, intensified gonadal differentiation and was more 

efficient in obtaining an increased number of females. Thus, the production of 

females, in which better economic interest, may be obtained in larger 

proportions after the incubation at 29°C, close to the 190 DAE, since the 

species showed 100% survival and better medium CP and P, in these 

conditions. 

 
Key words: sex determination, gonads, females, fish, temperature. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

O L. friderici é uma espécie reofílica (Nomura, 1970; Godoy, 1975) que 

apresenta fecundação externa, com período reprodutivo de novembro a 

fevereiro (Garavello, 1979). A espécie apresenta qualidade de carne elevada e 

aceitação para pesca esportiva (Andrade e Vidal, 1991). No entanto, o L. 

friderici está presente em rios que sofrem represamento (Agostinho et al., 1997; 

Durães et al., 2001; Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006), prejudicando sua 

reprodução e consequentemente os estoques naturais. Observações a campo 

mostram que esta é uma espécie presente tanto em rios que sofrem 

represamento quanto em ambientes degradados, figurando entre as espécies 

mais importantes para a pesca local (Agostinho et al., 1997; Durães et al., 

2001; Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006). Desta forma, em grande parte do 

território nacional, existe a procura de alevinos de L. friderici para aquicultura e 

programas de repovoamento (Suplicy, 2007), no entanto, de acordo com os 

últimos registros datados do ano de 2005, o Brasil produz pouco mais de 5 

milhões de alevinos de L. friderici tentando suprir todos os nichos de mercado 

(Suplicy, 2007).  

Desta maneira, uma alternativa para potencializar a produtividade da 

espécie é a formação de populações monosexo, amplamente utilizada em 

sistemas de produção de peixes, pois direciona a diferenciação para o gênero 

que proporciona alguma vantagem zootécnica, normalmente para aquele que 

apresente as melhores taxas de crescimento (Devlin e Nagahama, 2002). 

Desta forma, o controle dos processos que determinam o sexo pode alavancar 

a produtividade para o gênero que apresenta as características morfológicas de 

interesse econômico (Devlin e Nagahama, 2002). Em peixes, a expressão do 
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sexo depende de dois eventos: da determinação sexual, que são os processos 

e variáveis que influenciam a diferenciação sexual, podendo ser genéticos ou 

ambientais; e da diferenciação sexual, que indica a realização física destes 

eventos, em termos de desenvolvimento dos ovários ou testículos (revisão em 

Shen e Wang, 2014). Sabe-se que a determinação do sexo em peixes é um 

processo muito flexível e sujeita a alteração por fatores externos (Devlin e 

Nagahama, 2002).  

Os fatores ambientais têm forte influência sobre o processo de 

diferenciação sexual, sendo a temperatura da água um desses fatores 

(Baroiller et al., 1999). Na maioria das espécies de peixes termossensíveis, a 

proporção do sexo masculino aumenta com a elevação da temperatura da 

água, por outro lado, temperaturas mais baixas induzem o desenvolvimento 

dos ovários (revisto por Baroiller et al., 1999). A temperatura interfere na 

esteroidogênese das gônadas, principalmente através da modulação da 

expressão do gene cyp19a1a (Strüssmann e Nakamura, 2002). Este gene 

codifica um polipeptídio e expressa uma proteína, a enzima aromatase, enzima 

chave na conversão de andrógenos em estrógenos (Simpson et al.,1994). 

Nos peixes, em geral, os hormônios esteroides desempenham um papel 

crucial na regulação do processo de diferenciação sexual (Baroiller e Guiguen 

2001). Em peixes, os esteroides sexuais são sintetizados principalmente por 

células somáticas das gônadas, ou seja, células foliculares e da teca nos 

ovários, e, células de Leydig nos testículos (Fostier et al., 1983; Guraya, 2001). 

A testosterona (T) não está diretamente envolvida nos mecanismos de 

diferenciação sexual, mas participa como precursor do 17β-estradiol (E2) 

(Nakamura et al., 1998; Baroiller et al., 1999). O andrógeno 11-
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Ketotestosterone (11-KT) é o principal responsável na regulação do 

desenvolvimento testicular. O E2 induz e mantem o desenvolvimento ovariano 

(Devlin e Nagahama, 2002). De acordo com Bogart (1987) e Baroiller et al. 

