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RESUMO

Rhamdia branneri e R. voulezi sao duas espécies de Siluriformes endémicas da bacia
do Rio Iguacgu, localizado no Estado do Parana, Brasil. Os objetivos deste trabalho
foram a observagcao dos eventos morfolégicos ao longo do processo de maturagao
gonadal e do perfil plasmatico de esteroides relacionados ao desenvolvimento
reprodutivo das espécies R. branneri e R. voulezi em condi¢cdes de cativeiro. Animais
selvagens foram coletados no Rio Iguagu e transferidos para o Instituto de Pesquisas
em Aquicultura Ambiental — InPAA da Unioeste em Toledo/PR. A partir deste plantel
foi realizado o procedimento de reproducéo artificial para obtencao das formas jovens.
Aproximadamente 500 animais de cada espécie foram estocados e, a partir deste
grupo, foram coletados trés animais de cada sexo de ambas as espécies ao longo de
13 meses para observacao dos eventos reprodutivos em condicao de cativeiro. Para
tanto, foram coletados dados biométricos e amostras de sangue, logo apéds, os
mesmos foram eutanasiados para coleta e fixacdo das gdnadas. Estas foram
processadas para realizacao de cortes histolégicos para observagcao dos eventos
reprodutivos. As amostras de sangue foram processadas e o perfil plasmatico de
esteroides foi tracado com a utilizacao de ensaio de imunoabsorgao. Para machos
das duas espécies foram registradas todas as fases do ciclo reprodutivo. A flutuacao
dos esteroides sexuais acompanhou o processo de maturacao gonadal e variagao da
relacdo gonadossomatica nas condigées do experimento. Nao foram registradas
fémeas nas fases de regressdo e regeneracdo, porém em ambas as espécies as
fémeas atingiram a fase de aptas a desovar, como nos machos os esteroides sexuais
variaram de forma condizente com os eventos de desenvolvimento gonadal
observados. Considerando o padrao do desenvolvimento gonadal, as modificagées
celulares e alteracdo dos niveis de esteroides sexuais ao longo do experimento o
periodo reprodutivo das espécies estudadas em condi¢cao ex-situ ocorreu nos meses

de primavera e verao.

Palavras-chave: esteroides sexuais, desenvolvimento gonadal, morfologia de

gbnadas.



ABSTRACT

Rhamdia branneri and R. voulezi are two endemic species of Siluriformes from Iguacu
River Basin, located in the state of Parana, Brazil. The objectives of this work were the
observation of the morphological events during the gonadal maturation process and
the plasma steroid profile related to the reproductive development of R. branneri and
R. voulezi species in captive conditions. Wild animals were collected in the Iguacu
River and transferred to Instituto de Pesquisas em Aquicultura Ambiental
(Environmental Aquaculture Research Institute) —InPAA of Unioeste in Toledo/PR. The
procedure of artificial reproduction for young forms was performed from this campus.
About 500 animals of each species were stocked and from this group three animals of
each sex of both species were collected during 13 months to observe the reproductive
events in captivity. For this purpose, biometric data and blood samples were collected,
after they were euthanized for collection and fixation of gonads. These were processed
for histological sections to observe the reproductive events. Blood samples were
processed and the plasma steroid profile was traced using an immunoabsorption
assay. For males of both species, all phases of the reproductive cycle were recorded.
The fluctuation of the sexual steroids followed the process of gonadal maturation and
variation of the gonadosomatic relationship in the conditions of the experiment. No
females were registered in the regression and regeneration phases, but in both species
females reached the stage of being able to spawn, as in males the sexual steroids
varied according to the gonadal developmental events observed. Considering the
pattern of gonadal development, cellular changes and alteration of sexual steroid
levels throughout the experiment, the reproductive period of the species studied in ex-

situ condition occurred in the spring and in summer months.

Key words: Sexual steroids, gonadal development, morphology of gonads.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARACTERIZAGAO GERAL DOS SILURIFORMES

Os Siluriformes sdo um grupo monofilético e apresentam distribuicdo global,
em ambientes estuarinos, de agua doce e marinha (HARDMAN, 2005). Sdo um clado
muito diversificado com mais de trés mil espécies validas vivas, além de um numero
estimado em 1750 espécies ainda sem uma descrigdo ao redor do mundo. O numero
de espécies tende a crescer ainda mais, pois no inicio da década de 2000, foram
descritas 332 novas espécies de Siluriformes, sendo incluidas em nove novos géneros
e uma familia (SULLIVAN; LUNDBERG e HARDMAN, 2006).

Habitualmente chamados de peixe-gato ou bagre, os Siluriformes s&o peixes
de corpo nu ou coberto por placas ésseas e geralmente apresentam barbilhdes na
cabeca. Algumas espécies podem ser venenosas € possuir aciculas nas nadadeiras.
Em diversos locais ao redor do mundo s&o valorizados na pesca desportiva e como
item alimentar importante. Podem atingir grandes tamanho, um exemplo & o siluru
Silurus glanis Linnaeus, 1758, com tamanho de até trés metros de comprimento
(NELSON, 20086).

Considerando a sua distribuicdo mundial, principalmente por colonizar
diversos ambientes de agua doce, os Siluriformes despertam grande interesse para
ecologistas e evolucionistas, além de possuirem importancia em estudos
biogeograficos (LUNDBERG, et al., 2000).

No Brasil, a ordem dos Siluriformes ocupa a segunda posigdo em numero de
espécies, ficando atras dos Characiformes (ROSA e LIMA, 2008). Sao bastante
importantes economicamente e tem registros expressivos na produc¢ao de pescado
marinho e continental, independente da sua origem, extrativa ou da aquicultura. O
bagre marinho € a espécie com maior exploragcéo (MPA, 2013).

Na bacia do Rio Iguacgu os Siluriformes possuem varios representantes e tem
como carateristica marcante o endemismo. Além disso diversas espécies nao nativas
dessa ordem estao sendo introduzidas (BAUMGARTNER, et al., 2012).
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1.2 BIOTECNICAS APLICADAS A REPRODUGAO EM CATIVEIRO

A utilizacao e manipulagao de animais procurando obter o melhor proveito
possivel € umas das definicdes de biotecnia (FIGUEIREDO, 2007). As vantagens da
utilizacao das biotécnicas sao varias, mas podem ser sumarizadas em: ferramenta
importante para compreensao da fisiologia reprodutiva; multiplicacdo de animais
geneticamente superiores; formacéo de bancos de germoplasma animal; permitir a
reposicao de espécies ameacadas de extingdo. Porém, o uso indiscriminado de
biotécnicas pode levar a transgressdo de algumas barreiras éticas e se tornar
prejudicial para o desenvolvimento do estado da arte (FIGUEIREDO, 2008).

1.3 REPRODUCAO EM CATIVEIRO

As pressdes impostas pela acao antropica sobre as populagdes de peixes sdo
muitas, barramentos de rios, reducao das areas de mata ciliar e vegetacao nativa,
poluicao, introducao de espécies exobticas, entre outras. Estas acées podem ameacar
ou levar algumas espécies a extincdo (POMPEU; AGOSTINHO e PELICICE, 2012,
DAGA, et al., 2015; GOIS, et al., 2015; LOBON-CERVIA, et al., 2015). Como exemplo,
no Brasil 35 espécies da ordem dos Siluriformes tém o status de espécie ameacgada,
incluindo diversas com ocorréncia exclusiva, sendo muitas delas endémicas de um
unico rio (ROSA e LIMA, 2008).

No sentido de contribuir com a preservacgao e recuperacao de estoques in situ,
diversas estratégias podem ser adotadas, como a manutencédo do habitat natural,
controle de nivel de agua, manipulagao de abrigos, manipulagéo de locais de desova

e de criadouros naturais e controle da pesca (AGOSTINHO et al., 2004).

Por outro lado a manutencao de animais selvagens em cativeiro, pode ser
considerada uma importante ferramenta para a conservagédo das espécies (SILVA,
SIQUEIRA e MARVULO, 2008). Ja a reproducdo em cativeiro de peixes tem
importancia para a industria, a conservagéo ambiental e para a pesquisa, tendo em
vista que as proles podem ser empregadas em programas de repovoamento e
estocagem de animais (GODINHO, 2007). Aliado a isso, o uso racional do sémen, em

conjunto com técnicas de reproducao artificial, reduz a necessidade de progenitores
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e aumenta a eficiéncia dos programas de reprodugédo voltados a conservacao,

contribuindo com a gestéao sustentavel de diversos taxons (BROWNE, et al., 2015).

Além disso, pesquisas com animais em cativeiro podem fornecer informacgoes
da biologia basica de uma espécie e sugerir novas estratégias de conservagao para
populagdes in situ, possibilitando a formulacdo de novas hipéteses. Populagdes de
cativeiro que sao sustentaveis podem também reduzir a necessidade de se retirar
individuos selvagens do ambiente para exposi¢cao ou para fins de pesquisa, o que é
muito comum no meio cientifico. Entretanto, fato importante a ser considerado é o
custo para conserva-las em cativeiro, que em diversas situacoes ¢é alto (PRIMACK e
RODRIGUES, 2001).

