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RESUMO

A temperatura é um pardmetro que influencia na dindmica de fatores bioticos,
especialmente nos animais ectotérmicos. O ciclo de vida dos peixes anuais € afetado
pela temperatura da agua. Devido a fragilidade do habitat destes peixes a acOes
antrdpicas, ameaca de extingdo, importancia dos mesmos como modelos bioldgicos e a
lacuna no conhecimento da sua biologia, este trabalho tem como objetivo o estudo da
influéncia da temperatura no crescimento e na reproducédo de Austrolebias wolterstorffi.
Logo ap6s a eclosdo foi dado inicio ao ensaio de crescimento em diferentes
temperaturas, 16, 20, 24 e 28°C (todas com trés repeti¢cdes), com duracdo até os 67 dias
de vida dos peixes. O presente trabalho evidenciou que a manutencdo em 28°C é
prejudicial ao crescimento de A. wolterstorffi no ambito do periodo estudado Dentre as
demais temperaturas testadas, foi verificado que a temperatura 6tima para o crescimento
diminui ao longo da vida, onde no inicio do ciclo, durante a fase juvenil, temperaturas
mais elevadas (23,8° C) favorecem o crescimento, enquanto temperaturas intermediarias
otimizam o crescimento de fémeas (20,7°C) e machos (20,1°C) adultos. A temperatura
Otima para o crescimento foi sempre ligeiramente inferior para os machos. O
comprimento e 0 peso corporal demonstraram ser mais representativos na diferenciagéo
do que a idade, pois 0s peixes com crescimento mais lento demoraram mais a
diferenciar. Os machos crescem mais rapido que as fémeas e, portanto, atingem a
maturidade antes. Os ensaios de reproducdo foram constituidos dos mesmos tratamentos
do experimento de crescimento, porém as 12 UE foram dotadas de casais. Foram
fornecidos ninhos para postura de ovos. De maneira geral, as fémeas tratadas a 24°C
apresentaram melhores resultados, pois além de manter o fator de condicdo (K)
relativamente elevado, obtiveram altas taxas de fertilidade (FT) e fecundidade (FC).
Dados registrados para K, FT, FC, indice gonadossomatico e histologia dos testiculos
evidenciaram que o desempenho reprodutivo foi prejudicado na temperatura mais
elevada. Portanto, os resultados do presente estudo sugerem que 24°C é a temperatura

mais indicada para manter A. wolterstorffi durante todo o ciclo em cativeiro.

Palavras chave: comprimento; peso; fecundidade; fertilidade; histologia



ABSTRACT

Temperature is especially important for the dynamics of biotic factors in
poikilothermic animals. Life cycle of annual fish is affected by temperature. These fish
inhabit fragile environments, susceptible to antropic actions, and as such some species
are threatened with extinction. They are also important as biological models, but
information on their bio-ecology is scarce. The aim of this work was to investigate the
influence of temperature on growth and reproduction of Astrolebias wolterstorffi. Soon
after hatching fish were exposed to 16, 20, 24 and 28°C, and their growth was followed
for 67 days. Until 18 d.a.h (days after hatching) the growth is hampered at 16°C and do
not show difference at 20, 24 and 28°C. Thereafter, the intermediate temperatures favor
growth of juveniles, while extremes temperatures are prejudicial. After sexual
differentiation, growth was improved for fish reared at 16°C, and reduced at 28°C.
There is evidence suggestin that optimal growth temperature decrease with fish age.
Juveniles grow faster at high temperature (23,8°C), whereas intermediate ones optimize
the growth adults females (20,7°C) and males (20,1°C). Growth of males is higher at
slightly lower temperatures than that optimal for growth of females. Maturation onset is
defined by length rather than age, and at high temperatures maturation is observed
earlier. Also, males mature earlier than females. For the reproduction study, 12 couples
(150 d.a.h.) were distributed in 12 tanks at the same temperatures of the growth
experiment. Reproduction output was favored when A. wolterstorffi were kept at 24°C.
Furthermore, fish kept at 28°C presented the worst reproductive parameters, including
condition factor, fertility, fecundity, gonadosomatic index, and also histological
evidence. The results of the present studies suggest that A. wolterstorffi should be reared

at 24°C during the whole cycle in captivity.

Key words: length; weight; fecundity, fertility; histology
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1. INTRODUCAO

Os efeitos da temperatura sobre os processos bioquimicos e fisioldgicos sdo
fundamentais para definir o desempenho de diversos processos nos animais,
especialmente nos ectotérmicos como os peixes (Fangue et al., 2006). A variacdo da
temperatura corpdrea em peixes influencia varias funcdes fisiol6gicas como consumo de
oxigénio, alimentacdo e digestibilidade (Evans, 2006), afetando também aspectos
funcionais como o crescimento e a aptiddo reprodutiva (Ham et al., 2003; Ostrowski et
al., 2011; Imholt et al., 2011).

O aumento da temperatura da agua pode ter um efeito negativo sobre o
crescimento devido ao maior custo energético, mas também um efeito positivo devido a
maior eficiéncia da transformacdo da energia dos alimentos em energia metabolizavel
(Arnason et al., 2009). Comumente os peixes nas fases jovens apresentam um ligeiro
aumento na taxa de crescimento com o0 aumento da temperatura, passando por um pico e
caindo rapidamente quando a temperatura torna-se adversa. Desta forma, a temperatura
Otima para o peixe, representada pelo pico de crescimeto, é espécie especifica e varia ao
longo da vida (Imsland et al., 1996). Para muitas espécies a temperatura ideal para a
conversdo alimentar e crescimento diminui a medida que os peixes crescem (Imsland et
al., 1996; Arnason et al., 2009).

O crescimento lento pode prolongar os periodos de susceptibilidade aos
predadores e as doencas, além de aumentar o risco de mortalidade durante periodos de
estresse (Garvey et al., 2004), situacBes indesejaveis principalmente em condi¢fes de
cultivo, onde a propagacdo de doencas e parasitas se torna muito mais rapida e a
exposicdo ao estresse € inevitavel. Por outro lado, o rapido crescimento pode levar a
maturacdo sexual precoce e aumento da fecundidade (Utrilla & Lobon-Cervia, 1999).
Porém, dependendo do objetivo do cultivo, alcancar a maturidade sexual pode ser
prejudicial, por levar a uma diminuicdo na taxa de crescimento, uma vez que
normalmente o organismo diminui o gasto energético com crescimento somatico e passa
a investir na reproducdo (Liu & Walford, 1969).

Existem registros de disfungdes gonadais decorrente de temperaturas adversas
em peixes (Glasser et al., 2004). As tecnicas histoldgias auxiliam na identificacdo e
reconhecimento destes distlrbios, pois permitem a pesquisa tecidual e celular no

interior das gbnadas. Além disto, a histologia permite inferir sobre a fecundidade dos



peixes e é uma técnica amplamente utilizada em ambos os casos (Parenti & Grier, 2004;
Bapary & Takemura, 2010).

Alguns estudos tém evidenciado a influéncia da temperatura no ciclo de vida dos
peixes anuais (Liu & Walford, 1966; Liu et al., 1975; Errea & Danulat, 2001; Arenzon
et al., 2002a; Genade et al., 2005; Vallenzano et al., 2006; VVolcan, 2009).

Os peixes anuais sdo assim conhecidos por habitarem exclusivamente areas
Umidas sazonais, que secam em certos periodos do ano. Neste tipo de ambiente, as
espéecies encontram-se expostas a condi¢cdes extremamente variaveis, como ampla
flutuacdo de temperatura e de disponibilidade de oxigénio (Errea & Danulat, 2001;
Arenzon et al., 2002b). Por viverem em &reas umidas que permanecem alagadas por
curtos periodos, 0s peixes anuais apresentam rapido crescimento e precocidade na
maturacdo sexual (Arenzon et al., 1999; Errea & Danulat, 2001; Volcan, 2009). A
maioria das espécies enterra seus ovos no substrato, onde permanecem durante a estacao
de seca em estagio de diapausa até o inicio das chuvas. Quando as areas alagam 0s 0vos
eclodem e um novo ciclo é iniciado (Wourms, 1972).

A maioria das espécies de peixes anuais sofre ameaca de extin¢do, por seu
habitat ser constantemente descaracterizado pelo uso em atividades humanas (Reis et
al., 2003; Rosa & Lima, 2008; Volcan et al., 2009; 2010; 2011). Entre estas atividades
estdo principalmente a agropecuaria e a expansao urbana, formal ou informal, além da
falta de fiscalizacdo e cumprimento de leis que protegem estes ambientes, ja que 0s
mesmos sao areas de preservacdo permanente (APP) (Lei Federal n® 4.771 de 1965),
portanto, legalmente ndo é permitida a sua utilizacdo para qualquer fim que ndo
assegure sua estabilidade.

