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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo verificar o efeito do fotoperiodo na
atividade locomotora e parametros fisiologicos em fémeas de lambari (Astyanax
bimaculatus). Cento e vinte lambaris adultos foram mantidos em aquéarios de 20
litros cada um, em delineamento inteiramente ao acaso, com trés tratamentos (T1
= O0Luz:24Escuro, T2 = 12L:12E, T3 = 24L:0E) e quatro repeti¢des. A atividade
locomotora diaria dos lambaris foi registrada durante 15 dias por meio de uma
fotocélula infravermelha. Posteriormente, foram coletadas amostras de sangue
através de puncgdo caudal para as dosagens de glicose, cortisol ¢ LH. Os peixes
foram pesados, medidos e tiveram suas gonadas retiradas. Os ovarios foram
pesados e imersos em solugdo fixadora de Bouin por 24 horas e em seguida
foram mantidos em alcool 70% até o processamento do material. Foram feitos
cortes de 5 um de espessura, em micrétomo. As preparagdes obtidas foram
submetidas a coloracdo por Hematoxilina-Eosina. A partir deste material, foi
analisado o estagio de desenvolvimento dos ovdcitos. No presente estudo, as
fémeas de lambaris apresentaram um ritmo de atividade locomotora diurna.
Lambaris submetidos aos fotoperiodos 12L:12E e 24L:0E apresentaram maiores
(p<0,05) niveis de cortisol e atividade locomotora, além de menor taxa de
sobrevivéncia em relagdo ao regime de OL:24E. A concentracdo de glicose e o
crescimento dos peixes submetidos a 24L:0E foi significativamente menor
(p<0,05) em relacdo aos outros tratamentos. Os diferentes tratamentos ndo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) em relacdo ao peso final, peso
da gbénada, indice gonadossomatico (IGS), indice hepatossomatico (IHS) e niveis
do horménio luteinizante (LH). Em todos os tratamentos as fémeas de lambari
apresentaram ovarios em maturagdo com a prevaléncia de ovdcitos
vitelogénicos. Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a luz
desempenha um importante papel no comportamento e bem-estar de fémeas de
lambaris. Além disso, os dados evidenciaram que os peixes submetidos a
periodos longos de luz ficam mais (p<0,05) estressados e agressivos em relacao
ao periodo de escuriddo continua. Porém, o fotoperiodo ndo influenciou os
niveis de LH e a maturagdo ovariana em fémeas de lambari.

Palavras-chave: Fotoperiodo. Paradmetros fisiologicos. Fémea de lambari.

Atividade locomotora.



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effect of photoperiod on locomotive
activity, physiological parameters in female lambari (Astyanax bimaculatus).
One hundred and twenty adults lambaris were kept in tanks of 20 liters each, in a
completely randomized design with three treatments (T1 = OLuz: 24Escuro, T2
= 12L: 12D, T3 = 24L: 0D) and four replications. The locomotor activity was
recorded daily lambari for 15 days through an infrared photocell. Subsequently,
blood samples were collected through caudal puncture for assay of glucose,
cortisol and LH. The fish were weighed, measured and had their gonads
removed. The ovaries were weighed and immersed in Bouin's fixative for 24
hours and then were kept in 70% alcohol until processing of the material.
Sections were made of 5 um thick with a microtome. The preparations obtained
were subjected to staining with hematoxylin-eosin. From this material, we
analyzed the developmental stage of oocytes. In this study, females showed a
lambaris diurnal rhythm of locomotor activity. Lambaris subjected to
photoperiods of 12L: 12D and 24L: 0D had higher (p<0,05) cortisol levels and
locomotor activity, and lower rate of survival in relation to the scheme OL: 24E.
The concentration of glucose and growth of fish subjected to 24L: 0D was
significantly lower (p<0,05)compared to other treatments. The different
treatments showed no significant differences (p>0,05) in relation to the final
weight, weight of gonad, gonadosomatic index (GSI), hepatosomatic index
(HSI) and levels of luteinizing hormone (LH). In all treatments, females had
ovaries in maturation with the prevalence of vitellogenic oocytes. The results of
this study showed that light plays an important role in behavior and welfare of
female smelt. Moreover, the data showed that fish subjected to long periods of
light are more (p<0,05) stressed and aggressive towards continual darkness.
However, photoperiod did not affect the levels of LH and ovarian maturation in
female lambari.

Keywords: Photoperiod. Physiological parameters. Female lambari. Locomotor

activity.
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1 INTRODUCAO

Os movimentos de rotagdo ¢ translagdo da terra fazem com que os
organismos que nela habitam sejam submetidos a mudangas ciclicas dos fatores
ambientais. Todas as formas de vida respondem aos ciclos do sol, da lua e das
estagdes, sendo denominados de relégio bioldgico ou ritmo circadiano. A
maioria dos eventos bioquimicos, fisioldgicos e comportamentais dos seres
vivos sdo ritmicos. Os fatores externos ao relogio de natureza ritmica que
influenciam nos ritmos bioldgicos chamam-se sincronizadores ou “‘zeitgebers”.
Os ciclos de fotoperiodo e a temperatura sdo os principais sincronizadores dos
ritmos didrios e anuais.

O efeito de variaveis ambientais sobre o crescimento, sobrevivéncia € as
respostas fisiologicas dos peixes t€m sido extremamente estudadas. Alguns
estudos cientificos e investimentos estdo sendo aplicados na area de piscicultura,
com a finalidade de minimizar o estresse dos peixes decorrente de diversos
fatores como manejo, estado nutricional, qualidade da agua, temperatura,
fotoperiodo, salinidade.

A iluminagdo corresponde a um dos diversos estimulos ambientais que,
em condi¢des de criagdo, pode ser facilmente manipulada nos sistemas de
recirculagdo de adgua a fim de alterar aspectos fisioldgicos, crescimento, sistema
neuro-hormonal, reproducdo, comportamento. A diversidade de respostas a luz
entre os peixes pode ser reflexo de adaptagdes especificas ao seu ambiente, onde
a luz pode variar em termos de quantidade (intensidade), qualidade (espectro) e
durag@o (fotoperiodo).

O cortisol, o principal glicocorticéide sintetizado no tecido interrrenal de
peixes, possui um importante papel na resposta ao estresse, comportamento,
osmorregulacdo, metabolismo, crescimento, reproducdo e fungdo imune. Em

peixes teleosteos, a elevagdo plasmatica de cortisol e glicose sdo reconhecidas
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como as principais respostas ao estresse, sendo amplamente utilizadas como
indicadores dessa resposta O cortisol é utilizado para caracterizar a resposta
primaria, e a glicose a resposta secundaria do estresse em peixes.

No que se refere aos ritmos de comportamento, as espécies de peixes tém
sido classificadas como diurnas, noturnas ou crepusculares, de acordo com a
hora do dia em que se tem o pico de sua atividade. O fotoperiodo ¢ um fator
chave na sincronizagdo da atividade locomotora em peixes. Em Solea
senegalensis foi verificada uma maior atividade locomotora desta espécie
durante a noite, com 84,3% da atividade total neste periodo do dia. Oryzias
ladipes apresentou maior atividade diurna no verfio em relagdo a outras estagdes,
independente do estrato aquatico.

Além disso, os processos reprodutivos normalmente apresentam ritmos
endogenos disparados por sinais ambientais, de modo que encaixam o periodo
da reprodugdo em uma época ambiental favoravel ao desenvolvimento das larvas
e alevinos.

Embora inimeros fatores ambientais, tais como temperatura,
fotoperiodo, precipitagdo, alimentagdo e feromonios, tém sido implicados como
possiveis influenciadores da atividade reprodutiva de diferentes espécies, o
fotoperiodo ¢, provavelmente, responsavel pelo tempo de reproducdo da maioria
dos peixes. O fotoperiodo, fator importante na maturagdo gonadal de peixes,
exerce acdo direta no eixo hipotalamo-hipdfise-gonadal dos peixes teledsteos,
estimulando ou inibindo a produgdo de horménio liberador de gonadotrofina
(GnRH), de hormonios pituitarios (FSH e LH) e outros horménios que modulam
a reproduc¢do e a maturagdo dos gametas.

Alteragdes no regime de luz sdo detectadas por receptores especificos,
transmitidas ao cérebro e apos, para o hipotilamo (ou diretamente para o
hipotdlamo), alterando a produgdo e liberagdo do hormonio liberador de

gonadotrofinas (GnRH). O GnRH estimula a liberagdo das gonadotrofinas (FSH
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e LH) pela adeno-hipdfise.que estimula a liberagdo das gonadotrofinas pela
adeno-hipéfise. O horménio foliculo estimulante (FSH) estimula o crescimento
gonadal, a gametogénese e a entrada de vitelogenina no odcito enquanto que o
horménio luteinizante (LH) ¢ importante para a maturagdo final dos odcitos e
desova. A influéncia da gonadotropina sobre a gbénada varia ao longo do
processo de maturacdo, de modo que a gbnada pode ser mais ou menos receptiva
a gonadotropina, cujo efeito também varia ao longo do desenvolvimento
gonadal.