Nesse sentido a busca pela otimizacao de todos os aspectos relacionados a
pratica da reproducao em cativeiro de Siluriformes é importante, sendo consideradas
prioritarias as pesquisas relativas a maturidade sexual, indugao artificial da desova,
fecundidade e preservagao de sémen (GODINHO, 2007).

1.4 Rhamdia branneri E Rhamdia voulezi

O género Rhamdia €& parte integrante da ordem Siluriformes e familia
Heptapteridea (BAUMGARTNER, et al., 2012; FROESE e PAULY, 2017), estes sao
caracterizados pelo corpo sem escamas recoberto por pele ou placas ésseas
(NAKATANI, et al., 2001). Rhamdia branneri Haseman, 1911 e Rhamdia voulezi
Haseman, 1911 sdo espécies com distribuicdo geografica restrita ao Rio Iguacu
(BAUMGARTNER, et al., 2012). Estas espécies foram consideradas sinbnimas de
Rhamdia quelen Quoy & Gaimard, 1824, porém evidéncias de diferencas genéticas e
ecomorfologicas deixam em duvida tal fato (ABUCARMA e MARTINS-SANTOS, 2001;
BAUMGARTNER, et al., 2012; MISE, et al., 2013).

Recentemente, baseados em sua morfometria e estudos de cariétipos, os
autores Garavello e Shibatta (2016) recomendaram a manutencdo dos nomes R.
branneri e R. voulezi para o Rio Iguagu. Uma das caracteristicas externas que é
utilizada na distincao entre as espécies € o comprimento da nadadeira dorsal, quando
a nadadeira dorsal alcanca a adiposa quando adpressa, se trata de R. voulezi, e

quando a nadadeira dorsal ndo alcanca a adiposa quando adpressa, se trata de R.
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branneri, de acordo com a chave de identificacao das espécies do género Rhamdia

para o baixo Rio Iguagu proposta por Baumgartner, et al., (2012) (FIGURA 1).

FIGURA 1 — EXEMPLARES DE Rhamdia branneri (A) E R. voulezi (B).

FONTE: BAUMGARTNER, et al., 2012.

As duas espécies tem comportamentos semelhantes, sao espécies
piscivoras, sua reproducao, em ambiente natural, ocorre de setembro a margo para
R. branneri e de setembro a fevereiro para R. voulezi (SUZUKI e AGOSTINHO, 1997),
0 corpo é de coloragao cinza com a regiao ventral mais clara (BAUMGARTNER, et al.,
2012).

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas com estas espécies,
principalmente com R. voulezi, concentradas principalmente em aspectos ligados a
nutricdo (FEIDEN, et al., 2010; PESSINI, et al., 2014; REIS, et al., 2012), manejo
(SIGNOR, et al., 2013; DIEMER, et al., 2012) e processamento da carne (SIGNOR, et
al., 2015). Aspectos ligados a biologia reprodutiva basica das espécies ainda nao sao

muito explorados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram identificar os eventos morfoldgicos ao longo
do processo de maturacdo gonadal e avaliar o perfil plasmatico de esteroides
relacionados ao desenvolvimento reprodutivo de R. branneri € R. voulezi em

condigdes de cativeiro.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Acompanhar o desenvolvimento gonadal de R. branneri e R. voulezi;

- Determinar o periodo de maturagdo de machos e fémeas das espécies R.
branneri e R. voulezi em condi¢ao ex-situ,

- Avaliar os estadios de maturagéo oocitaria e o desenvolvimento testicular ao
longo do periodo reprodutivo;

- Acompanhar a dinamica de proliferacao celular ao longo do ciclo reprodutivo
de machos e fémeas;

- Observar a flutuacao de esteroides plasmaticos durante o desenvolvimento
das gbnadas das espécies em estudo;

- Observar diferencas nos parametros aferidos entre as duas espécies.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Tecnologia da Reproducgao de
Animais Aquaticos - LATRAAC, na Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Campus Toledo — PR e no Laboratério de Bioquimica e Genética da Universidade

Federal da Fronteira Sul, Campus Laranjeiras do Sul - PR.

Os peixes utilizados foram provenientes do LATRAAC, oriundos de
reproducao controlada em cativeiro, realizada em fevereiro de 2015, com reprodutores
selvagens de R. branneri e R. voulezi coletados no baixo Rio Iguacu-PR, nos anos de
2012 a 2014, e de primeira geragcao (F1) oriundos de processo de reproducao
controlada realizada no mesmo laboratério. Machos e fémeas receberam inducao
hormonal através da aplicagcdo de extrato bruto de hipofise de carpa (3,0 mg.kg™! de
reprodutor para machos em uma Unica dose e 0,5 e 5,5 mg.kg™~' de reprodutor para
fémeas em duas doses com intervalo de 12 horas). Apés 240 unidades térmicas
acumuladas, os gametas foram coletados a seco, misturados e hidratados. Os ovos
foram incubados e mantidos em incubadoras cénicas. Sete dias apoés, as larvas foram
transferidas para viveiros de terra, calados, adubados e foram alimentadas com ragao

comercial para juvenis.

Em marco de 2015 foram estocados aproximadamente 500 animais de cada
espécie em tanques escavados, com laterais revestidas de concreto e fundo em terra,
com area de 200m?, dotados de sistema de controle de escape, sob condicées de
temperatura (FIGURA 2) e fotoperiodo natural. Os viveiros foram abastecidos com
agua de represa localizada no Rio Sao Francisco Falso com o objetivo de apenas
repor as perdas por infiltracdo e evaporacgéo. Os peixes foram alimentados com ragéo
comercial contendo 32% de proteina bruta duas vezes ao dia, com taxa de

aproximadamente 1% do peso vivo.
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FIGURA 2 - VARIACAO DA TEMPERATURA MEDIA NA CIDADE DE TOLEDO/PR NO PERIODO
DE REALIZAGAO DO EXPERIMENTO.
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FONTE: Adaptado de Sistema Meteorologico do Parana (SIMEPAR, 2016).

A partir dos trés meses de vida, foram realizadas capturas mensais
(30/05/2015 jun/2015; 03/07/2015 — jul/2015; 01/08/2015 — ago/2015; 07/09/2015 —
set/2015; 05/10/2015 — out/2015; 03/11/2015 — nov/2015; 05/12/2015 — dez/2015;
06/01/2016 — jan/2016; 01/02/2016 — fev/2016; 04/03/2016 — mar/2016; 28/03/2016 —
abril/2016; 02/05/2016 — maio/2016; 07/06/2016 — jun/2016), utilizando redes de
arrasto, nas quais eram coletados aleatoriamente trés machos e trés fémeas de cada
espécie estudada.

Apds amostrados os animais foram submetidos a anestesia por imersao em
solugao de benzocaina, na concentragcdo de 200mg.I"" de agua, (CFMV, 2012) para
realizacado de biometria e obtencdo dos dados de peso, comprimento padrao e

comprimento total.

3.2 ANALISE DE ESTEROIDES

Apos a realizacdo da amostragem e biometria, amostras de sangue de dois
machos e duas fémeas de cada espécie foram coletadas com a utilizagao de seringas

heparinizadas e centrifugadas (4000 rotagbes por minuto durante 20 minutos) para
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separagdo do plasma sanguineo. Estas amostras de plasma sanguineo foram
congeladas para posterior avaliagao dos niveis dos esteroides (TESSARO, 2015).

A determinacao dos niveis de estradiol (17-beta-estradiol) e testosterona foi
realizada com a utilizagdo do método de imunoensaio enzimatico (ELISA), com o uso
de kits comerciais (IBL International ©, 17-beta-estradiol — RE52041 e testosterona —
RE52151) e leitora de microplacas Multiskan GO marca Thermo ©, no Laboratério de
Bioquimica e Genética da Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus

Laranjeiras do Sul/PR.

3.3 AVALIACAO HISTOLOGICA

Apds a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por meio de
overdose de benzocaina (CFMV, 2012) e dissecados para retirada das génadas.
Estas foram pesadas em balanca digital, para a obtencdo da relacao
gonadossomatica (ARGS), com vistas a contribuir na determinacdo do periodo
reprodutivo (VAZZOLER, 1996).

Para avaliagdo histologica as gbnadas apds pesadas foram fixadas em
solucao de Bouin por 24 horas, apés esse periodo foram mantidas em alcool 70% até
seu processamento (Adaptado BECAK e PAULETE, 1976).

