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RESUMO

Os peixes continentais neotropicais representam um terco das espécies de 4gua doce do mundo
e possuem grande potencial para a aquicultura na América do Sul. No entanto, a falta de dados
sobre sua biologia reprodutiva limita a reprodugdo em cativeiro na aquicultura. Diante da
crescente demanda por peixes, compreender os aspectos reprodutivos dessas espécies €
essencial para aprimorar a produ¢do de juvenis e garantir a sustentabilidade do setor. Este
estudo, composto por dois artigos, avaliou a inducdo da reproducdo sucessiva em
Pseudoplatystoma reticulatum e a morfologia ¢ morfometria espermatica de quatro espécies
nativas: P. reticulatum, Pseudoplatystoma corruscans, Phractocephalus hemioliopterus e
Hemisorubim platyrhynchos. No primeiro artigo, foi analisada a indu¢do hormonal sucessiva
em Pseudoplatystoma reticulatum com intervalos médios de 65 dias. Das 19 fémeas induzidas,
12 desovaram na primeira indugdo, e 7 foram submetidas a segunda indugao, todas com sucesso
reprodutivo. A fecundidade foi maior na segunda desova (922.940 odcitos) em comparacdo a
primeira (550.517 od6citos). As andlises morfologicas confirmaram a liberacdo sucessiva de
odcitos, demonstrando que a indugdo sucessiva € uma estratégia viavel para otimizar a producao
de alevinos sem comprometer a qualidade reprodutiva. No segundo artigo, foram caracterizados
os parametros morfoldgicos e morfométricos dos espermatozoides das quatro espécies nativas
por meio de microscopia eletronica de varredura (MEV) e anélise morfométrica com o software
IMAGE]J. Os espermatozoides apresentaram caracteristicas tipicas de aquasperma primitivo,
com variacdes nas dimensdes da cabeca e da peca intermediaria. A analise estatistica ndo
revelou diferencas significativas entre as espécies. Os resultados deste estudo contribuem para
0 avanco da aquicultura de peixes nativos, oferecendo estratégias para otimizar a produgado de
juvenis, melhorar a qualidade genética das populagdes e promover praticas reprodutivas mais
eficientes.

Palavras-chave: Inducdo hormonal, Manejo reprodutivo, Morfologia espermatica, Peixes

migratérios, Reprodug¢ado induzida.



LEITE, Natalia Gongalves. Reproductive optimization of South American neotropical
catfish. 2025. 75 pp. Thesis (Doutorate in Animal Science) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2025

ABSTRACT

Neotropical freshwater fish represent one-third of the world's freshwater species and have great
potential for aquaculture in South America. However, the lack of data on their reproductive
biology limits captive reproduction in aquaculture. Given the increasing demand for fish,
understanding the reproductive aspects of these species is essential to enhance juvenile
production and ensure the sector's sustainability. This study, composed of two articles,
evaluated the induction of successive reproduction in Pseudoplatystoma reticulatum and the
sperm morphology and morphometry of four native species: P. reticulatum, Pseudoplatystoma
corruscans, Phractocephalus hemioliopterus, and Hemisorubim platyrhynchos. The first article
analyzed successive hormonal induction in Pseudoplatystoma reticulatum at average intervals
of 65 days. Of the 19 induced females, 12 spawned after the first induction, and 7 were subjected
to a second induction, all achieving reproductive success. Fecundity was higher in the second
spawning (922,940 oocytes) compared to the first (550,517 oocytes). Morphological analyses
confirmed the successive release of oocytes, demonstrating that successive induction is a viable
strategy to optimize juvenile production without compromising reproductive quality. The
second article characterized the morphological and morphometric parameters of the
spermatozoa of the four native species using scanning electron microscopy (SEM) and
morphometric analysis with IMAGEJ software. The spermatozoa exhibited typical
characteristics of primitive aquasperm, with variations in head and midpiece dimensions.
Statistical analysis revealed no significant differences among species. The findings of this study
contribute to the advancement of native fish aquaculture by providing strategies to optimize
juvenile production, improve the genetic quality of populations, and promote more efficient
reproductive practices.

Key-words: Hormonal induction, Induced reproduction, Migratory fish, Reproductive
management, Sperm morphology.
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1 INTRODUCAO

Os peixes continentais neotropicais representam cerca de um terco das espécies
de 4gua doce do mundo, totalizando mais de 5.160 espécies distribuidas em 739 géneros
e 69 familias (Reis et al., 2016). Essa rica biodiversidade confere grande potencial a
aquicultura nos paises sul-americanos. Além da relevancia para a pesca comercial e
recreativa, diversas espécies sdo estratégicas para a aquicultura (Pereira et al., 2023),
contribuindo significativamente para a seguranga alimentar, geragdo de empregos e
manuten¢do de servigos ecossistémicos, como o transporte de nutrientes e a dispersao de
sementes (Dudgeon et al., 2006; Cooke et al., 2012). No entanto, a escassez de
informagdes sobre aspectos reprodutivos e produtivos ainda limita o avango da produgao

aquicola dessas espécies (FAO, 2022).

A intensificacdo da aquicultura frente a crescente demanda por pescado exige
maior eficiéncia na produgdo de ovos vidveis e na obtencdo de juvenis com alta taxa de
sobrevivéncia (Lubzens et al., 2010). Para isso, ¢ fundamental aprofundar o conhecimento
sobre a reproducdo dos peixes nativos, especialmente de espécies migratorias, cujas
populacdes vém sofrendo significativas reducdes devido a agdo antrépica. A construcao
de grandes usinas hidrelétricas, por exemplo, promove a fragmentacdo dos rios e a
conversao de trechos loticos em ambientes 1é€nticos, o que altera a dindmica hidrologica
e compromete os ciclos reprodutivos naturais (Agostinho et al., 2008; Pereira et al., 2023).
Entre os principais fatores de ameaga a sua persisténcia estdo a sobrepesca e a obstrugao
do fluxo fluvial, os quais tém contribuido significativamente para os declinios

populacionais (Brasil, 2022).

Diante desse cenario, a conservacao ex situ on farm surge como uma estratégia
promissora para mitigar os impactos sobre a ictiofauna nativa. Esse tipo de conservagao
permite a manuten¢ao de populagdes fora de seu ambiente natural, sob condigdes
controladas de cultivo, possibilitando tanto a preservacdo da diversidade genética quanto
a reproducao assistida, com potencial para reintrodugdo em habitats naturais (Paiva et al.,
2019; FAO, 2022). Além disso, essa abordagem tem viabilizado estudos reprodutivos e

genéticos com espécies de interesse ecologico, econdmico e zootécnico.

Entre as espécies neotropicais mantidas em sistemas de conservacao ex situ on

farm e avaliadas no presente estudo, destacam-se quatro representantes da ordem



22

Siluriformes:  Pseudoplatystoma  reticulatum,  Pseudoplatystoma  corruscans,
Phractocephalus hemioliopterus e Hemisorubim platyrhynchos. Essas espécies sao
migratdrias, de médio a grande porte, com ciclo reprodutivo sazonal e desova total, sendo
caracterizadas como reofilicas — isto ¢, sua reproducdo esta associada a variagdes nos
niveis fluviais (Resende et al., 1995). Além do valor zootécnico, elas desempenham
papéis ecologicos relevantes na regulagdo trofica dos ecossistemas aquaticos (Agudelo-
Cordoba et al., 2000; Barthem & Goulding, 1997). Ressalta-se que P. corruscans esta
classificada como “vulneravel” e H. platyrhynchos como de “menor preocupacao” na
Lista Vermelha da Fauna Brasileira Ameagada de Extincado (ICMBio, 2025), o que

reforca a importancia de agdes voltadas a conservacao dessas espécies.

Embora essas espécies completem a maturacdo gonadal em cativeiro, a auséncia
de estimulos ambientais tipicos dos rios dificulta a liberagdo espontanea dos gametas,
sendo necessdria a inducdo hormonal exdgena para a reproducdo. Em sistemas de
aquicultura, o extrato de hipofise de carpa ainda ¢ o hormonio mais amplamente utilizado
no Brasil (Woynarovich & Horvath, 1983; Oliveira et al., 2023). Dessa forma,
compreender os mecanismos fisiologicos e reprodutivos dessas espécies em cativeiro €
essencial para a eficiéncia dos programas de manejo, repovoamento e producdo

comercial.

A indugdo reprodutiva em fémeas de peixes reofilicos geralmente ocorre apenas
uma vez por temporada em sistemas de cultivo (Pires et al., 2018). Identificar os fatores
que limitam a reutilizagdo de reprodutores ao longo do mesmo periodo reprodutivo pode
otimizar a producao de juvenis com alta variabilidade genética, promovendo beneficios

para programas de conservagao e melhoramento genético.

Apesar da expressiva diversidade de peixes de dgua doce no Brasil, a biologia
espermatica de muitas espécies nativas permanece pouco explorada (Viveiros &
Godinho, 2009). A morfologia dos espermatozoides representa um parametro-chave para
a avaliagdo da qualidade reprodutiva, com implicagdes ecoldgicas e produtivas (Streit et
al., 2009). Fatores ambientais e hormonais podem influenciar significativamente a
qualidade do sémen e, consequentemente, o sucesso da fertilizacdo (Murgas et al., 2015).
Nesse sentido, a microscopia eletronica tem se mostrado uma ferramenta eficaz para
revelar variacdes estruturais que podem refletir aspectos funcionais, filogenéticos e

adaptativos (Psenicka et al., 2007).
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Diante dos desafios enfrentados para a reprodu¢do e conservagdo de espécies
reofilicas, este trabalho teve como objetivos: (i) avaliar a inducdo reprodutiva sucessiva
em fémeas de Pseudoplatystoma reticulatum durante um mesmo periodo reprodutivo; e
(1) realizar uma analise comparativa da morfologia e morfometria dos espermatozoides
de quatro espécies nativas por meio de microscopia eletronica de varredura. Os resultados
obtidos oferecem subsidios para o aprimoramento das estratégias reprodutivas na

piscicultura e para a conservagao de espécies nativas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PSEUDOPLATYSTOMA RETICULATUM (EIGENMANN & EIGENMANN, 1889)

Pseudoplatystoma reticulatum (Siluriformes), popularmente conhecido como
surubim Cachara, ¢ um bagre de grande porte distribuido nas bacias dos rios Parana-
Paraguai e Amazonas Central, ocorrendo na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e
Uruguai. A espécie foi reclassificada apds a revisdo taxonOmica do género, sendo

anteriormente identificada como P. fasciatum (Buitrago-Suarez, 2006).

A espécie apresenta coloragdo dorsal prateada e ventral esbranquicada, com listras
negras perpendiculares ao corpo (Figura 1). Difere-se de outros congéneres pela presenca
de barras escuras em forma de al¢a, formando um padrao reticulado, em contraste com as
barras retas observadas em P. fasciatum, P. orinocoense e P. punctifer. As barras
conectam-se a regido dorsal, formando células distintas que se estendem abaixo da linha
lateral. Adicionalmente, exibe manchas na cabeca, auséncia de delimitagao clara entre as
regides dorsal e ventral, barbatana anal manchada, mandibula inferior pontiaguda, 4243
vértebras e trés barbilhdes maxilares com fungdo sensorial (Buitrago-Suarez; Burr, 2007;

Crepaldi et al., 2006).

Figura 1. llustra¢do da Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum)
Fonte: Proprio autor

Os espinhos serrilhados das nadadeiras dorsal e peitorais apresentam ferroes que
liberam ictiocrinotoxina, uma toxina proteica e gelatinosa com potencial lesivo, tipica
entre os Siluriformes como mecanismo de defesa (Thulesius Et Al., 1983; Halstead,

1988). A espécie pode atingir até 170 cm de comprimento, apresenta habitos noturnos,
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prefere aguas turvas e ocupa o topo da cadeia alimentar em diferentes habitats da América

do Sul (Reid, 1983).

