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RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o desempenho reprodutivo e o
processo de diferenciacdo gonadal do Leporinus friderici. Primeiramente
avaliamos a evolucdo do processo meidtico e o desempenho reprodutivo de
matrizes de L. friderici induzidas com doses convencionais e reduzidas de
extrato bruto de hipdfise de carpa (EC) e de horménio liberador de
gonadotropinas analogo ao de mamifero associado a metoclopramida
(mGnRHa + MET). Posteriormente, investigamos o inicio e as caracteristicas
do processo de diferenciacdo gonadal desta espécie expostos a 25 e 29°C.
Para a avaliagdo 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 unica de 40ug de mGnRHa + 20mg
de MET/Kg (dose convencional) e duas doses de 4ug + 2mg; e 8ug + 4mg, de
mGnRHa + MET/Kg (doses reduzidas). Para avaliagcdo do processo de
diferenciagao gonadal foram amostrados aleatoriamente cinco peixes com 50,
70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 e 240 dias apos eclosédo (DAE), expostos
a 25 e 29°C, em sistema de recirculagao de agua. Concluimos que embrides
viaveis de L. friderici podem ser obtidos com doses reduzidas de EC, mas nao
com doses convencionais. Nao foi possivel obter embrides viaveis de L. friderici
com uso de mGnRHa + MET, pelo menos com as doses e procedimentos aqui
empregados, pois estes causaram baixa fertilidade, baixa eclosao e reducao da
qualidade dos ovos. Com relagdo ao processo de diferenciagdo gonadal,
demonstramos que a temperatura mais elevada (29°C) provocou aumento no
comprimento padrdo (CP) e peso médio (P), intensificou a diferenciagao
gonadal e propiciou um maior numero de fémeas de L. friderici. Concluindo, é
possivel que a espécie apresente alguma toxicidade provocada pelo excesso
de GnRH, horménio luteinizante ou aos esteroides gonadais, os quais seriam
transmitidos da fémea para os embrides antes do processo de ovulacéo,
provocando a morte dos mesmos. Com relagcao a producao de fémeas, que é o
género de maior interesse econdmico, possivelmente pode ser obtida em maior
propor¢ao com a incubacao a temperatura de 29°C, proximo aos 190 DAE,
uma vez que a espeécie apresentou 100% de sobrevivéncia e melhores médias
de CP e P, nessas condigdes.

Palavras-chave: piau-trés-pintas; reproducédo; dose eficaz; determinagao
sexual, intensificacao, fémeas, temperatura.



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 29°C. 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 40ug + 20mg mGnRHa MET / kg (conventional dose)
and two doses of 4ug + 2mg; and 4ug + 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-trés-pintas; reproduction; effective dose; sex determination,
intensification, females, temperature.



1. INTRODUGAO GERAL

O piau-trés-pintas, Leporinus friderici, (Bloch, 1794) (=Leporinus
copelandii) é uma espécie reofilica da familia 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 reprodugcdo e de outro local para alimentagdo, crescimento e engorda
(Nomura, 1970). Essa espécie apresenta fecundagao externa, com periodo
reprodutivo de novembro a fevereiro (Garavello, 1979). Estudos em ambiente
natural mostram, nessa espécie, uma frequéncia maior de fémeas em classes
de comprimentos mais elevados, enquanto os machos sdo mais frequentes em
classes inferiores (Régo, 2008; Lopes et al., 2000). Essa espécie apresenta
qualidade de carne elevada, aceitagao para pesca esportiva (Andrade e Vidal,
1991), importancia para a pesca comercial e de subsisténcia (Vaz et al., 2000).

O L. friderici esta presente em rios que sofrem represamento (Agostinho
et al., 1997; Duraes et al., 2001; Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006), e por
isso muitas vezes tem seus processos migratérios e reprodugao natural
prejudicados. Além dessas razdes, relatos indicam que os estoques naturais
dessa espécie estdo sendo reduzidos devido a degradagdo ambiental e a
pesca predatéria (Andrade et al., 2005). Existe a procura de alevinos de L.
friderici para aquicultura e programas de repovoamento em rios e reservatorios,
em grande parte do territério nacional (Suplicy, 2007). Os ultimos registros,
demonstram que o Brasil produziu no ano de 2005 pouco mais de 5 milhdes de
alevinos de L. friderici tentando suprir todos esses nichos de mercado (Suplicy,
2007).

Alguns dados, obtidos com individuos coletados em ambiente natural,



sdo inconsistentes a respeito da idade e comprimento de primeira maturagao.
Nomura (1970) relata que a idade de primeira maturagdo ocorre com 5 anos
nos machos e com 6 anos nas fémeas. Em contrapartida, Godoy (1975) relata
maturidade com 2 e 3 anos para machos e fémeas respectivamente. O
comprimento médio de primeira maturacdo varia entre 11,5 a 32,0cm em
fémeas e 11,5 a 22,5cm em machos (Nomura, 1970; Lopes et al., 2000; Régo,
2008). Também s&o incongruentes as informagdes 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 informacdes, fica evidente a falta de um pacote
tecnologico definido para a produgdo da espécie, bem como informacgdes
sélidas sobre o desempenho reprodutivo, as fases de criacdo e o tempo de
abate do L. friderici. Apesar disso, a demanda de informacdes consistentes
sobre a criagado desta espécie é crescente, principalmente por figurar entre as
espécies mais abundantes e recorrentes em rios que sofrem represamento,
para instalacdo de hidrelétricas e pequenas centrais hidrelétricas (PCHs) na
regiao sudeste (Albrecht et al., 2003).

Desta maneira, esse estudo esta inserido na proposta das empresas:
Central Elétrica Anhanguera Ltda. (CELAN), responsavel pela construgado da
Pequena Central Hidrelétrica Anhanguera (PCH Anhanguera), e Duke Energy
Brasil — Pequenas Centrais Elétricas Ltda. (DEB), responsavel pelas Pequenas
Centrais Hidrelétricas Palmeiras e Retiro, como intuito de auxiliar no programa
de reposicao de estoques de peixes nativos, para o cumprimento das medidas
previstas nos licenciamentos ambientais. Assim sendo, para a producao e

soltura de alevinos € necessario o aprimoramento do processo reprodutivo. No



entanto, as informagdes da literatura com essa abordagem sao muito
escassas.

De acordo com as informagbes da literatura foi observado que a
aplicacao de extrato bruto de hipdfise de carpa (EC), na concentragao de 0,4 e
4mg.kg™" (com intervalo entre doses de 12h) e aplicacdo prévia de 0,25 mg.kg™
(~8h antes da primeira dose), foram eficazes para a ovulagao de L friderici em
sistema de fertilizagdo a seco, porém sem sucesso na obtencdo de embrides
viaveis (Rezende et al., 1996). Outros estudos com doses de EC, na
concentracdo de 0,5 e 5,0mg.kg” (com intervalo entre doses de 12 horas) e
aplicacdo prévia de 0,25 mg.kg” (de um a trés dias antes da primeira dose),
demonstraram que ~55% das fémeas desovaram e ~48% dos ovocitos foram
fertilizados, no entanto, ndo demonstraram dados de eclosdo (Zaniboni-Filho e
Barbosa, 1996).

Estudos com embrides dessa espécie foram realizados por outros
pesquisadores, no entanto, sem informagdes de desempenho reprodutivo das
matrizes que viabilizaram as desovas (Sanches et al., 2001). Desta forma, os
dados de desempenho reprodutivo, como a taxa de eclosdo, muitas vezes sao
omissos, dificultando o aprimoramento das doses para a obtencdo de embrides
viaveis. Quando presentes ficam evidentes a ineficacia dessas doses em
originar a progénie.

Em nossos estudos preliminares (dados nao divulgados) e de acordo
com informagdes empiricas de produtores, as doses convencionais de EC (0,5
e 5,0mg.kg”’, com intervalo entre doses de 12h) n&o propiciaram a obtencéo de
embrides viaveis em L. friderici. Todavia, doses ndo usuais relativamente

baixas de EC (0,5 e 1,0mg/Kg, com intervalo de 6 horas) em sistema de semi-



natural, se mostraram eficazes na obtencdo de embrides, assim como
encontrado por Lopes e Leal (2010) em Schizodon fasciatus. Desta forma,
existe a necessidade de estudos cientificos visando a otimizacdo da
reproducdo induzida do L. friderici, assim como estudos para elucidar os
mecanismos fisioldgicos responsaveis pelas falhas e sucessos reprodutivos.
1.1Fisiologia da reproducao

Em peixes reofilicos, a reprodugao € modulada por fatores ambientais,
como temperatura, fotoperiodo, chuvas, entre outros (Brooks et al., 1997; Peter
e Yu, 1997; Bobe e Labbé, 2009), e controlada pelo eixo hipotalamo-hipéfise-
gbnadas, que por sua vez €& responsavel pela sintese e liberagdo de
gonadotropinas e esteroides gonadais (Lubzens et al., 2010; Mylonas et al.,
2010). Dessa maneira, os fatores ambientais supracitados sado captados pelos
peixes por meio dos seus orgaos sensoriais, como os olhos, glandula pineal,
receptores cutaneos e epitélio olfatério (Protner, 2002; Korf, 2006), e s&o
trasmitidos pelos neurbnios sensoriais ao hipotalamo (regido especifica do
cérebro). Desta forma, o hipotalamo secreta o horménio liberador de
gonadotropinas (GnRH) e a dopamina (DA). O GnRH exerce influéncia na
liberacdo de gonadotropinas (GtHs) pela hipofise e a DA atua na hipdfise
inibindo a liberagdo de GtHs, atenuando a agdo do GnRH (Cnaani e Levavi-
Sivan, 2009). As células GtHs sintetizam os horménios foliculos estimulantes
(Fsh) e o hormonio luteinizante (Lh).

Nas fémeas, resumidamente, o Fsh atua na convers&o do colesterol em
testosterona (T) nas camadas foliculares e teca dos ovécitos (Nagahama e
Yamashita, 2008; Lubzens et al., 2010). A T é convertida em 17B-estradiol (E2)

pela aromatase (cyp79ala), enzima chave na conversao de androgenos em



estrogenos (Simpson et al., 1994). O E2 atua no figado estimulando a sintese
de vitelogenina, proteina precursora do vitelo (acumulo de nutrientes),
promovendo o crescimento do ovdcito (Patifio e Sullivan, 2002). Dessa forma,
na fase de vitelogénese, o ovocito acumula substéncias de reservas,
necessarios para o desenvolvimento adequado do embrido (Lubzens et al.,
2010). Nas fases finais da vitelogénese, maturacédo final e ovulagdo, o Lh
estimula a camada teca do foliculo a sintetizar o 17a-hidroxiprogesterona (17a-
OHP), que é convertida a 17a,20B-dihidroxy-4-pregnen-3-one (ou 17a,20p3-21-
trinidroxy-4-pregnen-3-one em algumas espécies) (MIS) na camada granulosa,
pela enzima 20a-hidroxiesterdide-desidrogenase (Nagahama e Yamashita,
2008). O MIS é conhecido como o hormdnio indutor da maturagéo final e da
ovulagédo, em muitas espécies de teledsteos induzindo a retomada da meiose
dos ovdcitos (Zohar e Mylonas, 2001; Nagahama e Yamashita, 2008). Nos
machos, o Fsh esta envolvido nas fases iniciais da espermatogénese e o Lh na
espermiogénese e espermiacdo (Mylonas et al., 1996). Os esteroides sexuais
sdo sintetizados, principalmente, pelas células de Leydig (Fostier et al., 1983;
Guraya, 2001). Nos peixes, em geral, a testosterona participa como precursor
de 17B-estradiol (Nakamura et al, 1998; Baroiller et al., 1999). Os androgenos,
T e 11-KT, s&o os principais horménios ligados ao desenvolvimento testicular e
as caracteristicas sexuais secundarias (Schulz et al., 2010).