A desidratacéo em alcool etilico e inclusao das génadas em parafina foi feita
conforme o protocolo adaptado de Becak e Paulete (1976). Apds a formacao dos
blocos os mesmos foram cortados na espessura de 5um com a utilizacdo de
micrétomo histolégico manual. Apés o corte algumas amostras foram selecionadas e
acomodadas em laminas de vidro para a coloracdo do material cortado. Para
coloracao do material foi utilizado o método hematoxilina-eosina. Apds a coloracao as

l&minas foram montadas com a utilizagcao de balsamo do Canada e uma laminula.

Os cortes histoldgicos foram analisados em microscopio 6ptico, em objetivas
de 4 e 10x, e classificados conforme o grau de maturagéo gonadal de acordo com a
metodologia de Brown-Petersen, Grier e Overstreet (2011), sendo eles: imaturo,
desenvolvimento, apto a espermiar, regressao e regenerag¢ao para machos e imatura,

desenvolvimento, apta a desovar, regressao e regeneracao para fémeas.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

Parametros biométricos (comprimento padrao, peso, peso das gdnadas,
relacdo gonadossomatica e niveis hormonais) foram submetidos a analise de
variancia, verificado o efeito do tratamento foram submetidos ao teste de médias de
Tukey.

Além disso a variagao da relagdo gonadossomatica, dos niveis hormonais e a
distribuicdo da frequéncia das fases de maturagdo gonadal foram convertidos em
graficos para evidenciar sua variagao ao longo do experimento.

Foi estabelecido para todas as analises um nivel de 5 % de significancia.
Todas as rotinas foram executadas nos softwares Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).
e Excel 2016 (MICROSOFT, 2016).
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4 RESULTADOS

Os animais de ambas as espécies apresentaram bom aspecto geral, com
excecao do periodo entre os meses de junho e agosto de 2015 quando alguns animais
apresentaram ictioftiriase. Além disso, nao foram notados indicios de canibalismo ou
ferimentos causados por competicdo durante o periodo em que os animais foram

observados.

4.1 DIMORFISMO SEXUAL

O dimorfismo sexual, em ambas as espécies, pode ser notado a partir do sexto
més apds a eclosao das larvas. Externamente, tal fato é caracterizado principalmente
pela diferenciagdo da papila urogenital, as fémeas tém a papila mais arredondada
enquanto nos machos, geralmente, € mais alongada (FIGURA 3). Além disso a partir
do més de agosto de 2015 alguns machos de ambas espécies apresentaram liberacao
de sémen apos serem submetidos a leve pressao na regiao abdominal, o volume nao

foi mensurado.

FIGURA 3 - PAPILA UROGENITAL — ASPECTO MACROSCOPICO DE Rhamdia voulezi: A —
FEMEA E B — MACHO E DE R. branneri: C — FEMEA. D — MACHO.

FONTE: O autor (2015).
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Além das caracteristicas externas de dimorfismo sexual a partir do més de
setembro, foi possivel a diferenciagcdo macroscépica dos ovarios e testiculos dos
animais dissecados (FIGURA 4).

Machos apresentam testiculos em pares que se alongam no sentido antero-
posterior. Apresentam uma fusédo na sua porgéao final formando o duto espermatico,
que termina na papila urogenital, esses ficam localizados no fundo da cavidade
abdominal préximos da coluna vertebral. Foi observado um aumento dos testiculos de
ambas as espécies a partir do oitavo més de idade. Estes se tornaram maiores e mais
turgidos, a coloragao se tornou esbranquicada e a presencga de projegdes digitiformes
(franjas) ao longo de todo o testiculo, no sentido ventral, se tornou mais evidente
(FIGURA 4 A).

Os ovarios também ocorrem em pares e possuem caracteristicas de tamanho
e posicao de localizagdo semelhante a dos testiculos. O que os diferencia é que ao
longo do tempo se tornaram mais amarelados, com um aspecto granuloso e com
maior irrigacao sanguinea e nao desenvolveram as franjas (FIGURA 4 B). Também a
partir do oitavo més de vida foi possivel identificar a presenca de ovécitos a olho nu

em alguns ovarios.

FIGURA 4 — TESTICULOS E OVARIOS — ASPECTO MACROSCOPICO DE Rhamdia voulezi: A —
MACHO E B — FEMEA E R. branneri: C — MACHO E D — FEMEA.
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FONTE: O autor (2017).
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4.2 MACHOS

4.2.1 CICLO REPRODUTIVO

Nas duas espécies foram observadas todas as fases do ciclo reprodutivo.
Porém as fases: imaturo, desenvolvimento e apto a espermiar foram as mais

frequentes.

Em animais imaturos foram identificadas, predominantemente a presenca de
espermatogbnias, sem diferenciacdo em outras estruturas, como espermatocitos,
espermatides e espermatozoides (FIGURA 5 A e FIGURA 6 A), o testiculo apresentou
um aspecto delgado e translicido e sem a presenca das franjas. Em diversas
ocasides, devido ao pequeno tamanho dos animais e dos testiculos nesta fase a coleta

dos mesmos foi dificultada, exigindo maior pericia para sua realizagéao.

Evoluindo para a fase de desenvolvimento as células germinativas se
diferenciaram em todos os tipos de células germinativas (espermatogénias,
espermatécitos, espermatides e espermatozoides) (FIGURA 5 B e FIGURA 6 B). O
aspecto macroscépico se alterou apresentando uma cor esbranquicada e o volume

do érgao aumentado, porém sem grande evidenciacao das franjas.

Quando aptos a espermiar o aspecto microscopico das gbnadas se altera de
forma significativa, sendo visualizadas células em diferenciagdo, porém foi notado um
volume massivo de espermatozoides e o aparecimento de areas em anastomose
(FIGURA 5 C e FIGURA 6 C). Macroscopicamente o testiculo se apresenta turgido,
com grande volume esbranquicado e as franjas sao evidentes. Nesta fase, quando
manipulados, animais de ambas as espécies apresentaram facil liberacdo de sémen,

inclusive sem a necessidade de pressao na regiao abdominal.

Apb6s o periodo em que os animais estiveram aptos a espermiar foram
encontrados animais na fase de regressao, em que os espermatozoides produzidos e
nao liberados sao absorvidos pelo corpo e a gbhada comeca a se preparar para a fase
de regeneracao. Neste momento, microscopicamente sao observados

espermatozoides residuais e repovoamento do testiculo por espermatogdnias
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(FIGURA 5 D e FIGURA 6 D), o aspecto macroscoépico deixa de ser esbranquicado e

se torna amarelado com grande irrigacao sanguinea e a turgidez diminui.

Entrando na fase de regeneracgéo os tubulos do testiculo ja estao repovoados
por espermatogédnias (FIGURA 5 E e FIGURA 6 E) e este comeca a se preparar para
0 proéximo periodo reprodutivo, o volume da génada diminui e a coloragao volta a ser

esbranquicada.

FIGURA 5— LAMINAS HISTOLOGICAS E ASPECTO MACROSCOPICO DO TESTICULO MADURO
ulezi.

A — Estagio imaturo: abundancia de espermatogénias (g) e células de Sertoli (setas). Area circulada
indica um ninho de espermatogénias; B — estagio de desenvolvimento, diferenciacdo em todos os
tipos de células germinativas (espermatogonias (g), cistos de espermatocitos (c), espermatides (t) e
espermatozoides (z)); C — apto a espermiar, presenca massiva de espermatozoides (z), observagao
de areas de anastomose (*); D — estagio de regresséo, repovoamento por espermatogébnias (g) e
presenca de espermatozoides residuais (z) e poucos cistos com espermatides (t); E — estagio de
regeneracao, abundancia de espermatogdnias (g) que indicam o repovoamento dos tubulos. FONTE:

O autor (2017).
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FIGURA 6— LAMINAS HISTOLOGICAS E ASPECTO MACROSCOPICO DO TESTICULO MADURO
DE Rhamdia branneri.

A — Estagio imaturo: abundancia de espermatogénias (g) e células de Sertoli (setas). Area circulada
indica um ninho de espermatogdnias; B — estagio de desenvolvimento, diferenciagdo em todos os
tipos de células germinativas (espermatogénias (g), cistos de espermatocitos (c), espermatides (t) e
espermatozoides (z)); C — apto a espermiar, presen¢a massiva de espermatozoides (z); D — estagio
de regresséo, repovoamento por espermatogénias (g) e presenca de espermatozoides residuais (z) e
poucos cistos com espermatides (t); E — estagio de regeneracéo, abundancia de espermatogdnias (g)
que indicam o repovoamento dos tubulos. FONTE: O autor (2017).

4.2.2 Rhamdia voulezi

Os dados biométricos dos machos de R. voulezi estao dispostos na TABELA
1. Neste grupo foi notado um crescimento regular até dezembro de 2016, apés foram

registradas variagcbes das médias aferidas de comprimento padrao e peso corporal,
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sendo a maior média registrada em fevereiro de 2016 (p<0,05). As gbnadas atingiram
0 maior peso nos meses entre dezembro de 2015 e fevereiro de 2016 (p<0,05).