P. reticulatum ¢ uma espécie migratoria, de reproducdo reofilica, com ciclo
sazonal influenciado pelos niveis fluviométricos. Juntamente com outros representantes
do género, exerce papel ecologico relevante na regulacao trofica de cima para baixo
(Agostinho; Gomes; Pelicice, 2007; Agudelo-Cordoba Et Al., 2000; Barthem; Goulding,
1997).

Apesar da excelente qualidade de carne — textura firme, coloragdo clara, baixo
teor de gordura e auséncia de espinha em "Y" —, seu habito alimentar carnivoro tem
dificultado a consolidagdo da espécie na aquicultura brasileira (Fantini et al., 2013). No
entanto, cruzamentos com Leiarius marmoratus tém gerado hibridos com alto
desempenho zootécnico e menor incidéncia de canibalismo, sendo amplamente utilizados

e economicamente relevantes para a piscicultura nacional (Gutiérrez-Barragan, 2025).

2.2 PSEUDOPLATYSTOMA CORRUSCANS (SPIX & AGASSIZ, 1829)

O Pseudoplatystoma corruscans, comumente denominado pintado, surubim ou
surubim-pintado, € uma espécie nativa cuja distribuigdo abrange as bacias dos rios Parana
e Sao Francisco (Pereira et al., 2023). Caracteriza-se por habitos noturnos e carnivoros,
preferencialmente piscivoro (Resende et al., 1996), realizando migracdes reprodutivas
durante o periodo da piracema, com um ciclo reprodutivo sazonal influenciado pelos
niveis fluviométricos (Godinho, Kynard & Godinho, 2007; Melo-Silva et al., 2022;
Santos et al., 2012) e possuem desova total (Zaniboni-Filho e Weingartner, 2007).

Altamente valorizado na pesca esportiva e comercial devido ao grande porte e ao
sabor suave de sua carne (Balboni et al., 2021; Mikkola, 2024), sendo amplamente
utilizado na produg¢do de hibridos (Gutiérrez-Barragan et al., 2025). Biologicamente, atua
como predador de topo, exercendo papel fundamental no equilibrio ecoldgico. Sua
exploracao ¢ significativa nas regides em que ocorre, tanto para fins comerciais quanto

recreativos (Mateus & Petrere, 2004).
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P. corruscans (Figura 2) ¢ uma espécie de grande porte, podendo alcangar até
100 kg. Apresenta dorso e laterais acinzentados, cobertos por inimeras manchas negras,
que variam de forma arredondada a verticalmente alongada, sendo mais discretas na parte
superior do corpo. Acima da linha lateral, destacam-se faixas claras e estreitas que
percorrem os flancos, enquanto a tonalidade escura do corpo tende a clarear abaixo dessa

linha. As nadadeiras também possuem pequenas manchas escuras (Britski et al., 1999).

Figura 2. Ilustragdo do Pintado (Pseudoplatystoma corruscans)
Fonte: Proprio autor

A cabecga ¢ comprida e achatada, representando entre um quarto e um ter¢o do
comprimento total do animal. Em determinados exemplares, observa-se o lobo inferior
da nadadeira caudal com aspecto hialino, e a regido ventral pode ser isenta de manchas
escuras (Buitrago-Suérez & Burr, 2007).

A espécie foi recentemente inserida na lista de espécies ameagadas de extingdao no
Brasil, com status de vulneravel (Brasil, 2022; ICMBio, 2025). Ainda assim, sua captura
permanece autorizada, desde que respeitadas as normas vigentes voltadas a conservagao

da espécie e a manutengdo sustentavel da atividade pesqueira (Brasil, 2024).

2.3 HEMISORUBIM PLATYRHYNCHOS (V ALENCIENNES, 1840)

Hemisorubim platyrhynchos, pertencente a ordem Siluriformes, ¢ popularmente
conhecido no Brasil como jurupoca, jiripoca ou jerupoca. Possui ampla distribuicdo na
América do Sul, ocorrendo nas bacias dos rios Amazonas, Maroni, Orinoco, Tocantins,

Parana-Paraguai, além de rios costeiros do estado do Maranhao (Lundberg & Littmann,
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2003). E valorizado comercialmente em diversas regides brasileiras, especialmente pelo

sabor de sua carne (Faccioli, 2015).

E uma espécie migratoria, que ndo apresenta cuidado parental e habita
predominantemente pogas e remansos dos rios (Le Bail et al., 2000). Apresenta habito
alimentar carnivoro, com preferéncia piscivora (Agostinho, 2003). Por ocupar o topo da
cadeia tréfica, possui naturalmente populagdes menos densas, o que a torna sensivel a

distarbios ambientais.

H. platyrhynchos apresenta coloracdo varidvel, entre castanho-esverdeada e
amarelada (Figura 3), com regido ventral esbranquicada. Manchas pretas ovaladas de
tamanhos distintos se distribuem ao longo do corpo, sendo caracteristico o aparecimento
de uma mancha escura na base do lobo superior da nadadeira caudal (Le Bail et al., 2000).
A boca ¢ voltada para cima e a mandibula inferior ligeiramente mais longa que o maxilar

superior, conferindo-lhe um perfil morfoldgico distinto entre os peixes de couro.

Figura 3. Ilustracao da Jurupoca (Hemisorubim platyrhynchos)
Fonte: Proprio autor

Essas caracteristicas morfoldgicas, somadas ao padrao de coloragdo, representam
adaptagdes aos ambientes de fundo lodoso. Como predador piscivoro, sua alimentagao
baseia-se em organismos bentonicos e peixes, sendo a posi¢ao dos olhos e o formato bucal

compativeis com estratégias de caga proximas ao substrato (Le Bail et al., 2000).

Trata-se de uma espécie de médio porte, podendo atingir at¢ 60 cm de

comprimento total e cerca de 3 kg de massa corporal. Suas caracteristicas biologicas e
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ecologicas destacam sua relevancia nos ambientes aquaticos da regido neotropical, onde

desempenha papel funcional como predador de topo.

As populagdes de H. platyrhynchos tém sofrido declinios significativos,
principalmente devido a intensificagdo de impactos antrépicos, como a destruicdo de
habitats naturais. A constru¢do de barragens hidrelétricas figura entre os principais fatores
negativos, ao fragmentar os cursos d’agua e comprometer os deslocamentos migratérios
necessarios a reproducdo da espécie (Faccioli et al., 2014). Em razdo de sua biologia
reprodutiva e comportamento tréfico, a espécie foi incluida na Lista Vermelha da Fauna
Brasileira Ameacada de Extincdo (ICMBio, 2025), classificada como de "menor

preocupagao”.

2.4 PHRACTOCEPHALUS HEMIOLIOPTERUS (BLOCH & SCHNEIDER, 1801)

A Phractocephalus hemioliopterus, conhecida popularmente como Pirarara,
Bagre de cauda vermelha, Cajaro, Cola roja ou Bandera, ¢ uma espécie da ordem
Siluriformes, amplamente distribuida nas bacias Amazonica e Araguaia-Tocantins
(Moyjica et al., 2005). Esta espécie ocorre principalmente em canais de rios, incluindo
tributarios de aguas pretas e claras, atingindo as cabeceiras e regioes de marés proximas
ao estuario (Barthem & Goulding, 1997).

P. hemioliopterus apresenta caracteristicas distintivas, como uma forte ossificagao
do cranio, uma grande placa pré-dorsal ossea, de corpo liso, largo e de grande porte,
podendo atingir até 1,5 metro de comprimento e 80 kg (Figura 4). Sua coloracao varia do
castanho-esverdeado no dorso ao amarelo nos flancos e branco no ventre, com nadadeiras
caudal e dorsal vermelho-alaranjadas. A nadadeira adiposa tem base larga e radiada, e a
nadadeira anal e a dorsal apresentam extremidades claras. Os barbilhdes maxilares ndo

ultrapassam a nadadeira dorsal (Ferreira et al., 1998; Cérdoba et al., 2000).
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Figura 4. Ilustragdo Pirarara (Phractocephalus hemioliopterus)

Fonte: Proprio autor

Essas espécies possuem uma dieta onivora com tendéncia piscivora, mas também
se alimentam de caranguejos. Seu comportamento ¢ diurno, com desova total e
fecundacao externa. Como espécie migradora, percorre grandes distancias rio acima para
a reproducao, especialmente entre a estagdo seca e o inicio da enchente (Ferreira et al.,
1998; Cérdoba et al., 2000).

E um peixe de grande importancia econdmica, sendo altamente valorizada pelas
populacdes locais. Seu porte e coloracdo atraem a pesca esportiva, € muitos exemplares
jovens sao comercializados como peixes ornamentais (Céordoba et al., 2000). Além disso,
¢ uma importante fonte de renda para as comunidades ribeirinhas e, em algumas regides
da Amazonia, sua gordura e couro sdo utilizados na medicina tradicional para o

tratamento de problemas respiratorios (Souza et al., 2012).

2.5 CONTROLE NEUROENDOCRINO DA REPRODUCAO EM TELEOSTEOS

De maneira geral, os animais possuem um sistema que recebe informagdes
provenientes tanto do ambiente externo (sinais ambientais) quanto do interno (eventos
fisiologicos), processa, integra e regula essas informagdes. Esse processo resulta em um
estado enddcrino que, por sua vez, desencadeia os eventos fisioldgicos necessarios para
a reproducdo (Trudeau, 2006). Durante cada ciclo reprodutivo, a renovagao das células

germinativas, sua diferenciacdo, desenvolvimento, matura¢do e liberacdo provocam



30

alteragdes nas gonadas, caracterizando diferentes fases do ciclo reprodutivo. A
identificacdo dessas fases ¢ um parametro fundamental para o manejo reprodutivo das
espécies (Lowere-Barbieri et al., 2011). A caracterizagdo das fases reprodutivas baseia-
se nos estagios do desenvolvimento dos ovdcitos e da espermatogénese, bem como no
aspecto das gonadas (Brown-Peterson et al., 2011).

A maioria dos peixes tem seu processo reprodutivo regulado por fatores
ambientais, como temperatura, fotoperiodo, pluviosidade, entre outros pardmetros. No
entanto, as interacdes hormonais complexas entre os 6rgaos sensoriais e reprodutivos, que
acompanham o evento reprodutivo, sao mediadas por um sistema neuroendocrino
endogeno. Esse sistema envolve, principalmente, o eixo H-H-G, responsavel pela sintese
e liberagdo do hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH), das gonadotropinas
(GtHs), do horménio foliculo-estimulante (FSH), do hormonio luteinizante (LH), dos
esteroides gonadais (androgenos, progestagenos e estrogenos). Além dos hormdnios
citados, também estio presentes os neuromoduladores que podem tanto estimular quanto
inibir o processo reprodutivo, como dopamina, horménio inibidor de gonadotropinas,
acido gama-aminobutirico, fator de crescimento semelhante a insulina, neuropeptideo Y,
kisspeptina, entre outros (Levavi-Sivan et al., 2010; Mylonas et al., 2010; Zohar et al.,
2010).