Em condigdes de cultivo, normalmente a espermatogénese e
vitelogénese ocorrem naturalmente na maioria das espécies redfilicas,
mantidas a condi¢des ideais (Buchet et al., 2008; Okumura et al, 2003). No
entanto, para que sucedam as etapas finais do processo de reproducéo,

principalmente o processo de maturacéo final e ovulagcdo das fémeas, sao
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necessarias interferéncias humanas. Desta maneira, existe a possibilidade de
estimular a reprodugdo dos peixes migradores através da indugdo ambiental
[(como diminuigdo da condutividade, aumento do nivel de agua, simulagdo de
chuvas (Kirschbaum 1984), manipulagdo do fotoperiodo (Harvey e Carolsfeld,
1993), entre outros)] ou pela aplicacdo de técnicas de indugdo hormonal (Von
Ihering e Azevedo, 1936). Contudo, as técnicas de indu¢do hormonal sao
aplicadas com mais frequéncia devido a complexidade de simulacdo dos
fatores ambientais, em condi¢bes de cultivo (Zaniboni-Filho e Weingartner,
2007).
1.2Técnicas de indugao hormonal

Os peixes reofilicos quando mantidos em cativeiro precisam
invariavelmente ser induzidos hormonalmente a desova (Zaniboni-Filho e
Weingartner, 2007; Mylonas et al., 2010). Neste contexto, no Brasil
seguramente a metodologia para a indugdo hormonal mais aplicada €& a
hipofisagédo (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007). Este método foi desenvolvido
na década de 1930 (Von lhering e Azevedo, 1936 e Menezes, 1954), a partir da
aplicacao de extrato bruto de hipofise (EC), que promove a maturagao final e
ovulagédo do ovdcito (Nagahama e Yamashita, 2008, Mylonas et al., 2010). No
entanto, esta técnica, apesar de muito eficaz, continua trazendo resultados
inesperados e desfavoraveis. Muitas vezes, fémeas consideradas “aptas’
(maduras) a indugao hormonal ndo respondem satisfatoriamente e ndo ovulam
(Criscuolo-Urbinati et al., 2012; Hainfellner et al., 2012).

Nao obstante, a hipofisacdo ainda apresenta algumas limitagdes.
Primeiramente, o EC possuem além do horménio luteinizante (Lh), hormdnios

de crescimento, osmorreguladores e outros (Harvey e Hoar, 1979; Mylonas et
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al., 2010), os quais podem prejudicar a reprodugdo. Além disso, os extratos
brutos podem agir como transmissores de doengas (Donaldson e Hunter, 1983)
e seus efeitos nem sempre sao previsiveis, podendo estimular a desova em
100% das fémeas injetadas, como também em nenhuma, com uma grande
amplitude de resultados (Criscuolo-Urbinati et al., 2012). Em contrapartida, o
horménio liberador de gonadotropinas (GnRH) atua em niveis superiores do
eixo hipotalamo-pituitaria-gbnadas e por isso proporciona uma estimulagéo
mais balanceada dos eventos reprodutivos. Além disso, pode ser usado em
concentracdo exata e predefinida, e evita o risco de transmissao de doencgas
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 tém buscado o uso de produtos
sintéticos, como o GnRH analogos ao de mamiferos (mGnRHa) associado ao
antagonista de dopamina, metoclopramida (MET), (mGnRHa + MET). Existem
alguns registros de sucesso na indugdo a desova de espécies reofilicas sul-
americanas com a utilizacdo do GnRH (Carolsfeld et al., 1988; Zaniboni-Filho e
Barbosa, 1996), mas os dados sdo escassos e incipientes.

1.3Doses e protocolos de indugao hormonal

Até os dias atuais, geralmente, preconiza-se a administragdo de EC em
duas doses nas fémeas (doses convencionais). A primeira (dose preparatoria)
€ administrada em concentragédo baixa de EC (geralmente de 0,3 a 0,5mg de
EC /kg" de peso corporal), e apds 12 a 24 horas (Woynarovich e Horvath,
1983) a segunda dose (dose decisiva) é administrada em concentragdes
geralmente dez vezes maiores (3 a 5mg de EC /kg”' de peso corporal),

correspondendo a uma concentragao total de 3,3 a 5,5mg de EC /kg'1 de peso
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corporal (Woynarovich e Horvath, 1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-
Filho e Weingartner, 2007). A primeira dose acelera o desenvolvimento das
gbnadas e estimula a migragédo da vesicula germinal. A segunda dose induz a
quebra da vesicula germinal, ovulagédo e desova (Woynarovich e Horvath,
1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007).
Levavi-Zermonsky e Yaron (1986) demonstraram, na década de 1980,
em carpa comum que mudangas na esteroidogénese precedem uma desova
bem sucedida. Por falta de padronizagdo 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 drastica elevagdo na produgdo de 17a,20B-dihidroxy-4-
pregnen-3-one (MIS) imediatamente antes da maturacdo meidtica
concomitante a uma redugdo nos niveis de estradiol. O aumento da MIS
durante esta fase é responsavel pela inducdo da maturacao final dos ovdcitos
(revisdo Cnaani e Levavi-Sivan, 2008). Além disso, estes autores
demonstraram que, durante o processo de ovulacdo, a mudangas na
esteroidogénese s6 é obtida com doses fracionadas de EC, mas ndo com dose
unica. A mudangas na esteroidogénese foi posteriormente encontrada em
peixes com ovulacdo 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.
1.4Diferenciagao sexual em peixes de interesse para a piscicultura

A diferenciacdo do sexo gonadal em peixes ocorre dias, semanas ou
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meses apds o nascimento dos embrides (Devlin e Nagahama, 2002) e existe
uma plasticidade na determinagdo do sexo fenotipico (Crews, 1996). Assim, a
inversdo sexual, amplamente utilizada em espécies de produgao, direciona a
formacdo de populagdes monosexo para o género que apresenta alguma
vantagem zootécnica, normalmente para aquele que apresenta as melhores
taxas de crescimento (Devlin e Nagahama, 2002). A inversdo sexual vem
sendo utilizada amplamente na aquicultura para obter diversos tipos de
vantagens zootécnicas, tais como: as melhores taxas de crescimento nos
machos (no género Oreochromis spp (Baras e Mélard, 1997)); melhores taxas
de crescimento nas fémeas (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 fémeas apresentam taxas de crescimento superiores a dos machos (Régo,
2008; Lopes et al., 2000), fator este que pode ser aproveitado para sua
producdo em cativeiro.

Em teledsteos, a determinagdo do momento ontogénico do inicio da
diferenciagdo gonadal, também chamado de periodo labil, é necessaria, pois é
neste momento que as gbénadas em formagao estdo susceptiveis a agao de
agentes exdégenos para inversdo sexual como exposicdo a temperatura
elevada ou baixa e indugdo hormonal (Blazquez et al., 1998 e 2001; Piferrer,
2001). Portanto, o ponto de partida para o desenvolvimento de protocolos de
inversdao sexual € determinar histologicamente em que periodo, apdés o
nascimento, as gbnadas 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 agua (Devlin e
Nagahama, 2002). Na maioria dos peixes teleosteos investigados, até o
momento, o gene que codifica a aromatase € um gene duplicado, originando
dois genes diferentes (isoformas), nomeadas cyp19afa e cyp19a1b (reviséo
em Sheng e Wang, 2014). O gene cyp19at1a € conhecido como "aromatase
gonadal" ou " aromatase ovariana" (também referida como p450aromA, cyp19a
ou cyp19at), uma vez que é expresso principalmente na diferenciacédo gonadal
e em adultos de peixes teledsteos. O gene cyp719ai1b, conhecido como
"aromatase neural" ou "aromatase cerebral" (também referida como
p450aromB, cyp19b ou cyp19a2), €& altamente expresso no cérebro de
espécies de teledsteos do sexo masculino e feminino, no entanto, diferencas
na expressao relacionada com o dimorfismo sexual durante a diferenciagéo do
sexo gonadal ndo tém sido demonstradas (revisdo em Sheng e Wang, 2014).
Dessa forma, a temperatura influencia o mecanismo da enzima
aromatase (cyp19ata), que catalisa a transformagcdo de andrégenos para
estrogenos (D’Cotta et al., 2001). Portanto, em linhas gerais verifica-se que a
acao da temperatura sobre a determinagdo sexual esta frequentemente
associada a modulagdo da atividade da enzima aromatase, porém os
mecanismos parecem ser espécie-especifico, bem como o emprego do uso de
baixa ou alta temperatura na determinagao do sexo fenotipico.
2. OBJETIVOS

2.10bjetivos gerais

O objetivo deste estudo foi avaliar comparativamente o desempenho

reprodutivo de casais de L. friderici induzidos com extrato bruto de hipdfise de

15



carpa (EC) e horménios liberador de gonadotrofina analogo ao de mamifero
associado a metoclopramida (mGnRHa + MET), em doses convencionais e
reduzidas. Além disso, tivemos como objetivo secundario determinar o periodo
de inicio de diferenciagdo gonadal e a proporgao sexual de L. friderici dos 50
aos 240 dias apds a eclosdao (DAE) mantidas em caixas de agua em
temperaturas de 25 e 29°C.

2.1.1 Obpjetivos especificos

e Avaliar comparativamente as taxas de desova, fertilizagdo e
eclosdao das matrizes de L. friderici induzidas com EC e mGnRHa + MET,
em doses convencionais e reduzidas.

o Determinar a eficacia dos protocolos de reproduc¢ao induzida com

EC e/ou mGnRHa + MET na obtencao de embrides viaveis.

e Determinar o inicio do desenvolvimento gonadal e proporgao
sexual em L. friderici mantidas em agua a 25 e 29°C.

e Avaliar a influéncia dessas temperaturas (25 e 29°C) nas taxas de
comprimento padrdo (CP), peso corporal (P), sobrevivéncia e proporgao

sexual.
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Obtencao de embrides viaveis de Leporinus
friderici com doses convencionais e
reduzidas de extrato bruto de hipoéfise de

carpa e mGnRHa.
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RESUMO

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido desenvolvidos visando
subsidiar a substituicdo do extrato bruto de hipdfise de carpa (EC) por produtos
sintéticos para reprodugdo induzida de peixes migradores. Contudo, as
espécies apresentam particularidades que impedem o estabelecimento de um
protocolo geral. No Leporinus friderici essas particularidades s&o acentuadas,
pois a espécie aparentemente ndo responde adequadamente a doses
convencionais de EC. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
evolugao do processo meidtico e o desempenho reprodutivo de matrizes de L.
friderici induzidas com doses convencionais e relativamente baixas de EC e de
GnRH analogo ao de mamifero associado a metoclopramida (mGnRHa +
MET). O estudo foi conduzido por meio de dois experimentos simultdneos. 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 unica de
40ug de mGnRHa + 20mg de MET/Kg (dose convencional) e duas doses de
4ug + 2mg; e 8ug + 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, embrides viaveis
foram obtidos apenas com dose reduzida. As matrizes induzidas com doses
reduzidas de EC apresentaram taxa de fertilizagdo (TF) e de eclos&o (TE)
respectivamente de 749 + 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, ndo geraram embrides viaveis. Concluindo, neste estudo
apenas o uso de EC em doses reduzidas proporcionou um desenvolvimento
adequado dos ovdécitos originando embrides viaveis. Observamos que esta
espécie apresenta comportamento diferente da maioria das espécies
migradores sul-americanos ja estudadas, pois responde satisfatoriamente a
doses reduzidas de EC, mas ndo as doses convencionais. E possivel que a
espécie apresente alguma toxicidade provocada pelo excesso de GnRH,
horménio luteinizante ou aos esteroides gonadais, os quais seriam transmitidos
da fémea para os embrides antes do processo de ovulagdo, provocando a
morte dos mesmos. Esta particularidade deve ser mais bem explorada em
futuras abordagens, pois tem implicagdes diretas na producdo de alevinos
desta espécie e pode ajudar a mitigar problemas similares encontrados com
outras espécies de peixes migradores, produzidos em cativeiro.

