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DIFERENCIACAO SEXUAL, ESTRUTURA POPULACIONAL E CICLO
REPRODUTIVO DE PIRACANJUBAS (BRYCON ORBIGNYANUS) SOB
CONDICOES DE CULTIVO

Autor: Everton Luis Zardo
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

RESUMO: A espécie em estudo (Brycon orbignyanus) vem apresentando um
declinio populacional importante nos ultimos anos em funcao de interferéncias
antrépicas. Por este motivo, populagées naturais na bacia do rio Uruguai séo
praticamente inexistentes, e 0s estoques mantidos em cativeiro apresentam
razBes sexuais desproporcionais e perdas importantes de variabilidade genética,
0 que prejudica o0 uso desta espécie em programas de conservacdo. Esta tese
tem como objetivo principal avaliar parametros populacionais e reprodutivos de
Brycon orbignyanus sob condi¢cBes de cativeiro visando a aplicabilidade deste
conhecimento em programas de conservagdo. Com isso, objetivou-se no
primeiro experimento avaliar as flutuagcdes na razdo sexual ao longo do
desenvolvimento ontogenético e os diferentes padrdes morfoldégicos de
crescimento entre os sexos. Quinhentos exemplares foram amostrados de uma
piscicultura comercial e os dados biométricos foram registrados para a
realizacdo de uma regressao linear entre peso e comprimento. A partir do teste
Qui-Quadrado (x?) foi possivel observar que a razdo sexual apresentou
desproporcdes nas classes de comprimento superiores. Os machos e fémeas
apresentaram crescimento alométrico positivo (b=3,35 e b=3,44), enquanto
individuos sexualmente indiferenciados apresentaram alometria negativa
(b=2,96). O objetivo do segundo estudo foi descrever o0s processos de
diferenciacédo sexual, afim de definir o periodo termossensivel. Ap6s eutanasia
dos animais, as gbnadas foram coletadas e fixadas em solucdo formaldeido
tamponado 4%. Os cortes seriados (3um) foram corados com Azul de Toluidina
e analisados por microscopia de luz. Os primeiros sinais de diferenciacao sexual
foram observados apenas aos 323 dias apoés a fertilizacdo (DAF) e, aos 730 DAF
todos os individuos ja estavam diferenciados sexualmente. O objetivo do terceiro
estudo foi descrever o ciclo reprodutivo de machos de B. orbignyanus, a fim de
se estabelecer uma escala de maturacéo para machos desta espécie. Para isto,
exemplares da espécie foram coletados periodicamente em uma estacdo de
piscicultura comercial. Assim como no experimento anterior, as gonadas foram
coletadas e fixadas para analise histolégica. As analises das imagens foram
obtidas através de microscépio oOptico e a descricdo das fases reprodutivas
seguiu recomendacodes de Brown-Peterson et al. (2011). Foram estabelecidas 5
fases reprodutivas de acordo com as caracteristicas macroscopicas dos
testiculos, presenca e distribuicdo das células espermatogénicas e variacdes no
indice gonadossomatico. Os primeiros individuos aptos a reproducdo foram
observados aos 435 DAF.

PALAVRAS-CHAVE: espermatogénese, diferenciacdo gonadal, morfogénese
gonadal, razdo sexual, relacdo peso-comprimento.

1Tese de Doutorado em Zootecnia — Produc&o Animal, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (126 p.)
Margo, 2018.



DIFFERENTIATION, POPULATION STRUCTURE AND REPRODUCTIVE
CYCLE OF PIRACANJUBAS (BRYCON ORBIGNYANUS) UNDER
CULTIVATION CONDITIONS

Author: Everton Luis Zardo
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr.

ABSTRACT: The species under study (Brycon orbignyanus) has undergone a
important population decline in the last years due to anthropic interferences. For
this reason, natural populations in the Uruguay River basin are practically non-
existent, and stocks kept in captivity suffer from disproportionate sex ratios, and
significant losses of genetic variability, impairing the use of this species in
conservation programs. The main objective of this thesis is to evaluate the
population and reproductive parameters of Brycon orbignyanus under captive
conditions aiming the applicability of this knowledge in conservation programs.
Thus, the objective of the first experiment was to evaluate the fluctuations in
sexual ratio along the ontogenetic development and the different morphological
patterns of growth between the sexes. Five hundred specimens were sampled
from commercial fish farming and biometric data were recorded for a linear
regression between weight and length. From the chi-square test (x?) it was
possible to observe that the sex ratio showed disproportions in the upper length
classes. Males and females showed positive allometric growth (b =3.35and b =
3.44), while sexually undifferentiated individuals showed negative allometry (b =
2.96). The objective of the second experiment was describe the processes of
sexual differentiation, in order to define the thermosensitive period. After
euthanasia of the animals, the gonads were collected and fixed in 4% buffered
formaldehyde solution. Serial sections (3 ym) were stained with Toluidine Blue
and analyzed by light microscopy. The first signs of sexual differentiation were
observed only at 323 days after fertilization (DAF), and at 730 DAF all individuals
were already sexually differentiated. The objective of the third experiment was to
describe the reproductive cycle of B. orbignyanus males, in order to establish a
maturation scale for males of this species. For this, specimens were collected
periodically in a commercial fish farm. As in the previous experiment, the gonads
were collected and fixed for histological analysis. The images were obtained
through an optical microscope and analyzed according to the description of the
reproductive phases suggested by Brown-Peterson et al. (2011). Five
reproductive phases were established according to macroscopic characteristics
of the testes, presence and distribution of spermatogenic cells and variations in
the gonadosomatic index. The first individuals able to reproduce were observed
at 435 DAF.

KEYWORDS: reproductive cycle, sexual differentiation, gonadal morphogenesis,
sexual ratio, weight-length relation.
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INTRODUCAO

A Piracanjuba (Brycon orbignyanus) (Valenciennes, 1850) € uma
espécie reofilica pertencente a familia Bryconidae (Eschmeyer & Fong, 2017),
com ocorréncia natural nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai (Lima,
2003). Esta espécie apresenta alto valor comercial em funcdo da excelente
qualidade de sua carne, boa adaptacdo a ambientes de cultivo e elevado
potencial para a pesca esportiva (Zaniboni-Filho et al., 2006). Suas populagdes
naturais vém apresentando um declinio drastico nos ultimos anos em funcao das
constantes alteragfes ambientais causadas por agcdes humanas, incluindo a
reducao de fontes de alimento natural, pesca predatéria, contaminacdo da agua,
introducdo de espécies exodticas, desmatamento, expansdo urbana mal
planejada, construcdo de empreendimentos hidrelétricos, entre outros (Paiva,
1982; Agostinho et al., 2005; Lopera-Barrero, 2009). Estes fatores, aliados a alta
sensibilidade da espécie a ambientes alterados, fazem com que a piracanjuba
figure atualmente entre as espécies ameacadas de extin¢do a nivel nacional e
considerada “criticamente em perigo” no Rio Grande do Sul (Machado et al.,
2008). Na bacia do rio Uruguai, os registros de capturas sao raros e restritos a
trechos do rio Uruguai préximos ao Parque Estadual do Turvo (Zaniboni-Filho &
Schulz, 2003). Recentemente, apenas dois individuos foram capturados no rio
Uruguai e seus tributarios, os quais foram transferidos para a Estacdo de
Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina, sendo preservados
como parte do estoque de reprodutores (Oliveira et al., 2017).

Considerando o grau de impacto sobre esta espécie na bacia do rio
Uruguai, uma série de propostas e recomendacdes para a conservacdo da
piracanjuba sdo elencadas (Carolsfeld et al., 2003; Zaniboni-Filho & Schulz,
2003; Lopera-Barrero, 2009). Entre elas, recomendac¢des para estudos sobre 0s
padrdes de distribuicdo de ovos e larvas, a fim de se determinar areas de desova;
estudos com telemetria a fim de determinar os padrées de dispersao ao longo
do rio e estudos relacionados ao ciclo reprodutivo e ocupacao de habitats ao
longo do desenvolvimento ontogenético. Além destas, destacam-se as
recomendacdes para estudos relacionados a formacao de bancos genéticos in
Vivo e in vitro e o desenvolvimento de tecnologias para o cultivo e programas de
repovoamento em &reas criticas (Lopera-Barrero, 2009). Estas Ultimas
estratégias se destacam em funcdo da praticamente inexisténcia de registros de
captura da espécie em ambiente natural ao longo da bacia do rio Uruguai, o que
inviabiliza estudos conduzidos in situ e refor¢a a necessidade de estudos fora do
ambiente natural (ex situ) para a entéo elaboracéo de planos de conservacéo.

Atualmente, o repovoamento € uma medida de mitigagdo de impacto
a ictiofauna bastante utilizada, e apesar de ser aplicado no Brasil ha mais de trés
décadas, muitas vezes ndo conta com respaldo cientifico adequado, o que pode
invalidar os esforgos (Agostinho et al., 2005). Um programa ideal de
repovoamento deve permitir a sobrevivéncia e o estabelecimento da populacdo
reintroduzida, sendo necessaria a adequacdo do manejo reprodutivo para que
se evite principalmente a perda da variabilidade genética da populag&o natural,
sendo este um dos principais problemas relacionados a reintroducdo de
espécies nativas (Povh et al., 2008; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Panarari-
Antunes et al.,, 2011). Outros critérios muito importantes relacionados a
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reintroducdo de espécies muitas vezes sao negligenciados, como local e época
de soltura, tamanho dos alevinos a serem reintroduzidos, relagéo presa/predador
presente no ambiente, razdo sexual, entre outros. Dentre estes critérios, a razao
sexual entre machos e fémeas em uma populacdo figura entre os mais
importantes, uma vez que é um parametro ecoldgico basico e tem influéncia
direta na estrutura populacional, potencial reprodutivo e portanto, na
sobrevivéncia e propagacdo da espécie (Hardy, 2002; Piferrer, 2009). Em
cativeiro, tem se observado empiricamente relagdes sexuais desproporcionais
entre 0os sexos de piracanjuba, o que configura um problema quando estes
individuos séo utilizados em programas de repovoamento. Desta forma, ha a
necessidade de um maior entendimento a respeito dos mecanismos de
determinacdo e diferenciacdo sexual, biologia reprodutiva e aspectos
morfolégicos/morfométricos relacionados ao crescimento diferenciado em
machos e fémeas para futura elaboracdo de estratégias de manejo que visem
a manipulacéo sexual de larvas e juvenis em cativeiro.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Brycon orbignyanus

A ordem Characiformes contem aproximadamente 2000 espécies
distribuidas em 23 familias, sendo 19 exclusivamente neotropicais (Oliveira et
al., 2011; Eschmeyer & Fong, 2017). Apesar de sua taxonomia ainda pouco
esclarecida, a familia Bryconidae, a qual estd incluida dentro da ordem
Characiformes, possui 89 espécies disponiveis e 50 espécies validas,
distribuidas em duas subfamilias, Salminae e Bryconinae. O género Brycon esta
incluido dentro da subfamilia Bryconinae, a qual é composta por 78 espécies
disponiveis e 46 véalidas (Eschmeyer & Fong, 2017), sendo considerado um dos
géneros mais numerosos com 42 espécies descritas. Espécies do género Brycon
se distribuem desde o sul do México até o Panama, ao longo das bacias
hidrogréaficas da América do Sul trans-Andina, nas principais bacias hidrogréaficas
da América do Sul cis-Andina e na maioria dos sistemas costeiros do Caribe e
Atlantico (Lima, 2003; Abe et al., 2014). Sdo espécies consideradas de médio a
grande porte, podendo atingir mais de 70 cm e com grande importancia na
América Central e do Sul principalmente como fonte de alimento (Lima, 2003).

A piracanjuba ou bracanjuva (Brycon orbignyanus) (Figura 1),
distribui-se ao longo da bacia do rio da Prata, nas bacias do rio Paraguai, Parana
e Uruguai (Lima, 2003), onde por muitos anos figurou entre as espécies com
maior importancia comercial em registros de pesca (Carolsfeld et al., 2003), com
exemplares registrados na natureza atingindo tamanho maximo de 79,5cme 6,0
Kg (Godoy, 1975). Apresenta o corpo fusiforme e comprimido com a boca ampla
e terminal, com trés séries de dentes multicuspidados no pré-maxilar e duas no
dentario. Possui o corpo prateado, dorso castanho escuro com uma mancha
negra na base do pedunculo caudal estendendo-se até os raios caudais
medianos. A nadadeira caudal € avermelhada com uma faixa mediana escura
(Britto et al., 2003; Vaz et al., 2000). Assim como a maioria das espécies do
género, apresenta habito alimentar onivoro, porém com alteracdes ao longo do
desenvolvimento ontogenético, com preferéncia por alimentos de origem animal
e zooplancton nas fases larvais e frutas e sementes nas fases juvenil e adulta
(Cavalcanti, 1998; Meurer, 1999; Vaz et al., 2000; Garcia-Carefio et al., 2002;
Zaniboni-Filho & Schulz, 2003). Na natureza, a piracanjuba realiza grandes
migracdes reprodutivas durante os meses de novembro a fevereiro, periodo que
coincide com os maiores indices pluviométricos, temperaturas elevadas e maior
disponibilidade de alimento, o que permite uma maior sobrevivéncia das proles.
Esta estratégia de migracao entre os locais de alimentacao e reproducao, além
de estar relacionada com os processos fisiolégicos da maturagdo final dos
gametas, permite maximizar a utilizacdo do ecossistema, pois assim a espécie
busca os melhores locais para cada etapa de seu desenvolvimento (Zaniboni-
Filho & Schulz, 2003). Apresenta desova total e sazonal, primeira maturacao
tardia, alta fecundidade, ovos pequenos, baixo investimento parental e
desenvolvimento oocitario sincrénico por grupos, com desova justamente no
periodo de cheias apds a migracdo (Winemiller, 1989; Vazzoler & Menezes,
1992).



18

FIGURA 1. Piracanjuba (Brycon orbignyanus). Fonte: Acervo pessoal.

Brycon orbignyanus como indicador ambiental

Mais de 15% da fauna de peixes neotropicais € composta por
espécies migradoras, as quais apresentam ampla variedade de hébitos
alimentares, estratégias reprodutivas e ocupacgao de habitats (Carolsfeld et al.,
2003). Dentre estas espécies, a maioria pertence as ordens Siluriformes e
Characiformes, com as duas juntas somando mais de 4 mil espécies de agua
doce, sendo geralmente considerados 0os maiores peixes das bacias em que se
encontram e muitas vezes topos de cadeia (Nelson, 2006). Em funcgéo disto,
muitas destas espécies apresentam alto valor comercial, tanto pelo potencial
para o cultivo, quanto pelo apelo para a pesca esportiva, fazendo com que a
pressdo de pesca exerca enorme Iimpacto nestas populacdes naturais
(Agostinho et al., 2002). Além da pesca, outros fatores atuam de forma
impactante nas populacdes naturais de peixes migradores, entre eles o
desmatamento, a poluicdo dos corpos d’agua, a introducao de espécies exadticas,
a fragmentacdo de habitats e demais alteragbes ambientais como o
represamento para a construcdo de empreendimentos hidrelétricos, os quais
constituem a interferéncia antropica de maior impacto sobre os ecossistemas
fluviais. Para grandes migradores, os efeitos deletérios mais notérios causados
por esta acdo sdo a criacdo de uma barreira intransponivel a sua migracéo e o
ritmo irregular do fluxo de 4gua a jusante em funcéo da regulacdo de acordo com
a demanda energética (Zaniboni-Filho & Schulz, 2003; Agostinho et al., 2007;
Rosa & Lima, 2008).

No caso da piracanjuba, espécie migradora de longas distancias, os
fatores inicialmente apontados como causas do declinio populacional estéo
relacionados a enorme dependéncia de itens aloctones na dieta, como
sementes, frutos e insetos e a poluicdo (lhering, 1929; Godoy, 1975). Na bacia
do rio Uruguai, o desmatamento da mata ciliar principalmente em funcdo da
expansdo agricola e urbana mal planejadas contribuiu para a diminuicdo do
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alimento natural da espécie (Espinach-Ros & Rios, 1997). Apesar destes fatores
acima citados serem considerados os primeiros a atuar no declinio populacional
das populacdes naturais da espécie, atualmente a construcéo de barragens para
empreendimentos hidrelétricos atua de forma altamente impactante sobre estas
populacdes, uma vez que se trata de uma importante matriz energética utilizada
no pais e vem sendo cada vez mais utilizada pela crescente demanda de
energia. Segundo Agostinho et al. (2007), o rio Uruguai apresenta enorme
potencial hidrelétrico principalmente em funcdo de seu relevo, possuindo
atualmente 16 reservatérios para este fim, alagando uma area total de
aproximadamente 400 Km2.

Brycon Orbignyanus € uma espécie altamente sensivel a mudancas
na dindmica da &gua, tanto por seu comportamento migratério como por sua
preferéncia alimentar. Por ser uma espécie em alto risco de extincdo, pode ser
catalogado como espécie indicadora, j& que um aumento das popula¢des nos
rios onde se encontra € indicativo do bom estado de conservacdo do
ecossistema ou do sucesso dos programas de repovoamento, demonstrado pela
sobrevivéncia e adaptacao dos individuos ao ambiente. Por outro lado, o nédo
estabelecimento desta espécie como residente de ciclo completo e o impacto
negativo no ecossistema integrado séo considerados um fracasso do programa
ambiental (Lopera-Barrero, 2009).

Espécies indicadoras ou indicadores ecoldgicos podem ser definidos
como parametros biolédgicos, baseados em populagées, conjunto de populacdes
ou propriedades sistémicas, que por suas caracteristicas qualitativas e/ou
quantitativas, retratam o estado de um sistema ecolégico, permitindo detectar e
monitorar eventuais mudancas nesse sistema ao longo do tempo (Dale &
Beyeler, 2001). Frequentemente, seu desenvolvimento € baseado em um grande
conjunto de caracteristicas que descrevem aspectos bibticos, abidticos ou
antrépicos do ambiente (Metzger & Casatti, 2006). As alteracdes dos parametros
fisico-quimicos da agua analisadas de forma isolada apenas, néo indicam os
efeitos dos poluentes ou de outros impactos sobre a biota, devendo ser utilizados
estudos que combinem fatores fisico-quimicos e a comunidade de organismos
aquaticos, entre eles os peixes. As alteracBes ambientais em ecossistemas
aguaticos por quaisquer fatores, causam modificacbes na estrutura das
comunidades de peixes, e por isso a utilizacdo de comunidades icticas como
indicadores da qualidade ambiental sdo amplamente aceitas (Ross et al., 1985;
Welcomme, 1985; Faush et al., 1990; Barrella & Petrere, 1994).

Estratégias para a conservacéao de B. orbignyanus

De acordo com Lopera-Barrero (2009), algumas estratégias devem
ser preconizadas visando a conservacdo de B. orbignyanus. Estas estratégias
envolvem o conhecimento de todos os aspectos relacionados ao manejo
reprodutivo das populagcdes em cativeiro, de programas de repovoamento,
criopreservacdo de gametas, conservacdo geneética, manejo dos recursos
naturais, entre outros (Figura 2).
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FIGURA 2. Estratégias para a conservacdo de Brycon orbignyanus. Fonte:
Adaptado de Lopera-Barrero, 2009.