Alguns estudos sugerem que as gonadotropinas (GtHs) podem ser afetadas
quando espécies migradoras sdo transferidas para o cativeiro, resultando no bloqueio da
reprodugdo. Isso ocorre porque, na cascata de estimulacdo para a sintese dos esteroides
gonadais, a producao de 17a, 20B-DHP (hormdnio indutor da maturacao final, ovulagdo
e desova) ¢ estimulada pelas GtHs, especialmente pelo LH (Lubzens et al., 2010). O LH
atua nas células da teca, estimulando a conversdo de 170-OHP, que ¢ transportada para
as células da granulosa e convertida em 17a, 208-DHP. Esse hormonio ¢ fundamental
para a preparagdo do oocito para a fertilizagdo (Nagahama, 1997; Lubzens et al., 2010).
Embora sua importancia seja reconhecida, poucos estudos analisaram a presenca da 17a,
20B8-DHP em diferentes espécies. Sugere-se que o confinamento em cativeiro possa
interferir na a¢do da enzima 20B-HSD, que ¢ responséavel pela conversdo de 17a-OHP em
170, 20B-DHP. A atividade da 20B-HSD depende da estimulagdo pelas GtHs,
especialmente pelo LH (Nagahama, 1997). Nesse contexto, observa-se que as espécies
migradoras, como as de piracema, apresentam bloqueio reprodutivo quando impedidas

de migrar, o que pode estar relacionado a disfuncdo desse processo enzimatico.
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2.6 FISIOLOGIA REPRODUTIVA DA FEMEA DE P. RETICULATUM

Na maioria dos peixes neotropicais, incluindo os representantes da ordem
Siluriformes, os ovarios e testiculos sdo drgaos pares, fusiformes e alongados, localizados
na cavidade celomatica. Esses 6rgaos estdo posicionados lateralmente a bexiga gasosa e
dorsalmente ao tubo digestivo. Nos ovarios, os ductos ovarianos comuns se originam das
extremidades caudais de cada ovario, fundindo-se posteriormente para formar o ducto
ovariano Unico, que se abre na papila genital localizada posterior e contigua a papila anal
(Rizzo & Bazzoli, 2014; Romagosa et al., 2003).

Os ovarios dos peixes sdo revestidos pela tinica albuginea, uma camada que emite
septos para o interior do o6rgdo, formando lamelas ovoligeras onde os ovoécitos se
desenvolvem. Esse desenvolvimento pode ocorrer de trés modos: sincrénico, assincrono
e sincronico em grupo. Este Gltimo € caracteristico de espécies que realizam a desova em
estacdes reprodutivas de curta duragdao, como ocorre durante a piracema em espécies
como o cachara (P. reticulatum) (Romagosa et al., 2000).

A coloragdo e a estrutura dos ovarios do cachara alteram-se ao longo dos
diferentes estddios do ciclo reprodutivo. Inicialmente, no estadio juvenil, os ovarios
apresentam-se como filamentos transparentes, sem irrigacdo evidente. Com o
desenvolvimento, passam a apresentar ovocitos de coloragdo amarela que ocupam toda a
cavidade celomatica, podendo ser observados a olho nu, e, em estadios mais avancados,
os oocitos adquirem uma coloragdo esbranqui¢ada (Romagosa et al., 2000). Foram
identificados quatro estaddios principais no ciclo reprodutivo da espécie: juvenil, repouso,
maturacao e regressao (Romagosa et al., 2003). Apos a desova, os ovos apresentam uma
cobertura gelatinosa sobre a zona radiata, que confere adesividade ao substrato, uma
caracteristica essencial para o sucesso reprodutivo da espécie (Rizzo et al., 2002).

Na natureza, a maturacao sexual das fémeas do cachara ocorre no terceiro ano de
vida, quando atingem um peso médio de 2 kg. Os machos, por sua vez, apresentam maior
precocidade, alcangando a maturidade sexual aos dois anos, com peso aproximado de 1,5
kg. Em ambientes de piscicultura, no entanto, observou-se que os machos podem atingir
a maturidade ao final do primeiro ano de vida, com cerca de 800 g, enquanto as fémeas
atingem a maturidade no segundo ano, pesando acima de 2 kg (Inoue et al., 2009).

Por serem migradores, a reprodugdo em cativeiro dessas espécies so € viavel com
o uso de técnicas de maturacgao final e desova induzida por hormonios hipotalamicos ou

gonadotrdpicos. A estagdo reprodutiva geralmente ocorre entre novembro e fevereiro
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(Inoue et al., 2003). A canulagdo em fémeas reprodutoras ¢ uma técnica eficaz para
determinar o estdgio de maturacdo e a qualidade dos gametas, facilitando o sucesso da
indu¢do hormonal e da desova, com base na posi¢do da vesicula germinativa (Inoue et

al., 2003; Leonardo et al., 2004; Nufiez et al., 2008).

2.6.1 Ovogénese

A fisiologia reprodutiva em fémeas de peixes teledsteos ¢ regulada por fatores
ambientais externos, além de estimulos sociais. Quando a idade e peso minimos sao
atingidos para a reproducdo, esses estimulos sdo captados pelos sistemas sensoriais e
enviados ao hipotalamo, que, por meio de circuitos neuronais, libera neuro-horménios na
hipofise. Nos teledsteos, a falta de um sistema porta-hipofisario faz com que os neuro-
hormdnios cheguem diretamente a adeno-hipofise por inervacao. O GnRH, liberado pelo
hipotdlamo, estimula a producdo de FSH na hipoéfise, que age nos foliculos ovarianos,
convertendo colesterol em testosterona. A testosterona ¢ aromatizada em 173-estradiol
(E2), que, por sua vez, estimula a sintese de vitelogenina no figado e sua incorporacao
pelo oocito, promovendo seu crescimento. A vitelogénese ocorre com aumento nos niveis
plasmaticos de E2 e testosterona, que inibem a producao de FSH e estimulam a liberag¢do
de LH nas fases finais. O LH induz a producao de 17a-hidroxiprogesterona, que ¢
convertida em 17a, 208-DHP, conhecido como o hormoénio indutor da maturagdo e
ovulagdo. Esteroides gonadais, como androgenos, progestagenos e estrogenos, atuam no
feedback regulando a expressdo de neuro-hormodnios e neurotransmissores, sendo
essenciais para o comportamento sexual e a sincronizagdo da desova (Levavi-Sivan et al.,
2010; Lubzens et al., 2010; Zohar et al., 2010; Nagahama, 1997; Nagahama e Yamashita,
2008; Munakata e Kobayashi, 2010).

As células germinativas femininas, ou oogoOnias, passam por profundas
modificagdes durante seu desenvolvimento, podendo-se caracterizar fases ao longo desse
processo. Essas fases recebem denominagdes distintas por diferentes autores (Yamamoto,
1956; Chaves, 1991; Agostinho, et al., 1993; Agostinho, et al., 1991; Quaggio-Grassiotto
etal. 2011).

Fase I: As células germinativas jovens (cromatina-nucleolar) sdo pequenas e
aparecem agrupadas em "ninhos" nas lamelas ovigeras, em regides vascularizadas. Seu
citoplasma ¢ escasso e o nucleo ¢ arredondado, basofilo, geralmente com um tnico

nucléolo central. Essas células podem ser ovogonias ou ovocitos em estagios iniciais de
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desenvolvimento e sdo visiveis em ovarios "virgens", em repouso ou nas fases finais de
recuperagdo dos ovarios.

Fase II: Os oocitos do estoque de reserva (perinucleolares) se separam dos
"ninhos" devido ao aumento de volume. O citoplasma se torna bem definido e mais
basofilo que na fase anterior, e o nticleo passa a apresentar um ou dois nucléolos esféricos,
intensamente basofilos, que se tornam mais numerosos € migram para a periferia nuclear.
Esses ovocitos estdo presentes em gonadas de diferentes estddios de maturidade,
inicialmente arredondados e, posteriormente, devido a pressdo entre eles, apresentam
formas triangulares, retangulares ou ovais. Eles dardao origem as células que iniciardo a
vitelogénese.

Fase III: Durante o estagio de maturacao inicial, o 0o6cito apresenta crescimento
citoplasmatico acelerado, com vacuolizacdo indicativa de deposicao lipidica. O nucleo
cresce, mas de forma desproporcional, € contém varios nucléolos localizados na periferia,
sinalizando intensa sintese. Surge uma pelicula acidofila continua, a membrana vitelina,
que ¢ acoplada a membrana citoplasmatica do ovocito e rodeada por células foliculares
com nucleo central e citoplasma basofilo. O conjunto do ovdcito, membrana vitelina e
células foliculares forma o foliculo ovocitario, unidade basica do ovario. (Chaves, 1991).

Fase IV: Na fase de vitelogénese lipidica e protéica, ocorre a deposi¢cdo de
proteinas na forma de plaquetas acidofilas, geralmente a partir da periferia do citoplasma,
que avancam centripetamente, empurrando os vactiolos para o centro da célula. O ntcleo
mantém as caracteristicas da fase anterior, com contorno ligeiramente irregular. A
membrana vitelina torna-se mais espessa, enquanto as cé€lulas foliculares crescem,
tornando-se mais alongadas e visiveis.

Fase V: Na fase de vitelogénese completa, o oocito cresce rapidamente devido ao
aumento dos granulos de vitelo, com a auséncia das vesiculas lipidicas. Os granulos
protéicos alteram o aspecto do ovoplasma, e a basofilia desaparece. O nucleo se contrai e
perde a forma esférica, enquanto a membrana vitelina se torna mais espessa, formando a
"zona radiata". As células foliculares se organizam em uma palicada. Essa fase ocorre em
ovarios maduros ou em maturagao avangada, preparando os ovocitos para eliminacao.

Fase VI: Na fase de hialinizagdo, o odcito sofre hidratacdo, fazendo com que os
granulos de vitelo se coalesgam, tornando-se maiores e sem individualidade, o que
confere ao citoplasma um aspecto manchado, com areas roseas e basofilas, onde antes
estava o nucleo. O volume do ovocito aumenta significativamente, de 6 a 8 vezes. Os

vacuolos lipidicos se concentram em poucas gotas centrais que migram para o polo
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vegetativo. O nucleo, agora basoéfilo, apresenta contornos irregulares e migra para o polo
animal, enquanto as células foliculares se aplanam. Esses ovoécitos, os mais avangados,

estdo prontos para ser eliminados.

2.7 CARACTERISTICAS ULTRAESTRUTURAIS DOS ESPERMATOZOIDES EM PEIXES

O sémen ¢ composto por plasma seminal e espermatozoides, com sua composi¢ao
variando entre individuos da mesma espécie. Sua principal funcao ¢ fornecer um ambiente
adequado para o armazenamento dos espermatozoides (Ciereszko et al., 2000). O plasma
seminal € produzido principalmente nos testiculos e ductos espermaticos na maioria dos
teledsteos, uma vez que muitas espécies nao possuem glandulas acessorias (Lahnsteiner
et al., 1994), embora haja excegdes em algumas subordens e espécies (Patzner, 1991).
Além de ser rico em compostos minerais, especialmente sodio, potassio e cloro (75 a 175
mM, 32 a 86 mM e 112 a 183 mM, respectivamente), o plasma também contém calcio e
magnésio (1 a 2 mM), ions essenciais para a motilidade e ativacdo espermatica, além de
regularem a osmolaridade do plasma seminal (Suquet Et Al., 1994; Ciereszko Et Al,
2000; Billard & Cosson, 1992). Em peixes de dgua doce, a motilidade espermatica ¢
controlada pela concentragdo de potassio (acima de 40 mM inibe) e pela osmolaridade
ambiental (inibida quando superior a 300 mOsm/Kg) (Ciereszko et al., 2000).

Os espermatozoides de peixes teledsteos ndo possuem acrossoma, sendo
substituido por uma micrdpila no cérion dos ovos, por onde entram para iniciar a
fertilizagdo (Cosson et al., 1999). Eles sdo compostos por trés partes: A cabeca, que
participa da interagdo ovocito espermatozoides, pe¢a intermediaria com as mitocondrias,
que participam na produgdo de energia e o flagelo, que atua na motilidade (Flesch &
Gadella 2000). Jamieson (1991) classificou os espermatozdides em dois tipos com base
na ultraestrutura e no tipo de fertilizacdo: "aquasperm", presentes em espécies de
fertilizagdo externa, e "introsperm", em espécies de fertilizagao interna.