Desde a década de 60 aspectos bioldgicos de peixes anuais sul-americanos (Liu
& Walford, 1969; Liu & Walford, 1970; Liu et al., 1975) e africanos (Markofsky &
Perlmutter, 1972; Markofsky, 1976; Markofsky & Matias, 1977; Markofsky & Milstoc,
1979a,b) vinham sendo pesquisados quanto a longevidade, porém, estes peixes como
modelos foram abandonados por aproximadamente trés décadas e, atualmente, voltaram
a ser estudados com este propdsito (Genade et al., 2005, Valenzano et al., 2006). Por
serem vertebrados e possuirem organismo complexo, as analogias com o ser humano
sdo mais aceitaveis do que as obtidas de estudos com invertebrados. Além disto, 0s
peixes anuais possuem um ciclo de vida curto, possibilitando inferir sobre as taxas de

mortalidades extrinsecas e intrinsecas na evolucao da senescéncia em um breve periodo.



Os peixes anuais tém o ciclo de vida definido em cativeiro e este pode ser modulado
pela temperatura da agua (Genade et al., 2005).

Além da importdncia ecoldgica e cientifica da conservacdo de espécies
ameacadas, 0s peixes anuais sdéo mundialmente apreciados na ornamentacdo aquatica,
especialmente pela beleza que a maioria das espécies exibe, mas também pela histéria
de vida e comportamento social e reprodutivo peculiares, inclusive mobilizando grupos
de estudo, criadores e admiradores, além de revistas, livros, sites e publicacfes em geral
acerca dos mesmos (Costa, 2008). A exuberancia destes peixes de marcante dimorfismo
sexual fica por conta principalmente do colorido dos machos, que exibem os mais
diversos padrdes de cores e contornos caracteristicos de cada espécie.

Em meio aos peixes anuais, Austrolebias wolterstorffi (Ahl 1924) (Figura 1) é
uma das espécies de maior porte dentre as suas congéneres. Devido especialmente a esta
caracteristica, a espécie ja foi incluida no género Megalebias. Em seu primeiro registro
a espécie foi denominada Cynolebias wolterstorffi Ahl, 1924 até ser renomeada como
Megalebias wolterstorffi (Ahl, 1924) em 1998. Posteriormente, o género Megalebias foi
invalidado e todas as suas espécies transferidas para Austrolebias (Costa, 2006).

A. wolterstorffi possui distribuicdo restrita, sendo endémica do sistema lagunar
Patos-Mirim, onde ocorre em pontos isolados do sul do Rio Grande do Sul ao leste do
Uruguai (Costa, 2006). O clima desta regido é subtropical, caracterizado por estacdes
bem definidas, com sazonalidade térmica e de umidade. No Rio Grande do Sul a
temperatura média da agua no verdo oscila de 16 e 28°C, e no inverno de 14 a 17°C,
podendo chegar a 9°C nos meses mais frios (Garcia et al., 2008).

Devido a perda e degradacdo de seu habitat e a sua limitada area de distribuicéo,
a espécie possui elevado interesse de conservacdo por ser considerada ameacada de
extincdo, estando incluida na categoria “Criticamente Ameacada” nos livros vermelhos
da fauna ameacada de extingdo do Rio Grande do Sul e do Brasil (Reis et al., 2003,
Rosa & Lima, 2008).



Figura 1. Fémea (Q) e macho (&) de Austrolebias wolterstorffi.

O estudo da biologia e de técnicas de cultivo de espécies ameacadas de extingdo
€ muito importante para subsidiar trabalhos de conservacdo, manejo populacional e
repovoamento. Dentre os estudos sobre A. wolterstorffi, a maior parte envolve a sua
conservacao, distribuicdo e taxonomia (Costa, 2006; Porciuncula et al., 2006; Quintela
et al., 2007; Lanés & Maltchik, 2010), enquanto poucos abrangem a biologia e cultivo
da espécie (Liu & Walford, 1970; Costa, 2009), além disto, grande parte das
publicagdes sobre reproducdo e cultivo de peixes anuais possuem pouco embasamento
cientifico, sendo destinadas principalmente ao aquarismo e criadores.

Tendo em vista a susceptibilidade da espécie devido a descaracterizacdo do seu
habitat, a ameaca de extingcdo, a importancia dos peixes anuais como modelos

bioldgicos para estudos de longevidade e a lacuna no conhecimento de aspectos da
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biologia destes peixes, 0 presente trabalho objetivou investigar a influéncia da
temperatura da agua de cultivo no crescimento e reproducdo de A. wolterstorffi em
laboratério.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Fisiologia Aplicada a
Aquicultura da Universidade Federal de Pelotas, no periodo de abril de 2009 a
dezembro de 2010.

Producéo e ecloséo de ovos

Os reprodutores utilizados para a obtencdo dos ovos sdo oriundos de um
banhado localizado no Pontal da Barra (52°13°33” W, 31°46°36” S) na cidade de
Pelotas (RS), coletados sob licenca do IBAMA/ICMBIo, 15108-1.

Quatro trios (oito fémeas e quatro machos) de A. wolterstorffi foram mantidos
em um aquério de 300L, dotado de plantas para reflgio dos peixes e ninhos para a
postura dos ovos. Apds trés meses, os ovos foram retirados dos ninhos e mantidos em
fibra de coco Umida a temperatura ambiente (18-25°C), no escuro em sacos
hermeticamente fechados por mais seis meses. ApoOs este periodo, para melhor
observacdo do desenvolvimento embrionario, os ovos foram armazenados por dois
meses em algoddo umedecido, na mesma faixa de temperatura e no escuro até que todos
estivessem homogéneos para a ecloséo.

Para a eclosdo 275 ovos foram colocados no fundo de cinco copos de Beaker de
1L, 55 em cada, cobertos com 10 cm de fibra de coco e imersos em 600mL de 4gua com

temperatura controlada em 20°C por 24h.

Manutencéo da qualidade da agua

Para os ensaios de crescimento e reproducdo os aquarios foram dotados de
aeracdo constante por soprador com pedra porosa, filtro bioldgico interno, aquecedor
(60W), termostato digital (Aquaterm/FullGauge/0,1°C), e foram mantidos em sala
climatizada a temperatura igual ou inferior a 16°C e fotoperiodo de 12h de luz e 12h de
escuro.

A temperatura foi verificada diariamente e o pH (pHmetro digital/Lutron/0,01) e
a concentracdo de oxigénio dissolvido (Oximetro digital/Lutron/0,1mg/L) foram

acompanhados trés vezes por semana. Ao término de cada semana foi verificada a
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concentracdo de amonia total (NH3) (Kit colorimétrico/Nutrafin® - Hagen/0,1mg/L) e

foi realizada renovacéao de 50% do volume de agua dos aquarios.

Crescimento

Comprimento, peso, relacdo peso-comprimeto e taxa de crescimento especifico

O CP inicial foi medido de 20 exemplares apanhados ao acaso logo apés a
eclosdo. Um total de 120 juvenis recém eclodidos foram divididos aleatoriamente em 12
aquarios de 30L (10 por aquério), com temperaturas controladas em 16, 20, 24 e 28°C
em triplicata.

Até os 18 DAE os juvenis foram alimentados duas vezes ao dia até a saciedade,
a primeira com nauplios recém eclodidos de Artemia e a segunda com zooplancton
nativo (selecionando exemplares menores que 500um). Apds este periodo, 0s juvenis
passaram a ser alimentados apenas com zooplancton nativo maior que 500 pm duas
vezes ao dia.

Para o acompanhamento do crescimento foram realizadas biometrias utilizando
paquimetro digital (0,1 mm) para obtencdo do comprimento padrdo (CP) e balanca
digital de precisdo (0,001g) para o peso (P), que foi registrado apenas a partir dos 46
dias de vida, quinta biometria. A primeira biometria foi realizada 18 dias ap0s a eclosdo
(DAE), onde foi efetuada uma selecdo para excluir exemplares rampantes (sem
capacidade natatéria normal), permanecendo oito juvenis em cada unidade
experimental, as oito biometrias posteriores aconteceram semanalmente, até que todos
os exemplares demonstrassem caracteristicas sexuais secundarias conforme descritas
por Costa & Cheffe (2001) e comportamento tipico de maturidade sexual. Para definir o
momento do término do experimento de crescimento, em todas as biometrias 0s
aquarios foram visualizados por cinco minutos cada um e foi registrada a aparéncia e o
comportamento dos peixes.