Em espécies e bacias onde as populacbes naturais ja estédo
praticamente extintas e os efeitos da perda de variabilidade genética séo
irreversiveis, o repovoamento é uma das medidas de mitigacdo de impactos mais
utilizadas no Brasil (Povh et al., 2008). Por se tratar de uma espécie ameacada
de extincdo e um indicador ecolégico de qualidade, a piracanjuba vem sendo
amplamente utilizada como objeto de pesquisa visando a sua utilizacdo em
programas ambientais (Sirol & Britto, 2006; Oliveira et al., 2017), o que fez com
gue inimeros estudos neste sentido com a espécie tenham sido realizados nos
altimos anos (Lopera-Barrero, 2009; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Panarari-
Antunes et al., 2011; Ashikaga, 2013). Um programa ideal de repovoamento
deve permitir a sobrevivéncia e o estabelecimento da populacao introduzida,
sendo necessaria a adequacdo do manejo reprodutivo para que se evite
principalmente a reducao da variabilidade genética da popula¢éo natural, sendo
este um dos principais problemas relacionados a reintroducdo de espécies
nativas e apontado como uma das principais causas de extincdo de espécies
(Povh et al., 2008; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Panarari-Antunes et al.,
2011). Por se tratar de um problema ja conhecido e frequentemente apontado
como a principal causa do insucesso dos programas de repovoamento,
pesquisas relacionadas ao manejo reprodutivo a partir da identificacdo da
variabilidade genética de lotes de reprodutores de piracanjubas vem sendo
realizadas em diversas regides do Brasil (Lopera-Barrero et al., 2008a; Lopera-
Barrero et al., 2008b Lopera-Barrero et al., 2010; Rodriguez-Rodriguez et al.,
2010; Panarari-Antunes et al., 2011; Ashikaga, 2013; Lopera-Barrero et al.,
2014). Além deste, outros critérios importantes devem ser levados em
consideracdo ao se pensar na utilizacdo de B. orbignyanus como espécie
indicadora em programas de conservacgao. Entre eles podemos citar o local e
época de soltura, tamanho dos alevinos/juvenis a serem reintroduzidos,
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presenca de predadores, qualidade ambiental e razdo sexual dos lotes
reintroduzidos. A adequacdo de todos estes aspectos passa por um
planejamento complexo na linha de producédo de larvas e alevinos, desde o
mapeamento genético para a formacdo dos planteis de reprodutores até o
dominio completo das técnicas de reproducéo artificial, larvicultura e alevinagem.

Reproducéo em peixes

A reproducao tem papel central nos processos produtivos tanto em
ambientes naturais como em ambientes aquaculturais, garantindo nao apenas a
propagacéao das espécies, mas também a combinacdo de informacdes genéticas
entre dois ou mais individuos (Striissmann & Nakamura, 2002). Mais de 50% das
espécies de vertebrados séo representados pelos peixes, 0s quais apresentam
uma enorme variedade de estratégias reprodutivas. Estas estratégias se
refletem em uma grande quantidade de conjuntos anatémicos e funcionais que
ao longo da evolugcdo se adaptam as circunstancias ambientais em que cada
espécie esta inserida (Redding & Patifio, 2000; Pandian, 2011). De acordo com
Vazzoler (1996), estratégia reprodutiva € o conjunto de caracteristicas que uma
espécie devera manifestar para obter sucesso na reproducdo. No entanto,
alteracdes ambientais podem determinar mudancas em uma ou em um conjunto
destas caracteristicas. Estas varidveis em uma ou mais caracteristicas da
estratégia reprodutiva sdo denominadas de taticas reprodutivas. O completo
conhecimento sobre a reproducédo de peixes passa pelo estudo de diversos
fatores relacionados as estratégias reprodutivas, entre eles a sexualidade
(mecanismo reprodutivo), tipos de desova, comportamento parental, fatores
ambientais e suas relagbes com o comportamento reprodutivo e fatores
relacionados a gametogénese (Jalabert, 2005). Todo este conhecimento é
fundamental, pois garante o completo entendimento da ecologia e histéria de
vida de uma determinada espécie. Além disso, 0 sucesso de programas de
gestdo pesqueira, aquicultura e conservacdo, dependem do entendimento
completo das estratégias reprodutivas de cada espécie (Bone & Moore, 2008).

Entre as inOmeras taticas reprodutivas, podemos citar o0s
“‘mecanismos reprodutivos” ou “sexualidade”, a qual apresenta numerosas
variacbes naturais em peixes, incluindo o gonocorismo, hermafroditismo e
unissexualidade (Devlin & Nagahama, 2002; Piferrer, 2009). O gonocorismo é o
tipo de reproducdo sexual mais abundante em peixes, ocorrendo em mais de
90% das espécies e presente também em anfibios, aves e mamiferos.
Caracteriza-se pela existéncia de sexos separados, sendo que cada individuo
produz apenas espermatozoides ou odcitos (Piferrer, 2009). Espécies
gonocoristicas podem ainda ser chamadas de diferenciadas, quando o
desenvolvimento gonadal inicial procede de uma gbénada indiferenciada e a
mesma se desenvolve diretamente como testiculo ou ovario. Também sé&o
chamadas de indiferenciadas, quando todas as gonadas se desenvolvem
inicialmente como tecido ovariano, porém em aproximadamente metade da
populacao os tecidos ovarianos se degeneram e as gbnadas sado invadidas por
células sométicas adicionais que formam testiculos (Yamamoto, 1969).

Em peixes ocorre também o hermafroditismo, tipo de reproducéo em
gue os individuos produzem gametas masculinos e femininos em algum
momento de sua vida (Devlin & Nagahama, 2002). Este tipo de reproducdo pode
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ser dividido em hermafroditismo sincrénico (ou simultaneo), onde os individuos
produzem gametas masculinos e femininos ao mesmo tempo (ou em um periodo
muito curto de tempo), e hermafroditismo sequencial, onde os individuos
produzem primeiramente um tipo de gameta e depois produzem outro tipo no
ciclo subsequente. Neste caso, as espécies que produzem primeiro gametas
masculinos e depois femininos, sdo chamadas de protandricas e, caso contrario
sdo chamadas de protoginicas (Sadovy & Shapiro, 1987). No entanto, seguindo
os critérios sugeridos por Sadovy & Shapiro (1987), em espécies que muito
raramente ou sob certas condi¢cdes excepcionais, como contaminacao quimica
ou térmica, se encontram individuos com ambas as gbnadas, ou contendo
tecidos masculinos e femininos ou até mesmo uma gbénada definida, porém com
células germinativas de outro sexo, estas ndo podem ser classificadas como
hermafroditas. Neste caso, pode estar ocorrendo o hermafroditismo anormal, ou
intersexualidade, condicdo em que pode ser observada a presenca de 00citos
em pequena quantidade nos testiculos, como observado por Strissmann et al.
(1996) trabalhando com peixe-rei (Odontesthes bonariensis), ou vice-versa,
porém sem relatos de funcionalidade (Pandian, 2011).

Além do gonocorismo, hermafroditismo e intersexualidade, ocorre
também em peixes a unissexualidade, condicdo em que determinada espécie so
possui fémeas e se reproduz por partenogénese, gimnogénese ou hibridogénese
(Piferrer, 2009). Portanto, todos estes mecanismos reprodutivos presentes entre
0s mais variados grupos taxonémicos exercem influéncia direta em outras taticas
e caracteristicas reprodutivas, como por exemplo nos mecanismos de
determinacao e diferenciacao sexual, no tamanho e idade a primeira maturacgao,
na gametogénese, na proporcdo sexual e no periodo reprodutivo (Vazzoler,
1996; Jalabert, 2005).

Propor¢gdo sexual e mecanismos de determinagdo e
diferenciacdo sexual em peixes

O conhecimento dos mecanismos e eventos que regulam a propor¢ao
entre 0s sexos em uma populacdo sdo fundamentais para o completo
entendimento da biologia e ecologia de determinada espécie, ja que este € um
parametro ecologico basico em estudos desta natureza (Piferrer, 2009). De
acordo com Vazzoler (1996), a proporgéo sexual em peixes na natureza varia ao
longo do ciclo de vida e em fungéo de eventos sucessivos que atuam de modo
distinto sobre os individuos de cada sexo. Desta forma, diversos fatores podem
atuar de modo diferencial sobre machos e fémeas, determinando o predominio
de um dos sexos nas diferentes fases de desenvolvimento. Entre estes fatores,
destacam-se a mortalidade, o crescimento diferenciado entre sexos,
comportamento diferenciado e até mesmo a disponibilidade de alimento, além
de outros fatores ambientais (Vazzoller, 1996; Vicentini & Araujo, 2003).

A proporcédo de sexos de uma populacdo depende da combinacéo
entre os mecanismos de determinacéao e diferenciacdo sexual, processos que
variam em funcao das caracteristicas reprodutivas de cada espécie, conforme
mencionado anteriormente. Em peixes teledsteos, o conceito de determinagéo e
diferenciacdo sexual € mais complexo quando comparado a outros vertebrados.
Este fato se deve a diferentes fatores, como por exemplo: auséncia de conexdes
estruturais entre os sistemas genital e excretor; as células somaticas das
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gbnadas nao possuem origem medular e cortical como em mamiferos; os
cromossomos muitas vezes n&o sdo diferenciados em autossomos e
heterossomos; dentro do grupo dos teledsteos sdo encontrados todos 0s tipos
de reprodugéo presente em vertebrados, incluindo o gonocorismo, todos os tipos
de hermafroditismo e unisexualidade (Pandian, 2011).

Os peixes, assim como o0s répteis apresentam dois tipos de
determinacao sexual: (a) genotipica (GSD = sigla advinda do termo em inglés
‘genetic sex determination”), onde o sexo se determina no momento da
fecundacdo e ocorre diferencas genéticas entre os sexos e (b) ambiental (ESD
= sigla advinda do termo em inglés “environmental sex determination”), onde n&o
existem diferencas genéticas consistentes entre 0s sexos e 0 mesmo se define
algum tempo apés a fertilizacdo, podendo este tempo ser em dias, meses ou
anos (Valenzuela et al., 2003). Na maioria dos casos, uma proporcdo sexual
equilibrada entre machos e fémeas sera alcancada pelas populacdes
independentemente do sistema de determinacdo sexual presente na espécie
(Fisher, 1930).

Diversas abordagens tém mostrado que sob condi¢cdes normais, o
sexo é fortemente determinado por fatores genéticos (GSD). Neste caso, alguns
genes podem direcionar o desenvolvimento ovariano ou testicular e o sexo do
individuo sera estabelecido por um conjunto de fatores genéticos herdados de
seus parentais (Devlin & Nagahama, 2002). Dentro de GSD, o mecanismo mais
comum de determinacdo sexual € a partir de um sistema chamado monofatorial,
ou seja, com um par Unico de cromossomos sexuais, podendo ser XX/XY ou
WZ/ZZ. Neste caso, o sexo homogamético (XX ou ZZ) pode ser 0 masculino ou
o feminino, variando de acordo com as diferentes espécies (Piferrer, 2009).

Em funcdo da presenca de razdes sexuais desproporcionais em
diferentes populacdes dentro de uma mesma espécie e a presenca de fatores
intersexuais nas gbnadas de alguns individuos em determinadas espécies, €
possivel afirmar que uma grande variedade de fatores ambientais também
exerce influéncia na determinagcéo do sexo. Neste caso, estas influéncias estéo
mais relacionadas aos processos e mecanismos de diferenciacdo sexual,
refletindo principalmente no sexo fenotipico dos individuos (Baroiller & D’cotta,
2001). Portanto, em funcdo desta alta plasticidade nos mecanismos de
determinacdo e diferenciacdo sexual em teledsteos, 0 sexo genotipico e
fenotipico nem sempre coincidem e em inimeras situacdes, as interacdes entre
0 genoma, as variaveis ambientais e demais fatores internos determinam o sexo
dos individuos (Shapiro, 1988).

Fatores ambientais na determinacao e diferenciagc&o sexual

Espécies que apresentam determinagdo sexual ambiental néo
apresentam diferencas genéticas consistentes entre os sexos, em funcdo dos
Cromossomos sexuais ndo apresentarem diferencas morfologicas possiveis de
serem identificadas por cariotipagem ou outras metodologias (Baroiller &
D’Cotta, 2001; Ospina-Alvarez & Piferrer, 2008). Neste caso, as primeiras
diferencas observadas entre os sexos serd determinada a partir de alguma
variavel ambiental atuando em determinado momento do desenvolvimento da
espécie, levando a determinacdo do sexo fenotipico dos individuos (Bull, 1983;
Valenzuela et al., 2003).
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Diferentemente de outros vertebrados como aves e mamiferos, onde
o desenvolvimento embrionério ocorre sob condicdes ambientais controladas,
em peixes isso ndo ocorre. Uma vez que os embrides estdo expostos as
condicdes ambientais, alteracbes na temperatura e outras varidveis podem
ocorrer e influenciar diversos processos relacionados ao desenvolvimento
embrionério e larval (Devlin & Nagahama, 2002). A temperatura e 0 pH sdo 0s
parametros ambientais que mais exercem influéncia no processo de
diferenciacdo sexual dos peixes (Devlin & Nagahama, 2002). Além destes,
outros fatores externos como o uso de esteroides sexuais, poluicdo e interacdes
sociais também podem atuar nos processos de determinagdo e diferenciacao
sexual (Devlin & Nagahama, 2002).

Determinacao sexual por temperatura

Inimeros estudos mostram os efeitos da temperatura na razao sexual
em peixes. Entre eles, destaca-se um pioneiro, onde Conover & Kynard (1981)
observaram que a razdo sexual do peixe-rei-do-Atlantico (Menidia menidia)
sofreu influéncia das diferentes temperaturas de incubagdo, aumentando a
proporcao de machos em temperaturas mais elevadas (17 a 25°C) e a de fémeas
em temperaturas mais baixas (11 a 19°C). Strissmann et al. (1996) observaram
gue temperaturas de 18 e 21°C levaram a uma maior quantidade de fémeas em
um trabalho realizado com larvas e alevinos de peixe-rei (Odontesthes
argentinensis) e nao houve alteracao na proporcao de sexos quando estes foram
mantidos a 25°C. Além das alterac6es na razdo sexual, 0S mesmos autores
também observaram alteracfes importantes no desenvolvimento gonadal desta
e de outra espécie (Patagonia hatcheri) sob diferentes temperaturas. Em ambas
as espécies, as fémeas apresentaram desenvolvimento mais acelerado na
temperatura mais elevada (25°C), dando os primeiros sinais de diferenciacéao,
como aparecimento de vasos sanguineos e meiose das células germinativas ja
com 28 dias apoés a fertilizacdo. No caso de P. hatcheri, todas as etapas do
desenvolvimento ovariano se completaram mais rapidamente (42 dias) em
animais mantidos a 25°C, sendo que os individuos mantidos a 18°C completaram
o desenvolvimento gonadal apenas aos 70 dias.

Boa parte dos estudos aponta para uma razéo sexual favoravel aos
machos quando os individuos sdo submetidos a elevadas temperaturas, como
observado em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (Baroiller et al., 1995;
Azaza et al., 2008; Zanoni et al., 2013), tilapia-mog¢ambicana (O. mosambicus)
(Wang & Tsai, 2000), Hoplosternum littorale (Hostache et al., 1995) e Misgurnus
anguillicaudatus (Nomura et al., 1998;). No entanto, padrdes inversos também
podem ocorrer, e maiores quantidades de fémeas foram encontradas em
elevadas temperaturas em espécies como o bagre-do-canal (Ictalurus punctatus)
(Patifio et al., 1996) e rockfish (Sebastes schlegeli) (Omoto et al., 2010). Além
disso, em diversos estudos fica comprovada a ocorréncia de interacdo entre
GSD e a ESD, uma vez que diferentes linhagens, familias ou populacdes de
determinadas espécies apresentam progénies com variados graus de
termossensibilidade. Este fato foi relatado em estudos realizados com peixe-rei-
do-atlantico (M. menidia) (Conover & Kynard, 1981), truta-arco-iris
(Onchorhynchus mykiss) (Magerhans et al., 2009), medaka (Oryzias latipes)
(Selim et al., 2009) e tilapia-do-nilo (O. niloticus) (Bezault et al., 2007).
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Em um estudo detalhado, Ospina-Alvarez & Piferrer (2008)
estabeleceram critérios préaticos para a identificacdo do padrao de determinacéo
sexual em peixes, sumarizados na figura 3. Estes critérios foram adaptados de
Valenzuela et al. (2003), incluindo modificacdes de Conover (2004).

Presenca de
cromossomos sexuais
I

Sim Nao.

Incubagao/larvicultura/alevinagemem ‘
diferentes temperaturas

|
Razido Razdo sexual
sexual 1:1 diferente de 1:1

GSD + TEou TSD
[

Alteragio narazao
sexual dentro de RTD

sm

FIGURA 3. Critérios utilizados para verificar a presenca de determinacéo sexual
por temperatura (TSD), genética (GSD), ou a combina¢cdo de ambas (GSD+TE).
GSD*=genetic sex determination; TE*=effects of temperature;
TSD*=temperature sex determination; RTD*=range of temperature during
development period. *Siglas referentes aos termos em inglés para facilitar a
leitura e comparagcéo com demais artigos publicados na area.

Estes critérios foram estabelecidos a partir de uma extensa revisao
englobando estudos realizados com 59 espécies de peixes gonocoéricas de agua
doce, 4gua salgada e estuarinas. De acordo com estes autores, a presenca de
cromossomos sexuais como XX/XY ou WZ/ZZ por exemplo, constitui uma forte
evidéncia de GSD. Caso ndo seja evidenciada a presenga de cromossomos
sexuais, outros critérios serdo utilizados para identificar o padrdao de
determinacdo sexual. Dentre estes critérios, a aplicagdo de temperaturas
extremas e ecologicamente irrelevantes para determinada espécie, mesmo
exercendo influéncias na razdo sexual, ndo nos permite afirmar que a espécie
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apresenta determinacéo sexual por temperatura (TSD = sigla advinda do termo
em inglés “temperature sex determination”). Esta afirmacdo s6 é valida caso
tenha ocorrido alteracdes na razdo sexual em temperaturas aplicadas dentro do
periodo termo sensivel (RTD = sigla advinda do termo em inglés “range of
temperatures during the development period). Caso tenha ocorrido alteracdes
dentro da faixa natural de desenvolvimento da espécie, porém fora do periodo
termo sensivel, pode estar ocorrendo determinacdo sexual genética com efeito
da temperatura (GSD+TE = sigla advinda do termo em inglés “genetic sex
determination + temperature effects”). O periodo termo sensivel, também
denominado de periodo labil coincide com o inicio dos processos de
diferenciacdo sexual e gonadal, onde histologicamente j4 se torna possivel
estabelecer o direcionamento das divisGes celulares (Conover & Fleisher, 1986;
Strissmann et al., 1997; Baroiller et al., 1999; Goto et al., 1999; Koumoundourus
et al., 2002).

Desta forma, mesmo em espécies que apresentam sexos genéticos
distintos e cromossomos sexuais claramente identificados, pode ocorrer
influéncias ambientais (principalmente da temperatura) na determinacdo do
sexo, ainda que este fato se observe apenas fenotipicamente (Uchida et al.,
2004). A determinacédo sexual € controlada pela acdo de uma grande variedade
de rotas bioquimicas envolvendo uma grande quantidade de proteinas (fatores
de transcricdo, enzimas esteroidogénicas, receptores, etc.). Uma vez que a
temperatura pode influenciar drasticamente a estrutura e fungdes das proteinas
e outras macromoléculas, as flutuacbes de temperatura enfrentadas pelos
peixes em seus respectivos habitats, podem alterar os direcionamentos da
determinacdo e diferenciacdo sexual, alterando consequentemente a
probabilidade do desenvolvimento de machos ou fémeas (DEVLIN &
NAGAHAMA, 2002). E provavel que a temperatura exerca suas acdes nas rotas
metabdlicas das biossinteses de esteroides principalmente a nivel cerebral.
Embora ainda seja necessaria uma maior quantidade de estudos especificos
sobre o tema, € possivel afirmar que a principal atuacdo da temperatura nestes
mecanismos esteja relacionada com a repressao/inibicdo da enzima aromatase,
a qual esta diretamente relacionada com a biossintese de 173-estradiol a partir
da testosterona (KITANO et al., 1999).