Os espermatozoides do tipo "aquasperm" podem ou ndo apresentar acrossoma.
Dentro dos "aquasperm" sem acrossoma, Jamieson (1991) fez uma sub-classificacdo,
distinguindo-os em dois tipos. O tipo I possui um nucleo pequeno, ovoide ou esférico,
centriolos em angulos retos na fossa nuclear, uma pequena peca intermediaria formando
um colar ao redor da regido inicial do flagelo, e mitocondrias pequenas e poucas
localizadas no colar citoplasmatico. O flagelo apresenta o axonema classico, com

microtubulos periféricos e um par central. A membrana flagelar pode ter projecdes
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laterais semelhantes as nadadeiras dos peixes. Essas estruturas envolvem e protegem as
células espermaticas, que permanecem imoveis dentro dos testiculos (Jamieson, 1991;
Mattei, 1991).

O tipo II ¢ caracterizado por um flagelo paralelo ao ntcleo, com centriolos fora
da fossa nuclear e uma peca intermediaria muito pequena ou ausente. No axonema, ha
material denso no limen das duplas de microtubulos 1, 2, 5 e 6, formando diferenciagdes
intratubulares (Jamieson, 1991). Além disso, a compactagdo da cromatina nos
espermatozdides varia, mas ndo parece estar associada a ordem dos peixes. Contudo,
dentro de uma mesma familia, os espermatozoides podem compartilhar caracteristicas
ultraestruturais semelhantes, como a forma do nucleo, nimero e formato das
mitocondrias, e a presenga ou auséncia do canal citoplasmatico e das expansdes laterais
na membrana flagelar (Mattei, 1991; Jamieson, 1991). O diametro da cabeca pode variar
de 2 a 4 um, com excegdes em enguias e esturjoes, onde a cabega chega a 10 pm de

comprimento (Linhart et al., 1991).
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4 HIPOTESE

A inducdo sucessiva de fémeas de Pseudoplatystoma reticulatum no mesmo periodo
reprodutivo otimiza o uso das reprodutoras e maximiza a produgdo de alevinos, com
a formacgdo e liberagdo de novos odcitos vitelogénicos, ou, alternativamente, a

liberacao de odcitos ja em desenvolvimento da primeira reprodugao.

Ha diferengas significativas nas caracteristicas morfologicas e morfométricas das
células espermaticas entre P. reticulatum, P. corruscans, Phractocephalus
hemioliopterus e Hemisorubim platyrhynchos distintas espécies de bagres nativos da

regido Neotropical.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a resposta a inducdao reprodutiva sucessiva em fémeas de

Pseudoplatystoma reticulatum e caracterizar a morfologia espermatica de P. reticulatum,

Pseudoplatystoma  corruscans, Phractocephalus hemioliopterus e Hemisorubim

platyrhynchos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar a reprodug¢do induzida no inicio da estagdo reprodutiva em fémeas

de P. reticulatum.

Avaliar a reproducao induzida 60 dias apos a primeira indugao em fémeas

de P. reticulatum.

Comparar os resultados das duas reprodugdes induzidas realizadas durante

a safra 2022/2023, analisando a viabilidade e o desempenho reprodutivo.

Realizar avaliagdo histologica das fémeas de P. reticulatum na primeira e
na segunda desova, observando possiveis alteracdes morfoldgicas e

fisiologicas.

Avaliar a morfologia das células espermaticas de P. reticulatum, P.
corruscans, P. hemioliopterus e H. platyrhynchos utilizando microscopia

eletronica de varredura (MEV).

Avaliar a morfometria das imagens geradas no MEV (Microscopia
Eletronica de Varredura) das células espermaéticas de P. reticulatum, P.
corruscans, P. hemioliopterus e H. platyrhynchos utilizando o software

IMAGEJ (National Institutes of Health, USA, http://rsbweb.nih.gov/ij/).
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6 ARTIGO 1

Artigo normalizado na revista Aquaculture International

Fémeas de Pseudoplatystoma reticulatum podem ser reusadas mais de uma vez no

mesmo periodo reprodutivo?

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a reprodugdo induzida sucessiva de fémeas de
Pseudoplatystoma reticulatum (cachara). Foram selecionadas 19 fémeas (5,0+1,04 kg;
74,0+£5,8 cm), submetidas a indugdes hormonais no inicio do periodo reprodutivo, com
intervalos médios de 65 dias entre as desovas. As caracteristicas avaliadas incluiram peso
e namero de odcitos, fecundidade absoluta e relativa, indice de producdo, taxas de
fertilizagao e eclosdo, além de andlises histologicas e estereologicas das gonadas. Das 19
fémeas, quatro foram eutanasiadas para analise dos oocitos, ¢ 15 foram induzidas a
primeira desova, com 80% de sucesso (12 fémeas). Sete delas foram submetidas a
segunda reprodugdo, com cinco apresentando desova bem-sucedida. A fecundidade
absoluta e relativa foi maior na segunda desova (922.940 odcitos; 202,28 o6citos/g) em
comparagdo a primeira (550.517 odcitos; 122,26 odcitos/g; P<0,05). As andlises
evidenciaram a liberagdo sucessiva de oodcitos vitelogénicos ao longo da estacdo
reprodutiva. Os resultados mostram que a reprodu¢do induzida sucessiva ¢ vidvel na
espécie, com melhorias em caracteristicas reprodutivas observadas a partir de 46 dias.
Este estudo pioneiro na cachara propde novos protocolos de manejo reprodutivo,
otimizando o uso do plantel sem comprometer a qualidade reprodutiva, além de aumentar

a producdo e oferta de alevinos.

Palavras chaves: Desova sucessiva, Peixe Reofilico, Retorno reprodutivo, Siluriforme.

1. Introducao

Os peixes continentais neotropicais apresentam grande potencial para o

desenvolvimento da aquicultura dos paises Sul-Americanos, pois cerca de um terco de
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todas as espécies de dgua doce ocorrem nesta regido, com uma estimativa de 5160
espécies distribuidas em 739 géneros e 69 familias (Reis et al., 2016). Sao importantes na
pesca comercial e recreativa, e algumas espécies, como as do género Pseudoplatystoma
tornaram-se chave para a aquicultura brasileira (Pereira et al., 2023). Entretanto, a falta
de informagdes sobre os aspectos reprodutivos e produtivos ¢ um dos fatores que limita a

produgdo desses peixes (FAO, 2022).

Entre as espécies neotropicais com potencial para a piscicultura na América do sul
se destaca a Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum). Muito embora esta espécie possua
excelente qualidade de carne (textura firme, coloracgao clara e de baixo teor de gordura)
além da auséncia de espinha em "y", como destacou Fantini et al. (2013), o seu habito
alimentar carnivoro, dificultou sua consolida¢dao na aquicultura brasileira. Diante deste
fato, nos ultimos dez anos ocorreu a expansao na producdo de um outro bagre, neste caso
hibrido, conhecido como “pintado amazonico”, que tem sua origem no cruzamento entre
fémeas de espécies do género Pseudoplatystoma e macho de Leiarius marmoratus. No
hibrido resultante prevaleceram as caracteristicas zootécnicas mais importantes das
espécies do género Pseudoplatystoma (qualidade da carne) e do género Leiarius (habito

alimentar onivoro). Atualmente no Brasil é o quinto grupo de peixes mais produzido, com

11,6 mil toneladas em 2023 (IBGE, 2024).

A reproducdo induzida em fémeas de espécies reofilicas neotropicais Sul-
Americanas, de forma geral e rotineira, acontece apenas uma vez por periodo reprodutivo
nas pisciculturas, ou seja, uma Unica vez por ano (Pires et al., 2018). No caso especifico
de P. reticulatum, esse periodo reprodutivo em condigdes de cativeiro acontece nos meses
de novembro a fevereiro, a partir do segundo ano de vida (Romagosa et al., 2003). A falta
de informagdes sobre os aspectos reprodutivos e produtivos ¢ um dos fatores que limita a

producao desses peixes (FAO, 2022).

Um dos principais objetivos da indistria aquicola ¢ a maior eficiéncia de
producao de ovos e viabilidade de juvenis com alta taxa de sobrevivéncia, com o objetivo
de suprir a crescente demanda por peixes (Lubzens et al., 2010). Ao compreender os
fatores que limitam a reproducdo e implementar medidas para otimizar o processo, ¢
possivel aumentar a taxa de sucesso da reprodugdo a partir do reuso de reprodutores
durante o periodo reprodutivo podendo maximizar a produ¢ao de juvenis para a criagao

de peixes de alto valor genético (Pires et al., 2018).
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Em reprodutores machos, estudos mostraram o sucesso em reproducdes
sucessivas em Piaractus mesopotamicus com intervalos de 41 dias (Kuradomi et al.,
2016), trés reprodugdes em Colossoma macropomum com intervalo médio de 75 dias
(Pires et al., 2017) e quatro reproducdes em L. marmoratus com intervalos de 10 dias
(Spica et al., 2021). Todavia, o reuso de fémeas no mesmo periodo reprodutivo, somente
foi demonstrado com sucesso em tambaqui, C. macropomum (Pires et al., 2018). Os
autores observaram a eficiéncia de duas desovas induzidas sucessivas em fémeas da.

espécie, com intervalo de 75 dias entre elas, em um mesmo periodo reprodutivo.

Considerando a importancia de Pseudoplatystoma reticulatum para a produgao de
hibridos de catfish para a aquacultura brasileira, o objetivo deste estudo foi avaliar
reprodugdes induzidas sucessivas em fémeas de P. reticulatum em um mesmo periodo

reprodutivo.

2. Materiais e métodos

2.1 Local e ambiente de manutengao dos reprodutores

O experimento foi realizado em uma piscicultura localizada no municipio de
Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil (20°25'57" S e 55°17'11" W). Todos os
procedimentos experimentais envolvendo os animais foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (n°
1083/2019).

Foram utilizados individuos adultos de P. reticulatum que estavam alocados em
um viveiro escavado (1.350 m?) com densidade de estocagem de 0,8 m?, troca de dgua
diaria de 10% do volume total, temperatura média da agua de 28+0,98 °C; oxigénio
dissolvido de 8,0+0,26 mg/L e 8,0+0,05 de pH. Os animais foram alimentados uma vez
ao dia no periodo matutino com ragdo extrusada (32% de Proteina Bruta, Material Mineral

12%, Extrato Etéreo 6%, Fibra bruta 5,5%), equivalente a 1% da biomassa do tanque.

2.2 Reproducao induzida

As fémeas que compuseram o experimento foram selecionadas a medida que

apresentavam caracteristicas reprodutivas secundarias (ventre abaulado e orificio
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urogenital entumecido e avermelhado) de acordo com Woynarovich e Horvath (1983).
Em seguida, afim de aumentar a assertividade, de cada fémea foi coletado por sucgdo,
odcitos para analise da migracdo da vesicula germinativa central em direcdo a periferia
do nucleo, de acordo com a metodologia de Bruzka (1979). Foram selecionadas fémeas
com percentual maior que 65% de migracdo da vesicula germinativa. Apos a selegdo, as
fémeas foram transferidas para tanques de alvenaria no laboratdrio, para o manejo de
indu¢do hormonal. Os tanques de alvenaria foram mantidos com renovagdo de agua
constante e parametros da dgua adequados para a espécie (temperatura média da dgua de
26,9 £ 1,2 °C; oxigénio dissolvido de 9,9 + 8,1 mg/L e pH de 8,0 + 1,3).

As fémeas foram identificadas com microchip conforme metodologia de Streit Jr
et al. (2012) para o acompanhamento individual ao longo do experimento, registrando-se
peso médio de 5,0+1,04 kg, comprimento total médio de 74,0+5,8 cm e circunferéncia
abdominal média de 42,043,7 cm. As fémeas foram submetidas a indu¢ao hormonal com
5,0 mg de extrato de hipofise de carpa (EHC)/kg de peso vivo em duas doses (20% inicial
e 80% apos 12 horas) conforme protocolo de Woynarovich e Horvath (1983) adaptado.