O manejo das condi¢cdes ambientais pode ser uma excelente ferramenta
de manipulacdo para indu¢do da maturacdo gonadal. Como exemplo disso, a
manipulacdo do fotoperiodo estd sendo usado na aqiiicultura para alterar varias
funcdes fisiologicas em diferentes espécies de peixes, como reprodugdo e
maturagdo gonadal, crescimento, e época de desova.

Assim, tornam-se necessarios maiores investimentos e pesquisas dentro
desta linha cientifica, a fim de contribuir com desenvolvimento da piscicultura
brasileira. O Brasil possui alto potencial para piscicultura devido as suas
condi¢gdes ambientais favoraveis a elevada diversidade de espécies nativas com
potencial para corte e para ornamentacdo, além da vasta disponibilidade de
recursos hidricos. Entre as espécies mais cultivadas, estdo as de origem exdticas,
como a carpa (Cyprinus carpio), a tilapia (Oreochromis niloticus) e a truta
(Onchorhynchusnykiss). Entretanto, dentro da ampla diversidade da fauna
aquatica brasileira, sdo encontradas espécies que se adéquam perfeitamente ao
cultivo, como o pacu, o tambaqui, o piavucu, lambari, entre outros.

Com base nos relatos anteriores, acrescido ao significativo valor
comercial ¢ ecologico da espécie nativa Astyanax bimaculatus, a sua
possibilidade de manejo em laboratorio, aos poucos estudos referentes a esta

espécie brasileira com manipulacdo do fotoperiodo e a possivel utilizagdo do
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lambari como espécie modelo para outras espécies de peixes no emprego de
novas biotecnologias, o lambari de rabo amarelo foi utilizado neste estudo.

Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes fotoperiodos
na atividade locomotora e parametros fisiologicos em fémeas de lambari

(Astyanax bimaculatus).
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2 REFERENCIAL TEORICO

A organizagdo temporal de um ser vivo pode ser expressa como reagao a
estimulos ambientais, que apresentam efeitos importantes sobre a expressao dos
ritmos enddgenos, promovendo ajustes através de mecanismos biologicos
especificos e dentro de limites bem definidos para cada espécie (FALCON et al.,

2010).

2.1 Fotoperiodo em peixes

O fotoperiodo, que corresponde a duragdo do tempo de luz ao longo do
dia, mantém-se constante ao longo dos anos e reflete a sazonalidade dependendo
da latitude. Nas regides tropicais o ciclo 12Luz/12Escuro exibe notavel
estabilidade (MARTINEZ-CHAVEZ et al., 2008), enquanto que em regidoes
temperadas a fase ¢ ajustada ao longo do ano (ZIV et al., 2005).

O fotoperiodo, juntamente com outros sincronizadores como
temperatura, disponibilidade de alimentos, de chuva ou agua e salinidade, podem
moldar os ritmos circadianos e/ou anuais. Segundo Biswas e Takeuchi (2002), o
fotoperiodo, dentre outros fatores e fenomenos ambientais, ¢ o que apresenta
maior influéncia sobre o biorritmo dos animais afetando o ganho de peso, a
ingestdo de alimentos, o gasto de energia, a atividade de locomog&o, assim como
outros parametros fisiologicos.

A diversidade de repostas a luz entre os peixes pode ser reflexo de
adaptacdes especificas ao seu ambiente, onde a luz pode variar em termos de
quantidade (intensidade), qualidade (espectro) e durag¢do (fotoperiodo). Para
acompanhar as variagdes de luminosidade, os peixes possuem um relogio
enddgeno, constituido de fotorreceptores sensiveis a luz e de sistemas humorais
e neurais que informam a todo o organismo o estado de iluminagdo ambiental

(FALCON et al., 2010).
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A informagdo neural da retina e glandula pineal ¢ transmitida ao
diencéfalo ventral através do trato retino hipotalamico e pineal, respectivamente.
Esta mensagem gera uma indicagdo do comprimento do dia assim como
variagdes na iluminagio do ambiente (FALCON et al., 2010). A informagio
humoral ¢ marcada pela liberagdo de melatonina cujo ritmo de liberagdo e
intensidade de produgdo sinalizam ao organismo o comprimento do dia e estagdo
do ano.

A melatonina ¢ um hormdnio que apresenta picos de liberacdo durante a
noite e apresenta-se a niveis basais durante o dia. Este horménio pode atuar
diretamente sobre o hipotalamo, modulando a produgdo de fatores liberadores da
glandula hipofisaria, como também agir diretamente sobre a hipofise regulando a
producdo hormonal e sobre os tecidos periféricos (gonadas, figado entre outros).
Dessa forma, a melatonina pode influenciar na reproducdo, crescimento,

atividade locomotora e metabolismo dos peixes (FALCON et al., 2010).

2.2 Fotoperiodo e crescimento

Fatores extrinsecos sdo particularmente importantes no crescimento de
vertebrados ectotérmicos, como o0s peixes teledsteos, que dependem da
temperatura, fotoperiodo e disponibilidade de alimentos para os processos
iniciais de desenvolvimento (TAYLOR et al, 2005). A manipulagdo do
fotoperiodo com o interesse de melhorar o crescimento dos peixes tem se
tornado uma area de interesse dentro da produgdo comercial de varias espécies
(TAYLOR; MIGAUD, 2009). O fotoperiodo 6timo para o crescimento dos
peixes pode variar em relagdo a espécie, idade ou fase de desenvolvimento,
estacdo e temperatura ambiente (BANI et al., 2009).

Em geral, as larvas precisam de um limiar minimo de intensidade de luz

para se desenvolverem e crescerem normalmente. Peixes adultos (marinhos e
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espécies de salmonideos) também reagem as manipulagdes de fotoperiodo;
geralmente dias longos estimulam o crescimento de espécies de peixes diurnas
(FALCON et al., 2010).

A luz pode induzir efeitos sobre o crescimento de varias espécies de
peixes. Em salmonideos, o fotoperiodo atua diretamente sobre o crescimento,
através de sua influéncia sobre ritmos endogenos (ENDAL et al., 2000) e por
intermédio de fotoestimulagdo direta do eixo somatotrofico (FALCON et al.,
2010). Sabe-se que GH e IGF-1, particularmente, sdo potentes estimuladores do
crescimento muscular. Rapidos aumentos dos niveis circulantes de GH e IGF-1
tém sido relacionados com altas temperaturas e¢ dias longos (TAYLOR;
MIGAUD, 2009).

O tratamento com luz continua, produziu efeitos pequenos, mas
significativos no crescimento muscular durante o ciclo de produgdo de salmao
do Atlantico (Salmo salar) JOHNSTON et al., 2004).

Estudos com juvenis de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
submetidos a fotoperiodo de 18L:6E sugerem uma estimulagdo direta sobre o
crescimento devido ao aumento do nivel plasmatico de IGF-1 em relagdo aos
peixes submetidos ao fotoperiodo natural e ao regime de 6L:18E (TAYLOR et
al., 2005). Melhor ganho de peso e crescimento foram observados nesta espécie
exposta a luz continua (TAYLOR; MIGAUD, 2009). No entanto, Cruz ¢ Brown
(2009), apesar de verificarem uma tendéncia de aumento da taxa de crescimento
especifico tanto em massa quanto em comprimento de tilapias do Nilo
(Oreochromis niloticus) submetidas a 16L:8E em relagdo a 8L:16E, ndo
constataram relacdo entre o nivel de transcricdo de IGF-1 hepatico e duracao da
fase de luz.

Biswas et al. (2008b, 2010) demonstraram que o desempenho de
crescimento de Pagrus major submetidos a 24L: OE foi estimulado com aumento

significativo da ingestdo alimentar em relacdo aos demais fotoperiodos.
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Resultados semelhantes foram obtidos em estudo com Sparus aurata onde foi
verificado aumento da ingestdo alimentar em peixes submetidos a luz continua e
aumento do ganho de peso em fotoperiodos longos (16L:8E e 24L:0E) em
relagdo ao grupo controle (GINES et al., 2004). Imsland et al. (2006, 2009)
observaram que Hippoglossus hippoglossus cresceram melhor nos fotoperiodos
longos (20L:4E e 24L:0E) em relagdo ao fotoperiodo natural e quando expostos
a luz continua durante diferentes periodos do ciclo produtivo, respectivamente.
Resultados semelhantes foram verificados em pesquisas com 3juvenis de
bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) sob luz continua (IMSLAND et al.,
2008; TARANGER et al., 2006).

