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Caracterizacao da biologia reprodutiva de Violinha (Loricariichthys anus)

Autor: Douglas Cosme Selle
Orientador: Danilo Pedro Streit Jr.

Coorientador: Marco Aurélio Rotta

RESUMO - A violinha (Loricariichthys anus) vem se destacando comercialmente no
sul do Brasil nas ultimas trés décadas, tornando-se um importante recurso pesqueiro.
Visto sua elevada aceitacdo de mercado no Rio Grande do Sul, € o segundo peixe
nativo mais consumido na semana santa em 2021, sendo vista como uma espécie
com grande potencial para aquicultura. Com intuito de realizar a caracterizacao sexual
da espécie e elucidar aspectos biolégicos importantes para o desenvolvimento de
protocolos de reproducdo em cativeiro, 0 presente estudo realizou as seguintes
analises com o objetivo de caracterizar o ciclo reprodutivo anual: Dimorfismo sexual;
indice Gonadossomatico (IGS); Histologia gonadal de machos e fémeas; Cinética
espermética; Concentracdo espermatica; e Morfologia espermética. Para analisar as
variacfes desses fatores ao longo do ano, foram coletados no rio Guaiba, de
novembro de 2021 a outubro de 2022, seis machos e seis fémeas ao més, totalizando
144 animais (51,02 + 16,61 g e 22,3 £ 1,96 cm). Os animais foram anestesiados,
eutanasiados, mensurados e pesados e suas gbnadas foram obtidas por dissecacao,
pesadas em balanca de precisédo. Parte de cada uma das gbnadas masculinas foram
maceradas afim de se obter sémen (para as analises cinéticas, de concentracéo e
morfolégica), e a outra parte, juntamente com as gbnadas femininas, fixadas em
glutaraldeido 2,5% para posterior andlise histolégica. A avaliacdo morfoldégica dos
animais baseou-se em trabalhos de avalicdo para Familia Loricariidae, obtendo-se um
anico ponto de dimorfismo, o labio inferior dos machos (7,8 + 2,71 mm), que
apresentou alongamento de 2 a 3 vezes o seu tamanho normal (5,3 = 0,70 mm), além
de apresentar escurecimento nas laterais e porcéo final do labio inferior, durante os
meses de novembro a marco. Quanto a analise do IGS, os dados foram observados,
més a més para machos e fémeas foram, apresentacdo a seguinte variacao,
respectivamente: 0,41 + 0,10 e 4,73 £ 0,51 (novembro); 0,35 = 0,11 e 5,53 + 1,33
(dezembro); 0,41 £ 0,11 e 4,29 + 1,91 (janeiro); 0,55 £ 0,09 e 3,29 + 3,57 (fevereiro);
0,16 £ 0,09 e 0,68 + 0,94 (marco); 0,17 + 0,07 e 0,90 + 0,40 (abril); 0,06 £ 0,03 e 0,69
+ 0,59 (maio); 0,24 £ 0,05 e 0,94 + 0,42 (junho); 0,18 £ 0,12 e 0,72 £ 0,28 (julho); 0,28
+0,21e 0,73 £0,59 (agosto); 0,14 + 0,03 e 1,53 + 1,40 (setembro); 0,21 + 0,13 e 2,79
+ 3,93 (outubro). As gbnadas fixadas foram incluidas em paraplast e seccionadas em
micrétomo manual para a montagens das laminas, as quais foram coradas em
hematoxilina e eosina e analisadas por microscopia Optica para identificacédo das fases
de maturagdo gonadal ao longo dos meses. Para fémeas as analises indicam que
entre novembro e margo apresentaram odcitos maduros, além de demonstrar que ha
mais de uma ocorréncia de desova total durante o periodo reprodutivo. Ja os machos
nao apresentaram periodo reprodutivo definido, com ocorréncia de espermatozoides
durante todo o ano, porém em baixos volumes e, a partir de dezembro, ja se observa
os testiculos regredindo, com um grande volume de espermatogbnias. Para a analise
da cinética espermatica (Motilidade - MOT; velocidade curvilinear - VCL; velocidade
em linha reta - VSL,; velocidade média de deslocamento - VAP e progressividade -
PROG), realizada com o software CASA, as amostras de sémen foram diluidas em



Solucdo de Hank's e posteriormente ativadas com agua destilada. Houve diferenca
(p>0,05) para MOT entre os periodos analisados de novembro, janeiro e mar¢o (25,58
+ 0,05; 1,97 £ 0,02 e 2,11 + 0,005 %); VCL (58,8 + 4,47; 37,59 + 5,29 ¢ 41,28 + 6,9
pm/s, respectivamente) e VAP (40,1 + 4,99; 20,71 + 3,04 e 22,87 = 5,61 um/s). Para
concentracdo espermatica, as amostras foram posicionadas em camara de Neubauer
onde realizou-se a contagem de subjetiva de 5 campos e, posteriormente, o valor
encontrado foi convertido, apresentando a média de 9.741.600 + 1.208.834
espermatozoides/ml de sémen, mas apenas durante o periodo reprodutivo (novembro
a marco). Nos demais meses nao se obteve volume suficiente de sémen para realizar
a analise. Para morfologia foram contabilizados 200 espermatozoides em cada
analise, obtendo-se os seguintes valores: Espermatozoides normais 103 + 21,79;
Cabeca solta 69 + 14,77; Cauda curta 7 £ 3,68; Cabeca degenerada 6 * 4,16;
Macrocefalia 4 + 3,16; Microcefalia 2 + 2,09. Com os dados obtidos de IGS e histologia
gonadal, pode-se afirmar que o periodo reprodutivo de L. anus ocorre entre 0s meses
de novembro e fevereiro no rio Guaiba, corroborando com a informacdo de que a
espécie apresenta dimorfismo sexual apenas durante o periodo reprodutivo. Também
€ possivel afirmar que a espécie apresenta uma baixa quantidade de espermatozoides
viaveis durante o periodo reprodutivo, além de baixa concentracdo espermatica,
guando comparadas a outras espécies da ordem Siluriforme ou, até mesmo, da familia
Loricariidae, podendo este ponto ser um gargalo para reproducdo da espécie em
cativeiro.!

Palavras-chave: Cinética espermatica; concentracdo espermatica; dimorfismo sexual;

IGS; morfologia espermatica.

1 Dissertacdo de Mestrado em Zootecnia — Producdo Animal, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (69 p.) marco, 2023.



Characterization of reproductive biology of Violinha (Loricariichthys anus)

Author: Douglas Cosme Selle
Advisor: Danilo Pedro Streit Jr.

Co-advisor: Marco Aurélio Rotta

ABSTRACT - The "violinha" (Loricariichthys anus) has been commercially prominent
in southern Brazil in the last three decades, becoming a vital fishery resource. Given
its high market acceptance in Rio Grande do Sul, it is the second most consumed
native fish in the Holy Week in 2021, being seen as a species with great potential for
aquaculture. To perform the sexual characterization of the species and elucidate
critical biological aspects for the development of captive breeding protocols, the
present study was carried out the following analyses aiming to characterize the annual
reproductive cycle: sexual dimorphism, gonadosomatic index (GSI), gonadal histology
of males and females, sperm kinetics, sperm concentration, and sperm morphology.
To analyze the variations of these factors throughout the year, six males and six
females were collected monthly in the Guaiba River from November 2021 to October
2022, totaling 144 animals (51.02 + 16.61 g and 22.3 £ 1.96 cm). The animals were
anesthetized, euthanized, measured, and weighed, and their gonads were obtained by
dissection and weighed on a precision scale. Part of each male gonad was macerated
to get semen (for kinetic, concentration, and morphological analysis), and the other
part, along with the female gonads, was fixed in Glutaraldehyde 2,5% for further
histological analysis. The morphological evaluation of the animals was based on
evaluation studies of the Loricariidae family. Was obtained a single characteristic for
dimorphism the lower lip of males (7.8 = 2.71 mm), which presented elongation of 2 to
3 times its standard size (5.3 + 0.70 mm), besides showing darkening on the sides and
final portion of the lower lip, during the months of November to March. As for the IGS
analysis, the data were observed, month by month for males and females, presenting
the following variation, respectively: 0.41 £ 0.10 and 4.73 £ 0.51 (November); 0.35 £
0.11 and 5.53 + 1.33 (December); 0.41 £ 0.11 and 4.29 = 1.91 (January); 0.55 + 0.09
and 3.29 + 3.57 (February); 0.16 + 0.09 and 0.68 + 0.94 (March); 0.17 + 0.07 and 0.90
+ 0.40 (April); 0.06 + 0.03 and 0.69 * 0.59 (May); 0.24 + 0.05 and 0.94 + 0.42 (June);
0.18 £ 0.12 and 0.72 + 0.28 (July); 0.28 + 0.21 and 0.73 + 0.59 (August); 0.14 + 0.03
and 1.53 + 1.40 (September); 0.21 + 0.13 and 2.79 + 3.93 (October). The fixed gonads
were embedded in paraplast and sectioned on a manual microtome to assemble
slides, stained with hematoxylin and eosin, and analyzed by light microscopy to identify
the phases of gonadal maturation over the months. For females, the analyzes indicate
that between November and March, they presented mature oocytes, in addition to
demonstrating that there is more than one occurrence of total spawning during the
reproductive period. On the other hand, males did not present a defined reproductive
period, with the occurrence of spermatozoa throughout the year, but with low volumes,
and from December on, the testicles are already observed regressing, with a large
volume of spermatogonial cells. For the sperm kinetics analysis (Motility - MOT;
curvilinear velocity - VCL,; straight line velocity - VSL; mean displacement velocity -
VAP and progressivity - PROG), performed with the CASA software, the semen
samples were diluted in Hank's Solution and later activated with distilled water. There
were differences (p>0.05) for MOT between the analyzed periods of November,
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January, and March (25.58 + 0.05; 1.97 + 0.02 and 2.11 + 0.005 %); VCL (58.8 + 4.47;
37.59 £ 5.29 and 41.28 + 6.9 pm/s, respectively) and VAP (40.1 = 4.99; 20.71 + 3.04
and 22.87 £ 5.61 um/s). For sperm concentration, the samples were placed in a
Neubauer chamber where a 5-field subjective count was performed. Subsequently, the
value found was converted, presenting an average of 9,741,600 + 1,208,834
spermatozoa/ml of semen, but only during the reproductive period (November to
March). In the other months, we did not obtain enough semen volume to perform the
analysis. For morphology, 200 spermatozoa were counted in each analysis, getting the
following values: normal sperm 103 £ 21.79; loose head 69 + 14.77; short tail 7 + 3.68;
degenerated head 6 + 4.16; macrocephaly 4 £ 3.16; microcephaly 2 + 2.09. With the
data obtained from IGS and gonadal histology, it can be stated that the reproductive
period of L. anus occurs between November and February in the Guaiba River,
corroborating the information that the species presents sexual dimorphism only during
the reproductive period. It is also possible to state that the species shows a low amount
of viable spermatozoa during the reproductive period, besides a low sperm
concentration, when compared to other species of the order Siluriforme or even the
family Loricariidae, and this may be a bottleneck for the reproduction of the species in
captivity.?

Keywords: Sperm kinetics; sperm concentration; sexual dimorphism; IGS; sperm
morphology.

2 Master of Science dissertation in Animal Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (69 p.) March, 2023.
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2 INTRODUCAO

A reproducdo em cativeiro da viola (Loricariichthys anus) possui importancia
tanto ambiental como econémica, uma vez que a espécie ja € largamente apreciada
no sul e sudeste do Brasil. Possui alto valor agregado ao ter seu filé consumido em
forma de petiscos, principalmente em bares, restaurantes e quiosques de praia.
Justamente pelo seu alto valor de mercado, a sua captura vem se acentuando a cada
ano, aumentando de forma significativa & pressdo de pesca dessa espécie. Até o
momento, todo o pescado comercializado € oriundo da pesca artesanal, a qual ndo é
proibida. Entretanto, com a reducédo da disponibilidade de peixes, os pescadores
utilizam as redes de espera com malhas cada vez menores, o que acaba pondo em
risco a sustentabilidade deste importante recurso pesqueiro e de outras espécies que,
muitas vezes, acabam sendo capturadas acidentalmente e ndo aproveitadas devido

ao seu tamanho inferior ao exigido pelo mercado consumidor.