No entanto, cabe salientar que os tratamentos térmicos aplicados
preferencialmente devem ser realizados nos periodos corretos do
desenvolvimento dos individuos para uma maior certeza de sua efetividade. O
periodo em que se inicia a diferenciacdo sexual varia conforme a espécie,
podendo se iniciar ja nas primeiras semanas de vida ou levar meses (Patifio et
al., 1996; Strissmann et al., 1997; Goto-Kazeto et al., 2006). Indicando assim a
necessidade de estudos prévios quando se objetiva aplicar metodologias de
manipulacéo sexual.

Desenvolvimento gonadal e gametogénese

No inicio da embriogénese, o sexo dos peixes ainda n&o esta definido
morfologicamente, ja que ndo possui gbnadas diferenciadas em testiculos ou
ovarios e nenhuma outra caracteristica associada ao sistema reprodutor
desenvolvida (Cesar et al., 2005). As gbnadas indiferenciadas, assim como em
outros vertebrados, se diferenciam em ovarios ou testiculos durante o
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desenvolvimento ontogenético, e 0s mecanismos que regulam este processo
séo influenciados por efeitos genéticos e ambientais, os quais se refletem em
sinalizacdes quimicas hormonais para direcionar o destino da diferenciacéo
(Nakamura et al., 1998; Devlin & Nagahama, 2002).

As gbnadas indiferenciadas possuem basicamente células
germinativas primordiais (CGP) e células somaticas (CS), as quais neste periodo
ainda sdo pluripotentes, podendo dar origem a uma gbnada masculina ou
feminina (Cesar et al., 2005). Assim como em outros vertebrados, as células
germinativas primordiais diferenciam-se a partir de células do saco vitelino,
migrando de regides extragonadais para a crista gonadal, érgdo que dara origem
ao ovario ou testiculo (Nieuwkoop & Sutasurya, 1976; Otani et al., 2005). A partir
da migracdo das CGP, o processo de diferenciagdo gonadal é regulado por
complexas interacfes entre gonadotrofinas e esteroides sexuais produzidos
tanto em nivel gonadal quanto cerebral (Devlin e Nagaham, 2002). Estes
esteroides sexuais tém atuacdo local nas CGP, mas também atuam como
hormdnios enddcrinos relacionados a outros tipos de células e érgaos envolvidos
na diferenciacéo sexual (Devlin & Nagahama, 2002).

As gbnadas rudimentares passam por um periodo de baixo
crescimento somatico, sem diferenciacdo histologica aparente e baixa atividade
germinativa. Este periodo pode durar dias, meses ou até mesmo anos
dependendo da espécie (Strissmann & Nakamura, 2002). Este periodo de
inatividade é seguido pelo aparecimento de caracteristicas histologicas que
sinalizam a diferenciacdo ovariana ou testicular em espécies gonocoristicas
diferenciadas, e inicio da diferenciacéo ovariana ou fase intersexual em espécies
gonocoristicas indiferenciadas (Yamamoto, 1969; Strissmann & Nakamura,
2002). Ao longo da morfogénese gonadal, uma série de modificagdes estruturais
ocorre, tanto nas células somaticas, quanto nas células germinativas
(Strissmann e Nakamura, 2002), incluindo divisdes mitdticas de oogbnias ou
espermatogbnias (Garcia-Alonso et al., 2009), e mudancas estruturais a partir
das células sométicas. Estas alteracdes € que dardo origem a formacédo da
cavidade ovariana e dos ductos espermaticos e I6bulos testiculares (Striissmann
& Nakamura, 2002).

Para melhor compreender os processos da morfogénese gonadal, é
de extrema importancia o conhecimento dos diferentes tipos de testiculos e
ovarios que ocorrem em teledsteos. De acordo com Hoar (1969) ha dois tipos de
organizacao ovariana, a cisto-ovariana e gymno-ovariana. No primeiro tipo de
organizacdo, 0s ovarios sdo 0rgaos cavitarios e apresentam o compartimento
germinativo em forma de lamelas que se projetam em direcéo a luz do 6rgao.
Neste caso, 0os gonoductos se unem caudalmente e desembocam na papila
urogenital. Na organizacdo gymno-ovariana, 0s ovarios apresentam lamelas
ovigeras expostas diretamente para a cavidade celomatica, onde os odécitos
maduros sdo diretamente liberados (Grier et al.,, 2007). Em relacdo a
organizacéo testicular, em teledsteos sdo observados dois tipos de testiculos
(Grier et al., 1980), o lobular e o tubular anastomosado. O testiculo lobular ainda
pode ser dividido em lobular irrestrito, quando as espermatogénias se distribuem
de maneira irrestrita ao longo dos lobulos, ou restrito, onde as mesmas se
restringem a porcao terminal dos l6bulos.
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Algumas caracteristicas histoldégicas como intensa proliferacao
mitotica das células germinativas, entrada das células germinativas em meiose
formando os odcitos em crescimento primario e reorganizacdo das células
somaticas formando a cavidade ovariana indicam o inicio da diferenciacao
gonadal feminina (Strissmann & Nakamura, 2002; Mazzoni et al., 2010). Além
disso, outros sinais de diferenciacdo gonadal feminina incluem o aumento da
guantidade de vasos sanguineos e o0 maior tamanho relativo da goénada
(Strissmann e Nakamura et al., 2002). Ja na diferenciacao testicular, um dos
primeiros sinais histologicos é o inicio da formacdo do ducto espermatico,
seguido pelo aparecimento de vasos sanguineos e formacdo dos lobulos
testiculares (Nakamura et al., 1998; Strissmann & Nakamura, 2002). Em
animais que apresentam testiculos com organizacdo do tipo tubular
anastomosada, o inicio da diferenciacdo sexual € marcado pela reorganizacao
das células germinativas e sométicas, formando o epitélio germinativo (Mazzoni,
2009).

A idade em que se inicia a morfogénese gonadal e o tempo em que o
processo se completa varia entre as diferentes espécies. InUmeros autores
afirmam que a diferenciagdo ovariana geralmente se inicia antes da
diferenciacéo testicular (Guraya, 1994; Nakamura et al., 1998; Meijide et al.,
2005; Mazzoni et al., 2010; Mazzoni, 2013; Pan et al., 2017). Dentre os varios
trabalhos neste sentido, foi observado que em Cichlasoma dimerius, aos 42 dias
apos a fertilizacdo (DAF) os principais eventos da diferenciacdo ovariana, como
inicio de atividade meidtica, aparecimento de capilares sanguineos e inicio da
foliculogénese, ja estavam ocorrendo, enquanto os sinais de diferenciacédo
testicular foram inicialmente observados aos 72 DAF (Meijide et al., 2005). Neste
estudo, a cavidade ovariana completou seu desenvolvimento aos 65 DAF,
enguanto a organizacgdao testicular completa sé foi observada aos 100 DAF. De
maneira semelhante, em Cyprinus carpio, as gonadas foram consideradas
indiferenciadas até os 50 DAF e os primeiros sinais de diferenciacdo ovariana
foram observados aos 60 DAF, enquanto os processos de diferenciacédo
testicular foram identificados apenas aos 75 DAF (Mazzoni, 2009; Mazzoni et al.,
2010). No entanto, neste estudo com C. carpio, apesar do processo de
diferenciacéo ovariana se iniciar antes, a formacéao do epitélio germinativo sé se
completou aos 180 DAF, enquanto que nos machos, a diferenciacéo testicular
se iniciou depois, porém a formacao do epitélio germinativo se deu aos 95 DAF.
Em dois estudos realizados com peixes reofilicos neotropicais (Piaractus
mesopotamicus e Leporinus friderici), também foi observado que a diferenciacdo
ovariana precede a diferenciacdo testicular, com os primeiros indicios de
formacao dos ovarios aos 150 DAF nas duas espécies, idade em que ainda ndo
se observou nenhum indicio de diferenciacéo testicular em nenhum individuo
(Barbosa, 2015; Souza, 2015).

Estudos morfologicos dos processos de diferenciacdo sexual e
gonadal servem como base para o entendimento de varios aspectos
reprodutivos, como tamanho e idade a primeira maturacgéo, periodo reprodutivo,
tipos de desova, além de outros aspectos comportamentais de determinada
espécie, incluindo os ciclos anuais e uso e ocupacédo de habitats. Aléem disso,
estudos detalhados sobre a morfogénese gonadal sdo importantes para o melhor
entendimento e direcionamento da aplicagdo de métodos de manipulacdo



29

sexual, ferramenta amplamente utilizada atualmente na aquicultura mundial,
tanto para fins produtivos, a partir da producao de lotes monosexo, como para
fins de conservacao, buscando-se lotes sexualmente equilibrados.

Ciclo reprodutivo

Na maioria das espécies de peixes, a reproducao € ciclica e sazonal,
determinando uma série de modificagbes morfo-fisiolégicas em suas gbnadas
(Nagahama, 1983). O ciclo e o ritmo reprodutivo ocorrem em funcéo da variacao
das condi¢Oes ambientais, o que possibilita que a reprodugéo na natureza ocorra
em épocas mais favoraveis a sobrevivéncia da prole (Schwassmann, 1971). Em
regibes temperadas, a temperatura e o fotoperiodo sdo considerados os
principais fatores moduladores da atividade reprodutiva em peixes (Volpato &
Trajano, 2006). Ja em regides tropicais, onde a amplitude térmica € menor, o
aumento da precipitacao e nivel fluviométrico parecem exercer influéncias mais
diretas sobre os ritmos reprodutivos (Bone & Marshall, 1982). O ciclo reprodutivo
de determinada espécie também varia de acordo com o tipo de desenvolvimento
e liberacdo dos gametas. Peixes teledsteos oviparos podem ser separados em
dois grupos, de acordo com a estratégia de liberacdo de gametas (desova ou
espermeacao): as espécies semélperas, que apresentam um unico evento de
desova em sua vida, e espécies iterOparas, que apresentam varios eventos
reprodutivos ao longo de sua vida (Nufies & Duponchelle, 2008). As espécies
iteroperas podem ser divididas em dois grupos conforme o tipo de
desenvolvimento dos gametas (Vazzoler, 1996): o primeiro grupo € composto
por espécies que realizam apenas um evento reprodutivo ao longo do ano
(desova total) e o segundo grupo é representado pelas espécies que realizam
varias desovas durante o periodo reprodutivo (desova parcelada). Desta forma,
além das influéncias ambientais, os processos fisioldégicos envolvidos no
desenvolvimento gonadal e nos ritmos reprodutivos dos peixes variam de acordo
com cada grupo taxonémico e de acordo com as estratégias reprodutivas de
cada espécie (Balon, 1975).

Os ciclos reprodutivos basicamente podem ser determinados a partir
da avaliacdo de um conjunto de caracteristicas morfoldgicas das gbnadas, das
células germinativas de cada linhagem gametogénica e da distribuicdo destas
células ao longo do tecido gonadal (Veloso-Junior et al., 2009). Estas
caracteristicas sdo traduzidas em diferentes fases reprodutivas, as quais
representam a descricdo dos eventos ciclicos necessarios para a producéo e
liberacdo de gametas viaveis (Brown-Peterson et al., 2011). Muitos autores
utilizam diferentes classificagcdes e nomenclaturas para representar determinada
fase ou etapa reprodutiva e assim descrever os eventos celulares que estédo
ocorrendo a nivel gonadal. Esta falta de padronizacéo dificulta a comparacéo
entre estudos semelhantes com espécies diferentes. No entanto, € consenso
entre 0s autores que para descrever uma etapa ou fase reprodutiva, € necessario
agregar aos estudos morfologicos, observagbes de campo, interpretagdo de
dados biométricos e o uso de indices bioldgicos, como o indice gonadossomatico
(IGS), por exemplo (Vazzoler, 1996).

Visando criar uma padronizacao para os diferentes termos que muitas
vezes descrevem fases reprodutivas semelhantes, Brown-Peterson et al. (2011)
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desenvolveram um modelo conceitual para identificar fases criticas dentro do
ciclo reprodutivo, tanto para machos como para fémeas (Tabelas 1 e 2).
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TABELA 1. Caracteristicas macro e microscépicas das fases presentes no ciclo
reprodutivo de fémeas. O tempo de cada fase é espécie-dependente e alguns
critérios podem variar dependendo da espécie, estratégia reprodutiva ou

temperatura da agua.

Fase reprodutiva

Terminologia
anterior

Caracteristicas macro e microscopicas

Imaturo

Imaturo, virgem

Ovarios pequenos, claros e sem vasos
sanguineos. Apenas oogbnias e o6citos em
crescimento primario. Parede ovariana fina e
pouco espaco entre os 004citos.

Desenvolvimento

Em maturacéo,
desenvolvimento
inicial,
maturacao
inicial,
maturacao
intermediaria,
amadurecimento,
pré-vitelogénico.

Ovéarios em expansdo, vasos sanguineos
passam a ser mais distintos. Odécitos em
crescimento primario; com alvéolos corticais;
odcitos vitelogénicos primarios e
secundarios. Sem evidéncia de foliculos
pés-ovulatérios e o0d0citos vitelogénicos
finais. Alguns odcitos atrésicos podem ser
visualizados.

Subfase desenvolvimento inicial: apenas
o6citos em crescimento primario e com
alvéolos corticais.

Apto a desova

Maduro,
desenvolvimento
tardio,
maturacao
tardia, totalmente
maduro, gravida,
vitelogénese,
totalmente
desenvolvido,
parcialmente

Ovérios grandes, vasos sanguineos
evidentes. Odcitos visiveis
macroscopicamente. Presenca de odcitos
vitelogénicos finais. Atresias e foliculos
desovados tardios podem estar presentes.

Subfase desova ativa: presenca de o0citos
em maturagdo final, ovulando ou foliculos
pos-ovulatérios.

esvaziado,
pré-desova,
ovulado,
desovando.
Regresséo Esgotado, Ovérios flacidos, vasos sanguineos
regressao, pés- proeminentes. Atresia e foliculos poés-
desova, ovulatérios presentes. Odcitos com alvéolos
recuperacao. corticais e vitelogénicos priméarios e
secundarios podem estar presentes.
Regeneragao Em repouso, Ovarios pequenos, vasos sanguineos
regredido, em reduzidos. Apenas oogbnias e o0citos em
recuperacao, crescimento primario. Vasos sanguineos
inativo. dilatados, foliculos atrésicos ou foliculos

pés-ovulatérios em degeneragdo podem
estar presentes.

Fonte: Adaptado de Brown-Peterson et al., 2011.
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TABELA 2. Caracteristicas macro e microscoépicas das fases presentes no ciclo
reprodutivo de machos. O tempo de cada fase é espécie-dependente e alguns
critérios podem variar dependendo da espécie, estratégia reprodutiva ou
temperatura da agua.

Fase Terminologia Caracteristicas macro e microscopicas
reprodutiva anterior
Imaturo Imaturo, virgem  Testiculos pequenos, translicidos e filiformes.
Somente Egl presentes. Lumen dos tubulos

imperceptivel.

Desenvolvimento

Em maturacéo,
desenvolvimento
inicial,
maturagéo
inicial,
amadurecimento

Testiculos pequenos, mas facilmente identificaveis.
Espermatocistos  evidentes ao longo  dos
I6bulos/tubulos seminiferos. Eg2, Etl, Et2, Ed e Ez
podem  estar presentes no interior dos
espermatocistos. Ez ndo presentes no limen dos
tubulos seminiferos ou ductos espermaticos. Epitélio
germinativo continuo ao longo de todo o testiculo.

Subfase desenvolvimento inicial: apenas Egl, Eg2 e
Etl presentes nos espermatocistos.

Desenvolvimento
tardio,
maturacdo
intermediaria,
maturacgdo final,
maduro,
parcialmente
esgotado,
maturando,
maduro,
liberando
esperma

Apto a liberar
esperma

Testiculos grandes e firmes. Ez no limen dos I6bulos
ou ductos esperméticos. Todos 0s estagios da
espermatogénese (Egl, Eg2, Etl, Et2, Ed e E2)
podem estar presentes. Espermatogénese ativa e o
epitélio germinativo pode ser continuo ou descontinuo.

Subfase liberacdo ativa de esperma: sémen liberado
sob leve pressdo abdominal. Epitélio germinativo
inicial: epitélio germinativo continuo em todos os
I6bulos testiculares; Epitélio germinativo intermediario:
epitélio germinativo descontinuo nas proximidades do
ducto espermatico; Epitélio germinativo final: epitélio
germinativo descontinuo ao longo de todo o testiculo.

Regresséo Esgotado,
regressao,
pés-liberacéo de
esperma,
recuperacao.

Testiculos pequenos e flacidos, sem liberacdo de
sémen apds pressao. Ez residuais presentes no lumen
dos lébulos ou ductos espermaticos. Espermatocistos
espalhados préximos da periferia contendo Et2, Ed e
Ez. Praticamente ndo ha espermatogénese ativa e
ocorre regeneracdo do epitélio germinativo nas
periferias dos testiculos.

Regeneracéo Em repouso,
regredido,
em recuperacao,

inativo.

Testiculos pequenos, filiformes. Espermatocistos e
limen ndo sédo observados. Eg em proliferagdo por
todo testiculo. Epitélio seminifero continuo. Et podem
estar ausentes. Ez residuais ocasionalmente
presentes no lumen dos l6bulos/tibulos seminiferos e
ducto espermaético.

Egl=espermatogbnias primarias;

Eg2=espermatogbnias secundérias;

Etl=espermatdcitos

primarios; Et2=espermatodcitos secundarios; Ed=esperméatides; Ez=espermatozoides. Fonte:
Adaptado de Brown-Peterson et al., 2011.

Este modelo conceitual foi desenvolvido para peixes teledsteos
gonocoristicas marinhas, porém pode ser facilmente adaptado para espécies de
agua doce de diferentes estratégias reprodutivas. Assim como pode ser também
adaptado para descrever o ciclo reprodutivo destas mesmas espécies quando
estdo sob condicdes de cativeiro. Apesar de alguns eventos nao ocorrerem de
maneira natural na grande maioria das espécies comerciais em condi¢des de
cultivo, as fases criticas ao longo do ciclo reprodutivo sdo semelhantes.
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Em cativeiro, a reproducdo pode ser controlada por varios fatores
ambientais, como fotoperiodo, temperatura da agua, utilizagdo de substratos
artificiais, entre outros. No entanto, a ecobiologia de algumas espécies nao €
ainda bem conhecida, ou muitas vezes € impossivel simular as condi¢cdes
ambientais necessarias para que determinadas espécies expressem 0 seu
comportamento reprodutivo ideal, como a migracdo por exemplo (Volpato &
Trajano, 2006; Mylonas et al., 2010). Nestes casos, o ciclo reprodutivo é
incompleto e, na maioria das vezes esta interrupcdo se d4 nas etapas mais
avancadas da reproducdo, como espermiogénese/maturacao final e liberacéo
dos gametas (Mylonas et al., 2010). Devido ao fato de que estas espécies ndo
se reproduzem naturalmente em condi¢des de cultivo, a reproducéo € conduzida
de maneira artificial através da inducao hormonal, selecionando-se neste caso
machos e fémeas que atingiram a maturidade sexual e estdo aptos a reproducao
(Romagosa et al., 2003; Batlouni et al., 2006).
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HIPOTESES

A propor¢ao sexual de B. orbignyanus mantidos em condigdes
convencionais de cultivo apresenta desequilibro.