(1999), o excesso de 11-KT induz a diferenciação masculina, enquanto o 

excesso de E2 induz a diferenciação feminina. Essa constatação tem sido 

observada em várias espécies de teleósteos (Rougeot et al., 2007). 

Outro mecanismo responsável pela determinação sexual é o genético. 

Os genes que determinam o sexo podem se apresentar espalhados por todo o 

genoma (cromossomos autossomos, presentes em sistema monogênico) ou 

em sua maioria concentrada em um par de cromossomos (cromossomos 

sexuais, presentes em sistema poligênico) (Piferrer, 2001; Devlin e Nagahama, 

2002). Estudiosos sugerem que o dmy seja o principal gene determinante do 

sexo masculino, equivalente ao gene sry de mamíferos (Sheng e Wang, 2014). 

Os autores anteriormente mencionados sugerem também que, durante o 

período de determinação do sexo, o nível de expressão do gene dmy é crítico 

para a sua função, uma vez que os mutantes que não expressam este gene 

não se diferenciam em machos, e se desenvolvem como fêmeas invertidas 

(XY) (Sheng e Wang, 2014). 

Em suma, a demanda de informações para criação de L. friderici é 

crescente, principalmente por figurar entre as espécies mais recorrentes na 

pesca comercial e de subsistência (Vaz et al., 2000). Nesta espécie, 

sabidamente as fêmeas apresentam taxas de crescimento superiores à dos 

machos (Rêgo, 2008; Lopes et al., 2000), fator este que pode ser empregado 

na produção de populações monosexo em ambiente controlado. Segundo os 

dados do Departamento de Águas e Energia Elétrica (DAEE, 1984), as 
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variações de temperaturas apresentadas nas águas do rio Sapucaí mirim - 

Grande estão na faixa de 22 a 29ºC. Assim, uma vez que a produção de 

populações monosexo feminino pode ajudar a aumentar a produtividade da 

espécie, tivemos como objetivo neste estudo determinar o início da 

diferenciação gonadal de L. friderici expostos a 25 e 29ºC (dos 50 até os 240 

dias após eclosão), dentro da faixa de temperatura encontrada em ambiente 

natural, e avaliar a influência dessas temperaturas nas taxas de comprimento 

padrão (CP), peso corporal (P), sobrevivência e proporção sexual. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1 Origem dos animais 
 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Reprodução de Peixes 

no Centro de Aquicultura da Unesp - CAUNESP - da Universidade Estadual 

Paulista, campus de Jaboticabal, durante o período de fevereiro a agosto de 

2014. Alevinos de 50 dias após a eclosão (DAE) foram obtidos da reprodução 

induzida, no periodo de dezembro de 2013, de matrizes selvagens capturadas 

no rio Sapucaí Mirim, previamente domesticadas. Para a obtenção desses 

alevinos, matrizes e reprodutores selvagens foram capturados no rio Sapucaí 

Mirim e transferidos ao CAUNESP para domesticação por um periodo de 2 

anos. Essas matrizes e reprodutores fazem parte de um projeto de 

repovoamento de peixes do rio Sapucaí Mirim, impactadas por barreiras físicas 

(construção de barragens) visando à produção de energia elétrica. Dessa 

forma, a soltura de alevinos provenientes de cruzamentos dirigidos, viabilizado 

pela marcação e análise genética de cada reprodutor e matriz, possibilita a 

preservação da variabilidade genética dos peixes coletados na natureza. 

