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1. RESUMO

Muitas especies de peixes ameacadas de extin¢do apresentam dificuldades para se reproduzir
em cativeiro. Por isso, técnicas como quimerismo, transplante celular, ginogénese,
masculinizacdo por temperatura e androgénese possibilitam que espécies abundantes e de facil
reproducdo em sistema laboratorial, passem a produzir gametas de espécies ameacadas. Desta
forma, uma espécie com biologia reprodutiva e manejo em laboratdrio ja bem padronizados,
como é o caso do lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae), por exemplo, podem atuar
como receptores de células germinativas de diversas outras espécies nativas ameacadas a
partir do uso de tais técnicas. Contudo, para que haja a transmissao germinativa, é necessario
que o transplante seja realizado para um individuo estéril. Em peixes, geralmente individuos
triploides ou poliploides apresentam-se estéries por meio de métodos fisicos ou quimicos de
inducdo. A partir dai, a producdo de um lote monossexual feminino de Astyanax altiparanae
por meio de masculinizacdo por temperatura se torna uma ferramenta Util, visto que a partir
desta técnica, torna-se possivel a inducdo de machos XX (fémeas genotipicas), pois essas
fémeas poderdo atuar como receptoras de células germinativas primordiais (CGPs) de
espécies ameacadas, passando a produzir seus gametas. Desta forma, o presente estudo foi
conduzido com o objetivo de estabelecer um protocolo eficaz de masculinizacdo em Astyanax
altiparanae por temperatura, servindo como base para o desenvolvimento de técnicas de
conservacao e propagacdo mediada. Os animais foram obtidos a partir de um plantel existente
no Centro Nacional de Pesquisa e Conservagédo de Peixes Continentais (CEPTA/ICMBI0), em
Pirassununga/SP. Trés dias apds a eclosdo, as larvas foram cultivadas em um sistema de
temperatura controlada. Foram utilizadas trés faixas distintas de temperatura (34°C, 35°C e
36°C), para inducdo da masculinizacdo nos peixes. Um outro grupo foi mantido a parte sob
uma temperatura de 25°C, como controle. Também foram obtidas as taxas de crescimento e

sobrevivéncia em cada faixa de temperatura analisada. O experimento foi realizado em



triplicata. Foi constatado através de sexagem, a partir de caracteristicas morfoldgicas (fémeas
com nadadeira anal lisa e machos com nadadeira anal &spera), que a faixa com maior nimero
de machos foi a de 35°C. Os machos desse tratamento foram utilizados para fertilizar ovocitos
de fémeas normais, para obtencdo de 100% de fémeas. Os resultados de crescimento foram
superiores nas faixas de 25°C e 34°C, onde as larvas apresentaram cerca de 1 a 1,2 cm de
comprimento. Quanto a sobrevivéncia, a faixa de temperatura mais efetiva foi a de 34°C
(superior a 95%). Contudo, a faixa de temperatura na qual se obteve maior nimero de
possiveis pseudo-machos (machos com heranca genética de fémea) foi de 35°C. No teste de
progénie, utilizando os machos da temperatura de 35°C, evidenciou um ndmero superior de
machos e inferior de fémeas, o0 que nao deixa claro a eficicia do protocolo na indugéo de lotes
monossexuais femininos, no entanto, essa pesquisa servird como base para o aprimoramento e
refinamento de técnicas e protocolos que visam estabelecer por meios de faixas de
temperaturas, a producdo de lotes monossexuais na espécie, e também podera ser utilizado
para trabalhos de conservacao e producdo das espécies nativas neotropicais, que por usa vez
ndo ha estudos detalhados sobre esses aspectos relacionados a inducéo de lotes monossexuais

por temperatura.

Palavras — chave: Reversdo sexual, monossexo, reproducéo, conservacédo, lambari.