Em tilapia do Nilo, as melhores taxas de crescimento e conversao
alimentar também foram observadas durante fotoperiodos de 18L: 6E e 24L: OE,
que pode ter sido atribuida a diminui¢do da perda de energia e da taxa
metabdlica (conservacdao de energia) desta espécie durante esses longos
fotoperiodos (EL-SAYED; KAWANNA, 2007). Estes resultados corroboram
com o estudo de Rad et al. (2006), que ao trabalhar com a mesma espécie,
mostraram um melhor crescimento sob regime de 24L:0E, durante o estigio de
alevinos. Mendonga et al. (2009) demonstraram que os maiores fotoperiodos
(24L:0E e 18L:6E) influenciaram de forma positiva sobre o desempenho
produtivo dos alevinos de tambaqui.

Tilapias submetidas a diferentes fotoperiodos (0, 8, 12, 16, 24 horas de
luz e 12,5 horas de luz natural) apresentaram maior crescimento dos alevinos
quando comparado a auséncia de luz (BEZERRA et al., 2008).

O desempenho do crescimento de Oplegnathus fasciatus foi estimulado
quando submetidos a diferentes fotoperiodos (6L:6E, 12L:12E, 16L:8E e
24L.:0E), porém a exposi¢do a 12L:12E resultou em menor estimulo em relagéo

aos demais tratamentos. Um melhor crescimento sob manipulagdo do
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fotoperiodo pode ser atribuido a melhora no apetite, maior ingestdo e conversdo
alimentar (BISWAS et al., 2008a).

Nos estudos resultados de Almazan-Rueda et al. (2005) foram
observados um aumento do comprimento e menor atividade de agressividade e
estresse em bagre africano (Clarias gariepinus) sob 6L:18E e OL:24E em relagio
a 18L:6E e 12L:12E. A enguia Européia (Anguilla anguilla) apresentou maior
crescimento ¢ uma melhor conversdao alimentar na auséncia de luz em relagdo a
12L:12E (RODRIGUES; CASTELLO-ORVAY; GISBERT, 2009).

Bani et al. (2009), estudaram o efeito de diferentes fotoperiodos
(24L:0E, OL:24E, 18L:6E e 12L:12E) sobre o crescimento de juvenis de
esturjdo (Huso huso) e ndo observaram diferenca significativa no crescimento
entre os diversos tratamentos. O comprimento ¢ peso de poOs larvas de
piracanjuba também nao apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (14L:10E, 10L:14E, 24LOE e OL:24E), porém foi observada uma
maior heterogeneidade entre as poés-larvas cultivadas com maior periodo de

escuriddao (REYNALTE-TATAIJE et al., 2002).

2.3 Fotoperiodo e reproducao

O manejo das condi¢cdes ambientais pode ser uma excelente ferramenta
de manipulacdo para indugdo da maturacdo gonadal. O fotoperiodo ¢é
responsavel pela maturagdo gonadal, por exercer acao direta no eixo hipotalamo-
hipofise-gonadal dos peixes teledsteos, estimulando ou inibindo a produgdo de
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH), de hormdnios hipofisarios (FSH e
LH) e outros horménios que modulam a reproducdo e a maturagdo dos gametas
(AMANO et al., 2004). Bromage, Porter e Randall (2001) relataram que os
niveis de melatonina sdo fortemente correlacionados com o fotoperiodo em

salmonideos, resultando no avango ou atraso do tempo de desova, sugerindo que
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a melatonina atua como um regulador do comportamento reprodutivo. Além
disso, Amano et al. (2000) relataram que a melatonina também influencia nos
sinais de fotoperiodo no controle do desenvolvimento gonadal em salmao
(Oncorhynchus masou), e que essas mudangas no fotoperiodo sdo traduzidas
pelos ritmos de melatonina que transferi esta informagdo para o cérebro-
hipofise-gonadal.

A maturacdo dos gametas € regulada pelas gonadotropinas que
estimulam as gonadas a sintetizar hormonios esterdides. Ao longo do processo
de desenvolvimento gonadal, diferentes esterdides sexuais apresentam
importancia em cada fase, porém as gonadotropinas influenciam a produgéo de
todos eles. A influéncia da gonadotropina sobre a goénada varia ao longo do
processo de maturacdo, de modo que a gbnada pode ser mais ou menos receptiva
a gonadotropina, cujo efeito também varia ao longo do desenvolvimento
gonadal, atuando na producdo de esteroides distintos. A sensibilidade da gonada
a esses esterdides também se altera ao longo do processo (HARVEY;
CAROLSFELD, 1993; MENDONCA et al., 2009).

A inducdo a desova através do manejo dos fatores e¢ fendmenos
ambientais foi testada, com sucesso, em algumas espécies de clima temperado,
nas quais o manejo do fotoperiodo e da temperatura possibilitou desencadear o
processo de maturagdo gonadal (LAM, 1983; MENDONCA et al., 2009).

Harvey e Carolsfeld (1993) trabalhando com trutas perceberam que
somente a manipulacao do fotoperiodo ¢ suficiente para desencadear, ou mesmo
acelerar, a vitelogénese, porém com carpas a influéncia da temperatura é mais
importante do que a do fotoperiodo. Segundo alguns autores, um aumento ou
diminuicdo repentina do fotoperiodo pode provocar estresse causando a
involucdo das goénadas e prejudicando o processo de reprodugdo

(BALDISSEROTTO, 2002; MENDONCA et al., 2009).
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A pesquisa de Campos-Mendonga et al. (2004) mostrou que
fotoperiodos longos (18L: 6E) ajudaram a melhorar alguns tragos importantes da
reproducdo de alevinos de tilapia do Nilo ao elevar a fecundidade e sincronia de
desova.

Taranger et al. (2006) verificaram, em experiéncia-piloto, o potencial de
utilizagdo de luz continua para retardar o desenvolvimento das goOnadas e
maturacdo sexual de bacalhau em tanques marinhos. Este resultado corrobora
com o estudo de Rad et al. (2006) com fémeas de tilapia do Nilo. Menores
valores de indice gonadossomatico, média do tamanho dos oocitos e maior
quantidade de oocitos pré-vitelogénicos foram observados em fémeas mantidas
sob regime de luz continua em relagdo aos tratamentos de 20L:4E, 18L:6E e
controle, que apresentaram maior propor¢do de o0d6citos em estagios mais
avangados de desenvolvimento (vitelogénico e pds-vitelogénico).

O regime de luz continua também suprimiu a maturacdo em fémeas de
salmdo Chinook (Oncorhynchus tshawytscha) de dois anos de idade (UNWIN et
al., 2005). Uma redugdo dos niveis de esterdides e inibi¢do da reproducdo de
machos e fémeas de Perca fluviatilis, sob luz continua, também foram
observadas nas pesquisas de Migaud et al. (2003). Nenhum peixe maduro e
nenhuma evidéncia de desenvolvimento gonadal e elevagdo dos niveis de
esterdides foram observados em Melanogrammus aeglefinus em regime de luz
continua quando comparado ao regime natural (DAVIE et al., 2007).

A manipulacdo do fotoperiodo ndo influenciou a maturagdo de fémeas
de Hippoglossus hippoglossus, porém a propor¢do de machos maduros foi
significativamente menor em grupos criados sob luz continua (IMSLAND;
JONASSEN, 2005).

Em bacalhau do atlantico (Gadus morhua) foi observado um aumento
mais acelerado de hormdnios esterodides em peixes submetidos a dias curtos, o

que gerou um inicio mais precoce da maturacdo (SKJAERAASE et al., 2004).
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Em contrapartida, o estudo de Miranda, Striissmann ¢ Somoza (2009)
mostrou menores valores de IGS, redugdo da expressdo do trés tipos de GnRH
(sGnRH, pjGnRH, ¢cGnRH-II), de B-FSH e B-LH e dos niveis de estradiol em
fémeas mantidas sob fotoperiodo curto (8L:16E). Além disso, maior quantidade
de ovdcitos pré-vitelogénicos foi verificado nas fémeas sob 8L:16E enquanto
peixes sob 16L:8E apresentaram mais odcitos vitelogénicos. Também no estudo
de Amano et al. (2004), as concentracdes cerebrais de sGnRH em machos de
linguado foram significativamente maiores no regime de 16L:08E em relagdo ao
grupo mantido a 8L:16E. A exposi¢io de carpa (Catla catla) ao regime de
16L:8E, durante a fase preparatdria, resultou em significativo aumento nos
valores de vitelogenina e na atividade de ambas as enzimas da esteroidogénese,
mas ndo no peso do ovario e no nimero relativo a diferentes fases de odcitos
(DEY; BHATTACHARYA; MAITRA, 2005).