Para avaliar a relacdo peso-comprimento (RPC) dos peixes nos experimentos, foi
utilizado o P total emmg e o CP em mm. A RPC foi transformada em sua expressao
logaritmica: log P = log a + b * log CP, onde a é o intercepto e b a inclinagdo. As
relacdes entre 0 comprimento e o peso total foram determinadas por regressao linear. Os
limites de confianca de 95% para b (IC 95%) foram calculados para determinar se o

valor hipotético de isometria estaria entre esses limites (Froese, 2006).
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Para o célculo das taxas de crescimento especifico (TCE) referentes ao CP
médio (mm) e ao P médio (mg) foram utilizadas as expressdes TCEcp = (log n CPf —
logn CPi)/t e TCEp = (log n Pf—log n Pi) / t, respectivamente, onde log n representa
o logaritmo neperiano, f a expressao final, i inicial e t o intervalo de tempo em dias.

A TCEcp dos juvenis foi calculada para o tempo de 39 DAE, momento em que
alguns exemplares ja se apresentavam sexualmente diferenciados. Para machos e
fémeas as TCEcp e TCEp foram calculadas a partir do momento em que pelo menos

80% dos peixes estavam maduros em todos os tratamentos.

Fator de condicéo (K)

O fator de condicédo (K) foi obtido pela a razéo entre o P (g) e o CP, elevado ao
expoente calculado pela RPC, através da equagdo: K = (P/CP*)*100. Para o célculo do
expoente X, que corresponde ao valor da inclinacdo da relacdo linear entre 0o CP e 0 P
(RPC), foram consideradas todas as medidas tomadas dos exemplares em diferentes

tempos e estagios de desenvolvimento ao longo do ensaio de crescimento.

Reproducao

Fertilidade

Apds o ensaio de crescimento, reprodutores com 150 dias de idade, foram
distribuidos em aquarios de 30L (volume util) em seus respectivos tratamentos de
origem (16, 20, 24 e 28°C) por 17 dias. Cada aquario recebeu um casal, e foi dotado
com ninho constituido de pote cilindrico de 2 L, 20 cm de didametro, com uma camada
de 15 cm de altura de 13 sintética preta como substrato para postura. Os reprodutores
foram alimentados duas vezes ao dia (10 e 16h), até a saciedade, com zooplancton
nativo (cladoceros > 500um).

Os ninhos foram verificados ao término do ensaio para coleta dos ovos. Os ovos
foram medidos em estereomicroscopio com ocular micrométrica e classificados como
viaveis aqueles com aspecto normal, ou seja, firmes e translicidos, e ndo viaveis
aqueles fungados, que ficam tenros e esbranquicgados.

A fertilidade (FT) foi calculada com base no nimero de ovos postos por dia em
relacdo ao peso da fémea, seguindo a equacdo FT = n/(P*t), onde 0 n representa o

namero de ovos, o P foi empregado em gramas e 0 t representa o tempo em dias.
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Fecundidade

Para a estimativa da fecundidade (FC), ao término do experimento (17 dias) 0s
reprodutores foram anestesiados em banho de benzocaina (50ppm) e mortos por sec¢ao
da medula espinhal. Os peixes foram pesados e medidos e as gbnadas foram dissecadas
para calculo do IGS.

Ap0s a disseccdo os ovarios direito e esquerdo foram pesados separadamente e
tripartidos nas porgdes anterior, mediana e posterior para analise macroscopica do
padrdo de distribuicdo dos odcitos. Posteriormente, foram imersos em solucdo de Gilson
até que os odcitos se desprendessem das lamelas ovigeras, pela degradacdo do tecido
conjuntivo. Foram avaliados o nimero e o didmetro de todos 0s 00citos maiores que
330 um. Os odcitos foram medidos com auxilio de lupa e escala ocular micrométrica.

A FC foi calculada com base no numero de ovocitos presentes no ovario em
relacdo ao P (g) da fémea através da formula FC = n/P, onde n significa o nimero de

ovocitos.

Indice gonadossomatico

Apbs o logo apds a disseccdo dos casais, gbnadas foram pesadas para o célculo
do indice gonadossomatico (IGS). O IGS foi calculado através da seguinte formula: IGS
=Pg/Pt*100e IHS = Pf/ Pt * 100, onde Pg representa o peso da gbnada (mg), Pt o

peso total do peixe (mg).

Histologia dos testiculos

Para a andlise histoldgica, cada um dos testiculos, direito e esquerdo, dos
machos foram fixadas em formalina a 10% por 24h e posteriormente transferidas para
alcool etilico 70%, onde permaneceram por sete dias. Apds este periodo as gdnadas
foram incluidas em parafina e realizados cortes transversais de 5 um. Os cortes foram
montados em ladminas, desidratados, corados com hematoxilina-eosina e diafanizados
em xilol para analise em microscépio 6tico dotado de sistema de captura de imagens.

Foi verificada a integridade dos tecidos testiculares e a distribuicdo dos estagios
da espermatogénese. Os estagios da espermatogénese foram identificados conforme
Parenti & Grier (2004): Espermatogdnias, espermatocitos primarios, espermatocitos
secundarios, espermatides e espermatozoides. O numero de cistos com cada estagio de

desenvolvimento foi contado sob campos de visdo com area conhecida, escolhidos
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aleatoriamente nas seccgdes testiculares. As medidas foram calculadas empregando-se o
programa de andlise de imagens Image Tool® 3.0 (UTHSCSA - 2002).

O nimero de cistos foi transformado para referencia-lo a 4rea padréo de 1 mm?.
As seccdes teciduais analisadas foram procedentes da porcdo intermediaria da génada

direita.

Andlise estatistica

Todos os resultados foram apresentados no formato de média + erro padrdo. Para
verificar diferencas entre os valores médios de crescimento, razdo sexual, fator de
condicdo, fertilidade, indice hepatossomatico, indice gonadossomatico, fecundidade,
diametro dos ovos e densidade celular das gonadas, entre os diferentes tratamentos,
foram testados por andlise de variancia de uma via (ANOVA), quando atendidos os
pressupostos do teste. Varidveis em percentual foram transformadas pela funcao arco de
seno para emprego da ANOVA. Diferengas entre médias foram avaliadas por teste a
posteriori de Tukey. Foi aplicado teste “t Student” para verificar diferengas no tamanho
dos ovarios direito e esquerdo dentro de cada tratamento e também no comprimento e
peso entre machos e fémeas a cada biometria nos ensaios de crescimento. Foi utilizada
regressdo linear (Pearson) para verificar a relacdo do peso—comprimento (RPC) dos
exemplares, e regressao linear multipla para avaliar a relacdo da temperatura com o peso
e com o comprimento dos peixes ao final do experimento, bem como para a relacédo do
tamanho da fémea com o tamanho dos ovos e fertilidade. Todos os testes foram
realizados sob nivel de significancia de 95% com auxilio do programa Statistica® 7.0.
Para o calculo do ponto de inflexdo das curvas de regressao foi empregado o programa
Biostat 5.0.
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3. RESULTADOS

Eclosbes

As taxas de eclosdo foram bastante elevadas, dos 275 ovos hidratados, foram
obtidos 257 (93,4 + 1,4 %) juvenis. Destes peixes, 157 (61,0 £ 3,3 %) nasceram normais
e 100 (39,0 £ 3,3 %) apresentaram problemas de natacéo, sendo incapazes de se manter
na coluna d’agua, condicdo em que o0s peixes sdo comumente denominados

“rampantes”, os quais nao foram empregados nos experimentos.

Crescimento

Parametros de gualidade da 4gua

De modo geral a concentracdo de oxigénio dissolvido apresentou uma relacéo
inversamente proporcional com a temperatura. As concentracdes médias de nitrogénio
na forma de amonia total em 16 e 24°C foi mais acentuada em um momento do
experimento devido a defeitos em algumas bombas dos filtros bioldgicos. Apesar da
solucdo imediata do problema, houve diferenca significativa entre as médias para este
parametro, pois a concentragcdo aménia observada para os demais tratamentos foi baixa

(Tabela 1). Os valores médios de pH ndo diferiram entre os tratamentos.

Tabela 1. Pardmetros de qualidade da dgua (média + erro padrao) encontrados durante o
experimento de crescimento de Austrolebias wolterstorffi mantidos em laborato6rio sob
diferentes temperaturas. Letras diferentes representam diferenca significativa nas
médias entre os tratamentos (ANOVA; Tukey; p<0,05).

Temperatura (°C) pH O, dissolvido (mg/L) NHgstotal (mg/L)
16°C 16,12+ 0,06 a 6,61+ 0,06 a 13,03+ 0,34 a 0,17 +0,05a
20°C 19,96 + 0,06 b 6,62+0,05a 11,34+0,30b 0,03+0,02b
24°C 23,90+0,08¢ 6,67 +0,04a 10,49 + 0,35 bc 0,08 + 0,03 ab
28°C 27,86 +0,06 d 6,66 + 0,04 a 9,35+0,34c 0,03+0,02b

Crescimento em comprimento e peso

Logo apoOs a eclosdo os juvenis apresentaram 7,10 £ 0,40 mm de CP. Na
primeira biometria realizada, aos 18 DAE as médias de CP dos peixes mantidos em 20,
24 e 28°C ndo diferiram entre si, porém foram significativamente superiores ao obtido

pelos peixes do tratamento de 16°C. A partir dos 25 dias de experimento, os resultados
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demonstraram que o crescimento passou a ser prejudicado nas temperaturas extremas, e
apos este periodo os CPs médios dos peixes de 20 e 24°C mantiveram-se similares entre
si e mais elevados que aqueles alcancados em 16 e 28°C que, por sua vez, nédo

apresentaram diferenca significativa nas médias de CP (Figura 2).