A reproducdo de loricarideos, embora tenha avancado nos ultimos anos, ainda
€ uma temética pouco estudada, principalmente quanto aos estudos com fins de
producdo de proteina para consumo humano. Atualmente, a maior parte das
pesquisas realizadas esta relacionada a conservacao das espécies, Caracterizacao
de espécies invasoras e/ou a producdo de espécies ornamentais, as quais possuem
alto valor agregado (SOUZA, 2019; DIEN, 2022; CALDAS, 2019.)

Levando em consideracao esta realidade, o objetivo deste estudo busca tornar
mais plausivel a possibilidade de se obter sucesso na reproducdo em cativeiro de L.
anus, até entdo ndo documentada, tornando possivel a sua producdo em sistemas
aguicolas e, caso necessario, seu uso em projetos de repovoamento da espécie nos
locais com baixos estoques. Para isso, ha a necessidade de se entender a morfologia,
fisiologia e comportamento reprodutivo da espécie, dando suporte para a elaboracdo
de um possivel protocolo de reprodu¢do com uma estratégia reprodutiva viavel em

ambiente controlado.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Caracteristicas e histdrico da espécie

A espécie proposta para o estudo foi Loricariichthys anus (Valenciennes, 1835),
popularmente conhecida como viola, violinha, cascudo-viola, entre outros.
Pertencente a ordem dos Siluriformes e a familia Loricaridae, tem como sua origem a
Ameérica do Sul, ocorrendo naturalmente em rios e lagos costeiros do sul do Brasil (Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parand), Argentina e Uruguai nas bacias do Rio
Uruguai e baixo Rio Parana (FERRARIS, 2003).

Com habitos alimentares bentbnicos, ou seja, alimentando-se de detritos e
alimentos depositados ao fundo dos corpos hidricos, como também os depositados
sobre superficies em seu habitat, € considerado uma espécie ili6faga-onivora, pois
alimenta-se de detritos de origem, tanto animal, quanto vegetal (ALBRECHT &
SILVEIRA, 2001).

A viola se caracteriza por possuir o corpo achatado, cor marrom-amarelada,
cabeca pontiaguda e o corpo coberto por placas ésseas (Figura 1) (MEGA &
BEMVENUTI, 2006). Segundo Dufech et al. (2009), sua ocorréncia no lago Guaiba,
em estudo realizado em Itapud (municipio de Viamao/RS), se d& principalmente em
locais com fundo arenoso, sendo observado em até seis vezes maior quantidade,

guando comparado a locais com presenca de lodo ou material organico depositado.

Figura 1. Imagem ilustrativa de um exemplar do cascudo-viola Loricariichthys anus. Foto:
Douglas Cosme Selle (Coleta realizada em outubro de 2022).
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A ocorréncia da espécie se da no sul da América do Sul, iniciando nos rios
costeiros do Brasil (Rio Grande do Sul e Santa Catarina), Uruguai e Argentina nas
bacias do rio Uruguai e baixo Parana (FISH BASE, 2021) conforme demonstrado na
Figura 2. Sua ocorréncia se da principalmente em aguas l6ticas e com fundo arenoso,
independente da profundidade (BEHR & BALDISSEROTTO, 1994).

Paragua

0 Uruguai - RSISC
NA

RIO. GRANDE DO SUL |
‘LagB\Guaiba

‘R|o Uruguai

\\lBaxxo Rio Paranadr,ugua‘

A

Argentina. \

Figura 2. Imagem demonstrativa dos principais pontos de ocorréncia do cascudo-viola
(Loricariichthys anus).

Quanto as caracteristicas reprodutivas da espécie, ndo foram encontrados
dados referentes a idade para primeira maturacdo, entretanto ambos 0S sexos
atingem a maturagéo sexual quando alcancam uma medida igual ou superior a 27,51
cm para fémeas e 29,21 cm para os machos, na lagoa Emboaba (BRUSCHI JR.,
1997). O periodo de maturacao gonadal e, consequentemente, a maior fertilidade da
espécie no reservatério chasqueiro, Arroio Grande-RS, encontra-se entre outubro e
fevereiro, sendo para fémeas, de outubro a janeiro, com pico em novembro e para
machos de agosto a fevereiro, com pico em dezembro, caracterizando parte do
periodo reprodutivo como assincrono (CARDOSO, 2013). De modo geral, o género
Loricariichthys sp. apresenta uma alta Relagdo Gonadossomatica (RGS), a qual
compreende a porcentagem que as gbnadas representam do peso total dos
individuos, podendo atingir um percentual maximos de 5,32%, quando as gbnadas
encontram-se maduras sexualmente (VAZZOLER, 1996). A espécie possui habitos de



19

cuidados parentais, sendo o macho o responsavel pela incubacdo dos ovos

fertilizados, aderidos em seu labio inferior, conforme exemplificado na Figura 3.

Figura 3. Imagem de um exemplar macho de cascudo-viola (Loricariichthys anus) incubando
os ovos fertilizados em seu labio inferior. Foto: Daniela Pereira da Rosa.

Atualmente ha uma baixa ocorréncia de estudos sobre a espécie, sem
informacdes fundamentais sobre o comportamento alimentar, reprodutivo ou sobre o
seu desenvolvimento, principalmente relacionado ao periodo entre fertilizacdo e
eclosdo, além da auséncia de informacdes sobre a curva de crescimento até o
tamanho adulto, como visto em outras espécies de loricarideos, a exemplo do
Rhinelepis aspera, vulgarmente conhecido como Cascudo-preto (LOPEZ, 2005;
SANCHES, 2005; SOUZA, 2006).

O unico estudo relacionado a faze inicial de larvicultura e incubacao de ovos de
L. anus encontrado, trata-se da utilizac&do de incubadora alternativa, descrita por Rosa
(2015), utilizando garrafa plastica com capacidade para 5 litros, tendo sua base
cortada formando uma taca/funil, quando apoiada com sua tampa para baixo, uma
bomba submersa foi ligada a uma bateria 12 V e uma mangueira adaptada na entrada
da tampa da garrafa, enquanto a bomba estava submersa no rio, a “incubadora”
cumpria a funcdo de circulagdo de agua, pode incubar ovos coletado dos labios de
macho de cascudo-viola, o que oportunizou o acompanhamento do desenvolvimento

larval da espécie, por um breve periodo, conforme demonstrado na Figura 4.
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Figura 4. Desenvolvimento larval de cascudo-viola (Loricariichthys anus). Foto: Daniela
Pereira da Rosa.

3.2 Aspecto econdmico

A pesca e consumo da viola foi iniciada no bairro Arquipélago, do municipio de
Porto Alegre/RS, mais especificamente, a localidade chamada de llha da Pintada.
Neste local historicamente ocorre uma grande concentracéo de pescadores, inclusive
abrigando a Colonia de Pescadores Z5, a qual abrange toda a regidao metropolitana.
Os pescadores capturavam as conhecidas violinhas, em redes onde buscavam
capturar pintados (Pimelodus maculatus); entretanto, por se tratar de um peixe de
dificil processamento, por apresentar placas 6sseas, ndo eram aproveitados, ao invés
disso os pescadores apenas as sacrificavam (quebrando a cabeca) para retirar da

rede e atiravam novamente para agua.

Em meados dos anos 2000, o também pescador e peixeiro, Luiz Carlos de
Azevedo Cosme, observando a baixa nos estoques pesqueiros e a alta demanda por
um pescado de boa qualidade, oriunda da pesca, solicitou a outro pescador Leoni
Jardim, que processasse, cerca de 10 kg de viola para uma tentativa de
comercializacdo. O pescador processou e entregou o0 volume solicitado, como
demonstrado na Figura 5. Entdo esses filés foram vendidos a um comprador que
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possuia um quiosque as margens da praia de Capdo da Canoa/RS. Os files foram
vendidos e desde entdo o comeércio sobre o filé vem se acentuando, gradativamente,
ao longo dos anos (informacéo verbal)3.

Figura 5. Imagem de filés de cascudo-viola (Loricariichthys anus) processados, sendo
embalado para comercializagdo. Foto: Douglas Cosme Selle.

Atualmente a espécie viola ja é largamente apreciada no sul e sudeste do Brasil
e possui alto valor agregado ao ter seu filé consumido em forma de petiscos,
principalmente em bares, restaurantes e quiosques de praia. Justamente pelo seu alto
valor de mercado, a busca pela captura da espécie vem se acentuando a cada ano,

aumentando de forma significativa a pressao de pesca dessa espécie.

Em pesquisa realizada pelo autor em fevereiro de 2023, foram consultados
pescadores artesanais, peixarias, supermercado e restaurantes da regido
metropolitana de Porto Alegre/RS, obtendo-se as informacdes de faixas de preco dos

filés vendidos congelados (in natura) e servidos em por¢des (frito), conforme descrito
na Tabela 1.

3 Fala do Eng. Agronomo Douglas Cosme Selle, piscicultor e neto de pescador do rio Guaiba.
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Tabela 1. Locais de venda, compradores e valores de filés de cascudo-viola (Loricariichthys
anus), congelada para ser servida em porcoes fritas.

Local de venda x compra Tamanho da porgao Valor em R$/kg
comercializada
Pescador x Consumidor 1,0 kg R$ 30,00 a R$ 40,00
Pescador x Revendedor 1,0 kg R$ 20,00 a R$ 30,00
Peixaria x Consumidor 1,0 kg R$ 35,00 a R$ 50,00
Supermercados x Consumidor 0,4 kg R$ 65,00
Restaurantes x Consumidor 0,5 kg R$ 80,00 a R$ 140,00

A partir dos dados apresentado, € possivel constatar que o filé do pescado
destaca-se dos demais valores obtidos pela comercializagéo de peixes oriundos da
pesca, tanto de peixes inteiros como filés, os quais variam entre R$ 8,00 e R$ 20,00.
O que torna ainda mais atrativo a producéo da espécie em cativeiro, possibilitando a

obtencao de um alto valor agregado ao seu pescado.

O beneficiamento do pescado em questdo, em grande parte das vezes, acaba
sendo realizado de forma precaria, sem cuidados minimos de higiene e, tampouco,
inspecédo sanitaria. A maior parte dos pescadores ja entregam para os clientes finais
ou atravessadores, os filés beneficiados. Sabendo-se que o beneficiamento ocorre
dentro das embarcacgfes pesqueiras ou em portos as margens dos locais de pesca,
locais onde raramente se tera acesso a agua potavel para devida limpeza dos peixes

antes da entrega (Douglas Selle, informacéo verbal) 4.

A pesca da viola é realizada em locais relativamente distantes da moradia dos
pescadores, por esse motivo, além da escassez de agua potavel, também se percebe
a auséncia de gelo, tanto ap6s a retirada do peixe das redes e seu alojamento
temporario nas caixas plasticas, como ap0s o processamento dos files e seu
armazenamento nas caixas de isopor, que os mantem “protegidos” até a chegada nas
casas dos pescadores, onde geralmente sdo embalados em por¢des de 1 kg e levados
aos congeladores (Douglas Selle, informacéao verbal)®.