2.2 Larvicultura 
 

Após a obtenção da desova em sistema semi-natural, aproximadamente 

2000 ovos (pool de oito fêmeas) foram transferidos para cada incubadora 

cônica tipo funil de 120L (n = 6). Após a eclosão, as larvas foram mantidas por 

um periodo de 15 dias nas incubadoras, alimentadas quatro vezes ao dia 

(08:00; 11:00; 14:00 e 17:00 horas), como segue: 1º ao 4º dias: 50 náuplios de 

Artemia / larva / dia (BioArtemia. Ltda, RN, Brasil.); 5º ao 8º dias: 100 náuplios / 

larva / dia; 9º ao 10º dias: 150 náuplios / larva / dia; 10º ao 15º dias: 300 

náuplios / larva / dia. A dieta, do 1º ao 15º dia, foi suplementada com ração 
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comercial em pó (40,0% PB) até a saciedade e com “solução de ovos de 

galinha” duas vezes ao dia. A “solução de ovos de galinha” elaborada para 

aproximadamente 200 mil larvas, constitui-se de um ovo inteiro, batido em 

água em ponto de ebulição seguido de choque termico com água fria (de 

acordo com protoclo proposto por Amaral Júnior, 2007). Esse tipo de alimento 

foi fornecido em função do tamanho reduzido da boca do L. friderici. Larvas 

mortas e restos de alimento foram removidos diariamente. 

No 16º dia após a eclosão (DAE), as larvas foram transferidas para 

viveiros escavados (~200m3) do CAUNESP onde foram mantidas até o 50o 

DAE. Os viveiros foram adubados e manejados para larvicultura de espécies 

nativas (Graeff et al., 2008). As larvas foram arraçoadas até a saciedade, sete 

dias na semana, em duas porções ao longo do dia (9:30 e 16:30 horas), com 

ração comercial farelada para peixes onívoros (composição: 10,0% de teor de 

umidade; 55,0% de proteína bruta, 7,0% de extrato etéreo, 2,8% de fibra, 4,2% 

de Cálcio, 1,5% de fósforo). 

2.3 Delineamento experimental 
 

Cento e dez peixes de 50DAE (comprimento padrão médio = 6,7 ± 0,1 

cm e peso total médio = 6,1 ± 0,3 g) foram distribuidos igualmente e 

aleatoriamente em 10 caixas (11 peixes por caixa / 5 caixas por tratamento) 

resultando em uma densidade de ~0,75 g / L. Os tratamentos (um a 

temperatura de 25 ºC e o outro a 29 ºC) foram constituídos por dois sistemas 

independentes de recirculação de água, compostos por filtros biológicos e 

bombas de calor com controladores digitais. As bombas de calor permitiram 

manter a temperatura constante através de um painel digital o qual era 

monitorado diariamente. Como unidades experimentais foram utilizadas caixas 
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pretas de polipropileno, com formato retangular, preenchidas com 90L de água. 

Cada caixa com capacidade para ~140L possuia dimensões internas de 71,0 x 

51,0 x 39,0 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente).  

Durante o período experimental, os peixes foram alimentados com ração 

comercial extrusada (composição: 10% de teor de umidade; 38% de proteína 

bruta; 7,5% de extrato etéreo; 5% de fibra; 3% de Cálcio; 1,45% de fósforo) 

fornecida até a saciedade, quatro vezes ao dia. Uma vez ao dia foi realizado a 

sifonagem dos restos de ração e fezes e quatro vezes ao dia (9:00; 12:00, 

15:00 e 18:00 horas) o sistema de retrolavagem dos filtros biológicos foram 

acionados para limpeza. O fluxo de água e a oxigenação foram controlados por 

meio de torneiras e pedras porosas em todas as caixas. Os peixes foram 

mantidos em condições de fotoperíodo natural no CAUNESP (21º15’17” S e 

48º19’20” W). 

2.4 Parâmetros de qualidade da água 
 

Os parâmetros da qualidade da água foram aferidos para as cinco 

caixas de cada tratamento. Para isso, o oxímetro HI9146-10 (Hanna 

Instruments – Resolução: 0,01mg/L) foi utilizado para mensuração do oxigênio 

dissolvido (diariamente); o medidor de pH HI98172 (Hanna Instrument - 

Acurácia: ± 0,1 pH) para pH (semanalmente); e um condutivímetro HI98311 

(Hanna Instruments – acurácia de 0,1µS/cm para condutividade e de 0,15ºC 

para temperatura) para mensuração da condutividade (semanalmente) e 

temperatura (duas vezes ao dia).  