35
30
25

20

CP (mm)

15

10

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
DAE

Figura 2. Comprimento padrdo (CP) (média + erro padrdo) de
Austrolebias wolterstorffi mantidos em laboratério por 46 dias apds a
eclosdio (DAE) sob diferentes temperaturas. Letras diferentes
representam diferenca significativa nas médias entre os tratamentos
(ANOVA,; Tukey; p<0,05; n>10).

Sobrevivéncia, idade da puberdade e razdo sexual

Foi possivel verificar caracteristicas sexuais secundarias que demonstraram a
presenca de exemplares machos a partir do 39° DAE, ja as fémeas s6 foram observadas
a partir do 53° DAE, com totalidade de dimorfismo sexual fenotipico aos 60 DAE. Em
24°C houve maior proporcao de machos em relacdo a fémeas, as demais temperaturas

néo apresentaram diferenca na razdo sexual (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de Austrolebias wolterstoffi sexualmente diferenciados (%/3)
observados entre o0 39° e 67° dias ap0s a eclosdao (DAE), nimero total de peixes no
inicio (Ni) e no final (Nf) do experimento e percentual de sobrevivéncia (S) em cada
tratamento. N&o houve diferenca significativa nas medias de sobrevivéncia e percentual
de machos ou fémeas entre os tratamentos (ANOVA,; Tukey; p>0,05).

Tratamento 39 DAE 46 DAE 53DAE 60DAE 67DAE Ni Nf S (%)

16°C 0/0 0/1 11/10 8/9 12/9 24 21 87,50+7,22
20°C 0/0 0/10 14/9 14/8 14/8 24 22 91,67+8,33
24°C 0/2 0/10 9/11 9/11 9/11 24 20 83,33+4,17
28°C 0/1 0/6 10/10 13/8 12/8 24 20 87,50+12,50

Crescimento nos adultos

Logo apds a diferenciacdo as fémeas mantidas em 20 e 24°C apresentaram
médias de CP significativamente superiores ao das mantidas em 16 e 28°C. J& na Ultima
biometria, aos 67 DAE, o CP das fémeas de 16, 20 e 24°C ndo diferiram entre si,
contudo, foram significativamente superiores ao CP das fémeas de 28°C (Figura 3 A). A
média de peso das fémeas de 20 e 24°C mantiveram-se mais elevadas que as das de 16 e
28°C durante todo o experimento (Figura 3 B).

Da diferenciagdo até o final do experimento os machos dos tratamentos de 16,
20 e 24°C apresentaram médias de CP significativamente superiores aos de 28°C e nédo
diferiam entre si (Figura 4 A). As médias de peso dos machos de 20 e 24°C foram mais
elevadas que dos mantidos em 28°C. No final do experimento, aos 67 DAE, 0s machos
dos tratamentos de 16, 20 e 24°C ndo apresentaram diferenca no peso e foram
significativamente mais pesados que aqueles mantidos em 28°C (Figura 4 B).
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Figura 3. Comprimento padrdo (CP) (A) e peso (B) (média + erro
padrdo) de fémeas de Austrolebias wolterstorffi, mantidas em
laboratério por 67 dias ap6s a eclosdo (DAE) sob diferentes
temperaturas (ANOVA; Tukey; p<0,05; n>6).
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Figura 4. Comprimento padrdo (CP) (A) e peso (B) (média + erro padréo)
de machos de Austrolebias wolterstorffi, mantidos em laboratério por 67
dias apds a eclosdao (DAE) sob diferentes temperaturas. Letras diferentes
representam diferencas significativas nas médias entre os tratamentos
(ANOVA; Tukey; p<0,05; n>9).

Neste trabalho foi evidenciado que os machos atingem peso e comprimento mais

elevados mais rapido que as fémeas, as quais apresentam diferenciacdo sexual

fenotipica com tamanho semelhante ao observado para a puberdade nos machos (Figura

5).
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Figura 5. Comprimento de exemplares de Austrolebias wolterstorffi fenotipicamente diferenciados
(machos e fémeas) e indiferenciados (juvenis) sexualmente, aos 46 (A) e aos 53 (B) dias apos
eclosdo. Letras diferentes representam diferencas significativas no CP (A: teste t; p<0,05; B:

ANOVA,; Tukey; p>0,05; (n)).

Efeito da temperatura no desenvolvimento ontogenético

De uma maneira geral, os resultados apontam para um efeito prejudicial ao

crescimento dos peixes jovens nas temperaturas extremas testadas. Efeito que parece ser

potencializado a 28°C e mitigado a 16°C a medida que os peixes ficam adultos,

principalmente entre os machos (Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Efeito da temperatura no crescimento em comprimento padréao
(CP) de Austrolebias wolterstorffi em diferentes idades (DAE = dias ap6s
eclosdo). As setas indicam os pontos de inflexdo das curvas.
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Figura 7. Efeito da temperatura no crescimento em comprimento padrédo (CP) de fémeas (A) e de
machos (B) de Autrolebias wolterstorffi em diferentes idades (DAE = dias ap0s eclosdo). As
setas indicam os pontos de inflex&o das curvas.

Relacdo Peso-comprimento(RPC)

Os ganhos de peso e de comprimento ao longo do experimento tiveram uma
relacdo altamente significativa (r=0,96; p<0,000001). No presente estudo o valor

estimado da inclinagdo da reta, considerando juvenis juntamente com exemplares ja
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diferenciados sexualmente, foi de 3,04. Valores de inclinagdo proximos a 3 foram
também constatados para juvenis, fémeas e machos quando analisados separadamente,
determinando o crescimento dos exemplares como isométrico independente da fase de
vida (Tabela 3).

Tabela 3. Relacdo peso—comprimento (RPC) de Austrolebias wolterstorffi mantidos em
laborat6rio analisados em conjunto (total) e distribuidos em juvenis, fémeas e machos.

CP (mm) Parametros da regressdo da RPC
n Min Max a b 95% ICdea 95% ICdeb  r p
Total 342 190 525 -165 3,04 -178a-153 295a3,12 0,94 0,0001
Juvenis 66 185 375 -1,50 292 -179a-122 2,72a3,11 0,93 0,0001
Machos/fémeas 276 19,0 52,5 -153 296 -1,70a-1,37 2,86a3,07 0,91 0,0001
Machos 137 19,0 525 -152 295 -1,74a-1,31 2,82a3,09 0,93 0,0001
Fémeas 139 250 515 -154 297 -180a-128 280a314 0,90 0,0001

Taxa de crescimento especifico (TCE)

Durante o periodo amostrado ndo houve diferenca significativa nas TCE entre os

tratamentos, os valores observados séo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Taxa de crescimento especifico (média + erro padrdo) em relacdo a média do
CP (TCEcp) € do peso (TCEp) de juvenis (0-39 DAE), machos e fémeas (53-67 DAE)
de Austrolebias wolterstorffi. Ndo foram observadas diferengas significativas entre os
tratamentos (ANOVA,; Tukey; p>0,05; n>6). DAE = dias ap0ds a ecloséo.

Juvenis Machos Fémeas

TCEcp TCEcp TCEp TCEcp TCEp
16°C 3,04+0,04 152+0,14 494+0,67 1,75+045 4,75+1,29
20°C 349+0,03 145+0,21 528+0,72 092+0,17 2,76 +0,25
24°C 3,39+0,11 1,42+0,09 488+022 0,71+0,24 2,78 +0,59
28°C 3,056+0,04 0,66+0,38 341+085 058+0,11 2,70+0,56

Fator de condicéo (K)

O fator de condicdo (K) dos machos de 20, 24 e 28°C foi significativamente
mais alto do que dos de 16°C no final do experimento. Os Ks das fémeas de 24 e 28°C
foram significativamente superiores ao das mantidas em 16°C, e o K das fémeas de
28°C foi superior ao das de 20°C. Ndo houve diferenca significativa nos resultados
finais de CP, peso e K entre machos e fémeas dentro de cada tratamento nas biometrias

realizadas (Tabela 5).