Atualmente, no estado do Rio Grande do Sul existem cooperativas e frigorificos
capacitados e ja processando a violinha, a exemplo da Cooperativa dos pescadores

de S&o Lourenco do Sul/RS, a industria Le Gour Alimentos, localizada em

4 Fala do Eng. Agronomo Douglas Cosme Selle, piscicultor e neto de pescador do rio Guaiba.
5 Fala do Eng. Agrénomo Douglas Cosme Selle, piscicultor e neto de pescador do rio Guaiba.
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Garibaldi/RS, além da industria Japesca, localizada em Porto Alegre/RS, que
recentemente iniciou 0 processamento da espécie, a denominando em sua
embalagem como “filé de cascudo”. Sendo assim, com a inser¢ao da viola no mercado
aquicola poderia, também, minimizar possiveis problemas de contaminacdo do
produto final, além de possibilitar a inspecdo dos produtos e, consequentemente,
torna-los de melhor qualidade, pois seriam respeitadas as normas de processamento
e cadeia de frio (MAPA 2007), desde o inicio do processo de captura nos viveiros, até
a sua distribuicdo a revendedores e consumidores finais. Podendo-se, até mesmo,

expandir a abrangéncia do mercado.

Sabendo-se que o pescado ja € processado de forma industrial, esta condi¢ao
podera incentivar os produtores a aderir ao cultivo da espécie, pois a comercializacdo

podera ser realizada em escala, junto a outras espécies cultivadas na regiao.
3.3 Captura das espécies nativas

Quanto ao aspecto ambiental, atualmente toda viola comercializada é oriunda
da pesca artesanal, sendo que sua captura ndo é proibida, segundo as portarias MMA
n°445/2014 e MMA n°163/2015. Entretanto, com a reducéo da disponibilidade de
peixes, 0s pescadores utilizam as redes de emalhar com malhas cada vez menores,
variando entre 20 e 30 mm, as quais sdo proibidas (Instrucdo Normativa IBAMA
n°43/2004), o que acaba pondo em risco a sustentabilidade deste importante recurso
pesqueiro, pois aumenta consideravelmente o nimero de peixes necessarios para se
obter 1 kg do filé processado, além da diminui¢cdo do tamanho dos filés, que o torna

menos atrativo aos consumidores (informacéo verbal)®.

Além da captura de violas muito pequenas, a pesca com essas malhas de rede
acaba por capturar diversas outras espécies que, muitas vezes, sédo abatidas e ndo
aproveitadas, devido ao seu tamanho inferior ao exigido pelo mercado consumidor.
Isso pode ser identificado ao se ter contato com pescadores artesanais da regiao
metropolitana de Porto Alegre, os quais, em sua maioria, adaptaram suas redes para
a pesca da viola, utilizando apenas entalhamento (corda onde a rede € entralhada) na
parte inferior dos panos da rede, fazendo com que a mesma permaneca, 0 maximo
possivel, ao fundo do local de pesca quando armada, pois esta espécie possui habitos

bentbnicos. Essa modificacdo ja reduziu significativamente a captura das demais

6 Fala do Eng. Agronomo Douglas Cosme Selle, piscicultor e neto de pescador do rio Guaiba.
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espécies, mas eventualmente ainda sdo capturadas em grandes quantidades de
fauna acompanhante, que também possuam héabitos bentdnicos ou que se alimentem
proximo as margens e locais de baixa profundidade, quando as redes estdo armadas

(informacédo verbal)’.

Um fator que é de conhecimento dos agentes envolvidos no meio pesqueiro €
a pesca predatéria durante o periodo de defeso, sendo realizada por parte dos
pescadores, seja por atraso dos beneficios fornecidos pelo governo federal (seguro
defeso), o qual tem objetivo de reduzir essa acdo, ou, até mesmo, pela baixa
disponibilidade do pescado estocado e a necessidade de garantir a comercializacdo
durante essa época de maior demanda, denominada de semana santa, quando
ocorrem as maiores feiras de peixe e até mesmo a procura intensa por parte dos

revendedores e fornecedores de alimentacdo pronta (p. ex.: restaurantes).

Nos meses que precedem a semana santa, ndo so 0s pescadores profissionais
e artesanais buscam estocar peixes, mas também parte da populacdo que pesca de
forma irregular (profissionais, artesanais e amadores). Com essa atitude, o estoque
pesqueiro reduz drasticamente e, com isso, boa parte dos peixes capturados nao

completam o ciclo reprodutivo (informagéo verbal) 8.
3.4 Perspectivas para a producao de viola

A realizacdo da pesquisa sobre a reproducao da viola ira colaborar de forma
significativa para o desenvolvimento da aquicultura no Rio Grande do Sul, por se tratar
de uma espécie nativa, com alto valor agregado e grande aceitacdo pelo mercado
consumidor, além de possibilitar a producdo consorciada com outras espécies ja
cultivadas, uma vez que, esta se propondo a producdo de uma espécie com habitos
alimentares bentonicos (GONCALVES; OLIVEIRA; LIMA JR, 2010). Sendo assim, 0s
peixes em cultivo poderiam aproveitar-se de detritos e racdo excedente dos tratos,
seguindo o exemplo da integracao entre a tilapia e camardo, ja largamente difundida,
tornando ainda mais sustentavel a sua producado, além de gerar renda e contribuir
para a diminuicdo da pressédo de pesca desta espécie e de outras capturada como

fauna acompanhante.

7 Fala do Eng. Agronomo Douglas Cosme Selle, piscicultor e neto de pescador do rio Guaiba.
8 Fala do Eng. Agronomo Douglas Cosme Selle, piscicultor e neto de pescador do rio Guaiba.
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Ha relatos de piscicultores que capturaram em seus viveiros de cultivos
exemplares de L. anus com tamanhos muito superiores aos pescados na natureza,
uma vez que nas areas de cultivo se tem uma abundancia de alimentos, do qual a
viola pode aproveitar para o seu consumo e desenvolvimento. Esses peixes
capturados em locais de cultivo normalmente entram nos sistemas por meio de aguas
de abastecimento ou séo levadas por outros vetores, uma vez que nao ha registro de
sua produc¢édo ou reproducdo em cativeiro, sendo esse o principal gargalo para inicio
do cultivo controlado.

A reproducédo induzida de peixes em cativeiro € uma ferramenta fundamental
para o desenvolvimento da piscicultura mundial. No Brasil com o inicio do cultivo de
espécies nativas, grande parte dos alevinos e juvenis que povoavam 0s viveiros eram
advindos da captura na natureza, provocando danos ao ambiente natural e
dificultando o processo de cultivo. Parte dos peixes, ndo migradores, que habitam
ambientes |énticos, eram preferidos ao cultivo, pois reproduzem-se naturalmente, sem
a necessidade de inducdo hormonal. Porém, o desenvolvimento desses peixes € mais
lento devido ao gasto de energia para manutencédo das gbnadas e comportamentos
reprodutivos (HUET, 1978).

No mercado nacional e internacional existe uma série de opcdes de horménios
indutores da liberacdo de gametas, como por exemplo: Ovopel®, Ovaprim®, hCG,
Hipdfise de salméo, dentre outros, porém o principal produto utilizado e que se obtém
maior sucesso ainda é a Hipdéfise de carpa, muito embora seu alto valor de mercado
faz com que produtores busquem alternativas, como hipoéfise de pato, ra, frango, entre
outros animais (NWADUKWE, 1993; STREIT JR., 2002).

Atualmente, o peixe nativo mais produzido no Brasil é o Tambaqui (Colossoma
macropomum), com sua producéo e comercializagdo concentrada na regiao Centro-
oeste e Norte, onde é largamente apreciado por possuir carne saborosa e apresentar
excelente desempenho zootécnico. Entretanto, no Brasil é possivel listar outras
espécies nativas migradoras, produzidas em escala comercial, e que também
necessitam de inducdo para liberacdo de gametas, como o dourado (Salminus
brasiliensis), o pacu (Piaractus mesopotamicus), o surubim (Pseudoplatystoma sp.), 0
piaucu (Leporinus macrocephalus), o curimba (Prochilodus lineatus) (ZAMBONI
FILHO, 2007).
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No Rio Grande do Sul, a espécie nativa alvo de estudos para a producédo em
cativeiro, tanto por universidades, como por instituicbes de pesquisa, € 0 jundia
(Rhandia quelen). Possui 6timo desempenho zootécnico, bom rendimento de carcaca,
file sem espinhas intramusculares e com alta aceitacdo do mercado, pois é muito
apreciada pela populacdo da regidao sul. Aléem do jundia, podemos também citar
algumas espécies nativas, como a traira (Hoplias malabaricus), a piava (Leporinus
obtusidens), o lambari (Astyanax sp.), dentre outras espécies menos expressivas em
relacdo a numeros de producdo, quando comparadas as espécies exoticas como a
tilapia, que ja estdo com pacotes tecnoldgicos mais desenvolvidos e estabelecidos,
além de possuir um forte trabalho de melhoramento genético, o qual, nas espécies
nativas do Rio Grande do Sul, ainda é inexistente (ZAMBONI FILHO, 2007).

Em 2019, nas dependéncias do Laboratorio de Ictiologia do Instituto de Meio
Ambiente de Mato Grosso do Sul (Imasul), pesquisadores realizaram a primeira
reproducdo em cativeiro de Loricaria coximensis, também conhecida como cascudo-
viola (Figura 6). Porém, essa é uma espécie endémica do pantanal sul-mato-
grossense, medindo apenas 9,6 cm e ocorrendo apenas no Rio Coxim, que esti
ameacada de extingdo. Por possuir caracteristicas semelhantes a espécie poderia
servir como base para o desenvolvimento deste estudo. Entretanto, como ainda nao
ha publicacbes aprofundadas sobre o feito, os pesquisadores preferem manter sigilo
sobre as técnicas utilizadas (PRESTES, 2019).

N&do h& reatos sobre outras reproducdes em cativeiros de loricarideos
semelhantes a violinha, apenas de cascudos dos géneros Rhinelepis sp. e
Hypostomus sp., 0s quais ndo se assemelham aos habitos reprodutivos de L. anus,
distinguindo-se principalmente pelos habitos de desova parcelada e a auséncia de

cuidados parentais (ZAMBONI FILHO, 2007).
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Figura 6. Imagem demonstrando o desenvolvimento embrionério de Loricaria coximensis.
Foto: IMASUL, 2019.

3.5 Caracterizagcdo sexual

Com a necessidade de se obter informacdes basicas sobre a biologia
reprodutiva da viola, principalmente ao se buscar alternativas para producéo e
reproducao em cativeiro, a caracterizacdo sexual € de fundamental importancia para
o desenvolvimento de novos pacotes tecnolégicos (LOPEZ, 2005). Desta forma,
avaliara qualidade e quantidade dos gametas, tanto masculino como feminino, é
fundamental para se estabelecer um plano de acéo sobre a reproducao, além de que,
em peixes, 0s estudos acabam focando nos gametas femininos e deixando de lado os
estudos do sémen (RURANGWA et al., 2004).

Para loricarideos, os estudos relacionados a aspectos reprodutivos séo
focados, principalmente, em espécies com fins de ornamentagdo, por possuir maior
valor agregado e alta demanda, a exemplo do cascudo zebra (Hypancistrus zebra),

espécie com maior valor de mercado dentre os cascudos e com demanda, inclusive
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para exportacdo, porém com raros estudos relacionados a sua viabilidade reprodutiva
(VIANA, 2018, 2022; CALDAS, 2019, 2021).

A caracterizacdo dos espermatozoides, levando-se em consideracdo a analise
do volume, concentragdo, motilidade e vigor, além das caracteristicas morfoldgicas,
estdo diretamente relacionadas a avaliacdo da qualidade espermatica, além de gerar
informacdes que séo relevantes para seu uso na fertilizacdo artificial (ROUTRAY,
2007).

O processo de determinacdo do dimorfismo sexual € de fundamental
importancia, tanto pra caracterizacdo taxonémica, como para manejos de espécies
produzidas em cativeiro, jA que em algumas espécies as caracteristicas sexuais
dimoérficas podem ser tdo destoantes, que machos e fémeas podem ser confundidos
com espécies diferentes (CAMERON, 1992). De acordo com Darwin (1871), o
dimorfismo sexual deve levar em consideracdo o0s tracos anatbmicos ou
morfométricos que funcionam na busca por parceiros na época do acasalamento
sendo, de modo geral, toda diferenga anatbmica entre sexos de uma espécie, que nao
seja as dos 6érgaos diretamente envolvidos no processo reprodutivo (gbnadas e

orgaos copulatérios).