Ha diferencas consistentes no crescimento e padrdes morfolégicos
entre 0S sexos.

O fator de condicao se altera entre individuos indiferenciados, machos
e fémeas e entre as estacdes do ano.

O periodo e os processos de diferenciagcdo sexual apresentam o0s
mesmos padrbes entre 0S sexos.

O periodo de diferenciagdo sexual esta relacionado ao tamanho ou a
idade dos individuos.
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OBJETIVOS

Geral
Avaliar parametros populacionais e reprodutivos de B. orbignyanus
mantidos sob condi¢des de cultivo.

Especificos

Verificar a proporcéo sexual de lotes de B. orbignyanus sob condicdes
de cultivo;

Identificar diferencas nos padrées de crescimento entre machos e
fémeas;

Avaliar as alteracbes no fator de condicdo e parametros de
crescimento ao longo do desenvolvimento ontogenético;

Descrever os processos de diferenciacédo sexual;

Identificar o periodo termossensivel a fim de propor metodologias de
manipulacéo sexual,

Descrever o ciclo reprodutivo de machos;

Validar uma escala de maturacdo para a espécie levando em
consideracao as fases reprodutivas ao longo do ciclo em cativeiro.



CAPITULO II*

*Artigo apresentado de acordo com as normas do Boletim do Instituto de Pesca.
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RESUMO

Este estudo tem por objetivo avaliar aspectos da estrutura populacional como relacdao
peso-comprimento, crescimento, razao sexual e fator de condicao em Brycon orbignyanus
provenientes de cultivo. Quinhentos exemplares foram amostrados de uma piscicultura
comercial e os dados biométricos registrados (Peso total e Comprimento total). O sexo
de 307 exemplares foi identificado através de andlise histolégica ou visualizacdo externa
dos caracteres sexuais secundarios. A razao sexual apresentou despropor¢des de acordo
com as classes de comprimento. Tanto os machos quanto as fémeas apresentaram
crescimento alométrico positivo (b=3,35 e b=3,44), enquanto individuos sexualmente
indiferenciados apresentaram crescimento isométrico (b=2,96). O fator de condigao foi
mais elevado nos individuos indiferenciados e durante o verao, considerando todas as
classes agrupadas.

Palavras Chaves: Brycon orbignyanus, crescimento, estrutura populacional.
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SEXUAL RATIO, WEIGHT-LENGTH RELATIONSHIP AND CONDITION FATOR
IN CULTIVATED PIRACANJUBAS

ABSTRACT

The objective of this study was evaluate aspects of population structure as weight-length
relationship, growth, sex ratio and condition factor in cultured Brycon orbignyanus. Five
hundred specimens were sampled from a commercial fish farm and biometric data were
recorded (Total Weight and Total Length). The sex of 307 specimens was identified
through histological analysis or external visualization of the secondary sexual
characters. The sex ratio showed disproportions in different classes. Both males and
females showed positive allometric growth (b =3.35 and b = 3.44), while undifferentiated
individuals showed isometric growth (b = 2.96). The condition factor was higher in
undifferentiated individuals and during the summer, considering all classes.

Key words: Brycon orbignyanus, growth, population structure.

INTRODUCAO

As populagdes naturais de piracanjuba (Brycon orbignyanus) (VALENCIENNES,
1850) vém apresentando um declinio dréstico nos dltimos anos em fungdo da redugao
da oferta de alimento natural devido ao desmatamento, degradacdo da qualidade da
agua, pesca predatoria, construcdo de barragens para empreendimentos hidrelétricos,
entre outros (PAIVA, 1982, AGOSTINHO et al., 2005). Estes fatores, aliados a alta
sensibilidade da espécie a ambientes alterados, determinam que a piracanjuba figure
atualmente entre as espécies ameagadas de extingdo a nivel nacional, considerada
“criticamente em perigo” no Estado do Rio Grande do Sul (MACHADO et al., 2005). Na
bacia do rio Uruguai, os registros de capturas sdo raros e restritos a trechos do rio
Uruguai préoximos ao Parque Estadual do Turvo (ZANIBONI-FILHO & SCHULZ, 2003).

Em funcdo desta severa queda dos estoques naturais, medidas para a
conservagao e/ ou reintroducao da espécie nos ambientes naturais de origem devem ser
imediatamente encontradas. Uma vez que B. orbignyanus vem sendo amplamente
utilizada em programas de repovoamento, estudos relacionados a dindmica
populacional em condi¢des de cultivo tornam-se importantes para a obtencdo de
respostas a respeito da adaptagdo a novos ambientes e avaliagdo do sucesso de

programas de reintroducao.
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Estudos populacionais relacionados a razao sexual, relacao peso/comprimento e
fator de condicdo de uma populacdo nos fornecem informacgdes relevantes sobre o
crescimento relativo e o padrdo de crescimento (alométrico ou isométrico) de
determinada espécie. Além disso, nos fornecem informagdes importantes sobre o grau
de higidez ou bem-estar fisiol6gico em determinado ambiente, informagdes a respeito
do periodo reprodutivo, além de outros aspectos bioecolégicos relacionados a
estruturagdo populacional e adaptacdes morfolégicas ao longo do desenvolvimento
(LECREN, 1951; GOMIERO e BRAGA, 2003). Desta forma, este método ndo-letal de
pesquisa fornece elementos que podem ser utilizados na compreensdo do
funcionamento de um ecossistema e como ferramentas para a melhoria do manejo de
populacdes naturais e em cativeiro (TAVARES-DIAS et al., 2010). Além disto, pode ser
usado como um comparativo entre diferentes populacdes da mesma espécie, uma vez
que os parametros podem variar a partir das diferentes caracteristicas biticas e abiéticas
na qual determinada populagao esta inserida.

Com base no exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar as flutuacdes na
razdo sexual em diferentes classes de comprimento, o padrao de crescimento e o fator de
condicao de individuos sexualmente indiferenciados, machos e fémeas de piracanjubas

mantidas em condi¢bes semi-intensivas de cultivo.

MATERIAL E METODOS
Animais

Os exemplares de B. orbignyanus foram obtidos a partir de reproducao induzida
com Extrato Hipofisario de Carpa (EHC) seguindo recomendagdes de ZANIBONI-
FILHO e BARBOSA (1996), a partir de reprodutores provenientes de uma estacao
piscicultura comercial localizada no municipio de Paulo Lopes, Estado de Santa
Catarina, Brasil. Os reprodutores fazem parte de um plantel originario da bacia do rio
Uruguai e foram mantidos em tanques de terra escavados de 2000 m2.

Ap6s a reproducao induzida, eclosdo e alimentagdo inicial, os juvenis foram
mantidos em tanques de terra escavados de 600 m?, a uma densidade inicial de 0,5
peixes/m? sendo alimentados com ragdo comercial extrusada (32 e 28%,
respectivamente) fornecida até saciedade aparente duas vezes ao dia.

Delineamento experimental
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Quando os juvenis completaram trés semanas de vida, coletas semanais se
iniciaram até o 45° dia de vida. Posteriormente, foram realizadas coletas mensais até os
animais completarem um ano, e por fim, sazonais até completarem 2 anos de idade.
Também foram realizadas amostragens de animais adultos (acima de 2 anos)
aleatoriamente em lotes mantidos na piscicultura nas quatro estagdes climéaticas do ano.
Em cada amostragem foram coletados 15 exemplares, os quais foram anestesiados com
solucdo aquosa de Benzocaina (ROSS e ROSS, 2008) e eutanasiados por seccdo medular
para a dissecagdo e retirada das gonadas. Os seguintes dados biométricos foram obtidos:
Peso total (PT); Comprimento Total (CT) e Comprimento Padrdo (CP). Os animais
adultos coletados durante o periodo reprodutivo ndo foram sacrificados, apenas
coletados os dados biométricos, o sexo identificado e em seguida foram devolvidos aos
tanques. Os procedimentos de coleta foram autorizados pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), sob
protocolo de autorizacdo n° 23841.

O sexo dos animais foi obtido por anélise histolégica, onde as gonadas extraidas
foram desidratadas em séries alcodlicas (70, 80 e 95% por 24 horas cada), infiltradas e
incluidas em Historesina Leica (Metacrilato Glicol). Seccdes de 3um foram obtidas em
um micrétomo Leica RM2245 com navalhas de vidro ou tungsténio e coradas com Azul
de Toluidina. As laminas foram fotografadas com um microscépio Nikon E200, acoplado
a uma Camera Digital CMOS com Software série 4076. Em animais adultos, o sexo foi
verificado por caracteristicas reprodutivas secundarias, onde os machos apresentaram o
primeiro raio da nadadeira anal serrilhada e as fémeas o abdomen abaulado e papila
urogenital avermelhada. No total dos 500 individuos coletados e analisados, foi

realizada a sexagem em 61,8% dos exemplares (n=309).

Andlise dos dados

A razdo sexual foi avaliada considerando todos os individuos agrupados e
separadamente por classes de comprimento. Foram definidas nove classes de
comprimento de acordo com a regra de Sturges (Sturges, 1926): W = R/K, onde W é a

amplitude das classes; K é o nimero de classes [1+(3,222.1ogN)], sendo que N é o

namero de espécimes coletados e R é a amplitude total dos dados de comprimento total.
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Para esta andlise foi realizado o teste Qui-Quadrado (x?) (propor¢des esperadas iguais),
considerando 5% de significancia.

A relacao peso/comprimento foi obtida separadamente em animais
considerados indiferenciados, machos e fémeas, sendo expressa pela equagdo:
PT =axCT", onde PT = peso total (g); a = coeficiente linear/intercepto; CT =
comprimento total (cm) e b = coeficiente angular/coeficiente de alometria, relacionado
com a forma de crescimento. Os parametros a e b foram obtidos ajustando-se o
logaritmo das varidveis dependente (peso; LnPT) e independente (comprimento; LnCT)
pelo método dos minimos quadrados (SANTOS, 1978), obtendo-se a seguinte equagéo:

log(PT) = log(a) + b x10g(CT). Desta forma, a e b foram estimados a partir de uma

regressdo linear e aplicados na féormula: PT =axCT". A partir desta, foi possivel
estimar o peso em fungdo do comprimento e vice-versa, além de estimar o tipo de
crescimento da espécie, representado pelo coeficiente de alometria (h) e o padrdo de
incorporacdo de peso ao longo do crescimento. O coeficiente de determinacao (R?) foi
calculado para expressar a proporcao de variacao total da varidvel peso (dependente)
que é explicada pela variacao do comprimento (varidvel independente).

O fator de condigao alométrico (K) foi calculado através da férmula (LE CREN,
1951): K = PT/CT?", onde: PT = peso total; CT = comprimento total; b = coeficiente de
alometria, obtido a partir da regressdo linear. Para a constante b foi considerado o valor
separadamente por sexo e por estagdo do ano para evitar possiveis distor¢des nos
parametros analisados (LIMA-JUNIOR et al., 2002). As médias do fator de condicao total
(K) foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e como ndo
apresentaram distribuicdo normal, foram comparadas através do teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, considerando 5% de significancia. Este parametro foi comparado
entre os individuos indiferenciados, machos e fémeas e entre as estacdes do ano. Neste
altimo caso, foram considerados também os individuos sem identificacdo sexual. As
variagdes no fator de condicdo (K) e nos pardmetros de crescimento foram analisadas

graficamente (CATANHEDE et al., 2007).

RESULTADOS
Ao longo do periodo de estudo foram coletados 500 exemplares de B.

orbignyanus, com o comprimento total variando entre 3,6 e 49 cm e peso entre 0,62 e 1448
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g. Os dados biométricos referentes aos individuos sexados encontram-se sumarizados

na tabela 1.

Tabela 1. Dados biométricos dos individuos de Brycon orbignyanus coletados. N

nimero amostral; CT = comprimento total médio (cm); PT = peso total médio (g); Ind.

indiferenciados.
Sexo N* CT PT CT CT PT PT
min. max. min. max.
Fémeas 46 27,49 7,56 369,70 £371,75 16 41,6 48,35 1242
Machos 65 27,82 7,05 352,76 +274,09 14,2 39,5 36,51 914
Ind. 198 12,52 +4,27 30,71 £32,70 3,6 26,5 0,62 237

*Estdo incluidos na tabela apenas os individuos em que foi obtida a identificagdo do sexo.

Em individuos indiferenciados notou-se a presenca apenas de células

germinativas primordiais (CGP), células somaticas (CS) e vasos sanguineos (VS), ndo

sendo possivel determinar o sexo dos animais (Figura 1). Os machos apresentaram

espermatogonias (Eg), espermatécitos primarios (Etl), espermatoécito secundérios (Et2),

espermatides (Ed) e espermatozoides (Ez) (Figura 2). As fémeas apresentaram oogonias

(og) e odcitos em crescimento primario (OCP) (Figura 3).
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Figura 1. Fotomicrografia da gonada indiferenciada de Brycon orbignyanus com a

presenca de células germinativas, células somaticas e vasos sanguineos. CS = células
somaticas; VS = vaso sanguineo; CGP = célula germinativa primordial. Coloracdo: Azul

de Toluidina. Escala: 1:65 pm.
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Figura 2. Fotomicrografia do testiculo de Brycon orbignyanus com a presenca de

espermatogonia (Eg), espermatocito primario (Etl), espermatécito secundério (Et2),

espermétide (Ed) e espermatozoide (Ez). Coloragdo: Azul de Toluidina. Escala: 1:273pm.
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Figura 3. Fotomicrografia do ovério de Brycon orbignyanus com a presenca de oogonia

(Og) e odcito em crescimento primério (OCP). Coloragao: Azul de Toluidina. Escala:

1:273um.

Considerando todos os individuos sexualmente identificados, a razao sexual foi
de 1,4:1 (macho: fémea) (p>0,05). A partir da aplicacdo da regra de Sturges (Sturges,
1926), foram estabelecidas nove classes de comprimento, as quais apresentaram

flutuacdes na razdo sexual (Tabela 2).
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Tabela 2. Dados biométricos e razdo sexual de piracanjubas (Brycon orbignyanus) nas

diferentes classes de comprimento mantidas em cativeiro.

Classes Razao P
CT PT Ind. M F X2 Sexual
1 5,70 £1,16 2,35 11,28 30 0 0 - - -
2 10,41 +1,11 13,93 +4,53 39 0 0 - - -
3 13,59 1,12 29,86 6,73 96 5 0 - - -
4 17,18 £1,04 56,67 +12,03 25 5 8 0,7 1:1,16 04
5 23,01 +0,83 147,60 +26,54 6 7 8 0,06 1,1:1 0,07
6 25,99 +1,08 201,27 +37,56 2 19 11 2,1 1,6:1 0,14
7 30,06 +1,06 352,94 +73,04 0 10 7 052 1,41 0,46
8 35,26 +0,64 675,83 +87,88 0 10 3 3,76 3,3:1 0,05
9 38,91 +1,52 940,72 +168,37 0 9 9 0 11 1
Total 198 65 46 292 14:1* 0,08

Classe 1: 3,6<7,6 cm; classe 2: 7,7<11,7 cm; classe 3: 11,8<15,8 cm; classe 4: 15,9<19,9 cm; classe 5:
20<24 cm; classe 6: 24,1<28,1 cm; classe 7: 28,2<32,2 cm; classe 8: 32,3<36,3 cm e classe 9: 36,4<40,4
cm. CT = comprimento total (cm); PT = peso total (g); Ind. = indiferenciados; M = machos; F =

fémeas; x2 = Qui-Quadrado. *Macho:Fémea.

Em individuos indiferenciados, o crescimento foi isométrico (b=2,96; p<0,001),
indicando maior crescimento em comprimento que em peso, enquanto que em machos
e fémeas a alometria foi positiva (b=3,35; p<0,05 e b=3,47; p<0,05), indicando maior
incremento em peso que em comprimento (Figuras 4 e 5). As equacdes da relacado
peso/comprimento obtidas em animais indiferenciados e entre os sexos, os coeficientes
de alometria e os coeficientes de determinagdo ajustados (R?) encontram-se nas figuras 4

eb.
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Figura 4. Regressao linear logaritma e relacdo peso-comprimento de juvenis de Brycon
orbignyanus indiferenciados. LnPT = Logaritmo natural de peso; LnCT = logaritmo
natural de comprimento; N = namero amostral; PT = peso total; CT = comprimento total;

R2? = coeficiente de determinacio.

30



LnPT

(©]
[ ]

1400 -

Machos: LnPT=-5,547+(3,357*LnCT);N= 66; R*=0,97
Fémeas: LnPT=-5,824+(3,444*LnCT); N=47; R?=0,98 1200 ~
1000 -
800 -

Peso (g9)
3
o

Machos: PT=0,0038*CT33%7. N=g6: R2=0.93
Fémeas:PT=0,0029CT3444. N=47: R2=0,93

48

2,6 2,8 3,0 3,2 3.4 3,6 3.8 10 15

LnCT

Comprimento (cm)

Figura 5. Regressao linear logaritma, relacdo peso-comprimento e sobreposicdo de retas

em Brycon orbignyanus machos e fémeas. LnPT = Logaritmo natural de peso; LnCT

logaritmo natural de comprimento; N = namero amostral; PT = peso total; CT

comprimento total; R? = coeficiente de determinagao.

As alteracdes no fator de condi¢do alométrico (K) foram significativas entre os

sexos (Figura 6). AlteracOes sazonais no fator de condicdo também foram observadas,

sendo obtido menor valor no verao (H=313,31; p<0,001) em comparativo com as demais

estacoes (Figura 7).

40
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Figura 6. Alteracbes no fator de condicdo e coeficiente de alometria em Brycon
orbignyanus indiferenciados, machos e fémeas mantidas em condicoes de cultivo. *Letras

diferentes nas barras indicam diferenga significativa (p<0,05).
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Figura 8. Medianas e desvios interquartilicos para o fator de condicdo verificadas ao

longo das estacdes do ano em Brycon orbignyanus mantidas em condicoes de cultivo.

DISCUSSAO

A andlise sobre a desproporcionalidade de sexo em B. orbignyanus nao
comprovou estatisticamente uma razao sexual alterada, muito embora tenha sido notado
uma frequéncia maior de machos nas classes intermedidrias (6, 7 e 8), chegando a até 3,3
machos para cada fémea na classe 8. Em ambientes naturais e ecologicamente
equilibrados, a razdo sexual esperada em peixes teledsteos varia de acordo com os
modos reprodutivos da espécie, sendo que uma razao sexual de 1:1 é considerada uma
estratégia evolutivamente estavel para peixes gonocéricos (MAYNARD SMITH, 1978;
WOOTTON, 1999). No entanto, variagdes ocorrem entre as espécies, entre populacoes
distintas da mesma espécie em diferentes ambientes e até mesmo nas diferentes fases do
desenvolvimento ontogenético (NICKOLSKY, 1978; VAZZOLER, 1996). O predominio
de machos nas classes de comprimento superiores de Salminus brasiliensis no Alto rio

Uruguai, foi observado por MACHADO (2003), resultados semelhantes aos observados
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com B. orbignyanus no presente estudo. Em ambiente natural, GOMIERO e BRAGA
(2006) encontraram variagdes na frequéncia de machos e fémeas em B. opalinus na bacia
do rio Paraibuna de acordo com as diferentes classes de comprimento, sendo que em
classes de comprimento intermediarias (16-18cm e 18-20cm), o ntimero de machos
capturados foi o dobro que o nimero de fémeas. Além disso, nas classes superiores
houve a captura apenas de fémeas, provavelmente em fungdo do maior tamanho
atingido pelas mesmas, o que interferiu na seletividade de capturas. Este fato foi
observado no presente estudo, com um maior ndmero de machos nas classes
intermedidrias e a mesma proporcdo entre machos e fémeas na classe superior,
provavelmente em fun¢do do maior tamanho e peso atingido pelas fémeas nesta classe.