2. ABSTRACT

Many species of endangered fish find it difficult to breed in captivity. Therefore, techniques
such as chimerism, cell transplantation, ginogénese, masculinization by temperature and
androgenesis enable abundant species and easily reproduced in laboratory system to start
generating gametes of endangered species. Thus, a species with reproductive biology and
management are well-established in the laboratory, as is the case of the yellow tail tetra
(altiparanae astyanax), for example, can act as germ cell receptors of several other native
endangered species from the use such techniques. However, for there to germline
transmission, it is necessary for transplantation is conducted in a sterile individual. In fish,
triploid or polyploid individuals often have to estéries by physical or chemical methods of
induction. Thereafter, production of a female monosexual lot astyanax altiparanae through
masculinization by temperature becomes a useful tool since from this technique, it becomes
possible induction XX males (genotypic females), as these females They may act as
primordial germ cell receptor (CGPS) endangered species, starting to produce their gametes.
Thus, this study was conducted in order to establish an effective masculinization protocol
astyanax altiparanae by temperature, serving as basis for the development and maintenance
mediated propagation techniques. The animals were obtained from an existing roster at the
National Center for Research and Conservation of Fish Continental (CEPTA / ICMBI0) in
Pirassununga / SP. Three days after hatching, the larvae were cultured in a temperature
controlled system. Three different temperature ranges were used (34 ° C, 35 ° C and 36 ° C)
to induce masculinization in fish. A further group was kept under the part 25 ° C as a control.
Also obtained was the growth and survival rates at each temperature range examined. The
experiment was performed in triplicate. It has been found through sexing, from morphological
characteristics (female with smooth anal fin and males with rough anal fin), the group with

the highest number of males was 35 ° C. Males of this treatment were used to fertilize oocytes



with normal females to obtain 100% of females. The growth results were higher in the ranges
of 25 ° C and 34 ° C, where the larvae showed about 1 to 1.2 cm in length. The survival, the
most effective temperature range was 34 ° C (over 95%). However, the temperature range in
which obtained the highest number of possible pseudo-males (males with genetic inheritance
female) was 35 ° C. In the progeny test using males of 35 ° C, showed a higher number of
male and lower female, which does not make clear the efficacy of the protocol in inducing
female monosex lots, however, this research will be the basis for the improvement and
refinement of techniques and protocols aimed at establishing by temperature ranges means,
production of monosex lots in the species, and can also be used for conservation work and
production of neotropical native species, which uses time there are no studies detailed on

these aspects related to induction lots monosex by temperature.

Abstrat: Sex reverse, single sex, reproduction, conservation, lambari.



3. LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Espiculas da nadadeira anal de um macho da espécie Astyanax altiparanae

(Piva, a publicar).

Figura 2 - Crescimento das larvas de Astyanax altiparanae mantidas a 25°C, 34°C, 35°C

e 36°C.

Figura 3 - Crescimento das pos-larvas de Astyanax altiparanae no periodo de 25 dias a

25°C, 34°C, 35°C e 36°C.

Figura 4 - Sobrevivéncia de pds larvas de Astyanax altiparanae a 25°C, 34°C, 35°C e

36°C.

Figura 5 - Proporcao sexual apos tratamentos a 25°C, 34°C, 35°C e 36°C.
Figura 6 - Indice de fertilizagio da fémea 1.

Figura 7 - Indice de fertilizag&o da fémea 2.

Figura 8 - Proporcao sexual verificada entre as larvas de cada parental (Peixe 1, P2, P3,

P4, P5, P6, P7).



4. Sumario

Lo RESUIMO. ..t b et e e s e e st e nnb e e e e e e nneas 2
A N 01 1 - Uo! SO OSSPSR 4
K TR 0 -V T TSSO 6
A, INEFOAUGED. ... ettt bbbttt sttt b ettt 7
5. Material € IMELOUOS. .......eiveiiiiiieiieieriese ettt st ne e e nee e 9
B. RESUITAADS. ... cotieeiiiiieetiee ettt et b et nn e e e st e nee e 13
7. DISCUSSED. . .cteeteeseieriesteestee e etee st e e sst e s bt e te s st e s be et eeseesbeesteeneesbeenbeaseesbeebeaneesbeantesneenreas 15
8. AQIalECIMENTOS. ... ecueiueeeeieeste sttt bbbttt nb bbb 18
TR 1o [0 - TP PSSO ST PP PR TR PRPRO 19
10. Referéncias DiDHOGrAfiCaS. ........coeiiiiiiieiee e 27