Em peixes j& foram descritas uma grande variedade de caracteristicas que
podem ser levadas em consideracdo para determinacdo do dimorfismo sexual,
principalmente relacionadas a modificacdes sofridas durante o periodo reprodutivo,
podendo citar os barbilhdes nasais e maxilares, os quais podem chegar ao dobro do
comprimento em machos (ZAKARIA, 1992). As nadadeiras sdo frequentemente
observadas como pontos de diferenciacéo ligadas ao sexo, pela sua forma, tamanho,
ndamero de raios, presenca de espinhos e filamentos (MOLINAR ET AL., 1998;
PEZZANITE & MOLLER, 1998; IKEJIMA & SHIMIZU, 1998; GARZON & ACERO,
1988). Variacdes na morfologia da cabeca também podem estar relacionadas ao sexo
de uma mesma espécie, apresentando tamanhos distintos, presenca de apéndices,
formato, etc. (HASTINGS, 1991). A mudanca de coloracdo é observada em diversas
espécies, porém deve-se ter cuidado para ser distinguida de efeitos causados pelo
ambiente em gue a espécie esta inserida (BURGESS, 1989).

Os estudos sobre a biologia reprodutiva de peixes podem auxiliar na tomada
de decisbes sobre as espécies a serem cultivadas em cativeiro, além de tornar

plausivel a insercdo de uma nova espécie na aquicultura ou em programas de
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conservacao (ANDRADE, 2003). As condicdo enddgenas e exdégenas podem afetar a
maturacdo sexual e processo de desova dos peixes, por exemplo, em sistemas de
aquicultura, normalmente se tem ambientes Iénticos, onde o0s animais perdem
estimulos naturais externos, podendo alterar sua resposta endocrina e modificar a
maturacdo gonadal, fazendo com que o0s ovarios atinjam apenas o0 estagio de
vitelogénese completa, sendo necessario a simulacdo dos estimulos naturais de forma
artificial, seja pela manipulagdo do ambiente, aceito por algumas espécies, ou com a
inducdo hormonal, para que ocorra a reproducao (ANDRADE, 2003).

O indice gonadossomatico (IGS) € um método qualitativo utilizado para
determinacao do periodo reprodutivo de uma espécie, o qual expressa a razao entre
0 peso das gbnadas, masculinas ou femininas, e o peso total corporal (VAZZOLER,
1996). O IGS é uma analise complementar na determinac¢édo do periodo reprodutivo
de peixes, pois a maturacdo das células reprodutivas faz com que ocorra a ampliacao
do tamanho das gbnadas (principalmente em fémeas) e quantidade de évulos no
interior das gbnadas, as tornando mais pesadas durante o periodo reprodutivo
(PEREIRA et al., 2004).

As gbnadas em peixes teledsteos, de modo geral, estéo distribuidas em pares,
com formato alongado e localizados na porcao dorsal da cavidade abdominal, sendo
cada gbnada posicionada de um lado da coluna vertebral, prolongando-se no sentido
craniocaudal, fundindo-se em apenas um oviduto e estendendo-se até o orificio
urogenital (RODRIQUES et al., 2005). Macro e microscopicamente é possivel se
observar cinco estadios distintos de maturacdo gonadal, sdo eles: Imaturo; Repouso;

Maturacao inicial; Maturacdo avancada/maduro; e desovado (BAZZOLI, 2003).

O estudo histolégico das gbnadas femininas permite distinguir os diferentes
tipos de células germinativas, em seus diferentes graus de maturacdo, podendo-se
distinguir as fases de acordo com a propor¢cdo de cada estédio do ciclo ovariano
(GODINHO et al., 1977). A ovogénese € o processo no qual as células germinativas
se desenvolvem, desde as células primordiais até odcitos, prontos para fertilizacéo
(GODINHO, 2007). O conhecimento da biologia ovariana € um fator fundamental para
que se o entenda a reproducdo natural das diferentes espécies de peixes (BAZZOLI
& RIZZO, 1990).

Os testiculos dos peixes teledsteos estao localizados na cavidade celomatica,

dorsalmente ao tubo digestivo e ventro-lateralmente ao longo da bexiga natatoria,
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estando preso a bexiga natatéria e a parede celomatica pelo mesoérquio (ANDRADE,
1980). Assim como os ovarios, apresentam distintas fases de maturacao, podendo ser
analisados de forma macroscépica ou microscopica, as cinco fases sdo: Imaturo;
Repouso; Maturacgao inicial; Maturacdo avancada/maduro; e Espermeado (BAZZOLI,
2003).

Os testiculos dos peixes se assemelham a bolsas, sendo formados por uma
camada germinal de células espermatogénicas (espermatocitos), as quais produzem
0S espermatozoides pelo processo da espermatogénese (SALLUM, 2002). A
espermatogénese pode ser de duas formas para peixes teledsteos: a semisistica,
onde o desenvolvimento ocorre parcialmente fora do cisto, e a cistica, a qual o
processo ocorre, em grande parte, no interior de cistos germinativos (LACERDA,
2006). Normalmente, a estrutura observada na histologia se apresenta em
organizacao tubular seminifera cistica, podendo ser observado dois compartimentos,
o intersticial e o tubular, onde no primeiro estdo localizados 0s vasos sanguineos,
fibras nervosas, células e fibras do tecido conjuntivo, além das células de Leyding,
com a funcéo esteroidogénica (LACERDA, 2006).

Os espermatozoides dos peixes encontram-se inativos dentro das gbénadas,
uma vez que o fluido seminal ndo s6 imobiliza os espermatozoides, como também
oferece protecdo (COSSON et al., 1999). De modo geral os espermatozoides dos
peixes teledsteos de agua doce comecam a se mover quando submetidos a solugéo
hipotonica (<300 mOsml/kg) e exibem alta mobilidade (como % de espermatozoides
moveis) em agua doce (4 mOsml/kg) (SUZUKI, 1980). A determinacdo dos valores
cinéticos auxilia na obtencdo de dados sobre a qualidade do sémen, em especial dos
espermatozoides de peixes, ja que os valores cinéticos estdo diretamente ligados a
capacidade de fecundacédo entre os gametas (FERRAZ et al., 2014).

A primeira analise espermatica em peixes foi realizada em sémen de truta
através de um estroboscépio com camera gravadora (COSSON, 1985). Com recente
aplicacéo para analises de espermatozoides de peixes, a ferramenta Computer-Aided
Sperm Analysis (CASA), capta e digitaliza imagens estaticas e dinamicas de
espermatozoides através da utilizagdo de um software (BOYER et al., 1989). Com a
automatizacdo pode-se realizar diversas analises objetivas, com maior agilidade e
acuracia dos resultados, ja que a analise vem sendo realizada por avaliagao subjetiva
(MOTIMER, 1997).
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Os parametros comumente obtidos através de analisadores de sémen
computadorizados séo: motilidade (MOT), velocidade do percurso curvilinear (VCL),
velocidade do percurso médio (VAP), velocidade em linha reta (VSL), retilinearidade
(STR), linearidade (LIN), oscilagédo (WOB), e frequiéncia de batimento cruzado (BCF)
(MOTIMER, 1997; VERSTEGEN et al., 2002).

Os parametros quantitativos, além de avaliagbes sistematicas dos diversos
parametros que podem influenciar na fertilidade, quando estudados, podem favorecer
os procedimentos de reproducdo em cativeiro, fazendo com que os indices de
fertilizacdo sejam melhorados e, até mesmo, aumentando as possibilidades de
sucesso da insercdo da espécie na aquicultura ou em programas de preservacao
(FAUVEL, 2010). A concentracdo, segundo Cosson et al. (2008) € considerado um
dos parametros mais usados para avaliacdo da qualidade do sémen e sua capacidade

de fertilizar 6vulos.

A andlise do volume e da concentracado espermatica, podem ser indicadores da
capacidade reprodutiva dos machos, principalmente quando sao associados as outras
analises. Mesmo ndo sendo um parametro especifico para mensuracdo da
capacidade fertilizante, apresentam diferencas entre as espécies e, até mesmo, entre
individuos de uma mesma espécie (KOWALSKI & CEJKO, 2019).

As caracteristicas morfolégicas e funcionais dos espermatozoides sao de
extrema importancia para elaboracdo de estudo basico sobre a biologia reprodutiva e
para a producdo em cativeiro de qualquer espécie de peixe, além de fundamentais
para o desenvolvimento de estratégias para a conservacado de espécies nativas
(LAHNSTEINER, 2000). O espermatozoide de peixes teledsteos divide-se,
basicamente, em trés partes, denominadas de cabeca, peca intermediaria e flagelo,
sendo o flagelo responsavel pelo movimento do espermatozoide, além de grande

parte das espécies ndo possui acrossoma, no interior da cabegca (COSSON, 2019).

A morfologia esperméatica determina a quantidade de espermatozoides
considerados normais e 0s que apresentam anormalidades. Mesmo nao existindo
uma classificacdo para anormalidades espermaticas especificas de peixes, visto que
0s parametros utilizados sédo os mesmos dos bovinos (adaptado de BLOM, 1973), as
principais anormalidades avaliadas nos espermatozoides de peixes de dgua doce sao:

cauda quebrada, cauda fortemente enrolada, cauda enrolada distalmente, cauda
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curta, cauda dobrada, gotas citoplasmaticas proximal e distal, cabeca solta, cabeca

degenerada, microcefalia e macrocefalia.
3.6 Reproducéo inédita em cativeiro

Até o momento ndo ha relato sobre a reproducéo em cativeiro do cascudo-viola
L. anus. Sendo assim, o trabalho proposto servira como base para se obter
informacdes relevantes de sua biologia reprodutiva, que servirdo de base para um

futuro protocolo de reproducéo em cativeiro para a espécie.
3.7 Repovoamento

Repovoamento, segundo Agostinho et al. (2007), é utilizado como sinénimo de
povoamento, peixamento ou, até mesmo, pelo termo técnico estocagem que vem a
ser a soltura deliberada de peixes provenientes de outros sistemas naturais ou de
cultivo em um corpo d'agua onde a espécie ja povoava previamente. O repovoamento
vem sendo utilizado como medida mitigadora de possiveis danos aos recursos
pesqueiros, sejam eles causados pela presséo de pesca das obstruces dos recursos
hidricos, que impedem ou dificultam a migracdo dos peixes, e/ou de possiveis
desastres ambientais, onde ocorre a mortalidade de um grande volume de espécies

aguaticas.

Atualmente, no Brasil, existe uma série de projetos e estudos sobre o
repovoamento de ambientes aquaticos em andamento, uma vez que sua realizacao
depende de uma série de fatores e condicionantes que precisam ser seguidas. Um
dos principais impactos pode ocorrer com repovoamentos do tipo introdutérios, ou
seja, com a insercdo de espécies ndo nativas do ambiente a ser povoado.
Mundialmente tem-se relatos e comprovacdes praticas de que a introducdo de
espécies exodticas no ambiente natural € extremamente prejudicial ao ecossistema,
sendo considerada a segunda principal causa de extincdo de espécies nativas,
perdendo apenas para a degradacéao dos habitats (AGOSTINHO, 2007).

No estado do Rio Grande do Sul, a CEEE possui um projeto de repovoamento
para repor 175 mil peixes nos reservatérios da companhia, os quais estéao localizados
em sua maioria, no Rio Jacui. Até o dia 03 de outubro de 2019, o grupo ja havia
colocado 65 mil alevinos, sendo nesta data realizada a soltura de 6 mil jundias

(Rhandia quelen) e 18 mil grumatés (Prochilodus lineatus) no reservatoério Passo Real,
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na cidade de XV de Novembro/RS. Essas acdes tornam esse um programa de

sucesso realizado no estado (CEEE, 2019).

