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Resumo

O lambari do rabo amarelo (Astyanax lacustris) € uma espécie onivora, rustica, de
rapido crescimento e com um mercado em expansdo. A taxonomia desse género, quando
baseada em caracteres morfolégicos e meristicos, € imprecisa devido a sobreposicdo
desses parametros. Mais recentemente, trés espécies (A. altiparanae, A. asuncionensis e
A. jacuhiensis) foram consideradas sindnimas de A. lacustris, o que faz necessario uma
avalicdo molecular do espécime para identificar com precisdo a espécie trabalhada. Um
outro aspecto relevante na lambaricultura é a possibilidade de reversdo sexual desses
animais. A técnica de manipulacdo do sexo gonadal em peixes de cultivo permite a
producdo de lotes monossexo, caso a espécie apresente beneficios especificos associados
aum dos sexos. No lambari, as fémeas podem crescer até 33% mais que 0s machos, sendo
uma vantagem o cultivo monossexo feminino. Para isso, a utilizacgdo de hormdnios
esteroides € um método eficaz para induzir a diferenciagdo gonadal. Apesar de sua
aplicacdo em varias espécies de peixes, ainda ndo se conhecem os efeitos do uso de 17a-
metiltestosterona (MT) no lambari do rabo amarelo. Assim, o objetivo geral dessa tese
foi identificar molecularmente a espécie utilizada e produzir lotes monossexo masculino
através dareversdo sexual hormonal no Astyanax lacustris. Essa tese foi divididaem trés
capitulos, no primeiro foi realizado uma identificacdo molecular utilizando o gene
mitocondrial Citocromo Oxidase | (COI) de lambaris provenientes do reservatério de
Moxot6 (BA), na bacia do rio S&o Francisco, para determinacdo da espécie.
Posteriormente, esses dados foram comparados com outras sequéncias de A. lacustris da
bacia do Séo Francisco, bacia do Atlantico nordeste oriental e bacia do Parana, sendo
possivel identificar, por meio de diferentes abordagens, uma distingdo entre os espécimes
da bacia do Parana e os do presente estudo, sugerindo a ocorréncia de duas espécies
cripticas. O segundo e terceiro capitulos se referem aos experimentos de reversdo sexual
com 17a-metiltestosterona. Foram realizados dois experimentos utilizando diferentes
doses (de 0 a 60 mg/kg) e diferentes periodos de oferta (30 e 60 dias). Em ambos os
experimentos, 0s animais receberam o hormdnio a partir do primeiro dia de abertura do
aparato bucal e foram mantidos por, pelo menos, quatro meses até atingirem a maturidade
sexual, permitindo assim a avaliacdo das gonadas. Os experimentos resultaram em um
maior percentual de machos, sem grandes diferencas significativas no tamanho, no peso
ou na sobrevivéncia. Com base nos resultados obtidos, conclui-se que a oferta de 10
mg/kg de 17a-metiltestosterona em 30 dias € uma estratégia eficiente para a producao de
lotes monossexo masculinos de lambari do rabo amarelo atingindo percentuais superiores
a 80%.

Palavras-chave: Androgeno, lambari, filogeografia, reversdo indireta, reversao sexual.
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Abstract

The yellowtail tetra (Astyanax lacustris) is an omnivorous, robust species with rapid
growth and a growing market. The taxonomy of this genus, when based on morphological
and meristic characters, is imprecise due to the overlap of these parameters. More recently,
three species (A. altiparanae, A. asuncionensis, and A. jacuhiensis) have been considered
synonymous with A. lacustris, which necessitates a molecular evaluation of the specimen
to accurately identify the species being studied. Another relevant aspect of fish farming is
the possibility of sexual reversal in these animals. The technique of gonadal sex
manipulation in farmed fish allows the production of monosex batches if the species
present specific benefits associated with one of the sexes. In the yellowtail tetra, females
can grow up to 33% larger than males, making the cultivation of the female monosex batch
advantageous. For this, the use of steroid hormones is an effective method to induce
gonadal differentiation. Despite its application in various fish species, the effects of using
17a-methyltestosterone (MT) on the yellowtail tetra are not yet fully understood. Thus, the
general objective of this thesis was to molecularly identify the species used and produce
male monosex batches through hormonal sex reversal in Astyanax lacustris. This thesis is
divided into three chapters. In the first chapter, molecular identification was conducted
using the mitochondrial gene Cytochrome Oxidase I (COI) of yellowtail tetra from the
Moxot6 reservoir (BA), in the Sdo Francisco River basin, to determine the species. These
data were then compared with other A. lacustris sequences from the Sdo Francisco basin,
oriental northeast Atlantic basin, and Parand basin, revealing distinctions between
specimens from the Parana basin and those of the present study, suggesting the occurrence
of two cryptic species through different approaches. The second and third chapters describe
the experiments on sexual reversal with 17a-methyltestosterone. Two experiments were
conducted at different doses (from zero to 60 mg/kg of MT) and durations (30 and 60 days).
In both experiments, the animals received the hormone from the first day of mouth opening
and were kept for at least four months until reaching sexual maturity, allowing for the
evaluation of gonads. The experiments resulted in a higher percentage of males, with no
significant differences in size, weight, and survivor. Based on the obtained results, we can
conclude that administering 10 mg/kg of 17a-methyltestosterone over 30 days is an
efficient strategy for producing monosex male batches of yellowtail tetra, achieving
percentages exceeding 80% of males.

Keywords: Androgen, tetra, filogeography, sex reversal and breeding, sex reversal.
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1- Introducéo
Contextualizacédo da Pesquisa

A aquicultura brasileira vem crescendo ao longo dos anos e em 2022 atingiu um valor
de producdo de R$ 8,65 bilhdes, sendo 83,5% (617,3 mil toneladas) proveniente da
piscicultura e 15,3% (113,3 mil toneladas) da carcinicultura (IBGE, 2023). Apesar de 0
Brasil ser detentor da maior diversidade de ictiofauna de agua doce do mundo (COLLEN
et al., 2014), a maior parte de sua producdo aquicola baseia-se no cultivo de espécies
exoticas, como é o caso do camardo branco do Pacifico (Penaeaus vannamei), da ostra do
Pacifico (Crassostrea gigas) e datilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), sendo esta Gltima
responsavel por 66% da piscicultura brasileira (IBGE, 2023; POVH et al., 2022). A mais
recente espécie exdtica introduzida para criagdo em alguns estados brasileiros é o
Pangasius hypophthalmus, um bagre popularmente conhecido como panga e originario do
Vietnd, mas, ainda ndo hd uma regulamentacdo federal estabelecida para o seu cultivo
(PEIXEBR, 2023). O principal motivo para a escolha dessas espécies é a existéncia de
pacotes tecnoldgicos estruturados que englobam todas as fases do ciclo de vida, incluindo
alimentacdo adequada, dominio da reproducao, alta sobrevivéncia e disponibilidade de
larvas ao longo do ano (KUBITZA, 2007). Contudo, a introgressdo de especies, sejam
exoticas ou aléctones, ameacam as espécies nativas, seja pela predacdo, competicéo,
disseminacao de patdgenos ou hibridacao, resultando no declinio de popula¢des endémicas
(HULME, 2015).

Devidoao grande potencial dasespécies nativas, muitos estudosvém sendo realizados,
de forma a identificar as mais propicias para a aquicultura, levando em consideragdo
rusticidade, facilidade de manejo, tempo de crescimento e 0 desempenho zootécnico
(SAINT-PAUL, 2017; BALDISSEROTTO e GOMES, 2020; VALENTI et al., 2021).
Algumas destas ja& possuem um pacote tecnologico em desenvolvimento e vém sendo
cultivadas comercialmente, como é o caso do tambaqui (Colossoma macropomum), pacu
(Piaractus mesopotamicus), surubim (Pseudoplatystoma corruscans), pirarucu (Arapaima
gigas) e lambari (Astyanax spp.) (IBGE, 2022, POVH et al., 2022).

Ha uma variedade de peixes comumente referidos como lambaris, que habitam
riachos, lagos e os principais rios que compdem as bacias hidrogréficas dos ecossistemas
tropicais (PORTO-FORESTI et al., 2001). Sdo de pequeno porte e boa parte pertence a

familia Characidae e género Astyanax, que é um dos mais abundantes com
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aproximadamente 150 espécies catalogadas. O cultivo de lambari vem se destacando,
principalmente, devido a rusticidade e rapido crescimento desses animais, atingindo o
ponto de abate entre dez e onze semanas de idade (PORTO-FORESTI et al., 2005,
VALENTI etal., 2021). O lambari é comercializado como isca viva para a pesca esportiva
e como aperitivo para bares e restaurantes (HAY ASHI et al., 2002; GARUTTI, 2003).

No ano de 2022, a producédo chegou a 467,9 toneladas avaliada em R$ 5.925.000,00
(IBGE, 2023), tendo um aumento de 271% no valor de producdo e 83% na quantidade
produzida quando comparado ao ano de 2013 (Figura 1). O estado de Goias foi 0 maior
produtor (135,9 toneladas), sequido de Séo Paulo (132,2 toneladas) e Rio Grande do Sul
(83,5 toneladas) (Figura 2), enquanto as regides Norte e Nordeste (Figura 2) tém uma

producéo incipiente de menos de 4 ton (IBGE, 2023).
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Figura 1. Dados de producéo (em toneladas) e valor da producdo (em mil reais) de lambari

no Brasil entre os anos de 2013 e 2022. Elaborado a partir de dadosdo IBGE (2013-2023).
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Figura 2. Dados de producao (em toneladas) de lambari para cada regido do Brasil no ano
de 2022. Elaborado a partir de dados do IBGE (2023).

Espécies do género Astyanax tém sido objeto de estudo de pesquisas com reproducao
(ARIKI et al., 2023, FELIZARDO etal., 2012, ABREU et al., 2021), criopreservacdo de
gametas (YASUI et al., 2015, SANTOS et al., 2018, CARNEIRO-LEITE et al., 2020),
ecotoxicidade (AKAISHI et al., 2004, PASCHOALINI et al., 2021, SCHULTZ et al.,
2001), manipulacdo cromossdomica (ADAMOV et al., 2017, NASCIMENTO et al., 2017,
2019), cultivo (JATOBA e SILVA, 2015, VILELA e HAYASHI, 2008, MARQUES et al.,
2021), nutricdo (SILVA et al., 2022, SUSSEL et al., 2014, FURUYA et al., 2015),
viabilidade econdmica (SABBAG et al., 2011, LOPES et al, 2014), sustentabilidade
(FONSECA et al., 2017, 2022), entre outros, contribuindo para o desenvolvimento e

aperfeicoamento das tecnologias associadas & lambaricultura nos ultimos anos.