Bayarri et al. (2004b) observaram que a exposi¢cdo de robalo europeu
macho (Dicentrarchus labrax) a fotoperiodo artificial (18L: 6E) suprimiu a
concentragdo de melatonina circulante e o ritmo didrio de produgdo e liberagdo
de LH, porém nenhuma influéncia do fotoperiodo artificial foi constatado em
relacdo as variagdes didrias nos niveis de T (testosterona) e 11 ketotestosterona
(11KT) comparado ao fotoperiodo natural. No entanto, nas pesquisas de
Fiszbein et al. (2010) com Cichlasoma dimerus verificaram-se efeitos inibidores
de fotoperiodo curto sobre hormonios ligados a reproducao.

Ao nivel do cérebro, macho de Cichlasoma dimerus mantido a
fotoperiodo curto (8L:16E) demonstraram uma reducdo na densidade neuronal
optica de GnRH3, assim como nos niveis hipofisarios de B-LH, PRL ¢ GH, ao
contrario das fémeas que ndo apresentaram diferencas significativas no contetido
de qualquer hormoénio da hipdfise submetidas a este regime de luz em relagdo a

14L:10E. Hellqvist et al. (2004) também observaram supressdo significativa de
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B-FSH e B-LH em machos de Gasterosteus aculeatus ao permanecerem no
regime de 8L:16E em relacdo a 16L:8E.

Milla et al. (2009) verificaram uma inibi¢cdo do ciclo reprodutivo de
fémeas de Perca fluviatilis em condi¢des de fotoperiodo constante (12L:12E),
que pode estar relacionada a menores niveis de esterdides sexuais € a uma
inibi¢do da regulacdo ovariana por gonadotrofinas (pelo menos LH), cessando a

ovogénese antes da fase de vitelogénese.

2.4 Fotoperiodo e bem-estar

A permanéncia de peixes em ambientes onde fatores como manejo,
estado nutricional, qualidade da agua, temperatura, fotoperiodo, salinidade néao
estejam adequados, podem conduzi-los a uma situacdo de estresse que pode
resultar em baixas taxas de sobrevivéncia e de crescimento, reducdo da
capacidade reprodutiva, além de contribuir para a reducdo da eficiéncia do
sistema imunolégico (ADAMANTE, 2005).

A resposta ao estresse corresponde a uma série de alteragdes
fisiologicas. Os efeitos sdo divididos em primarios, secundarios e terciarios.
Entre os efeitos primarios encontram-se os aumentos de catecolaminas,
adrenalina e noradrenalina, e corticosterdides no plasma. Nos efeitos
secundarios, existem os efeitos metabdlicos como as alteragdes na glicemia, no
acido lactico, e no glicogénio hepatico e muscular, e os hematologicos, como
alteragdes nos hematocritos ¢ no nimero de linfocitos, além dos efeitos
hidrominerais, como alteragdes na concentragdo plasmatica de cloro, sddio,
potassio, proteinas, ¢ na osmolaridade do plasma. Os efeitos terciarios sdo as
quedas no desempenho produtivo e reprodutivo e na resisténcia as doengas

(WENDELAAR BONGA, 1997; ADAMANTE, 2005).
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Em peixes teledsteos, a elevacdo plasmatica de cortisol e glicose sdo
reconhecidas como as principais respostas ao estresse, sendo amplamente
utilizada como indicador dessa resposta (ADAMANTE, 2005).

Segundo Pickering (1993), o eixo hipotalamico-hipéfise-interrenal
(HHI) ¢ estimulado em resposta a maioria das formas de estresse. O efeito
catabdlico do cortisol em estresse cronico ¢ responsavel pela supressdo do
crescimento. A elevagdo cronica do cortisol também € responsavel pelo aumento
da suscetibilidade a doencas e da inibigdo dos processos reprodutivos
(STRANGE; SCHRECK; GOLDEN, 1977).

Em varios teledsteos o aumento do nivel de cortisol foi associado as
mudangas nos indicadores reprodutivos como niveis circulantes de esterdides
gonadais, gonadotropinas e vitelogenina, além da perda de peso corporal, indice
gonadossomatico, tamanho de odbcitos e concentragdo tecidual das
gonadotropinas na hipdfise (POTTINGER; YEOMANS; CARRICK, 1999;
MENDONCA et al., 2009). Em truta arco-iris, Pickering (1993) observou que o
cortisol atua na hipdfise, inibindo a secrecdo de gonadotropina e na goénada
diminuindo a producdo de esterdides. Em fémeas, o cortisol atua no figado,
reduzindo o nimero de receptores hepaticos para o estradiol (MENDONCA et
al., 2009).

Em contrapartida, apesar da reducdo da maturagdo gonadal em peixes
sob regime de 12L:12E e 24L:0E, a manipulagdo do fotoperiodo (12L:12E;
16L:8E e 24L:0E) ndo causou resposta de estresse significante em Pagrus
major (BISWAS et al., 2010). Também, nenhuma resposta significativa durante
estresse cronico e agudo foi observada em Pagrus major sob diferentes
fotoperiodos (6L: 6E, 12L:12E, 16L:8E e 24L.:0E) (BISWAS et al., 2006).

No estudo de Bani et al. (2009), os niveis de cortisol ndo apresentaram
diferengas significativas entre os diferentes fotoperiodos, porém a maior taxa de

sobrevivéncia (89%) foi observada em periodo de 12L: 12E, onde os niveis de
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lactato e cortisol como indicadores de estresse foram minimos. No entanto, no
trabalho de Almazan-Rueda et al. (2005), bagres africanos (Clarias gariepinus)
apresentaram maiores niveis de cortisol e maior agressividade sob regime de

12L:12E e 18L:6E em relacao aos periodos curtos de luz (6L:18E e 0L:24E).

2.5 Fotoperiodo e atividade locomotora

O ritmo didrio em peixes tem sido estudado durante as ultimas duas
décadas, com especial énfase nos ritmos de comportamento (locomotor,
reprodutivo e alimentar) e nos ritmos de secre¢do de fatores neuroenddcrinos
(OLIVEIRA et al., 2009).

No que se refere aos ritmos de comportamento, as espécies de peixes tém
sido classificadas como diurnas, noturnas ou crepusculares, de acordo com a
hora do dia em que se tem o pico de sua atividade (OLIVEIRA et al., 2009). Esta
preferéncia por maior atividade em determinadas horas do dia parece ser
especifica de cada espécie ¢ pode estar associada com uma heranga genética ou
com adaptagdes aos habitats (disponibilidade de alimento, predacdo, etc.) ou
depender de fatores sensoriais (dependéncia da visdo para a captura de alimento)
(OLIVEIRA et al., 2009).

O fotoperiodo ¢ um fator chave na sincronizagdo da atividade
locomotora em peixes. Bayarri et al. (2004a) observaram, em Solea
senegalensis, uma maior atividade locomotora destes peixes durante a noite,
com 84,3% da atividade total neste periodo do dia. Yokota e Oishi (1992)
observaram em Oryzias ladipes, maior atividade diurna destes peixes no verdo
em relagdo a outras estagdes, independente do estrato aquatico.

No experimento de Blanco-Vives e Sanchez-Vazquez (2009), com
zebrafish (Danio rerio L.), o ritmo de atividade locomotora foi afetado tanto

pelo periodo de alimentagdo quanto pelo fotoperiodo. O ritmo de atividade
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diurna (74,4% da atividade total) diminuiu quando os peixes eram alimentados a
noite (49,6%). Bagres africanos (Clarias gariepinus) sob fotoperiodos longos de
luz apresentaram maior atividade natatéria em relacdo a fotoperiodos curtos
(ALMAZAN-RUEDA et al., 2005).

Em peixes o relogio circadiano parece estar localizado na pineal, uma
glandula fotossensivel envolvida no controle da sintese de melatonina. Estudos
in vitro sugeriram que a maioria das espécies de teledsteos possui osciladores
endogenos intrapineais, que controlam o ritmo de producdo da melatonina
(OLIVEIRA et al., 2009).

O ritmo de atividade apresentado pelo peixe pode estar relacionado a
producdo de algumas substincias e hormonios liberados. No robalo europeu
(Dicentrarchus labrax), variagdes nos ritmos diarios de concentragdo plasmatica
de cortisol, glicose e insulina foram observadas por Cerda-Reverter et al. (1998),

onde apresentou um ritmo didrio diurno de concentracdo destas variaveis.