24



Tabela 5. Valores finais de fator de condi¢do (K) (média £ erro
padrdo) de machos e fémeas de Austrolebias wolterstorffi
mantidos por 67 dias em laboratorio sob diferentes condigdes
térmicas. Letras diferentes indicam diferenca significativa na
média entre os tratamentos (ANOVA; Tukey; p<0,05; n>8).

K
Fémeas Machos
16°C 199+0,11a 1,96 £ 0,06 a
20°C 2,17 £ 0,06 ab 2,38+0,08b
24°C 2,44 £ 0,07 bc 2,58 +£0,07b
28°C 256+0,11c 2,62+0,12b

Aos 53 DAE foi verificado comportamento reprodutivo (machos cortejando
fémeas) por parte de todos 0s casais e ovoposicao, constatada nos tratamentos de 16, 20
e 24°C, pela presenca de ovos depositados no fundo dos aquéarios. No final do
experimento, apenas no tratamento de 28°C ainda n&o havia sido observada a postura de
ovos. A determinagéo do final do experimento de crescimento aos 67 DAE foi devida a
ser observada ocorréncia de constantes agressdes, principalmente entre os machos de

todos os aquarios.

Reproducao

Parametros de qualidade da agua

Conforme esperado, foi observada uma relagdo inversamente proporcional entre
a concentracdo de oxigénio dissolvido e a temperatura de manutencdo. Os valores
médios de pH e da concentracdo amonia ndo diferiram entre os tratamentos. Os

resultados sdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Pardmetros de qualidade da agua (média * erro padrdo) durante o experimento
de reproducdo de Austrolebias wolterstorffi em laboratério. Letras diferentes
representam diferenca significativa nas médias entre os tratamentos (ANOVA; Tukey;
p<0,05).

Temperatura (°C) pH O dissolvido (mg/L)  NHjs total (mg/L)
16°C 15,85+ 0,06 a 6,68 + 0,04 a 13,29 +0,43 a 0,09+0,05a
20°C 1955+0,11b 6,66 + 0,06 a 11,35+0,52 b 0,00+0,00 a
24°C 23,61+0,16¢ 6,70+ 0,05 a 11,02+0,42b 0,05+0,04a
28°C 27,34+0,07d 6,64 +0,04 a 9,67+0,34b 0,02+0,02a
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Reprodutores
A média do CP final das fémeas em 16°C foi superior a daquelas mantidas em

28°C, porém ambas foram similares aos tratamentos de 20 e 24°C, os quais
apresentaram CPs semelhantes entre si. Ja entre os machos ndo houve diferenca
significativa nas medias dos CPs entre os tratamentos. Os machos e as fémeas nédo
apresentaram diferenca significativa nas médias de peso entre os tratamentos no inicio
ou no final do experimento. Os Ks de machos e de fémeas ndo diferiram entre os

tratamentos do inicio ao final do ensaio (Tabela 7).

Tabela 7. Comprimento padrdo (CP) (mm), peso (g) e fator de condi¢édo (K)
inicial (i) e final (f) (média + erro padréo) de fémeas e machos de Austrolebias
wolterstorffi mantidos sob diferentes temperaturas. Letras diferentes
representam diferenca significativa nas médias entre os tratamentos (ANOVA,;
Tukey; p<0,05).

16°C 20°C 24°C 28°C

CPi  53,17+394a 5200+351la 4967+145a 5033+240a
., CPf 6050+058a 5867+136ab 53,33+159b 54,83+1,88ab
S Pesoi 3,18+042a 3,33+0,38a 253+0,34a 2,75+0,18 a
f% Pesof 3,85+0,38a 3,34+0,74a 261+027a 3,52+0,69 a

Ki 3,45+1,23a 454+0,34a 3,58+041a 3,85+0,12a

Kf 472+0,43a 4,20+0,04a 3,51+0,28a 4,61+0,80a

CPi 6583%+0,17a 6333+3,84a 61,33+088a 57,33+4,26a
., CPf 7375%+0,75a 68,67+366a 6717+174a 6350+4,65a
% Pesoi 5,10+0,52 a 6,17+1,09a 547+0,29a 4,67+0,26a
§ Pesof 555+ 1,66a 5,94 +0,68 a 571+0,52 a 4,08+0,34 a

Ki 5,88 +0,60 a 7,23+0,99 a 6,64+0,28 a 5,97 + 0,08 a

Kf 584+1,70a 6,59+ 0,55a 6,48+0,54 a 4,82+0,15a

Fertilidade (FT)

Durante o periodo de 17 dias em que foram disponibilizados ninhos para a

postura de ovos foram observadas FTs médias de 0,98 + 0,07; 0,67 £ 0,16; 1,18 + 0,49 ¢
0,01 £ 0,01 ovos/g de fémea/dia para os peixes dos tratamentos de 16, 20, 24 e 28°C,
respectivamente. A FT média de 24°C foi significativamente superior a de 16°C, no
entanto ambas apresentaram FTs meédias semelhantes as de 16 e 20°C, as quais ndo

apresentaram diferenca entre si (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da temperatura sobre a fertilidade relativa (FT) de
Austrolebias wolterstorffi. Letras diferentes representam diferenca nas
médias entre os tratamentos (ANOVA,; Tukey; p<0,05; n=3).
O diametro dos ovos postos pelos peixes dos tratamentos de 16, 20 e 24°C ndo
diferiram, apresentando médias de 2,09+0,02, 2,14+0,02 e 2,12+0,02 mm,
respectivamente. Nao foi possivel determinar o diametro dos ovos postos pelos peixes

tratados a 28°C por ndo ter se obtido ovos viaveis.

Indice gonadossomatico

N&o houve diferenca significativa entre o peso dos ovarios ou dos testiculos
direito e esquerdo em nenhuma das temperaturas estudadas (teste t; p>0,05), porém o
peso dos ovarios foi significativamente superior ao peso dos testiculos em todos os
tratamentos (teste t; p<0,05). O indice gonadossomatico (IGS) foi influenciado pela
temperatura em ambos 0s sexos, 0s machos mantidos a 16 e 20°C apresentaram IGS
significativamente superior aos mantidos a 28°C e o IGS das fémeas de 16°C foi maior

do que o das mantidas em 28°C (Tabela 8).
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Tabela 8. indice gonadossomatico (IGS) (média + erro
padrdo) de machos e fémeas de Austrolebias wolterstorffi
mantidos laboratorio por 170 DAE. Letras diferentes indicam
diferenca significativa nas medias entre o0s tratamentos
(ANOVA; Tukey; p<0,05; n=3).

Machos Fémeas
16°C 1,30 £0,07 a 7,42 +0,37 a
20°C 1,21+0,12a 492+1,36ab
24°C 0,87 +£0,09 ab 4,75+1,28 ab
28°C 0,61+0,11b 2,62+0,87b

Fecundidade (FC)

Os resultados demonstraram que a temperatura elevada prejudicou a FC. Em

16°C (0,25 + 0,02 odcitos /g fémea) a FC foi significativamente mais elevada que em 20
e 28°C (0,13 £ 0,03 e 0,03 + 0,02 odcitos/g fémea, respectivamente), enquanto que, nas
fémeas de 20 e 24°C (0,18 + 0,02 odcitos /g fémea, para 24°C) as FCs ndo diferiram
entre si, mas foram superiores as de 28°C (Figura 9). A distribuicdo de freqiiéncia de

tamanho dos odcitos é mostrada na figura 10.
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Figura 9. Efeito da temperatura sobre fecundidade relativa (FC) de
Austrolebias wolterstorffi. Letras diferentes representam diferenca nas
médias entre os tratamentos (ANOVA,; Tukey; p<0,05; n=3).
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Figura 10. Distribuicdo de frequéncia de didmetros dos odcitos observada em Austrolebias

wolterstorffi mantidos em laboratério por 170 DAE sob diferentes temperaturas.

Histologia dos testiculos

Mediante andlise microscdpica dos testiculos observou-se a distribuicdo de
cistos espermaticos tipica de testiculos do tipo “restrito”, onde os estagios iniciais da
espermatogénese estdo distribuidos na regido periférica da gbnada com aumento do grau
de desenvolvimento espermatogénico a medida que os cistos se aproximam do limen
gonadal.

Em todas as temperaturas os testiculos apresentaram-se maturos na condicdo de
espermiante. Entretanto, no tratamento de 28°C foi observada uma nitida redugdo na
densidade dos cistos de todos os estagios espermatogénicos. Em praticamente todas as
gbnadas foram observados espermatdcitos primarios (EP), espermatdcitos secundarios
(ES), espermatides (ET) e espermatozdides (EZ) (Figura 11). O primeiro tipo celular na
linhagem espermatogénica, as espermatogénias, ndo foram observadas nos cortes de

nenhum dos tratamentos.
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Figura 11. Corte histoldgico do testiculo de Austrolebias wolterstorffi mantido em
laborat6rio em 28°C até os 170 DAE. Material corado com hematoxilina/eosina. EP —
espermatocito primario; ES — espermatocito secundario; ET — espermatide; EZ —
espermatozoides; CS — célula de Sertoli; Cl — célula intersticial (cel. Leydig); LG -
limen gonadal; escala=100um.