O Astyanax lacustris é a espécie de lambari mais cultivada (VALENTI et al., 2021),
contudo sua taxonomia € imprecisa, devido a sobreposicdo de caracteres morfoldgicos e
meristicos (GARUTTI e BRITSKI, 2000). Numa u(ltima revisdo com base nesses
caracteres, Lucena e Soares (2016) propuseram que as especies A. altiparanae, A.

asuncionensis e A. jacuhiensis fossem consideradas sindbnimos juniores de A. lacustris
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(Lutken 1875), sendo essa a Unica reconhecida como espécie véalida atualmente.

Esses sdo peixes de pequeno porte, bentopelagicos, de habito onivoro com tendéncia
insetivora, que possuem um ciclo de vida curto e sem cuidado parental (AGOSTINHO et
al., 2004; SILVA et al., 2012). Esses animais atingem a maturidade sexual em cativeiro
num periodo de até quatro meses, possibilitando a obtencéo de varias desovas ao longo do
ano (GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI et al., 2005; ABIMORAD e CASTELLANI,
2011). Apresentam dimorfismo sexual mais evidente durante o periodo reprodutivo,
guando as fémeas podem atingir tamanhos entre 9 e 12 cm, corpo mais abaloado e €
possivel visualizar a papila urogenital irrigada (avermelhada) e proeminente. Ja os machos
sdo menores (Figura 3), com tamanho variando de 7 a 9 cm, corpo mais alongado e
espiculas naregido danadadeira anal; quanto mais aspera ao tato, mais desenvolvidas estdo
as gbnadas (PORTO-FORESTI et al., 2001; GARUTTI, 2003; BEM, 2009).

Figura 3. Dimorfismo de tamanho entre machos (A) e fémeas (B) adultos de lambari do

rabo amarelo (Astyanax lacustris).

Essa disparidade de tamanho entre 0s peixes no periodo de abate se acentua quando
reproducdes sucessivas ndo controladas ocorrem no viveiro, resultando em lambaris de
diversas idades e tamanhos, gerando um grande problema aos produtores de lambari
(SALARO et al., 2015). Navarro et al. (2003) compararam o cultivo misto (machos +
fémeas) com o cultivo monosexo (machos e fémeas separados) no lambari prata, A.

scabripinnis, e observaram melhores indices morfométricos e gonadosomaticos para as
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fémeas cultivadas separadas.

Umas das maneiras de se obter populacdes monosexo é atraves dareversdo sexual por
meio de hormdnios. Os primeiros registros do uso desse método datam de 1937, quando
foi aplicado para reversdo sexual da truta arco-iris (PADAOQO, 1937). Desde entdo, essa
técnica tem sido continuamente aprimorada e aplicada ao redor do mundo em diversas
espécies de peixes de interesse comercial, como é o caso do salmdo (Salmo salar) e da
tilapia (Oreochromis sp), (PANDIA e SHEELA, 1995; JUDYCKA et al., 2021; SILVA et
al., 2023). No Brasil, a reversdo em nivel comercial é aplicada majoritariamente na
tilapicultura (REIS et al., 2016), apesar disso, alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos
com espécies nativas, como € o caso dojundia Rhamdia quelen (AMARALJUNIORetal.,
2008; WEISS et al., 2018), do tambaqui Colossoma macropomum (REIS e ALMEIDA,
2018) e do lambari (BEM et al., 2012). Esse Gltimo ainda sem atingir a reversao completa

do lote.

A reversdo sexual pode ser realizada na forma direta ou indireta. Na forma direta, para
producdo de populacdes femininas, sdo ofertados hormonios estrégenos (17p-estradiol)
durante os estagios iniciais de desenvolvimento, quando as gbnadas ainda estdo
indiferenciadas. Ja na forma indireta, fémeas genotipicas (XX) sdo masculinizadas com
horménios andrégenos (17a-metiltestosterona) e, na idade adulta, ovécitos de fémeas
normais (fémeas fenotipicas e genotipicas XX) sdo fertilizados com o sémen dessas fémeas
masculinizadas (XX), chamadas de neomachos (TOLEDO-FILHO et al, 1996;
DUNHAM, 2011). Desta forma, a progénie resultante serd teoricamente composta por
100% de fémeas.

Apesar de muito utilizada, atécnica de reversao direta durante a larvicultura € bastante
criticada pelo risco de contaminacdo ambiental (JOHNSTONE et al., 1983; PANDIAN e
SHEELA, 1995) e pelo fato de o peixe destinado ao consumo ter recebido horménio em
alguma fase da sua vida. Desta forma, a reversdo indireta se mostra mais vantajosa, pois
uma vez obtidos os parentais revertidos, todos os lotes descendentes serdo monossexuados
e livres de tratamento hormonal (TOLEDO-FILHO et al., 1996; PIFERRER, 2001), além
de diminuir os riscos de contaminagdo daégua e do solo. A reversdo indireta so é aplicada
em espécies nas quais as fémeas sdo 0 sexo homogamético (XX) e os machos, 0
heterogamético (XY) (TOLEDO-FILHO et al.,, 1996; DUNHAM, 2011), como na A.
altiparanae, especie sindnima de A. lacustris (LUCENA e SOARES, 2016;
NASCIMENTO et al., 2019).
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Apesar de ser uma técnica ja consolidada, ela é espécie-especifica e requer estudos
com a espécie alvo para se determinar o hormdnio mais adequado, as dosesideais, 0 método
de oferta e a duracdo do tratamento. A implementacdo de estratégias de producdo de
populacdes monossexo femininas aumenta a produtividade e a uniformidade do tamanho

de despesca, contribuindo para o desenvolvimento da lambaricultura no pais.
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1.2- Objetivos

Objetivo Geral

¢ Identificar molecularmente a espécie utilizada e produzir lotes monossexo masculino

através da reversdo sexual hormonal no Astyanax lacustris.

Objetivos especificos

e Identificar com base em marcadores moleculares a espécie utilizada e avaliar sua

similaridade com espécimens de diferentes bacias;

e Determinar a dose ideal de 17a-metiltestosterona e o tempo de exposicdo ideais para

a obtencdo do maior percentual de machos de Astyanax lacustris;

e Avaliar possiveis danos genéticos causado pelo uso do 17a-metiltestosterona nos

animais;

e Auvaliar o crescimento animal pés masculinizagéo.
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2- Artigo cientifico |

Filogeografia do Astyanax lacustris clado do S&o Francisco:

uma histéria diferente
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Resumo

O género Astyanax € um dos mais diversos da familia Characidae, com cerca de 100
espécies validas. Devido a sobreposicdo de caracteres morfolégicos, morfométricos,
meristicos e padrBes de coloracdo, a dificuldade de classificacdo de individuos desse
género e desafiadora. Assim, o uso de ferramentas moleculares sdo fundamentais para
auxiliar na identificacdo e na avaliacdo de possiveis diferencas genéticas entre as
populacdes de Astyanax em diferentes bacias. Este trabalho teve como objetivo avaliar
exemplares de A. lacustris utilizando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl) das
bacias do Sao Francisco (SF), do Atlantico nordeste oriental (LC) e do Parana (PR) para
averiguar as possiveis diferencgas genéticas entre essas populagdes. Foram amostrados 40
individuos originalmente oriundos do lago de Moxoté pertencente ao submédio Sao
Francisco, que tiveram suas sequéncias comparadas com as 102 sequéncias disponiveis no
BOLD para as demais bacias. O K2P entre PR e as demais localidades foi de 3,8%. Na
arvore bayesiana e na rede haplotipica, as amostras da bacia do Sdo Francisco e do
Atlantico nordeste oriental se agruparam independentemente das amostras do PR. N0ssos
resultados sugerem uma diversidade criptica entre as amostras da bacia do PR e as demais,
indicando existéncia de mais de uma espécie.
Palavras-chave: Filogenia, peixes neotropicais, clado, DNA barcode
Abstract

The genus Astyanax one of the most diverse within the Characidae family, comprises
approximately 100 valid species. Due to the overlap of morphological, morphometric,
meristic, and coloration pattern characters, the corrected species identification of this genus
is challenging. The use of molecular tools is crucial to aid in the identification and
assessment of potential genetic differencesamong Astyanax populations in different basins.
Thus, this study aimed to evaluate specimens of A. lacustris using the mitochondrial gene
Cytochrome Oxidase | (COI) from the Séo Francisco (SF), oriental northeast Atlantic, and
Parand (PR) basins to investigate possible genetic differences among them. Forty
individuals originally from Moxotd reservoir in the sub-middle S&o Francisco were
sampled and compared to 102 sequences available on BOLD for other basins. The K2P
divergence between PR and other locations was 3.8%. In the Bayesian tree and haplotype
network, samples from the SF and oriental northeast Atlantic basins clustered
independently from PR samples. Our results suggest cryptic diversity between PR samples
and others, indicating the occurrence of more than one species across the basins.
Keywords: Phylogeny, Neotropical fish, clade, DNA barcode
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Introducéo

A regido Neotropical constitui o maior repositério de biodiversidade ictica das
Américas, amparada por seu sistema hidrogréfico antigo e diversificado (CIOFFI et al.,
2012). Neste contexto, a histéria geomorfoldgica das bacias e o soerguimento de barreiras
biogeogréaficas vem atuando na formacdo e composicdo taxondmica de biotas regionais
estabelecidas sob padrdes evolutivos diferenciados (JACOBINA et al., 2009), onde em
alguns grupos de peixes com consideravel diversidade, ampla distribuicdo geografica,
limites biogeogréficos definidos e datéveis, evolugdo espaco-temporal, plasticidade
gendmica e especificidades ecoldgicas, os tornam importantes modelos para analise dos
mecanismos envolvidos nos processos filogenéticos de especiagdo (CIOFFI et al., 2012;
SEMBER et al., 2018). Por ser detentor de vasto territério entdo constituido por um
arcabouco dulcicola continental de grande biodiversidade ictiolégica, o Brasil abriga cerca
de 5777 espécies de peixes de dgua doce distribuidas em 39 familias dentro de 9 ordens,
onde destacam-se os abundante os Siluriformes (38%), os Characiformes (33%), os
Cyprinodontiformes (13%), os Cichliformes (9%) e os Gymnotiformes (4%)
(MALABARBA e MALABARBA et al., 2014).