2.5 Biometrias e preparos histológicos 
 

Para determinar o início da diferenciação gonadal e avaliar se existe 

influência da temperatura na diferenciação foram amostrados aleatoriamente 

cinco peixes, de cada tratamento, nos períodos de 50, 70, 90, 110, 130, 150, 
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170, 190, 210 e 240 dias após eclosão (DAE). Biometrias foram realizadas 

determinando o peso total individual (g) e comprimento padrão (cm). Após a 

biometria, os peixes foram eutanasiados com uma dose letal de benzocaína 

(etil-aminobenzoato), na proporção de 0,05g (diluída em 7,5mL de álcool 

96,0ºGL) para 1L de água. As gônadas foram retiradas e fixadas em solução 

de Karnovsky. Em seguida, foram lavadas em álcool etílico 70% e submetidas 

às técnicas de rotina de inclusão em glicol metacrilato (Leica historesin 

embedding kit, Leica Microsystems, Nussloch, DE). Posteriormente, foram 

realizados cortes de 3 µm de espessura em micrótomo rotativo Leica RM2245 

(Leica Microsystems, Heerbrugg, Suíça). Os cortes foram alocados em lâmina, 

corados com Hematoxilina e Eosina (HE), montados com lamínulas e cobertos 

com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Após esse processo, as secções 

histologicas foram observadas sob um microscópico binocular Leica DM4000 

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), equipado com uma câmera Leica 

DFC310 FX. As capturas de imagens foram realizadas com o auxilio do 

software Leica LAS v4.3.0 (Leica Microsystems). 

2.6 Diferenciação sexual 
 
A diferenciação sexual foi avaliada para cada indivíduo, por um único 

observador, sem a informação dos tratamentos. Para a caracterização do sexo 

foram adotados os seguintes critérios: nos machos, presença de cistos de 

espermatogônias e espermatócitos, e nas fêmeas, presença de ovócitos em 

crescimento primário. Os efeitos das temperaturas da água na diferenciação 

foram estimados considerando as proporções sexuais nos dois tratamentos. 

2.7 Certificação do trabalho 
 

Esse trabalho foi certificado, e documentado com número de protocolo 
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019375/13, por estar de acordo com os princípios éticos na experimentação 

animal. A certificação foi adotada pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissão de Ética no Uso 

de Animais (CEUA), da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita 

Filho” de Jaboticabal, SP. 

2.8 Análise dos resultados 
 
A análise estatística foi realizada utilizando o programa de computador 

STATISTICA 7.0 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Os pressupostos como a 

normalidade e homoscedasticidade foram testados. Para as variáveis 

comprimento padrão e peso corporal as diferenças estatísticas foram 

determinadas através da análise de variância (ANOVA one way) seguido do 

teste de Tukey HSD. Os testes foram realizados com o nível de significância de 

α=0,05, com os dados expressos por média seguida do erro padrão (média ± 

EP). 
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3. RESULTADOS 
 
3.1 Parâmetros de qualidade da água. 

 
Os valores médios dos parâmetros de qualidade da água foram: 

tratamento a 25ºC: 25,0 ± 0,2ºC de temperatura; 7,3 ± 0,2 de pH; 7,8 ± 0,2mg/L 

de oxigênio dissolvido; 101,7 ± 4,6µS.cm de condutividade da água. 

Tratamento a 29ºC: 29,0 ± 0,2ºC de temperatura; 7,7 ± 0,2 de pH; 7,3 ± 

0,2mg/L de oxigênio dissolvido; 108,3 ± 4,3µS.cm de condutividade da água. 