Palavras-chave: piau-trés-pintas; reproducao; 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 40ug + 20mg mGnRHa MET / kg (standard dose) and
two doses of 4ug +2mg; and 8ug + 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-trés-pintas; reproduction; stocking; semi-natural; effective dose.
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1. INTRODUGAO

O L. friderici € uma espécie reofilica, ou seja, necessita da corrente
fluvial para ter acesso a um local para reprodugao e de outro para alimentacao,
crescimento e engorda (Nomura, 1970). A espécie apresenta habitos
migratorios (Godoy, 1975), com periodo reprodutivo de novembro a fevereiro, e
fecundacgédo externa (Garavello, 1979). A espécie € importante para a pesca
comercial e de subsisténcia (Vaz et al., 2000), apresenta qualidade de carne
elevada e aceitagdo para pesca esportiva (Andrade e Vidal, 1991). No entanto,
ha relatos de redugéo de estoques naturais devido a degradagdo ambiental e a
pesca predatéria (Andrade et al., 2005), aliado a isso o L. friderici esta presente
em rios que sofrem represamento (Agostinho et al., 1997; Duraes et al., 2001;
Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006), prejudicando sua reprodugdo. Desta
forma, em grande parte do territorio nacional, existe a procura de alevinos de L.
friderici para aquicultura e programas de repovoamento de rios federais e
reservatorios (Suplicy, 2007), visto que o Brasil consegue produzir pouco mais
de 5 milhdes de alevinos de L. friderici tentando suprir esses nichos de
mercado, de acordo com os ultimos registros datados do ano de 2005 (Suplicy,
2007).

Por se tratar de uma espécie reofilica, sua desova pode ser obtida em
condi¢des de cultivo mediante indugdo hormonal, assim como na maioria dos
peixes reofilicos sul-americanos (Zaniboni-Filho e Weingart, 2007). No entanto,
a aplicacéo de extrato bruto de hipéfise (EC), na concentragao total de 3,3 a
5,5 de EC /kg" de peso corporal (divididos em duas doses) (Von lhering e
Azevedo, 1936; Woynarovich e Horvath, 1983; Harvey e Carolsfeld, 1993;

Zaniboni-Filho e Weingartner, 1997), ainda € administrada convencionalmente
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nas fémeas da maioria dos peixes reofilicos. A primeira dose acelera o
desenvolvimento das gbnadas e estimula a migracdo da vesicula germinal. A
segunda dose, geralmente aplicada decorridas 12 a 24 horas da primeira, induz
a quebra da vesicula germinal, ovulagédo e desova (Woynarovich e Horvath,
1983; Harvey e Carolsfeld, 1993; Zaniboni-Filho e Weingartner, 1997).

De forma geral, doses muito préximas das convencionais de EC
(6,0mg.kg” de peso corporal, dividido em duas doses) propiciam embrides
viaveis em diversos peixes sul-americanos [exemplo: Leporinus macrocephalus
(Reynalte-Tataje et al., 2001), Piaractus mesopotamicus (Streit Junior et al.,
2005), Rhamdia quelen (Carneiro et al., 2009) e Leporinus piau (Sampaio e
Sato, 2009)]. No entanto, em nossos estudos preliminares (dados nao
divulgados), as doses convencionais mencionadas de EC n&o propiciaram a
obtencdo de embrides viaveis em L. friderici. Da mesma forma, Rezende et al.
(1996) utilizando doses convencionais de EC (dose total de 4,4mg.kg™, dividida
em duas doses) relataram ovulagdo bem sucedida, mas taxa de fertilizagdo
nula em L. friderici. Todavia, doses n&do 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 obtencdo de embrides, assim como encontrado por Lopes e Leal
(2010) em Schizodon fasciatus.

Neste contexto, o motivo de se usar normalmente duas e ndo 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 hipofisagcéo
convencional foi constatada a reducao nas concentracdes plasmaticas de 173-
Estradiol (E2) com concomitante elevagao abrupta da concentragéo plasmatica

de 17a,20B-dihidroxy-4-pregnen-3-one (MIS) no plasma sanguineo das fémeas
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imediatamente antes da maturagdo do ovécito. A mudanga na esteroidogénese
foi posteriormente associada com ovulagao 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 ovarios frente a doses convencionais ou nao
convencionais em espécies migradoras sul-americanas, tampouco no L.
friderici. Portanto estas sdo informagdes-chave para se aprimorar € conhecer
melhor o processo de reproducédo induzida destas espécies.

N&o obstante, a hipofisagdo ainda apresenta algumas limitagdes. O EC
possui além do horménio luteinizante (Lh), hormdnios de crescimento,
osmorreguladores e outros (Harvey e Hoar, 1979; Mylonas et al., 2010), os
quais podem prejudicar a reproducdo. Uma alternativa para a indugéo a
reproducdo € o uso de horménios sintéticos que atuam em um nivel superior do
eixo hipotalamo-pituitaria-gbnadas, proporcionando uma estimulagéo
balanceada dos eventos reprodutivos. Os analogos de horménios liberador de
gonadotrofina (GnRHa) tém sido amplamente utilizados em muitas espécies de
peixes (Mylonas et al., 2013). Estes hormbnios apresentam alta similaridade
estrutural com os GnRH endégenos (Lethimonier et al., 2004) e néo
representam uma ameaca a transmissao da doenga, por ser de natureza
sintética (Donaldson e Hunter, 1983). Além disso, podem ser usados em
concentragcbes exatas e predefinidas (Zohar e Mylonas, 2001; Mylonas et al.,
2010). Um dos tipos de GnRHa utilizados em grande parte das pisciculturas
Brasileiras € o GnRHa de mamifero (mGnRHa) em associagcdo com a

metoclopramida (MET), um inibidor de dopamina. Geralmente a dosagem
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convencional de mGnRHa + MET é utilizada em dose unica (~40ug de
mGnRHa + 20mg de MET/Kg' de peso corporal) (Horvath et al., 1997;
Targonska et al., 2010; 2011; Kayim et al., 2010).

Em espécies cultivadas principalmente em paises do hemisfério norte, o
uso de EC ja foi substituido por produtos sintéticos mais seguros e eficientes,
principalmente a base de GnRH em associagédo 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 indugdo 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 obtencdo de embrides viaveis ainda permanece
incerto. Nestas espécies, o uso destes produtos ndo tem se mostrado eficaz,
uma vez que apesar de as fémeas ovularem, as taxas de viabilidade de
embrides sdo muito baixas ou préximas a zero [exemplo: Rhamdia quelen
(Carneiro e Mikos, 2008), Colossoma macropomum (Acufia e Rangel, 2009);
Piaractus mespotamicus, Brycon orbygnianus e Prochilodus lineatus (Paulino et
al.,, 2011)]. Mesmo em salmonideos, mais bem estudados, tratamentos com
GnRHa podem trazer reducédo 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 obstaculos encontrados para padronizagao
do uso de GnRH em peixes tropicais de importancia comercial, e conhecer
alguns dos possiveis mecanismos envolvidos com a necessidade de uso, néo
usual, de doses reduzidas de EC no Leporinus friderici, neste estudo

comparamos a evolugao do processo de maturacgéao final e ovulagéo utilizando
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EC e mGnRHa + MET em doses convencionais e reduzidas. Tivemos como
objetivo especifico avaliar o potencial de cada tratamento em provocar a
maturacao final e ovulagdo (bem como as caracteristicas deste processo) por
meio de analises estereologicas de ovarios pos-desova. Por fim, comparamos
o desempenho reprodutivo de cada tratamento considerando a taxa de

ovulacao, e as taxas de fertilidade e ecloséo obtidas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1Captura de reprodutores e matrizes

Matrizes e reprodutores selvagens foram coletados nas escadas de
transposigcao de peixes, que liga montante a jusante das Pequenas Centrais
Hidrelétricas de Palmeiras e Retiro, situadas no rio Sapucai Mirim (entre os
municipios de Guara e Sdo Joaquim da Barra, SP). Para a formagao do plantel
foram utilizados redes de arrasto sem ndos, malha de 50mm. Apéds a captura, o
plantel foi transferido para viveiros de mantenga, no Centro de Aquicultura da
UNESP — CAUNESP (Jaboticabal, SP), por meio de caixas de transportes com
aeracdo. As matrizes e reprodutores foram aclimatados (por trés meses),
domesticados por 2 anos e marcados por meio de microchips AnimallTAG®
(Korth RFID Ltda, S&o Carlos, SP). Esses reprodutores fazem parte de um
projeto de repovoamento de peixes do rio Sapucai Mirim, que visa a soltura de
alevinos provenientes de cruzamentos dirigidos, objetivando a reposicédo de
estoques naturais, preservando a variabilidade genética.

2.2Peixes e manejo

Apods a aclimatacdo e marcagao, os peixes foram mantidos em viveiros
escavados de 400m> (20m de largura X 10m de comprimento X 2m de

profundidade) na densidade de ~0,2peixe/m®. As matrizes e reprodutores foram
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arracoadas até a saciedade seis dias nha semana, em duas porgdes, as 8:00 e
as 17:00 horas, com ragao comercial extrusada para peixes onivoros
(composigao: 12,0% de teor de umidade; 32,0% de proteina bruta, 4,5% de
extrato etéreo, 9,0% de fibra, 3,5% de Célcio, 6,0% de fésforo).

2.3Parametros de qualidade da agua.

Os parametros da agua foram monitorados semanalmente, as 9:00
horas. Para isso, foi utilizado um oximetro HI9146-10 (Hanna Instruments —
Resolugao: 0,01mg/L) para mensuragao do oxigénio dissolvido; um medidor de
pH HI98172 (Hanna Instrument - Acuracia: £ 0,1 pH) para mensuragéo do pH;
e um condutivimetro HI98311 (Hanna Instruments — acuracia de 0,1uS/cm para
condutividade e de 0,15°C para temperatura) para mensuragdo da
condutividade e temperatura.