Dentre as espécies de peixes Neotropicais geograficamente mais representativas, se
destacam aquelas do género Astyanax Baird e Girard, 1854 (Characifomes) primeiramente
inserido em Tetragonopterinae, mas posteriormente foi agrupado em Characidae (ORSI et
al., 2004; LIMA et al., 2007), atualmente incluido em Stethaprioninae (MIRANDE, 2018),
com cerca de 100 espécies validas (ESCHMEYER e FONG, 2019). De fato, representantes
deste grupo, sdo encontrados na maioria das bacias hidrograficas da América do Sul e
Central (GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI et al., 2010). Entre estas, os Astyanax
lacustris, Astyanax altiparanae e Astyanax fasciatus sdo espécies distribuidas em
importantes bacias hidrograficas do continente sul-americano (GARUTTI, 1995;
LUCENA e SOARES, 2016). O género Astyanax apresenta consideravel plasticidade
ecoldgica, sobre o qual um vasto conhecimento cientifico estd disponivel nos aspectos
reprodutivos, ecologicos, genéticos e citogeneticos, mas apesar disto, se agrupam em
complexos onde muitas espécies ainda sdo taxonomicamente indefinidas (PAZZA et al.,
2008; PORTO-FORESTI et al., 2010; KAVALCO et al., 2011; YASUI et al., 2014;
LUCENA e SOARES, 2016).

Inicialmente, a espécie Astyanax bimaculatus era 0 nome atribuido a muitas formas do
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género Astyanax, principalmente devido a semelhantes nos padrdes de coloracdo, onde a
presenca de uma mancha umeral escura horizontalmente ovalada, duas barras verticais
marrons situadas na mesma regido e uma mancha negra no pedunculo caudal estendida até
a extremidade dos raios caudais medianos (EIGENMANN, 1921), caracterizavam 0s
individuos da espécie. Ao longo do tempo, o avanco da descricdo de algumas espécies
componentes do género, até entdo fundamentadas em dados meristicos e morfométricos
para populacdes de lambari do rabo amarelo referidas como A. bimaculatus, separaram
espécies proximas dentro do mesmo grupo (GARUTTTI e BRITSKI, 2000). Estas
reclassificacdes sucessivas sugeriram diversos rearranjos aos A. bimaculatus e tdxons como
A. altiparanae, A. asuncionensis e A. jacuhiensis ainda sdo considerados sindnimos
juniores de A. lacustris (LUTKEN 1875) (LUCENA e SOARES, 2016).

A taxonomia tem se beneficiado dos marcadores moleculares (mitocondriais e
nucleares), que em decorréncia de modificacfes espaco-temporais constituem ferramentas
deanalise populacionais, deidentificacdo de espécies, distribuicdo biogeografica e padrdes
filogenéticos (CARVALHO et al., 2011; COIMBRA et al., 2020, 2023). A alta taxa de
mutacGes, a auséncia de mecanismos de reparo durante a replicacdo e a heranca
exclusivamente materna tornam os marcadores mitocondriais particularmente Uteis na
construcéo filogenética e na inferéncia evolucionéria historica entre espécies relacionadas
(AL-SAMARAI e AL-KAZAZ, 2015; CHAUHAN, 2010).

Marcadores mitocondriais interespecificos, além de conservados sdo bem eficientes
em evidenciar diferencas genéticas moleculares entre taxons, e resolutivos no
reconhecimento e distincdo de espécies cripticas (JACOBINA et al., 2020; ZANGL et al.,
2020). Atualmente para acessar a biodiversidade de forma rapida e precisa na regido
mtDNA, a sequéncia da Citocromo Oxidase | (COl), conhecido popularmente como DNA
Barcode tem sido muito Gtil desde sua descricdo (HEBERT et al., 2003).

Esse tipo de abordagem tem sido fundamental para grupos que incluem complexos de
espécies, como é o caso dos Astyanax. Gavazzoni et al. (2018), por meio de anéalises de
citogenética basica e molecular, detectaram discrepancias significativas na formula do
cariotipo, na distribuicdo de heterocromatina e na localizacdo dos sitios de rDNA 5S de A.
altiparanae, A. asuncionensis e A. jacuhiensis, contrariando a proposta anterior de
sinonimizagdo feita por Lucena e Soares (2016). Cunha et al. (2019), utilizando
citogenética e marcadores moleculares (S72, RAG2e COl),em A. altiparanae da baciado

Atlantico Sudeste, sugeriram que A. altiparanae e A. lacustris formavam clados
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monofiléticos e deveriam ser consideradas como espécies distintas. Semelhantemente,
Tonello et al. (2022) utilizando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl) e
citogenetica com A. lacustris e seus sin6nimos oriundos da bacia do rio Parang,

identificaram uma diversidade criptica desse grupo nessa regiao.

Embora muitos estudos tenham sido realizados com populagcdes do Alto rio Sao
Francisco e da bacia do Parand, pouco se sabe sobre as populacdes do Submédio e Baixo
Sao Franciso. Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar a possivel ocorréncia de
diversidade criptica entre os espécimes de A. lacustris das bacias do Sdo Francisco e do
Parand, utilizando o gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COl).

Material e métodos

Amostras

Foram coletadas amostras de nadadeira caudal de 40 exemplares de lambari do rabo
amarelo oriundos da regido do submédio S8o Francisco no reservatorio de Moxoto, (-
9.364498, -38.230087), em Paulo Afonso, Bahia (daqui em diante nomeadas como SMSF)
que foram mantidas na Estacdo de Piscicultura de Paulo Afonso — EPPA. As amostras
foram armazenadas em etanol 95% em ultrafreezer (-80 °C). Além disso, foram utilizadas
sequéncias Citocromo Oxidase | (COI) depositadas nas bases de dados BOLD (Barcode of
Life Data, www.boldsystems.org) e GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank), cujos
nameros estdo no anexo |, de exemplares identificados como A. lacustris de diferentes
pontos da bacia do S8o Francisco (SF), de lagoas costeiras — bacia do atlantico nordeste
oriental (LC) e dabacia do rio Parana (PR) (Figura 1). As localiza¢cBes dassequéncias estdo

representadas no mapa (Figura 1).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank
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Legenda

A Submédio rio Sdo Francisco

’ Bacia do rio Sdo Francisco

- Lagoas costeiras
. Bacia do rio Parana

-40

Figura 1. Localizacdo das amostras de Astyanax lacustris coletadas no submédio S&o Francisco
(SMSF) e das sequéncias do BOLD system provenientes da bacia do rio Sdo Francisco (SF),

lagoas costeiras (LC) e bacia do rio Parana.

Extracéo de DNA e sequenciamento

O DNA total foi extraido seguindo o protocolo de fenol:cloroformio, conforme
descrito por Sambrook et al. (2012). As amostras de DNA foram quantificadas por
fluorimetro (Quantus - Promega) e sua integridade foi avaliada em eletroforese de gel de

agarose a 0,8%.

Para amplificacdo do COI, foram utilizados os primers  FishF1
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(TCAACCAACCACAAAGACATTGGCACOQ), FishR1
(TAGACTTCTGGGTGGCCAAAGAATCA) (Ward et al., 2005), seguindo o protocolo

descrito por Ivanova et al. (2007).

Os amplicons foram purificados com EXOI/SAP (New England Biolabs) e
amplificados  bidirecionalmente  utilizando o kit BigDye Terminator v3.1
(AppliedBiosystem™) seguindo as instru¢des do fabricante. Posteriormente, os amplicons
resultantes foram novamente purificados por meio de precipitagdo com NaOAC 3M pH
5,8, EDTA 125 mM pH 8 e etanol absoluto. As amostras foram sequenciadas utilizando o

sequenciador automéatico ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems™),

Analises filogenéticas e de diversidade

As sequéncias foram editadas no software MEGA v11.0 (TAMURA et al., 2021) e
alinhadas com o método CLUSTALW (THOMPSON et al., 1994). Para identificacdo das
amostras, as sequéncias foram comparadas com sequéncias existentes no Genbank
utilizando a ferramenta de alinhamento local (BLASTN).

Para as analises dedistancia, as amostras foram agrupadasem quatro grupos, deacordo
com a sua origem, sendo as amostras do submédio Sdo Francisco (SMSF), amostras do
GenBank da bacia do Séo Francisco (SF), de lagoas costeiras (LC) e da baciado rio Parana
(PR). A distancia genética dentro e entre os grupos foi calculada com o modelo de
substituicdo Kimura 2-parameter (K2P) no MEGA11 (TAMURA et al., 2021). O programa
DnaSP v6.10.04 (ROZAS et al.,, 2017) foi utilizado para estimar as diversidades
nucleotidica () ¢ haplotipica (Hd), o nimero de haplotipos (H) e para realizar os testes de
neutralidade de Tajima’s D (TAJIMA, 1989) e Fu & Li D teste (FU e LI, 1993).

Para a construcdo da arvore bayesiana foi utilizado o JModelTest v.2.1.4 (POSADA,
2008) a fim de identificar o melhor modelo de substituicdo utilizando o BIC (Bayesian
Information Criterion). O melhor modelo encontrado para o COI foi 0 HKY+I. A IB foi
conduzidano BEASTIv2.6.7 (BOUCKAERT et al., 2019) usando 100 milhdes de geragdes
de cadeias de Markov e Monte Carlo e coletando a cada 100 mil geracdes, em triplicata
com um burn-in de 25%. A construgdo da arvore bayesiana foi editadano FigTree v1.4.4
(RAMBAUT, 2018). Sequéncias de COIl de Astyanax scabripinnis (GU702188),
Psalidodon fasciatus (KY267303) e Megaleporinus obtusidens (KU134859) foram

utilizadas como outgroup.
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As distancias genéticas também foram estimadas pelo do método ABGD (Automatic
Barcode Gap Discovery - ABGD, PUILLANDRE et al., 2012), utilizando o modelo de
distancia simples na ABGD interface web
(https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html). Além disso, também foram

utilizados os métodos de Maxima Parciménia (M.P.) com bootstrap de 1000 no e
Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages (UPGMA) com o modelo
Kimura-2-parameter no MEGA11 (TAMURA et al., 2011) e os agrupamentos foram
apresentados em barras junto a arvore bayesiana.