2.6 Espécie estudada

Figura 1 Lambari Astyanax bimaculatus

O lambari Astyanax bimaculatus é uma espécie nativa do Brasil,

pertencente a familia Characidae, e subfamilia Tetragonopterinae. Esta espécie,
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de pequeno porte, aceita alimentagdo artificial com bastante facilidade e
apresenta bom potencial para a aqiiicultura, pois possuem grande importancia
comercial podendo ser utilizados como iscas em pesca esportivas, consumo
humano e como peixes ornamentais (SATO et al., 2006). Conhecido também por
tambiu, piabas no Nordeste e matupiris no Norte, possuem distribui¢ao desde o
Nordeste brasileiro at¢é a bacia do Prata (AGOSTINHO; NARAHARA;
GODINHO, 1982; REZENDE et al., 2005)

Além do interesse comercial, o lambari também possui grande
importancia ecologica. Estes peixes fazem parte da dieta de varios vertebrados
como mamiferos aquaticos, diversas aves ¢ até alguns anfibios e répteis, além de
serem dispersores secundarios de sementes auxiliando na preservacdo das matas
ciliares (FERNANDES; MARTINS-SANTOS, 2004).

Espécie de habito alimentar onivoro, o lambari pode atingir tamanho de
10,9 cm, 42g e, dependendo das condigdes ambientais, pode apresentar desova
total ou parcelada. (SATO et al., 2006). Em alguns tributarios do rio Grande,
este peixe pode reproduzir durante o ano todo. Isto demonstra ter a espécie uma
alta capacidade reprodutiva A atividade reprodutiva nesta espécie inicia-se a
partir dos 5 cm de comprimento (VAZ; TORQUATO; BARBOSA, 2000).
Pesquisadores estimaram em trés anos a idade da primeira maturacdo sexual em
condi¢des ambientais e Silva, Andrade e Okano (1996) em quatro meses para
espécie em cativeiro. Estudos constataram que a primavera é o periodo de
reproducdo do lambari, concluindo serem importantes medidas de protecao
através da regulamentacdo da pesca (SATO et al.,, 2006). Neste trabalho,
também se descreve uma diminuicdo da atividade alimentar, durante o periodo
reprodutivo, sendo que a freqiiéncia de estomagos cheios foi mais elevada no
outono. Na represa do Lobo, Estado de Sdo Paulo, pesquisadores registraram
desova do A. bimaculatus no periodo de setembro a dezembro (SATO et al.,

2006). Por outro lado, outros autores trabalhando com a mesma espécie no rio
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Ivai, Parana, relataram que a desova provavelmente é do tipo parcelado,
ocorrendo de novembro a fevereiro e a maturacdo dos ovarios iniciando-se em
julho (VILELA; HAYASHI, 2001).

A fecundagdo desta espécie é externa e ndao ha cuidado parental. O
sucesso alcangado por populacdes dessa espécie se deve a grande gama de
estratégias reprodutivas, que podem variar de acordo com as condigdes
ambientais (SATO et al., 2006). A possivel influéncia de fatores abidticos (como
fotoperiodo, temperatura e nivel pluviométrico) e biodticos (disponibilidade de
alimento) sobre o processo reprodutivo de lambari tem sido também avaliada.

Os lambaris possuem grande adaptabilidade a habitats diferentes e s@o
sensiveis a mudangas em seu ambiente natural, apresentando-se como um bom
bioindicador de alteragdes ambientais (FERNANDES; MARTINS-SANTOS,
2004).

3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de Fisiologia e
Farmacologia, do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Lavras — UFLA entre o periodo de 25 de janeiro a 07 de margo de
2010, com duragao de 40 dias.

3.1 Animais e instalagdes

Foram utilizados 120 adultos de lambari, Astyanax bimaculatus,
provenientes da estagdo de piscicultura da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), com peso de 5,18 + 1,8g e comprimento de 6,5 = 0.8 cm. Apods 15 dias
de aclimatagdo, os peixes foram distribuidos em 12 aquarios de 20 litros cada

um, em delineamento inteiramente ao acaso, com trés tratamentos e quatro
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repeticdes. Os tratamentos diferenciaram nas simulagdes dos fotoperiodos
emerais (horas de luz:escuro) que duraram T1= OL:24E, T2 = 12L:12E, T3 =
24L.:0E.

O controle das horas de luz fornecidas durante o experimento foi feito
por ““timers” automaticos que as luzes fluorescentes (20W) das bancadas
durante os periodos estipulados. A intensidade da luz foi de 1173 lux,
mensurado por meio de um luximetro digital do modelo LDR-208. Os
tratamentos foram isolados para evitar a incidéncia de luz proveniente de outras
fontes luminosas durante o periodo de escuro de cada tratamento, a fim de
padronizar a luz dentro de cada tratamento.

Os aquarios experimentais foram mantidos em sistema fechado de
recirculagdo de agua. Foram mensurados, diariamente, os parametros de
qualidade de 4gua: oxigénio dissolvido, pH, temperatura. Os niveis de
oxigenagdo foram mantidos com auxilio de aeradores, cuja vazao da agua
permaneceu em média de 640mL/min, e mensurados através de um oximetro
digital do modelo YSI. O pH e a temperatura foram medidos através de um
medidor multipardmetro digital.

Durante o manejo alimentar, foi utilizado uma ragdo comercial contendo
28% de PB e 3.100 kcal de ED/kg (Tropical NUTRON Hi-Fi). A quantidade de
racdo fornecida, diariamente, foi de 2% do peso vivo e foi dividida em duas
refeicdes diarias; a primeira ragdo foi fornecida as 9 horas e a segunda as 16
horas. Ap6s 15 minutos de cada refeicdo, as caixas foram sinfonadas para a

retirada das sobras de ragdo.
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3.2 Experimento |: Efeito do fotoperiodo na atividade locomotora e niveis
plasméticos de cortisol e glicose em fémeas de lambari (Astyanax

bimaculatus)

3.2.1 Atividade locomotora

A atividade locomotora didria dos lambaris foi registrada durante 15 dias
por meio de uma fotocélula infravermelha (Omron, modelo E3S-AD62, Japao)
instalada na por¢do mediana externa de um aquario de vidro de 20 litros com 10
peixes, em cada tratamento. A fotocélula foi ativada pelos movimentos dos
animais e os registros desses deslocamentos foram enviados e armazenados por
um computador, diretamente conectado a fotocélula. A partir dos dados
numéricos armazenados durante o periodo de avaliagdo, foi gerado um grafico
demonstrando a atividade locomotora diaria média dos 15 dias, com uma linha
de tendéncia a cada 10 minutos. A determinagdo do modelo de atividade
locomotora diaria (diurna, noturna ou crepuscular) foi realizada mediante a
observacdo do periodo de maior atividade de movimentagdo dos peixes dentro
do fotoperiodo (BLANCO-VIVES; SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009).

Durante o experimento, também foram feitas observagdes visuais do
comportamento das fé€meas a fim de detectar, principalmente, os atos

antagonisticos, em termos de agressividade.

3.2.2 Procedimentos de coleta e andlises bioquimicas

Ao término do experimento, foram feitas coletas de sangue para
mensuragdo de glicose sanguinea, com o objetivo de verificar indicadores de
estresse nos peixes e diferencas causadas pelos diferentes fotoperiodos.

Exemplares de peixes submetidos a jejum de 24 horas foram previamente
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anestesiados com uma solugdo contendo 400mg/L de benzocaina para dar inicio
aos procedimentos de coleta. Dados de peso, comprimento total referente a cada
peixe dos diferentes tratamentos foram mensurados por meio de balanca de
precisdo (0.001g). Foram utilizados 12 peixes de cada tratamento, sob jejum de
24 horas, para as coletas de amostras sanguineas através de puncao caudal,
utilizando-se seringas de 1 mL.

Uma aliquota do sangue coletado foi utilizada para quantificar a glicose
sanguinea através de aparelho digital de glicose: ACCU - CHEC SOFTCLICK -
ESTADOS UNIDOS. A maior parte do sangue coletado foi depositada em tubos
eppendorfs contendo heparina e deixada em gelo até que as amostras de todos os
peixes fossem coletadas. O sangue coletado foi centrifugado a 5000 rpm por 10
minutos, em uma centrifugadora eppendorf do modelo 5415C. Em seguida, o
plasma heparinizado (sobrenadante) foi retirado com uma pipeta digital. O
plasma coletado foi armazenado em eppendorfs e etiquetados para posteriores
analises hormonais. Todo material plasmatico foi congelado a -20°C até o
momento da analise.

Para determinag@o do cortisol, o plasma foi analisado através da técnica
ELISA (Kit CORTISOL 96T. ELISA — HUMAN).

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa SAS,

sendo as médias comparadas pelo teste SNK com 5% de significancia.

3.2.3 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através do programa SAS,

sendo as médias comparadas pelo teste SNK com 5% de significancia.
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3.3 Experimento |1 Efeito de diferentes fotoperiodos nos niveis plasmaticos
de LH e na maturacdo gonadal de fémeas de lambari (Astyanax

bimaculatus)

3.3.1 Procedimentos de coleta e andlises bioquimicas

Exemplares de peixes submetidos a jejum de 24 horas foram
previamente anestesiados com uma solugdo contendo 400mg/L de benzocaina
para dar inicio aos procedimentos de coleta. Dados de peso final, peso da
gonada, peso do figado, referente a cada peixe dos diferentes tratamentos foram
mensurados por meio de balanga de precisdo (0.001g). Foram utilizados 12
peixes de cada tratamento, sob jejum de 24 horas, para as coletas de amostras

sanguineas através de pungdo caudal, utilizando-se seringas de 1 mL.