5. Introducéo

A diferenciagdo sexual em peixes representa um importante aspecto de estudo para a
manipulagdo reprodutiva, com subsequente implementacdo de medidas conservacionistas.
Conhecer os fatores que influenciam e modulam este processo, torna-se imprescindivel para
que possam ser utilizados em técnicas de propagacdo mediada em espécies ameacadas, ou
mesmo na producdo aquicola, para cultivo de linhagens de sexo determinado.

Na maioria das espécies de peixes, 0 sexo genotipico é determinado apds a fertilizacéo
do ovécito pelo espermatozoide, j& a diferenciacdo do sexo fenotipico ocorre em etapas
posteriores do desenvolvimento. Contudo, aspectos relacionados ao ambiente, como a
temperatura da 4gua, podem influenciar este processo de diferenciacdo (YAMAMOTO, 1999;
CONOVER, 2004). Estudos classicos apontam que esta influéncia é maior durante os estagios
pos-larval, geralmente com a indugdo de individuos machos fenotipicos condicionados em
temperaturas mais quentes, para a maioria das espécies (AIDA, 1936).

A influéncia da temperatura da dgua sobre a determinacdo do sexo fenotipico foram
demonstrados para muitas espécies de peixes (STRUSSMANN & NAKAMURA, 2002). No
entanto, protocolos especificos para cada espécie tornam-se necessarios, principalmente entre
as espécies nativas neotropicais, tendo em vista que a susceptibilidade a temperatura e
masculinizacdo pode variar entre as espécies (MYLONAS, et al., 2005).

No Brasil, onde as informagdes e protocolos de manipulacdo da reproducdo das
espécies nativas sao escassos, torna-se necessaria a padronizacdo de uma espécie modelo em
laboratério para que se possa avancar no aprimoramento destas técnicas. A espécie Astyanax
altiparanae apresenta-se como um interessante modelo neste sentido. Devido ao fato de
apresentar desova intermitente, possibilitando a coleta de dados ao longo do ano todo, além de

protocolo de inducdo e reproducdo artificial padronizados, esta especie apresenta grande



rusticidade e capacidade de adaptagdo aos mais variados sistemas de tratamento (PEREIRA-
SANTOS, 2013).

Desta forma, as técnicas de padronizacdo da masculinizacdo por temperatura podem
ser empregadas nesta espécie modelo, que futuramente podera ser utilizada como receptor
triploide estéril de células germinativas de outras espécies ameacgadas, na producdo de
quimeras germinativas, atuando como ferramenta de propagacdo mediada (YASUI; et al.,
2014).

Desta forma, este trabalho foi conduzido com o objetivo de otimizar um protocolo
eficaz de masculinizacdo na espécie nativa Astyanax altiparanae por meio do incremento da
temperatura de incubacéo, a fim de utilizar esta técnica como ferramenta na obtencg&o de lotes
de fémeas. Os animais decorrentes deste protocolo poderdo ser utilizados futuramente na
obtencdo de fémeas triploides estéreis, de acordo com estudo ja estabelecido pelo presente
grupo (NASCIMENTO, a publicar), para utilizacdo como receptores de células germinativas
primordiais de outras espécies ameacadas, atuando, desta forma, como uma base no emprego

de técnicas de propagacdo mediada.



6. Material e Métodos

Coleta, selecao e inducéo hormonal dos reprodutores

Lotes de Astyanax altiparanae foram coletados em tanques escavados no CEPTA-
ICMBIio, em Pirassununga/SP. Foram selecionados animais maduros aptos a reproducao
(fémeas com ventre abaulado e papila urogenital avermelhada). Os exemplares selecionados
passaram por uma inducdo hormonal hipofisaria, em dose Gnica (5mg kg? para machos e
fémeas). O procedimento de fertilizag&o in vitro seguiu nosso recente protocolo (YASUI; et
al., 2014). Apos a ecloséo, as pos larvas de cada casal foram transferidas para ambientes de
temperatura controlada, nas faixas estabelecidas para reversao sexual. Os experimentos foram
realizados em triplicata, e os animais foram devidamente anestesiados durante todo o

procedimento de coleta, com solucéo de Mentol (~100 mg L-1, Exodo Cientifica, Brasil).