3.2 Dados biométricos 
 

Durante o período experimental não foram constatadas mortalidades em 

ambos os tratamentos. Os valores médios iniciais (aos 50 DAE) foram de 6,0 ± 

0,4g e 6,6 ± 0,2cm, nos peixes mantidos a 25ºC, e 6,2 ± 0,5g e 6,7 ± 0,2cm, 

nos mantidos a 29ºC (Figura 1A-B e 2). Os perfis da distribuição de P e CP em 

ambos os tratamentos foram similares até os 170 DAE (Figura 1). Aos 190 DAE 

observamos médias superiores de P e CP em peixes mantidos a 29ºC em 

relação aos peixes mantidos a 25ºC, com valores médios de P de 47,5 ± 8,0g e 

21,8 ± 2,3g; e valores médios de CP de 13,1 ± 0,4cm e 10,2 ± 0,4cm, nos 

tratamentos de 29 e 25ºC, respectivamente (P < 0,05). Posteriormente aos 190 

DAE, os valores médios de P e CP do tratamento de 29oC se mantiveram 

superiores aos do tratamento de 25oC (P < 0,05) (Figura 1 e 2).  
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Figura 1. Valores médios de: A- peso (g); e B- comprimento padrão (cm) ( ± EP) dos L. friderici 
jovens mantidos em duas temperaturas de água (25ºC e 29ºC). Letras maiúsculas indicam 
diferenças entre os tratamentos (P < 0,05) e minúsculas ao longo do período experimental no 
mesmo tratamento (P < 0,05). 
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Figura 2. Representação das características externas de L. friderici, mantidos em caixas de 
água em temperaturas controladas a 29 e 25ºC, dos 50 aos 240 dias após eclosão (DAE). 
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3.3 Análise macro e microscópica das gônadas 
 
3.3.1 Diferenciação gonadal 

 
No L. friderici a diferenciação das gônadas foi diretamente de gônada 

indiferenciada para ovário ou testículo. As fêmeas de ambos os tratamentos 

não atingiram maturidade sexual durante o período experimental. No entanto, 

os machos mantidos a 29ºC, apesar de se diferenciarem mais tardiamente, já 

apresentavam em processo de espermiogênese. O padrão estrutural, descrito 

abaixo, foi encontrado para a diferenciação ovariana (a 25 e 29ºC) e testicular 

(apenas a 29ºC): 

3.3.2 Diferenciação ovariana  
 

Macroscopicamente, durante o período de diferenciação ovariana, os 

ovários de L. friderici, localizados longitudinalmente na região dorsal da 

cavidade celomática e paralelamente a bexiga natatória, apresentaram-se 

como órgãos pares, alongados, levemente achatados e translúcidos. As 

gônadas estavam aderidas à parede dorsal da cavidade pelo mesovário, uma 

membrana delgada de tecido conjuntivo. Com o desenvolvimento do ovário a 

região anterior ficou mais espessa se destacando da posterior. A tonalidade do 

tecido gonadal foi mudando de translucido para um tom levemente marrom-

acinzentado e opaco. No final do período experimental foi possível observar 

vasos sanguíneos ao longo de todo o tecido gonadal. 

3.3.3 Diferenciação testicular  
 

Macroscopicamente, durante o período de diferenciação testicular, os 

testículos de L. friderici, localizados longitudinalmente na região dorsal da 

cavidade celomática e paralelamente a bexiga natatória, apresentaram-se 

como órgãos pares, alongados, levemente cilíndricos e translúcidos. As 

gônadas estavam aderidas à parede dorsal da cavidade pelo mesórquio, uma 
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membrana delgada de tecido conjuntivo. Com o desenvolvimento do testículo a 

região anterior ficou mais cilíndrica se destacando da posterior. A tonalidade do 

tecido gonadal foi mudando de translucido para um tom levemente marrom-

acinzentado e opaco. No final do período experimental foi possível observar 

vasos sanguíneos ao longo de todo o tecido gonadal. 

3.4 Evolução da diferenciação sexual 
 

Dos 50 DAE aos 150 DAE foram observadas apenas células 

germinativas primordiais (PGCs) e células somáticas, ao longo do eixo 

longitudinal das gônadas indiferenciadas, em ambos os tratamentos (25 e 

29ºC). Neste período, as PGCs permaneceram quiescentes e as gônadas 

continuaram indiferenciadas em ambos os tratamentos (Figura 3AB). Nesse 

período, foi visualizado apenas o espessamento do estroma das gônadas 

indiferenciadas e o aumentando em números das PGCs e das células 

somáticas. As PGCs apresentaram cromatina frouxa com ocorrência de 

nucléolos. A partir dos 150 DAE foram observados ovários, evidenciado por 

inúmeros ovócitos em crescimento primário (Figura 3CD). Por fim, a partir dos 

190 DAE, apenas no tratamento a 29ºC, foram observados testículos, 

evidenciado por espermatogônias, espermatócitos e espermátides (Figura 

3EF). 