TABELA 1 — DADOS BIOMETRICOS DOS MACHOS DE Rhamdia voulezi, COLETADOS ENTRE
JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.

Més %C;?gc')nzcem;) Peso corporal (g) Peso (%c))nada ARGS n
Junho/2015 10,83 + 0,29 22,04 + 140 0,05 £+ 0,01 000 + 000 3
Julho/2015 13,50 £+ 0,50 38,96 + 4,26 0,20 £+ 0,14 0,00 + 0,00 3
Agosto/2015 12,33 + 1,04 3499 + 1208 0,18 + 0,10 0,03 + 0,02 3
Setembro/2015 15,35 + 0,49 54,08 + 1,19 0,30 £+ 028 0,00 + 0,00 2
Outubro/2015 16,40 + 1,01 64,32 + 1098 144 + 0,30 0,06 + 0,02 3
Novembro/2015 16,10 + 0,85 6368 + 10,23 263 + 095 019 + 024 2
Dezembro/2015 16,53 + 0,81 7646 + 1655 452 + 0,72 0,38 + 0,08 3
Janeiro/2016 1433 + 2,52 4941 + 2286 3,13 + 1,11* 042 + 0,32* 3
Fevereiro/2016 17,37 + 2,32* 82,14 + 2186* 397 + 188° 023 + 0,10 3
Marco/2016 1423 + 0,64 4411 + 6,27 1,81 £+ 124 021 + 020 3
Abril/2016 1493 + 0,90 46,00 + 5,70 043 £ 025 001 £ 001 3
Maio/2016 1420 + 1,47 4286 + 1168 0,14 + 0,02 0,00 + 0,00 3
Junho/2016 17,00 £+ 1,32 5142 + 3529 0,28 + 0,13 001 * 002 3

Média + desvio padréo; ARGS - relagédo gonadossomatica; n — Numero de animais; * indicam
maiores médias (p<0,05). FONTE: O autor (2017).

A relagdo gonadossomatica comecgou a apresentar um aumento a partir do
més de outubro de 2015. O pico maximo foi registrado entre dezembro de 2015 e
fevereiro de 2016 (p<0,05) com uma diminuicado abrupta em abril de 2016 e se

manteve baixa nos meses seguintes (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — VARIAGAO DA RELAGAO GONADOSSOMATICA DE MACHOS DE Rhamdia voulezi
NO PERIODO ENTRE JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05). FONTE: O autor (2017).

Trés animais jovens foram coletados nos trés primeiros meses de coleta.
Desde a primeira coleta foram identificados animais em maturagao, o que demonstra
qgue o processo de maturagao ocorre logo no inicio da vida destes animais. Em outubro
de 2015, com oito meses de idade, foram registrados os primeiros machos aptos a
espermiar, condicao frequente até marco de 2016. A partir de abril de 2016 foram
coletados animais com as gbnadas em regressao por um curto periodo de tempo (abril
e junho de 2016) e na sequéncia as gbnadas entraram em regenerag¢éao se preparando

para o préximo periodo reprodutivo (FIGURA 8).

FIGURA 8 — DISTRIBUICAO DAS FASES DE DESENVOLVIMENTO GONADAL DE MACHOS DE
Rhamdia voulezi ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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FONTE: O autor (2017).
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Os niveis de testosterona plasmatica variaram com um padrao préximo ao
encontrado para o indice gonadossomatico, o aumento da concentragdo comegou em
outubro de 2015 com pico em novembro de 2015 (p<0,05) e posterior queda e
estabilizacao (FIGURA 9).

FIGURA 9 — VARIAGAO DOS NiVEIS DE TESTOSTERONA PLASMATICA DE MACHOS DE
Rhamdia voulezi ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.

- A A
O N M OO O ODN BN~ O

Testosterona ng/ml

jul/15 ago/15 set/15 out/15 nov/15 dez/15 jan/16 fev/16 mar/16 abr/16 mai/16 jun/16
Més/ano

* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padrédo. FONTE: O autor
(2017).

Os niveis de 14-beta-estradiol plasmatico aferidos apresentaram picos nos
meses de outubro de 2015 e janeiro de 2016 (p<0,05) (FIGURA 10).

FIGURA 10 — VARIAGAO DOS NIVEIS DE 17-BETA-ESTRADIOL PLASMATICO DE MACHOS DE
Rhamdia voulezi ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padrédo. FONTE: O autor
(2017).
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A analise conjunta das informagdes coletadas demonstra que o periodo

reprodutivo deste grupo de machos de R. voulezi ocorreu entre outubro de 2015 e

marco de 2016.

4.2.3 Rhamdia branneri

Dados dispostos na TABELA 2 representam os parametros biométricos

coletados para machos de R. branneri. O crescimento também foi regular no periodo

observado, porém com médias menores que as registradas para macho de R. voulezi,

mantidos nas mesmas condigdes. A maiores médias (p<0,05) para comprimento

padrao, peso corporal e peso da génada foram registradas em janeiro de 2016.

TABELA 2 - DADOS BIOMETRICOS DOS MACHOS DE Rhamdia branneri, COLETADOS ENTRE
JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.

Més Cpg'yr%r(')nzgr':)o Peso corporal (g) Peso (%c))nada ARGS n
Junho 993 + 0,51 16,74 = 1,37 0,16 + 020 0,02 + 0,03 3
Julho 10,17 £+ 115 16,08 + 4,44 0,14 + 0,19 0,03 + 0,05 3
Agosto 10,17 £ 0,76 19,20 = 4,05 0,056 + 0,07 0,00 + 0,00 2
Setembro 12,97 £+ 0,74 33,70 = 2,94 0,18 + 0,07 0,00 + 0,00 3
Outubro 12,80 + 040 29,50 = 3,73 0,32 + 0,16 0,05 + 0,04 3
Novembro 13,25 + 148 3457 + 854 234 + 124 0,32 + 0,34* 2
Dezembro 13,77 + 153 4540 + 1480 0,87 = 0,84 0,08 + 0,12 3
Janeiro 16,40 + 0,14* 64,85 + 469* 217 + 057 0,13 + 0,08* 2
Fevereiro 14,40 = 0,17 42,86 = 4,88 105 + 027 0,04 + 0,05* 3
Marco 14,17 £+ 0,55 38,48 + 292 0,71 + 0,37 0,04 + 0,05 3
Abril 1450 + 0,87 38,46 + 592 1,10 + 0,11 0,09 + 0,04* 3
Maio 13,00 £+ 1,32 30,71 = 8,75 0,19 + 0,11 0,01 + 0,01 3
Junho 1427 + 108 37,31 + 6,86 0,18 + 0,06 0,00 + 0,00 300

Média + desvio padréo;

ARGS - relagao gonadossomatica;

maiores médias (p<0,05). FONTE: O autor (2017).

n — NUmero de animais; * indicam

A relacdo gonadossomatica para os machos de R. branneri apresentou um

comportamento variavel, com picos (p<0,05) no meses de novembro de 2015, janeiro,

fevereiro e abril de 2016, com posterior queda e estabilizacdo nos meses de maio e
abril (FIGURA 11).
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FIGURA 11 — VARIACAO DA RELAGAO GONADOSSOMATICA DE MACHOS DE Rhamdia branneri
NO PERIODO ENTRE JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05). FONTE: O autor (2017).

Animais imaturos foram coletados até agosto de 2015, neste periodo também
foram identificados machos em maturagao, porém em menor proporgcao. A partir de
setembro de 2015 nao foram mais registrados animais jovens. Os primeiros machos
aptos a espermiar foram coletados em novembro de 2015, com maior frequéncia a
partir de janeiro de 2016, cessando em maio de 2016. Na sequéncia, em maio e junho

de 2016 foram coletados animais em regresséao e regeneracao (FIGURA 12).

FIGURA 12 — DISTRIBUICAO DAS FASES DE DESENVOLVIMENTO GONADAL DE MACHOS DE
Rhamdia branneri ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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FONTE: O autor (2017).

A concentracao de testosterona plasmatica apresentou maior média (p<0,05)

em novembro de 2015, coincidindo com o pico da relagdo gonadossomatica, logo
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apos, foi registrada uma queda das médias. Em janeiro de 2016 aconteceu um
aumento dos valores e posterior estabilizagao até abril de 2016, quando novamente
cairam (FIGURA 13).

FIGURA 13 — VARIACAO DOS NIVEIS DE TESTOSTERONA PLASMATICA DE MACHOS DE
Rhamdia branneri ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padrédo. FONTE: O autor
(2017).