Razdes sexuais desproporcionais em ambiente natural e principalmente em
cativeiro por quaisquer fatores, podem acarretar perdas de variabilidade genética nas
populacdes por efeito gargalo ou “bottleneck effect”, ja que o tamanho efetivo
populacional se reduz em funcao da queda do niimero de individuos que irdo participar
da reprodugao (AHO, 2006.; LOPERA-BARRERO, 2007). Esta observacao foi confirmada
em B. orbignyanus por LOPERA-BARRERO (2007), que testou uma razao sexual de 2:1
(macho:fémea) e observou perda de variabilidade genética nas proles ja na primeira
geracdo. Segundo o mesmo autor, utilizar um maior ntiimero de machos em relacdo as
fémeas para compensar a baixa qualidade seminal nas esta¢des de piscicultura, apesar
de ser uma pratica costumeira, ndo é a mais indicada, uma vez que leva a reducado da
variabilidade genética. Em se tratando de uma espécie ameacada de extincdo
(ZANIBONI-FILHO e SCHULZ, 2003) e por consequéncia usada amplamente em
programas de repovoamento, o modelo tradicional de reproducao utilizando a relagao
desiquilibrada de sexos, levaria a perdas genéticas futuras irreversiveis de B.
orbignyanus, levando até mesmo a extincdo da espécie. Assim, seria imprescindivel a
orientagdo no manejo reprodutivo de forma adequada. Além disso, as populacdes
sexualmente desproporcionais reintroduzidas nos locais de origem através de
programas de repovoamento, assim que estabelecidas serdo acometidas por este efeito
ao longo das geragdes. Ha poucos relatos na literatura sobre a dindmica populacional e
razdo sexual de B. orbignyanus em ambientes naturais, muito em funcdo da queda nos
estoques naturais observada nos udltimos anos em praticamente todas as bacias de

ocorréncia da espécie (MACHADO et al., 2005). Em cativeiro, ndo h4 estudos desta
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natureza na literatura e desta forma as informacdes obtidas neste estudo, mesmo que em
condicdes de cultivo, sdo importantes para efeito comparativo com estudos futuros.

Os parametros de crescimento obtidos a partir da relagdo peso-comprimento
foram variaveis entre individuos indiferenciados, machos e fémeas. O coeficiente de
alometria muito préximo de 3 dos exemplares indiferenciados de B. orbignyanus,
indicam crescimento isométrico, onde as relagdes no formato do corpo sao proporcionais
e consideradas “ideais” (LECREN, 1951). Além disso, nestes animais identificou-se um
melhor ajuste na equacdo, representado pelo elevado valor do coeficiente de
determinacdo (R?), e deste modo uma maior homogeneidade em termos morfoldgicos e
de crescimento nesta fase do desenvolvimento. De fato, é ap6s a diferenciacao sexual e
inicio do desenvolvimento reprodutivo que as despropor¢des no crescimento entre os
sexos se iniciam, sendo este considerado um dos principais problemas em peixes sob
condigdes de cativeiro (PIFERRER, 2009). Tanto nos machos quanto nas fémeas de B.
orbignyanus, ocorreu um crescimento alométrico positivo, indicando maior incremento
em peso do que em comprimento, resultados também observados em outra espécie do
mesmo género (B. amazonicus) (SANTOS FILHO e BATISTA, 2009) na Amazoénia Central.
Ja em outro estudo com a mesma espécie (B. amazonicus) nas porc¢des alta e média do rio
Madeira, AYALA (2013) observou crescimento alométrico negativo (2,43 e 2,41) para
duas populagdes distintas, indicando que estes parametros sdo altamente varidveis em
funcao dos diferentes ambientes onde residem as populagdes. Este fato, observado em
outro estudo com uma espécie do mesmo género (B. opalinus), BRAGA (2006)
observaram machos e fémeas com crescimento alométrico positivo no rio Paraibuna e
Grande, e negativo no rio Ipiranga, refletindo diferentes condi¢des ambientais. Estas
alteracdes no tipo de crescimento e maior incremento em peso nas fémeas também se
relaciona com a atividade reprodutiva, uma vez que nas fémeas ocorre uma maior
contribuigdo das gonadas no peso total, fator que muitas vezes pode levar a alteragdes
no formato do corpo e assim alterar o coeficiente de alometria (ISAAC-NAHUM e
VAZZOLER, 1983). Este fato se confirma ao observarmos que esta disparidade no
incremento em peso se acentua a partir dos 35 cm, tamanho em que os animais ja se
encontram em fase de desenvolvimento ou aptos a desova/liberar sémen (observagao
pessoal). E importante ressaltar que as variagdes interespecificas observadas neste valor
também refletem as diferencas nos formatos corporais encontradas entre os diferentes

grupos taxonodmicos, as quais sdo resultados das adaptagdes evolutivas relacionadas aos
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aspectos ecolégicos de cada espécie, como uso de habitat, habito alimentar, hébito
reprodutivo entre outros (FROESE, 2006).

O fator de condicao diferiu significativamente entre os trés grupos analisados
(indiferenciados, machos e fémeas), sendo mais elevado entre os animais
indiferenciados. Além de refletir as condicoes fisiologicas a partir da premissa de que
animais com maior massa corporal em um dado comprimento estio em melhores
condicdes, este indice também serve como estudo adicional dos ciclos alimentares e
reprodutivos das espécies (LIMA-JUNIOR et al., 2002). E comum em Characiformes uma
condigdo corporal melhor em individuos considerados jovens ou imaturos (LIZAMA e
AMBROSIO, 2002). Este fato se deve ao maior acimulo de energia e a auséncia de gasto
energético para atividades reprodutivas em individuos imaturos ou até mesmo
indiferenciados (GOMIERO e BRAGA, 2006).

A tomada dos dados biométricos e a identificacdo sexual nos B. orbignyanus
adultos (acima de 2 anos) foram obtidas durante o periodo reprodutivo, onde é possivel
a visualizacdo das caracteristicas sexuais secundarias dos machos e fémeas. O fato de
que boa parte da obtengao dos dados foi realizada durante este periodo contribuiu para
o menor valor do fator de condicdo em individuos ja identificados como machos ou
fémeas, uma vez que se encontravam em fase de maturagdo gonadal. Além disso, no
periodo de verdo o fator de condigdo foi menor quando comparado as outras estacdes
do ano, provavelmente em fun¢do da redugdo da atividade alimentar caracteristica de
espécies reofilicas durante o periodo reprodutivo. Esta condicdo observada nos B.
orbignyanus também foi observada em espécies como Pseudoplatystoma fasciatum
(ROMAGOSA et al., 2003), B. oparlinus (GOMIERO e BRAGA, 2006) e outras nove
espécies de Characiformes (LIZAMA e AMBROSIO, 2002).

A dinamica do fator de condicdo em ambientes naturais geralmente apresenta
um comportamento semelhante em Teleésteos. H4 uma reducdo em periodos de
escassez na oferta de alimento (inverno), aumento em periodos que precedem a
reproducdo (primavera), declinio durante a reproducdo ou imediatamente apés a
desova/liberagao de sémen e aumento nos periodos ap6s a desova/liberacao de sémen
(FROESE, 2006). Apesar desta dinadmica variar em funcdo dos ritmos alimentares e
reprodutivos inerentes a cada espécie, em cativeiro esta dindmica etolégica foi observada
em B. orbignyanus neste estudo, mesmo havendo intervencdo nas varidveis bidticas e

abidticas. Somado a estes fatores previamente mencionados, o coeficiente de alometria
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variou entre 2 e 4 e também exerceu influéncia sobre o fator de condicdo, o qual foi mais
elevado em individuos que apresentaram menor coeficiente b.

Estes estudos proveram informagdes basicas que podem servir como ferramentas
para estudos sobre dindmica populacional em condi¢gdes semi-intensivas e comparativo
com diferentes populacdes da espécie. Além disso, podera direcionar pesquisas no
sentido de validar metodologias para a manipulacdo sexual de lotes mantidos em
cativeiro, j4 que este desequilibrio observado pode levar a prejuizos em populagdes

futuras.

CONCLUSOES

Conclui-se que a razdo sexual de B. orbignyanus mostra desproporcionalidade em
diferentes classes de comprimento. Os pardmetros de crescimento obtidos a partir da
relacdo peso-comprimento variaram entre os individuos indiferenciados, machos e
fémeas, sendo que machos e fémeas apresentam crescimento alométrico positivo e
animais indiferenciados crescimento isométrico. O fator de condicdo se alterou nas
diferentes fases de desenvolvimento e ao longo das estacdes do ano, atingindo maior
valor em individuos indiferenciados em relagdo aos machos e fémeas e menor valor

durante o verao.
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O objetivo deste estudo foi investigar o periodo labil do desenvolvimento gonadal em
Brycon orbignyanus mantidos em condi¢cdes de cultivo, e assim contribuir para a
elaboracdo de protocolos de manipulacdo sexual da espécie. A partir de analise
histoldgica, observou-se que a diferenciacdo gonadal (testicular ou ovariana) se inicia a
partir dos 296 dias ap0s a fertilizacdo (DAF) e se completa em 100% dos individuos aos
730 DAF. Todos os individuos acima de 27 cm ja se encontram com 0S 0rgaos
reprodutores completamente formados. A estruturacdo dos pressupostos ovarios e
testiculos foram semelhantes, desde a formacdo de cordbes continuos de células
germinativas, até o isolamento gradativo das mesmas por células somaéticas para a
formagé&o dos cistos de oogonias ou espermatogonias. A partir da formacao dos cistos, as
células germinativas entraram em meiose para a formacdo dos o6citos em crescimento
primario e espermatdcitos, momento em que também surgiram estruturas secundarias
como a formac&o das lamelas ovigeras, tinica albuginea e epitélio germinativo. Aos 730
DAF, ja foram observados machos em desenvolvimento, enquanto que neste mesmo
periodo as fémeas permaneceram imaturas. O periodo labil se inicia antes dos 296 DAF,
sendo este 0 momento mais indicado para a aplicacdo de protocolos de manipulagédo

sexual.

Palavras-chave: determinacdo sexual; diferenciacdo ovariana; diferenciacdo testicular;

periodo termossensivel; propor¢édo sexual.
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INTRODUCAO

A diferenciacdo sexual é o processo pelo qual o 6rgdo sexual masculino ou
feminino é formado a partir de um tecido rudimentar. Este processo é controlado por uma
série de mecanismos moleculares e fisioldgicos que se traduzem em mudancas
morfoldgicas possiveis de se observar (Piferrer, 2009). O termo “diferenciagdo sexual”
estd diretamente relacionado com os aspectos da “determinagdo sexual”, termo que
descreve 0s processos genéticos, ambientais ou a combinacdo deles e estabelecem um
género (macho ou fémea) (Bull, 1983; Devlin & Nagahama, 2002). A maioria dos
teledsteos sdo espécies gonocoristicas, condicdo em que existem dois sexos
separadamente. Neste caso, existem dois padrfes, o gonocorismo diferenciado, onde o
tecido gonadal ja se diferencia diretamente em ovario ou testiculo e o gonocorismo
indiferenciado, onde os individuos desenvolvem uma estrutura ovariana e posteriormente
metade da populacdo desenvolve testiculos (Yamamoto, 1969; Piferrer, 2009). No
entanto, existem outros mecanismos reprodutivos, entre eles os hermafroditas sincronicos
ou simultaneos, hermafroditas protandricos ou protoginicos, além de intersexualidade e
unissexualidade, cujos individuos se reproduzem por partenogénese, gimnogénese ou
hibridacdo (Yamamoto, 1969; Sadovy & Shapiro, 1987; Piferrer, 2009). O conhecimento
das caracteristicas de cada mecanismo de reproducéo é fundamental para o entendimento
dos processos de determinacdo e diferenciacéo sexual, além de servir também como base
para o entendimento das demais caracteristicas e estratégias reprodutivas.

Por se tratar de uma espécie ameacada de extingdo e considerada um indicador
ecologico de qualidade ambiental, a piracanjuba (Brycon orbignyanus) vem sendo muito

utilizada em pesquisas relacionadas ao repovoamento (Lopera-Barrero, 2009). De acordo
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com Piferrer et al. (2012), os principais problemas observados em peixes mantidos sob
condigdes de cativeiro sdo desproporgdes na razéo sexual, dimorfismo sexual ao longo
do crescimento, auséncia de maturagéo sexual ou problemas relacionados a qualidade de
gametas. Em cativeiro, tem sido observado razGes sexuais desproporcionais em lotes da
espécie B. orbignyanus, o que configura um problema populacional importante durante o
estabelecimento e propagacdo das populagdes. Além disso, a razdo sexual
desproporcional entre reprodutores pode levar a perdas importantes de variabilidade
genética das proles com o passar do tempo por efeito gargalo ou “bottleneck effect”, uma
vez que o tamanho do efetivo populacional se reduz (Aho, 2006; Lopera-Barrero, 2007).

Neste sentido, estudos histolégicos a respeito dos processos de diferenciacdo
gonadal sdo de extrema importancia para o desenvolvimento de métodos de manipulagéo
sexual em espécies cultivadas (Nakamura et al., 1998). A eficiéncia ha manipulacdo do
sexo fisiologico em peixes por quaisquer fatores exdgenos, como tratamento hormonal,
temperatura, pH, entre outros, estd diretamente relacionada com o conhecimento do
periodo labil no desenvolvimento gonadal, periodo que coincide com o inicio dos
processos de diferenciacdo sexual histologica (Conover & Fleisher, 1986; Striissmann et
al., 1997; Baroiller et al., 1999; Goto et al., 1999; Koumoundourus et al., 2002; Ospina-
Alvarez & Piferrer, 2008).

Desta forma, o objetivo deste estudo foi definir histologicamente o periodo de
diferenciacdo sexual em piracanjubas e assim descrever 0s principais processos
relacionados a formacao das gbnadas. Os dados obtidos no presente estudo irdo contribuir

para a criagdo de metodologias de manipulagéo sexual da espécie em cativeiro.

MATERIAL E METODOS
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ANIMAIS

Duzentos e quarenta individuos foram capturados de janeiro de 2015 a dezembro
de 2016 em uma estacgdo de piscicultura localizada no municipio de Paulo Lopes, Estado
de Santa Catarina, Brasil. Os peixes foram mantidos em tanques escavados de 120 m? a
uma densidade inicial de 50 p6s-larvas/m? (a densidade final chegou a 1 peixe/m?), sendo
alimentados duas vezes ao dia com ragdo comercial extrusada 40% PB para as pés larvas
e 36% PB para os juvenis. A temperatura da agua foi monitorada semanalmente ao longo
de todo o periodo de coletas.

No primeiro ano, as coletas foram realizadas mensalmente até os animais
completarem 365 dias ap6s a fertilizacdo (DAF). No segundo ano, foi realizada uma
coleta a cada estacdo do ano até os animais completarem 730 DAF. Em cada amostragem,
foram coletados 15 exemplares, os quais foram imediatamente insensibilizados por
imersdo em solugdo aquosa de Benzocaina (50 mg/L) (Ross & Ross, 2008) e eutanasiados
por seccdo medular. Foram tomadas as medidas de peso (g), comprimento total e padrdo
(cm). O tecido gonadal de cada individuo foi dissecado e fixado em solucéo formaldeido
4% tamponado. Apos 24 horas, as amostras foram transferidas para alcool 70% (Nakatani
et al., 2001). Individuos menores que 10 cm foram fixados inteiros em funcdo da
dificuldade da visualizacdo e retirada das gbnadas.

Os procedimentos de coleta foram autorizados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CEUA/UFRGS), sob protocolo

de autorizagdo n° 23841.
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ANALISE HISTOLOGICA

As gonadas foram desidratadas em séries alcodlicas (70, 80 e 95% por 24 horas
cada), infiltradas e incluidas em Historesina Leica (Metacrilato Glicol). Sec¢bes de 3um
foram obtidas em um micrétomo Leica RM2245 com navalhas de vidro ou tungsténio e
coradas com Azul de Toluidina. As laminas foram fotografadas com um microscopio
Nikon E200, acoplado a uma Cémera Digital CMOS com Software série 4076.

As gbnadas foram caracterizadas e classificadas em trés padrées morfoldgicos: a)
gbnada indiferenciada (GI) - presenca de uma ou mais camadas de células somaticas (CS)
e raras células germinativas primordiais (CGP) interpostas isoladamente no centro da
gbnada e vasos sanguineos ausentes ou em pequena quantidade; b) diferenciacéo ovariana
(DO) - considerada quando foi observada a transformacdo das células germinativas em
oogonias e destas em odcitos, inicio do crescimento primario e inicio da foliculogénese;
c) diferenciacéo testicular (DT) - onde observou-se a formagéo dos primeiros cistos de
espermatogonias, espermatécitos primarios e a formacéo do compartimento germinativo.
Foram considerados na analise apenas os animais em inicio de diferenciacdo gonadal até
a completa formacédo do ovario ou testiculo.

Os padrGes morfoldgicos descritos (Gl, DO e DT) foram distribuidas em
diferentes classes de comprimento e idades, categorizadas em dias apds a fertilizagédo
(DAF). Foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk, considerando 5% de
significancia. Por ndo apresentarem distribuicdo normal (p<0,05), as medias de
comprimento total (cm) e peso (g) foram comparadas entres 0s grupos através do teste

ndo paramétrico de Kruskal-Wallis.
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RESULTADOS

As temperaturas médias registradas ao longo do periodo de coleta se encontram
na tabela I.
TABELA |. Temperaturas médias registradas ao longo do periodo de coletas de Brycon

orbignyanus.

Estacdes do ano
Outono Inverno Primavera Verao
21°C +4,31 17,08 °C +1,37 21,47 °C +£1,89 25,53 °C +1,69

Durante todo o primeiro ano de coletas, as gbnadas apresentaram-se em pares,
com coloracdo translucida, filiformes e percorrendo toda a cavidade celomatica, desde a
papila urogenital até a regido da vesicula gasosa. A partir do segundo ano de coleta, as
gbnadas se tornaram mais esbranquicadas, opacas e com formato mais arredondado,
porém, ainda ndo foi possivel identificar o sexo a partir apenas de visualizacdo
macroscopica.