Incubacéo das larvas em sistema de temperatura controlada

Foram coletadas 1.000 pés-larvas de cada casal. As amostras foram separadas em 4
grupos de 250 animais, sendo cada um cultivado em recipientes flutuantes, com fundo de tela
de 100um dentro de diferentes aquarios de 40 litros em temperaturas de 25°C (controle),
34°C, 35°C e 36°C durante 25 dias. Todos os aquarios apresentavam bomba realizando
recirculacdo da agua e controladores de temperatura, os quais foram programados para manter

as faixas estabelecidas em cada tratamento.

Manutencéo do sistema e alimentagéo das larvas
Com o uso de pipetas, foram realizadas limpezas diarias, retirando residuos de comida,
fezes e larvas mortas. A cada 7 dias foram realizadas trocas de dgua dos aquarios. As larvas

foram alimentadas com nauplios de artémia duas vezes ao dia.



Biometria das larvas

A cada 5 dias foram coletadas 10 pds-larvas de cada tratamento para realizagdo de
biometria, com medicdo do comprimento total. As amostras foram analisadas em microscopia
de luz e fotonmicrografadas, em estereomicroscopio Nikon SMZ 1500 (Nikon, Tokyo, Jap&o)
dotado de uma camera CCD (Nikon DS-Fi, Nikon, Japéo). Imagens digitais foram ent&o

tomadas utilizando-se o software NIS — AR Elements (Nikon, Tokyo, Japéo).

Crescimento dos animais ap6s tratamento térmico

Apo6s 25 dias da coleta, as larvas foram mantidas em aquéarios de 40 litros com
recirculacdo de &gua. Neste ambiente, as amostras passardo 4 meses até atingirem a maturacdo
sexual. A renovagdo de agua esta sendo feita a cada 7 dias. Ap6s o segundo més de

tratamento as larvas passam a comer racao juntamente com nauplios de artémia.

Identificagdo do sexo a partir das caracteristicas sexuais secundarias
Como observado na Figura 1, uma das técnicas de identificacdo mais eficaz para
diferenciar machos de fémeas em Astyanax altiparanae, é a analise das espiculas na nadadeira
anal. Machos apresentam espiculas, capazes de serem sentidas ao tato quando tocadas, fémeas
ndo apresentam tais espiculas, sendo assim um método eficaz para diferenciacdo sexual.
Foram analisados 10 peixes do grupo controle (25°C), 42 peixes da terceira repeticdo
(34°C), 53 peixes da segunda repeticdo (35°C), 75 peixes da terceira repeticdo (35°C), 33

peixes da primeira repeticdo (35°C) e 27 peixes da terceira repeticdo (36°C), (Fig. 5).

Implante de transponders nos possiveis pseudo-machos
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Transponders foram implantados nos peixes por inser¢do cirdrgica na regido
abdominal. Ap6s serem anestesiados, a cavidade abdominal dos peixes foi aberta com o

auxilio de um bisturi. O implante foi inserido visando controle e identificacdo dos peixes.

Utilizacao dos peixes masculinizados
Foram utilizados 8 peixes incubados sob a faixa de 35°C, para fertilizar fémeas (2n)

com proposito de alcancgar a progénie de 100% de fémeas (F1).