As médias da concentracao de 17-beta estradiol plasmatico para machos de
R. branneri se mantiveram constantes até dezembro de 2015. Em janeiro e fevereiro
de 2016 foram registrados picos da média (p<0,05) da concentracao e posterior queda
escalonada até o fim do experimento (FIGURA 14).
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FIGURA 14 — VARIACAO DOS NIVEIS DE 17-BETA-ESTRADIOL PLASMATICO DE MACHOS DE
Rhamdia branneri ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padrédo. FONTE: O autor
(2017).

Para machos de R. branneri os dados coletados apontam para um periodo
reprodutivo entre novembro de 2015 e abril de 2016. Se comparados aos machos de

R. voulezi, apresentaram um desenvolvimento mais tardio.

4.3 FEMEAS

4.3.1 CICLO REPRODUTIVO

Nao foram identificadas todas as fases do ciclo reprodutivo para as fémeas
das espécies estudadas, sendo a fase de desenvolvimento a mais frequente.

Quando na fase imatura, observados macroscopicamente, as fémeas
apresentaram goOnadas finas e translicidas. Microscopicamente, foi observada
apenas a presencga de ovogdnias e ovocitos em crescimento primario (FIGURAS 15 A
e 15 D).

As caracteristicas da fase de desenvolvimento sao: ovarios apresentando
maior volume, em relacao aos de fémeas jovens, e com coloragcdo mais opaca. As
estruturas internas comecam a se diferenciar com a presenca de ovocitos

vitelogénicos primarios e secundarios (FIGURAS 15 B e 15 E).
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Fémeas aptas a desovar apresentaram ovarios grandes e turgidos (FIGURAS
15 C e 15 F), com grande presenca de ovécitos vitelogénicos terciarios e aumento da
camada follicular (FIGURA 15 F), algumas fémeas liberaram ovécitos quando

submetidas a leve pressao na regiao abdominal no sentido cefalocaudal.

FIGURA 15 — LAMINAS HISTOLOGICAS E OVARIOS DE FEMEAS DE Rhamdia voulezi E R.
branneri.

Rhamdia voulezi. A — estagio imatura: n= nucleo; c= citoplasma, — nucléolos periféricos. Cp=
ovocitos em crescimento primario; area circulada indicando os ninhos de ovogdnias (objetiva 40x). B
— fase de desenvolvimento, presenca de ovécitos vitelogénicos em crescimento primario (Cp) e
secundario (Vt) e visualizagéo da camada follicular (Cf) (objetiva 40x). C — fase apta a desovar,
presenca de ovocitos vitelogénicos terciarios (Vt), n: nucleo (objetiva 10x). R. branneri: D — estagio
imatura: n= nucleo; c= citoplasma, — nucléolos periféricos. Cp= ovécitos em crescimento primario;
area circulada indicando os ninhos de ovogonias (objetiva 40x). E — fase de desenvolvimento,
presenca de ovocitos vitelogénicos em crescimento primario (Cp) e secundario (Vt) (objetiva 40x). F —
fase apta a desovar, presencga de ovocitos vitelogénicos terciarios (Vt), n: nucleo; cf: células
foliculares (objetiva 10x). Coloragdo HE em todas as [&minas. FONTE: O autor (2017).
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4.3.2 Rhamdia voulezi

Dados biométricos das fémeas de R. voulezi estao apresentados na TABELA
3. Fémeas de R. voulezi apresentaram o mesmo aspecto geral que os machos. O
maior (p<0,05) comprimento padrao médio foi registrado em janeiro de 2016. Os
maiores (p<0,05) pesos corporais e pesos das gbnadas médios foram registrados em
dezembro de 2015 e janeiro de 2016. O pico (p<0,05) da relacdo gonadossomatica

ocorreu em marcgo de 2016.

TABELA 3 - DADOS BIOMETRICOS DAS FEMEAS DE Rhamdia voulezi, COLETADAS ENTRE
JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.

Més C;c;rgr%rgr(lsrr:]t)o Peso corporal (g) Peso (%c)mada ARGS n
Junho 1067 + 144 21,08 + 8,72 0,05 + 0,03 0,00 + 0,00 3
Julho 11,75 £+ 0,35 26,01 = 1,03 0,25 + 029 0,01 + 0,02 2
Agosto 967 + 0,72 1550 + 1,98 0,09 + 0,07 0,00 + 0,00 3
Setembro 16,53 + 105 66,08 + 10,84 053 + 0,70 0,00 + 0,00 3
Outubro 1563 + 191 6069 = 1665 0,72 + 022 0,02 + 0,03 3
Novembro 15,83 + 0,76 60,92 = 516 3,47 + 083 0,29 + 0,22 3
Dezembro 17,00 + 260 9121 + 3760* 6,80 + 441* 055 + 0,27 3
Janeiro 16,90 + 432* 7312 + 3527* 624 + 354* 098 + 0,42 3
Fevereiro 18,73 =+ 3,16 9418 + 3444 072 + 0,09 1,33 + 2,28 3
Marco 14,83 + 0,76 48,80 = 4,76 353 + 217* 1,33 + 0,33* 3
Abril 16,33 + 3,18 5832 + 3520 234 + 148 0,18 + 0,11 3
Maio 15,17 + 1,26 4961 = 9,05 0,82 + 0,06 0,02 + 0,02 3
Junho 15,83 £ 3,33 80,15 = 443~ 1,31 + 0,14 0,03 * 0,01 3

Média + desvio padréo; ARGS - relagédo gonadossomatica; n — Numero de animais; * indicam
maiores médias (p<0,05). FONTE: O autor (2017).

A relagao gonadossomatica das fémeas de R. voulezi comegou a apresentar
aumento no més de novembro, com pico (p<0,05) em fevereiro de 2016. No més de
abril ocorreu uma queda brusca no indice com diminuigéao gradual até o fim das coletas
(FIGURA 16).
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FIGURA 16 — VARIAGAO DA RELAGAO GONADOSSOMATICA DE FEMEAS DE Rhamdia voulezi
NO PERIODO ENTRE JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.

14 *
1,2

wn
208
X 06

0,4

t)vz__Uullu_=

0
jun/15 jul/15 ago/15 set/15 out/15 nov/15 dez/15 jan/16 fev/16 mar/16 abr/16 mai/16 jun/16

Més/ano

FONTE: O autor (2017).

Durante os quatro primeiros meses de coleta predominou a ocorréncia de
fémeas imaturas. Fémeas em maturacao foram coletadas entre setembro e novembro
de 2015, com maior frequéncia em outubro de 2015. Em novembro ocorreram as
primeiras fémeas aptas a desovar, condicdo que se estendeu até fevereiro, porém
com maior frequéncia em dezembro de 2015 e janeiro de 2016. Apos esse periodo

voltaram a ser registradas fémeas em maturacao (FIGURA 17).

FIGURA 17 — DISTRIBUICAO DAS FASES DE DESENVOLVIMENTO GONADAL DE FEMEAS DE
Rhamdia voulezi ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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FONTE: O autor (2017).
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O pico (p<0,05) dos niveis de testosterona plasmatica para fémeas de R. voulezi
ocorreu em novembro de 2015. Logo ap6s ocorreu uma queda das médias, porém os
valores se mantiveram mais altos que os encontrados no inicio do experimento até
diminuirem em junho de 2016 (FIGURA 18).

FIGURA 18 — VARIAGAO DOS NiVEIS DE TESTOSTERONA PLASMATICA DE FEMEAS DE
Rhamdia voulezi ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.

4,5
4
35
3
2,5
2
1,5
1
0,5
0

Testosterona ng/ml

jul/15 ago/15 set/15 out/15 nov/15 dez/15 jan/16 fev/16 mar/16 abr/16 mai/16 jun/16
Més

* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padrédo. FONTE: O autor
(2017).

As maiores médias (p<0,05) para a concentragao de 17-beta-estradiol plasmatico
ocorreram em setembro e outubro de 2015 e em fevereiro de 2016, coincidindo com o
primeiro registro da fase em maturacao. Apds fevereiro os valores médio diminuiram de
forma gradual (FIGURA 19).

FIGURA 19 — VARIACAO DOS NIVEIS DE 17-BETA-ESTRADIOL PLASMATICO DE FEMEAS DE
Rhamdia voulezi ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padrdo. FONTE: O autor
(2017).
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Considerando os dados apresentados para relacdo gonadossomatica,
distribuicdo de fases de maturagcédo gonadal, o periodo reprodutivo das fémeas de R.

voulezi estudadas ocorreu entre os meses de novembro de 2015 a fevereiro de 2016.

4.3.3 Rhamdia branneri

Apesar de mantidos em condi¢gdes préoximas os exemplares de R. branerri
apresentaram menor crescimento se comparados a R. voulezi. Fémeas de R. branneri
também apresentaram aspecto saudavel e o mesmo comportamento de crescimento
que os demais animais (TABELA 4). O comprimento padrao apresentou grande
variacao de tamanho com maiores médias (p<0,05) em janeiro, margo e maio de 2016.
O peso corporal médio e peso da génada registraram maior média (p<0,05) em janeiro
de 2016.