Os resultados das análises histológicas mostrando a proporção sexual 

ao longo do tempo estão representados na Tabela 1. 

 

 



71 
 

 
Figura 3. Fotomicrografia da secção longitudinal do tecido gonadal de L. friderici. A-B: gônada 
indiferenciada com 150 dias após a eclosão; C-D: ovário diferenciado em animal mantido a 
temperatura controlada de 29ºC; E-F: testículo diferenciado em animal mantido a temperatura 
controlada de 29ºC. Em destaque: quadrado – delimitação da região ampliada ao lado direito; 
asteriscos - célula germinativa primordial; cabeça de seta – “nucléolos”; ocp - ovócitos em 
crescimento primário; sg – espermatogônia; sc- espermatócitos. Coloração com HE. 
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Tabela 1. Relação do número de indivíduos por gênero (indiferenciado, fêmeas 
e machos), peso (g) e comprimento padrão (cm) dos animais coletados dos 50 
aos 240 dias após-eclosão (DAE), em 25 e 29ºC. 

DAE Gênero Temperatura 25ºC Temperatura 29ºC 
n P (g) CP (cm) n P (g) CP (cm) 

50 
Indif 5 6,0 ± 0,4 6,6 ± 0,2 5 6,2 ± 0,5 6,7 ± 0,2 

Fêmeas 0 - - 0 - - 
Machos 0 - - 0 - - 

70 
Indif 5 6,7 ± 0,6 7,1 ± 0,2 5 8,5 ± 0,6 7,6 ± 0,1 

Fêmeas 0 - - 0 - - 
Machos 0 - - 0 - - 

90 
Indif 5 10,9 ± 1,2 7,9 ± 0,3 5 8,8 ± 0,6 7,5 ± 0,3 

Fêmeas 0 - - 0 - - 
Machos 0 - - 0 - - 

110 
Indif 5 17,8 ± 1,0 9,0 ± 0,2 5 12,7 ± 1,4 8,3 ± 0,3 

Fêmeas 0 - - 0 - - 
Machos 0 - - 0 - - 

130 
Indif 5 15,1 ± 1,2 8,8 ± 0,1 5 16,8 ± 2,3 9,4 ± 0,4 

Fêmeas 0 - - 0 - - 
Machos 0 - - 0 - - 

150 
Indif 4 20,6 ± 1,8 12,1 ± 0,4 5 29,9 ± 3,7 13,3 ± 0,5 

Fêmeas 1 16,4 ± 0,0 11,4 ± 0,0 0 - - 
Machos 0 - - 0 - - 

170 
Indif 5 25,7 ± 2,3 10,5 ± 0,2 3 23,9 ± 0,7 10,7 ± 0,2 

Fêmeas 0 - - 2 27,6 ± 8,5 10,7 ± 0,7 
Machos 0 - - 0 - - 

190 
Indif 5 21,8 ± 2,3 10,,2 ± 0,4 0     

Fêmeas 0 - - 4 49,8 ± 4,7 13,3 ± 0,3 
Machos 0 - - 1 38,0 ± 0,0 12,1 ± 0,0 

210 
Indif 5 27,7 ± 5,0 10,7 ± 0,5 0     

Fêmeas 0 - - 3 42,5 ± 13,5 12,4 ± 1,0 
Machos 0 - - 2 48,0 ± 8,6 13,1 ± 0,6 

240 
Indif 3 26,2 ± 1,3 11,0 ± 0,2 0    

Fêmeas 2 31,8 ± 8,0 11,4 ± 1,2 3 63,1 ± 17,3 13,9 ± 1,2 
Machos 0 - - 2 48,6 ± 1,6 13,9 ± 0,1 

Média 
Indif 47 17,4 ± 1,3 9,3 ± 0,3  33 14,7 ± 1,6 9,0 ± 0,4  

Fêmeas 3 26,6 ± 6,9 11,4 ± 0,7  12 47,6 ± 6,1 12,8 ± 0,5  
Machos 0 - - 5 46,3 ± 3,4  13,2 ± 0,4  

DAE - dias após-eclosão; n - numero amostral; P - peso; CP - comprimento padrão; Indif - 
indiferenciada; sombreado em cinza - início da diferenciação em fêmeas; sombreado em azul - 
início da diferenciação em machos. 
 