O software PopART Vv 1.7 (LEIGH e BRYANT, 2015) foi usado para a construcéo da
rede de hapldtipos utilizando o método Median-Joining (BANDELT et al., 1999).

A andlise de Variancia Molecular (AMOVA) foi realizada no programa Arlequin
v3.5.22 (EXCOFFIER et al., 2005) a para investigar a estrutura genética entre e dentro dos
grupos populacionais, considerando como grupos os haplogrupos que eventualmente se

formariam na rede haplotipica.

Resultados

Citocromo Oxidase | (COI)

Ap06s o alinhamento e corte foram obtidas sequéncias com 612pb. A analise BLASTn
das 40 sequéncias de COl demonstrou uma correspondéncia de 100% de similaridade com

registros do GenBank para A. lacustris.

Um total de 44 haplétipos foram encontrados, sendo quatro deles no submédio Séo
Francisco, 19 nas sequéncias da bacia do rio Sdo Francisco, trés nas Lagoas Costeiras e 22
nas sequéncias da bacia do Rio Parana (Tabela 1). O haplétipo 1 incluiu 32 espécimes de
SMSF, 3 de SF e 4 de LC. As diversidades haplotipica (Hd) e nucleotidica (x) variaram
entre 0,345 e 0,922, e entre 0,001 e 0,012, respectivamente (Tabela 1). Os testes de Fu &
Li e Tajima D so foram significativos para SF.

Tabela 1. Numero de haplotipos, diversidade haplotipica e nucleotidica e testes de
neutralidade estimados para o gene mitocondrial COI de exemplares de Astyanax lacustris
provenientes da Bacia dorio Sdo Francisco (SMSF e SF), Lagoas Costeiras (LC) e Bacia
do Parana (PR).


https://bioinfo.mnhn.fr/abi/public/abgd/abgdweb.html
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Populacdes n Haplotipos Hd T Fu&Li Tajima
SMSF 40 4 0.345 0.001 -1,616 -0,856
SF 37 19 0.922 0.005 -3,240 -1,855
LC 9 3 0.722 0.003 1,270 1,305
PR 56 22 0.917 0.012 -2,472 -0,922

n: namero de sequéncias avaliadas; Haplotipos: nimero de hapl6tipos por populacéo; Hd:
diversidade haplotipica; n: diversidade nucleotidica; Fu & Li D teste; Tajima’s D teste. Em negrito
estdo os valores significativos para p <0,05.

A distancia K2P foram menores para as amostras SMSF, SF e LC, tanto dentro quanto
entre grupos, variando de 0,1% (SMSF) a 0,5% (SF) dentro do grupo e de 0,2% a 0,4%
entre grupos. Enguanto isso, a distancia K2P entre grupos, revelou uma distancia de 3,8%

entre as amostras de PR e as demais (Tabela 2).

Tabela 2. Distancia Kimura 2-parametros (K2P) entre grupos (abaixo da diagonal) e dentro
do grupo (diagonal em negrito) estimadas com COIl para A. lacustris da Bacia do rio S&o

Francisco, Lagoas Costeiras e Bacia do Parana.

SMSF SF LC PR
SMSF 0,001
SF 0,003 0,005
LC 0,002 0,004 0,003
PR 0,038 0,038 0,038 0,012

A arvore filogenética mostrou quatro clados, um deles formado pelas sequéncias do
SMSF juntamente com as 37 sequéncias do BOLD para A. lacustris provenientes da bacia
do Sdo Francisco (SF) e as 9 sequéncias de lagoas costeiras (LC), separado dos outros
clados com altos valores de probabilidade posterior (Figura 2). A disténcia calculada pelos
meétodos de Maxima Parcim6nia e UPGMA mostraram a existéncia de trés haplogrupos:
um haplogrupo entre as amostras deste trabalho (SMSF), as sequéncias da bacia do SF e
lagoas costeiras. Um segundo haplogrupo, similar ao clado 2 da arvore bayesiana, formado
por 43 sequéncias da bacia do rio Parana, provenientes de SP, MS, MG, GO e PR. Um
terceiro haplogrupo, similar aos clados 3 e 4 da arvore bayesiana, foi formado por 13

sequéncias da bacia do rio Parand, sendo 11 da regido de SP, uma de MS e outra do PR.
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Figura 2. Arvore bayesiana reconstruida com base em sequéncias de COI de individuos de
Astyanax lacustris provenientes daBacia dorio Sdo Francisco, Lagoas Costeiras e Bacia
dorio Parana. As barras do lado direito representam o Automatic Barcode Gap Discovery
(ABGD), Méaxima parciménia (M.P.) e o Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
averages (UPGMA).

A rede haplotipica (Figura 3) mostrou um agrupamento semelhante ao indicado pelo
ABGD (Figura 2). Foi observado a presenca de 44 haplotipos divididos em trés
haplogrupos, o haplogrupo 1 formado pelas amostras SMSF, SF e LC e os haplogrupo 2 e
3 formados pelas amostras da bacia dorio Parana. Dentro de cada haplogrupo, a maioria
dos haplétipos apresentou uma distancia de uma Gnica mutacdo entre os demais. O
haplogrupo 1 se distanciou em 18 e 14 passos evolutivos dos haplogrupos 2 e 3,
respectivamente. Ja para o haplogrupo 2 e 3, adistancia entre o haplétipo 20 e os haplétipos
44 e 8 foi de 12 passos evolutivos. Os haplogrupos 1, 2 e 3 possuem a mesma formacao

dos clados 1, 2 e 3 da arvore bayesiana, respectivamente.
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Figura 3. Rede haplotipica baseada no método Median-joining para COI de exemplares de
Astyanax lacustris provenientes da Bacia dorio S&o Francisco, Lagoas Costeiras e Bacia
do Parana. Os tamanhos dos circulos sdo proporcionais as frequéncias dos hapl6tipos e os
tracos representam a quantidade de passos mutacionais entre os haplétipos. SMSF:
Amostras do submédio rio Sdo Francisco utilizadas nesse estudo (amarelo); LC: sequéncias
de lagoas costeiras (verde); SF: sequéncias da bacia do rio S&o Francisco (laranja); PR:

Sequéncias da bacia do rio Parana (azul); Outgroup: Psalidodon fasciatus (vermelho).

O histograma de distancias intra e interespecificas do ABGD mostrou um barcode gap
de 0,02 entre o haplogrupo 1 e os haplogrupo 2 e 3 (Figura 5). Os haplogrupos 2 e 3 ndo
apresentaram barcode gap entre eles.
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Figura 5. Histograma de distancias intra e interespecificas geradas pelo ABGD baseadas
em sequéncias de COI de individuos de Astyanax lacustris provenientes da Bacia do rio

Séao Francisco, Lagoas Costeiras (laranja) e Bacia do Parana (azul). * Haplogrupo 3.

A andlise de variancia molecular (AMOVA), utilizando um cenario hierarquico
sugerido pela rede haplotipica (haplogrupos 1, 2 e 3), indicou que a diferenca dentro das
amostras explicou 9,72% (Fst=0,90284) da variancia molecular total, ao passo que 89,02%

da variancia foi explicada pela diferenca entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Analise de variancia molecular (AMOVA) para sequéncias de COI de
exemplares de Astyanax lacustris provenientes da bacia do rio S&o Francisco, Lagoas

Costeiras e bacia do Parana.

Grausde Somados Componentes Porcentagem  indices de

Fonte da variacdo liberdade quadrados de variancia de Variacdo fixacdo
Entre os haplogrupos Fcr =0,89016
1,2e3 2 735,297  9,58453 Va 89,02 (p=0.09)
Entre amostras dentro
dos haplogrupos 1, 2 Fsc=0,11544
e3 2 8,992 0,13653 Vb 1,27 (p=0.00)

Fst =0,90284
Dentro das amostras 137 143,324  1,04616 Vc 9,72 (p=0.00)

Total 141 887,613 10,76722
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Em negrito estdo os valores significativos para p <0,05.

Discussdo

O rio S&o Francisco abriga 211 espécies de peixes e 64% delas sdo endémicas dessa
bacia (REIS et al., 2016). Apesar disso, sua ictiofauna possui uma grande similaridade com
a bacia doalto Parand (BUCKUP, 2011). Esse fato, se deveas atividadestectonicas datadas
do Terciario que concomitantemente ao complexo sistema de falhas tecténicas da regido,
resultou em sucessivos eventos de captura de cabeceiras, causando a distribuicdo de
algumas espécies para as drenagens vizinhas, como é o caso do rio Sdo Francisco
(BRITSKI etal., 1988, AB SABER, 1998; BRITTO e CASTRO, 2002; LANGEANI et al,
2007).

Isso gerou um processo de especiacdo vicariante em muitas espécies, que € quando
uma populacdo ancestral é distribuidaem duas ou mais areas e surge uma barreira efetiva
entre as subpopulacdes isoladas. Assim, nessas bacias existem vérias espécies revisadas

atualmente que sdo consideradas como “complexo de espécies” e outras como sindnimas

(RIBEIRO, 2006).

Mais recentemente, o rio sdo Francisco voltou a se conectar com o Alto da bacia do
Parand através da construcdo da usina hidrelétrica de Furnas nos anos de 1960, quando o
rio Piumhi, afluente do Rio Grande pertencente a Bacia do Rio Parand, teve seu curso
desviado para desaguar no rio Sdo Francisco, possibilitando mais uma vez a introducao de
espécimes da bacia do Parana para habitar trechos do Alto rio Sdo Francisco (MOREIRA
FILHO e BUCKUP, 2005).