TABELA 4 — DADOS BIOMETRICOS DAS FEMEAS DE Rhamdia branneri, COLETADOS ENTRE
JUNHO DE 2015 E MAIO DE 2016.

Més C;c;rcr;r%rgr(lsrr:]t)o Peso corporal (g) Peso (%c;nada ARGS n
Junho 10,33 + 0,29 1726 + 1,54 0,04 + 0,02 0,00 + 0,00 3
Julho 927 + 1,42 13,05 = 518 0,04 + 0,056 0,00 + 0,00 3
Agosto 10,10 + 0,14 16,10 = 0,42 0,06 + 0,00 0,00 + 0,00 3
Setembro 13,33 £+ 0,76 34,98 = 6,91 0,35 + 0,07 0,01 + 0,01 3
Outubro 1223 + 046 2765 = 4,89 0,49 + 042 0,01 + 0,01 3
Novembro 1483 + 115 41,73 = 7,90 0,53 + 0,13 0,02 + 0,01 3
Dezembro 1460 + 104 4900 + 1144 154 + 163 0,11 + 0,16 3
Janeiro 16,07 + 137* 63,83 + 7,000 366 + 063* 038 + 0,19* 3
Fevereiro 1460 + 128 4715 + 1495 270 + 199 0,33 + 0,29* 3
Marco 14,73 £+ 127* 43,92 = 9,25 225 + 060 0,30 + 0,18* 3
Abril 12,20 + 1,39 23,74 £+ 9,12 0,93 + 064 0,15 + 0,10 3
Maio 13,77 + 264* 4084 + 2265 151 + 110 0,10 + 0,09 3
Junho 1443 + 0,81 40,31 = 4,81 093 + 011 006 *t 0,01 3

Média + desvio padrao; ARGS — relagdo gonadossomatica; n — Numero de animais; * indicam
maiores médias (p<0,05). FONTE: O autor (2017).
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A relagdo gonadossomatica apresentou comportamento diferente que o das
fémeas de Rhamdia voulezi, o aumento do indice iniciou no més de dezembro de
2015, com pico (p<0,05) em janeiro de 2016 quando iniciou uma diminuigao continua
(FIGURA 20).

FIGURA 20 — VARIACAO DA RELAGAO GONADOSSOMATICA DE FEMEAS DE Rhamdia voulezi
NO PERIODO ENTRE JUNHO DE 2015 E JUNHO DE 2016.
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FONTE: O autor (2017).

O periodo em que foram coletadas fémeas imaturas foi mais curto quando
comparado com fémeas de R. voulezi. Teve a duracao até julho de 2015. Na
sequéncia, até dezembro de 2015, a predominancia foi de fémeas em estagio de
maturacao. O periodo de coleta de animais aptos a desovar foi mais tardio, iniciou em
dezembro de 2015, porém teve maior duracao se comparado com R. voulezi, até
margo de 2016. Ap6s este periodo a ocorréncia de animais em maturagao voltou a ser
registrada até o fim do experimento (FIGURA 21)
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FIGURA 21 - DISTRIBUICAO DAS FASES DE DESENVOLVIMENTO GONADAL DE FEMEAS DE
Rhamdia branneri ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.

L 80%
S 60%
D
> 40%
O
(O]
T 20%
0% L} L}/ L L LV LV L}V
(o]
& R I R © O WO WO W& 4o
\'\ \\’\ \'\ \\"\ ‘&\ \'\ \’\ \'\ \'\ \'\ \’\ . \'\ \'\
. \00 N ’bcbo g2 N (\o\\ éél/ . \,bo ‘@4 @,b« rz?‘ @,b\ .\¢,°

Més/ano
mImatura ODesenvolvimento BApta a desovar

FONTE: O autor (2017).

O apice da concentracdo de testosterona plasmatica para fémeas de R.
branneri aconteceu em fevereiro de 2016, porém com grande variagdo nos demais
meses (FIGURA 22).

FIGURA 22 — VARIACAO DOS NIVEIS DE TESTOSTERONA PLASMATICA DE FEMEAS DE
Rhamdia branneri ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padréo. FONTE: O autor
(2017).
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A variacao da concentragao de 17-beta-estradiol foi mais regular com pico em
dezembro de 2015 e janeiro de 2016, em coincidéncia com o registro das fémeas
aptas a desovar (FIGURA 23).

FIGURA 23 — VARIAGAO DOS NIVEIS DE 17-BETA-ESTRADIOL PLASMATICO DE FEMEAS DE
Rhamdia branneri ENTRE OS MESES DE JUNHO DE 2015 A JUNHO DE 2016.
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* indicam maiores médias (p<0,05), barras verticais representam o desvio padréo. FONTE: O autor
(2017).

Fémeas aptas a desovar foram menos frequentes que para R. voulezi, porém

o periodo reprodutivo teve a mesma duragcao de 4 meses, de dezembro de 2015 a

margo de 2016.

4.3 ANORMALIDADES

Em dezembro de 2015 foi coletada uma fémea de R. voulezi com
desenvolvimento irregular das génadas. Um dos ovarios se desenvolveu, enquanto
outro ficou atrofiado (FIGURA 24). Apesar do fato os dados do IGS indicam que houve
um crescimento compensatério deste ovario. Uma fémea normal com o mesmo
comprimento padrao de 15,5cm apresentou o IGS de 6,20% enquanto a fémea que
apresentou a anormalidade apresentou o IGS de 6,01%. Apesar da atrofia a fémea

atingiu o estagio apta a desovar.



FIGURA 24 — OVARIO DE Rhamdia voulezi COM CRESCIMENTO IRREGULAR, GONADA
ATROFIADA NA POSICAO INFERIOR DA IMAGEM.
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FONTE: O autor (2017).
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5 DISCUSSAO

Caracteristicas morfolégicas de dimorfismo sexual, como o aspecto das
gbnadas e papilas urogenitais podem ser notados em diversas espécies como,
Loricaria lentiginosa Isbriicker, 1979 (GUIMARAES-CRUZ et al., 2005), Sciadeichthys
luniscutis Valenciennes 1840 e Genidens genidens Valenciennes 1839 (GOMES E
ARAUJO, 2004). Essas caracteristicas sao importantes de serem observadas para
evitar que variabilidades intraespecificas sejam negligenciadas na tomada de
decisdes taxonémicas (PY-DANIEL e FERNANDES, 2005).

Em R. quelen as diferencas, como formato da papila urogenital e formato das
gbnadas observadas neste estudo, também foram notadas conforme relato de
Ghiraldelli et al. (2007). Tais caracteristicas sao positivas em situagcdo de manutengao
e reproducao em cativeiro, ja que facilitam a identificacao dos reprodutores garantindo

maior sucesso e facilidade na selecao de animais para reproducao controlada.

Nos machos a liberacdo de sémen quando o individuo & submetido a leve
pressao na regiao abdominal € caracteristica de outras espécies de siluriformes, para
machos de Steindachneridion melanodermatum Garavello, 2005 é relatado que em
procedimentos de reproducao artificial a selecdo de machos criados em cativeiro é
feita com a utilizacao deste procedimento (LUDWIG, GOMES e ARTONI, 2004). Para
R. quelen tal fato é registrado em machos com idade superior a 7 meses, em animais
criados em sistemas artificiais (GHIRALDELLI et al., 2007).

A presenca de franjas ao longo do testiculo ndo é caracteristica exclusiva de
R. branneri e R. voulezi, também sao encontradas em outras espécies no grupo dos
Siluriformes. As espécies Pimelodus maculatus Lacepéde, 1803, /heringichtys
labrosus Lutken, 1874 e Conorhynchos conirostris Valenciennes, 1840 também
apresentam estas carateristicas (CRUZ E SANTOS, 2004). Além disso a funcéo de
cada porcgao do testiculo pode ser diferenciada, as franjas da regidao caudal de P.
maculatus e I. labrosus sao exclusivamente secretoras enquanto C. conirostris as
franjas da regidao caudal também acumulam a funcéo espermatogénica (CRUZ E
SANTOS, 2004). Em algumas espécies de Siluriformes a presenca de franjas nos
testiculos pode dificultar a reprodugdo em condicdo de cativeiro, ja que as
carateristicas morfoldégicas impedem que o sémen seja conduzido até a papila
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urogenital através de massagem abdominal (DAMASCENO, 2014). Apesar das
espécies aqui analisadas apresentarem liberagcdo de sémen de forma relativamente
facil, o entendimento da funcao de cada porcao dos testiculos possibilita aumentar a

eficiéncia na reproducao em cativeiro.