O processo de diferenciação no tratamento a 25ºC foi mais precoce (150 

DAE), porém menos intenso (apenas 3 animais) do que no tratamento a 29oC 

(Figura 4 e Tabela 1). 
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Figura 4. Evolução da diferenciação de L. friderici, mantidos em caixas de água em 
temperaturas controladas a 29 e 25ºC, dos 50 aos 240 dias após eclosão (DAE). 

 
Devido ao pequeno número de animais diferenciados no tratamento a 

25ºC não foi possível analisar estatisticamente a proporção sexual para 

comparação entre os tratamentos. Desta maneira, observamos ao longo de 

todo o período experimental a proporção de: 34% de fêmeas e 10% de 

machos, a 29ºC; e 6% de fêmeas e 0% de machos, a 25ºC. 
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4. DISCUSSÃO 
 

Neste estudo, determinamos em L. friderici expostos a 25 e 29ºC o início 

da diferenciação gonadal e avaliamos a influência dessas temperaturas nas 

taxas de comprimento padrão (CP), peso corporal (P), sobrevivência e 

proporção sexual. Durante o periodo experimental a sobrevivência foi de 100%, 

em ambos os tratamentos. O inicio da diferenciação ocorreu aparentemente 

mais precocemente a 25ºC (150 DAE) do que em 29ºC (170 DAE), com a 

diferenciação de fêmeas em ambos os tratamentos. A diferenciação em 

machos foi encontrada somente a 29ºC (190 DAE). O número de animais 

diferenciados foi de 17 e 3 respectivamente a 29ºC e a 25ºC. Entre os animais 

diferenciados, 12 e 3 se diferenciaram em fêmeas respectivamente a 29 e 

25ºC. A temperatura da água influenciou a média de P e CP, somente após a 

diferenciação a 29ºC (190-240 DAE), com excessão da média de P aos 210 

DAE, a qual se manteve similar nos dois tratamentos (P < 0,05). 

Observamos que o número de animais diferenciados foi maior a 29ºC 

comparado a 25ºC. Sabe-se que a temperatura mais alta (dentro do limite 

ótimo do animal) aumenta as taxas de crescimento e antecipa a maturação 

sexual em diversas espécies (Present e Conover, 1992; Billerbeck et al., 2000; 

Gotthard, 2001) e pode ser usada para este propósito no L. friderici, pois não 

causou mortalidade.  

Sabe-se que a diferenciação sexual em peixes é regulada por hormônios 

esteroides sexuais (Baroiller et al., 1999) e indiretamente por enzimas 

esteroidogênicas (Baroiller et al., 1999), mas que fatores ambientais (Hunter e 

Donaldson, 1983) e manipulação hormonal (Van Winkoop et al., 1994) podem 

intensificar este processo. Dessa forma, podemos sugerir que a diferenciação 
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mais intensa em ovários observada neste estudo a 29ºC pode estar associada 

ao aumento plasmático dos níveis de andrógenos e estrógenos nesses peixes. 

Neste contexto, a via mais convencional de desenvolvimento ovariano 

envolve a transcrição do gene cyp19a1a e a produção da proteina aromatase, 

a qual é responsavel pela sintese de estrógenos (Vernetti et al., 2013), e que, 

dentre estes, o E2 induz e mantem o desenvolvimento ovariano (Devlin e 

Nagahama, 2002). Dessa forma é possível que a 29ºC a indução da 

transcrição da cyp19a1a tenha sido mais elevada do que a 25ºC.  