Para o célculo do indice hepatossomatico (IHS), foi utilizado a seguinte formula:
IHS = PF/PC x100, onde
PF = peso do figado
PC = peso corporal

O sangue coletado foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos, em uma
centrifugadora eppendorf do modelo 5415C. Em seguida, o plasma
heparinizado (sobrenadante) foi retirado com uma pipeta digital. O plasma
coletado foi armazenado em tubos eppendorfs e etiquetados para posteriores
analises hormonais. Todo material plasmatico foi congelado a -20°C até o
momento da analise.

Para a determinagdo do LH, foram realizados 4 pools plasmaticos para

cada tratamento, sendo que para cada pool foram utilizados trés peixes para
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compor uma aliquota de 50ul de amostra, que foi analisada através da técnica

ELISA (Kit LH DIALAB/GMBH ELISA, AUSTRIA).

3.3.2 Histologia

Ao término do experimento, exemplares de fémeas de lambari, mantidos
a jejum de 24 horas, foram retirados e anestesiados com benzocaina (400mg/L)
para procedimento de andlise histologica. Imediatamente apos o abate, os peixes
foram pesados e tiveram suas gonadas e pesadas em balanca de precisdo
(0,001g). Em seguida, os ovarios foram imersos em solucdo fixadora de Bouin
por 24 horas e em seguida foram mantidos em alcool 70% a fim de
armazenamento até o processamento do material que foi feito no laboratério de
Patologia do departamento de Medicina Veterinaria da UFLA.

Os ovarios fixados foram desidratados numa série alcodlica crescente e
xilol para inclusdo em parafina histologica. Foram feitos cortes de 5 um de
espessura, em microtomo Reichert-Jung Histocut 2045. As preparacdes obtidas
foram submetidas a colora¢do por Hematoxilina-Eosina.

No microscopio de luz Leica DM500, com um aumento de 400X, foram
vizualizados 10 campos das laminas ovarianas de cada peixe dos diferentes
tratamentos. Foram  registrados, qualitativamente, os estddios de
desenvolvimento gonadal através de observagdes das preparagdes em
microscopio. Fotomicrografias digitais foram realizadas no microscopio Leica
DMS500, no laboratorio de Patologia Clinica da Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterindria da Universidade de Brasilia (UnB). Os ovocitos foram
classificados em quatro estadios, conforme descrito por Bazzoli e Rizzo (1990):
01 = ovdcitos jovens, 02 = ovoécitos pré-vitelogénicos, 03 = ovocitos com
vesiculas corticais e 04 = ovdcitos com globulos de vitelo ou vitelogénicos).

Além disso, através da analise histologica das gonadas, foi estabelecido quatro
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estadios do ciclo reprodutivo das fémeas com base na distribuicdo e
desenvolvimento dos ovocitos, de acordo com Melo et al. (2005): estadio 1 =

repouso, estddio 2 = em maturagdo e estadio 3 = desovado.

O célculo do indice gonadossomatico (IGS), que indica o estado de
desenvolvimento gonadal do peixe, foi realizado utilizando-se a formula:

IGS = PG/PC x 100, onde

PG = peso da gonada

PC = peso corporal

3.3.3 Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas através do programa SAS,

sendo as médias comparadas pelo teste SNK com 5% de significancia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento |: Efeito do fotoperiodo na atividade locomotora e niveis
plasmaticos de cortisol e glicose em fémeas de lambari (Astyanax

bimaculatus)

Durante o periodo experimental, valores médios obtidos de temperatura
média de 28,67+ 0,73; 6,65 £ 0,68 para pH; 5,23 £ 0,85 mg/L para oxigénio
dissolvido, estiveram dentro das faixas consideradas aceitaveis para o cultivo de

peixes (YOSHIMI et al., 20006).

O fotoperiodo ¢ um fator chave na sincronizagdo da atividade
locomotora em peixes (BAYARRI et al., 2004a). Durante os 15 dias de

monitoramento da atividade motora, os lambaris sob regime de 24L:0E
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apresentaram uma intensa atividade natatoria (Média: 2,838 atividade
locomotora/min) no decorrer de todo periodo (Figura 1) enquanto que no
tratamento 12L:12E os peixes mostraram uma maior atividade na fase de luz em
relacdo a fase escura (Média: 2,918 atividade locomotora/min, sendo 4,254
atividade locomotora/min na fase de luz e 1,581 atividade locomotora/min na
fase de escuro) (Figura 2). J4 no tratamento de OL:24E os lambaris apresentaram
baixa atividade natatéria durante quase todo periodo (Média: 1,605 atividade
locomotora/min), com excec¢do do pico de atividade proximo as 8 horas (Figura

3).
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Grafico 1 Atividade locomotora diaria de lambari, Astyanax bimaculatus, a um
fotoperiodo de 24L: OE.
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Grafico 2 Atividade Locomotora diaria de lambari, Astyanax bimaculatus, a
um fotoperiodo de 12L:12E.
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Grafico 3 Atividade locomotora diaria de lambari, Astyanax bimaculatus, a um
fotoperiodo de OL: 24E.
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Este aumento da atividade locomotora em periodos longos de Iuz pode
ser justificado pelos maiores niveis de cortisol (p<0,05) nos tratamentos 24L:0E
(148,850 ng/mL) e 12L:12E (190,000 ng/mL) e maior agressividade (feridas e
no corpo) destes peixes em relacdo ao tratamento OL:24E (85,570 ng/mL)
(Tabela 1). Estes resultados estao de acordo com Leonardi e Klempau (2003), ao
demonstrarem que o fotoperiodo artificial 24L:0E induziu uma resposta ao
estresse em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, com significativa elevagdo dos
niveis plasmaticos de cortisol apos dois meses de experimento.

Além disso, a manipulacdo do fotoperiodo pode afetar a sintese e
liberagdo de outros hormdnios como melatonina, hormdnio da glandula pineal,
liberado em maior quantidade em baixa intensidade luminosa ou durante a
auséncia de luz (EKSTROM; MEISSL, 1997; BAYARRI; MADRID;
SANCHEZ-VAZQUEZ, 2002). Munro (1986) observou no ciclideo Aequidens
pulcher, o papel deste horménio na redugdo de respostas agressivas. Somado a
isso, interagdes entre cortisol e melatonina tém sido demonstradas em algumas
espécies de peixes (LARSON et al., 2004). Algumas pesquisas observaram que
tratamentos com niveis elevados de cortisol diminuem a produgdo de melatonina
pela provavel inibi¢do na atividade da “arylalkylamine N-acetyltransferase”
(AANAT), enzima importante na biossintese de melatonina na glandula pineal
de peixes (BENYASSI et al., 2001; YANTHAN; GUPTA, 2007; NIKAIDO et
al, 2010). Assim, os niveis elevados de cortisol nos tratamentos de 24L: OE e
12L: 12E podem ter diminuido a sintese de melatonina e consequentemente
aumentado a agressividade dos peixes.

No presente estudo, o lambari, espécie nativa de regido tropical, cujo
fotoperiodo permanece estavel em 12L:12E (FALCON et al., 2010), apresentou
um ritmo de atividade diurna durante a manipulagdo artificial do regime de luz
de seu habitat natural (Figura 2), ou seja durante a fase de luz a atividade

locomotora do lambari foi de 4,254/min enquanto que na fase escura foi de
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1,581/min. Esta preferéncia para estar ativo em determinadas horas do dia parece
ser especifica de cada espécie e pode estar associada com uma heranga genética
ou com adaptagdes aos habitats (disponibilidade de alimento, predacao, etc.) ou
depender de fatores sensoriais (dependéncia da visdo para a captura de alimento)
(OLIVEIRA et al.,, 2009). Outras espécies como o zebrafish, Danio rerio,
apresentam uma atividade marcantemente diurna, permanecendo praticamente
inativo no periodo da noite (BLANCO-VIVES; SANCHEZ-VAZQUEZ, 2009).
Em condi¢des de laboratério com fotoperiodo artificial de 12L:12E, Solea
senegalensis mostrou ritmo de atividade noturna (BAYARRI; MADRID;
SANCHEZ-VAZQUEZ, 2002).