As caracteristicas sexuais observadas para as fémeas, como, papila genital
hiperemiada, aumento do volume ventral, se comparado ao volume ventral de
machos, e mudanca da turgidez do ventre, também foram registradas em fémeas de
R. quelen no periodo reprodutivo (GHIRALDELLI et al., 2007). Estas caracteristicas
sao utilizadas na selecao de fémeas aptas a serem submetidas a reproducéo artificial
de diversas espécies como R. quelen (BOMBARDELLI et al., 2006), Steindachneridion
parahybae Steindachner, 1877 (OKAWARA et al., 2015) e Rhinelepis aspera Agassiz,
1829 (BOMBARDELLI et al., 2013). Tal procedimento em muitos casos ndo garante a
selecao de fémeas aptas a reproducdo de forma eficiente, o que leva a uma
diminuicao dos indices de sucesso, sendo importante a afericao de outros parametros
de atividade reprodutiva, como a variagao da concentracao plasmatica de esteroides
sexuais (ARCAND-HOY e BENSON, 1998). Técnica que, no caso deste estudo, se
mostrou adequada, ja que os picos hormonais ocorreram em coincidéncia com a maior

atividade reprodutiva.

A analise dos dados de crescimento mostra um crescimento baixo e irregular
se comparados aos resultados apresentados em estudos zootécnicos realizados com
a espécie R. voulezi. Para animais alimentados com ragao orgénica e convencional,
ambas com 36% de proteina bruta, com frequéncia de 4 vezes ao dia. O peso inicial
dos animais foi de 15,01+£3,32g a ap6s 78 dias de experimento atingiram o peso de
52,81+6,75¢g e 55,59+5,91¢, respectivamente (FEIDEN et al., 2010). Tal fato pode ser
explicado pelo manejo alimentar adotado, os animais foram tratados com menor
frequéncia e menor quantidade de ragdo. Dados sobre o crescimento de R. branneri

em condi¢des de cativeiro nao foram encontrados para comparacao.

Além da menor taxa e frequéncia de alimentagdo, o manejo constante dos
animais pode dificultar seu crescimento devido ao estresse causado. Tal fato &
relevante porém nenhuma interferéncia nos padrées reprodutivos foi notada durante
o periodo experimental. Para S. melanodermatum, em um grupo de animais mantidos

em cativeiro, a irregularidade da variagéo do crescimento ao longo dos meses também
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foi notada, o que pode ser explicado pela influéncia do manejo ou o processo de coleta
aleatério (TESSARO, 2015).

Para R. voulezi a relagao gonadossomatica variou entre 0,0005 e 0,4197, para
machos, e entre 0,0008 e 1,3302 para fémeas. Em R. branneri a relagéao
gonadossomatica variou entre 0,0001 e 0,4773, para machos, e entre 0,0005 e 0,3772
para fémeas. Esta variacdo demonstra clara diferenca entre as espécies em que
fémeas de R. voulezi tiveram um maior crescimento das gbnadas em comparagéao
com R. branneri. Para machos os valores se mantiveram préximos para as duas
espécies. Comparando com outros estudos com espécies do mesmo género temos
os valores registrados para R. quelen, entre 0,29 e 9,16, para machos, e de 0,11 a
13,03 para fémeas (GHIRALDELLI et al., 2007).Sendo claramente maiores que o0s
encontrados neste estudo.

O modelo tedrico proposto por Brown-Peterson et al., (2011), se mostrou
adequado para descrever os eventos relacionados a maturagcdo gonadal e

modificacao dos aspectos visuais das gbnadas de R. branneri e R. voulezi.

Para machos foi possivel identificar todas as fases do ciclo reprodutivo, porém
poucos animais jovens foram registrados em ambas as espécies. Fato que demonstra
o rapido desenvolvimento gonadal de machos, pois animais jovens foram coletados

até o sexto més de vida para R. voulezi e até o sétimo para R. branneri.

O ciclo reprodutivo dos machos seguiu um padrao que pode ser considerado
dentro da normalidade. Animais aptos a espermiar tiveram maior frequéncia de
registro nos meses mais quentes do ano, sendo outubro a margo para R. voulezi e
novembro a abril para R. branneri. Animais da espécie R. quelen, criados em cativeiro
apresentam o mesmo comportamento dos animais do presente estudo
(GHIRALDELLI et al. 2007).

A ocorréncia de anastomose nos cistos, como aqui verificado, € indicativo da
chegada no estagio final de maturacdo (GRIER e TAYLOR, 1998). Fato registrado
também para outras espécies de Siluriformes como: L. lentiginosa (GUIMARAES-
CRUZ, 2005) e Lophiosilurus alexandri Steindachner, 1877 (BARROS, et al., 2007).

Os eventos de desenvolvimento morfoldgicos das gbnadas observados para

os machos de ambas as espécies foram condizentes com o processo de
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espermatogénese conhecido. Tal processo basicamente consiste na diferenciagédo de
espermatogénias diploides em espermatozoides maduros no final do processo. Esse
processo ocorre desencadeado pela liberagao de horménios reprodutivos, consistindo
no povoamento do entorno das espermatogdnias por células de Sertolli, formando
assim um cisto, onde ocorrem os processos de multiplicacdo e diferenciacao,
culminando na abertura dos cistos e liberacdo dos espermatozoides (SCHULZ et al.,
2010). A visualizacao dos eventos da espermatogénese possibilitou a caracterizacao
do ciclo reprodutivo de forma completa durante o desenvolvimento dos testiculos
através da diferenciacao das diversas fases (BROWN-PETERSON et al., 2011).

Para os machos de ambas as espécies a entrada nas fases de regressao e
regeneracao ocorreu ho més de maio de 2016. Neste mesmo periodo a temperatura
média atmosférica apresentou uma grande variagdo, passando de 23,4°C em abril
para 16,7°C em maio (SIMEPAR, 2016), fato que corrobora com a ideia de que a
atividade reprodutiva de R. branneri e R. voulezi é fortemente influenciada pela
variacao da temperatura ambiental e tem seu periodo de maior atividade nos meses
mais quentes da primavera e verdo. Esta influéncia da temperatura na atividade
reprodutiva também foi registrada para R. quelen, onde os picos reprodutivos se

concentraram nos meses mais quentes (GHIRALDELLI et al., 2007).

O registro dos maiores niveis de esteroides plasmaticos ocorreu em
coincidéncia com o aumento da frequéncia de registro de machos em maturacéao e
aptos a espermiar e também com os picos da relacdo gonadossomatica. Isso ocorre
apos liberagao das godatrofinas pelas gbnadas que séo estimuladas a produzirem os
esteroides sexuais que regulam a espermatogénese sendo esperado que o aumento
da atividade reprodutiva esteja relacionado ao aumento dos niveis plasmaticos destes
hormdnios (MYLONAS; FOSTIER e ZANUY, 2010; TARANGER et al., 2010).

Para machos de S. melanodermatum, peixe também endémico da bacia do
Rio Iguacgu, a variacao da concentracdo plasmatica de esteroides sexuais também
ocorreu de acordo com a forma descrita. Os picos hormonais ocorrem em coincidéncia
com os picos do indice gonadossomatico, sendo observado a diminuigdo no periodo
em que foram registrados animais nas fases de regressao e regeneracao (TESSARO,
2015)
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Fémeas de ambas as espécies foram consideradas aptas a desovar. Além
disso, nao foram observados indicios da ocorréncia de desova natural no periodo em
que os animais foram observados, principalmente a presenca de foliculos pos-
ovulatérios (GHIRALDELLI et al., 2007). O estimulo a desova depende de outros
fatores ambientais como, pressao, temperatura, correntes aquaticas, entre outros que
nao sao encontrados em condi¢cdes de cativeiro e sao dificeis de serem simulados
(ZANIBONI FILHO E WEINGARTNER, 2007).

A nao observacao das fases de regressao e regeneracao pode indicar que a
manutencao da disponibilidade de ovécitos com capacidade reprodutiva ocorra por
um periodo mais longo ou, ainda, que a duracao destas fases seja muito curta e a
periodicidade de coletas nao permitiu a observacdo destas. Tal fato também foi
observado para R. quelen, com estudo de material histolégico proveniente de 58
fémeas, mantidas em condigcéo de cativeiro, que apresentou trés fémeas em fase de
reabsorgao dos ovécitos (GHIRALDELLI et al., 2007)

Além dos fatores relacionados a estratégia reprodutiva, fatores ambientais
também podem ter influenciado na distribuicdo da frequéncia de ocorréncia das fases
de maturacao gonadal. Diversos autores citam que em situacao de cativeiro, outros
fatores, como manejo e suprimento de uma dieta artificial adequada, também podem
afetar o desenvolvimento gonadal (IZQUIERDO; FERNANDEZ-PALACIOS e TACON,
2001; SCHRECK; CONTRERAS-SANCHEZ e FITZPATRICK, 2001).