Para obtenc¢ao da taxa de fertilizacao e eclosao, foram selecionados machos de P.
reticulatum com caracteristicas reprodutivas secundarias, liberagao de sémen sob leve
pressdo abdominal. A posologia utilizada para indu¢do hormonal com extrato de hipdfise
de carpa/kg foi de 1,0 mg em aplicagdo unica, conforme protocolo de Woynarovich e
Horvath (1983) adaptado. O sémen foi coletado de acordo com a metodologia descrita

por Sanches et al. (2011), ap6s 220 horas-grau (Inoue et al., 2003)

2.3 Desenho experimental

Primeira Fase

Dezenove fémeas foram selecionadas em seis diferentes momentos do mesmo
periodo reprodutivo da espécie (setembro a novembro de 2022). Na primeira fase foram
compostos os seguintes Grupos: G1, G2 e G3 com trés fémeas cada; G4 e G5 com quatro
fémeas cada e G6 com duas fémeas, observado na Figura 1.

Das quatro fémeas do G5, duas ndo foram induzidas, porém eutanasiadas para
avaliacdo histoldgica das gonadas. As outras duas fémeas restantes do G5, também foram
eutanasiadas para avaliagdo histoldgica das gonadas, porém, com 204 Unidades Térmicas
Acumuladas ap6s indu¢ao hormonal com extrato de hipdfise de carpa. Logo, todos os

animais do G5 foram eutanasiados e, portanto, desconsideradas para a sequéncia do
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desenho experimental. Todas as fémeas do G2 ndo liberaram efetivamente os o6citos
durante 0 manejo de extrusdo, bem como uma fémea dos grupos G1, G3 e G6 que
morreram apoés a liberagdo dos oocitos e que, portanto, também foram desconsideradas
para a sequéncia do desenho experimental. Portanto, sete fémeas foram consideradas para

a segunda fase do experimento.

Segunda Fase

Cinco animais utilizados na primeira fase foram utilizados novamente para
aplicacdo do segundo manejo reprodutivo. Duas fémeas dos grupos G1, duas do grupo
G3 e apenas uma do G4, foram novamente induzidas a reprodugdo com 46, 76 ¢ 71 dias
apds a primeira indu¢do hormonal, respectivamente. A fémea restante do G4 ¢ a
remanescente do G6 foram sacrificadas para analises histologicas ovarianas, sem receber
o segundo manejo reprodutivo com indu¢do hormonal (segunda fase). Para andlise
histologica das gonadas, também foram eutanasiadas uma fémea do G3 e outra do G4
apos o segundo manejo de indugdo hormonal e consequente liberagcdo dos oocitos. Os
protocolos de indu¢do hormonal reprodutivo e coleta dos gametas seguiram o mesmo

procedimento aplicado na primeira fase do presente experimento.

Primeira Fase
19 fémeas selecionadas
G1 7 Dia ( 4 \;\%’ G3 “ ) ia ‘ Ga 19 Dia
R R s ey R ] s () —————
e S U -ﬁ\ - v 4—-1‘ - R e 'S o n
* @ *—. g

Segunda Fase
7 fémeas participante

O® ==z QO % O =
L Q =

/) 1° Desova Colela de gondda induz ida @ Coleta de gondaa pés 2° desova A Vortaidade
(@ 2" Desova . Coleta de gondaa ndo induzida ) Coleta de gondda sem ndugBo a2* desova *  Mortaiade semanas apds 1° desova
Desova ndo efetiva

Figura 1. Desenho experimental representando os grupos de animais que foram
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submetidos a indu¢do hormonal reprodutiva em dois momentos no mesmo periodo
reprodutivo, bem como os animais que foram selecionados para amostragem histolégica
das gonadas em diferentes momentos do manejo de indug¢do hormonal aplicado para o P.

reticulatum.

2.4 Caracteristicas reprodutivas avaliadas

As caracteristicas reprodutivas avaliadas foram: Peso dos oodcitos - PO (g);
numero de oodcito/g - NO; fecundidade absoluta - FA (niumero de odcitos liberados apos
a desova induzida); fecundidade relativa - FR (fecundidade absoluta/peso da fémea (kg));
indice de produgdo - IP (peso dos o6citos (g)*100/peso da fémea (kg));

Para os parametros que dependeram da célula reprodutiva masculina, taxa de
fertilizag¢do - TF (% de ovos fertilizados) e taxa de eclodibilidade (% de larvas eclodidas
a partir dos ovos fertilizados), previamente foi determinada a concentragdo de forma
individual em uma dilui¢ao de 1:1000 de sémen: formol salino tamponado, utilizando o
método da contagem de células esperméaticas em cdmara hematimétrica de Neubauer de
acordo com Mylonas et al. (1997). A concentracdo espermatica foi calculada de forma
semelhante ao recomendado para mamiferos, adequada para peixes de acordo com
Sanches et al. (2011). A motilidade espermatica foi realizada de forma subjetiva, seguindo
a metodologia adaptada de Streit Jr et al. (2006), utilizando 1 pL de sémen, diluidos em
10 pL de solugdo ativadora (dgua). Apos a diluigdo, utilizou-se 5 pL da mistura, para a
avaliacdo em um microscopio de luz em objetiva de 40%, sendo avaliado imediatamente
a taxa de motilidade e o tempo total em que os espermatozoides se mantiveram moveis.

A estimativa das taxas de fertilizagdo e eclodibilidade ocorreram em peneiras com
malha de 13¢ adaptadas em uma estrutura flutuante, dispostas em uma incubadora
cilindro-conica de 60 L com renovacdo de 7 L de d4gua/min para incubag@o dos ovos. Para
estimativa das taxas de fertilizagdo e eclodibilidade, foram realizadas a contagem de
numero de odcitos em 0,5 g em triplicata. A fertilizagdo foi em triplicata, cada peneira
recebeu 0,5 g de 6ocitos que foram fertilizados com um pool de s€émen de trés animais,
na propor¢do de 1x10% espermatozoide/odcito de acordo com Oliveira-Aratijo, et al.
(2016) ativado com a dgua da incubadora. A taxa de fertilizacdo foi avaliada em triplicata,
oito horas apos a fecundagdao, momento do fechamento do blastoporo. Classificamos 100
ovos por peneira em fertilizados e nao fertilizados. Apds 20 horas da fertilizagdo,

procedemos com a taxa de eclodibilidade avaliada em triplicata, determinada a partir da
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porcentagem de larvas eclodidas em relagdo ao total de ovos nao eclodidos em cada

peneira (Andrade et al., 2016).

2.5 Analise morfologica e esterioldgicas dos ovarios

Analises morfologias e esteriologicas foram realizadas para determinar se a
segunda desova ocorreu por uma nova formagao e liberacao de oocitos vitelogénicos ou
se 0s odcitos ja estavam em desenvolvimento prévio € nao foram liberados na primeira
reprodugdo. Oito fémeas foram selecionadas, coletou-se as gonadas nos seguintes
momentos: fémeas ndo induzidas a reproducdo na primeira fase (2); fémeas induzidas a
reproducdo na primeira fase (2); fémeas induzidas a segunda reproducdo com desova
efetiva na segunda fase (2) e fémeas com a primeira desova efetiva, mas ndo induzidas
na segunda fase (2). Para estas andlises, as fémeas foram anestesiadas em solucdo de
eugenol (eugenol, 50 mg/L) (Pires et al., 2018), em seguida eutanasiadas por decapitagao.
As gbnadas foram retiradas por uma incisdo na cavidade abdominal e em seguida fixadas
em solugdo de Bouin por 24 horas, posteriormente, as amostras foram desidratadas em
concentragdes crescentes de solugdo alcodlica (70, 80, 90, 100%), e incluidas em
Paraplast. O material foi seccionado a 5,0 um de espessura em micrétomo rotativo manual
(LUPETEC), equipado com navalha de aco e os cortes foram corados em Hematoxilina
e Eosina, conforme metodologia de Alvarenga et al. (2017). As fotografias digitais foram
analisadas a partir da digitalizagdo das imagens em computador, utilizando-se o programa
analisador de imagem, Motic Images Advance 3.2.

As caracteristicas ovarianas foram avaliadas por meio de observagdo morfologica
e estereologica, sendo os estagios celulares distinguidos em oogodnia, odcitos em
crescimento primadrio e secunddrio, além de odcitos atrésicos e complexos foliculares pds

ovulatorios (POCs) de acordo com descricao de Quaggio-Grassiotto et al. (2011).

2.6 Analises estatisticas

As variaveis dependentes foram submetidas ao Teste t de Student para Amostras
Emparelhadas. Uma amostra foi o resultado na primeira desova e a outra amostra o
resultado na segunda desova, emparelhadas considerando o efeito de reprodutora. Todas
as analises foram feitas seguindo as recomendagdes de Zar (2010) e utilizando o Sistema

de Analise Estatistica (SAS, 2002). Em todos os testes, uma diferenca foi considerada
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estatisticamente significativa se for menor que 0,05.

3. Resultados

A média percentual de migragdo da vesicula germinativa foi semelhante (p > 0,05)
na primeira e segunda desova, com valores de 79,5+7,1% e 79,4+10,2%, respectivamente.
Na primeira fase, 80% das fémeas induzidas desovaram, e na Tabela 1 sdo apresentados

indices reprodutivos das fémeas que nao participaram da segunda fase.

Tabela 1. Dados reprodutivos de fémeas de P. reticulatum apds uma Unica desova.
Grupo P PO NO FA FR IP TF TE

Gl M 7.500 167,4 1537  257.217 343 2,2 38 36
G2 D 5.000 57,1 2216 126556 253 1,1 NF NF
G2 D 4.100 592,5 1268  751.252 183,2 14,5 NF NF

G4 AST 4.000 99,6 2287  227.785 56,9 2,5 67 84

G4 M 2.800 196,9 2739  539.309 192,6 7,0 40 94

G4 M 4.700 440,5 1971  868.265 184,7 94 87 96

G5 ASI 57700 429,3 2253 967.303 169,7 7,5 91 90
Média 4.828,6 283,3 2038,7 5339553 121,0 6,3 64,6 80,0
Desvio Padrio 1.487,4 203,1 496,6 337.416,2 77,7 4,8 25,1 25,0

P - peso dos animais (g); PO - Peso dos oocitos (g); NO - nimero de odcito/g; FA -
fecundidade absoluta (nimero de odcitos liberados na desova induzida); FR - fecundidade
relativa (fecundidade absoluta/peso (g)); IP - indice de producgdo (peso dos odcitos
(g)*100/ peso(g)); TF - taxa de fertilizacdo (% de ovos fertilizados); TE - taxa de
eclodibilidade (% de larvas eclodidas); M: morte; NF: Nao fertilizou; ASI: eutanasia sem

indugdo; D: Descartado do retorno.

Quanto as fémeas que foram reutilizadas (segunda fase), 100% desovaram e os
indices reprodutivos podem ser observadas na Tabela 2. A média de peso dos oocitos
(PO) e o nimero de odcitos (NO), indice de produgao (IP), taxa de fertilidade (TF) e taxa
de eclodibilidade (TE) ndo diferiram (p > 0,05) entres as duas desovas. Quanto as médias
da fecundidade absoluta (FA) e fecundidade relativa (FR), foram maiores (p < 0,05) na

segunda desova em relagdo a primeira.
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Tabela 2. Dados reprodutivos da primeira e segunda desova das fémeas de P. reticulatum.