O Rio Uruguai, que delimita a fronteira do Brasil com Argentina e divisa dos
estados do Rio Grande do Sul com Santa Catarina, também é alvo de diversos
programas de repovoamento, com intensas tentativas de reestocagem do dourado
(Salminus brasiliensis), pois a espécie estd com a sua pesca proibida por constar na
lista de espécies ameacadas de extincdo. Entretanto, por se tratar de uma espécie
carnivora, com hébitos predatorios, a opcao de repovoamento devera ser adotada

apenas em casos de extrema necessidade (UNICHAPECO, 2013).

Ao se tratar de repovoamento com espécies nativas, deve-se levar em
consideracao que, caso ndo sejam tomadas as devidas precaucdes, esta insercao
podera causar a degeneracdo genética das espécies nativas, comprometendo a
viabilidade dos genes dos espécimes ja habitantes do local e, consequentemente, de
suas futuras geracdes (AGOSTINHO, 2004). Essa precaucdo deve ser levada em
consideracdo no momento da selecdo das matrizes, as quais dardo origem aos
alevinos futuramente soltos nos ambientes naturais. Um exemplo dos danos que
poderdo ser causados pela falta de variabilidade genética € o caso de as matrizes nao
possuirem resisténcia ou, até mesmo, serem sensiveis a determinado patdégeno
presente no local do repovoamento. Nesse caso, grande parte dos peixes soltos
poderiam n&o resistir e morreriam, € 0S que restassem, repassariam essas
caracteristicas a sua prole, podendo a reproducdo ocorrer entre 0s peixes do
repovoamento, ou pior, com 0s peixes presentes no habitat e assim sucessivamente,
até que a espécie sucumba (AGOSTINHO, 2007).

Ao pensar na espécie cascudo-viola proposta para o atual estudo, a realizacao
de sua reproducdo em cativeiro tornaria possivel o repovoamento da espécie em
locais onde o0s estoques estivessem sobrepescados. O desenvolvimento e
estabelecimento de um pacote tecnolégico para reproducdo possibilitaria a sua
replicacdo em escala, ndo s6 visando a aquicultura, mas também essa importante

ferramenta de conservacdo ambiental que é o repovoamento.
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4 HIPOTESES E OBJETIVOS
4.1 Hipoteses

Ho — As gbnadas de cascudo-viola ndo possuem diferentes estagios de
maturacdo ao longo do ano, ndo podendo ser caracteriza do o periodo reprodutivo da

espécie.

Ha — As gbnadas de cascudo-viola possuem diferentes estagios de maturacao
ao longo do ano, podendo ser caracteriza do o periodo reprodutivo da espécie.

4.2 Objetivo Geral

Avaliar as caracteristicas morfologicas e fisioldégicas para definicdo do
dimorfismo sexual, histolégica e cinética das gbnadas e gametas masculinos e
femininos do cascudo-viola (Loricariichthys anus) pelo periodo de um ano, a fim de

identificar seu periodo reprodutivo.
4.3 Objetivo Especifico

a) ldentificar o dimorfismo sexual da espécie através da morfologia externa e
indice Gonadossomatico;

b) Comparar por histologia as gébnadas da espécie, para identificar o periodo
reprodutivo de machos e fémeas e o tipo de maturacdo das gonadas, se
parceladas ou total,

c) Analisar o sémen da espécie para identificar cinética espermética durante o
periodo reprodutivo (caso houver);

d) Analisar o sémen da espécie para identificar a concentracdo e morfologia

espermatica.
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5 MATERIAIS E METODOS

Os espécimes de L. anus foram coletados no Rio Guaiba (Figura 7), entre os
municipios de Eldorado do sul e Porto Alegre (30°02'41.3"S 51°17'57.9"W), localizado
na Regido Hidrografica da Bacia do Guaiba, com éarea de 482,2 km2, com
profundidade média de 2 metros, atingindo cerca de 12 metros no canal de
navegacao. A pluviosidade média do periodo foi de 96,08 mm e o acumulado de 1153
mm, temperatura média de 23,3°C (minima 16°C/méaxima 30°C); oxigénio dissolvido

5,17 mg/L; dureza 61,83 ppm; nitrito 0,08 ppm; amdnia total 0,69 ppm e pH de 6,52.
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Figura 7. Mapa com a localizac&o do ponto de coleta dos espécimes no rio Guaiba.

As coletas seguiram as normas e autorizacdo ICMBio mediante requisi¢géo via
Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — SISBIO (autorizacdo N°
80302-1), e as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentac&o Animal (CONCEA), com aprovacéo pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)
sob registro de N° 42690.
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5.1 Coletas

Foram coletados no rio Guaiba, entre novembro de 2021 e outubro de 2022,
em meédia 6 machos e 6 fémeas mensalmente, totalizando 144 animais ao final de 12
meses (Tabela 2). Os machos apresentaram um peso médio de 50,72 + 15,41 g e
comprimento o médio de 22,05 + 3,14 cm. Quanto as fémeas apresentaram um peso

meédio de 55,96 £ 19,26 g e 22,61 + 3,42 cm média para 0 comprimento.

Os animais foram capturados no rio Guaiba, na localidade de Sans Souci,
Eldorado do Sul/RS, proximo as margens do lago. Os animais foram capturados com
uma rede especifica para captura da espécie, sendo esta desenvolvida por
pescadores artesanais da regido metropolitana de Porto Alegre/RS. As 2 redes
utilizadas possuiam comprimento de 50 metros cada, totalizando 100 m. Além disso
como caracteristica, sdo confeccionadas sem a presenca de chumbada ou boia e

possuiam malha de 20 mm entre nds e com altura total do seu pano de 50 cm.

O método utilizado para a captura foi o de rede de espera, posicionando a rede
no local de deslocamento do peixe que por consequéncia, emalha-se na mesma. O
intervalo entre a instalagao e retirada das redes foi de 1:00 hora, e com isso evitar o
estresse dos animais capturados e possiveis mortes desnecessarias, além de diminuir
a possibilidade da captura da ictiofauna acompanhante. Para cumprir a aleatoriedade
na coleta dos peixes, nos casos em gue ocorreu a captura de mais espécimes do que
a desejada, foram selecionados os seis primeiros peixes de cada sexo na retirada das
redes, sendo os demais libertados, assim como a fauna acompanhante. Quando nao
foi possivel capturar os 12 peixes (6 machos e 6 fémeas) em um unico intervalo de
uma hora, adotou-se 0 manejo de alocar em caixa de transporte 0s peixes capturados
e instalar novamente a rede durante o mesmo intervalo, até obtencdo da quantidade
necessaria de animais. Este procedimento de mais de uma instalacdo das redes
ocorreu apenas nos meses de junho a agosto, onde as temperaturas da agua estavam

mais baixas e por consequéncia menor deslocamento dos peixes.

No momento da coleta também foram registradas as seguintes informacoes
pertinentes: dia, més, ano, local, temperatura da agua, teor de oxigénio dissolvido, pH,
dureza, amonia e nitrito. Apés a captura e durante o transporte, os animais foram
mantidos em uma caixa térmica de transporte para peixe vivo (Trevisan®), de fibra de
vidro com isolamento térmico no seu interior, com capacidade de 400 L de agua,

dimensdes (C x L x A): 0,80 m x 0,60 m x 0,85 m. Foi utilizando agua do proéprio local
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de coleta, controlado os seguintes parametros da agua: pH, dureza, oxigénio
dissolvido e amoénia. Foi utilizado para oxigenacédo da agua da caixa um sistema de
injecdo de oxigénio, incorporado 6 mg/O2 a dgua pelo difusor para o deslocamento do
local de coleta até o laboratério da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Tabela 2. Biometria do L. anus femeas (F) e machos (M) coletados para o estudo ao longo de
um ano no lago Guaiba (média + DP).

Més/Ano Sexo Quantidade Peso médio Tamanho Médio

F 8 65,43 £ 18,57 23,88 £ 2,41

Nov/21
M 6 35,71+ 7,39 20,42 +£1,35
F 6 59,75+ 13,74 23,35+ 2,06

Dez/21
M 5 44,70 £1,89 21,62 £0,41
F 7 55,76+ 14,22 22,50+£1,85

Jan/22
M 4 42,58 £10,49 21,05+1,64
F 7 60,29 + 23,23 23,56 £ 2,41

Fev/22
M 5 49,58+ 9,83 22,38 £1,41
F 6 51,13 + 16,15 22,60+ 2,48

Mar/22
M 6 57,06 + 8,91 23,48 +1,08
F 6 59,41 + 16,82 22,90 £ 1,67

Abr/22
M 6 62,14 + 13,87 23,47 £ 1,42
) F 6 65,40 + 31,66 23,85+ 3,28

Mai/22
M 6 60,86 + 15,41 23,23 +1,44
F 6 63,05 + 19,56 23,52 +£2,15

Jun/22
M 6 60,30 + 13,08 23,55+ 1,57
F 6 53,39 + 20,05 22,45+ 2,48

Jul/22
M 6 61,84 + 21,58 23,30 £1,93
F 6 52,62 + 15,69 22,98 £ 2,69

Ago/22
M 6 51,20 + 13,05 22,43 £1,46
F 6 44,60 + 8,13 21,52 +1,22

Set/22
M 6 42,97 +£6,12 21,32 +0,73
F 6 45,57 £9,04 21,52 +1,35

Out/22
M 6 44,23 + 9,39 21,68 £ 0,95

5.2 Processamento das amostras

O seguimento do estudo foi composto por quatro analises principais (Figura 8)
tendo processos distintos entre eles, porém complementares. As etapas descritas a

seguir foram conduzidas da seguinte forma:
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1. Analise morfologica para identificacdo do dimorfismo sexual secundario;

2. Biometria dos peixes (pesagem e mensuracao) e pesagem das gbnadas para

calculo do indice gonadossomatico;

3. Fixacdo das gbnadas em glutaraldeido 2,5% para analise histolégica, em que
previamente foram coletadas amostras de sémen para andlise de cinética

espermatica (sendo diluidas em solucdo de Hanks);

4. Coletou-se amostras de sémen diluidas em formol tamponado para a analise da

morfologia e concentracao espermética.

ETAPAS DO EXPERIMENTO

Analise da
C concentracao e

o O morfologia
( § Aniise ; _ ' espermatica

Q histologica das Analise da
gonadas cinética \fw

espermatica
Identificacao ‘4

do dimorfismo '
sexual e IGS

Figura 8. Infogréfico das analises de validagc&o realizadas durante o desenvolvimento do
estudo com machos de L. anus.

Os parametros analisados para o dimorfismo sexual seguiram as informacdes
observadas para outras espécies da familia Loricaridae, a partir da morfologia externa
com a confirmacao do sexo apos a dissecacdo (ROMAN, 2011; RAPP PY-DANIEL, L.
H., COX FERNANDES 2005). Foi realizada a andlise morfolégica subijetiva,
observando-se os principais pontos de dimorfismo evidentes para outras espécies da
familia (SOUSA, 2021).

No laboratério os peixes foram inicialmente, anestesiados em solucdo de

eugenol (6leo de cravo diluido em 1:10 em alcool etilico) por um periodo de 300
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segundos. Apds o tempo supracitado, o estagio de anestesia profunda foi obtido para
o inicio dos procedimentos, quando 0s animais apresentaram movimento opercular
lento e regular previamente terem perdido do tbnus muscular, bem como o equilibrio
(ROSS, L. G. & ROSS, B., 2008). Neste momento foi obtida a biometria dos animais.
De forma subjetiva, por comparacdo entre individuos, observou-se as seguintes
caracteristicas: papilas urogenitais, nadadeiras peitorais e dorsais, largura e
comprimento craneano, comprimento da caudal e presenca de filamentos, labios

inferiores e superiores e volume do abdomen.

Dentre os exemplares analisados, 0s Unicos parametros que apresentaram
distincdo entre os sexos foram o comprimento total do labio inferior (CTLI) e a
coloracdo dos labios inferiores e superiores. O parametro CTLI foi mensurado com
utilizacdo de paquimetro (0,1 mm), medindo-se desde o orificio bucal até a
extremidade caudal do labio inferior. J& a coloracdo dos labios foi classificada em 3

diferentes grupos (Figura 9), denominados da seguinte forma:

1. Normal — quando a coloragdo se apresentou esbranquicada, com a mesma
tonalidade da regido dos opérculos branquiais e ventral;

2. Bordas escuras — quando apenas as laterais, esquerda e direita, por¢cao inferior
e/ou superior do labio apresentaram escurecimento;

3. Perimetro escuro — quando o labio inferior apresenta escurecimento nas

extremidades e regido central.