2.4 Administragao de hormoénios

O EC utilizado neste estudo foi da marca Stoller Fisheries (Spirit Lake,
lowa, USA). O mGnRHa+ MET utilizado foi da marca Ovopel® (Interfish Ltd,
Budapest, Hungary), cuja molécula de GnRHa apresenta as modificagées D-
Ala® Pro®-Net na sequéncia de aminoacidos. Cada pellet de Ovopel® continha
em sua composicao de 18 - 20ug 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 ceramica. Para auxiliar
a maceragdo do mGnRHa + MET algumas gotas de glicerina liquida foram
adicionadas. Os hormoénios utilizados foram diluidos em soro fisiolégico (0,9%)
e aplicados na musculatura ventral. O volume injetado, independente da
concentracido de cada dose, foi de O,5mL.kg'1 de peso corporal.

2.5Reproducao induzida
No periodo reprodutivo, matrizes e reprodutores aptos a reproducao
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foram escolhidos aleatoriamente para realizacdo dos dois experimentos deste
estudo (tabela 1). Os machos foram injetados com dose unica de EC (na
concentracédo de 1,0 mg.Kg™') no momento da segunda dose ou dose Unica nos

tratamentos com EC e GnRHa + MET.

Tabela 1. Numero, intervalo e concentracdo de doses aplicadas nas fémeas em cada
tratamento de cada experimento.

Doses aplicadas (Kg'1 de peso corporal)

Experimento Tratamento
12 dose Intervalo (h) 22 dose
EC Doses convencionais 0,5mg 12 5,5mg
Doses reduzidas 0,5mg 6 1,0mg

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

Doses reduzidas 4ug + 2mg 6 8ug +4mg

Extrato bruto de hipdfise de carpa — EC; hormdnios liberador de gonadotrofina anélogo
ao de mamifero associado a metoclopramida - mGnRHa + MET.

Os experimentos foram conduzidos em sistema semi-natural. Para isso,
caixas d’agua de volume total de 750L (preenchidas com aproximadamente

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

Tabela 2. Numero de caixas, proporcdo de machos e fémeas e numero total de peixes
utilizados em cada tratamento de cada experimento.

. Caixas Macho:fémea Total (n°)
Experimento Tratamento ' a o .
d’agua (n°) | caixa Fémeas @ Machos

EC Doses convencionais 5 2:2 10 10
Doses reduzidas 5 2:2 10 10

Dose convencional 5 2:2 10 10

mGnRHa + MET

Doses reduzidas 3 2:2 6 6

Extrato bruto de hipofise de carpa — EC; hormdnios liberador de gonadotrofina analogo
ao de mamifero associado a metoclopramida - mGnRHa + MET.

2.6 Avaliagao do desempenho reprodutivo

O desempenho reprodutivo das fémeas em cada experimento foi
avaliado inicialmente quanto as taxas de matrizes desovadas (TD = numero de
matrizes desovadas x 100/ numero total de matrizes injetadas). Em seguida,
avaliamos as taxas de fertilidade relativa (TFR = numero de ovdcitos liberados /

peso corporal (g)), taxa de fertilizagcdo (TF = numero de ovos viaveis x 100/
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numero total de ovos) e taxa de eclosdo (TE = numero de larvas eclodidas x
100/ numero total de ovos) das fémeas desovadas. Finalmente, avaliamos o
periodo de laténcia, expressos em “horas-grau”, estimando o intervalo em
horas entre a dose definitiva e a ovulagdo, nas fémeas que desovaram, e
multiplicamos o numero de horas pela temperatura média desse intervalo.

Para o calculo da TFR foi amostrado em cada experimento 1mL de
ovacitos liberados de cada fémea. Com isso, foi estimado a quantidade de
ovocitos em 1ml, calculados em quintuplicatas, por fémea. Desse modo,
multiplicou-se o volume total (mL) de ovdcitos liberados pelo numero de
ovdcitos em 1mL. Para o calculo das TF e TE, um pool de ovos (20mL) das
fémeas desovadas, de cada experimento, foram transferidos para dez
incubadoras conicas tipo funil de 7L. Dessa forma, foi possivel avaliar o
percentual de ovocitos fertilizados até o fechamento do blastéporo, estimando
em 200 ovos coletados, o numero de ovos viaveis e ndo viaveis, em
quintuplicata. Com o mesmo método, foi avaliado o percentual de larvas
eclodidas momentos antes da ecloséo.

2.7 Avaliagao dos ovarios pés-desova

Cinco matrizes, escolhidas aleatoriamente de cada tratamento, tiveram
seus ovarios coletados. Para isso, as fémeas foram eutanasiadas com uma
dose letal de benzocaina (20g diluida em 150mL de alcool 96,0°GL e em 20L
de agua). Amostras da porgdo média dos ovarios foram fixadas em solugéo de
glutaraldeido a 2,5% por 24 horas. Em seguida, foram lavadas em solugéo
tampéao fosfato (0,05M e pH 7,2) e submetidas as técnicas histolégicas de
rotina para inclusdo em historesina Histosec® (Merck, Darmstadt, DE).

Posteriormente, obtivemos secgdes histolégicas de 3um, que foram coradas
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com Hematoxilina-Eosina.

2.8 Analise descritiva e estereolégica dos ovarios

Uma avaliagdo descritiva foi realizada destacando-se as caracteristicas
dos ovdcitos das fémeas analisadas. Distintas fases de desenvolvimento foram
classificadas pelas caracteristicas histolégicas. A frequéncia de densidade de
volume ocupada pelos distintos tipos de ovdcitos, foliculos pos-ovulatérios e
tecido intersticial foi determinada. Para isso, foram utilizados quatro campos
microscopicos (objetiva 5x) da regido média dos ovarios (12 campos
microscopicos por ovario). As contagens foram feitas em um grid com 352
pontos. Foram computados os pontos sobre as estruturas classificadas e
calculadas suas frequéncias (n° pontos * 100/ total de pontos). Semelhante ao
método utilizado por Criscuolo-Urbinati et al. (2012).

2.9Determinagao do diametro das células ovocitarias

Para a descricdo do diametro dos ovécitos, 20 ovdcitos de cada fase
[pré-vitelogénico (PV); alvéolo cortical (AC); vitelogénico completo (VC);
vitelogénico com vesicula germinativa migrada e n&o ovulada (GVBD) e
atrésico (AT)] foram mensurados por ovario. Para isso foram utilizados um
ovario de cada tratamento com EC (doses convencionais e doses reduzidas) e
um ovario de cada tratamento com mGnRHa + MET (dose convencional e
doses reduzidas). Para cada ovécito duas medidas de didmetro foram
registradas. Por fim foi calculada a média de todos os ovécitos registrados de
cada fase. As mensuracoes foram realizadas com o auxilio de um microscoépico
binocular Leica DM4000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), equipado
com o software Leica LAS v4.3.0 (Leica Microsystems).

210 Certificagao do trabalho

Esse trabalho foi certificado, e documentado com numero de protocolo
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019375/13, por estar de acordo com os principios éticos na experimentacao
animal. A certificacdo foi adotada pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagéo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comisséao de Etica no Uso
de Animais (CEUA), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” de Jaboticabal, SP.
2.11 Analise dos resultados

A analise estatistica 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 variaveis como peso
corporal, comprimento padréao e taxa de fecundidade relativa foram analisadas
através do Test t de Student. As variaveis como taxa de fertilizagdo e
densidade de volume foram analisadas através do teste Mann-Whitney U
teste. Os testes foram realizados com o nivel de significancia de a = 0,05, com

os dados expressos por média seguida do erro padréo (média + EP).
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3. RESULTADOS
3.1Peixes, manejo e qualidade da agua

Durante o periodo de aclimatagdo e domesticagdo nenhuma mortalidade
e danos a higidez foram constatados nas matrizes e reprodutores. Os valores
médios dos parametros de qualidade da agua foram de 23,0 + 1,2°C de
temperatura; 7,0 £ 0,9 de pH; 6,2 £ 0,3mg/L de oxigénio dissolvido; e 31,7 +

2,3uS.cm de condutividade da agua.

3.2Caracteristicas das matrizes e reprodutores

Os valores médios de peso corporal (g) e comprimento padrdo (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 padrdo (cm), de fémeas e machos de L. friderici, submetidos a duas concentragbes de extrato bruto

de hipdfise 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 estdo apresentados com média sequida de erro padrdo (média + EP).

Fémeas Machos
. Comprimento Numero Comprimento  Numero
Experimento 1 Tratamento Peso (g) padrao (cm) amostral Peso (g) padrdao (cm) amostral
EC Doses convencionais | 803,0+66,1A 30,9+0,6 A 10 293,5+43,1A 234+09A 10
Doses reduzidas 656,7+37,1A 314+04A 10 291,9+18,3 A 23,6 +0,6 A 10

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05).

Tabela 4. Valores médios de peso (g) e comprimento padrdo (cm), de fémeas e machos de L. friderici, submetidos a duas concentragcbes de horménio
liberador de gonadotropinas analogo de mamiferos associado com metaclopramida (mGnRHa + MET). Dose convencional (40ug de mGnRHa + 20mg de
MET, dose Unica); e doses reduzidas (4ug e 2mg; e 8ug e 4mg de mGnRHa + MET, intervalo entre doses de 6 horas). Valores estdo apresentados com

média seguida de erro padrdo (média + EP).

Fémeas Machos
. Comprimento  Numero Comprimento  Numero
Experimento 2 Tratamento Peso (9) padrdao (cm) amostral Peso (g) padrao (cm) amostral
Dose convencional = 6255+86,1A 293+1,1A 10 270,5+27,0A 23,0+£0,7A 10
mGnRHa + MET
Doses reduzidas 4582 +344A 280+x09A 6 263,01+ 18,2 A 23,8+04 A 6

Letras maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05).
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3.3Reproducao 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 excec¢&o dos valores de horas-grau que
foram menores em matrizes induzidas com doses reduzidas em relacdo a
indugdo 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 fémeas de L. friderici submetidos a duas concentra¢cdes de extrato bruto de hipdfise de carpa (EC). Doses
convencionais (0,5 e 5,5mg.Kg'7, intervalo de 12 horas); e doses reduzidas (0,5 e 1,0mg.Kg ', intervalo de 6 horas). Valores estdo apresentados com
média seguida de erro padrdo (média + EP).

Experimento 1 Tratamento TD (%) TFR Horas-grau TF (%) TE (%)
EC Doses convencionais 80 1104+212A 2540+6,9A 1,2+09A 0
Doses reduzidas 100 146,8 +26,1A 153,5+6,6B 749+8,3B 85,0+5,8

TD: taxas de desova das matrizes; TFR: taxa de fecundidade relativa; TF: taxa de fertilizacdo; TE: taxa de eclosdo. Valores médios + erro padrdo. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

Tabela 6. Valores médios de peso (g) e comprimento padrdo (cm), de fémeas e machos de L. friderici, submetidos a duas concentragbes de horménio
liberador de gonadotropinas analogo de mamiferos associado com metaclopramida (mGnRHa + MET). Dose convencional (40ug de mGnRHa + 20mg de
MET, dose tnica); e doses reduzidas (4ug e 2mg; e 8ug e 4mg de mGnRHa + MET, intervalo entre doses de 6 horas). Valores estdo apresentados com
média seguida de erro padrdo (média + EP).