Grupo  Peso (g) VG% PO NO FA * FR * IP (%) TF (%) TE (%)

1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2° 1° 2° ° 22 1° 20 1° 2°
Gl 4.900 83 66 4828 417,6 1.645 2.146 794239 896.170 162,1 1829 99 85 8 81 93 98
Gl 5.150 80 72 488,0 6383 1.593 1.933 777.416 1.233.834 151,1 2396 95 124 69 88 70 96
G3 5.200 90 80  181,1 283,5 2.100 2.227 380.310 631355 73,1 1214 3,5 55 9 8 5 99
G3 3.400 71 96 211,1 409,6 2216 2.129 467.709 872.102 137,6 256,5 6,2 12,1 47 16 49 12
G4 4.650 72 83 1843 473,8 2435 2.071 448.844 981.240 96,5 211,1 4,0 102 71 77 92 98
Test T 1,0 0,08 0,54 0,011* 0,015* 0,09 0,51 0,43
Média 4.660 79,2 79,4 309,5 4446 1.998 2.101 573.704B 922.940a 124,18 202,34 6,6 9,72 56,4 68,8 61,8 80,6
Desvio

Padrio 737,7 7,1 10,2 161  128,7 366,6 109,3 196.444 217.012 378 532 3 2,8 299 29,8 36,5 384

P - peso dos animais(g); MV- Migracdo da vesicula germinativa (% de nticleo migrado); PO - Peso dos odcitos (g); NO - numero de odcito/g; FA - fecundidade absoluta (nimero

de odcitos liberados na desova induzida); FR - fecundidade relativa (fecundidade absoluta/peso (g)); IP - indice de producéo (peso dos odcitos (g)*100/ peso(g)); TF - taxa de
fertilizacdo (% de ovos fertilizados); TE - taxa de eclodibilidade (% de larvas eclodidas); *Diferenga significativa (P > 0,05). Letras maitisculas diferentes entre si na mesma

linha revelam diferenca.
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As analises morfologicas e esteriologicas evidenciam a liberagdo sucessiva de
odcitos vitelogénicos pelas fémeas de cachara ao longo da estacdo reprodutiva. Isso pode
ser notado com o aumento significativo (p < 0,05) no volume de complexos foliculares
p6s ovulatdrios (POCs) entre os periodos da primeira e segunda reprodugdo, tanto em
animais que foram induzidos novamente no retorno reprodutivo, quanto naqueles
induzidos somente na primeira reproducdo (Figuras 2-3). Além disso, a reducgdo
significativa no numero de odcitos vitelogénicos entre esses periodos (p < 0,05), para
ambas, fémeas induzidas e ndo induzidas, no segundo momento, durante o retorno
reprodutivo, confirmam essa observagdo (Figuras 2-3). O nimero de odcitos em

crescimento primario apds a segunda reproducao, também apresentou aumento (p < 0,05),

entre as fémeas induzidas nos dois periodos (Figuras 2-3).
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Figura 2. Andlise morfologica dos ovarios de fémeas de P. reticulatum ap6s a primeira
reproducdo em animais induzidos (a) e nao induzidos (c), evidenciando o grande volume
de oocitos vitelogénicos (V) e apds o retorno reprodutivo, caracterizado pelo grande
volume de complexos foliculares pds ovulatorios (seta), de oocitos em crescimento
primario (cabeca de seta) e o reduzido numero de odcitos vitelogénicos (V) em animais
induzidos (b) e ndo induzidos (d) Coloragdo: Hematoxilina e Eosina. Barras de escala:

a,c-d =150 pm, b =500 um.

250
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*
150 *
=
100 * %
50 A
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freprodugéo Zreproducéo

Figura 3. Analise esteriologicas dos ovarios de fémeas de P. reticulatum apos a 1*
inducdo e o retorno reprodutivo (2* inducdo). Letras minusculas diferentes entre si
revelam diferenca significativa entre os nimeros de POCs (complexos foliculares pos
ovulatorios) contabilizados. Letras maitsculas diferentes entre si revelam diferenca no
numero de oocitos vitelogénicos encontrados. Numero de asteriscos diferentes
evidenciam diferenca significativa entre os numeros de odcitos em crescimento primario

nos ovarios.
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4. Discussao

Desenvolver um protocolo que permita a reutilizacdo de fémeas do género
Pseudoplatystoma em um mesmo periodo reprodutivo ¢ imprescindivel para otimizar e
racionalizar a operagdo de producdo de juvenis do hibrido de catfish usado na aquicultura
brasileira. No presente estudo, um protocolo foi desenvolvido a partir da validagao de resultados
inéditos obtidos com um desenho experimental que envolveu uma espécie de peixe migradora
neotropical de grande porte.

Neste estudo, usamos o mesmo protocolo de indugdo hormonal (extrato de hipdfise de
carpa) que ¢ amplamente utilizado na produgao de espécies nativas sul-americanas (Oliveira et
al., 2023). Este protocolo, inclui o processo de selegao dos animais a partir das caracteristicas
reprodutivas secundarias. Entretanto, afim de minimizar eventuais erros na sele¢ao dos animais
que compuseram o experimento, aplicamos o protocolo de checagem da migragdo da vesicula
germinativa. Com isso, apenas 20% dos animais selecionados na primeira fase do experimento
ndo responderam ao protocolo hormonal, ou seja, 3 dos 14 animais que receberam o protocolo
hormonal. Comparativamente, Dabrowski et al. (2008) também induziu Pseduplatystoma sp.
utilizando o mesmo protocolo hormonal que o presente estudo e registraram que apenas 33,3%
dos animais liberaram odcitos. Porém estes autores ndo usaram a checagem da migragdo da
vesicula germinativa nuclear do oo6cito que em nosso estudo se mostrou fundamental para a
tomada de decisdo da escolha das fémeas que foram utilizadas.

Um fato marcante no presente estudo e com relevancia significativa, foi a ndo liberacao
efetiva dos odcitos pelos trés animais do G2, sendo atribuido a temperatura da agua (25,7°C)
durante o manejo reprodutivo. Em Pseduplatystoma sp. a desova esta diretamente relacionada
a temperatura da dgua (26,0 a 29,0 °C) (Resende et al. 1995; Romagosa et al., 2003). Durante
a semana do experimento, a temperatura média foi de 25,5+0,7°C, abaixo das médias
observadas nos grupos G1 (27,6+0,8°C), G3 (28,4+0,2°C), G4 (26,3+0,5°C), G5 (28,4+0,2°C)
e G6 (27,4+0,5°C). De acordo com Lubzens et al. (2010) a perda de foliculos ovariamos pode
ocorrer devido a estressores ambientais. Por serem pecilotérmicos, os peixes quando
submetidos a pequenas alteragdes na temperatura da agua podem sofrer alteragdes dos
processos fisiologicos, como a reproducdo, que ¢ regulada por mecanismos neuroenddcrinos
complexos que respondem a eventos climaticos (Zahangir et al., 2022). Ressalta-se que o
presente estudo foi conduzido dentro de um laboratdrio comercial em uma situagao real, e que
opera nas circunstancias descritas no material e métodos. Neste caso, a operagao de reproducgao

dos catfishes sul-americanos em fazendas de producdo de juvenis ocorrem no verdo do
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hemisfério sul e as estruturas dos laboratorios ndo possuem, por exemplo, caldeiras para
aquecimento de 4gua. Evidente que neste estudo ndo focamos na acdo hormonal que
desencadeia o processo reprodutivo através da indugao hormonal e os efeitos externos, como a
temperatura, que, possivelmente, poderiam influenciar na fisiologia reprodutiva de P
reticulatum. Entretanto fizemos esta referéncia para mostrar que aspectos ambientais no manejo
reprodutivo devem ser considerados, afim de aumentar a assertividade na producao de juvenis,
quando consideramos a reutilizagdo dos animais dentro do mesmo periodo reprodutivo.

A partir dos valores médios semelhantes entre as duas desovas para as variaveis peso
dos od6citos (PO), nimero de oocito/g (NO), indice de producao (IP), taxa de fertilizacao (TF)
e taxa de eclodibilidade (TE) ¢ seguro afirmar que a produgdo oocitaria/larvas ndo sofreu
prejuizos na segunda desova. No estudo conduzido por Pires et al. (2018), com outra espécie
neotropical migradora, C. macropomum, assim como em P reticulatum, as médias dos
diferentes indices reprodutivos em sua maioria foram semelhantes nas duas indugdes
reprodutivas. Porém, em C. macropomum, os autores constataram que apenas a taxa de
eclodibilidade foi maior na primeira desova. Em P. reticulatum, os resultados superiores foram
nas taxas de fertilizacdo absoluta (FA) e relativa (FR), na segunda desova. Isso permite sugerir
com segurang¢a a adocao da reutilizagdo das fémeas, afim de otimizar a produ¢do de juvenis.
Adicionalmente, os dados histologicos mostraram que houve um novo recrutamento de oocitos
vitelogénicos das fémeas de P. reticulatum ao longo da esta¢do reprodutiva e um aumento no
nimero de odcitos em crescimento primario. Esse fendmeno evidéncia a possibilidade de um
novo recrutamento de odcitos vitelogénicos e a possibilidade de uma terceira reproducao
induzida na mesma estacao reprodutiva, otimizando o uso dessas matrizes e triplicando a oferta
de juvenis na producao.

Como este estudo ¢ inédito, os dados de produtividade observados na literatura sempre
sdo relativos apenas a um evento de reproducao induzida durante o periodo reprodutivo para o
P. reticulatum, conforme relatado por Romagosa et al., (2003). Entretanto, de acordo com
pesquisas ja realizadas, algumas varidveis observadas no presente estudo apresentam médias
superiores aos valores relatados para a mesma espécie em ambas as desovas. Fantini et al.
(2015) relatou PO de 139,50 g, IP de 2,24% e 167.400 nimero de ovos estimados/fémea em
uma unica desova, enquanto Sato et al. (2003) relatou NO de 1200 oocitos/g. Mesmo que
inimeros fatores possam influenciar, mas de fato a efetividade do processo esta relacionada
com o indutor hormonal utilizado e origem dos animais (selvagem ou de cativeiro) (Fantini et
al., 2015; Sato et al., 2003), podendo ter sofrido influéncia ambiental, genética e nutricional

(Luckenbach et al., 2008; Lubzens et al., 2010 e Zahangir et al., 2022). Quanto as taxas de
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fertilizagdo observadas nas duas desovas, também estiveram dentro do esperado de acordo com
a literatura com espécies do mesmo género. Leonardo et al. (2004) e Nunez et al. (2008)
encontraram porcentagem de 53,44 e 84,0%, respectivamente para o Pseudoplatystoma
fasciatum. Por outro lado, Sato et al. (1997) observaram que na espécie Pseudoplatystoma
corruscans a taxa de fertilizagao foi de 70,4 %.

Devido a crescente demanda por peixes, a producdo de um grande nimero de ovos
vidveis e com alta taxa de sobrevivéncia ¢ um dos principais objetivos da industria aquicola na
atualidade (Lubzens et al., 2010). Desta forma ¢ possivel a adogdo de novos protocolos de
manejo reprodutivo em P. reticulatum, otimizando o plantel de reprodutores sem redu¢do na
qualidade das varidveis reprodutivas, aumentando a produgdo e oferta de juvenis. O presente
estudo ¢ o primeiro que evidéncia possibilidade de reprodugdo induzida sucessiva no mesmo
periodo reprodutivo em um catfish sulamericano de reofilico, inclusive com melhoras em
algumas caracteristicas reprodutivas. Esta primeira observacao cientifica na espécie indica a
possibilidade de reutilizacdo de uma fémea mais de uma vez no mesmo periodo reprodutivo.
Nesse sentido, abre-se perspectivas de novos ensaios, afim de obter mais informagdes que
permitam um avango na cadeia produtiva do hibrido de catfish produzido a partir da reutilizagao

das fémeas do género Pseudoplatystoma.