As células somaéticas ou de Sertoli (CS) foram evidenciadas junto aos tabiques de tecido
conectivo na parede dos cistos. As células intersticiais (CI) ou células de Leydig raramente
puderam ser observadas nos intersticios destes tabiques entre os cistos espermaticos.

Na temperatura mais elevada foram encontradas algumas alteragdes histologicas
nos testiculos. Foi constatada a auséncia de espermatozéides na luz da gbnada, e
reducdo da densidade celular nos cistos. Estas alteragcdes ndo foram encontradas nas

demais temperaturas estudadas (Tabela 9, Figura 12).
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Tabela 9. Efeito da temperatura no percentual dos tipos de cistos espermaticos (EP —

espermatocito  primario;

ES

— espermatocito  secundario;

ET - espermatide; EZ -

espermatozdides) e na densidade (média + erro padrao) de centros melanomacrofagicos (CMMF)

em Austrolebias wolterstorffi.

Letras mailsculas e minasculas representam diferencas

quantitativas significativas nos tipos de cistos/mm? de testiculo entre e dentre as temperaturas,
respectivamente (ANOVA,; Tukey; p<0,05; n=3).

Cistos/ mm? CMMF/ mm?®
EP ES ET EZ
16°C 1949 + 458 A b 4086 + 838 A ab 5206 + 610 B a 4144 + 393 A ab 1698 + 1097 A
13% 27% 34% 27%
20°C 2548 + 962 A ab 8609 + 2469 A a 6142 + 2186 B a 1880 + 888 AB b 861 + 267 A
13% 45% 32% 10%
24°C 3568+ 1521 Ab 10047 + 3170 A a 10706 + 1855 A a 7561+ 3495 Aab 885+ 394 A
11% 32% 34% 24%
28°C 9176 + 1491 B a 9988 + 1590 A a 16078 + 1758 A b 637 +430Bc 974 + 668 A
26% 28% 45% 2%

Figura 12. Cortes histolégicos

de testiculds de Austrolebias wolterstorffi mantidos em

diferentes temperaturas por 170 DAE. Material corado com hematoxilina/eosina. EZ —
espermatozéides; CE — cistos espermaticos vazios; LG - limen gonadal.
100um.

Escala =
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES

Durante o processo de eclosdo dos espécimes empregados nos testes de
crescimento e fecundidade, foram obtidas taxas de eclosdo superiores a 90%. Estes
resultados véo ao encontro dos valores obtidos por Arenzon et al. (2002a) com ovos de
Cynopoecilus melanotaenia. Estes autores obtiveram mais de 97% de eclosdo em 24h a
20°C, a mesma temperatura utilizada no presente estudo. No entanto, o contrério foi
relatado por Shibatta (2005), que dentre os exemplares que ndo foram acometidos por
fungos, foi obtida eclosdo de apenas 30% dos ovos de Simpsonichthys boitonei.
Entretanto, neste ultimo estudo a temperatura empregada para a eclosdo ndo foi
informada, e é conhecido que este fator pode estar associado a efeitos deletérios na
incubacdo e consequentemente na taxa de eclosdo, comprimento e peso das larvas
recém eclodidas dos peixes anuais (Arenzon et al., 2002a; Brown et al., 2011).

A eclosdo de larvas incapacitadas de inflar sua vesicula gasosa e se manter na
coluna d’agua ¢ bastante relatada na reproducdo de peixes anuais em cativeiro.
Exemplares com esta disfunc¢ao tém sido citados como “rampantes” nos paises de lingua
portuguesa e espanhola ¢ como “belly-sliders” na lingua inglesa (Podrabsky & Hand,
1999). A causa desta “patologia” ainda ¢ desconhecida. Neste trabalho foi observada
uma taxa de 40% de larvas nesta condigdo. Wourms (1967), para mitigar este problema,
sugeriu a hidratacdo lenta dos embrides, para que se permita a regulacdo de aparatos
fisioldgicos e o contato com o ar atmosférico no momento de inflar a vesicula gasosa,
todavia Podrabsky & Hand (1999) afirma que a presenca de substancias humicas na
agua é responsavel por diminuir a taxa de peixes rampantes e que, portanto, 0
enchimento da bexiga natatoria é facilitado por elementos quimicos diretos da agua e
ndo pela lenta hidratacdo dos embrides.

Segundo Haas (1976b) o desenvolvimento dos estagios iniciais dos peixes
anuais é claramente adaptativo frente as condi¢cBes ambientais. Neste sentido, Walford
& Liu (1965) levantaram a hipoOtese de que os peixes anuais apresentam preferéncia
térmica diferenciada em funcéo da fase de vida. Podrabsky et al. (2008) ressaltaram a
importancia dos fatores abidticos na biologia dos peixes anuais, demonstrando que
Austrofundulus limnaeus emprega ajustes comportamentais para a otimizacdo do
processo reprodutivo, mesmo frente a variacao nictimeral da temperatura.

Volcan (2009) observou que juvenis de Austrolebias nigrofasciatus apresentam

maior taxa de crescimento em 22°C se comparado a 16°C, enquanto nos reprodutores da
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mesma espécie quando mantidos em 25°C houve prejuizo no fator de condicéo corporal
em relagdo aos mantidos em 17 e 21°C. Corroborando com estes estudos, no presente
trabalho ficou evidente que a temperatura que favorece o crescimento em comprimento
diminui ao longo da vida, apontando uma inversao no efeito da manutencéo a 16°C no
momento da puberdade. Porém, o fator de condicdo corporal apresentou relagédo direta
com a temperatura, nas fases jovens, onde o crescimento € mais acentuado, esta relacdo
pode refletir o metabolismo e atividade mais elevados nas temperaturas mais altas que,
dentro da faixa de tolerancia térmica pode levar a um maior aporte alimentar e possivel
acumulo de reservas (Clarke & Johnston, 1999).

Em estudo realizado por Liu & Walford (1970) com a A. wolterstorffi foi
evidenciado que o crescimento em comprimento é favorecido em 16°C quando
comparado a 22°C nos adultos, segundo os autores é devido a melhor conversdo
alimentar. Ao contrario, Errea & Danulat (2001) observaram que, para Austrolebias
viarius, no ambiente natural e no laboratério, a espécie apresenta maior crescimento
quando a temperatura € mais elevada, independente da fase da vida.

O presente trabalho demonstrou que as TCEs tenderam a serem mais elevadas
em 16°C apos a puberdade, tanto para machos como para fémeas. As TCEs nos adultos
demonstraram que em 16°C ocorreu uma compensagdo no crescimento, levando os
peixes deste tratamento a atingirem valores de comprimento e peso semelhantes aos
alcancados em 20 e 24°C, temperaturas que favoreceram o crescimento desde as fases
mais jovens.

Além do estagio de desenvolvimento ontogenético, existem indicios de que o
sexo também pode influenciar na preferéncia da temperatura nos peixes anuais, com
selecdo das condicBes térmicas mais apropriadas para a sobrevivéncia e sucesso
reprodutivo. Podrabsky et al. (2008) demonstraram que A. limnaeus, quando submetido
a um gradiente térmico de 21 a 37°C, é capaz de selecionar com exatiddo a temperatura
favoravel, com divergéncia na temperatura escolhida por fémeas e machos. As fémeas
preferem temperaturas que variam de aproximadamente 23 a 26°C e 0s machos de 25 a
28°C. No presente estudo evidenciou-se que o favorecimento do crescimento na menor
temperatura testada foi manifestado com maior intensidade em machos do que em
fémeas, inclusive a faixa de temperatura 6tima para o crescimento dos machos (20,1 —
20,9°C) se manteve sempre inferior a das fémeas (20,7 — 21,9°C) durante o periodo

estudado.
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Independente do sexo ou da fase de vida, A. wolterstorffi apresentou crescimento
isométrico dentro de todo o periodo estudado, ou seja, as variacdes do peso e do
comprimento possuem uma relagdo proporcional, enquanto para A. nigrofasciatus
Volcan (2009) verificou crescimento alométrico negativo, quando o peixe cresce mais
em comprimento do que em peso. Ja Errea & Danulat (2001) observaram para A. viarius
crescimento alométrico positivo, onde hd maior ganho em peso do que em
comprimento.