Experimento 2 Tratamento TD (%) TFR Horas-grau TF (%) TE (%)
Dose convencional 70 594+21,5A 2581+40A 0,8+0,5A 0

Doses reduzidas 50 52,9+239A 158,6+0,0B 09+0,0A 0

TD: taxas de desova das matrizes; TFR: taxa de fecundidade relativa; TF: taxa de fertilizacdo; TE: taxa de eclos&do. Valores médios + erro padrao. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenga estatistica (p < 0,05).

mGnRHa + MET
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3.4 Analise descritiva e morfometria dos ovarios

As células ovocitarias foram classificadas e descritas, de acordo com a
tabela 7 e Figura 1, em: ovdcitos preé-vitelogénicos (PV), alvéolo cortical (AC),
vitelogénico completo (VC), vitelogénico com vesicula germinativa migrada e

néo ovulada (GVBD), foliculo pds-ovulatorio (PO) e atrésico (AT).
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Tabela 7. Classificacdo e descricdo histologica das fases de desenvolvimento das células

ovocitarias de L. friderici.

Classificacao dos Ovdcitos

Descrigao Histologica

Pré-vitelogénico (PV)
Diametro: 270,1+ 8,8um

Figura 1A

Os ovdcitos nesta fase eram de tamanho
reduzido com nucleo na posigdo central e
continham nucléolos na posicao periférica. O
citoplasma se apresentava basdfilo.

Alvéolo Cortical (AC)
Diametro: 478,4+25,0um

Figura 1B

Estas células eram maiores em relacdo a fase
anterior. O nucleo, também maior, apareceu na
posicdo central com nucléolos dispostos na
posicao periférica. O citoplasma adquiriu maior
volume e, em sua periferia, surgiram os alvéolos
corticais.

Vitelogénico completo
(VC)
Diametro: 692,5+35,9 um

Figura 1C

Nesta fase, o ovécito apresentou volume
citoplasmatico aumentado em relacdo ao AC,
mas ainda ocorreram vesiculas corticais na
periferia. A vesicula germinativa estava na
posicdo central ou migrada. O citoplasma se
apresentava preenchido por vesiculas de vitelo
proteico.

Vitelogénico com vesicula
germinativa migrada e nao
ovulada (GVBD)
Diametro: 784,3 + 29,4um

Figura 1D

Estes ovécitos apresentavam o citoplasma
preenchido por granulos de vitelo com aspecto
desorganizado e fundidas umas as outras. Na
periferia celular se encontrava uma fina camada
de alvéolos corticais e a vesicula germinativa
rompida.

Foliculo pés-ovulatorio
(PO)

Figura 1E

Estrutura remanescente nos ovarios, formada
pelas camadas foliculares e teca, apos a
ovulagdo. Estas estruturas eram enoveladas com
formato diverso e irregular.

Atrésico (AT)
Diametro: 345,6+26,4 um

Figura 1F

Todas as fases do desenvolvimento ovocitario
apresentaram ceélulas em atresia, porém estes
foram predominantemente encontrados na fase
vitelogénica. @ Estas células  apresentavam
contorno disforme e irregular e estrutura interna
desorganizada.
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Figura 1. Fotomicrografias de secgbes histologicas de ovario de Leporinus friderici
submetidos a indugdo hormonal. A: Pré-vitelogénico (PV); B: Alvéolo cortical (AC); C:
Vitelogénico completo (VC); D: Vitelogénico com vesicula germinativa migrada e nao
ovulada (GVBD); E: Foliculo pés-ovulatério (PO); F: Atrésico (AT). Destacados: nucleo
(N); nucléolos (Nu); alvéolos corticais (seta espessa); vesicula germinativa rompida na
periferia da célula (Vg); estrutura remanescente formada pelas camadas foliculares e
teca (setas delgadas); células em atresia (At).

A analise descritiva da densidade de volume dos ovocitos do
experimento 1 esta 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 relagdao as matrizes induzidas com doses

reduzidas (~9%). No entanto, os valores médios de PV, AC, VC e Tl 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).

m Doses Convencionais  mDoses reduzidas

iy Jl.ﬁi

vC GVBD

Figura 2. Frequéncia de ovocitos (%) de L friderici submetidos a duas concentragoes de
extrato bruto de hipdfise de carpa (EC). Doses convenC|ona|s (0,5 e 5,5mg. Kg , intervalo
de 12 horas); e doses reduzidas (0,5 e 1,0mg. Kg , intervalo de 6 horas). PV - Pré-
vitelogénico; AC - Alvéolo Cortical; VC - Vitelogénico completo; GVBD - Vitelogénico com
vesicula germinativa migrada e ndo ovulada; PO - Foliculo pds-ovulatério; AT - Atrésico; e
TI - tecido intersticial. Asteriscos indicam diferenga estatistica (p < 0,05).
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No experimento 2, o mesmo perfil de frequéncia 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. Frequéncia de ovocitos (%) de L friderici submetidos a duas concentragbes de
hormbénio liberador de gonadotropinas andlogo de mamiferos associado com
metaclopramida (mGnRHa + MET). Dose convencional (40ug de mGnRHa + 20mg de
MET, dose unica); e doses reduzidas (4ug e 2mg; e 8ug e 4mg de mGnRHa + MET,
intervalo entre doses de 6 horas). PV - Pré-vitelogénico; AC - Alvéolo Cortical; VC -
Vitelogénico completo; GVBD - Vitelogénico com vesicula germinativa migrada e nao
ovulada; PO - Foliculo pds-ovulatério; AT - Atrésico; e Tl - tecido intersticial. Asteriscos
indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

o O

4. DISCUSSAO

Neste estudo analisamos os efeitos das doses convencionais (doses
usualmente aplicadas em espécies reofilicas) e doses relativamente baixas
(doses reduzidas) em matrizes aptas de L. friderici, induzidas com EC e
mGnRHa + MET, sobre o processo de maturagdo final, ovulagcdo e
desempenho reprodutivo. As doses convencionais de EC aqui testadas nao
permitiram obtengcdo de progénie viavel. Por outro lado, doses nao usuais,
relativamente baixas de EC, foram adequadas para a espécie. Em relagao as
doses de mGnRHa + MET, tanto a dose convencional quanto as doses
reduzidas ndo propiciaram a obtencdo de embrides viaveis, apesar de
promoverem a ovulagao.

Analisando as doses convencionais de EC, as quais resultam em
embrides viaveis na maioria das espécies reofilicas brasileiras, observamos
que para o L. friderici estas se associaram com elevada mortalidade de
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embrides, apesar de terem sido satisfatdrias para o processo de ovulagao.
Possivelmente, a intensidade na secrecao de horménios em respostas a doses
convencionais de EC no L. friderici tenha provocado a mortalidade de embrides
desta espécie. Neste cenario, ja foi demonstrado que hormdnios reprodutivos
do plasma materno s&o transferidos aos ovos (Brown e Berna 1989; Schreck et
al., 1991; Hwang et al., 1992; Mylonas et al., 1994), os quais, desbalanceados,
sdo potenciais causadores de mortalidade de embrides em peixes. Ha relatos
de niveis de E2 e MIS superiores em ovos n&o viaveis em relagcdo a ovos
viaveis (Feist et al.,1990). Dessa forma, € possivel que alguma alteragdo no
balango desses hormdnios tenha ocorrido em resposta a doses convencionais,
alterando a transferéncia fisiologica materna desses hormdnios 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 embrido. Um dos fatores que podem ter causado
mortalidade embrionaria € a elevada estimulacdo da hipofise 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;
revisdo em Zoar e Mpylonas, 2001) e consequente transferéncia para os
ovocitos. Sabidamente as formas sintéticas de GnRH possuem maior
resisténcia contra a degradacdo enzimatica e podem, neste estudo, ter
provocado uma liberagdo mais intensa e prolongada de GtH (revisdo em Zoar e
Mylonas, 2001), causando efeitos deletérios, como baixa fertilidade, baixa
ecloséo e redugao da qualidade dos ovos (Mylonas et al., 1992). Esses efeitos

deletérios podem ser potencializados pela “dessensibilizacédo” ou “baixa-
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regulacao” de sitios de ligagcao do receptor de GnRH de alta afinidade (Peter e
Yu, 1997).

Ainda em relacdo a inducdo de L. friderici por mGnRHa + MET,
observamos que tanto a dose convencional quanto as reduzidas nao
permitiram a producao de embrides viaveis. Dessa maneira, provavelmente a
variacdo de aminoacido D-Ala® Pro’NEt-mGnRH utilizado nesse experimento
seja muito efetivo na secrecdo 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 analogos demonstraram que
uma determinada variante e posicdo de aminoacidos desse peptideo pode se
sobressair na poténcia em relagdo a outro analogo, resultando em liberagcéo
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 pituitaria de goldfish in vitro, que a presenga do aminoacido triptofano na
posicdo 7 do sGnRH nativo elevou a poténcia destes peptideos na liberacédo de
Lh. Assim sendo, sdo necessarios estudos para encontrar uma dose suficiente
que provoque a ovulagdo e que nao seja toxica para os embrides,
possibilitando, desta forma, a comprovacdo da toxicidade no L. friderici a
distintos tipos de horménios, provocadas por doses elevadas de GnRH
sintético. Informacdes sobre a toxicidade de matrizes, reprodutores e embrides
de peixes migradores a GnRH sintético sédo incipientes, mas necessarias para
padronizarmos a substituicdo do uso de EC por estas substancias.

Aparentemente, as espécies migradoras sul-americanas apresentam
sensibilidade a doses de GnRH sintéticas, ou seja, sdo passiveis de sofrer

acdes deletérias com doses de GnRH, mesmo abaixo das doses convencionais

44



[(concentracdes de: ~20 pg.kg’ + 10 mg.kg' de MET em Rhandia quelen
(Carneiro e Mikos, 2008); ~20 pg.kg’ + 10 mgkg' de domperidona em
Colossoma macropomum (Acuia e Rangel, 2009); entre outros]. De forma
contraria, as espécies do hemisfério norte respondem bem a doses
convencionais, nas concentragdes aqui aplicadas, e ainda apresentam
embrides viaveis em doses mais concentradas [(GnRH sintético, com a
variagdo D-Ala® Pro°NEt]-mGnRH, resultou em embries viaveis nas
concentracdes de: 100 pg.kg”' em Oncorhynchus mykiss (Pankhurst e Tomas,
1998); 70ug.kg™ em Oncorhynchus keta (Park et al., 2007); 100 + 100 pg.kg™
em Salmo trutta caspius (Noori et al., 2010); 40 pg.kg™" + 20 mg.kg”' de MET
em Thymallus thymallus (Szmyt et al., 2012); entre outros]. Desta forma, a
mortalidade embrionaria possivelmente ocorre em menor intensidade em
espécies de regides temperadas, tratadas com doses elevadas, comparada as
nossas espeécies, que podem facilmente provocar a morte, as vezes, em 100%
dos embrides.

Em se tratando de reprodugdo induzida, o tempo estimado para a
ovulagao a partir do momento da indugao (periodo de laténcia) é essencial para
0 planejamento da desova, seja para a pesquisa como para produgao.
Analisando o periodo de laténcia observamos associagao das doses reduzidas
com periodo de laténcia menor, com EC e mGnRHa + MET. No entanto, nédo
houve associagdo do menor periodo de laténcia com obtencido de embrides
viaveis no tratamento com mGnRHa + MET. Ressaltamos também que o tempo
de resposta da ovulagdo de 153,5 £ 6,6 horas-grau com doses reduzidas de
EC foi relativamente menor no L. friderici em relagdo aos obtidos em espécies

congéneres [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 observag¢des apontam
para intensas particularidades em espécies nativas de mesmo género, que por
sua vez mostram a necessidade de mais estudos especificos e aprofundados
para evolugdes praticas e tedricas neste tema.