O periodo reprodutivo, baseado nas informacgdes coletadas, para R. voulezi
ocorreu entre outubro de 2015 e marco de 2016. Para as fémeas, mesmo estando em
estagio de desenvolvimento, foram identificados animais aptos a desovar em
novembro, caracterizando uma pequena diferenga entre machos e fémeas. O periodo
reprodutivo observado é condizente com o relatado na literatura, como observado por
Suzuki e Agostinho (1997) que relatam que o periodo reprodutivo dessa espécie, em
condi¢des naturais, se encontra entre setembro e fevereiro, com maior intensidade

em novembro e dezembro.

Para R. branneri o periodo reprodutivo ocorreu entre novembro de 2015 a abril
de 2016. Também foi observada a mesma diferenga entre os sexos, fémeas estavam
aptas a desovar a partir de dezembro de 2015, enquanto machos aptos foram
registrados a partir de novembro de 2015. Em ambiente natural, o periodo de
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reproducdo ocorre de setembro a margo com maior frequéncia entre outubro e
dezembro (SUZUKI e AGOSTINHO, 1997).

A idade em que foram registrados os primeiros animais maduros, nove meses
para R. branneri e oito meses para R. voulezi é compativel com a idade registrada por
outros trabalhos com espécies do género Rhamdia. Para R. quelen, foram coletados
animais aptos a reproducao a partir de sete meses de idade e também apresentaram

a caracteristica de maior precocidade para machos (GHIRALDELLI et al., 2007).

O comprimento padrao em que foram registrados os primeiros animais da
espécie R. voulezi aptos a reproducéao foi de 16,4+1,01 cm e 15,53+0,50 cm, para
macho e fémeas, respectivamente. Em ambiente natural os primeiros animais em
atividade reprodutiva foram registrados com o tamanho de 19 e 17 cm, para machos
e fémeas, respectivamente (BAUMGARTNER, et al., 2012). Para R. branneri o
comprimento padrao registrado no inicio da atividade reprodutiva foi de 13,37+1,07 e
14,6+1,04 cm, para machos e fémeas, respectivamente. Em ambiente natural machos
iniciam a atividade reprodutiva com 11,2 cm e fémeas com 14 cm (SUZUKI E
AGOSTINHO, 1997).

A observacao do aumento dos niveis de testosterona plasmatica para fémeas
era esperada, embora o estradiol seja principalmente reconhecido como um hormdnio
feminino em peixes, e a testosterona é tipicamente reconhecida como um horménio
masculino na maioria dos teledsteos, sua presengca € comum em machos e fémeas
em grandes quantidades. Além disso a testosterona € a precursora de diversos outros
horménios obtidos através do processo de aromatizacao (LE PAGE et al., 2010;
SABET et al., 2016). Tal fato também foi notado em fémeas de S. melanodermatum
(TESSARO, 2015).

As observacgdes feitas neste trabalho indicam a possibilidade da utilizacao do
acompanhamento da variagcao dos esteroides como forma de previsao da atividade
reprodutiva, ja que sua variagcdo foi condizente com a evolugdo das fases de

maturacao gonadal.

A utilizagdo de métodos nao letais & pratica recorrente em estudos de diversas
areas em peixes, como: a utilizagdo de ultrassom na predicdo do estagio gonadal
(ACHIONYE-NZEH e JIMOH, 2010; CREPALDI e ROTTA, 2006) e determinacdo dos
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niveis de cortisol para inferéncia do nivel de estresse em Oncorhynchus mykiss
Walbaum, 1792 (ELLIS et al., 2004). A utilizagdo do acompanhamento dos niveis
plasmaticos da testosterona ou estradiol pode se caracterizar como um promissor
meétodo de estimativa do melhor periodo para a reproducao controlada das espécies

estudadas.

Finalmente, quanto a anormalidade no desenvolvimento da génada da fémea
coletada em dezembro de 2015 o fato pode ser considerado um evento isolado. Tal
fato & registrado por outros autores. Génadas de tamanho irregular entre si foram
observadas em S. melanodermetum (TESSARO, 2015), S. parahybae (HONJI et al.,
2013). e R. quelen (GHIRALDELLI et al., 2007) em animais mantidos em cativeiro.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Apesar de apresentarem baixo crescimento, machos e fémeas de ambas as
espécies apresentaram indicios de maturacao gonadal nas condi¢gbes e periodo do
experimento, fato que pode ser considerado uma vantagem em trabalhos de

manutencao das espécies em cativeiro.

Machos de R. voulezi e R. branneri entraram na puberdade poucos meses
apo6s o nascimento, atingiram a capacidade reprodutiva com cerca de 7 e 8 meses de
idade, respectivamente. Estado que se manteve durante aproximadamente 6 meses.
A observacao da maior atividade reprodutiva ocorreu nos meses de primavera e

Verao.

Fémeas de R. voulezi e R. branneri apresentaram desenvolvimento um pouco
mais tardio em relagdo aos machos. A capacidade reprodutiva foi atingida com cerca
de 9 meses de idade para R. voulezi e 10 meses para R. branneri. Também se
manteve por um periodo relativamente longo, aproximadamente 4 meses, no periodo

entre a primavera e o verao.

O modelo tedrico utilizado para estabelecimento e comparacao das fases de

desenvolvimento gonadal se mostrou adequado paras as espécies estudadas.

As variacbes dos esteroides plasmaticos 17-beta-estradiol e testosterona
foram compativeis com as alteragées morfolégicas das génadas e a variacao da
relagdo gonadossomatica em machos e fémeas de ambas as espécies, nas condi¢des
do experimento, podendo servir como indice de atividade reprodutiva em situacées de

manutenc¢ao e reproducao em cativeiro.

O primeiro ciclo reprodutivo das espécies estudadas ocorreu no primeiro ano
de vida dos animais. Considerando as observagdes feitas durante o experimento, o
periodo reprodutivo das espécies estudadas € longo e se inicia na primavera e se
estende até o fim do verdo. Sendo que R. branneri possui um desenvolvimento pouco

mais tardio, quando comparado a R. voulezi.

Em situagcbes de manutencado e reproducao ex-situ € indicado que os

procedimentos de reproducao artificial, ja que nao foram notados indicios de
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reproducao espontanea em cativeiro, sejam conduzidos no periodo entre a primavera

€ 0 verao.
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

@ unioeste @5

Universidade Estadual do Oeste do Parang

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAD
COMITE DE ETICA NO LSO DE ANIMAIS

RUA UNIVERSITARIA, 2088 — PREDIO DA BIBLIGTECA - CAMPUS DE CASCAYEL - J0. UNIVERISTARIO
FOKE; (45) 3220-3272 E 3277 - CEP 85613-110 - CASCAVEL - PR

£

Comité de Etica no Uso de Animais
CEUA/UNIOESTE

PARECER DE APROVACAO DE PROJETO

PROTOCOLO DE EXPERIMENTACAOANIMAL: 03112

TITULO DO PROJETO: Teenologia para formagio de bancos de
germoplasma e produgfio de peixes nativos para estocagem no rio lguagu

SOLICITANTE: Robie Allan Bombardelli

( prajeto acima fol aprovado, conforme Ata 06-2012 em reunifio ocorrida
em 14/08/2012 realizada pelo Comité de Etica no Uso de Animais, desde que
sepuido o protocolo proposto e avaliado por este Comité,

Lembramos que, de acordo com as atribuiges, o CEUA se resguarda do

direito de realizar visitas aos locais onde os projetos serfio executados com

finalidade de acompanhamento.

Ao término da vigéneia do projeto e apresentagfio do relatdrio final, o

ecoordenador receberd um certificado de que o protocolo realizado seguiu os

principios da experimentagfio animal, de acordo com sua respectiva ata de

aprovacio em data especificada,

Cascavel, 14 de agosto de 2012,
\ )
M
Praf.DF Lucidna Oliveirs de Farinia

'enadora CEUA/UNIOESTE
airia 286 1/2012-GRE

FONTE: O autor (2017)
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ANEXO 2 - PROCEDIMENTO DE COLETA DE SANGUE.

FONTE: O autor (2017)

ANEXO 3 — COLETA DOS ANIMAIS NOS VIVEIROS.

FONTE: O autor (2017)
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ANEXO 4 — MATERIAIS E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS NA DETERMINAGCAO
DE ESTEROIDES SEXUAIS PLASMATICOS.

FONTE: O autor (2017)

ANEXO 5 - VISTA GERAL DO INSTITUTO DE PESQUISAS EM AQUICULTURA
AMBIENTAL — InPAA.

FONTE: Giovano Neumann (2017)
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ANEXO 6 — TESICULO EM MATURACAO FIXADO EM BOUIN.

FONTE: O autor (2017).

ANEXO 7 — TESICULO EM MATURAGCAO, ASPECTO MICROSCOPICO.
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FONTE: O autor (2017).
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ANEXO 8 — OVARIO EM MATURACAO FIXADO EM BOUIN.

FONTE: O autor (2017).

ANEXO 9 — OVARIO EM MATURAGAO ASPECTO MICROSCOPICO.

FONTE: O autor (2017).