Para peixes € comum a maturidade sexual ser influenciada pelo comprimento
e/ou peso corporal e também pela idade (Osmundson, 2006). Foi evidenciado neste
trabalho que o comprimento e o peso sdo fatores mais representativos na diferenciagéo
sexual do que a idade dos peixes. Portanto, o periodo que compreende entre a idade de
maturacdo de machos e de fémeas neste estudo esta relacionado ao fato de os machos
apresentarem crescimento inicial mais acentuado que as fémeas, ja que as mesmas
diferenciam sexualmente com comprimento e peso semelhante aos dos machos porém,
com maior idade. De acordo com estes dados esta o apontado por Calvifio (2005) para
Austrolebias toba e por Volcan (2009) para A. nigrofasciatus, segundo estes autores 0s
machos destas espécies também diferenciam antes das fémeas.

A diferenciacdo sexual em teledsteos pode ser determinada pela temperatura
ambiental, sendo comum a muitas espécies a predominancia de machos em relacdo a
fémeas em temperaturas extremas (Devlin & Nagahama, 2002; Luckenbach et al., 2003;
Strissmann & Ito, 2005). Volcan (2009) sugere que a manutencdo de A. nigrofasciatus
em 16°C pode determinar uma maior proporcdo de machos. No presente estudo néo foi
observada efeito da temperatura de manutencao na razéo sexual.

Apesar de a temperatura mais elevada néo ter favorecido o crescimento, ocorreu
diferenciacdo antecipada dos machos em 24 e 28°C. Foram 0s peixes de maior tamanho
dentro destes tratamentos que diferenciaram antecipadamente. Volcan (2009) observou
exemplares de A. nigrofasciatus diferenciados apenas na quarta semana de vida quando
mantidos em 16°C, enquanto os peixes mantidos em 22°C diferenciaram com uma
semana de antecedéncia. A. viarius em condi¢fes de laboratdrio apresentam
diferenciacdo sexual aos 75 DAE quando mantidos em 25°C, porém em 15°C este
fendmeno ocorre apenas aos 119 DAE (Errea & Danulat, 2001).

A maturacdo precoce é comum em peixes anuais (Liu & Walford, 1970). Em
Nothobranchius guentheri, organismo que possui o ciclo de vida mais curto entre os

vertebrados, Haas (1976a) observou que a maturidade sexual é alcangada em menos de
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quatro semanas de idade. Conforme Shibatta (2005), S. boitonei leva aproximadamente
dois meses para atingir idade adulta. Para A. nigrofasciatus, Volcan (2009) observou
que os primeiros sinais de maturacdo sexual aparecem ja na terceira semana apos a
eclosdo. No ambiente natural A. viarius necessita entre oito e 18 semanas para maturar
(Errea & Danulat, 2001). Segundo Arenzon et al. (1999) C. melanotaenia pode levar
trés meses para atingir a maturidade sexual. No presente estudo, os primeiros machos
apareceram aos 39 DAE em 24 e 28°C, enquanto que a 16°C, aos 46 DAE, quando ja
havia quase totalidade de diferenciacdo nos demais tratamentos, apenas um macho havia
diferenciado.

Além das fémeas demorarem mais a atingir o comprimento de diferenciacdo
fenotipica, existe certa dificuldade em identificar a sutil alteracdo na morfologia externa
de um juvenil para uma fémea pubere. Os pontos iridescentes presentes no corpo e na
nadadeira dorsal de machos facilitam a sua identificacdo. Os machos ainda apresentam
0 corpo marrom arroxeado e a regido opercular, nadadeira anal e caudal com porgoes
azuladas; ja as fémeas apresentam caracteristicas semelhantes ao padrdo dos juvenis,
com o corpo castanho rosado e manchas irregulares acinzentadas (Costa, 2008). Apesar
da dificuldade de identificacdo das fémeas, no presente trabalho foram observadas
diferengas nas nadadeiras que auxiliam na distingdo sexual com maior exatiddo, os
machos possuem as nadadeiras dorsal e anal com bases mais longas e bordas escuras.

O inicio da puberdade é marcado pelo processo de diferenciacdo sexual
fenotipica nas espécies que apresentam dimorfismo, sendo que a primeira maturacdo
pode ndo coincidir com este fendbmeno (Okusawa, 2002). Assim, 0 comportamento
reprodutivo pode traduzir respostas direcionadas pelos esterdides sexuais produzidos em
gbnadas maturas ou em maturacdo, demarcando a puberdade (Hermelink et al., 2011).

Neste estudo, os primeiros sinais comportamentais de maturacdo foram a
competicdo entre os machos e a corte dos mesmos para as fémeas. Estes eventos
respaldaram a decisdo da transferéncia de exemplares considerados maturos aos
experimentos de reproducéo.

Belote & Costa (2004) e Garcia et al. (2008) afirmaram que 0s movimentos de
cortejo sdo altamente conservados dentre as espécies do género Austrolebias. As
observacdes em laboratorio demonstraram que o comportamento reprodutivo dos casais
de A. wolterstorffi se assemelhou ao descrito pelos autores. Segundo 0s mesmos,

frequentemente é observada a exibicao lateral dos machos para as fémeas, além disto, 0s
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machos vibram as nadadeiras, dorsal e anal, e ondulam o corpo, 0 que sugere que 0s
sinais mecanicos podem ter influéncia na atracdo das fémeas.

A puberdade dos peixes na aquicultura, muitas vezes constitui um fator limitante
por promover o declinio do crescimento em funcdo do gasto de energia desviado para a
reproducdo (Podrabsky et al., 2008). No caso de espécies ameacadas de extingdo, em
que o cultivo ndo visa o aproveitamento de carcaca e ganho em massa, a capacidade
reprodutiva em cativeiro torna-se mais importante do que o crescimento. Muitas
espécies de peixes durante o periodo de reproducdo diminuem a taxa de ingesta ou
entram em jejum. Dependendo das condicfes de alimentacao e do desenvolvimento das
gbnadas, para algumas espécies o fator de condi¢do pode indicar o periodo de desova
(Gomiero & Braga, 2005).

Os peixes anuais alimentam-se constantemente mesmo durante o periodo em que
estdo reproduzindo, pois ap6s atingirem a maturidade sexual desovam diariamente até a
senilidade ou morte (Worms, 1972; Haas, 1976a). Os valores semelhantes de K
encontrados para os reprodutores de todos os tratamentos podem estar associados a esta
caracteristica, pois todos 0s peixes, mesmo 0S que apresentaram altas taxas de
fertilidade, mantiveram a alimentacdo. Possivelmente em 28°C houve investimento
energético para o crescimento soméatico enquanto em 16, 20 e 24°C este aporte deve ter
sido mais direcionado para as gonadas, uma vez que o IGS foi reduzido para ambos os
Sexos na maior temperatura.

A alta fertilidade é comum de peixes anuais (Worms, 1972; Haas, 1976a). No
presente trabalho isto foi evidenciado através dos valores de IGS, fecundidade e
fertilidade encontrados. Os valores mais elevados de IGS das fémeas mantidas em 16°C
ndo corresponderam aos valores de fertilidade e fecundidade similar aqueles obtidos em
20 e 24°C, o que pode estar associado entdo a reabsorcdo de odcitos. Ja em 28°C foi
evidenciado por meio de todos os parametros estudados que houve prejuizo na
reproducéo.

N&ao obstante, o presente trabalho encontrou uma alta taxa de fertilidade nas
temperaturas mais baixas, porém ndo houve relacdo entre o tamanho das fémeas e a
producdo de ovos. Segundo Podrabsky & Hand (1999), é comum a fertilidade
demonstrar estreita relagdo com o tamanho da fémea. Gongalves et al. (2011)
observaram relacdo direta entre o comprimento das fémeas de C. melanotaenia e a
fecundidade no ambiente natural. Da mesma forma que no presente estudo, Volcan

(2009) ndo observou esta relacdo para A. nigrofasciatus, neste ultimo a fertilidade
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semanal foi bastante varidvel e oscilou dentro de cada tratamento, o que pode,
estatisticamente, ter mascarado o efeito do tamanho da fémea nestes estudos.

No presente estudo A. wolterstorffi apresentou fertilidade média semanal
maxima, correspondente ao tratamento de 24°C, de aproximadamente 15 ovos/g, ja para
A. nigrofasciatus, Volcan (2009) encontrou posturas de até 38 ovos/g semanalmente.
Apesar desta diferenca no montante de ovos, ao considerar o porte dos peixes em
questdo, o numero médio de ovos postos por semana € muito semelhante, de
aproximadamente 50 ovos para ambas as espécies. E importante ressaltar que os ovos de
A. wolterstorffi (diametro médio de 2,12 mm) sdo maiores que os de A. nigrofasciatus
(1,51 mm de didmetroe) (Volcan et al., 2011).