Neste estudo, a diferenciação em sexo masculino (190-240 DAE) só foi 

observada a 29ºC. Strüssmann e Nakamura (2002) relatam que em peixes 

gonocorísticos diferenciados, o processo de diferenciação testicular é 

reconhecido claramente mais tarde do que nas fêmeas. Recentemente, foi 

demonstrado que em algumas espécies as altas temperaturas resultam em 

bloqueio da transcrição do cyp19a1a (Hayashi et al., 2010; Navarro-Martín et 

al., 2011), o que por sua vez pode levar ao desenvolvimento testicular de 

fêmeas genotípicas de teleósteos (Vernetti et al., 2013). No entanto, 

observamos com o L. friderici uma elevada ocorrência de fêmeas a 29ºC, 

denotando que a temperatura utilizada provavelmente não influenciou no 

bloqueio da cyp19a1a a 29ºC. Ospina-Álvarez e Piferrer (2008) sugerem que 

somente as espécies com mecanismos de determinação sexual totalmente 

dependente da temperatura exibem relações de sexo masculino mais alto em 

resposta a aumentos da temperatura. Neste estudo, a temperatura mais alta 

(29ºC) acelerou a diferenciação dos peixes em fêmeas, mas não foi possível 

relacionar a proporção sexual. Desta forma, podemos sugerir que o L. friderici 

não seja uma espécie com mecanismos de determinação sexual totalmente 
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dependente da temperatura, no entanto, provavelmente a temperatura esteja 

influenciando nos mecanismos genéticos de determinação sexual desta 

espécie. 

Observamos que a diferenciação gonadal em ovários caracterizou-se 

pelo reconhecimento de ovócitos em início da meiose, como é típico em 

teleósteos gonocorísticos (Nakamura et al., 1998; Strüssmann e Nakamura 

2002). Apesar de ter diferenciação mais tardia, o desenvolvimento dos 

testículos foi relativamente mais rápido, visto que no final do período 

experimental já se encontrava testículos com processo avançado de 

espermiogênese, enquanto que os ovários permaneceram quiescentes com 

ovócitos em crescimento primário. Como observado em ambos os tratamentos, 

a diferenciação sexual da espécie parecer ser do tipo gonocorístico 

“diferenciado”. No L. friderici o desenvolvimento da gônada indiferenciada 

originou diretamente fêmeas ou machos, não sendo observado nenhum 

indivíduo com características masculinas e femininas em um único peixe 

(intersexo). Esse tipo de desenvolvimento do sexo é, de acordo com Devlin e 

Nagahama (2002), um padrão em espécies gonocoristicos “diferenciados”.  

Neste estudo concluímos que a temperatura teve influência no processo 

de diferenciação gonadal, alterando o período da diferenciação que se iniciou 

aos 150 DAE a 25ºC e aos 170 DAE aos 29ºC, originando ovários. Apenas a 

29ºC houve a diferenciação em testículos com início aos 190 DAE. Desta 

forma, a temperatura mais elevada (29ºC) intensificou o processo de 

diferenciação em ovários desta espécie e a partir dos 190 DAE proporcionou 

maiores médias de P e CP. A incubação dos peixes durante o processo de 

diferenciação é uma excelente alternativa para intensificar o processo de 
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diferenciação e obter maior número de fêmeas, uma vez que a espécie 

apresentou 100% de sobrevivência e melhores médias de comprimento e peso 

em temperaturas elevadas.  
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4. COMENTÁRIOS FINAIS 
 
No manuscrito I observamos que a baixa concentração de extrato bruto 

de hipófise de carpa resultou em desempenho reprodutivo satisfatório e 

obtenção de embrião de matrizes de L. friderici. Como perspectivas futuras 

concluiremos as análises correspondentes aos níveis de esteroides 

plasmáticos de cada hormônio indutor, em cada concentração utilizada, para 

dessa forma elucidarmos de maneira apropriada as respostas de cada fêmea 

em decorrência das doses utilizadas. 

No manuscrito II observamos que L. friderici mantidos em temperatura 

mais elevada (29ºC) influenciou no aumento do peso corporal e comprimento 

padrão, intensificou a diferenciação gonadal e foi mais eficiente na obtenção de 

um maior número de fêmeas, em relação à temperatura mais amena (25ºC). 

Dessa forma, a expressão do Cyp19a1a nos auxiliará a entender os 

mecanismos responsáveis pela diferenciação sexual no L. friderici. Visto que, 

em muitas espécies de vertebrados existe uma interferência direta da 

temperatura na transcrição desse gene. 

 
 