Anterior ao primeiro periodo alimentar foi verificado um pico de
atividade tanto nos peixes submetidos ao tratamento 12L:12E (Figura 2) quanto
sob escuriddo constante (Figura 3). Provavelmente, isto se deve ao
comportamento antecipatorio dos peixes em relacdo a percepcao antecipada do
momento da alimentacdo. Estas caracteristicas cognitivas s3o denominadas, de
acordo com Chandroo, Duncan e Moccia (2004), de representagdes declarativas,
que implicam a atengdo seletiva a estimulos, a capacidade de antecipar e possuir
expectativas e o direcionamento flexivel e integrado das respostas
comportamentais. Segundo Galhardo e Oliveira (2006), a formagdo de
representagdes mentais declarativas ¢ um pré-requisito para a existéncia de
senciéncia (consciéncia de sensacdes e sentimentos) e tem vindo a ser descrita
em peixes em contextos de interagdo social, memoria espacial e aprendizagem.
Mattioli et al. (1997) sugerem que a substincia P (neuropeptideo implicado em
algumas formas de plasticidade neuronal) estimula a memoria e a aprendizagem
de peixes-vermelhos (Carassius auratus) no contexto de tarefas envolvendo

motivagao especifica (fome).
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Tabela 1 Concentracdo plasmatica de glicose, cortisol e taxa de sobrevivéncia de

fémeas de lambaris em funcdo do fotoperiodo.

Tratamento 24L:0E 12L:12E OL:24E
Glicose (mg/dL)  32,16°+22,73 65,18+ 28,00 51,84+ 20,48
Cortisol (ng/mL)  148,85°+32,77 190,000 + 37,73 85,57°+ 7,97

Taxa de 30,00° + 7,07 30,00° + 7,07 72,50* + 4,33

Sobrevivéncia %

Médias na mesma linha com diferentes sobrescritos sdo significantemente
diferentes segundo teste SNK (p<0,05). Média + EPM.

A maior luminosidade nos tratamentos 24L:0E e 12L:12E seguida de
aumento da atividade natatéria e agressividade, justificam a baixa taxa de
sobrevivéncia (30,0%) dos lambaris submetidos a esses regimes de luz em
relagdo ao tratamento OL:24E (72,5%) (Tabela 1). Segundo Almazan-Rueda,
Schrama e Verreth (2004), um aumento da atividade natatéria pode levar a uma
maior probabilidade de encontros entre os peixes € com isso maior
susceptibilidade de um peixe atacar um ao outro.

Varios autores abordam essa relacdo negativa de periodos longos de luz
com baixa sobrevivéncia dos peixes. Almazan-Rueda et al. (2005) observaram
diminuigdo da taxa de sobrevivéncia em Clarias gariepinus, submetido a 24
horas de luz. Este fato também foi observado em juvenis de Scophthalmus
maximus por Imsland, Folkvord e Steffansson (1995). Sigholt et al. (1995)
também observaram baixa sobrevivéncia de salmao-do-atlantico (Salmo salar),
na fase inicial de vida e quando submetido a luz continua. Outras pesquisas
observaram altas taxas de sobrevivéncia de larvas de trairdo (Hoplias lacerdae)
mantidas em baixa intensidade luminosa e em regime de escuridao total (LUZ;
PORTELLA, 2002). No entanto, no estudo de Reynalte-Tataje et al. (2002) com
pés-larvas de piracanjuba Brycon orbignyanus foi verificado maior valor de
sobrevivéncia no tratamento com 24 horas de luminosidade, ¢ menor valor no

tratamento com 24 horas em escuridio.
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Apds os 40 dias de experimento, ndo foram observados diferengas
significativas (p<0,05) no peso final entre os tratamentos, porém o comprimento
total foi significativamente (p<0,05) menor nas fémeas de lambaris submetidos
ao regime de luz continua (24L: OE) (Tabela 2). Ao contrario destes resultados,
diversos estudos com peixes abordam uma relagao positiva entre exposigao a luz
continua, peso corporal, crescimento somatico e ingestdo alimentar. Esta relagdo
foi observada em salmdo do Atlantico (OPPEDAL et al., 1997) em bacalhau do
Atlantico, Gadus morhua (TARANGER et al., 2006; HANSEN et al., 2001), em
Melanogrammus aeglefinus (DAVIE et al., 2007) e Pagrus major (BISWAS et
al., 2010), Oplegnathus fasciatus (BISWAS et al., 2008a) e Sparus aurata
(GINES et al., 2004). Entretanto, a manipulagdo do fotoperiodo ndo influenciou
o comprimento total ¢ peso corporal de Verasper moseri (AMANO et al., 2004)
e Oreochromis niloticus (CAMPOS-MENDOZA et al., 2004).

Tabela 2 Peso final (g), comprimento total (cm) de fémeas de lambaris em

fun¢do do fotoperiodo.

Tratamento 24L:0E 12L:12E OL:24E
Peso final (g) 6,47 7,01° 6,74"
Comprimento total 7,05° 8,10° 7,88
(cm)

Médias na mesma linha com diferentes sobrescritos sdo significantemente
diferentes segundo teste SNK (P<0,05).

Além disso, os lambaris submetidos a 24L:0E apresentaram,
significativamente (p<0,05), menores niveis de glicose (Tabela 1) em relagdo
aos outros tratamentos. Provavelmente, a intensa atividade natatoria durante todo
o periodo de Iuz continua levou a uma maior exaustdo dos peixes, seguido de
maior demanda energética e quebra de glicose em lactato pelo processo de
glicolise anaerdbica no musculo branco a fim de atender as atividades motoras e

ndo os processos de crescimento. Acrescido a isso, a redugdo significativa dos



41

niveis de glicose no fotoperiodo de 24L:0E pode ser justificado pela provavel
reducdo nas concentragdes de melatonina. Segundo Soengas et al. (1998) este

hormonio possui um efeito antiinsulinico, inibindo o uso exdgeno de glicose.

4.2 Experimento I1: Efeito de diferentes fotoperiodos nos niveis plasmaticos
de LH e na maturacdo gonadal de fémeas de lambari (Astyanax

bimaculatus)

Durante o periodo experimental, valores médios obtidos de temperatura
média de 28,67+ 0,73; 6,65 £ 0,68 para pH; 5,23 £ 0,85 mg/L para oxigénio
dissolvido, estiveram dentro das faixas consideradas aceitaveis para o cultivo de

peixes (YOSHIMI et al., 2006).

Tabela 1 Peso final (g), Peso da gonada (g), peso do figado (g), indice
gonadossomatico, indice hepatossomatico (IHS) e hormdnio
luteinizante (LH) em fémeas de lambaris em fung¢@o do fotoperiodo.

Tratamento 24L:0E 12L:12E OL:24E

Peso final (g) 6,47+ 1,74 7,01°+£ 1,28 6,74+ 1,78

Peso da gonada (g) 0,82*+ 0,42 0,86+ 0,18 0,72* £ 0,50

Peso figado (g) 0,03*£ 0,02 0,05*+ 0,01 0,03*£ 0,02

IGS 12,71* £ 6,91 11,62* £ 2,30 10,83*+ 4,84

IHS 0,56* £ 0,24 0,72* £ 0,22 0,56 £ 0,29

Horménio 9,83*+ 1,64 13,90* + 1,63 10,00* + 4,65
Luteinizante-LH

(mlU/ml)

Meédias na mesma linha com diferentes sobrescritos sdo significantemente
diferentes segundo teste SNK (p<0,05). Média + EPM.

No presente estudo, as fémeas de lambaris sob diferentes fotoperiodos nao
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) no peso de gonada e indice
gonadossomatico (Tabela 1). Contrapondo estes resultados, diversos estudos
apontam a interferéncia do fotoperiodo diante estas variaveis reprodutivas

quantitativas. Fotoperiodos longos como regimes de luz continua tendem a
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promover uma supressao da maturagdo gonadal e redirecionamento da energia
alimentar do desenvolvimento gonadal para o crescimento somatico (BOEUF;
LE BAIL, 1999; GINES et al., 2004). Rad et al. (2006) observaram que alevinos
de tilapia do Nilo, mantidos sob luz continua, apresentaram sua maturagdo
gonadal reduzida e menores valores de IGS, seguido de maior crescimento
somatico. Em salmonideos e peixes de clima temperado submetidos a
fotoperiodos longos ou de luz continua, também se observou atraso no
desenvolvimento e maturagdo gonadal associado aos menores valores de IGS
(KISSIL et al., 2001; UNWIN et al., 2005; DAVIE et al., 2007, TARANGER et
al., 2006). Milla et al. (2009) observaram menores valores de IGS em Perca
fluviatilis mantidas a condigdes constantes de fotoperiodo (12L:12E) durante 3
meses. No entanto, Miranda, Strussmann e Somoza (2009), observaram que
fémeas de Odontesthes bonariensis sob fotoperiodo curto (8L:16E)
apresentaram menor valor de IGS em relagdo aos peixes expostos a fotoperiodo
longo (16L:8E).