Figura 9. Imagens exemplificando os trés grupos utilizados para distincdo de coloragéo de
labios superiores e inferiores do cascudo-viola (Loricariichthys anus): A) exemplar com labio
Normal; B) exemplar com Bordas escuras dos labios inferior e superior; e C) exemplar com o
Perimetro escuro dos labios inferiores e superiores.
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Apoés a analise morfolégica todos os animais foram eutanasiados, com uma
seccdo medular com bisturi e, em seguida, identificado o sexo pela observacao
macroscopica das gonadas. Para o calculo do indice Gonadossomatico (IGS) pesou-
se individualmente o par de gonadas de cada animal, em balanc¢a de precisdo (0,001
g). Posteriormente, IGS foi obtido pelo Peso das gonadas/Peso total do animal x 100),
onde é obtida a razdo (%) entre o peso total do animal e 0 peso da gbénada
(VAZZOLER, 1996). Esses valores foram calculados para machos e fémeas
separadamente, més a més, sendo possivel identificar o periodo reprodutivo da

espécie neste local.

ApOs o processo de pesagem gonadal, as mesmas foram fixadas em
Glutaraldeido 2,5%, posteriormente realizado o processo de desidratacdo com a
imersao sucessivas em alcoois de graduacdo crescente (70; 80; 95 e 100%). Em
seguida, as gbnadas foram submetidas ao procedimento de inclusdo em paraplast
(Surgipath Paraplast Plus, Leica), em trés passos: pré-infiltracdo (50% xilol / 50%
paraplast), infiltracdo (20% xilol / 80% paraplast) e inclusdo (100% paraplast). O
material foi seccionado a 5 ym em micrétomo rotativo manual (LUPETEC, MRP, 2015)
equipado com lamina de aco. As laminas histologicas obtidas foram coradas em
Hematoxilina e Eosina e depois analisadas em microscopio optico (Eclipse, NIKON).

A documentacéao fotografica foi realizada por meio da camera digital Android 5.1.

De acordo com a classificagdo de Brown-Peterson et al. (2011), com base na
andlise da frequéncia de células germinativas presentes nas gbnadas associada as
mudancas do epitélio germinativo para ambos o0s sexos, machos e fémeas, definiu-se
a maturacdo gonadal ao longo das estacdes. Como resultado final foi possivel, a

descrigdo do ciclo reprodutivo anual para a espécie.

Para avaliagdo seminal quali-quantitativa analisaram-se peixes de novembro a
marcgo, periodo onde foi possivel obter-se espermatozoides viaveis para a andlise.
Apoés a eutanasia dos animais, foram coletadas parte das gdnadas e em seguida
colocadas em microtubo de 1,5 ml. Em seguida foram cuidadosamente maceradas,
com uma agulha histolégica, extraindo 100 puL de sémen, e em seguida adicionados
a um microtubo com capacidade para 1,5 ml contendo 900 pL de Solucdo de Hank's
(300 mOsm/kg, pH 7,6 a 28 °C) (YANG, 2006).

Para a analise da motilidade, 1 pL de sémen diluido em camara de Neubauer
foi ativado com 5 pL de agua destilada (28°C), sendo imediatamente coberto com
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laminula, para gravacdo dos videos de 20 segundos. A analise foi obtida em um
microscopio de luz (Nikon Eclipse E200), conectado a uma camera de alta velocidade
(Basler AC640-120uc, 120 fps, Ahrensburg, Alemanha), na ocular de 100x. Ao todo
foram gravados cinco videos de cada amostra de sémen diluido, no software Pylon
Viewer 4 (Versdo 4.1.0.3660 64-Bit; Basler, Ahrensburg, Alemanha) com taxa de

captura de 100 frames/segundo.

A analise foi realizada em um periodo de 1 segundo (100 frames), 10 segundos
apos a ativacao. Os videos foram editados no software VirtualDub e analisados no
software ImageJ, por meio do plugin CASA, sendo realizados diversos testes, até
definir-se os parametros ideais para serem utilizados na analise CASA, obtendo-se as
seguintes configuracoes: a=25; b=130; c=50; d=10; e=5; f=10; g=20; h=5; i=1; j=15;
k=10; 1=20; m=80; n=80; 0=50; p=60; g=100; r=472.138; s=0; t=0 (adaptado de
NEUMANN et al., 2019).

Previamente foram estipulados, os parametros de cinética espermatica a serem
avaliados pelo software CASA para a espécie: Motilidade - MOT; velocidade
curvilinear - VCL; velocidade em linha reta - VSL; velocidade média de deslocamento
- VAP e progressividade - PROG).

ApOs a eutanasia dos espécimes machos, foram coleadas parte das génadas,
inseridas em microtubo com capacidade para 1,5 ml, onde foram cuidadosamente
maceradas, com auxilio de agulha histoldgica, possibilitando a extracdo de 100 pL de
sémen, os quais foram adicionados a um microtubo tipo eppendorf, com capacidade
para 1,5 ml contendo 900 pL de formol-salino-tamponado (HANCOCK, 1957).

Em uma camara de Neubauer, uma aliquota de 10 uL foi colocada em cada
lado da camara. Em seguida foi contabilizada a quantidade de espermatozoides em
cinco campos, dos 25 existentes, em cada lado da cAmara. Para converséo dos dados
obtidos nas contagens para quantidade de espermatozoides por ml, utilizou-se a
Equacéo 1.

(Y SPZ)\  25q.t.xdiluigiox 1476

x

CSPZ(SPZ.mL™ )-

\ 10gc profundidade da fﬁmam{mm}

A

Equacdo 1. Sendo SPZ = espermatozoides; ESPZ = numero total de espermatozoides
contados; g.c. = quadriculas contadas; q.t. = quadriculas totais; profundidade da camara =
0,10 mm e diluicdo = fator de diluicdo do sémen pelo fixador (adaptado de SANCHES, 2011).
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Para a andlise da morfologia espermatica, as amostras fixadas foram coradas
com Rosa de Bengala a 4% (STREIT JR., et al, 2004), na propor¢cdo de 10:100,
utilizando 10 uL de solugao corante para 90 yL de amostra de sémen fixada. Para a
confeccao das laminas utilizou-se o método de gota escorrida, adicionando duas gotas
de 10 yL com uma pipeta, em uma das extremidades da lamina, para em seguida
inclina-la até que as gotas escorrerem até a extremidade oposta. Foram
confeccionadas duas laminas por tratamento, contabilizando-se uma lamina a cada

vez, sem que a contagem de uma interferisse na outra.

Para analise das laminas, fotos foram obtidas com camera de 12 megapixels.
acoplado em um microscopio optico (NIKON ECLIPSE, E-200) na objetiva de 40x. O
software ImageJ, foi usado para auxiliar na visualizacdo das fotos além de um
contador de células sanguineas para contabilizar cada espermatozoide visualizado.
Ao todo foram contabilizados 200 espermatozoides em cada repeticdo das amostras.
As andlises das anormalidades foram adaptadas da contagem de células

espermaticas descrita por Miliorini et. al. (2011).
5.3 Analise estatistica

Para a analise estatistica, os dados foram submetidos a teste de
homogeneidade de Bartlett e de normalidade de Shapiro Wilk. Os dados que
apresentaram distribuicdo normal foram submetidos a analise de variancia de uma via
(One-Way ANOVA). J4 os dados que observou-se diferenga, estes foram submetidos
ao teste de Tukey. Dados ndo paramétricos foram analisados por meio de andlise de
Kruskal-Wallis, seguido de teste de Dunn quando observado diferenca entre os
grupos. Todas as analises foram realizadas considerando um nivel de significancia de
5%.
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6 RESULTADOS

6.1 Andlise morfofisiolégica e histoldgica

Em média, os machos de L. anus possuiram um comprimento labial médio de
7,8 £ 2,71 mm, sendo superior (P<0,05) ao das fémeas de 5,3 £ 0,70 mm. Entretanto,
os valores mensais se diferem, principalmente em machos, como observado na Figura
10. Os valores de coloragéo labial estdo dispostos por contagem individual dos
individuos que apresentam cada uma das trés caracteristicas, sendo possivel
observar que apenas de novembro a marco oS animais apresentaram coloracao
escurecida nos labios, tanto nas bordas como no perimetro, sendo esta alteracdo de

cor observada principalmente em machos (Tabela 3).

Tabela 3. Dados de coloracdo dos labios de machos e fémeas de L. anus ao longo de 12
meses.

e S Qua|ntld§de Coloracéo dos labios analisados
coletada Normal Borda escura Perimetro escuro

F 8
Nov/21 L L ;
M 6 2 0 4

F 6
Dez/21 > ! ;
M 5 1 0 4

F 7
Jan/22 2 2 >
M 4 1 1 2

F 7
Fev/22 3 2 >
M 5 0 1 4
Mar/22 F 6 > s .
M 6 2 2 2

F 6
Abr/22 8 2 >
M 6 4 2 0

F 6
Mai/22 8 2 >
M 6 6 0 0

F 6
Jun/22 8 2 >
M 6 6 0 0

F 6
Jul/22 2 0 .
M 6 6 0 0

F 6
Ago/22 8 X .
M 6 6 0 0

F 6
Set/22 b 2 >
M 6 6 0 0

F 6
Out/22 b 2 >
M 6 5 1 0
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No més de outubro as meédias de comprimento labial reduzidas dos machos se

assemelham as das fémeas, que por sua vez se mantiveram com medias constantes

ao longo do ano, como pode ser observado na
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Figura 10. Variacdo mensal com desvio padrdo do comprimento labial de machos e fémeas
de cascudo-viola L. anus capturados no rio Guaiba ao longo de 12 meses.

Foi observado um maior volume abdominal em fémeas, por conta da maturacéo

oocitaria, aumentando este volume consideravelmente durante os meses de
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novembro a fevereiro. Entretanto, muitas fémeas nado apresentaram modificacao
aparente em seu abdémen, além das medidas variarem sem um padréo, fazendo com
que nao se considerasse as medidas do volume abdominal para anélise, apenas como

informagao.

Quanto ao indice gonadossomatico (IGS), nos machos os valores médios
mensais variaram entre 0,06 e 0,55%, sendo os maiores valores observados entre 0s
meses de outubro a fevereiro, com pico em fevereiro (Figura 11). Para fémeas os
indices variaram entre 0,68 e 5,53%, sendo 0s maiores valores observados entre os
meses de outubro e fevereiro, com pico em dezembro. Para ambos os sexos, foi
observado um declinio nos indices a partir de marco, estendendo-se até setembro,

onde os valores voltaram a se elevar (Figura 12).

0,700
i
0,600 [
’ ab
= 40D
< 0,500 : j
£ 0400
g | bed
Fg' -
g 0.300 ‘ . bed BC
= bod . -
(3 DC ;
o “' bed ‘{
= 0,200 [ I be
= J I
: 3
0,100 [
' |
i
0,000
novi2l dezl jan2? few'2l mar22 abr22 mai?? qm22  qul22  age/dl set22  ou22
Meés/ano

Figura 11. indice gonadossomaético (IGF) com desvio padrio de machos de L. anus
capturadas no rio Guaiba ao longo de 12 meses.
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Figura 12. indice gonadossomatico (IGS) com desvio padrdo de fémeas de L. anus
capturadas no rio Guaiba, relacionado com a pluviosidade ao longo de 12 meses.