5. Conclusao

Conclui-se que fémeas de P. reticulatum podem ser reutilizadas a partir de 46 dias apos
a primeira reprodug¢do induzida, com indices produtivos iguais ou melhores do que as utilizadas

uma Unica vez.
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Morfologia e Morfometria Espermatica de Bagres Neotropicais: Pseudoplatystoma
reticulatum, Pseudoplatystoma corruscans, Phractocephalus hemioliopterus e

Hemisorubim platyrhynchos

Resumo

O objetivo deste estudo foi descrever as caracteristicas morfologicas e morfométricas dos
espermatozoides de quatro espécies de peixes nativos: Pseudoplatystoma reticulatum,
Pseudoplatystoma corruscans, Phractocephalus hemioliopterus € Hemisorubim platyrhynchos.
Foram analisadas amostras de sémen de nove machos (P. reticulatum = 3; P. corruscans = 2;
P. hemioliopterus =2; H. platyrhynchos = 2). Os espermatozoides foram fixados e examinados
por microscopia eletronica de varredura (MEV), e suas imagens analisadas morfometricamente
com o software ImageJ (National Institutes of Health, EUA). As células espermaticas
apresentaram caracteristicas tipicas de aquasperma primitivo, desprovidas de acrossoma e
compostas por cabega, peca intermedidria e flagelo, sendo classificadas como espermatozoides
aquaticos uniflagelados anacrossomicos complexos. Entre as espécies, observou-se maior
comprimento do flagelo em P. reticulatum; maior volume da cabega e da peca intermediaria
em P. corruscans; cabeca mais larga e compacta em H. platyrhynchos; e maior espessura da
peca intermedidria e do flagelo em P. hemioliopterus. Esses achados contribuem para o
entendimento da biologia reprodutiva e fornecem subsidios valiosos para a conservacao ex situ

e o aprimoramento de protocolos reprodutivos.

Palavras chaves: Microscopia eletronica, espermatozoides anacrossomicos, Siluriformes,

Conservacao de espécies, ex situ

1. Introducio

A ordem Siluriformes representa uma das maiores diversidades de peixes de dgua doce
no mundo, com aproximadamente 3.800 espécies, distribuidas em 40 familias e 490 géneros,

sendo a maioria endémica de regides neotropicais (Fricke et al., 2025). Muitas dessas espécies
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possuem expressiva relevancia ecologica, econdomica e aquicola, configurando-se como
recursos estratégicos tanto para a conservacao quanto para a producdo aquicola.

Entre elas, destacam-se Pseudoplatystoma reticulatum, Pseudoplatystoma corruscans,
Phractocephalus hemioliopterus e Hemisorubim platyrhynchos. Essas espécies sao migratorias,
de médio a grande porte, com ciclo reprodutivo sazonal e desova total, sendo caracterizadas
como reofilicas, isto €, sua reproducdo esta associada a variagdes nos niveis fluviais (Resende
et al., 1995). Além do valor zootécnico, elas desempenham papéis ecoldgicos relevantes na
regulacao trofica dos ecossistemas aquaticos (Agudelo-Cordoba et al.,, 2000; Barthem &
Goulding, 1997). Ressalta-se que P. corruscans esta classificada como “vulneravel” e H.
platyrhynchos como de “menor preocupagdo” na Lista Vermelha da Fauna Brasileira Ameagada
de Extincdo (ICMBio, 2025), o que refor¢a a importancia de a¢des voltadas a conservagdo
dessas espécies.

Com o agravamento das pressdes ambientais sobre os ecossistemas aquaticos, incluindo
a degradagao dos habitats, a sobrepesca ¢ as alteragdes hidrologicas, estratégias de conservagao
ex situ t€m ganhado destaque como ferramentas complementares e eficazes na preservacao da
biodiversidade (Dagosta et al., 2024; Suquet et al., 2013; Peixoto et al., 2004; Carolsfeld et al.,
2003). Entre os principais fatores que ameagam a persisténcia das populagdes naturais dessas
espécies, destacam-se a sobrepesca e a obstrucao do fluxo fluvial, os quais t€ém contribuido de
forma significativa para o seu declinio populacional (Brasil, 2022).

Nesse contexto, a caracterizagdo morfologica e funcional dos espermatozoides torna-se
essencial, pois fornece dados fundamentais para o estabelecimento de bancos de germoplasma
e programas de reproducdo assistida (Cabrita; Robles; Herraez, 2008; Mylonas et al., 2017). Os
espermatozoides dos peixes teledsteos com fecundacdo externa geralmente apresentam
caracteristicas morfolégicas conservadas, sendo descritos como aquaspermas primitivos,
anacrossomicos e uniflagelados (Jamieson, 1991). Ainda assim, variagdes interespecificas em
parametros morfométricos podem refletir adaptagdes as estratégias reprodutivas e ao
microambiente de fertilizacdo (Cosson, 2010). Além disso, a morfologia espermatica em
espécies de fertilizacdo externa esta diretamente relacionada a velocidade da motilidade, a
eficiéncia de fertilizacdo e a capacidade de criopreservagdo, o que torna sua analise um
importante indicador da qualidade reprodutiva (Costa et al., 2022; Billard; Cosson, 1992).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma ferramenta eficaz para analise da
morfologia espermatica com alta resolu¢ao, sendo amplamente empregada na caracterizacdo de
estruturas reprodutivas em estudos de conservagdo e reprodugdo assistida (Psenicka et al.,

2007). A compreensao das diferengas morfologicas entre espécies permite ndo apenas otimizar
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técnicas de manejo reprodutivo, mas também aprofundar o conhecimento sobre a diversidade
funcional do espermatozoide em peixes neotropicais.

No entanto, estudos descritivos com foco em bagres neotropicais ainda sao escassos,
apesar do interesse dessas espécies para a conservacao e aquicultura. Considerando o reduzido
nimero de individuos amostrados por espécie, este estudo adotou uma abordagem
exclusivamente descritiva, com foco na caracterizagdo morfologica e morfométrica dos
espermatozoides como subsidio para futuras pesquisas aplicadas em reproducdo assistida e
conservagao genética.

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo descrever as caracteristicas
morfométricas dos espermatozoides de quatro espécies de Siluriformes de interesse para
conservagado e aquicultura, contribuindo para estratégias de conserva¢ao ex situ e ampliacao do

conhecimento sobre a biologia reprodutiva desses peixes.

2. Material e métodos

2.1 Local e ambiente de manutengao dos reprodutores

O experimento foi realizado em uma piscicultura comercial localizada no municipio de
Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil (20°25'57" S e 55°17'11" W), durante os meses de outubro
e novembro de 2022. A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (n° 1083/2019).

Foram utilizados nove individuos adultos, sendo trés Pseudoplatystoma reticulatum,
dois Pseudoplatystoma corruscans, dois Phractocephalus hemioliopterus € dois Hemisorubim
platyrhynchos (Figura 1). Os peixes estavam alocados em viveiro escavado com area de 1.350
m?, em densidade de estocagem de 0,8 individuo/m?.

A renovagao diaria de agua foi de 10% do volume total. A temperatura média foi de 28
+ 0,98 °C, com oxigénio dissolvido de 8,0 = 0,26 mg/L e pH de 8,0 = 0,05. A alimentagado foi
realizada uma vez ao dia no periodo matutino com ragdo extrusada (32% proteina bruta, 12%

material mineral, 6% extrato etéreo e 5,5% fibra bruta), na quantidade de 1% da biomassa total.

2.2 Reproducao induzida
A selegdo dos reprodutores baseou-se em caracteristicas sexuais secunddrias, como
ventre abaulado e orificio urogenital proeminente, conforme Woynarovich e Horvath (1983).

Apos a selecdo, os animais foram transferidos para tanques de alvenaria no laboratério, com
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renovagdo continua de agua (0,06 L/s) e parametros fisico-quimicos adequados (27,2 £ 1,2 °C;
9,9 + 8,1 mg/L de oxigénio; pH 8,3 £0,15).

No manejo hormonal, foi aplicada uma dose tnica de 1,0 mg/kg de extrato de hipofise
de carpa, conforme protocolo adaptado de Woynarovich e Horvath (1983). O sémen de cada
individuo foi coletado a seco, utilizando seringas estéreis, conforme adaptacdo de Sanches et
al. (2011). Para a obtencdo das amostras, uma aliquota de 2 uLL de sémen de cada reprodutor
foi fixada em 2000 pL de formaldeido salino tamponado (4,6%) e diluida 1:1000 em um

microtubo de 5 mL.

2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As analises foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica e Microanalise
da Universidade Estadual de Londrina (UEL). Para a MEV, 20 pL das amostras de cada
individuo foram fixados em caco-gluta (glutaraldeido 2,5% e tampao cacodilato de sodio 0,1
M, pH 7,2), aplicados sobre laminulas tratadas com poli-L-lisina 0,1% e secos em estufa a 40
°C. Ap6s a secagem, as laminulas foram transferidas para placas de crescimento contendo 1
mL de tampao caco-gluta por poco, vedadas e incubadas durante a noite sob refrigeracao.

Ap0s incubagdo, as amostras foram lavadas com tampao cacodilato de sodio (0,1 M, pH
7,2) e fixadas com tetroxido de 6smio (OsO4) por 1 hora. A desidratacao foi realizada em
gradiente de etanol (30 a 100 GL). As amostras foram secas até o ponto critico em didxido de
carbono (CO2). Posteriormente, foram montadas em stubs com fita de carbono, metalizadas
com ouro (Au) sob vacuo em evaporador e analisadas por MEV FEI, Quantum 200, Oregon,

EUA).
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Figura 1. Representagdo esquematica do delineamento experimental, ilustrando os grupos de
animais submetidos a indugdo hormonal reprodutiva, bem como os procedimentos de coleta e

processamento das amostras para analise morfoldgica.

2.4 Variaveis morfologicas e morfométricas mensuradas

Foram analisados 50 espermatozoides por espécie, totalizando 200 células. As
mensuragdes das estruturas espermaticas nas imagens obtidas por MEV foram realizadas com
o auxilio do software IMAGEJ (National Institutes of Health, USA; disponivel em:
http://rsbweb.nih.gov/ij/).

As variaveis morfométricas mensuradas para cada espermatozoide incluiram:
comprimento da cabeca (CC), largura da cabega (LC), area da cabega (AC), comprimento da
peca intermedidria (CP), comprimento total da cabega + peca intermediaria (CCP), largura da
peca intermedidria (LP), comprimento do flagelo (CF), largura do flagelo (LF), area da peca
intermediaria (AP), comprimento total da célula (CT) e 4rea da cabeca +pecga intermediaria

(ATC). A Figura 2 apresenta a delimita¢do anatomica das estruturas.


http://rsbweb.nih.gov/ij/
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A B A - Célula espermatica: comprimento
da cabeca (CC), largura da cabega (LC),
comprimento da peca intermediaria (CP),
largura da pega intermediaria  (LP),
comprimento do flagelo (CF) e largura do
flagelo (LF); B- Cabega da célula espermatica

delimitado em vermelho a 4rea da pega

intermediaria (AP); C- Cabeca da célula
espermatica, com a area da cabeca delimitada

em vermelho (AC).

Figura 2. Ilustracdo esquematica de uma célula espermatica, evidenciando os limites
anatomicos considerados para a mensuragdo das variaveis morfométricas aplicadas para as
espécies Pseudoplatystoma reticulatum, Pseudoplatystoma corruscans, Phractocephalus
hemioliopterus e Hemisorubim platyrhynchos.

Devido ao nimero reduzido de individuos analisados por espécie, os resultados foram
apresentados de forma exclusivamente descritiva, expressos como média & desvio padrdo, sem
a realizacdo de testes estatisticos inferenciais. Por se tratar de um estudo descritivo, as
interpretagdes baseiam-se na observacgdo direta das estruturas espermadticas e na comparagao

com dados previamente publicados na literatura cientifica.

3. Resultado

Os espermatozoides das quatro espécies analisadas apresentaram caracteristicas tipicas
de aquasperma primitivo, desprovidos de acrossoma, com morfologia composta por cabega,
peca intermedidria e flagelo, sendo classificados como 'espermatozoides aquaticos
uniflagelados anacrossomicos complexos.