No experimento com mGnRHa + MET observamos que a dose
convencional causou periodo de laténcia maior em relagdo as doses reduzidas.
Neste contexto, Levavi-Sivan et al. (2004) demonstraram que a injecéo de
mGnRHa resulta em elevagdo mais duradoura de Lh no plasma se comparado
a injecdao de sGnRHa, em Perca prateada (Bidyanus bidyanus). Ainda de
acordo com estes autores, a elevagao mais intensa provocada por mGnRHa
resultou em reducdo da fecundidade. Assim, é possivel que a depuracao
metabdlica mais lenta do mGnRHa + MET, ou dos horménios “downstream” no
eixo como o Lh (Goren et al., 1990, Levavi-Sivan et al., 2004), estejam
envolvidos na morte dos embrides € no maior tempo de laténcia observados
nas doses convencionais.

Por meio das analises estereoldgicas, verificamos que as doses
convencionais de EC resultaram em grande porcentagem de ovécitos GVDB
aderidos aos ovarios, em relacdo as doses reduzidas. Esses dados sao
reflexos do numero de fémeas que ndo 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 eficiéncia da dose reduzida de EC, visto que menos de 10% de

GVBD ficou retido nos ovarios, o0 que acabou resultando em percentuais
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maiores das fases anteriores pelo maior volume destes em comparagdo com
os PO.

Com relagdo as analises estereoldgicas dos peixes tratados com
mGnRHa + MET verificamos a ocorréncia de elevado percentual de ovécitos
GVDB aderidos aos ovarios em ambas os tratamentos. Observamos percentual
superior de GVDB nos ovarios 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 maturacéo final e ovulacao,
prejudicando a obtengao de embrides viaveis.

Concluindo, esse estudo demonstrou que o L. friderici induzidos com
doses convencionais de EC e convencionais e reduzidas de mGnRHa + MET
ocasionaram varios problemas reprodutivos, prejudicando a viabilidade dos
embrides. Por outro lado, doses reduzidas de EC foram promissoras na
obtengdo de embrides viaveis no L. friderici com baixa presengca de GVBD
aderidos aos ovarios. E possivel que a espécie apresente elevada toxicidade
aos protocolos empregados. As razdes para este comportamento devem ser
mais bem exploradas em futuras abordagens, pois tem implicagdes diretas na
produgdo 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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MANUSCRITO I

Efeito de duas temperaturas (25 e 29°C) na
diferenciacao gonadal de piau-trés-pintas,

Leporinus friderici.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar o inicio da diferenciagédo gonadal
de L. friderici expostos a 25 e 29°C, por 190 dias em sistema de recirculacéo
de agua, e avaliar a influéncia dessas temperaturas sobre o processo de
diferenciagdo gonadal e proporcdo sexual. Para isso, foram amostrados
aleatoriamente cinco peixes, 50, 70, 90, 110, 130, 150, 170, 190, 210 e 240
dias apos eclosdo (DAE), de cada tratamento. A diferenciagcdo gonadal se
iniciou com o sexo feminino, aos 150 DAE (11,4cm e 16,4g) a 25°C e aos 170
DAE (10,7 £ 0,7cm e 27,7 £ 8,5g) aos 29°C. A diferenciacdo em testiculo teve
inicio aos 190 DAE a 29°C (38,0g e 14,5cm), no entanto, ao longo do periodo
experimental ndo foi observada diferenciacédo em testiculo a 25°C. De um total
de 50 animais amostrados por tratamento, ao longo de todo o periodo
experimental, o numero de animais diferenciados foi de 17 (12 fémeas e 5
machos) e 3 (3 fémeas) a 29°C e 25°C, respectivamente. Apds a diferenciagao
(190-240 DAE), as médias de peso corporal (P) e comprimento padrédo (CP)
foram predominantemente superiores a 29°C (P>0,05). O desenvolvimento
gonadal de L. friderici se mostrou semelhante ao das espécies gonocoristicas
“diferenciadas”. Concluimos que a temperatura mais elevada (29°C) influenciou
no aumento de P e CP, intensificou a diferenciagdo gonadal e foi mais eficiente
na obtencdo de um maior numero de fémeas. Desta maneira, a producao de
fémeas, que é o género de maior interesse econdémico, possivelmente pode ser
obtida em maior proporgcao com a incubacédo a temperatura de 29°C, proximo
aos 190 DAE, uma vez que a espécie apresentou 100% de sobrevivéncia e
melhores médias de CP e P, nessas condicoes.

Palavras chave: determinagao sexual, gbnadas, fémeas, 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 29°C 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 29°C. 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 29°C
(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. INTRODUGAO

O L. friderici € uma espécie reofilica (Nomura, 1970; Godoy, 1975) que
apresenta fecundacdo externa, com periodo reprodutivo de novembro a
fevereiro (Garavello, 1979). A espécie apresenta qualidade de carne elevada e
aceitacdo para pesca esportiva (Andrade e Vidal, 1991). No entanto, o L.
friderici esta presente em rios que sofrem represamento (Agostinho et al., 1997;
Duraes et al., 2001; Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006), prejudicando sua
reproducdo e consequentemente os estoques naturais. Observagdes a campo
mostram que esta € 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; Duraes et al.,
2001; Albrecht et al., 2003; Bizzotto, 2006). Desta forma, em grande parte do
territério nacional, existe a procura de alevinos de L. friderici para aquicultura e
programas de repovoamento (Suplicy, 2007), no entanto, de acordo com os
ultimos registros datados do ano de 2005, o Brasil produz pouco mais de 5
milhdes de alevinos de L. friderici tentando suprir todos os nichos de mercado
(Suplicy, 2007).

Desta maneira, uma alternativa para potencializar a produtividade da
espécie € a formacdo de populagbes monosexo, amplamente utilizada em
sistemas de producado de peixes, pois direciona a diferenciagado para o género
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 género que apresenta as caracteristicas morfologicas de

interesse econdémico (Devlin e Nagahama, 2002). Em peixes, a expressdo do
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sexo depende de dois eventos: da determinacdo sexual, que Sdo 0S processos
e variaveis que influenciam a diferenciacdo sexual, podendo ser genéticos ou
ambientais; e da diferenciacdo sexual, que indica a realizacado fisica destes
eventos, em termos de desenvolvimento dos ovarios ou testiculos (revisdao em
Shen e Wang, 2014). Sabe-se que a determinagcdo do sexo em peixes é um
processo muito flexivel e sujeita a alteragdo por fatores externos (Devlin e
Nagahama, 2002).

Os fatores ambientais tém forte influéncia sobre o processo de
diferenciagdo sexual, sendo a temperatura da agua um desses fatores
(Baroiller et al., 1999). Na maioria das espécies de peixes termossensiveis, a
proporcao do sexo masculino aumenta com a elevacdo da temperatura da
agua, por outro lado, temperaturas mais baixas induzem o desenvolvimento
dos ovarios (revisto por Baroiller et al., 1999). A temperatura interfere na
esteroidogénese das gbnadas, principalmente através da modulagdo da
expressao do gene cypi9afa (Strussmann e Nakamura, 2002). Este gene
codifica um polipeptidio e expressa uma proteina, a enzima aromatase, enzima
chave na conversao de andrégenos em estrogenos (Simpson et al.,1994).

Nos peixes, em geral, os horménios esteroides desempenham um papel
crucial na regulagdo do processo de diferenciagéo sexual (Baroiller e Guiguen
2001). Em peixes, os esteroides sexuais sédo sintetizados principalmente por
células somaticas das gbnadas, ou seja, células foliculares e da teca nos
ovarios, e, células de Leydig nos testiculos (Fostier et al., 1983; Guraya, 2001).
A testosterona (T) ndo esta diretamente envolvida nos mecanismos de
diferenciagdo sexual, mas participa como precursor do 17B-estradiol (E2)

(Nakamura et al.,, 1998; Baroiller et al., 1999). O andrégeno 11-
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Ketotestosterone (11-KT) é o principal responsavel na regulagdao 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 diferenciagdo masculina, enquanto o
excesso de E2 induz a diferenciagdo feminina. Essa constatacdo tem sido
observada em varias espécies de teledsteos (Rougeot et al., 2007).

Outro mecanismo responsavel pela determinagdo sexual € o genético.
Os genes que determinam o sexo podem se apresentar espalhados por todo o
genoma (cromossomos autossomos, presentes em sistema monogénico) ou
em sua maioria concentrada em um par de cromossomos (Cromossomos
sexuais, presentes em sistema poligénico) (Piferrer, 2001; Devlin e Nagahama,
2002). Estudiosos sugerem que o dmy seja o principal gene determinante do
sexo masculino, equivalente ao gene sry de mamiferos (Sheng e Wang, 2014).
Os autores anteriormente mencionados sugerem também que, durante o
periodo de determinagao do sexo, o nivel de expressao do gene dmy é critico
para a sua fungdo, uma vez que os mutantes que ndo expressam este gene
ndo se diferenciam em machos, e se desenvolvem como fémeas invertidas
(XY) (Sheng e Wang, 2014).

Em suma, a demanda de informagdes para criacdo de L. friderici é
crescente, principalmente por figurar entre as espécies mais recorrentes na
pesca comercial e de subsisténcia (Vaz et al., 2000). Nesta espécie,
sabidamente as fémeas apresentam taxas de crescimento superiores a dos
machos (Régo, 2008; Lopes et al., 2000), fator este que pode ser empregado
na produgdo de populagdes monosexo em ambiente controlado. Segundo os

dados do Departamento de Aguas e Energia Elétrica (DAEE, 1984), as
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variagbes de temperaturas apresentadas nas aguas do rio Sapucai mirim -
Grande estdo na faixa de 22 a 29°C. Assim, uma vez que a producdo de
populagdes monosexo feminino pode ajudar a aumentar a produtividade da
espécie, tivemos como objetivo neste estudo determinar o inicio da
diferenciagdo gonadal de L. friderici expostos a 25 e 29°C (dos 50 até os 240
dias apos ecloséo), dentro da faixa de temperatura encontrada em ambiente
natural, e avaliar a influéncia dessas temperaturas nas taxas de comprimento

padréo (CP), peso corporal (P), sobrevivéncia e proporgéo sexual.
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2. MATERIAL E METODOS
2.10rigem dos animais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Reprodugao de Peixes
no Centro de Aquicultura da Unesp - CAUNESP - da Universidade Estadual
Paulista, campus de Jaboticabal, durante o periodo de fevereiro a agosto de
2014. Alevinos de 50 dias apés a ecloséo (DAE) foram obtidos da reprodugéo
induzida, no periodo de dezembro de 2013, de matrizes selvagens capturadas
no rio Sapucai Mirim, previamente domesticadas. Para a obtengcdo desses
alevinos, matrizes e reprodutores selvagens foram capturados no rio Sapucai
Mirim e transferidos ao CAUNESP para domesticacdo por um periodo de 2
anos. Essas matrizes e reprodutores fazem parte de um projeto de
repovoamento de peixes do rio Sapucai Mirim, impactadas por barreiras fisicas
(construgdo de barragens) visando a produgdo de energia elétrica. Dessa
forma, a soltura de alevinos provenientes de cruzamentos dirigidos, viabilizado
pela marcagcdo e analise genética de cada reprodutor e matriz, possibilita a
preservacgao da variabilidade genética dos peixes coletados na natureza.