Para A. charrua foram observados todos os estagios de desenvolvimento de
odcitos e de cistos espermaticos nas gdnadas maduras durante todo o periodo de
reproducdo, demonstrando que a espécie possui desova assincrona, ou seja, a desova é
parcelada e os o6citos sdo recrutados por lotes ao longo do ciclo reprodutivo (Arezo et
al., 2007). Ja no presente estudo a primeira fase da espermatogénese para ambos 0s
sexos foi ausente em todos os tratamentos, 0 que pode demonstrar um recrutamento
total dos gametas no inicio do ciclo. Porém, observou-se todas as demais fases de
odcitos e houve comportamento reprodutivo constante desde a diferenciacdo até o
término do estudo, confirmando a desova parcelada. Segundo Gongalves et al. (2011)
C. melanotaenia apresenta diversas classes de diametro de o6citos nos ovarios maduros,
determinando a espécie como desovante parcelada.

Arenzon et al. (2002a) observaram que juvenis de C. melanotaenia oriundos de
ovos de exemplares mantidos em temperaturas elevadas (25°C) constantemente
apresentaram altas taxas de ma-formacdes. Neste sentido, Genade et al. (2005) afirmam
que os peixes anuais tém uma vida util definida em cativeiro e que esta pode ser
modulada pela temperatura da &agua, pois 0s peixes desenvolvem degeneracdes
histolégicas em uma ampla gama de 6rgaos como olhos, rins, figado e timo em
diferentes periodos de tempo dependendo da temperatura a que sdo submetidos.

Em 28°C, além de praticamente n&o ter havido ovoposicao, na histologia foram
observadas alteracfes nos testiculos indicando de que esta temperatura prejudica a
espermiogénese. Apesar de haver espermatozoides em alguns cistos, a producdo destes
em 28°C pareceu estar sendo lenta ou insuficiente para tornar estes peixes férteis.

Inferiu-se que o problema deva ocorrer durante a maturacao final dos gametas, j& que 0s
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demais estagios da espermatogénese ocorreram de forma plena, com excecdo das
espermatogonias, conforme citado anteriormente.

N&o sdo raros estudos que comprovam o efeito adverso de temperaturas
extremas no desenvolvimento gonadal de teledsteos. Alguns estudos tém demonstrado
que peixes desenvolvem degeneracdo das células germinativas primarias quando
expostos por periodos extensos a temperaturas elevadas subletais, podendo levar até a
condigéo de esterilidade, mais frequentemente observada nos machos (Striissmann et
al., 1998; Striissmann et al., 2010).

De acordo com Bapary e Takemura (2010) a exposicao continua de Chrysiptera
cyanea a temperatura elevada (30°C) causam regressdo na atividade gonadal,
ocorrendo reabsorcdo de ovocitos vitelogénicos. Glasser et al. (2004) observaram para
Ctenopharyngodon idella que a partir de 28°C ocorre um bloqueio na maturacdo dos
odcitos e na ovulacdo porque a atividade das gonadotropinas é interrompida nesta
condigdo. Segundo esses autores o impedimento deve ocorrer a nivel dos receptores
gonadais do horménio luteinizante (LH), ja que esta gonadotropina esta presente na
circulacdo em niveis até mais elevados que em temperaturas inferiores.

Para os machos do peixe-rei Odonthestes bonariensis, Ito et al. (2003)
demonstraram que temperaturas elevadas (29°C), embora acelerem o processo de
diferenciacéo e desenvolvimento gonadal, promovem aumento acentuado da frequéncia
de células germinativas anormais para ambos 0s sexos, com reabsorcao destas células e
reducdo da fertilidade da espécie.

Singh et al. (2010) estudaram histologicamente o processo de regressdo gonadal
no teleGsteo asiatico Channa punctatus, e verficaram que temperaturas elevadas (24 e
29°C) induzem degeneracdo das células germinativas, com o aparecimento de massa
coloidal e células sanguineas no interior dos cistos espermaticos, tanto na condicdo de
repouso como durante o periodo reprodutivo da espécie.

No presente estudo, ndo foram observadas células germinativas alteradas,
apenas a reducdo acentuada de cistos dotados com espermatozoides, com todos 0s
demais estagios de desenvolvimento espermatico normalmente representados na
gbnada. Esta condigdo aponta para uma provavel disfuncdo hormonal a 29°C.

No salméo do Atlantico temperaturas elevadas impedem a maturacédo e ovulacéo
em fémeas através da desregulacdo endodcrina com reducdo da atividade da enzima
citocromo P450 aromatase e consequente reducdo dos niveis séricos de estradiol e

aumento dos niveis de testosterona (Pankhurst & King, 2010).
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Volcan (2009) observou para A. nigrofasciatus que a fertilidade tendeu a ser
mais elevada em 25°C, porém diminuiu bastante ao longo das cinco semanas de estudo,
enquanto dentro deste periodo em 17 e 21°C ndo foi observada esta redugdo da
fertilidade. Possivelmente este resultado demonstra a regressdo gonadal antecipada em
funcdo da temperatura elevada. Dentre as temperaturas testadas no presente trabalho,
ndo foram verificados sinais de regressdo gonadal dentro do periodo estudado, porém
em 28°C foi evidenciada diminuigdo da concentracdo de cistos de todos os estagios da
espermatogénese e presenca de cistos de espermatozoides vazios ou com densidade
muito baixa, demonstrando que esta temperatura causa um bloqueio no
desenvolvimento e maturag&o testicular da espécie.

No presente estudo, evidentemente a manutencdo em 28°C prejudicou a
reproducdo e as demais temperaturas nao apresentaram diferencas significativas nos
parametros de reproducdo investigados, porém, houve indicios na histologia que
apontam a possibilidade de haver prejuizo dos testiculos nas temperaturas de 16 e 20°C.
Nestas temperaturas houve diminuicdo na concentracdo de cistos de espermatides, além
de uma tendéncia a apresentar uma maior concentracdo de CMMFs em 16°C.

Entende-se que nos teledsteos os CMMFs podem representar estrutras andlogas
aos centros germinativos dos linfonodos nas aves e mamiferos. Nos vertebrados
ectotérmicos, como o0s peixes, 0s CMMFs sdo encontrados principalmente no estroma
de tecidos hematopoiéticos. A hematopoiese nos teledsteos € realizada em especial no
baco e no rim, mas os CMMFs podem ocorrer também no figado, intestino e timo.
Ainda, a melanizacdo em teledsteos pode estar presente em casos especiais nas
branquias, no cérebro e nas godnadas. Em teleésteos os CMMFs sdo comumente
associados a lesdes inflamatdrias cronicas e doencas senis (Agius & Roberts, 2003).

Os CMMFs sao agregados pigmentados contendo linfocitos e macrofagos que
pertencem ao sistema imune inespecifico e atuam no sequestro de produtos de
degradacdo celular e materiais potencialmente toxicos aos tecidos (Agius & Roberts,
2003). Os CMMFs, portanto, podem ser utilizados como marcadores de qualidade
ambiental e condicgdo dos peixes. Louiz et al. (2009) associam ocorréncia de CMMFs no
tecido testicular do gobideo Gobius niger a lesBes teciduais por poluicdo quimica da
agua. A tendéncia de aumento da occorréncia dos CMMFs nas tempearturas extremas
neste trabalho podem refletir processos de reabsorcdo de células espermatogénicas

lesadas pela condicdo térmica.
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Além dos problemas reprodutivos em adultos quando mantidos em temperturas
elevadas, Liu & Walford (1970) observaram para alguns peixes anuais, entre eles A.
wolterstorffi, que em temperaturas em torno de 20°C ocorre mortalidade de 50% dos
exemplares entre 11 e 15 meses, ja quando a temperatura fica na faixa dos 15°C o
evento pode levar aproximadamente o dobro do tempo para ocorrer. Esta influéncia da
temperatura na longevidade ndo pode ser associada as taxas de mortalidade observadas
no presente estudo pois ndo abrangeu esta faixa de idade dos peixes. As mortalidades
observadas nao tiveram relacdo com aos tratamentos.

O presente trabalho evidenciou que a manutencdo em 28°C é prejudicial ao
crescimento e a reproducdo de A. wolterstorffi. Dentre as demais temperaturas testadas,
foi verificado que a temperatura Gtima para o crescimento diminui ao longo da vida,
onde no inicio do ciclo, durante a fase juvenil, temperaturas mais elevadas favorecem o
crescimento, enquanto temperaturas intermediarias otimizam o crescimento de adultos.
Porém, a reproducdo ndo responde paralelamente ao crescimento nesta fase, apontando
melhores resultados em temperaturas elevadas.

Compreendendo o objetivo almejado por este trabalho a fim de fornecer
subsidios a manipulacdo do ciclo de vida de A. wolterstorffi de maneira simples e
eficiente, conclui-se que para manter e reproduzir este peixe anual em cativeiro, a
temperatura da agua ideal é de 24°C, por favorecer o crescimento inicial, manter uma
alta condicdo corporal dos peixes até a fase de reprodutores e por otimizar a sua

fecundidade e fertilidade.
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