Coleta e fertilizacdo dos gametas

Apbs a inducdo hormonal, foram coletados aproximadamente 250 pl de sémen de cada
um dos 8 pseudo-machos e 2 machos controle. As amostras foram diluidas em 500 ul de
solucéo de Ringer (7,59 NaCl, 0,2g KCI, 0,2g CaCl,, 0,2g MgCl, and 0,2g NaHCO3). Esta
solucdo de sais é capaz de manter a integridade do sémen da espécie logo apds a sua coleta,
servindo como um meio eficaz de estocagem do material, uma vez que a motilidade
espermatica ndo € ativada e as células permanecem funcionais. Obteve-se também a desova
de duas fémeas, cada uma dividida em 5 placas de Petri contendo 70 ul de ovdcitos em cada
placa, onde foi feita a fertilizacdo. Foram coletados 10 ul de sémen de cada um dos 10 peixes
(8 pseudo-machos e 2 controle) para fertilizacdo dos ovdcitos. Apds a adicdo do sémen aos
ovocitos, foi inserido 5 mL de 4&gua na placa de Petri, para ativacdo da motilidade

espermatica e consequentemente, a fertilizacao.

Cultivo dos peixes apos a eclosdo
Apo6s uma média de 15 horas de incubacdo, as larvas eclodidas foram separadas em
aliquotas homogéneas e mantidas em 10 recipientes plasticos de 5 litros, devidamente

etiquetados com a identificacdo dos paternais, e colocados dentro de uma incubadora B.O.D.
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com temperatura controlada de 26°C durante o periodo de um més, com o propdésito de ndo
sofrerem interferéncia da temperatura externa, que poderia causar alteracdes na proporc¢ao
sexual da progénie. Ap6s um més na B.O.D., os peixes foram transferidos para aquérios de 60

litros também etiquetados identificando os paternais.

7. Resultados

Incubacéo das larvas em sistema de temperatura controlada e biometria

Esta é uma etapa do projeto na qual se obteve maior parte dos resultados prévios.
Durante esta etapa foi possivel estabelecer a faixa ideal de temperatura para o crescimento das
larvas, sobrevivéncia e qual faixa apresentou maior nimero de possiveis pseudo-machos
(machos fenotipicos).

Como apresentado na Fig. 2, foi possivel constatar que no dia 0 ndo houve diferenca
de tamanho entre todos os tratamentos; contudo, obteve-se como melhor crescimento, no
tratamento controle de 25°C, como também apresentado na Fig. 3 ao final do periodo
amostral, seguido dos tratamentos de 34°C, 35°C e 36°C. Conclui-se que entre essas
temperaturas, a faixa ideal de crescimento para 0 Astyanax altiparanae foi de 25°C e 34°C,

resultados satisfatorios para a espécie e que permitem sua utilizacdo em laboratorio.

Indices de sobrevivéncia

No tocante a sobrevivéncia, o tratamento que obteve um melhor resultado foi o de
34°C, como apresentado na Figura 4, seguido dos tratamentos de 25°C, 35°C e 36°C. Ao
final do periodo experimental, as larvas incubadas a 36°C apresentaram resultados inferiores

quando comparados aos demais tratamentos. A partir do décimo dia de incubacdo, a
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sobrevivéncia decresceu consideravelmente, ficando inferior a 50% ao final dos 25 dias de

incubacéo.

Proporcéao sexual

Apesar dos tratamentos de 25°C apresentarem melhor crescimento, e o de 34°C
apresentar melhor sobrevivéncia, constatou-se que a faixa ideal de temperatura para a
masculinizacdo foi a de 35°C, pois como pode-se observar na Fig. 5, o tratamento de 35°C

(repeticdo 2), foi o que melhor apresentou possiveis pseudo-machos (machos XX).

indices de fertilizagio

Conforme apresentado na Fig. 6, foi possivel destacar que a primeira fémea apresentou
os melhores indices de fertilizacdo, com quase 100% das aliquotas fertilizadas entre os
tratamentos. A desova proveniente da segunda (Fig. 7) fémea também apresentou indices
satisfatorios de fertilizacdo (>50%), mesmo sendo inferiores em relacdo a desova da primeira
fémea. A desova fertilizada no grupo controle apresentou indice de fertilizacdo de 73,53% e
0s quatro peixes submetidos a masculinizacdo apresentaram indices de fertilizacdo de 75,28%,

92,77%, 66,94% e 81,01%, respectivamente.