2.2l arvicultura

Apods a obtencdo da desova em sistema semi-natural, aproximadamente
2000 ovos (pool de oito fémeas) foram transferidos para cada incubadora
conica tipo funil de 120L (n = 6). Apds a ecloséo, 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: 1° ao 4° dias: 50 nauplios de
Artemia [ larva / dia (BioArtemia. Ltda, RN, Brasil.); 5° ao 8° dias: 100 nauplios /
larva / dia; 9° ao 10° dias: 150 nauplios / larva / dia; 10° ao 15° dias: 300

nauplios / larva / dia. A dieta, do 1° ao 15° dia, foi suplementada com racao
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comercial em po (40,0% PB) até a saciedade e com “solugdo de ovos de
galinha” duas vezes ao dia. A “solugcdo de ovos de galinha” elaborada para
aproximadamente 200 mil larvas, constitui-se de um ovo inteiro, batido em
agua em ponto de ebulicdo seguido de choque termico com agua fria (de
acordo com protoclo proposto por Amaral Junior, 2007). Esse tipo de alimento
foi fornecido em fungdo do tamanho reduzido da boca do L. friderici. Larvas
mortas e restos de alimento foram removidos diariamente.

No 16° dia apos a eclosdo (DAE), as larvas foram transferidas para
viveiros escavados (~200m®) do CAUNESP onde foram mantidas até o 50°
DAE. Os viveiros foram adubados e manejados para larvicultura de espécies
nativas (Graeff et al., 2008). As larvas foram arracoadas até a saciedade, sete
dias na semana, em duas por¢des ao longo do dia (9:30 e 16:30 horas), com
racao comercial farelada para peixes onivoros (composi¢éo: 10,0% de teor de
umidade; 55,0% de proteina bruta, 7,0% de extrato etéreo, 2,8% de fibra, 4,2%
de Calcio, 1,5% de fosforo).
2.3Delineamento experimental

Cento e dez peixes de 50DAE (comprimento padrdo 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 °C e o outro a 29 °C) foram constituidos por dois sistemas
independentes de recirculagcdo de agua, compostos por filtros biolégicos 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 agua.
Cada caixa com capacidade para ~140L possuia dimensdes internas de 71,0 x
51,0 x 39,0 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente).

Durante o periodo experimental, os peixes foram alimentados com ragao
comercial extrusada (composigao: 10% de teor de umidade; 38% de proteina
bruta; 7,5% de extrato etéreo; 5% de fibra; 3% de Calcio; 1,45% de fosforo)
fornecida até a saciedade, quatro vezes ao dia. Uma vez ao dia foi realizado a
sifonagem dos restos de ragcédo e fezes e quatro vezes ao dia (9:00; 12:00,
15:00 e 18:00 horas) o sistema de retrolavagem dos filtros biolégicos foram
acionados para limpeza. O fluxo de agua e a oxigenacgéo foram controlados por
meio de torneiras e pedras porosas em todas as caixas. Os peixes foram
mantidos em condi¢cdes de fotoperiodo natural no CAUNESP (21°15°17” S e
48°19°20” W).
2.4Parametros de qualidade da agua

Os parametros da qualidade da agua foram aferidos para as cinco
caixas de cada tratamento. Para isso, o oximetro HI9146-10 (Hanna
Instruments — Resolugdo: 0,01mg/L) foi utilizado para mensuragdo do oxigénio
dissolvido (diariamente); o medidor de pH HI98172 (Hanna Instrument -
Acuracia: £ 0,1 pH) para pH (semanalmente); e um condutivimetro HI98311
(Hanna Instruments — acuracia de 0,1uS/cm para condutividade e de 0,15°C
para temperatura) para mensuragdo da condutividade (semanalmente) e
temperatura (duas vezes ao dia).

2.5Biometrias e preparos histologicos

Para determinar o inicio da diferenciagdo gonadal e avaliar se existe
influéncia da temperatura na diferenciagdo foram amostrados aleatoriamente

cinco peixes, de cada tratamento, nos periodos de 50, 70, 90, 110, 130, 150,
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170, 190, 210 e 240 dias apds eclosao (DAE). Biometrias foram realizadas
determinando o peso total individual (g) e comprimento padréo (cm). Apos a
biometria, os peixes foram eutanasiados com uma dose letal de benzocaina
(etil-aminobenzoato), na propor¢ao de 0,05g (diluida em 7,5mL de alcool
96,0°GL) para 1L de agua. As gbnadas foram retiradas e fixadas em solugéo
de Karnovsky. Em seguida, foram lavadas em alcool etilico 70% e submetidas
as técnicas de rotina de inclusdo em glicol metacrilato (Leica historesin
embedding kit, Leica Microsystems, Nussloch, DE). Posteriormente, foram
realizados cortes de 3 ym de espessura em microtomo rotativo Leica RM2245
(Leica Microsystems, Heerbrugg, Suiga). Os cortes foram alocados em lamina,
corados com Hematoxilina e Eosina (HE), montados com laminulas e cobertos
com Entellan (Merck, Darmstadt, Germany). Apos esse processo, as secg¢oes
histologicas foram observadas sob um microscopico binocular Leica DM4000
(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany), equipado com uma camera Leica
DFC310 FX. As capturas de imagens foram realizadas com o auxilio do
software Leica LAS v4.3.0 (Leica Microsystems).
2.6Diferenciagao sexual

A diferenciacdo sexual foi avaliada para cada individuo, por um unico
observador, sem a informacao dos tratamentos. Para a caracterizacdo do sexo
foram adotados os seguintes critérios: nos machos, presenga de cistos de
espermatogbnias e espermatdcitos, e nas fémeas, presenga de ovdécitos em
crescimento primario. Os efeitos das temperaturas da agua na diferenciacéo
foram estimados considerando as proporgcdes sexuais nos dois tratamentos.

2.7 Certificagao do trabalho

Esse trabalho foi certificado, e documentado com numero de protocolo
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019375/13, por estar de acordo com os principios éticos na experimentacao
animal. A certificacdo foi adotada pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagéo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comisséao de Etica no Uso
de Animais (CEUA), da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” de Jaboticabal, SP.
2.8 Analise dos resultados

A analise estatistica 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 variaveis
comprimento padrdo e peso corporal as diferencas estatisticas foram
determinadas através da andlise de variancia (ANOVA one way) seguido do
teste de Tukey HSD. Os testes foram realizados com o nivel de significancia de
a=0,05, com os dados expressos por média seguida do erro padrdo (média *

EP).
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3. RESULTADOS
3.1Parametros de qualidade da agua.

Os valores médios dos parametros de qualidade da agua foram:
tratamento a 25°C: 25,0 £ 0,2°C de temperatura; 7,3 + 0,2 de pH; 7,8 + 0,2mg/L
de oxigénio dissolvido; 101,7 + 4,6uS.cm de condutividade da &gua.
Tratamento a 29°C: 29,0 + 0,2°C de temperatura; 7,7 = 0,2 de pH; 7,3 %
0,2mg/L de oxigénio dissolvido; 108,3 * 4,3uS.cm de condutividade da agua.

3.2Dados biométricos

Durante o periodo experimental ndo 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 25°C, e 6,2 + 0,59 e 6,7 + 0,2cm,
nos mantidos a 29°C (Figura 1A-B e 2). Os perfis da distribuicdo 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 29°C em
relacdo aos peixes mantidos a 25°C, 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 25°C, respectivamente (P < 0,05). Posteriormente aos 190
DAE, os valores médios de P e CP do tratamento de 29°C se mantiveram

superiores aos do tratamento de 25°C (P < 0,05) (Figura 1 e 2).
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Figura 1. Valores médios de: A- peso (g); e B- comprimento padrdo (cm) ( £ EP) dos L. friderici

jovens mantidos em duas temperaturas de agua (25°C e 29°C). Letras maiusculas indicam

diferencas entre os tratamentos (P < 0,05) e minusculas ao longo do periodo experimental no
mesmo tratamento (P < 0,05).
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Figura 2. Representacdo das caracteristicas externas de L. friderici, mantidos em caixas de
agua em temperaturas controladas a 29 e 25°C, dos 50 aos 240 dias ap6s ecloséo (DAE).
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3.3Analise macro e microscopica das génadas

3.3.1 Diferenciagao gonadal

No L. friderici a diferenciagdo das gbnadas foi diretamente de génada
indiferenciada para ovario ou testiculo. As fémeas de ambos os tratamentos
nao atingiram maturidade sexual durante o periodo experimental. No entanto,
os machos mantidos a 29°C, apesar de se diferenciarem mais tardiamente, ja
apresentavam em processo de espermiogénese. O padrao estrutural, descrito
abaixo, foi encontrado para a diferenciagéo ovariana (a 25 e 29°C) e testicular
(apenas a 29°C):
3.3.2 Diferenciagao ovariana

Macroscopicamente, durante o periodo de diferenciagdo ovariana, os
ovarios de L. friderici, localizados longitudinalmente na regido dorsal da
cavidade celomatica e paralelamente a bexiga natatéria, apresentaram-se
como 6rgdos pares, alongados, levemente achatados e translucidos. As
gbnadas estavam aderidas a parede dorsal da cavidade pelo mesovario, uma
membrana delgada de tecido conjuntivo. Com o desenvolvimento do ovario a
regido 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 periodo experimental foi possivel observar
vasos sanguineos ao longo de todo o tecido gonadal.

3.3.3 Diferenciacgao testicular

Macroscopicamente, durante o periodo de diferenciacédo testicular, os
testiculos de L. friderici, localizados longitudinalmente na regido dorsal da
cavidade celomatica e paralelamente a bexiga natatéria, apresentaram-se
como o6rgaos pares, alongados, levemente cilindricos e translucidos. As
gbnadas estavam aderidas a parede dorsal da cavidade pelo mesérquio, uma
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membrana delgada de tecido conjuntivo. Com o desenvolvimento do testiculo a
regido anterior ficou mais cilindrica se destacando da posterior. A tonalidade do
tecido gonadal foi mudando de translucido para um tom levemente marrom-
acinzentado e opaco. No final do periodo experimental foi possivel observar
vasos sanguineos ao longo de todo o tecido gonadal.

3.4Evolucgao da diferenciagao sexual

Dos 50 DAE aos 150 DAE foram observadas apenas células
germinativas primordiais (PGCs) e células somaticas, ao longo do eixo
longitudinal das gbénadas indiferenciadas, em ambos os tratamentos (25 e
29°C). Neste periodo, as PGCs permaneceram quiescentes e as gbnadas
continuaram indiferenciadas em ambos os tratamentos (Figura 3AB). Nesse
periodo, foi visualizado apenas o espessamento do estroma das gobnadas
indiferenciadas e o aumentando em numeros das PGCs e das células
somaticas. As PGCs apresentaram cromatina frouxa com ocorréncia de
nucléolos. A partir dos 150 DAE foram observados ovarios, evidenciado por
inUmeros ovaocitos em crescimento primario (Figura 3CD). Por fim, a partir dos
190 DAE, apenas no tratamento a 29°C, foram observados testiculos,
evidenciado por espermatogbnias, espermatocitos e espermatides (Figura
3EF).