Apesar da distancia e das barreiras entre os pontos de coleta das amostras ao longo do
Séo Francisco e das lagoas costeiras, nossos resultados para a arvore bayesiana mostrou
um agrupamento onde todas as 40 amostras desse estudo formaram um clado com alto
valor de suporte com as 37 amostras de SF e as 9 amostras das LC. Ja as amostras da bacia
do Parana formaram outros clados independentes (Figura 2). Mesmo ndo havendo uma
unanimidade entre a arvore bayesiana, ABGD, ML e UPGMA para a indica¢do de um ou
dois haplogrupos, nenhuma das amostras dabacia do Parana se agruparam com as amostras
da bacia do SF.
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As diferencas genéticas K2P entre os grupos do Parand e os demais foi de 3,8%.
Segundo Ward (2009), uma diferenca maior que 2% tém uma probabilidade de 95% de
indicar a presenca de diferentesespécies. Da mesma forma, a distancia ABGD mostrou um
barcode gap de 2% entre o haplogrupo do S&o Francisco e os da bacia do Parana, mas nao

entre os dois desta Ultima bacia.

A AMOV A apontou que as amostras do Sao Francisco (haplogrupo 1=SMSF+SF+LC)
sdo diferentes daquelas do Parana (haplogrupo 2 e 3), com uma porcentagem de variacao
entre os grupos de 89,02%. Essa diferenciacdo entre as bacias pode indicar um processo de
especiacédo vicariante e que estdo se diferenciando. Semelhantemente, Peres et al. (2012)
quando avaliaram espécimes do género Astyanax do grupo “bimaculatus” provenientes do
rio Grande, Piumhi e S&o Francisco, encontraram altera¢cdes no cariotipo, com diferencas
nos nimeros de cromossomos submetacéntricos e acrocéntricos. Esses autores registram
um cit6tipo no rio Grande e um outro cit6tipo no rio Sao Francisco. Ja para o rio Piumhi, a
regido de transicdo entre as bacias, foi encontrado um cit6tipo intermediério em relacéo
aos dois mencionados anteriormente, além de outros dois distintos. Os autores sugeriram
que os grupos do rio Grande e do S&o Francisco divergiram durante um isolamento
geografico anterior, mas apesar disso, eles ainda mantém uma proximidade significativa,
possibilitando cruzamentos e originando uma zona hibrida secundéria, causada pela quebra

do isolamento geografico no rio Piumhi.

Da mesma forma, Peres et al. (2009), avaliando A. fasciatus (agora Psalidodon
fasciatus Cuvier, 1819 (PASA et al., 2021; TERAN et al., 2020)) no rio Grande, Piumhi e
Sao Francisco, encontraram citétipos diferente entre a bacia do Parana e Sdo Francisco.
Para essa espécie, 0s autores ndo encontraram um cit6tipo intermediario, apenas
encontraram o cariétipo da bacia do Parana na regido de transicdo onde o rio Piumhi foi

deslocado, sugerindo uma exclusdo competitiva entre os cit6tipos.

Estudos avaliando molecularmente amostras de A. lacustris provenientes de outros
tributarios do rio Sdo Francisco, principalmente nas regides proximas e subsequentes, onde
houve a transposicdo do rio Piumhi no rio Sdo Francisco, poderiam elucidar se ha uma
diversidade criptica entre as duas bacias devido a sua historia geoldgica e por isso hoje €

possivel observar dois grupos diferentes ou se de fato trata-se de duas espécies diferentes.

A bacia do Parana ocupa uma area de 900.00 km?2 com uma declividade de 0.8 cm/km,
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e abriga aproximadamente 310 espécies de peixes. A regido do alto Parana faz fronteira
com o médio Parand em uma regido anteriormente caracterizada por cachoeiras de até 60
m, como as Sete Quedas, que foram inundadas para a constru¢cdo do lago da usina
Hidrelétrica de ltaipu (AGOSTINHO e JUNIOR, 1999; AGOSTINHO et al., 2008).
Devido a essas barreiras, essa regido possui um alto endemismo, com sua fauna de peixes
se diferendo das demais partes da bacia (BONETTO 1986; BRITSKI e LANGEANI 1988;
LANGEANI et al. 2007; BUCKUP, 2011)

Neste estudo, os diferentes modelos variaram na indica¢do da quantidade de grupos
presente entre as amostras da bacia do Parana, todavia, nenhum deles indicou a presenca
de um Unico grupo. Na arvore bayesiana, as amostras se agruparam em trés clados
diferentes, semelhante ao indicado nos modelos de ML e UPGMA. Ja a rede haplotipica e
0 ABGD evidenciaram a existéncia de dois haplogrupos que ndo apresentaram barcode gap
entre eles mesmo em uma analise utilizando apenas as amostras do Parana (dados nédo
apresentados).

Semelhantemente, alguns autores analisando apenas amostras da Bacia do Parana
encontraram distingdo dentro desse grupo. Altos valores de diferengas K2P utilizando COI
foram encontrados por Pereira et al. (2013) quando avaliaram espécimes de “A.
altiparanae” no alto da bacia do Parana (K2P= 2,6%) e por Tonello et al. (2022), que
encontraram valores entre 3,13 e 8,8% entre haplogrupos de A. lacustris na regido do lago
de Itaipu. Esses mesmos autores, encontraram um barcode gap de 2%, e sugeriram a
possibilidade daexisténcia de mais de uma espécie ou a existéncia de diversidade criptica

na bacia do Parana.

As avaliagdes moleculares presentes nesse estudo sugerem a existéncia de um clado
especifico para espécimens de Astyanax lacustris daregido dabacia dorio Sdo Francisco
e bacia do Atlantico nordeste oriental, diferente dos individuos da bacia do rio Parana. A
historia geoldgica das bacias indica a ocorréncia de um processo de especiagdo vicariante,
devido aos sucessivos eventos de captura de cabeceira, onde espécies inicialmente
habitantes da bacia do Parana foram distribuidas no S&o Francisco. Com o isolamento
geografico o fluxo génico foi interrompido entre as bacias causando um alto nivel de

especiacdo entra elas.

Logo, nossos resultados evidenciaram um nivel de diversidade criptica diferente do
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que foi proposto pela sinonimizacdo das espécies A. altiparanae, A. asuncionensis e A.
jacuhiensis em A. lacustris, indicando a possibilidade de existéncia de duas espécies
distintas, uma pertencente a bacia do rio Sdo Francisco e outra a bacia do rio Parana.
Contudo, para determinar com exatiddo o nivel de diferenciacdo entre as bacias, serd

necessario a utilizacdo de uma combinacdo de marcadores moleculares e citogenéticos.
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Abstract

The females of yellowtail tetra (Astyanax lacustris), known as the freshwater sardine, are approximately
1.33 times larger than males, and thus, all-female monosex culture would increase production and reduce
size variability. The present work aimed to identify the optimal dose of 17a-methyltestosterone (MT) to be
used in the masculinization of A. lacustris for indirect sex reversal. Three different concentrations of MT
(20, 40, and 60 mg/kg of feed in the diet) were fed to the fry for 30 days. Thirty adult individuals from each
treatment, including the control (0 mg MT/kg), were evaluated for gonadal development, morphological
and histological sexual identification, zootechnical performance, and the possible genotoxic effect caused
by prolonged exposure to MT. MT significantly (P<0.01) affected the differentiation of the gonads, with the
presence of possible inhibitory effects in all treatments. Intersex individuals were present in the 20 and
60 mg MT/kg treatments. All treatments were able to masculinize A. lacustris and the treatment with the
lowest hormone concentration produced the highest percentage of males 76.7%, while the control had
46.7% males. The presence of erythrocyte nuclear alterations indicated a possible cytotoxic effect of MT
in treatments 40 and 60 mg MT/kg, however, the use of the hormone did not affect the growth and the
survival of the individuals. Thus, the use of MT is a viable option for obtaining neomales as a first step into
the production of all-female progenies.

Keywords: biotechnology, neomale, phenotypic male, sex reversal.

Introduction

The yellowtail tetra, Astyanax lacustris, popularly known in Brazil as freshwater sardine, piaba
or lambari, belongs to the order Characiforme, the Characidae family, and the Tetragonopterinae
subfamily (Barbierietal., 1982). They are small fish, benthopelagic, omnivorous with an
insectivorous tendency and a short life cycle (Agostinho et al., 2004; Silva et al., 2012).

The yellowtail tetra aquaculture is a recent activity, and its production technology is still under
development. It is an alternative financial source for small rural producers in Brazil
(Fonseca et al., 2017), reaching 631 tons in 2020 (IBGE, 2020). It has a great potential to be
developed in a sustainable way, promoting socio-economic development, improving food
security, and developing local communities in Brazil. The yellowtail tetra has its own market
niche. It has been appreciated as appetizer in restaurants, has been used as live bait for sport
fishing and it is a feasible alternative for live bait in commercial tuna fishing (Valladao et al., 2018;
Valenti et al., 2021).
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Masculinization of yellowtail tetra A. lacustris

Yellowtail tetra reaches sexual maturity in captivity in a period of up to four months,
allowing several spawnings throughout the year (Garutti, 2003; Porto-Foresti et al., 2005;
Abimorad and Castellani, 2011). Adult individuals show evident sexual dimorphism during the
spawning season, males present an elongated body and are smaller than females, the latter
also presenting a bulging belly (Starez et al., 2017; Stevanato and Ostrensky, 2018).

Astyanax lacustris is a gonochoristic specie, i.e., each individual organism is either male or
female (Leonard, 2019). Sex differentiation moment and sex determination system are not well
known/described for A. lacustris, but in a sister species, A. altiparanae, it occurs at 58 days post-
hatching (dph) and 73 dph for ovaries and testis, respectively (Adolfietal., 2015), and it
presents a XX/XY sex determination system (Lazaro et al., 2021).

The heterogeneity in the harvest size of adult males and females is a major problem faced
by farmers. In order to decrease this variability and increase the efficiency and profitability of
the cultivation of this species, the use of all-female progeny resulted in a higher growth rate
when compared to traditional culture (Navarro etal., 2006; Bem etal.,, 2012). All-female
progeny can be obtained via hormone sex reversal technique in a direct or indirect way,
administering hormones by immersion or in the diet during the period of histological sexual
differentiation. For the direct hormonal sex reversal, the estrogen hormone (estradiol-17() is
supplied during the early stages of development. Yet for the indirect form, genotypic females
are masculinized with the androgen hormone (17a-methyltestosterone) becoming neomales,
capable of producing sperm to fertilize oocytes of normal females (phenotypic and genotypic
females) (Toledo-Filho et al., 1996; Dunham, 2011; Weiss et al., 2018a). In theory, the progeny
resulting from the crossing of neomales (XX) with natural females (XX) will be composed
exclusively of females.