Todos os individuos até os 296 DAF foram considerados Gl, e 0s primeiros
animais em processo de diferenciacdo gonadal foram observados aos 323 DAF (Fig. 1).
Em individuos com mais de 675 DAF n&o foram observados Gl, e aos 730 DAF, todos
os individuos ja estavam diferenciados em macho ou fémea. O comprimento total (cm) e
0 peso (g) dos animais indiferenciados foram menores (H=100,391; p<0,05 e H =
101,925; p<0,05, respectivamente) quando comparados aos animais ja em diferenciacdo
ovariana ou testicular (Tabela 11). O peso médio das gdnadas (g) e o indice
gonadossomatico ndo diferiram entre os trés grupos (H = 4,966; p = 0,083 e H =5,013; p

=0,082) (Tabela II).
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A frequéncia relativa de individuos indiferenciados diminuiu gradativamente nas
classes de comprimento superiores (Fig. 2), sendo de 98,1% em animais menores que 15
cm. A partir de 15 cm, 40% dos individuos ainda se encontravam indiferenciados e ndo
foram observados individuos indiferenciados maiores que 27 cm, indicando que este € 0
tamanho minimo em que todos os individuos ja completaram o processo de diferenciacéo

sexual e formacdo do tecido gonadal.

TABELA |l. Dados biométricos de Brycon orbignyanus com diferentes padrfes

morfologicos. Gl=gbnada indiferenciada; DO=diferenciacéo ovariana; DT=diferencia¢éo

testicular.

Variaveis Gl DO DT
Comprimento total (cm) 14,42 +3,042 22,93 +4,11° 22,95 +4,82°
Peso (g) 39,69 +33,61° 154,83 £79,34> 157,66 +86,25"
Peso das gonadas (g) 0,03 £0,021 0,08 +£0,09 0,14 £0,28
Indice gonadossomatico 0,018 +0,01 0,04 +£0,02 0,06 £0,10
Numero amostral 146 29 35

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P<0,05).
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FIG. 1. Frequéncia relativa dos padrfes morfolégicos das gbnadas de Brycon orbignyanus
em relacdo aos dias ap6s a fertilizacdo (DAF). Gl = gbnada indiferenciada; DO =

diferenciagdo ovariana; DT = diferenciagdo testicular.
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FIG. 2. Frequéncia relativa dos padrdes morfoldgicos das gdbnadas de Brycon orbignyanus
em relagdo as classes de comprimento total. Gl = gbénada indiferenciada; DO =

diferenciagdo ovariana; DT = diferenciagdo testicular.
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GONADA INDIFERENCIADA

As gonadas indiferenciadas de B. orbignyanus apresentaram componentes
somaticos, celulas germinativas e vasos sanguineos. Inicialmente, as células somaticas se
mostraram pavimentosas e alongadas, com ndcleo basofilo (coram com Azul de
Toluidina) e citoplasma escasso, distribuidas por todo o tecido gonadal e interpostas por
células germinativas (Fig. 3A). As CGP sdo ovaladas com nucleo volumoso e irregular,
0 qual ocupa boa parte de seu volume, apresentando em sua composi¢do granulos
visivelmente corados com Azul de Toluidina e geralmente um Unico nucléolo (Fig. 3C).
Em individuos considerados indiferenciados, as CGP inicialmente foram observadas
isoladas entre as células sométicas, aumentando gradativamente em nimero e tamanho,
passando a se organizar em corddes continuos, alinhadas e envoltas por células sométicas
(Fig. 3C). Vasos sanguineos foram observados geralmente préximos aos corddes (Fig.

3B) e ndo foram observadas células somaticas no interior dos corddes.
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FIG. 3. Fotomicrografia da gbnada indiferenciada de Brycon orbignyanus. A-B) Células

germinativas primordiais envoltas por células somaticas e formagdo dos corddes
continuos de células germinativas primordiais. C) Formato arredondado e nlcleo escasso
das células germinativas primordias com a presenca de granulos. CGP=células
germinativas primordiais; CS=células somaéticas; VS=vasos sanguineos; seta
fechada=gréanulos; cebeca de seta= delimitacdo dos corddes continuos. Coloracdo: Azul

de Toluidina. Escala = 273 um (A e B) e 65um (C).

DIFERENCIACAO OVARIANA
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As CGP organizadas em corddes continuos passaram a ser isoladas por células
somaticas (células pré-foliculares), formando cistos (Figs. 4A e 4B). As CGP a partir
desta fase foram classificadas como oogonias (Og), apresentando formato arredondado
ou irregular, citoplasma escasso com granulagdes que correspondem as nilages, material
elétron-denso presente no citoplasma, e nucleo levemente basofilo, geralmente com um

nucléolo bem evidente (Figs. 4A e 4B).
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FIG. 4. Fotomicrografia da diferenciacdo ovariana em Brycon orbignyanus. A) Formacao
dos cistos de oogonias. B) Formacdo de cistos de oogdnias isoladas por células somaticas.
Og=o00g6bnia; CS=célula somatica; seta fechada=granulos elétron-densos correspondentes

as niages. Coloracdo: Azul de Toluidina. Escala = 273um (A e B).

A figura 5 mostra a formacdo das oogdnias em o0citos profasicos iniciais, que
permanecem agrupados em cistos (Fig. 5A). Ao longo de todo o tecido gonadal, foi
possivel observar nesta etapa oogonias isoladas e cistos contendo oogdnias e 00citos
profasicos iniciais (Figs. 5A e 5B). Também foi possivel observar invaginagdes do tecido
gonadal que se projetam para a cavidade celomaética e tornam-se cada vez mais profundas.
Estas projecdes sdo delimitadas por células sométicas e dardo futuramente origem as

lamelas ovigeras (Fig. 5A).
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Os odcitos profasicos passaram a ser individualizados por células pré-foliculares,
dando origem ao foliculo ovariano (Figs. 5C e 5D). O o6cito em crescimento primario
possui um nucleo bem evidente com uma quantidade variavel de nucléolos, os quais
gradativamente passaram a migrar para a periferia nuclear (oécitos perinucleolares) (Figs.
5C e 5D). Os primeiros individuos com ovérios completamente formados foram

identificados somente aos 435 DAF.

FIG. 5. Fotomicrografia da diferenciacdo ovariana em Brycon orbignyanus. A-B)

Formagdo dos primeiros o0citos em crescimento primario e presenca de odcitos
profasicos iniciais. C) Formagdo do foliculo ovariano, composto por oocitos em
crescimento primario. D) Odcitos em crescimento primario com nucléolos migrando para
a periferia nuclear. Og=oogbnia; Op=o0dcito profasico; CS=célula somatica; OCP=04cito
em crescimento primario; Fo=foliculo ovariano. Po=projeces ovarianas. Coloracao:

Azul de Toluidina. Escala = 273 um (A, B e C) e 65um (D).
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DIFERENCIACAO TESTICULAR

Em funcdo da semelhanca entre as espermatogonias iniciais e as CGP, gbnadas
em “diferenciacdo testicular” foram consideradas quando possivel a identificacdo dos
cistos de espermatocitos.

De forma semelhante ao observado durante a diferenciacdo ovariana, as CGP que
formam os corddes continuos ao longo de toda a gbnada, passaram a ser isoladas por
células somaticas (células pré-Sertoli) (CS) (Fig. 6B). As CGP, agora diferenciadas em
espermatogonias (Eg) apresentaram formato arredondado, com nuicleo grande, esférico e
um unico nucléolo bem evidente (Figs. 6A e 6B). Em seu citoplasma foi possivel observar
granulacdes provavelmente associadas a formacdo de organelas, as niiages (Fig. 6B). J&
as células somaticas (pré-Sertoli) apresentaram nucleo baséfilo, triangular e citoplasma
escasso, formando projecdes citoplasmaticas que se interpdem gradativamente entre as
espermatogonias (Figs. 6A e 6B). Estes prolongamentos citoplasmaticos das agora células
de Sertoli sdo responsaveis pela formacéo e delimitacdo dos cistos.

Os cistos de espermatogbnias recém-formados sdo compostos por inlmeras
células e aparentemente comecam a se afastar uns dos outros, deixando pequenos espagos
entre eles (Fig. 7A). Estes espacos correspondem ao compartimento luminal, o qual é
delimitado por cistos de espermatogdnias que formam o compartimento germinativo.
Desta forma, o compartimento germinativo completamente formado é composto por
espermatogonias e células de Sertoli, enquanto o compartimento intersticial formado por
células somaticas em diferenciacdo, vasos sanguineos e demais elementos néo
identificados por microscopia de luz (Fig. 7A). Ap6s o epitélio germinativo

completamente formado, a espermatogénese de fato iniciou de forma sincrénica dentro
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de cada cisto (Fig. 7B). Os primeiros individuos com testiculo completamente formados

foram observados aos 435 DAF.

FIG. 6. Fotomicrografia da diferenciacdo testicular em Brycon orbignyanus. A-B) Células
somaticas (pré-Sertoli) invadindo e isolando gradativamente as espermatogénias. Detalhe
do formato arredondado, nucleo evidente e um Unico nucléolo das espermatog6nias, com
a presenca de granulagcfes associadas as nilages no citoplasma e projecgdes citoplasmaticas
das células somaticas  (pré-Sertoli) interpondo-se as  espermatogdnias.
Eg=espermatogbnia; CS=célula somatica; Et=espermatocito; VS=vaso sanguineo; seta
fechada=granulacbes; cabeca de seta=projecdes citoplasmaticas das células somaticas.

Coloragéo: Azul de Toluidina. Escala = 273um (A) e 65um (B).
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FIG. 7. Fotomicrografia da diferenciagéo testicular em Brycon orbignyanus. A-B) Cistos

formados e compostos por uma grande quantidade de espermatogonias e
espermatogénese ativa. Notar 0s espacos entre os cistos, formando o compartimento
luminal e a presenca de vasos sanguineos proximos ao compartimento germinativo.
Eg=espermatogbnia; CS=célula somatica; VS=vaso sanguineo; Eg=espermatogobnia;
Etl=espermatdcito  primario; Et2=espermatécito  secundario; Ed=espermaétide;
Ez=espermatozoide; Seta fechada=compartimento luminal. Coloracdo: Azul de

Toluidina. Escala = 65um (A) e 273um (B).

DISCUSSAO

Em peixes Teleodsteos, as células germinativas primordiais migram a partir de
regides extragonadais para a crista gonadal, onde se formara o primérdio gonadal
iniciando assim a diferenciacdo de um érgdo reprodutor masculino ou feminino (Braat et
al., 1999). Em espécies gonocoristicas diferenciadas, o desenvolvimento gonadal inicial
procede de uma gonada indiferenciada e esta se transforma diretamente em ovario ou
testiculo, padrdo observado no presente estudo. A auséncia de individuos intersexo

confirmou este fato, uma vez que a presenca marcante de individuos intersexo ocorre em
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espécies gonocoristicas indiferenciadas, onde ha inicialmente o desenvolvimento de
tecido ovariano, seguido de degeneracdo e formacdo de estrutura testicular em
aproximadamente metade da populagéo (Uchida et al., 2002; Devlin & Nagahama, 2002;
Piferrer, 2009).

No presente estudo ndo foram observadas alteragdes significativas nos padrdes
morfologicos das gonadas antes dos 296 DAF, sendo que anterior a este periodo foram
verificadas apenas células somaticas e raras células germinativas, com a presenca ou nao
de vasos sanguineos em pequena quantidade. Esta reorganizacdo celular e inicio do
processo de diferenciacdo gonadal em B. oribignyanus é mais tardio quando comparado
a maioria dos Teledsteos estudados. No entanto, ao se avaliar o periodo de diferenciacéo
gonadal devemos levar em consideragédo a temperatura em que a populacgao se encontra,
uma vez que este processo provavelmente sofre forte influéncia da temperatura e outros
aspectos bioldgicos inerentes a espécie, como tamanho e idade a primeira maturacéo.

E consenso entre os autores que em peixes Teledsteos a diferenciacdo ovariana se
inicia antes da diferenciacdo testicular (Nakamura et al., 1998; Meijide et al., 2005;
Mazzoni et al., 2010; Mazzoni, 2013; Pan et al., 2017). Em dois estudos realizados com
peixes reofilicos neotropicais (Piaractus mesopotamicus e Leporinus friderici),
observou-se que a formacao dos ovarios iniciou aos 150 DAF nas duas espécies (Barbosa,
2015; Souza, 2015). Apesar de ndo ter ficado claro que a diferenciacéo ovariana ocorreu
antes da testicular em B. orbignyanus, esta possibilidade ndo foi descartada, uma vez que
o percentual de individuos em diferenciacdo testicular e ovariana foi 0 mesmo aos 323
DAF. Além disso, na coleta seguinte, aos 365 DAF, o percentual de individuos em
diferenciacdo testicular aumentou, sugerindo que uma porcentagem dos animais

indiferenciados aos 323 DAF possivelmente iriam desenvolver testiculos mais tarde.
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A estruturacdo gonadal de B. orbignyanus em relagdo aos componentes somaticos
e germinativos foram semelhantes ao observado em outros Teleosteos, onde inicialmente
sdo observadas poucas células germinativas dispostas entre as células somaticas na regido
mais central do tecido. Apds o processo de migracdo das CGP para a crista gonadal é que
se inicia efetivamente a formacdo do primdrdio gonadal. Nesta etapa as células
germinativas estdo isoladas, envoltas por células somaticas e inicia-se 0 processo de
mitose, garantindo a auto renovacao celular (Nakamura et al., 1998; Meijide et al., 2005;
Mazzoni, 2009; Nakamura, 2013; Pan et al., 2017). Apesar de a atividade mitética estar
frequentemente documentada na etapa de formacdo do primordio gonadal, no presente
estudo ndo foi identificada, assim como reportado por Nakamura et al. (2013) em
Salvelinus leocomaenis. Com isso, € possivel sugerir que a proliferagdo de células
somaticas ocorre antes e de maneira muito mais rapida em comparagdo as células
germinativas, o que caracteriza o formato alongado e o aparente isolamento das células
germinativas ao longo do tecido (Van Winkoop et al., 1992; Strissman et al., 1996;
Mazzoni et al., 2009). De acordo com Devlin & Nagahama (2002), o primdrdio gonadal
passa por um periodo com baixo crescimento somatico e sem diferenciagdo histoldgica
ou atividade germinativa aparente, o que pode durar dias, meses ou até mesmo anos,
dependendo da espécie (Strissmann & Nakamura, 2002). Este fato explica a dificuldade
em estabelecer precocemente o sexo dos individuos a partir de microscopia de luz, como
também foi observado no presente estudo. Desta forma, é possivel afirmar que esta
ocorrendo diferenciacdo ovariana ou testicular, apenas a partir da observagédo de células
germinativas em estagios mais avancados da gametogénese.

Em funcdo da semelhanca entre as CGP e as oogbnias ou espermatogbnias em

andlise a partir de microscopia de luz, so foi possivel identificar o sexo dos individuos
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com seguranca a partir da observagdo de outras caracteristicas. Dentre estas, 0 aumento
significativo no nimero de CGP, associado a uma reorganizacdo das mesmas e a entrada
destas células em meiose foram os critérios utilizados para a identificacdo dos tecidos em
diferenciacdo. Estes critérios, juntamente com o aparecimento de vasos sanguineos,
formacéo da cavidade ovariana ou ducto espermatico também foram citados por Lubzens
et al. (2010) e Nakamura et al. (2013). De acordo com Mazzoni (2009), apenas a
reorganizacdo celular e formacdo dos cordBes continuos ndo oferecem nenhum indicio
quanto ao rumo da diferenciacdo sexual. A formacéo dos corddes continuos foi observada
tanto em futuros ovarios como em futuros testiculos em B. orbignyanus, ndo sendo
observada uma relacdo direta entre este evento e o direcionamento da diferenciagédo
gonadal. No entanto, pode-se afirmar que esta reorganizacdo precede o inicio da meiose
e formacdo de ninhos de oog6nias ou cistos de espermatécitos. No caso da diferenciacao
ovariana, a entrada das oogdnias em meiose marca o aparecimento de o6citos profasicos
iniciais, que passam a ser novamente isolados pelas agora células foliculares para a
formacdo do complexo folicular, composto pelo odcito em crescimento priméario e as
células foliculares (Lubzens et al., 2010). J& na diferenciacdo testicular, a entrada em
meiose marca a formacdo dos espermatocitos primarios, processo morfolégico mais
dificil de se identificar por microscopia de luz, uma vez que as células germinativas
destinadas a formacao de espermatozoides permanecem quiescentes por um periodo mais
longo (Nakamura et al., 1998; Schulz et al., 2010).

Apesar do periodo quiescente mais longo observado nas células germinativas
masculinas, foi possivel observar que em B. orbignyanus os machos entram no ciclo
reprodutivo mais rapidamente que as fémeas. Este fato € comprovado pela presenca de

machos ja em desenvolvimento aos 730 DAF, enquanto as fémeas permaneceram na fase
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imatura, seguindo a classificagdo recomendada por Brown-Peterson et al. (2011). Esta
caracteristica também foi observada por Barbosa (2015) em P. mesopotamicus, sugerindo
que apesar da diferenciagdo ovariana preceder a testicular, os machos se tornam aptos a
reproducdo mais cedo que as fémeas.

Periodo labil é considerado um periodo critico da determinacao sexual em que se
iniciam mudancas estruturais em nivel celular, controladas por fatores genéticos,
fisioldgicos e hormonais (Fernandino et al., 2008). Estas mudancas sdo desencadeadas
por fatores ambientais como temperatura, pH, condi¢es de cultivo e sdo possiveis de
identificar histologicamente (Baroiller et al., 1999; Azuma et al., 2004). A partir da
descricdo histoldgica realizada ao longo do desenvolvimento de B. orbignyanus no
presente estudo, os processos celulares da diferenciagéo sexual se iniciam a partir dos 296
DAF e se completam em todos os individuos aos 730 DAF. Desta forma, o periodo l4bil
identificado para B. orbignyanus no presente estudo e nas condi¢des climaticas em que o
mesmo foi desenvolvido se inicia antes dos 296 DAF, periodo em que as gdnadas
indiferenciadas apresentam maior capacidade de resposta aos métodos de manipulacéo
sexual. Estas informacgdes sdo importantes para 0 conhecimento dos processos de

diferenciacdo sexual e direcionar a elaboragéo de protocolos de manipulacédo sexual.
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Resumo

Por se tratar de uma espécie ameacada de extin¢do, Brycon orbignyanus vem sendo
cultivada para 0 uso em programas de repovoamento visando a recuperacdo dos estoques
em seus locais de origem. Desta forma, o conhecimento dos aspectos relacionados a
reproducdo em ambientes de cultivo é de extrema importancia para o sucesso na producéo
de larvas e alevinos de qualidade visando a conservacdo da espécie. O objetivo do
presente estudo foi caracterizar e descrever a espermatogénese e as fases reprodutivas
vivenciadas por individuos machos mantidos em condi¢des de cultivo e assim elucidar
uma escala de maturacdo para a espécie. Para tal, foram realizadas coletas mensais e
trimestrais de juvenis e adultos de B. orbignyanus em uma estacdo de piscicultura
comercial. Os animais foram insensibilizados em solu¢do aquosa de Benzocaina e
eutanasiados para a coleta dos testiculos, os quais foram fixados em solu¢do formaldeido
tamponado 4% para analise histoldgica. As fases do ciclo reprodutivo foram estabelecidas
a partir da observacdo das caracteristicas macro e microscopicas dos testiculos, sendo
determinadas a partir da distribuicdo das células espermatogénicas ao longo do tecido
gonadal e nas variagdes no indice Gonadossomatico. Foram identificadas e descritas

cinco fases reprodutivas de B. orbignyanus em condigdes de cativeiro, sendo elas:
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imaturo, desenvolvimento inicial, desenvolvimento, apto a liberacdo de esperma e
regressdo. Os machos de B. orbignyanus tornam-se aptos a reproducédo quando atingem
435 dias apos a fertilizacdo (DAF), no entanto alguns individuos tornam-se maturos
(desenvolvimento) j& aos 365 DAF. Este fato mostra a alta variagdo individual observada
para esta espécie, uma vez que aos 435 DAF ja sdo encontrados individuos aptos a
liberacdo de esperma e aos 730 DAF ainda sdo observados individuos em
desenvolvimento inicial. O IGS, indice bioldgico bastante utilizado para aferir sobre os
ciclos reprodutivos foi mais elevado nas fases reprodutivas mais avancgadas, as quais

foram observadas na primavera e verao.