Os resultados das analises histolégicas mostrando a proporgao sexual

ao longo do tempo estao representados na Tabela 1.
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Figura 3. Fotomicrografia da secgao longitudinal do tecido gonadal de L. friderici. A-B: gbnada
indiferenciada com 150 dias apds a ecloséo; C-D: ovario diferenciado em animal mantido a
temperatura controlada de 29°C; E-F: testiculo diferenciado em animal mantido a temperatura
controlada de 29°C. Em destaque: quadrado — delimitagado da regido ampliada ao lado direito;
asteriscos - célula germinativa primordial; cabeca de seta — “nucléolos”; ocp - ovdcitos em
crescimento primario; sg — espermatogonia; sc- espermatocitos. Coloragdo com HE.
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Tabela 1. Relagdo do numero de individuos por género (indiferenciado, fémeas
e machos), peso (g) e comprimento padrdao (cm) dos animais coletados dos 50
aos 240 dias apdés-eclosédo (DAE), em 25 e 29°C.

" Temperatura 25°C Temperatura 29°C
DAE  Geénero n P (9) CP(cm) | n P (9) CP (cm)
Indif 5 6,004 66+02 |5 6,205 6,7+0,2
50 Fémeas | O - - 0 - -
Machos | O - - 0 - -
Indif 5 6,706 71+02 |5 85%0,6 7,6+0,1
70 Fémeas | O - - 0 - -
Machos | O - - 0 - -
Indif 5 109+12 79+03 |5 88+0,6 75+0,3
90 Fémeas | O - - 0 - -
Machos | 0 - - 0 - -
Indif 5 17810 9,002 |5 12,7+14 8,3+0,3
110 Fémeas | O - - 0 - -
Machos | O - - 0 - -
Indif 5 151+12 8,801 5 16,8+2,3 94+04
130 Fémeas | O - - 0 - -
Machos | O - - 0 - -
Indif 4 206+18 121+04 |5 299+37 13,3+05
150 Fémeas |1 164+00 11400 |0 - -
Machos | 0 - - 0 - -
Indif 5 257+23 10,5+02 |3 239+0,7 10,7+0,2
170 Fémeas | O - - 2 27685 10,7+0,7
Machos | 0 - - 0 - -
Indif 5 21,8+23 10,2+04 | 0
190 Fémeas | O - - 4 498+4,7 13,3103
Machos | O - - 1 38000 12,1+0,0
Indif 5 27,7+50 10,7+05 |0
210 Fémeas | O - - 3 425+135 124+1,0
Machos | O - - 2 48,0+86 13,1+0,6
Indif 3 262+13 11,0+£0,2 |0
240 Fémeas | 2 31880 114+12 |3 631+£173 13912
Machos | O - - 2 48616 13,9201
Indif (47 174%13 93+03 |33 14,7%16 9,0x04
Média Fémeas | 3 26,6*69 11,4%0,7 (12 476*6,1 12805
Machos | 0 - - 5 46,3+34 132%*04

DAE - dias apods-eclosao; n - numero amostral; P - peso; CP - comprimento padrao; Indif -
indiferenciada; sombreado em cinza - inicio da diferenciacdo em fémeas; sombreado em azul -
inicio da diferenciagdo em machos.

O processo de diferenciagado no tratamento a 25°C foi mais precoce (150
DAE), porém menos intenso (apenas 3 animais) do que no tratamento a 29°C

(Figura 4 e Tabela 1).
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Figura 4. Evolugcdo da diferenciacdo de L. friderici, mantidos em caixas de agua em
temperaturas controladas a 29 e 25°C, dos 50 aos 240 dias apos eclosdo (DAE).

Devido ao pequeno numero de animais diferenciados no tratamento a
25°C néao foi possivel analisar estatisticamente a proporgcdo sexual para
comparagao entre os tratamentos. Desta maneira, observamos ao longo de
todo o periodo experimental a proporcédo de: 34% de fémeas e 10% de

machos, a 29°C; e 6% de fémeas e 0% de machos, a 25°C.
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4. DISCUSSAO

Neste estudo, determinamos em L. friderici expostos a 25 e 29°C o inicio
da diferenciacao gonadal e avaliamos a influéncia dessas temperaturas nas
taxas de comprimento padrdo (CP), peso corporal (P), sobrevivéncia e
proporgao sexual. Durante o periodo experimental a sobrevivéncia foi de 100%,
em ambos os tratamentos. O inicio da diferenciagdo ocorreu aparentemente
mais precocemente a 25°C (150 DAE) do que em 29°C (170 DAE), com a
diferenciagdo de fémeas em ambos os tratamentos. A diferenciagdo em
machos foi encontrada somente a 29°C (190 DAE). O numero de animais
diferenciados foi de 17 e 3 respectivamente a 29°C e a 25°C. Entre os animais
diferenciados, 12 e 3 se diferenciaram em fémeas respectivamente a 29 e
25°C. A temperatura da agua influenciou a média de P e CP, somente apos a
diferenciagdo a 29°C (190-240 DAE), com excessao da meédia de P aos 210
DAE, a qual se manteve similar nos dois tratamentos (P < 0,05).

Observamos que o numero de animais diferenciados foi maior a 29°C
comparado a 25°C. Sabe-se que a temperatura mais alta (dentro do limite
otimo do animal) aumenta as taxas de crescimento e antecipa a maturagéo
sexual em diversas espécies (Present e Conover, 1992; Billerbeck et al., 2000;
Gotthard, 2001) e pode ser usada para este propésito no L. friderici, pois n&o
causou mortalidade.

Sabe-se que a diferenciagao sexual em peixes € regulada por horménios
esteroides sexuais (Baroiller et al., 1999) e indiretamente por enzimas
esteroidogénicas (Baroiller et al., 1999), mas que fatores ambientais (Hunter e
Donaldson, 1983) e manipulagdo hormonal (Van Winkoop et al., 1994) podem

intensificar este processo. Dessa forma, podemos sugerir que a diferenciagao
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mais intensa em ovarios observada neste estudo a 29°C pode estar associada
ao aumento plasmatico dos niveis de andrégenos e estrdgenos nesses peixes.

Neste contexto, a via mais convencional de desenvolvimento ovariano
envolve a transcricdo do gene cyp719aia e a produgdo da proteina aromatase,
a qual é responsavel pela sintese de estrogenos (Vernetti et al., 2013), e que,
dentre estes, o E2 induz e mantem o desenvolvimento ovariano (Devlin e
Nagahama, 2002). Dessa forma €& possivel que a 29°C a indugédo da
transcricdo da cyp79aa tenha sido mais elevada do que a 25°C.

Neste estudo, a diferenciagdo em sexo masculino (190-240 DAE) s¢ foi
observada a 29°C. Strissmann e Nakamura (2002) relatam que em peixes
gonocoristicos diferenciados, o processo de diferenciacdo testicular é
reconhecido claramente mais tarde do que nas fémeas. Recentemente, foi
demonstrado que em algumas espécies as altas temperaturas resultam em
bloqueio da transcricdo do cyp19a1a (Hayashi et al., 2010; Navarro-Martin et
al., 2011), o que por sua vez pode levar ao desenvolvimento testicular de
fémeas genotipicas de teledsteos (Vernetti et al., 2013). No entanto,
observamos com o L. friderici uma elevada ocorréncia de fémeas a 29°C,
denotando que a temperatura utilizada provavelmente nao influenciou no
bloqueio da cyp19ata a 29°C. Ospina-Alvarez e Piferrer (2008) sugerem que
somente as espécies com mecanismos de determinagcdo sexual totalmente
dependente da temperatura exibem relagdes de sexo masculino mais alto em
resposta a aumentos da temperatura. Neste estudo, a temperatura mais alta
(29°C) acelerou a diferenciagado dos peixes em fémeas, mas nao foi possivel
relacionar a proporgao sexual. Desta forma, podemos sugerir que o L. friderici

nao seja uma espécie com mecanismos de determinagao sexual totalmente
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dependente da temperatura, no entanto, provavelmente a temperatura esteja
influenciando nos mecanismos genéticos de determinacdo sexual desta
especie.

Observamos que a diferenciacdo gonadal em ovarios caracterizou-se
pelo reconhecimento de ovocitos em inicio da meiose, como é tipico em
teledsteos gonocoristicos (Nakamura et al., 1998; Strussmann e Nakamura
2002). Apesar de ter diferenciagcdo mais tardia, o desenvolvimento dos
testiculos foi relativamente mais rapido, visto que no final do periodo
experimental ja se encontrava testiculos com processo avangado de
espermiogénese, enquanto que os ovarios permaneceram quiescentes com
ovaocitos em crescimento primario. Como observado em ambos os tratamentos,
a diferenciagcdo sexual da espécie parecer ser do tipo gonocoristico
“diferenciado”. No L. friderici o desenvolvimento da génada indiferenciada
originou diretamente fémeas ou machos, ndo sendo observado nenhum
individuo com caracteristicas masculinas e femininas em um unico peixe
(intersexo). Esse tipo de desenvolvimento do sexo €, de acordo com Devlin e
Nagahama (2002), um padrdo em espécies gonocoristicos “diferenciados”.

Neste estudo concluimos que a temperatura teve influéncia no processo
de diferenciagdo gonadal, alterando o periodo da diferenciagao que se iniciou
aos 150 DAE a 25°C e aos 170 DAE aos 29°C, originando ovarios. Apenas a
29°C houve a diferenciacdo em testiculos com inicio aos 190 DAE. Desta
forma, a temperatura mais elevada (29°C) intensificou o processo de
diferenciacao em ovarios desta espécie e a partir dos 190 DAE proporcionou
maiores médias de P e CP. A incubacgao dos peixes durante o processo de

diferenciagdo € uma excelente alternativa para intensificar o processo de
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diferenciacdo e obter maior numero de fémeas, uma vez que a espeécie
apresentou 100% de sobrevivéncia e melhores médias de comprimento e peso

em temperaturas elevadas.
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4. COMENTARIOS FINAIS

No manuscrito | observamos que a baixa concentracdo de extrato bruto
de hipodfise de carpa resultou em desempenho reprodutivo satisfatério e
obtencdo de embrido de matrizes de L. friderici. Como perspectivas futuras
concluiremos as analises correspondentes aos niveis de esteroides
plasmaticos de cada horménio indutor, em cada concentragao utilizada, para
dessa forma elucidarmos de maneira apropriada as respostas de cada fémea
em decorréncia das doses utilizadas.

No manuscrito || observamos que L. friderici mantidos em temperatura
mais elevada (29°C) influenciou no aumento do peso corporal e comprimento
padréao, intensificou a diferenciacdo gonadal e foi mais eficiente na obtencéo de
um maior numero de fémeas, em relagdo a temperatura mais amena (25°C).
Dessa forma, a expressdao do Cyp19ala nos auxiliara a entender os
mecanismos responsaveis pela diferenciacdo sexual no L. friderici. Visto que,
em muitas espécies de vertebrados existe uma interferéncia direta da

temperatura na transcricdo desse gene.
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