Em Loricariichthys anus as gbnadas sdo 6rgaos pareados e filiformes,
suspensa por um mesovario e mesorquio, que se unem caudalmente em um oviduto
e um ducto espermatico, para as fémeas e machos, respectivamente. Os testiculos
sao do tipo tubular anastomosada (Figura 13) com espermatogonias distribuidas por
todo o epitélio (Figura 14), e os ovarios séo do tipo cistovariano (Figura 15). Nenhum

animal imaturo foi observado em ambos 0s sexos.

A estacdo do outono foi marcada pela regressao testicular seguida da
maturacado indicando o inicio de um préximo periodo reprodutivo (Figura 13. a). Em
marco, observou-se animais apresentando testiculos com regibes de epitélio
descontinuo, poucos cistos residuais, com ou sem espermatozoides residuais no
limen amplo, e regiBes com o epitélio totalmente continuo com muitos cistos
espermatogénicos, principalmente espermatécitos. Em abril, todos os machos
apresentaram epitélio germinativo totalmente descontinuo, com cistos e
espermatozoides espalhados por toda gbénada, e o lumen testicular menos
pronunciado que no més anterior (Figura 13. b). Em maio os animais apresentaram
duas fases de maturagdo. Alguns testiculos com epitélio totalmente descontinuo e
grande volume de espermatozoides no lumen testicular (Figura 13. c¢), enquanto
outros apresentaram gonadas com epitélio totalmente continuo, com grande volume

de cistos espermatogénicos e raros espermatozoides no lumen.
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No inverno, os animais apresentaram epitélio totalmente descontinuo, com
sémen em pequeno volume por toda a gbnada. Em contrapartida, em agosto, o0s
animais apresentaram epitélio totalmente continuo com muito cistos
espermatogénicos e um amplo lumen testicular, com espermatozoides em alguns

pontos (Figura 13. b).

Na primavera, em setembro e outubro, a maioria dos animais apresentou
epitélio  descontinuo, com bastante cistos espermatogénicos, poucos
espermatozoides em lumen testiculares bastante amplos. Em novembro, a
descontinuidade do epitélio aumentou, se estendendo por toda a gébnada, e o volume

de espermatozoides aumentou por toda a gbnada (Figura 13. c-d).

No verao também se observam duas fases distintas, sendo que em dezembro,
a maioria dos animais aparentemente ja se reproduziu e comec¢ou um periodo de
regressao/reorganizacao testicular (Figura 14), pois apresentam epitélio totalmente
descontinuo, com poucos cistos espermatogénicos, com lumen testicular bastante
amplo sem espermatozoides ou com alguns residuais (Figura 14. b-c). Também é
evidente um grande volume de espermatogénias (Figura 14. d) em outros espécimes,
gue também apresentaram as mesmas caracteristicas dos animais de novembro, o
gue pode evidenciar que esses ainda nao se reproduziram. Em janeiro e fevereiro, 0s
testiculos jA apresentam mais cistos, mas com epitélio ainda descontinuo, raros

espermatozoides e limen bastante amplo, caracterizando uma recuperacgao testicular.
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Figura 13. Representacao histoldgica das fases de ento testicular de cascudo-
viola Loricariichthys anus. a) Testiculo em Desenvolvimento, fase de Maturag&o Inicial, com
ltmen amplo (L) e cistos de células germinativas, espermatdécitos (Sc) e espermatides (St); b)
Testiculo em Desenvolvimento, fase de Maturacdo Intermediaria. LUmen com
espermatozéides (*), mas ainda sdo observados cistos de células germinativas (Sc); c-d)
Animais Aptos a desova. Lumen repleto de espermatozoides (*), porém apresentando
espermatogodnias (P) e cistos de células germinativas (Sc e St) residuais. | = intersticio. Barras
de escala: 50 pm.
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viola Loricariichthys anus. a) Animal em inicio de regress@o, com aumento da regido intersticial
(I) e grande volume de espermatozoides residuais (rS); b-c) Animais em regressdo com
poucos espermatozoides residuais (rS) e células com nucleos picnéticos (Psc); d) Testiculo
em regeneracdo, com muitas espermatogonias (P). Sc = cisto de espermatécitos; linha
pontilhada representando a descontinuidade do epitélio. Barras de escala: 50 ym.

As fémeas apresentam fases de desenvolvimento bem mais demarcadas entre
as estacoes do ano. No outono, todos os animais estavam em desenvolvimento, com
maturacgéo inicial das gbnadas, j& em margo os ovarios estavam tomados por odcitos
perinucleares, com apenas alguns poucos odcitos alvéolosaovéolo corticais (Figura
15. a-b). Tal tendéncia se repetiu para os meses de abril e maio. Entretanto, o volume
de odcitos alvéolo corticais, embora ainda em menor volume, aumentou nitidamente,
bem como se apresentaram mais desenvolvidos. As caracteristicas ovarianas se
mantém bastante similares no inverno. Entretanto, os odcitos alvéolo corticais sdo um

pouco mais desenvolvidos e mais presentes, e em alguns animais, visualmente ja séo
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proporcionais aos o00citos perinucleolares. As gbnadas ainda estdo em

desenvolvimento, porém a maturacao é agora intermediaria.

Na primavera, alguns animais comeg¢am a apresentar um pequeno volume de
o0citos vitelogénicos nos meses iniciais dessa estacdo (setembro e outubro).
Entretanto, os animais ainda estdo em desenvolvimento, com caracteristicas celulares
bastante similares aos meses anteriores (Figura 15). Em contrapartida, em novembro
todas as fémeas estavam aptas a desova (Figura 15. d), mas ainda apresentando

alguns odcitos alvéolo corticais e perinucleolares.

A estacdo do verao inicia com animais ainda aptos a desova em dezembro.
Entretanto, em alguns casos, ha grande volume de complexos foliculares pos
ovulatorios (POC) (Figura 15. c, d-f). Em janeiro, segue com a maioria das fémeas
aptas a desova. Entretanto, um dos animais apresentou um predominio de odcitos
alvéolos corticais, embora o6citos vitelogénicos ainda estivessem presentes. Por fim,
fevereiro marca o final do periodo reprodutivo, haja vista de animais aptos a desova,
alguns deles apresentando POCs (Figura 15. c), e, em casos distintos, animais em
desenvolvimento, com o00citos em crescimento primario (alvéolo corticais e

perinucleolares) (Figura 15. a-b).




51

Figura 15. Representacdo histologica das fases de desenvolvimento ovariana de cascudo-
viola Loricariichthys anus. a-b) Ovario Em Desenvolvimento, com predominio de odcitos
Perinucleares (Pn) e alvéolos corticais (CA); c) Ovario Em Desenvolvimento, evidenciando os
complexos foliculares pés ovulatérios (POC), evidenciando o retorno reprodutivo; d) Ovario
Apto a Desova, com odcitos vitelogénicos (VO); e-f) Destaque de complexos foliculares pés
ovulatérios. Barras de escala: a-d: 50 ym; e: 20 pym; f: 10 ym.

6.2 Analise quali-quantitativa seminal

Houve diferenca (p<0,05) para MOT (Figura 16) entre os periodos analisados
em novembro, janeiro e margo (25,58 + 0,05; 1,97 + 0,02 e 2,11 + 0,005), sendo o
maior percentual de MOT foi observado no més de novembro em relacdo aos outros
meses. Para os demais parametros analisados, nao foi verificada diferenca estatistica
(p<0,05). Sendo que, para VSL, VAP, VSL e PROG as médias encontradas nao
diferiam entre os meses analisados (Figura 17).
35,00%
30,00%
25,00%

20,00%

=
15,00%
10,00%% b
j,l:":ll}'a L-I ': -
: —— :
000% — —
No2l Dez'21 Jan22 Fexw/22 a2
Mes/ano
mMOT

Figura 16. Variacao mensal com desvio padrao do dos valores de cinética espermatica para
MOT de L. anus capturados no rio Guaiba.
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Figura 17. Variacao mensal com desvio padrao do dos valores de cinética espermatica para
VCL, VAP, VSL e PROG de L. anus capturados no rio Guaiba.

Os resultados encontrados para concentracdo espermatica para L. anus
capturadas no rio Guaiba entre os meses de novembro e marco (Figura 18), néo
diferiram estatisticamente (P>0,05), variando entre o 8.708.400 Espz/mL no més
marco (menor média absoluta) e 11.586.600 Espz/mL no més fevereiro (maior média

absoluta).
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Figura 18. Variacdo da concentracdo espermatica do L. anus capturados no rio Guaiba entre
0s meses de novembro e margo.

A analise da morfologia espermatica apresentou cinco principais
anormalidades que diferiram estatisticamente entre o0s meses, além dos
espermatozoides considerados morfologicamente normais (Tabela 4), a maior parte
das anormalidades identificadas foram relacionadas a cabeca, ndo sendo
encontradas, em grandes quantidades, anormalidades de cauda, apenas um pequeno

percentual de cauda curta.

Tabela 4. Dados que obtiveram diferenca estatistica entre os parametros analisados para
morfologia espermatica de L. anus.

ID Normal C:(E)I(tega Céi??aa decg:zgzgz da Macrocefalia Microcefalia
M1 35,04% 15,59% 2,00% 1,29% 1,14% 0,72%
M2 41,18% 26,38% 0,95% 3,23% 2,66% 0,57%
M3 42,21% 23,37% 3,96% 0,19% 0,57% 1,88%
M4 37,33% 26,90% 1,28% 3,66% 2,38% 1,46%
M5 36,22% 28,03% 3,66% 0,35% 0,35% 0,35%
M6 24,54% 25,46% 2,21% 2,77% 1,85% 1,48%
Média | 3501% | 22,80% | 2,56% 1,36% 1,13% 1,03%

A principal anormalidade observada foi cabeca solta, que diferiu

estatisticamente (P>0,05) dos demais parametros (Figura 19), chegando até mesmo

%]

a ultrapassar o percentual de espermatozoides considerados normais.
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Figura 19. Variacdo de espermatozoides Normais e Cabeca solta, entre os tratamentos da
analise de morfologia espermatica para L. anus.
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7 DISCUSSAO

Durante o periodo reprodutivo, em machos da espécie o labio inferior
apresentou alongamento de 2 a 3 vezes 0 seu comprimento médio, quando
comparado a machos fora do periodo reprodutivo, além de apresentar escurecimento
nas laterais e porcéao final do labio inferior durante os meses de novembro a marco.
Nas fémeas, foi observado o abdémen abaulado durante os meses de novembro a
fevereiro, supostamente o motivo foi a maturagcdo das gdnadas, coincidindo com as
informagdes encontradas no IGS, enquanto os machos mantiveram a por¢cao ventral
do corpo plano. Logo, com as informacfes obtidas nesta analise, podemos

caracterizar o periodo reprodutivo entre os entre novembro e marco.

Durante os meses de outubro a fevereiro, quando as fémeas e machos
apresentaram os maiores valores de IGS, coincidiu com as estacdes primavera-verao
no hemisfério sul, periodo no qual as temperaturas a se elevam e inicia-se o aumento
do fotoperiodo. Considerando-se que este indice esta diretamente relacionado com a
maturacao sexual, pode-se afirmar que o pico reprodutivo para machos ocorre no més
de fevereiro e para fémeas ocorre no més de dezembro, meses em que os exemplares

apresentaram maiores percentuais de IGS.

Ambas as informacfes coincidem em épocas do ano (final da primavera,
estendendo-se por todo o verdo), com poucas caracteristicas estendendo-se além
desse periodo, tornando plausivel afirmar que o periodo reprodutivo da espécie ocorre
entre os meses de novembro a fevereiro no rio Guaiba. Caracteristicas reprodutivas
como as observadas em L. anus, sdo comuns em outras espécies de siluriformes
como por exemplo nos géneros Ageneiosus, Trachelyopterus, Auchenipterus,

Parauchenipterus, Epapterus e Tetranematichthys (Britski, 1972; Walsh, 1990).