Despite being widely used, the direct sexual reversion technique during larviculture is
criticized for the potential risk of environmental contamination due to the periodic use of
hormones (Johnstone et al., 1983; Pandian and Sheela, 1995; Thanasupsin et al., 2021) and the
fact that fish for human consumption have received hormones in some stage of their life. Sex
reversal and breeding, on the other hand, may be less harmful to the environment, as the
frequency of hormone used will be lower, since it will only be used for the formation of the
broodstock and not to reverse the offspring every new cycle, as in the direct sex reversion
(Toledo-Filho et al., 1996; Piferrer, 2001; Dunham, 2011). In addition, the use of hormones for sex
reversal can cause negative effects on growth, survival, and gonadal development, if a threshold
dose is exceeded (Shen et al., 2015; Fatima et al., 2016). Thus, the timing, duration, and dosage
of the hormone used to induce sex reversal are species-specific, and the effects and efficacy of
its use for indirect sex reversal in yellowtail tetra, A. lacustris, have yet to be elucidated.

Studies using MT in the feed to produce neomales, which later can be used to produce an
all-female population, have been done in different fish species, such as the Neotropical species
jundia (Rhamdia quelen) obtaining 72% of males at a dose of 60 mg/kg (Weiss et al., 2018a), and
for rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) 96% of males were achieved at 2 mg/kg MT
(Kashe et al., 2021). Also, for silver perch (Bidyanus bidyanus) 100% of males were obtained
using 9 mg/kg (Sulaeman and Fotedar, 2017).

Thus, the aim of this work was to evaluate the effect of adding different concentrations of
17a-methyltestosterone in the diet of yellowtail tetra A. lacustris, in order to establish a
masculinization protocol for obtaining XX neomales.

Methods

Sexual reversal

To determine the optimal dose of the masculinizing hormone 17a-methyltestosterone (MT),
three different concentrations of the hormone in the diet were tested. The experiment was
conducted at the Department of Fisheries and Aquaculture (DEPAQ) of the Federal Rural University
of Pernambuco (UFRPE), Recife, Brazil. All procedures were performed in accordance with the
Animal Ethics Committee at the Federal Rural University of Pernambuco (permit number 058/2019).
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Five mature females (total length 9.7 cm + 0.6, weight 16.6g + 3.2) and five males (total length
7.2cm £ 0.5, weight 4.8g + 1.2) were selected and induced by intraperitoneal injection (just below
the pectoral fin) of Ovopel® [(D-Ala6, Pro9-Net) - mGnRH + metoclopramide] (5 mg/kg for males
and females). After hormone application, the breeders were transferred to 40-liter tanks in a ratio
of 1 male: 1 female (one couple per tank). After spawning, the broodstock were removed and the
eggs were kept with constant aeration and water renewal. Water quality parameters remained
within acceptable values for the species during spawning and embryogenesis, mean temperature
was maintained around 28 °C + 0.05 and pH at 7.1 + 0.09.

On the second day post-hatching (dph), the larvae from the five couples were mixed in one
tank and were randomly selected to avoid any family effect. Four treatments were tested with
four replicates each, for a total of 16 tanks. One hundred larvae were distributed in each of the
16 polyethylene tanks of 40 L at a stocking density of 2.5 larvae/L. Each tank had an individual
biological filter with a filtration capacity of 86 liters/h and constant aeration.

At three dph, ad libitum feeding was initiated with a diet containing 55% crude protein (CP)
supplemented with different doses of MT (0, 20, 40, and 60 mg 17a-methyltestosterone/kg
feed) for 30 days, the same period tested before for direct hormonal sex reversal with estradiol-
17B (Bem et al., 2012). Fish were fed five times a day. In addition, during the first 20 days (3 to
22 dph), plankton from fertilized pond water filtered in an 80 pm mesh and freshly hatched
brine shrimp nauplii (Artemia franciscana) were offered at a density of 500 nauplii/larvae/day,
divided into three feedings. During the experiment, dissolved oxygen, temperature, and pH
values were measured daily, and ammonia and nitrite values were measured weekly. Partial
water changes were made when necessary.

After the 30-day period of hormone treatment, the individuals were fed twice daily
exclusively with feed containing 45% CP without the addition of hormones and kept in the tanks
for another 90 days.

At 122 dph, when the individuals were already sexually mature, 30 fish from each treatment
were euthanized by immersion bath with eugenol to evaluate the efficiency of the hormone
treatments, and final body weight, body depth (from the dorsal margin of the body to the
ventral margin of the body, at the base of the pelvic fin where it attaches to the body), and total
length were measured. Survival was evaluated at 32 and 122 dph.

Preparation of the feed supplemented with MT

Three diets were prepared with different doses of the hormone 17a-methyltestosterone
(20, 40, and 60 mg/kg feed) dissolved in 95% ethanol using the ethanol evaporation method
(Celik et al., 2011). In addition, glycerin (0.5%/kg by volume) was added in order to prevent any
harmful effects of the alcohol (EI-Greisy and El-Gamal, 2012). After drying, the feed was divided
into portions, packed in plastic bags and refrigerated, removing portions for immediate
consumption. In the control treatment, 95% ethanol and glycerin were added to the feed,
following the same procedure for drying and storage.

Sexing and histology

Gonads were evaluated at 122 dph for 30 individuals of each treatment for sex
identification. The individuals were firstly classified based on gonads macroscopic morphology,
as females when the presence of oocytes occupying a large part of the abdominal cavity was
observed, while the males had whitish, opaque, and thin gonads (Nascimento et al., 2017).
Individuals that exhibited both male and female gonads simultaneously were classified as
intersex, and those that had undifferentiated gonads were classified as indeterminate.

Afterwards, those 30 individuals had their gonads evaluated histologically. For this, the samples
were fixed in 2.5% glutaraldehyde and 2.5% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4).
The gonads were dehydrated in a graded series of ethanol, followed by immersion in 1-2-propylene
oxide, and finally embedded in resin. Sections of 4 ym thick were made with a glass knife, which
were stained with toluidine blue and examined under a light microscope.
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Micronuclei and erythrocyte nuclear alterations

To evaluate a possible genotoxic effect caused by 17a-methyltestosterone, 20 individuals of each
treatment at 122 dph had peripheral blood collected via tail vein puncture with a 1.0 ml heparinized
syringe. Blood smears were immediately prepared with one drop of blood (~50 pl). The slides were
dried at room temperature and then stained by the Panoptic fast staining technique (Laborclin). For
each individual, two smears were prepared, and 1,000 erythrocytes were examined on each with
1,000 x magnification to determine the frequency of micronuclei and other nuclear alterations.

The evaluation of the frequency of micronuclei and other nuclear alterations were classified
as described by Carrasco et al. (1990) for fish erythrocytes; micronucleus: is round or ovoid and
has about one fifth of the size of the main nucleus, are non-refractory particles and present the
same color and staining intensity as the main nucleus; binucleated: presents two nuclei in the
same cell; blebbed nucleus: the nucleus shows a small evagination of the nuclear envelope; lobed
nucleus: the nucleus presents larger evaginations than the blebbed; and notched nucleus: the
nucleus presents a notable cut in the content of the nuclear material. Another type of nuclear
alteration, which presents a constriction similar to the shape of the number eight, was also
observed and classified as an “eight-shaped” nucleus according to Furnus et al. (2014).

Statistical analysis

Data for water quality, final body weight, body depth, and total length were presented as
mean + standard deviation. For all data obtained, statistical tests were applied to verify the
normal distribution of data and homogeneity of variances through the Shapiro-Wilk and
Levene tests, respectively. Parametric variables (total length and survival) were submitted to
one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s test when significant differences
between treatments were observed. For the non-parametric variables (body depth and body
weight) the Kruskal-Wallis test was applied. The Chi-square (x2) test was used to compare the
sex ratios of each treatment with the control.

The frequencies of micronuclei and other nuclear alterations were expressed per
1,000 cells (%qp). Kruskal-Wallis was utilized to compare the frequency of nuclear alterations
between the treatments and the control, followed by Mann-Whitney test with P value adjusted by
Bonferroni when significant differences between treatments were observed. For statistical analysis,
micronuclei, which are standard indicators of genotoxicity, were considered separately from other
nuclear alterations, and the nuclear alterations were considered together. Statistical analyses were
performed using Rv. 4.0.2 (R Core Team, 2020) and a 5% significance level was adopted for all tests.

Results

Throughout the experiment, the mean values of temperature (28.03 °C £ 0.05), pH (7.14 + 0.09),
dissolved oxygen (6.68 mg/l + 0.04), ammonia (0.67 £ 0.09), and nitrite (0.82 + 0.32) remained within
acceptable values for the species in all treatments.

At 122 dph, the values of total length, body depth and body weight did not show significant
differences among treatments (P >0.05), with means of 5.97 cm (£ 0.06), 1.53 cm (z 0.03), and
2.65 g (¢ 0.13), respectively. Survival ranged from 62% to 75% at 32 dph and 49% to 62% at 122
dph, differing between treatments at both times (P <0.05) (Table 1).

Table 1. Growth performance and survival of yellowtail tetra (Astyanax lacustris) subjected to different
concentrations of masculinizing hormone 17a-methyltestosterone (MT) supplemented in the feed. Data
are represented as mean + standard deviation of total length, body depth and body weight at 122 dph.

Control 20 mg/kg 40 mg/kg 60 mg/kg

Total length (cm) 6.06 + 0.65 5.92+0.53 6.01+0.70 5.89+0.53

Body depth (cm) 1.75+0.62 1.51+0.23 1.56 +£0.25 1.51+0.15

Body weight (g) 3.15+£1.27 2.61+0.72 2.80+0.97 2.54£0.62
Survival (32 dph) 62%* 65%°2° 68%P 75%°
Survival (122 dph) 49% 51%?2° 54%P 62%°

dph: days post-hatching. Different letters in the same row indicate significant differences observed using Duncan’s test (p<0.05).
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For the 30 individuals from each treatment that had their gonads evaluated, it was possible
to identify males, females, intersex, and indeterminate individuals (Figure 1). In the control
treatment, 46.7% of males and 53.3% of females were observed, while in the MT treatments
the percentage of males ranged from 50% (40 mg/kg) to 76.7% (20 mg/kg) and females varied
from 3.3% (20 mg/kg and 60 mg/kg) to 46.7% (40 mg/kg) (Table 2). Individuals with intersex
gonads were observed in the 20 and 60 mg/kg treatments and individuals with undifferentiated
gonads were observed in all MT treatments. Gonads at different stages of development (from
immature through spawning capable, Araudjo et al., 2019) were observed in all treatments
(Figure 2). There was a significant difference (P <0.05) between the frequencies of males and
females found in the 20 and 60 mg/kg MT treatments and in the control (Table 2).