1. INTRODUCAO

A morfologia gonadal tanto em nivel anatdmico quanto histoldgico, vem sendo
estudada em peixes h& muito tempo com o intuito de identificar o inicio da maturidade
sexual, o ciclo reprodutivo, a fecundidade e os ritmos de desova ou liberagdo de sémen
(Parenti & Grier, 2004). Estudos histolégicos detalhados, juntamente com a avaliacao de
indices bioldgicos como o indice gonadossomatico, sdo comumente utilizados para
determinar o ciclo anual em peixes (Vazzoler, 1996; Grier & Taylor, 1998). Os ciclos
reprodutivos podem ser determinados a partir da avaliagdo de um conjunto de
caracteristicas morfologicas das gbnadas, das células germinativas de cada linhagem
gametogénica e da distribuicdo destas células ao longo do tecido gonadal (Veloso-Janior
et al., 2009). Estas caracteristicas variam de acordo com as diferentes épocas do ano e
estratégias reprodutivas de cada espécie, sendo traduzidas em diferentes fases
reprodutivas, as quais representam a descricdo dos eventos ciclicos necessarios para a
producdo e liberacdo de gametas viaveis (Brown-Peterson et al., 2011).

Estudos relacionados a biologia reprodutiva de peixes de dgua doce neotropicais
se detém principalmente na descricdo da gametogénese e avaliagcdo do ciclo reprodutivo
em ambientes naturais (Cruz-Landim et al., 2003; Gongalves et al., 2006; Veloso-Junior
et al., 2009; Martins et al., 2010; Oliveira et al., 2010; Mufioz et al., 2011; Freitas et al.,
2013; Siqueira-Silva et al., 2013; Vanin et al., 2017). Estes estudos sdo geralmente
descritivos e/ou comparativos e relacionam as caracteristicas reprodutivas com variaveis
bidticas e abioticas, portanto, apresentando viés ecoldgico. Estudos neste sentido, em

ambientes de cultivo, sdo escassos em funcdo da dificuldade em se obter um nimero
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amostral consistente de exemplares em todas as fases de desenvolvimento e épocas do
ano, além de o ciclo reprodutivo ser incompleto em grande parte dos peixes cultivados
(Mylonas et al., 2010).

A espécie em estudo (Brycon orbignyanus), é uma espécie neotropical reofilica
pertencente & familia Bryconidae (Eschmeyer & Fong, 2014), com ocorréncia natural nas
bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai (Lima, 2003). Em funcdo da queda dos
estoques naturais por intervencdes humanas, na bacia do rio Uruguai a espécie atualmente
se encontra ameacada de extincdo, apresentando registros raros e restritos as
proximidades do Parque Estadual do Turvo (Machado et al., 2005; Zaniboni-Filho &
Schulz, 2003). Por se tratar de uma espécie ameacada de exting¢do, B. orbignyanus vem
sendo amplamente utilizada em programas de repovoamento, 0S quais Vvisam
reestabelecer populacGes nos locais de origem e garantir os estoques genéticos futuros da
espécie (Lopera-Barrero, 2009; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010; Panarari-Antunes et
al., 2011). Estas medidas, embora controversas, sdo citadas como uma ferramenta
eficiente para a conservacao de espécies com elevado grau de ameaca, onde as populacdes
naturais ja estdo praticamente extintas e os efeitos da perda de variabilidade genética sao
irreversiveis. No entanto, o sucesso desses programas invariavelmente passa pelo
completo entendimento dos aspectos biolégicos e zootécnicos da espécie, e 0 dominio
destes é fundamental para a correta aplicacdo do manejo reprodutivo e garantia das proles
futuras.

Com base no exposto, o presente estudo tem como objetivo descrever a
espermatogénese e o ciclo reprodutivo de machos de B. orbignyanus mantidos em

condicdes de cultivo, a fim de criar uma escala de maturacdo para espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local e Animais
Os animais foram coletados em uma estacdo de Piscicultura comercial localizada
no municipio de Paulo Lopes, Estado de Santa Catarina durante os anos de 2015 e 2016.
Foram realizadas coletas mensais e trimestrais (sazonais) no primeiro e segundo anos de
estudo respectivamente, sendo capturados 15 exemplares por amostragem. As coletas
abrangeram animais de 21 dias ap0s a fertilizacdo (DAF) até 4 anos de idade (1460 DAF).

Foram considerados para a analise histoldgica, apenas os animais a partir dos 323 DAF,
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idade em j& foi possivel identificar o sexo dos mesmos. Apds a captura, 0s exemplares
foram insensibilizados por imersdo em solucédo aquosa de Benzocaina (50 mg/L) (Ross
& Ross, 2008) e eutanasiados por seccdo medular. Os procedimentos de coleta foram
autorizados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (CEUA/UFRGS), sob protocolo de autorizacdo n° 23841. Foram tomadas
as medidas de peso (g) e comprimento total (cm). Posteriormente, foi realizada dissecacao
para a retirada dos testiculos, os quais foram fixados em solucdo formaldeido 4%

tamponado por 24 horas e armazenados em alcool 70°GL (Nakatani et al., 2001).

2.2.Histologia

Os testiculos foram desidratados em séries alcodlicas (70, 80 e 95°GL por 24 horas
cada), infiltrados e incluidos em Historesina Leica (Metacrilato Glicol). Sec¢des de 3um
foram obtidas em um micrétomo Leica RM2245 com navalhas de vidro e tungsténio e
coradas com corante Azul de Toluidina. As laminas foram observadas usando
microscopia de luz, sob aumentos de 100x e 400x. As sec¢des foram fotografadas com
um microscépio Nikon E200, acoplado a uma Camera Digital CMOS com Software série
4076.

2.3.Ciclo reprodutivo

As fases do ciclo reprodutivo foram estabelecidas a partir da observacdo das
caracteristicas macro e microscopicas dos testiculos. As mesmas foram determinadas a
partir da andlise da presenca e distribuicdo das células espermatogénicas ao longo do
tecido gonadal e variacdes no indice Gonadossomético, seguindo a escala de maturagéo
gonadal proposta por Brown-Peterson et al. (2011). As caracteristicas morfoldgicas das
células espermatogénicas em cada linhagem germinativa foram adaptadas de Bazzoli
(2003) e Schulz (2010). O indice Gonadossomatico (IGS) foi calculado a partir da relag&o

entre 0 peso da gonada e o peso total, seguindo a seguinte formula (Vazzoler, 1996):

IGS = (i—i’) * 100, onde: Pg=peso da gbnada (g) e Pt=peso total (Q).

O diametro médio de aproximadamente 100 células de cada estagio
espermatogénico foi mensurado utilizando o Software Image-ProPlus. As células

utilizadas para a tomada desta medida foram selecionadas levando em consideragéo a sua
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integridade (auséncia de retracdo e nucleo bem evidente e centralizado) (Veloso-Junior
et al., 2009).

3. RESULTADOS
Foram analisados histologicamente 44 exemplares com comprimento total
variando entre 14,2 e 42,22 cm e peso variando entre 49,20 e 1130,00 g (Tabela 1).

Tabela 1. Dados biométricos de Brycon orbignyanus em condi¢des de cultivo nas
diferentes fases reprodutivas. CT = comprimento total (cm); Min.: minimo; Max.:
maximo; PT = peso total (g).

Imaturo Desenvolvimento Desenvolvimento Apto a liberar Regressao

inicial esperma
CT 19,63 5,60 20,45 +4,35 25,85 +2,92 26,1 +2,91 39,12 +2,69
Min. 16,1 14,2 16,7 22,5 37,25
Max. 26,1 28,4 30,5 30 42,22
PT 91,88 +70,27 112,14 +69,01 194,58 +62,31 219,67 +66,40 927,66 +176,53
Min. 49,2 36,51 53,46 129 805
Max. 173 257,52 284,83 293,3 1130

Histologicamente, os testiculos foram constituidos por tubulos seminiferos
anastomosados, compartimento tubular e organizados em cistos isogénicos contendo
células germinativas delimitadas por células somaticas (Células de Sertoli), formando o
epitélio germinativo. A presenca e/ou tamanho destes cistos, assim como o estagio de
desenvolvimento celular presente em cada cisto variou de acordo com a fase reprodutiva.
As espermatogonias foram observadas irrestritamente ao longo dos tabulos seminiferos e
as células germinativas observadas foram classificadas em seis estagios baseados em suas
caracteristicas histologicas, sendo eles: espermatogOnia priméria, espermatogonia
secundaria, espermatécito primario, espermatdcito secundario, espermatide e
espermatozoide. As caracteristicas morfoldgicas das linhagens germinativas observadas
encontram-se na tabela 2. A partir de observagdo macro e microscopica dos testiculos,
presenca e organizacdo das ceélulas espermatogénicas e variagbes no indice
gonadossomatico, foram identificadas 5 fases reprodutivas, sendo elas: imaturo,
desenvolvimento inicial, desenvolvimento, apto a liberacdo de esperma e regressdo

(adaptados de Brown-Peterson et al., 2011).



90

Tabela 2. Caracteristicas morfologicas das células espermatogénicas encontradas em

Brycon orbignyanus mantidos em condigdes de cultivo.

Estagio celular

Caracterizacdo morfologica

Espermatogdnia
priméaria (10,98
+2,82 um)

Maiores células encontradas no tecido, apresentando-se isoladas. Formato
arredondado, citoplasma escasso com presenca de granulacBes eosinéfilas, ndcleo
proeminente com nucléolo bem visivel. E encontrada em todas as fases reprodutivas.

Espermatogbnia
secundaria
(5,84 +£0,93 um)

Originadas a partir de divisdes mitéticas das espermatog6nias primarias. Sdo menores
que as espermatogonias primarias e formam cistos com poucas células. Apresentam
formato arredondado, citoplasma escasso, nicleo evidente e presenca ou ndo de
nucléolo. Também podem ser encontradas em todas as fases reprodutivas.

Espermatdcito
primario (3,83
0,27 um)

Séo originarios das divisdes mitoticas das espermatogdnias secundarias. Apresentam
formato arredondado e regular com citoplasma escasso. O nucleo é central, esférico
e abundante em cromatina, ocupando grande parte da célula. Sdo observados nas
seguintes fases reprodutivas: desenvolvimento inicial, desenvolvimento, apto a
liberacdo de esperma e regressao.

Espermatdcito
secundario
(1,68 +0,08 um)

S&o originarios da primeira divisdo meidtica dos espermatocitos priméarios. O nlcleo
é central com cromatina altamente condensada. Apresentam-se em cistos com maior
nimero que os espermatocitos primarios. Sdo encontrados nas seguintes fases
reprodutivas: desenvolvimento, apto a liberacdo de esperma e regressao.

Espermatide
(0,30 £0,02 pm)

S&o originarias das divisdes meibticas dos espermatdcitos secundarios, dando inicio
a espermiogénese. Citoplasma escasso com nucleo esférico e fortemente basofilo.
Estdo sempre organizadas em cistos. Espermatides sdo observadas nas fases
reprodutivas: desenvolvimento, apto a liberacdo de esperma e regressao.

Espermatozoide
(0,20 £0,01 pm)

S80 resultado da espermiogénese, transformacbes na estrutura celular das
espermatides. A menor célula da linhagem germinativa. Apresenta citoplasma
escasso e nicleo esférico e denso. Sdo observados em cistos ao longo dos tubulos
seminiferos ou no limen. S&o encontrados nas seguintes fases reprodutivas:
desenvolvimento, apto a liberacdo de esperma e regresséo.

3.1.Imaturo

Nesta fase, foram encontrados individuos com comprimento total variando entre

16,1 e 26,1 cm peso variando entre 49,2 e 173 g (Tabela 1). Individuos nesta fase foram

observados apenas no outono e primavera e com idades de 323, 365 e 476 DAF (Figuras

1 e 2). Os testiculos de animais considerados imaturos, macroscopicamente Sao pequenos,

translucidos, filiformes e pares, percorrendo toda a cavidade celomatica, desde a papila

urogenital até a regido ventral da bexiga natatoria. Histologicamente, foi possivel

observar espermatogonias primarias e secundarias ao longo de todo o tecido, envoltas ou

ndo por células somaticas (Figura 3A-B). Ainda nesta fase, foi possivel observar as

espermatogonias secundarias formando cistos no epitélio germinativo, 0s quais sdo

delimitados pelas células de Sertoli (Figuras 3A-B). As Unicas atividades celulares

presentes nesta fase sdo as divisdes mitdticas para a proliferacdo das espermatogonias e

0 estagio celular mais avancgado de desenvolvimento é a espermatogdénia secundaria.
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Figura 1. Distribuicdo percentual sazonal das 5 fases reprodutivas observadas em Brycon

orbignyanus em condi¢6es de cultivo.
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Figura 2. Distribuicdo percentual das fases reprodutivas em relacéo as idades em dias
apos a fertilizagdo (DAF) de Brycon orbignyanus sob condi¢fes de cativeiro.
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Figura 3. Fotomicrografia da histologia testicular na fase de maturagdo “imaturo” de

Brycon orbignyanus. A) Presenca de cistos de espermatogbnias secundarias e vasos
sanguineos. B) EspermatogOnias primarias isoladas ao longo do tecido, delimitadas por
extensbes citoplasmaticas das células somaticas (Sertoli). As espermatogdnias
secundarias apresentam-se em cistos delimitadas pelas células de Sertoli.
Egl=espermatogbnia primaria; Eg2=espermatogonia secundaria; CS=célula somatica;
VS=vaso sanguineo; flecha=cistos de espermatogdnias. Coloracdo: Azul de Toluidina.
Escala = 273um (A) e 65um (B).

3.2.Desenvolvimento inicial

Individuos em desenvolvimento inicial foram observados com comprimento total
variando entre 14,2 e 24,4 cm e peso variando entre 36,51 e 257,57 g (Tabela 1). Nesta
fase reprodutiva, foram observados individuos durante todas as epocas do ano (Figura 1)
e 0 IGS médio entre os individuos foi de 0,01 (£0,01). Os primeiros individuos nesta fase
foram observados aos 323 DAF, e a partir dos 729 DAF ndo foram mais observados
exemplares em desenvolvimento inicial (Figura 2).

Macroscopicamente, os testiculos de animais em desenvolvimento inicial
permaneceram filiformes e transldcidos, percorrendo toda a cavidade celomatica. A partir
de avaliacdo microscopica, foi possivel observar um aumento significativo na quantidade
de espermatogbnias primarias e secundarias, as quais foram observadas em cistos
(Figuras 4A e 4B). As espermatogonias secundarias deram origem aos espermatocitos
primérios, os quais nesta fase foram observados em cistos ainda com poucas células

(Figuras 4A e 4B). Os cistos de espermatdcitos primarios foram observados ao longo de
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todo o tecido e delimitados por células de Sertoli, sendo o estagio celular mais avangado

nesta fase reprodutiva (Figura 4B).

Figura 4. Fotomicrografia da histologia testicular na fase de maturacdo
“desenvolvimento inicial” de Brycon orbignyanus. A-B) Cistos com poucos
espermatdcitos primarios e espermatogbnias primarias e secundarias. Em B, notar a
presenca de espermatdcitos primarios delimitados por processos citoplasmaticos das
células de Sertoli. Egl = espermatogdnia primaria; Eg2 = espermatogbnia secundaria; Etl
= espermatocito primario. CSe = célula de Sertoli. Coloracdo: Azul de Toluidina. Escala
=273 um (A) e 65um (B).

3.3.Desenvolvimento

Nesta fase foram identificados individuos com comprimento total entre 16,7 e
30,5 cm e peso entre 53,46 e 310,10 g (Tabela 1). Foram observados exemplares nesta
fase de maturacdo gonadal em todos os periodos considerados, sendo 62,5% na primavera
(Figura 1). Os mais jovens individuos nesta fase foram identificados aos 323 DAF, sendo
identificados exemplares nesta fase até os 976 DAF. O IGS médio dos individuos foi de
0,02 (+0,02).

Macroscopicamente, 0s testiculos em desenvolvimento tiveram a coloragdo mais
opaca e maior espessura quando comparado as fases reprodutivas anteriores.
Histologicamente, foi possivel observar cistos contendo células em todos os estagios de
desenvolvimento distribuidos irrestritamente por todo o tecido (Figuras 5A e 5B). Nesta
fase, a espermatogénese foi intensa, fato observado pelo aumento consideravel no
tamanho e nimero de cistos de espermatocitos primarios e secundarios. Espermatogénias

primarias e secundarias foram observadas esporadicamente, geralmente localizadas
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préximas aos cistos de espermatdcitos primarios ou secundarios e envoltas por células de
Sertoli (Figura 5B). Os espermatozoides foram observados em grande namero, porém

ainda presentes em cistos (Figuras 5A e 5B). Foi possivel observar o lumen

completamente formado nos tubulos seminiferos, porém desprovidos de espermatozoides
(Figura 5A).

Figura 5. Fotomicrografia da histologia testicular na fase de maturacdo
“desenvolvimento” de Brycon orbignyanus. A-B) Cistos de células germinativas em
todos os estagios de desenvolvimento e limen completamente formado, porém
desprovido de espermatozoides. Egl = espermatogdnia primaria; Eg2 = espermatogdnia
secundaria; Etl = espermatocito primario; Et2 = espermatocito secundario; Ed =
espermatide; Ez = espermatozoide; Lu = limen. Coloragdo: Azul de Toluidina. Escala =
273um (A) e 65um (B).

3.4.Apto a liberar esperma

Nesta fase foram observados exemplares com comprimento total variando entre
22,5 e 30,0 cm e peso variando entre 129,0 e 293,3 g (Tabela 1), distribuidos ao longo da
primavera e verdao (Figura 1). Individuos “aptos a liberar esperma” foram observados
apenas aos 435 DAF e 729 DAF. O IGS médio dos individuos nesta fase foi de 0,33
(£0,23).

Macroscopicamente, os testiculos se apresentaram maiores, mais firmes e com
coloracdo mais opaca quando comparados as fases anteriores, ocupando maior espaco na
cavidade celomatica. Microscopicamente, foi possivel observar todos os estagios da
espermatogénese ao longo dos tubulos seminiferos (Figuras 6A e 6B). Ao final da
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espermiogénese, foi possivel observar o rompimento dos cistos de espermatozoides e a
sua liberacdo para o lumen dos tabulos seminiferos (Figura 6C). O epitélio germinativo
se mostrou descontinuo e a quantidade de espermatozoides dentro do lamen foi variavel
(Figuras 6A e 6B).

Ls.; A

Figura 6. Fotomicrografia da histologia testicular na fase “apto a liberar esperma” de

Brycon orbignyanus. A-B) Cistos contendo todas as linhagens espermatogénicas e
epitélio germinativo descontinuo ao longo do Iimen dos tabulos seminiferos. C) Presenca
de cistos de espermatocitos primarios, secundarios, espermatide e a liberagdo de
espermatozoides para o espaco luminal. D) Espermatogbnias primarias isoladas e
espermatogénese ativa. Egl = espermatogbnia primaria; Eg2 = espermatogbdnia
secundaria; Etl = espermatécito primario; Et2 = espermatocito secundario; Ed =
espermatide; Ez = espermatozoide; Lu = limen; VS = vaso sanguineo; flecha = epitélio
germinativo descontinuo; cabeca de seta = liberacdo de espermatozoides para o limen.
Coloracédo: Azul de Toluidina. Escala = 273um (A e B) e 65um (C e D).