As analises morfologicas das gonadas de L. anus permitiram a confirmacao de
seu tipo testicular como tubular anastomosado, com distribuicdo irrestrita de
espermatogoénias, conformacéo descrita por Parenti & Grier (2004), Uribe et al. (2015)
e Siqueira-Silva et al. (2019). Estas sao caracteristicas encontradas na maioria das
espécies de ordens basais de Teleostei, caso dos Siluriformes, como no surubim
Pseudoplatystoma fasciatum (Valentim et al., 2019). As fémeas analisadas mostraram
de forma evidente, odcitos em desenvolvimento sincrénico em mais de dois grupos,

que séo liberados a medida que maturam durante o longo periodo reprodutivo da
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espécie, que tem duracdo de cerca de quatro meses. Assim, apesar da desova da
espécie ser caracterizada como total, com pico reprodutivo entre o final da primavera
e ao longo do veréo, ficou claro que varios eventos reprodutivos ocorrem durante todo
esse periodo. Isso pode ser confirmado pela presenca constante de complexos
foliculares pos ovulatérios, que evidenciam a liberacéo de odcitos maduros, em meio
a o0citos aptos a desova, que ainda seréo liberados. Segundo Vazzoler (1996), esse
tipo de desova é raramente descrito na literatura por escassez de trabalhos que
obedecam a uma metodologia suficientemente rigida para detecta-los.

Apesar das fémeas de L. anus apresentarem um claro e evidente pico
reprodutivo, os machos da espécie ndo apresentam uma clara delimitacdo de fases
de maturacdo em uma estacdo especifica, com pouco volume espermatico nos
tubulos testiculares ao longo de todo o ano. Tal caracteristica pode estar relacionada
com a estratégia de cuidado parental apresentada pela espécie, em que os machos
cuidam dos ovos fertilizados, carregando-os fixados no labio inferior (da Rosa, 2015),
como constatado em animais coletados em nosso estudo. Portanto, toda energia
investida para o cuidado parental com prole pode ser uma estratégia reprodutiva da
espécie para suprir a baixa fecundidade (STERBA, 1967). Esta caracteristica ocorre
em diversas espécies da familia Cichlidae, as quais possuem baixa quantidade de
oocitos, porém em grande volume e, em geral, possuem baixa fecundidade,

apresentando desovas parceladas durante a estacao reprodutiva (BALON, 1984).

No Rio Grande do Sul, o periodo de defeso esta fixado entre 1 de outubro a 31
de janeiro, pela Instrucdo Normativa IBAMA n° 193/2008, ndo abrangendo, portanto,
o periodo total de desova para a espécie L. anus. E fundamental que consideremos
outro fato importante em ndo assegurar um periodo de defeso mais amplo para a
espécie, neste caso a representatividade genética populacional. Logo, devem
considerar que com o tempo ir4 levar um estreitamento da variabilidade genética da
populacao, pois a subpopulagéo de L. anus que se reproduzem tardiamente (fevereiro
e marcgo), sofrerdo uma intensa pressao de pesca. Esse fato, associado a baixa
fecundidade e sobrepesca da espécie, seguramente comprometem a manutencéo
bioldgica de L. anus no rio Guaiba, evidenciando a importancia de inclusao da espécie
no planejamento e implementagdo de politicas publicas visando a conservagédo e

manutencao do estoque pesqueiro.
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Com relacdo ao estudo das caracteristicas espermaticas do L. anus,
consideramos neste estudo uma avaliacdo mensal comparada e ndo apenas o valor
médio durante os meses que foram obtidas amostras seminais. Na analise de
motilidade, apresentou um baixo percentual, sendo a média entre os meses avaliados
de apenas 8,2%. Por outro lado, comparando as médias de motilidade més a més
uma média expressiva foi observada em no més de novembro, apresentando uma
média de (27,6%). Quando comparado a outras espécies de Loricarideos, como
apontado por Bombardeli et al, (2013), observaram para o cascudo-preto (Rhinelepis

aspera), de o qual apresentou 95,92% dos espermatozoides moveis.

O que sugere gue a fecundacéo dos odcitos possam ser prejudicadas devido
ao baixo volume de sémen obtido, além da concentracdo que sera confirmado no item
Concentracdo e Morfologia Espermética, e sua baixa motilidade, tornando a espécie

pouco eficiente e de dificil manejo para reproducao artificial.

Devido ao tamanho superior dos odcitos de algumas espécies da familia
Loricaridae, o baixo volume seminal pode ser justificado de acordo com a biologia
reprodutiva da espécie (CALDAS, 2021). Durante as coletas de amostras das fémeas
de L. anus, foi possivel observar que possuem gbnadas com pouca quantidade de
oo0citos maduros e com tamanho bastante avantajado, o que sugere que esses

parametros se equivalham.

Os demais parametros analisados se mantiveram com valores semelhantes
entre si ao longo dos meses do estudo. Também se assemelham com informacgfes
obtidas para outras espécies, como para Cyprinus carpio (LINHART et al., 2000),
sendo estes indices relacionados diretamente com a capacidade de fertilizacao in vitro
da espécie (RURENGWA et al., 2004). Pode-se supor que é possivel realizar a
fertilizac&do artificial, necessitando maiores informacdes relacionadas ao tempo de
contato entre os gametas, além da dose inseminante em relagdo a quantidade de

oocitos.

Quanto ao numero de espermatozoides de L. anus disponiveis para fertilizar os
odcitos, a concentracédo espermatica foi em média de 1,0X107 Espz/mL, sendo inferior
por exemplo a outra espécie da Familia Loricaridae, (Rhinelepis aspera) que possui
uma concentracdo de 2,1X10'° Espz/mL (SANCHES, 2011). Seguramente a baixa
concentracdo espermatica da espécie comparada com outras espécies sul-

americanas, esta relacionada com a sua estratégia reprodutiva, e que possivelmente
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ndo demanda um grande numero de espermatozoides em funcdo, possivelmente

baixo nimero de odcitos que sdo produzidos pelas fémeas.

Novamente € preciso ressaltar que a estratégia reprodutiva desta espécie, que
tem um periodo reprodutivo marcado (novembro-mar¢o), mas que poOSSui
caracteristicas classicas de peixes de desova parcelada (cuidado parental, baixo
namero de ovos incubados e de grande tamanho. Sem fazer uma analise quantitativa
de odcitos produzidos pelas fémeas, ndo é possivel afirmar que a concentracdo
observada para L. anus, pode ser considerada comprometedora. De todo modo, a
concentracdo L. anus € baixa se comparada com outras espécies de periodo
reprodutivo definido, como por exemplo: (Salminus brasiliensis) 1,29X10° Espz/mL e
curimba (Prochilodus lineatus) 2,27X10'° Espz/mL (SANCHES, 2011). Billard &
Cosson (1992) citaram em seu artigo classico que a concentracao espermatica é um
parametro qualitativo importante seminal. E associado com a cinética espermatica
passa a ser fundamental para por exemplo o desenvolvimento de um protocolo

reprodutivo em laboratdrio para a espécie em um futuro préximo.

A avaliacdo da morfologia espermatica de peixes € um parametro fundamental
para caracterizacao reprodutiva de uma espécie, principalmente relacionada a tomada
de decisGes quanto ao manejo reprodutivo (COSTA et al, 2022). Os parametros de
concentracdo, volume e motilidade, permitem constatar qualitativamente o sémen de
um peixe (BORYSHPOLETS, 2018) e se somarmos a morfologia espermatica, a
predicdo passa a ser mais precisa. Em L. anus, o elevado percentual de
espermatozoides com a anormalidade de cabeca solta, possivelmente esteja
relacionado com o método de extracdo do sémen (macerando das gbnadas), o que
provocou um choque mecanico demasiado nos espermatozoides, porém, a
maceracao gbnadas, até o momento, foi o Unico método eficiente para se obter as
amostras para andlise. E possivel que a utilizacio de outros métodos de extracdo de
sémen, possam proporcionar resultados distintos dos apresentados no presente

estudo.

Por n&o haver estudos prévios de morfologia e a morfometria que indiquem os
parametros normais dos espermatozoides da espécie, os indices encontrados sdo o
anico parametro conhecido, até o momento, ndo sendo possivel realizar uma
comparacao (MARIA, 2010). Por ndo haver um parametro que indique o percentual

de anormalidade que interfiram no sucesso reprodutivo, além de considerar as baixas
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ocorréncias das anormalidades, com excecédo da Cabeca solta, pode-se afirmar que
a morfologia ndo afetara a capacidade de fertilizacdo da espécie, de acordo com esse

estudo.

Invariavelmente estudos que abordem desde a morfologia do animal, proporcao
sexual, IGS, periodo reprodutivos devem ser considerados fortemente para a
formulacdo das pretensas leis de protecdo ambiental de acordo com inumeros

estudos. Mesmo as leis ja existentes devem se ajustar a medida que novas

informagdes s&o adicionadas.

8 CONCLUSAO

O dimorfismo sexual da espécie ocorre apenas durante o periodo reprodutivo,
de novembro a fevereiro, podendo estender-se até marco em alguns casos. Machos
de L. anus apresentam um prolongamento labial de até 3 vezes seu tamanho normal,
além do escurecimento de todo o perimetro labial. Através da analise histolégica
obteve-se a informacéo de que a espécie apresenta seu periodo reprodutivo entre 0s
meses de novembro e fevereiro, no Rio Guaiba, realizando desovas totais, com mais

de um evento reprodutivo, durante o periodo.

A analise cinética demonstrou que a espécie apresenta baixa motilidade
espermatica, além de baixa concentracdo e baixo volume de sémen. Através da
analise morfolégica a principal anormalidade encontrada foi cabeca solta, entretanto
os resultados podem ter sido alterados pela forma de extracdo do sémen, por meio de
maceracgao, necessitando testar outras formas de coleta dos espermatozoides.

ApOs caracterizar o periodo reprodutivo do L. anus, entendemos ser necessario
o poder publico revisar o periodo de defeso para a espécie, sendo necessario ampliar

em dois meses, sob pena da populacao da espécie no Rio Guaiba entrar em colapso.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A espécie apresenta dimorfismo sexual apenas durante o periodo reprodutivo,
neste caso o comprimento e coloracdo do labio inferior dos machos, ndo sendo
possivel distinguir os sexos entre os meses de abril a setembro, morfologicamente e

nem macroscopicamente.

De acordo com o IGS e histologia gonadal, o periodo reprodutivo da espécie
ocorre entre 0os meses de outubro a fevereiro, no rio Guaiba. Os machos de L. anus,
nao apresentam uma clara delimitacdo de fases de maturacdo em uma estacao
especifica. Com pouco volume de espermatozoides produzido ao longo de todo o
ciclo. As fémeas apresentam uma demarcacéo clara de pico reprodutivo, iniciando ao
final da primavera (novembro) e continuando em todos os meses do verdo, com mais

de um evento reprodutivo dentro desse periodo.

A espécie apresenta baixa motilidade espermatica, baixa concentracao
espermatica e baixo volume de sémen, quando comparada entre espécies da mesma
familia podendo este, ser um gargalo para elaboracdo de protocolos de reproducéo
em cativeiro. Entretanto, apresenta espermatozoides com capacidade de realizar

fertilizacdo artificial.

Foi constatado pela analise da morfologia espermatica, que as anormalidades
de espermatozoide para a espécie, nao interferem na capacidade de fertilizacao.
Sendo necessario a comprovacdo do estudo com outras formas de extracdo de

sémen.

De acordo com os dados obtidos, o periodo de desova para L. anus no rio
Guaiba foi estabelecido entres os meses de outubro e fevereiro, tanto pela andlise do
IGS, como na histologia gonadal, além da clara evidencia de dimorfismo sexual
durante o periodo reprodutivo. Dessa forma, ao comparar-se com o periodo de defeso
estabelecido pela Instrugdo Normativa IBAMA n° 197/2008, iniciando em 01 de
novembro estendendo-se até 31 de janeiro, ndo abrangendo totalmente o ciclo
reprodutivo da espécie, podendo-se constatar que os meses de novembro e fevereiro
nao estdo contemplados, tornando a espécie vulneravel a pesca predatoria e

colocando em risco a conservacao da espécie e manutencao dos estoques pesqueiros
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