Analise do sexo das progénies

Na Gltima etapa do trabalho, foi realizada a sexagem das progénies provenientes dos
parentais que foram submetidos a faixa de incubacdo de 35°C (Fig. 8). A analise do sexo de
cada individuo foi realizada seguindo padrdes morfologicos da espécie (fémeas com
nadadeira anal lisa, sem espiculas e machos com nadadeira anal com espiculas, evidentes ao
tato). O percentual de fémeas verificado entre as progénies de cada peixe foi baixo (<50% nos

sete cruzamentos). Ao observar a Fig. 8, nota-se também, a auséncia das progénies dos
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tratamentos controles, e do peixe 8 submetido @ masculinizacao. Isso se d& pelo fato de perda
de uma quantidade significativa dessas progénies durante o periodo de maturacdo sexual,
mesmo assim tais perdas ndo comprometem os dados finais, pois os resultados das progénies

néo estavam relacionados a proporgdo sexual do controle.

8. Discussao

Os resultados preliminares desta pesquisa evidenciam um intervalo ideal de limites de
faixas de temperatura de incubacdo das larvas de Astyanax altiparanae para indugéo
fenotipica da reversdo sexual, correlacionando os dados com os indices de sobrevivéncia
obtidos em cada tratamento.

Estabelecer estes limites de temperatura de incubacéo é uma etapa imprescindivel para
0 presente trabalho, tendo em vista que o protocolo de masculinizagdo sé serd bem sucedido
se, além de efetivamente promover a inducdo de machos fenotipico, ndo ser agressivo a ponto
de comprometer drasticamente a sobrevivéncia da populacdo submetida ao tratamento.

As faixas de temperatura mais eficazes no processo de inducdo a reversao sexual em
peixes, podem ser muito variaveis de acordo com a espécie e com o estagio de
desenvolvimento embrionario ou larval com a qual se pretende estabelecer o protocolo. No
presente estudo, os animais foram submetidos aos tratamentos de temperatura durante o
estagio pods-larval, com tempo de duracdo de 25 dias de exposi¢do. No entanto, Zanardi
(2008) destaca que o efeito masculinizante por exposi¢do a altas temperaturas de incubacdo (>
34-35°C) pode ser realmente eficaz para espécies de tilapia do Nilo somente quando os
animais sdo expostos por periodos mais prolongados de tempo, 0 que evidencia que 0s
padrdes de determinagdo sexual, faixa de temperatura e estadgio do desenvolvimento sdo

aspectos bem correlacionados e altamente variaveis entre as espécies.
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Para a espécie estudada nesta pesquisa, a confirmacdo da eficacia do processo de
reversao e producdo de machos fenotipicos sera obtida nas etapas posteriores, com as analises
das progénies oriundas dos cruzamentos dos paternais submetidos aos tratamentos.

Koumoundouros et al. (2002) testaram a eficacia do processo de masculinizacdo,
considerando diferentes etapas que influenciam este processo na espécie Dicentrarchus
labrax: a temperatura critica de determinacdo sexual fenotipica durante os diferentes estagios
de desenvolvimento e a correlagdo da determinacgdo do sexo intrapopulacional com a taxa de
crescimento até ao fim do periodo de exposicdo a temperatura de reversdo. Os autores
constataram que durante os estagios embrionério e larval, os diferentes grupos experimentais
apresentaram taxas semelhantes de sobrevivéncia (37-47%, P> 0,05). Durante o periodo
experimental seguinte, a taxa de sobrevivéncia foi alta para todos os grupos (92-96%), assim
como poOde ser observado no presente estudo para a espécie Astyanax altiparanae, para as
faixas de temperatura de 25°C e 34°C.

Correlacionando as informacgdes de sobrevivéncia das amostras submetidas a cada
tratamento, torna-se possivel chegar a uma conclusdo concreta de qual protocolo serd mais
eficaz posteriormente para implementacdo das técnicas de conservacdo, tendo em vista que
ndo basta um relativo sucesso na inducdo de machos fenotipicos se grande parte da populacdo
submetida ao processo € perdida devido a agressividade do tratamento.