3.5.Regressao
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Esta fase reprodutiva foi identificada a partir da captura de individuos que ja
participaram da reproducdo, ou seja, animais que comprovadamente liberaram gametas
no periodo reprodutivo corrente. Individuos nesta fase foram observados apenas aos 1416
DAF e apresentaram comprimento total variando entre 37,25 e 42,22 cm e peso entre 805
e 1130 g, sendo identificados apenas no verdo. O IGS médio dos exemplares nesta fase
de maturacéo foi de 0,007 (£0,001).

Macroscopicamente, os testiculos tiveram uma aparéncia flacida e coloracéo
translucida. Histologicamente, foi possivel observar a presenca de espermatozoides
residuais no limen dos tabulos seminiferos e o epitélio germinativo descontinuo (Figura
7A e 7B). Pouca atividade espermatogénica foi observada, porém foi possivel notar a
presenca de cistos de espermatdcitos primarios, secundarios e espermatides (Figuras 7A

e 7B). Espermatogonias primarias e secundarias foram raramente observadas.
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Figura 7. Fotomicrografia da histologia testicular na fase “regressdo” de Brycon

orbignyanus. A-B) Espermatozoides residuais no lumen e espitélio germinativo
descontinuo. Presenca de espermatdcitos primarios, secundarios e espermatides. Etl =
espermatocito primario; Et2 = espermatdcito secundario; Ed = espermatide; Ez =
espermatozoide; Lu = limen; flecha = epitélio germinativo descontinuo. Coloracdo: Azul

de Toluidina. Escala = 273um (A) e 65um (B).

4. DISCUSSAO
A caracterizacdo morfoldgica dos testiculos de B. orbignyanus, com os tabulos
seminiferos se intercomunicando uns com os outros formando anastomoses, nos permite

classifica-los como “tubular anastomosado”, assim como descrito para grupos mais basais
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de peixes teledsteos (Parenti & Grier, 2004). De acordo com Grier (1981), neste tipo de
testiculo, as espermatogénias e as células de Sertoli a elas associadas formam corddes
dentro dos tubulos com espacos descontinuos que representam o lIimen. Ao longo da
espermatogénese, as células de Sertoli formam e delimitam os espermatocistos, onde a
espermatogénese ocorre de maneira sincronica e completa. Esta distribuicdo das
espermatogonias se deu de maneira irrestrita ao longo dos tdbulos seminiferos,
apresentando-se isoladas quando ainda sdo consideradas primarias ou ja formando cistos,
sendo denominadas a partir disto como espermatogdnias secundarias (Uribe et al., 2015).
Esta distribuicdo das espermatogonias nos permitiu confirmar a caracterizagcdo do
compartimento germinativo de B. orbignyanus como espermatogonial irrestrito (Grier,
1980), arranjo observado em espécies que apresentam testiculo tubular anastomosado
(Grier, 1981; Batlouni et al., 2006; Freitas et al., 2013; Mazzoni et al., 2014).

Em peixes, a espermatogénese é dividida em trés fases: a mitGtica ou
espermatogonial, onde ocorrem rapidas e sucessivas divisbes mitéticas das
espermatogonias; fase meidtica, com o surgimento dos espermatocitos primarios e
secundarios; e por fim, a fase espermiogénica, onde as espermatides se diferenciam e
sofrem alteragdes morfoldgicas e funcionais drésticas, formando os espermatozoides
(Russel et al., 1990; Hess & Franca, 2007; Nobrega et al., 2009). Este processo é
geralmente continuo em espécies que apresentam testiculo do tipo tubular, ocorrendo
assim uma sobreposicdo entre as fases espermatogénica e espermiogénica durante o
periodo reprodutivo (Schulz & Miura, 2002; Mylonas et al., 2003). Esta sobreposicao foi
identificada em B. orbignyanus, jA& que nas fases reprodutivas mais avangas
(desenvolvimento e apto a liberacdo de esperma) os trés processos acima mencionados
ocorreram praticamente de maneira simultanea.

Nos machos, a caracterizacao histologica das fases reprodutivas tem por base as
alteracdes que ocorrem no epitélio dos tubulos seminiferos ao longo do ciclo reprodutivo,
considerando a presenca ou auséncia de espermatocistos e o tipo de células germinativas
contidas nos cistos (Quagio-Grassiotto et al., 2013). Em fungdo da enorme diversidade
de estratégias reprodutivas utilizadas por teledsteos, a escala de maturacdo gonadal e a
denominacdo das diferentes fases reprodutivas em determinada espécie pode ndo ser
aplicada para outras (Ferreira & Godinho, 1990). Além disso, muitas vezes diferentes

nomenclaturas sdo utilizadas para descrever caracteristicas semelhantes ou fases
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reprodutivas similares, dificultando estudos comparativos entre diferentes espécies. No
presente estudo, individuos “imaturos” foram considerados aqueles que apresentaram
apenas espermatogonias primarias e secundarias. O padrdo morfoldgico e o tamanho
médio das espermatogOnias observadas em B. orbignyanus foram semelhantes ao
observado em outras duas espécies de characiformes, Salminus franciscanus e Astyanax
scabripinis (Freitas et al., 2013; Veloso-Junior et al., 2009). Estes autores observaram
espermatogonias primarias com tamanho medio de 7,85 um (0,73 um) e 7,5 (0,9 um)
respectivamente, enquanto as espermatogonias secundarias mediram 4,69 pm (£0,49 um)
e 5,6 pum (£0,6 um) respectivamente. No geral, machos imaturos sdo caracterizados
principalmente pela presenca de espermatogbnias primarias, sendo que espermatogonias
secundarias sdo raramente observadas (Brown-Peterson et al., 2011). No entanto, esta
determinacéo varia de acordo com a metodologia e classificacao utilizada por cada autor
em cada fase reprodutiva. Siqueira-Silva et al. (2013) denominou esta fase como sendo
“preparatoria” em Cichla kelberi, onde foi observada a presenca de populagdes continuas
de espermatogbnias primarias e secundarias, envoltas por extensdes citoplasmaticas das
células de Sertoli. De maneira semelhante, Batlouni et al. (2006) consideraram esta fase
como maturagédo inicial em Pseudoplatystoma fasciatum. Boa parte dos autores néo
consideram a fase “imaturo” como parte do ciclo reprodutivo (Romagosa et al., 2000;
Batlouni et al., 2006; Gongalves et al., 2006; Oliveira et al., 2010; Brandao et al., 2017),
uma vez que nesta fase a proliferacdo das oogbnias e o6citos em crescimento primario
nas fémeas e espermatogdnias nos machos ainda é independente da a¢do dos horménios
gonadotroficos (Brown-Peterson et al., 2011), portanto, pouco relacionada com as
variaveis ambientais que funcionam como gatilhos para os processos reprodutivos.

A fase “desenvolvimento” foi subdividida e adaptada em “desenvolvimento
inicial” e “desenvolvimento” em funcao de algumas diferencas observadas na presenca e
distribuicdo das células espermatogénicas (Brown-Peterson et al., 2011). Individuos em
“desenvolvimento inicial” apresentaram cistos contendo espermat6citos primarios como
estagio celular mais avangado da gametogénese. As caracteristicas dos espermatdcitos
primarios descritas no presente estudo se assemelharam as relatadas para outros
characiformes em andlise realizada a partir de microscopia de luz, como formato
arredondado, citoplasma escasso, nucleo centralizado e condensado, apresentando-se

sempre em cistos contendo namero variavel de células e delimitados por células de Sertoli
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(Romagosa et al., 2000; Veloso-Junior et al., 2009; Schulz et al., 2010; Freitas et al.,
2013). O tamanho médio dos espermatocitos primarios se assemelhou ao obtido por
Veloso-Junior et al. (2013) em estudo realizado com A. scabiprinis, onde o autor verificou
um didmetro nuclear médio de 3,9 um (0,4 um). Em anélise semelhante realizada com
S. franciscanus, Freitas et al. (2013) relataram diametro médio 4,56 pm (£0,51 pm). De
acordo com Brown-Peterson et al. (2011), na subfase “desenvolvimento inicial”, os
espermatocistos apresentam predominantemente espermatogonias secundarias e
espermatocitos primarios, assim como observado no presente estudo. Segundo 0s mesmos
autores, nesta fase os primeiros espermatécitos secundarios podem ser visualizados, fato
ndo confirmado em B. orbignyanus.

Os testiculos de B. orbignyanus em “desenvolvimento” apresentaram células
germinativas em todos o0s estagios espermatogénicos, incluindo espermatides e
espermatozoides. Esta fase é considerada como sendo uma preparacdo para a estacdo
reprodutiva e indica que os machos de fato atingiram a maturacdo sexual (Brown-
Peterson et al., 2011). Os primeiros individuos que atingiram esta fase foram observados
aos 365 DAF (14,28%), indicando que esta é a idade em que se 0s machos comegam a se
tornar maturos, porém ainda nao aptos a reproducdo. A caracterizacdo morfolégica e
estrutural dos espermatdcitos secundarios, espermatides e espermatozoides de maneira
geral foram semelhantes ao observado em outros teledsteos (Cruz-Landim et al., 2003;
Bazzoli, 2003; Veloso-Junior et al., 2009; Uribe et al., 2015). No entanto, o diametro
médio verificado para os trés estagios espermatogénicos mencionados foi menor quando
comparado a outros characiformes. Veloso-Janior et al. (2009) observaram
espermatocitos secundarios com diametro nuclear médio de 3,0 pum (£0,5um),
espermatides com 2,1 pum (£0,3 um) e espermatozoides medindo 1,8 um (£0,4 um) em
A. scabiprinis. Em estudo realizado com S. franciscanus, Freitas et al. (2013) observaram
espermatocitos secundarios, espermatides e espermatozoides medindo 2,90 pum (0,44
um), 2,34 pm (0,51 pm) e 1,56 pum (£0,50 pum) respectivamente. O desenvolvimento
das gbnadas e dos gametas passam a ser dependentes dos horménios gonadotréficos
quando os peixes entram em ‘“desenvolvimento”, € uma vez que atingem esta fase
permanecerao sempre no ciclo reprodutivo, ndo retornando para a fase “imaturo” (Brown-

Peterson et al., 2011).
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Ao final da espermiogénese, ocorre o0 rompimento dos espermatocistos e liberagéo
dos espermatozoides para dentro do limen (Schulz et al., 2010). Em B. orbignyanus, este
evento marcou o inicio da fase reprodutiva “apto a liberacao de esperma”, fase observada
em animais aos 435 DAF e 730 DAF durante o final da primavera e verdo. Em algumas
espécies, a liberacdo das células germinativas para o espago luminal ocorre ja em estagio
de espermatide, sendo a espermiogénese finalizada dentro do lumen. Este tipo de
espermatogénese é chamada semicistica (Mattei, 1993). No caso de B. orbignyanus,
assim como ocorre na maioria dos teleosteos (Grier e Uribe-Aranzabal, 2009; Schulz et
al., 2010 Quagio-Grassioto et al., 2013), os espermatozoides que estavam dentro dos
cistos durante a fase de “desenvolvimento” sdo liberados para o limen ja completamente
formados, sendo este tipo de espermatogénese chamada de cistica. Esta fase indica que
no periodo reprodutivo corrente os individuos estardo aptos a participar da reproducao
em funcdo do avancado estagio de desenvolvimento dos gametas, 0 que 0s tornam aptos
a receber os estimulos hormonais para a liberagdo dos mesmos (Brown-Peterson et al.,
2011). Os machos de B. orbignyanus em condicdes de cativeiro atingem esta etapa sem a
necessidade de aplicacdo de métodos de inducdo hormonal, algo recorrente na aquicultura
convencional. De acordo com Mylonas et al. (1998), a aplicacdo destes métodos de
inducdo hormonal é mais direcionada para induzir a espermiogénese ou aumentar a
producdo de fluido seminal, permitindo assim a liberacdo de um maior nimero de
espermatozoides dos espermatocistos, aumentando o volume de sémen produzido. Apesar
da espermiogénese e liberacdo dos gametas ocorrer sem problemas em peixes mantidos
em cativeiro, esta Ultima somente ocorre em caso de utilizagdo do individuo na
reproducdo artificial através da captura e extrusdo manual do sémen. Esta pratica permite
a identificacdo macroscépica de mais uma subfase reprodutiva, denominada “liberag¢ao
ativa de esperma”, onde o s€men ¢ liberado sob leve pressao abdominal (Brown-Peterson
et al.,, 2011; Quagio-Grassioto et al., 2013). No presente estudo, os individuos
considerados “aptos a liberacdo de esperma” se encontravam também em “liberagdo ativa
de esperma”, uma vez que no momento da coleta foi possivel verificar a libera¢do de
sémen sob leve pressao abdominal.

De acordo com Brown-Peterson et al. (2011), os machos permanecem “aptos a
liberar esperma” durante todo o periodo reprodutivo, no entanto algumas alteragdes no

epitélio germinativo podem ser verificadas ao longo deste periodo. Estas alteragdes
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permitem subdividir esta fase em trés principais etapas de acordo com as caracteristicas
do epitélio germinativo: inicial, intermediaria e final, de acordo com a presenca e auséncia
de epitélio germinativo descontinuo. Na subfase inicial, o epitélio germinativo se mantém
continuo ao longo de todo o testiculo, diferentemente do que ocorre na fase intermediéria,
onde a espermatogénese cessa em alguns cistos, tornando o epitélio germinativo
descontinuo em algumas regides proximas ao ducto espermatico. Ja na subfase final, o
epitélio germinativo torna-se descontinuo ao longo de todo o testiculo e a atividade
espermatogénica se reduz. No presente estudo, foram observados apenas testiculos ja com
0 epitélio germinativo descontinuo. Isto nos permite afirmar que, dentro do mesmo
periodo reprodutivo, podem ser observados individuos mais precoces, 0s quais ja se
encontram em fase final da espermiogénese em dezembro, e individuos mais tardios, 0s
quais se encontram em fase final da espermiogénese apenas em fevereiro. De acordo com
Mylonas et al. (2010), este maior periodo de espermiacdo € comum em populacBes
selvagens, sendo favoravel a manutencdo da variabilidade genética, uma vez que com
isso 0s machos podem fertilizar os ovos de varias fémeas ao longo do periodo reprodutivo.

O final do periodo reprodutivo em B. orbignyanus sob condicGes de cativeiro foi
marcado pela presenca de individuos em “regressdo”. Esta fase foi considerada em
individuos que comprovadamente participaram da reproducdo e liberaram gametas
viaveis. Apos o final do ciclo reprodutivo, normalmente os testiculos entram em
“regeneragdo”, fase que se caracteriza por uma preparagdo para o novo ciclo reprodutivo
e precede a retomada do “desenvolvimento” dos testiculos (Brown-Peterson et al., 2011).
No entanto, “regeneragao” nado foi identificada no presente estudo, j& que os animais que
comprovadamente participaram da reproducdo (liberaram gametas) foram analisados
logo depois e classificados em “regressdo”. A ocorréncia de individuos em
“desenvolvimento” em praticamente todas as estagdes do ano e em todas as idades
analisadas, confirma a enorme variagdo individual em relacdo aos ciclos anuais em B.
orbignyanus e a rapida retomada do ciclo reprodutivo mencionada anteriormente,
tornando a fase de maturacdo "regeneragdo” provavelmente muito curta e efémera. A
partir das analises realizadas, é impossivel determinar se os exemplares nesta fase estao
entrando no ciclo reprodutivo pela primeira vez, como provavelmente ocorre em animais
aos 365 DAF, ou estdo retomando o desenvolvimento e se preparando para o proximo

ciclo reprodutivo, como possivelmente ocorre em individuos aos 729 DAF.
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O IGS, indice biologico bastante utilizado para complementar estudos
relacionados a biologia reprodutiva (Vazzoller, 1996), apresentou grandes varia¢des ao
longo de cada fase. Estas variagdes acompanharam o ciclo reprodutivo, portanto podendo
ser util como marcador adicional das fases reprodutivas e dos ciclos anuais em B.

orbignyanus.
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CONSIDERACOES GERAIS

A espécie em estudo, B. orbignyanus vem sofrendo um declinio
populacional drastico nos ultimos anos em funcdo de acdes antropicas. Com
isso, a espécie atualmente encontra-se ameacada de extingdo em varias bacias
hidrogréaficas brasileiras. Em casos criticos, onde o0s estoques naturais em
determinadas bacias praticamente desapareceram, O reprovoamento surge
como alternativa viavel para a conservacao desta espécie. No entanto, alguns
critérios importantes relacionados ao manejo produtivo e reprodutivo devem ser
levados em consideracao para a obtencéo de sucesso no uso desta ferramenta.

Em observacdes empiricas realizadas ao longo dos anos,
suspeitava-se que sob condicfes de cativeiro a razao sexual das populacdes de
B. orbignyanus apresentava desvio em favor dos machos, fato que pode limitar
0 uso da espécie em estacdes de piscicultura, tanto para fins comerciais, quanto
para 0 uso em programas de reintroducéo, uma vez que este desequilibrio afeta
diretamente a variabilidade genética dos lotes ao longo dos anos, podendo
acelerar o processo de extingdo. Por se tratar de um parametro ecoldgico
extremamente importante, os aspectos populacionais relacionados a razao
sexual nortearam o desenvolvimento desta tese.

No primeiro estudo, a partir de observacdes em uma estacdo de
piscicultura comercial, a proporcdo sexual entre machos e fémeas se mostrou
desequilibradas em determinadas fases do crescimento. Com esta confirmacao,
foi necessario o desenvolvimento de outro estudo, objetivando-se conhecer os
processos de diferenciacdo sexual e gonadal, visando futuramente validar
metodologias eficientes de manipulacdo sexual. Desta forma, 0s processos de
diferenciacdo gonadal e o periodo em que ele se completa foi descrito,
permitindo assim identificar os melhores momentos para a aplicacdo de
tratamentos térmicos e outros, visando a manipulacéo sexual.

Todas as ferramentas utilizadas para a conservagdo de B.
orbignyanus passam pelo completo entendimento e dominio dos aspectos
reprodutivos da espécie, 0s quais variam de acordo com as diferentes condi¢cdes
ambientais em que os individuos estédo inseridos. Portanto, um terceiro estudo
foi realizado com o intuito de descrever e conhecer o ciclo anual de B.
orbignyanus em condi¢des de cultivo, a fim de validar uma escala de maturacao
para a espécie. Diferentemente do que ocorre em habitats naturais, foram
identificadas apenas cinco fases reprodutivas, uma vez que em condi¢cdes de
cativeiro ndo ocorre desova natural, apenas através de indugdo hormonal.

Todos estes resultados foram importantes para esclarecer algumas
lacunas referentes a estruturacao populacional, mecanismos e processos de
determinacdo e diferenciagdo sexual e ciclos reprodutivos da espécie em
condi¢cOes de cativeiro. Por mais que seja necessaria a conducédo de estudos
mais aprofundados em relagcdo aos aspectos genéticos e fisiologicos da
determinacao e diferenciacdo sexual, estas informacdes podem servir como
base para a elaboracdo de ferramentas relacionadas a producéo e conservacao
desta e de outras espécies.
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