A manipulagdo do fotoperiodo também nao influenciou significativamente
(p>0,05) nos niveis plasmaticos de LH das fémeas de lambari (Tabela 1).
Fiszbein et al. (2010) também ndo observaram diferencas significativas no
contetido de B-LH, em fémeas de Cichlasoma dimerus, ao contrario dos machos
que apresentaram menores niveis destes hormoénios sob fotoperiodo curto
(8L:16E). No estudo de Skjaeraase et al. (2004) com bacalhau do Atlantico
(Gadus morhua L.) foi verificado que machos ¢ fémeas expostos a fotoperiodos
curtos (8L:16E) aumentaram mais rapidamente os niveis de esteroides e
apresentaram um inicio mais precoce do processo de maturagdo em relagdo a
18L:6E. No entanto, Miranda, Strussmann e Somoza (2009), observaram que
fémeas de Odontesthes bonariensis sob fotoperiodo longo tiveram um aumento
significativo na expressdo de GnRH, FSH-B, LH- BB e nos niveis plasmaticos de

estradiol. Borg et al. (1987) também observaram que a area de dilatagdo das
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cisternas do reticulo endoplasmatico granulado (REG) foi maior nas células
gonadotroficas hipofisarias de Gasterosteus aculeatus sob fotoperiodo longo
(16L:8E), indicando uma maior atividade secretéria de B-LH neste regime de
luz.

O papel fisiolégico do LH em peixes teledsteos ainda ndo estd bem
esclarecido (MIRANDA; STRUSSMANN; SOMOZA, 2009). Segundo
Baldisserotto (2002), o LH ¢ importante para a maturagdo final dos ovdcitos e
desova. Nas fémeas, o LH parece estimular a producdo da substincia indutora da
maturagdo de ovocitos, a 17020 B-P, nas células dos foliculos ovarianos
(BALDISSEROTTO, 2002). Alguns autores tem reportado, em peixes nao
salmonideos, uma correlagdo entre aumento da transcrigdo de RNAm do B-LH e
os valores de IGS associado aos estagios finais de maturagdo ovocitaria.
(KAJIMURA et al. 2001). Em truta arco-iris, por exemplo, os niveis de LH
aumentaram ao final da maturagdo e espermiacdo de ambos os sexos (PRAT;

SUMPTER, TYLER, 1996; GOMEZ et al. 1999).

Ao final do experimento, também nao foi verificado diferenca significativa
no THS (p>0,05) das fémeas de lambaris sob os diferentes tratamentos, o que
sugeri que a manipulagdo do fotoperiodo, provavelmente, ndo influenciou no
gasto energético destinado ao desenvolvimento gonadal (Tabela 1). No entanto,
no estudo de Taranger et al. (2006) machos ¢ fémeas de bacalhau do Atlantico
(Gadus morhua) sob regime de luz continua (LL) apresentaram maiores valores
de IHS em relagdo ao regime de luz natural (LN), indicando que o grupo de LL
investiu menos energia para a reproducdo. Ribeiro et al. (2006) também
constataram em Steindachnerina insculpta (Characiforme: Curimatidae)
diferengas no IHS, que diminuiu da fase de repouso para a fase de maturagéo. O
IHS reflete o possivel papel de substincias hepaticas na maturagdo gonadal,
principalmente no periodo de formagdo dos globulos de vitelo, o que ¢ sugerido

pela redugdo brusca nos valores de IHS de fémeas em maturagdo avangada, que
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comprova a transferéncia de substincias hepaticas para o ovario (RIBEIRO et
al., 2006). A analise ultra-estrutural de hepatocitos de fé€meas de
Steindachnerina insculpta conduzida por RIBEIRO et al. (2006), mostrou que
quando os valores de THS eram mais elevados, a quantidade de reticulo
endoplasmatico rugoso e liso eram maiores, possuiam pouco glicogénio e
quantidade abundante de mitocrondrias eletro-densas. O aumento do IHS e da
quantidade de organelas citoplasmaticas ¢ devido ao aumento da sintese de

viletogenina para a formagdo de ovocitos em vitelogénese.

As analises macroscopicas dos ovarios de Astyanax bimaculatus,
mostraram que as gonadas apresentaram os mesmos padroes descritos para a
maioria dos teledsteos (MARCON, 2008). Foi observada, em todos os
tratamentos, a presenca de orgdos pares, alongados, foliaceos, além de espessos
e volumosos, conforme também verificado em outras espécies do género
(DRUMMOND, 1996; MIRANDA, 1996; MELO et al., 2005; MAZZONI;
MENDONCA; CARAMASCHI, 2005; RODRIGUES; QUEROL; BRACCINI,
2005). Acrescido a estes resultados, na analise de microscopia das gonadas
observou-se um dinamismo no processo de ovogénese conforme descrito por

Bazzoli e Rizzo (1990).

No lambari, o tipo de desenvolvimento ovocitario € assincronico, com a
presenca de ovocitos em diferentes estdgios de desenvolvimento (MARCON,
2008). Todos os tratamentos do presente estudo apresentaram o mesmo padrao
de distribuicao e desenvolvimento dos ovocitos (Figura 1), ou seja, as fémeas de
lambaris expostas aos diferentes regimes de fotoperiodos, apresentaram uma
assincronia no processo de maturagdo ovocitaria, com predominio de ovdcitos
vitelogénicos, caracterizado pelo surgimento e acimulo de globulos de vitelo,
em relagdo aos ovocitos jovens e pré-vitelogénicos, o que caracterizaram a

presenca de fémeas com ovarios em maturacdo, conforme descrito por Melo et
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al. (2005). A presenca de um mesmo estddio gonadal entre os diversos
tratamentos confirma as semelhangas encontradas tanto nos niveis de LH, IGS e
IHS (Tabela 1) dos animais dos diferentes fotoperiodos, uma vez que sao
variaveis correlacionadas e que se alteram dependendo da fase de maturagdo. Ao
contrario dos resultados do presente estudo, Milla et al. (2009), ao exporem
Perca fluviatilis a condi¢des fototérmicas constantes (20-22°C, 12L:12E)
observaram um atraso na ovogénese associado a auséncia de ovocitos
vitelogénicos, além de baixos niveis circulantes de esterdides sexuais. Miranda,
Strussmann e Somoza (2009), também verificaram em Odontesthes bonariensis
expostos ao fotoperiodo de 16L: 8E, ovarios com predominio de ovdcitos
vitelogénicos. Rad et al. (2006), observaram um menor desenvolvimento
gonadal, associado a menor quantidade de ovocitos vitelogénicos em tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus L.) submetidas ao regime de 24L: OE.

Logo, a maioria dos estudos envolvendo fotoperiodo e reprodugdo de
peixes aponta uma relagdo entre o fotoperiodo e o eixo hipotalamo-hipofise-
gonadal, refletido por alteragdes na ovogénese e modificacdes nos niveis de
horménios hipofisarios e esterdides ligados a reproducdo. No entanto, no
presente estudo os padrdes fisiologicos deste eixo reprodutivo seguiu a mesma
tendéncia em todos os tratamentos, independente do fotoperiodo. Nenhum
regime de fotoperiodo foi capaz de estimular ou mesmo inibir as variaveis
reprodutivas do presente estudo e a maturagdo ovariana em fémeas de lambari.
Isto pode ser justificado pela pouca influéncia do fotoperiodo no processo de
maturagdo desta espécie em relagdo a outras varidveis ambientais, ou pela
utilizagdo de animais ja reprodutores associado a insuficiéncia no tempo de

exposicdo dos animais aos diferentes regimes de luz.
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L. ovécitos jovens

1. ovécitos pré-vitelogénicos

II1. ovécitos com vesiculas corticais

IV. ovécitos com globulos de vitelo
| ou vitelogénicos

Figura 1 Fotomicrografia de ovario de lambari (Astyanax bimaculatus)
expostos a diferentes regimes de luz (24L:0E, 12L:12E e OL:24E).
Hematoxilina-Eosina. Barra - 200pm.
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Figura 2 Fotomicrografia de ovario de lambari (Astyanax bimaculatus)
expostos a diferentes regimes de luz (24L:0E, 12L:12E e OL:24E).
Hematoxilina-Eosina. Barra - 50um.

5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que a luz
desempenha um importante papel no comportamento e bem-estar de fémeas de
lambaris. Os dados sugerem que a espécie estudada (Astyanax bimaculatus)
apresenta um ritmo de atividade diurna e que os peixes submetidos a periodos
longos de luz ficam mais agressivos em relagdo ao periodo de escuriddo
continua. Além disso, a exposicdo de fémeas de lambari a diferentes regimes de
luz ndo influenciou os niveis plasmaticos do horménio luteinizante (LH) e a

maturagdo ovariana destes peixes.
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