Figure 1. Representation of sexual classification based on primary characters for (A) female (*- ovary),
(B) indeterminate, (C) male (arrow- testis) and (D) intersex (*- ovary and arrow- testis) of yellowtail tetras
(Astyanax lacustris) treated with different concentrations of the masculinizing hormone 17a-
methyltestosterone supplemented in the feed.

Table 2. Sex ratio found in treatments without hormone (control) and with the addition of different
dosages of 17a-methyltestosterone in Astyanax lacustris at 122 days post-hatching.

MT dose (mg/kg) Male Female Intersex Indeterminate X2
0 (control) 14 (46.7%) 16 (53.3%) 0 0
20 mg/kg 23(76.7%) 1(3.3%) 1(3.3%) 5(16.7%) * p=0.0001
40 mg/kg 15 (50.0%) 14 (46.7%) 0 1(3.3%) NS p=0.6976
60 mg/kg 17 (56.7%) 1(3.3%) 4 (13.3%) 8 (26.7%) * p=0.0008

*Significant difference between treatment and control (p<0.05). NS: non-significant.

Figure 2. Testicular and ovarian histological section of yellowtail tetra (Astyanax lacustris). (A, B) male
gonad (S: sperm; arrow: cysts in different stages of spermatogenesis); (C, D) female gonad region with
follicles in different stages of development (PN: perinuclear follicle; PnO: previtellogenic oocytes with
perinuclear nucleolus; V- vitellogenic follicle). Scale bars: 100 pm.
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Regarding micronuclei and erythrocyte nuclear alterations, it was possible to observe all six
types of alterations in all treatments and in the control, except for binucleated erythrocyte,
which was not observed in the control treatment (Figure 3). Although the mean MN values
showed a tendency to increase directly proportional to the MT dose, no significant differences
were found between the treatments and the control (Table 3). The 40 mg/kg and 60 mg/kg
treatments obtained the highest NA values, differing significantly from the control.

A‘B. C. D. E‘ -..-G~

Figure 3. Micronuclei (MN) and erythrocyte nuclear alterations (NA) identified in yellowtail tetra
(Astyanax lacustris) treated with different concentrations of 17a-methyltestosterone supplemented in the
feed. Erythrocyte with normal nucleus (A), lobed nucleus (B), notched nucleus (C), blebbed nucleus (D),
eight-shaped nucleus (E), micronucleus (F), and binucleated (G). 1000x magnification.

Table 3. Mean * standard deviation of micronuclei (MN) and nuclear alterations (NA) in Astyanax lacustris
treated with different dosages of 17a-methyltestosterone at 122 days post-hatching.

MT dose (mg/kg) MN NA
0 (control) 0.40 £ 0.52 3.46 £ 1.58°
20 0.70 £ 0.48 5.44 +1.08°
40 1.30+1.16 5.66 + 1.34°
60 1.30 £ 0.95 6.34 + 1.68°

Mean value for 1000 erythrocytes. Means followed by different letters in the same column indicate significant
differences using Mann-Whitney test with p value adjusted by Bonferroni.

Discussion

The use of MT had a positive influence in obtaining males of A. lacustris without affecting
survival. A sex ratio of more than 50% males was obtained at all doses of MT used, with the
lowest dose (20 mg/kg) being the most successful one, reaching more than 75% of males.
Contrastingly, the highest dose (60 mg/kg) resulted in a higher number of indeterminate and
intersexed individuals, which would have been expected if the dosage were too low. As no fish
with undifferentiated gonads were found in the control treatment, this delay in maturation or
sterility of the individuals may have been caused by the MT.

Other studies with masculinization using MT supplemented feed in different fish species,
obtained a higher percentage of males as in the case of tilapia where it was possible to obtain 94%
of males with 60 mg/kg (Silva et al., 2022) and for silver perch where 100% of males were obtained
with 9 mg/kg (Sulaeman and Fotedar, 2017). In addition, a male percentage similar to ours was
described for Rhamdia quelen with 72% males at a dose of 60 mg/kg (Weiss et al., 2018a). There is
not always a linear relationship between increasing the MT dosage and improving the
masculinization rate. In fact, treatments with excessive doses, which in our study seems to be the
case of treatments 40 and 60 mg/kg, can lead to disruptions in gonadal development or sterility
(Devlin and Nagahama, 2002) and could also lead to reduced masculinization, or in some instances,
it could induce paradoxical feminization (Demska-Zakes and Zakes, 1997; Marjani et al., 2009;
Amer et al., 2021, Karaket et al., 2023).

In some species, when hormone-induced sex reversal was performed in the early stages,
feminization with estrogens showed better results than masculinization with androgens (Bombardelli
and Hayashi, 2005). When direct feminization was employed at an equivalent exposure period to that
of this study and under the same form of supply, 76% of females were obtained at a dose of 40 mg/kg
estradiol-173 (Bem et al., 2012). The failure to obtain full reversal (100%) in both cases may be due to
the dosage and duration of hormone treatment. Moreover, according to Pandian and Sheela (1995)
and Weiss et al. (2018a), the use of high hormonal doses could cause sterility which may explain the
presence of adult individuals with undifferentiated gonads in our study.

The presence of intersex individuals in the MT treatments may also be an indication that
the time of hormone administration was not sufficient to cover the labile period (Weiss et al.,
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2018b) (i.e., the sensitive period in the early life stages during which the sexually
undifferentiated gonad differentiates into male (testicular tissue) or female (ovarian tissue)
gonad (Budd et al., 2015)), for masculinization in A. lacustris. As previously mentioned, this
period has not yet been determined for A. lacustris, but for the sister species, A. altiparanae, the
differentiation into ovaries and testes occurs at 58 and 73 dph, respectively (Adolfi et al., 2015).
Thus, to obtain a higher rate of masculinization, the optimal dose found in this study (20 mg/kg)
must be used for a period longer than 30 days to cover the entire labile period.

The presence and increased frequency of micronuclei in erythrocytes is an indicator of genetic
damage, likewise, nuclear alterations in erythrocytes may be an indicator of cytotoxic effect, both
caused in fish exposed to environmental and chemical contaminants (Samanta and Dey, 2012;
Ribeiro et al., 2014; Viana et al., 2018). Regarding the toxicity of MT in Astyanax, other studies
observed an increased frequency of NA when adult individuals of another sister species, A.
bimaculatus, were treated with feed supplemented with 60 mg/kg of this hormone for 28 days
(Rivero-Wendt et al., 2013a) or by immersion with 1 mg for 96 hours (Rivero-Wendt et al., 2013b). In
our study, three months after the end of the 30-day period of exposure to MT, only the highest
doses of MT (40 and 60 mg MT/kg) showed a significant increase in NA frequency. The treatment of
20 mg MT/kg, which presented the highest percentage of males, was not significantly different from
the control treatment regarding to MN and NA, suggesting that MT use at low doses and long-term
exposure during the early stages of development does not cause a genotoxic effect for A. lacustris.

In relation to the neomales candidates’ fertility, even though Rivero-Wendtetal. (2013a)
observed a reduction in spermatozoa production in the sister species, A. bimaculatus, treated with
MT, it may be due to the fact that the individuals used in their study were adults, with the gonads
already differentiated, unlike our one in which individuals were treated with MT at early stages of
development, before sex differentiation. In addition, in our study, MT does not seem to affect the
development of the individuals and probably it is not the cause of not achieving 100% sex reversion.
Gonads from neomales candidates did not present malformation and look similar to the
nontreated (control) individuals, which may indicate that possibly it will not affect their fertility.

Thus, the use of feed enriched with 17a-methyltestosterone at a dose of 20 mg/kg during
the first 30 days of feeding of yellowtail tetra (A. lacustris) shows the possibility to be beneficial
for achieving neomales.

Conclusion

In order to complement the results achieved, further studies would be interesting to evaluate
whether the time of exposure to MT and if lower doses of it influence the rate of masculinization.
It remains necessary to conduct progeny tests to identify the neomales individuals that can be
used in an all-female production free of hormones. The results of this study indicate that it is
possible to achieve a male percentage of 76.7% in yellowtail tetra (A. lacustris) by feeding feed
enriched with 17a-methyltestosterone at a dose of 20 mg/kg during the first 30 days of feeding.
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Otimizacdo de protocolo de masculinizacdo do lambari do rabo amarelo

(Astyanax lacustris) utilizando 17a-metiltestosterona na racéo
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Resumo

Dentre as espécies nativas produzidas comercialmente no Brasil, o lambari do rabo
amarelo (Astyanax lacustris) é a que tem apresentado um dos maiores percentuais de
crescimento do volume da producéo nos altimos anos. A heterogeneidade do crescimento
entre machos e fémeas, desfavoravel aos machos, desperta o interesse na producgdo de
proles femininas. Esse trabalho teve como objetivo otimizar o protocolo de masculinizacdo
de Astyanax lacustris utilizando 17a-metiltestosterona para a obtencdo de neomachos
visando a producéo futura de lotes femininos. Para isso, foram utilizadas quatro doses de
17a-metiltestosterona (MT) na ragdo (0, 10, 15 e 20 mg/kg) durante 30 e 60 dias. Ap6s
esse periodo, se iniciou a alimentagdo com ragdo sem MT e os animais foram mantidos até
0s 212 dias pos-eclosdo, quando foram avaliados quanto ao sexo, comprimento total, altura,
peso e peso das gonadas. Todos os pardmetros apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) para comparacGes de uma mesma dose com diferentes tempos de oferta, mas
apenas altura e peso de gonadas apresentaram diferenca significativa para diferentes doses
no mesmo tempo de oferta. Todos os tratamentos com hormoénio produziram uma
propor¢do de machos maiores do que o controle, sendo o tratamento de 10 mg/kg de MT

por 30 dias o mais eficiente, produzindo 83,3% de machos.