Outro parametro importante que deve ser levado em consideracdo nesta fase da
pesquisa € o desenvolvimento e crescimento das amostras durante o periodo em que estdo
expostas aos tratamentos com temperatura. Conforme foi discutido no presente relatorio, as
larvas submetidas aos tratamentos com 25°C e 34°C apresentaram 0s melhores indices de
crescimento ao longo dos 25 dias de tratamento. No entanto, a etapa seguinte desta pesquisa

esclareceu que os mesmos ndo foram eficazes no processo de reversao.
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Pavlidis et al. (2000) estabeleceram uma correlacdo satisfatoria entre o crescimento e
masculinizacdo na espécie Dicentrarchus labrax, uma espécie de &guas frias. Os autores
relatam que, @ uma faixa de temperatura de incubacdo do desenvolvimento larval de 13°C a
15°C, as amostras apresentaram indices de sobrevivéncia e crescimento satisfatorios,
parametros que possibilitam estabelecer um intervalo ideal de temperatura de incubacéo para
a especie.

A masculinizacdo por altas temperaturas é uma caracteristica relatada para a maioria
dos teledsteos por varios autores, sendo classificados como termossensiveis, que expressam
uma tendéncia clara de inducdo de exemplares machos sob altas temperaturas de incubacéo
(BAROILLER, et al., 1999; STUSSMANN, et al., 1997).

No presente estudo, o protocolo de indugdo de fémeas com genétipo de machos na
faixa de temperatura de incubacgéo de 35°C ndo se mostrou eficaz, uma vez que o percentual
de fémeas fenotipicas encontradas em cada cruzamento foi muito baixo. Neste caso, um novo
intervalo de faixas de temperatura poderia ser empregado com a finalidade de padronizar um
protocolo eficaz neste sentido, tendo como base o levantamento realizado no presente estudo,
que traz informacGes detalhadas sobre a sobrevivéncia e fertilizacdo das progénies de animais
submetidos a estes tratamentos, norteando a padronizacdo de tratamentos mais eficazes de

inducéo.
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10. Figuras

238,96 um

Figura 1 - Espiculas na nadadeira anal de um macho da espécie Astyanax altiparanae:
método de identificacdo do sexo através de caracteristicas sexuais secundarias (PIVA, a

publicar).
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Figura 2 - indice de crescimento das larvas de Astyanax altiparanae incubadas sob as

temperaturas de 25°C, 34°C, 35°C e 36°C.
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Figura 3 - Crescimento das larvas de Astyanax altiparanae no decorrer do periodo de 25 dias

de incubacdo sob as temperaturas de 25°C, 34°C, 35°C e 36°C.

20



0 M
100% iaaa i il o
e T TIRURRN
‘e- < \ ——— [%tccccccccccccccccciccee
[N \ - e e o c——
\ —
\\
80% o
\
\
\
\\\
XX ™
E 60% = -controle \\
S o
<§ “‘"ss\
= || e 34° )
2 40%
)
35°
20%
- 3G°
0%

1 2 3 45 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Dias

Figura 4 - indice de sobrevivéncia entre as larvas de Astyanax altiparanae submetidas aos

tratamentos de incubacdo sob as temperaturas de 25°C, 34°C, 35°C e 36°C.
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Figura 5 - Proporcdo sexual verificada entre as larvas de cada repeti¢do (R1, R2, R3)

submetidas aos tratamentos de incubacao sob as temperaturas de 25°C, 34°C, 35°C e 36°C
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controle e machos masculinizados da segunda repeticdo (35°C).
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Figura 7 — indice de fertilizacdo da fémea 2. Ovdcitos fertilizados pelo sémen de um macho

controle e machos masculinizados da segunda repeticdo (35°C).
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Figura 8 — - Proporcéo sexual verificada entre as larvas de cada parental (Peixe 1, P2, P3, P4,

P5, P6, P7).
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