As analises morfométricas evidenciaram variagdes nas dimensdes espermaticas entre as
espécies estudadas (Tabela 1). P. reticulatum apresentou espermatozoides com menor
comprimento da cabega e maior comprimento do flagelo (Figura 3A). P. corruscans apresentou
os maiores valores de comprimento da cabeca e da pega intermediaria (Figura 3B). Em H.

platyrhynchos, observou-se maior largura da cabeca (Figura 3C). J& P. hemioliopterus
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apresentou maior largura da peca intermediaria e do flagelo (Figura 3D). Para esta ultima

espécie, nao foram obtidos dados completos referentes ao comprimento total da célula.

Tabela 1. Médias (£ desvio padrao) dos parametros morfométricos (um ou pm?) de células

espermatica de P. reticulatum, P. corruscans, H. platyrhynchos e P. hemioliopterus analisadas

por MEV.

Variavel P. reticulatum P. corruscans H. platyrhynchos P. hemioliopterus
CC (um) 1,42 +0,72 1,61+0,19 1,60 £ 0,12 1,53 +0,17
PI (um) 0,78 £0,17 0,93+0,21 0,76 £ 0,18 0,93+0,16
CF (um) 34,09 £3,41 31,86 £4,28 29,47+ 2,94 -

CCP (um) 2,13+0,18 2,49 £0,12 2,39+0,9 2,35+0,27
CT (um) 36,93 £3,76 35,28 £4,60 32,62 +3.21 -

LC (um) 1,60 + 0,42 1,71 £0,12 1,92 +£0,27 1,91 +0,19
LP (um) 1,34+0,18 1,14 +£0,58 1,25+0,32 1,46 £0,36
LF (um) 0,32+ 0,05 0,36 + 0,05 0,36 £0,04 0,40 £ 0,08
AC (pm?) 2,05+0,32 2,38+0,29 2,40 £0,37 2,22+0,26
AP (um?) 0,78+ 0,16 1,43 +0,22 1,20+ 0,32 1,28 +£ 0,32

ATC (um?) 2,65 0,23 327+0,32 3,44+ 0,35 3,38+ 0,47

CC: comprimento da cabega; PI: comprimento da peca intermediaria; CF: comprimento do flagelo; CCP:
comprimento da cabega e pega intermediaria; CT: comprimento total (cabega, peca intermediaria ¢ flagelo); LC:
Largura da cabega; LP: Largura peca intermediaria; LF: Largura do flagelo; AC: Area da cabeca; AP: Area da

peca intermediéria; ATC: Area total (cabega e pega intermediaria).

2.0 pm 5.0 pm - 5.0 pm

Figura 3. Imagens da morfologia da cabeca dos espermatozoides das quatro espécies, obtidas
por Microscopia FEletronica de Varredura (MEV), com aumento de 30.000x. (A)
Pseudoplatystoma  reticulatum; (B) Pseudoplatystoma corruscans; (C) Hemisorubim

platyrhynchos; (D) Phractocephalus hemioliopterus.

4. Discussao
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A andlise morfométrica dos espermatozoides das espécies estudadas revelou uma estrutura
tipica de aquasperma primitivo, comum em espécies com fertilizagdo externa (Jamieson, 1991).
A caracterizagao de fertilizadores externos, como sdo os bagres estudados, foram impostas por
pressdes evolutivas especificas sobre os espermatozoides, como: curta duracao da motilidade,
ativacdo imediata e competi¢do espermatica intensa (Fitzpatrick, 2020; Liao et al., 2018).

A diversidade morfologica dos espermatozoides de Siluriformes pode estar relacionada a
variacao dos ambientes de desova e as diferentes estratégias de acasalamento adotadas por essas
espécies. Essa relagdo ¢ descrita em analises comparativas sobre fertilizacdo externa
(Fitzpatrick et al., 2020), em estudos de taticas reprodutivas alternativas em peixes (Taborsky
& Oliveira, 2018) e em investigagdes sobre o ambiente reprodutivo de salmoes e o desempenho
espermatico (Rosengrave et al., 2024).

Neste estudo, foram observadas variagcOes consistentes nas médias de determinadas estruturas
espermaticas, como o comprimento do flagelo e a area da cabeca, descritas na Tabela 1. Essas
variagdes morfologicas quanto ao tamanho dos espermatozoides podem estar associadas a
adaptacdes ao microambiente de fertilizacdo, estratégias reprodutivas especificas ou
mecanismos de compactacgao e transporte do material genético paterno (Angrimani et al., 2015;
Fitzpatrick and Liipold, 2014).

Nos espermatozoides de Pseudoplatystoma corruscans, a presenca de uma cabega e peca
intermediaria mais desenvolvidas chama ateng@o por sugerir um maior volume citoplasmatico,
possivelmente associado a um niimero mais elevado de mitocondrias. Essa conformacao pode
representar uma adaptacdo a elevada exigéncia energética imposta por ambientes reofilicos,
onde a correnteza intensa demanda maior esfor¢o locomotor para que o espermatozoide alcance
o 6vulo com sucesso (Liao et al., 2018; Fitzpatrick, 2020). Ja em Pseudoplatystoma reticulatum,
observou-se um flagelo mais longo, o que pode conferir maior impulso durante o deslocamento
no meio aquatico. Essa caracteristica pode ser vantajosa em contextos de fertilizagdo externa
sob correnteza, favorecendo a efici€éncia na natagdo espermatica e ampliando as chances de
fecundacao, como sugerido por Molloy et al. (2007).

A morfologia compacta observada em H. platyrhynchos, com cabe¢a mais larga e pega
intermediaria curta, pode representar uma adaptacdo funcional a liberacdo rapida de
espermatozoides em ambientes com menor competicao espermatica ou em areas de desova com
maior protecao fisica, como substratos abrigados (Fitzpatrick, 2020; Stockley et al., 1997;
Marconato et al., 1996). Em contraste, os espermatozoides de P. hemioliopterus apresentaram
caracteristicas que indicam maior robustez estrutural, como a largura acentuada da peca

intermediaria e do flagelo. Essas particularidades podem estar associadas a maior estabilidade
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da motilidade em ambientes aquaticos turbulentos, conforme discutido em analises detalhadas
de flagelos e motilidade (Cosson et al. 2008, Mattei, 1988). Até o momento, ndo hé registros
na literatura cientifica sobre as caracteristicas morfométricas dos espermatozoides de P.
reticulatum.

As imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) corroboram essas
observagdes, permitindo a visualizagdo clara da auséncia de acrossoma, caracteristica tipica dos
espermatozoides anacrossomicos de peixes teledsteos. Além disso, a definicao das estruturas
espermaticas e suas proporcoes visuais pode fornecer subsidios para interpretagcdes funcionais,
como a relagdo entre o formato celular e a capacidade de deslocamento no meio aquatico. No
entanto, a delimitagdo precisa entre as estruturas, especialmente entre a cabeca e a peca
intermediaria, ndo foi possivel apenas por meio da MEV, sendo necessdria uma analise
complementar por Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) para uma identificagdo
estrutural mais acurada.

Ao comparar os resultados obtidos com os dados disponiveis na literatura, observou-se que as
dimensdes da cabega, peca intermediaria e flagelo dos espermatozoides apresentaram valores
inferiores aqueles descritos por Velarde et al. (2023) para P. corruscans, os autores relataram
comprimento da cabega (CC) de 2 um, largura da cabeca (LC) de 2,32 um, comprimento da
peca intermedidria (PI) de 1,5 um e comprimento do flagelo (CF) de 32,6 um. J& para H.
platyrhynchos, foram descritos LC de 6,7 +0,3 um, CF de 84,1 £ 0,56 um e comprimento total
(CT)de 93,2+ 5,5 um; e para P. hemioliopterus, LC de 6,3+ 0,3 um, CF de 82,8 + 8,2 um e CT
de 91,4+7,9 pm.

As divergéncias reportadas na literatura podem estar associadas a variabilidade da qualidade
espermatica entre os individuos analisados, a qual ¢ influenciada por uma série de fatores
extrinsecos e intrinsecos (Costa et al., 2022; Gallo et al., 2022; Zarski et al., 2016; Kowalski &
Cejko, 2019; Araujo et al., 2014). Em grande parte, as diferencas metodologicas entre os
estudos mencionados, especialmente quanto ao tipo de microscopia utilizada. Enquanto a
microscopia Optica tende a superestimar as dimensdes celulares devido a limitagdo na resolucao
e a distor¢do por artefatos opticos, a MEV, como empregada neste estudo, pode subestimar
ligeiramente os valores por causa do preparo amostral (fixacdo, desidratagdo e metalizagdo) e
da visualizacao superficial das estruturas.

Do ponto de vista aplicado, os achados reforcam a importincia de caracterizagdes morfologicas
precisas para o desenvolvimento de protocolos de reprodugdo assistida e conservagao ex situ.
Fitzpatrick et al. (2020) destacam que a morfologia espermatica ¢ um dos preditores para o

sucesso da fertilizagdo. Porém, ¢ importante observar a ponderagao de Kommisrud et al. (2020)
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que embora a morfologia espermadtica possa oferecer alguns insights sobre a qualidade do
esperma, ela ndo ¢ um preditor definitivo do sucesso da fertilizagdo na inseminacao artificial.

Sendo assim, a andlise morfométrica e estrutural dos espermatozoides representa uma
ferramenta promissora para a compreensao da biologia reprodutiva das espécies, contribuindo
para estratégias de manejo reprodutivo e conservacdo, especialmente em programas de

reproducao assistida e bancos de germoplasma de peixes neotropicais.

5. Conclusao

Os espermatozoides das espécies Pseudoplatystoma reticulatum, Pseudoplatystoma
corruscans, Phractocephalus hemioliopterus ¢ Hemisorubim platyrhynchos apresentam
caracteristicas compativeis com o tipo aquasperma primitivo. Entre as espécies analisadas,
observou-se maior comprimento do flagelo em P. reticulatum, maior volume da cabega e peca
intermediaria em P. corruscans, cabega mais larga e compacta em H. platyrhynchos, € maior
espessura da peca intermediaria e do flagelo em P. hemioliopterus. Esses achados reforgam a
importancia da caracterizacdo espermatica em espécies neotropicais para conservacao genética

e aprimoramento de biotecnologias reprodutivas.
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8 CONCLUSAO

Este estudo investigou a indugdo sucessiva em fémeas de Pseudoplatystoma
reticulatum e as diferengas morfoldgicas nos espermatozoides entre espécies reofilicas nativas
da regido Neotropical, com o objetivo de otimizar a produgdo de alevinos e compreender as
adaptacdes reprodutivas dessas espécies.

Inicialmente, foi avaliada a indugao sucessiva em fémeas de P. reticulatum para
verificar sua viabilidade na maximizacao da produg¢ao de alevinos. Os resultados indicaram que
as fémeas podem ser reutilizadas apo6s 65 dias, apresentando indices reprodutivos iguais ou
superiores aos observados em fémeas submetidas a uma indugdo unica. Esse achado corrobora
a hipdtese de que a indugdo sucessiva pode melhorar o uso das fémeas reprodutoras e a
producdo de odcitos, tanto vitelogénicos quanto em desenvolvimento da primeira reproducao.

A analise morfométrica dos espermatozoides ndo revelou diferengas
interespécies no tamanho e formato da cabe¢a nem nas propor¢des da peca intermedidria entre
as quatro espécies reofilicas analisadas. Esses resultados sugerem que, embora existam
variagdes nas caracteristicas morfologicas reprodutivas, ndo ha diferengas significativas nessas
estruturas entre as espécies estudadas.

Em resumo, os resultados confirmam as hipoteses de que a inducgao sucessiva de
fémeas ¢ eficaz na maximizagcdo da producdo de alevinos e de que ndao ha diferengas
morfolodgicas significativas nos espermatozoides entre as espécies estudadas. Esses achados sdo
valiosos para o aprimoramento das praticas de reprodugao artificial e a otimizacdo do manejo

reprodutivo na aquicultura.