Palavras-chave: monossexo, androgenos, neomachos, reversao sexual.
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Abstract
Among the commercially produced native fish species in Brazil, the yellowtail tetra

(Astyanax lacustris) has shown one of the highest growth percentages in production volume
in recent years. The heterogeneity in growth, favoring female production has raised the
interest in an all-female production. This study aimed to optimize the masculinization
protocol of Astyanax lacustris using 17a-methyltestosterone. For this purpose, four doses
of 17a-methyltestosterone were administered in the feed (0, 10, 15, and 20 mg/kg) over 30
and 60 days. After this period, feeding with MT-free feed commenced, and the animals
were kept until 212 days post-hatch. At this point, they were assessed for sex, total length,
body depth, body weight, and gonad weight. All parameters showed significant differences
(p<0.05) when comparing the same dose at different feeding durations, but only gonad
height and weight showed significant differences for different doses at the same feeding
duration. All hormone treatments resulted in a higher proportion of males than the control,
with the 10 mg/kg MT treatment for 30 days being the most efficient, producing 83.3%

males.

Keywords: monosex, androgens, neomales, sex reversal.
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Introducéo

A lambaricultura é uma atividade que em crescimento nos Gltimos anos no Brasil,
tendo um aumento de cerca de 271% no valor da producéo e 83% na quantidade produzida
entre 2013 e 2022 (IBGE, 2013, 2023). Os principais mercados alvos da producédo sdo 0s
direcionados a isca viva, seja para pesca esportiva ou comercial (GARUTTI, 2003) e como
petiscos em bares e restaurantes. Apesar da capacidade de crescimento, por ser uma
atividade ainda em desenvolvimento, tecnologias para aprimorar o pacote tecnolégico ou

aumentar sua capacidade produtiva ainda estdo sendo aperfeigoadas.

A espécie Astyanax lacustris conhecida como lambari dorabo amarelo ou piaba, é uma
espécie de pequeno porte, onivora e que tem despertado bastante interesse para criacéo
comercial (GARUTTI, 2003; SUSSEL, 2018). As fémeas de A. lacustris, atingem um
tamanho e peso superior aos machos de mesma idade (GARUTTI, 2003). Além disso, esses
peixes atingem a maturacdo ainda no periodo de engorda e podem se reproduzir
naturalmente nos viveiros (PORTO-FORESTI et al., 2001), gastando energia para
reproducdo e ndo para crescimento. Uma alternativa para esse problema seria o cultivo
monossexo, o qual ja demonstrou resultados satisfatorios comparado ao cultivo tradicional
(NAVARRO et al., 2006; BEM et al., 2012).

Uma das formas de obtencéo de lotes monossexo, tanto femininos quanto masculinos,
¢ através da reversdo sexual, essa técnica pode ser aplicada na forma direta ou indireta.
Para o0 caso do lambari, onde as fémeas sdo maiores, a reversao sexual na forma direta é
feita utilizando hormonios estrogenos (ex. 17p-estradiol) para produzir proles femininas.
J& a forma indireta requer a utilizagio de hormoénios androgenos (ex. 170-
metiltestosterona) para gerar fémeas (XX) fenotipicamente masculinas, os chamados
neomachos, que ao cruzarem com fémeas naturais originam uma prole 100% feminina
(DUNHAM, 2023).

Os efeitos da administracdo de esteroide para reversdo sexual em peixes, podem ser
bastante influenciados pela dose, momento e duragdo do tratamento (PANDIAM e
SHEELA, 1995; DUNHAM, 2023). Por isso, é recomendadaa utilizacdo durante o periodo
l&bio, ou seja, o periodo inicial dafase larval em que os animais ainda se encontram com
as gonadas indiferenciadas. Para A. lacustris, esse periodo de diferenciacdo sexual é

variavel e ocorre aos 58 dias pds-eclosdo (dpe) para fémeas e 73 dpe para machos (ADOLFI
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et al., 2015).

No caso do lambari, tanto a abordagem direta utilizando horménios feminilizantes
quanto a abordagem indireta com horménios masculinizantes ja foram testadas
anteriormente (BEM et al., 2012; FARIAS et al., 2023). No entanto, ndo ha registros de
um protocolo que tenha alcancado 100% de reversdo sexual. Dada a complexidade na
distingdo de machos e neomachos nessa espécie até o presente momento, o protocolo ideal
deve se aproximar dos 100% de reversdo, tornando mais viavel a formagdo de um plantel

de reprodutores neomachos.

Assim, esse trabalho teve como objetivo otimizar o protocolo de reverséo indireta para
0 A. lacustris utilizando 170-metiltestosterona suplementado na ragdo com diferentes

dosagens e por diferentes periodos.

Material e Métodos

Os reprodutores de Astyanax lacustris utilizados, foram mantidos em viveiros
escavados na Estacdo Prof. Johei Koike, do Departamento de Pesca e Aquicultura (Depaq)
da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) — Campus Dois Irmaos
(CDI)/Sede), onde foram desenvolvidos os experimentos. Todos os procedimentos
realizados foram aprovados pelo Comité de Etica no uso de Animais da UFRPE (CEUA-
UFRPE n° 6348140423).

Dieta suplementada com I 7a-metiltestosterona

Trés dietas foram preparadas com diferentes doses dohormonio 17a-metiltestosterona
(Alfarever® Metiltestosterona 50%) (10, 15 e 20 mg/kg de racdo) dissolvidos em éleo de
soja, de acordo com o recomendado pelo fabricante. Apds a homogeneizacgéo, a racdo foi
dividida em porcdes e mantida em freezer durante sete dias, retirando-se porcfes para
consumo imediato. A cada sete dias um novo lote de racdo foi preparado. Apenas o 0leo
de soja foi adicionado a racdo do grupo controle, seguindo o mesmo procedimento de

armazenamento.

Reversdo sexual
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Foram selecionados seis animais adultos para a inducao hormonal, sendo trés fémeas
(comprimento total 8 cm + 0,9, peso 10,7 g +4,5) e trés machos (6,8 cm +0,5, 4,1 g+ 0,8).
A desova semi-natural nos animais foi induzida utilizando Ovopel® [(D-Ala6, Pro9-Net)
— mGnRH + metoclopramide] (5 mg/kg para machos e fémeas) via injecdo intraperitoneal
aplicada abaixo da nadadeira peitoral. Apo6s a aplicacdo do horménio, cada casal foi
transferido para uma caixa de 61 L de polietileno com aeracdo constante e a temperatura
da dgua mantidaem 27,5°C +0,5e pH 7 £ 0,1.

Apds a desova, os reprodutores foram retirados das caixas e a dgua foi parcialmente
renovada (80%). No segundo dia pos-eclosdo (dpe), as larvas foram misturadas e
distribuidas nas unidades experimentais (oito tratamentos com 3 réplicas cada) de
polietileno com 50 litros de volume util. Foram distribuidas 250 larvas por caixa, huma
densidade de estocagem de 5 larvas/litro. As unidades foram mantidas em sistema fechado
com aeracdo constante e a qualidade da agua foi mantida com trocas parciais diariamente
nos primeiros 20 dias e depois a cada dois dias. Diariamente 2x ao dia foram aferidos 0s
valores de oxigénio dissolvido (Instrutherm MO-920), pH e temperatura da dgua (Linelab
PH PRP), e a cada trés dias, amonia e nitrito foram avaliados por meio de Kits

colorimeétricos (LabconTest).

A alimentacg8o das larvas se iniciou ao 3° dia pds ecloséo (dpe). Nos 20 primeiros dias
(3-23 dpe), foi ofertado de forma suplementar plancton proveniente de viveiro escavado
previamente fertilizado e filtrado em malha de 50 um e nauplios recém eclodidos de
artémia (Artemia franciscana), na densidade de 500 nauplios/larva/dia, divididosem trés
refeicdes. Do 15° ao 20° dia de alimentacdo, foi feito gradativamente a substituicdo do
alimento vivo pelo alimento inerte uma de 20% ao dia, até que no 21° os animais iniciaram
a alimentacdo 100% com dieta inerte. Como alimentacdo principal, foi ofertado ragéo
farelada para peixes onivoros 5x ao dia “ad libitum”, contendo 55% de proteina bruta (PB)
acrescida de diferentes doses de hormonio masculinizante em quatro tratamentos: T1 —
tratamento controle (sem adi¢do de hormdnio na ragdo), T2 — adigdo de 10 mg de 17a-
metiltestosterona /kg de ragédo, T3 —adi¢do de 15 mg de 17a-metiltestosterona /kg deracéo,
e T4 — adi¢do de 20 mg de 17a-metiltestosterona /kg de ragéo. Esses valores de MT foram
definidos com base nos resultados obtidos por Farias et al. (2023), sendo sugerido doses
menores que 20 mg/kg. Os mesmos tratamentos foram realizados com oferta de ragdo

suplementada com MT por 30 dias e por 60 dias.
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ApGs o periodo de tratamento hormonal de 30 e 60 dias, 0s animais passaram a ser
alimentados com racdo contendo 45% de PB sem adicdo de hormonio, 2x ao dia até os 212
dpe. Aos 212 dpe, 30 peixes de cada tratamento foram coletados, eutanasiados por
overdose de eugenol (100 mg/L) em banho de imersdo e avaliados quanto ao sexo, peso,
comprimento total, altura (da margem dorsal do corpo até a margem ventral do corpo, no

pedlnculo da barbatana pélvica). A sobrevivéncia foi avaliada aos 32, 62, e 212 dpe.

Histologia

Aos 212 dpe, 30 animais de cada tratamento foram eutanasiados, como descrito
anteriormente, e tiveram suas gonadas retiradas para avaliacdo histoldgica. Para isso, as
amostras foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2,5% em tampao
fosfato 0,1 M (pH 7,4). As gbnadas foram desidratadas em uma série graduada de etanol,
seguido por clarificacdo inicial em solucdo 1:1 de etanol absoluto e resina a base glicol
metacrilato (Leica©) com polimerizador. Os fragmentos de gonada foram emblocados em
resina e cortados a4 um de espessura com navalha de vidro, corados com azul de toluidina

e posteriormente analisados em microscopio dptico.

Analise estatistica

Osdadosde qualidade da agua, comprimento total, altura, peso final e peso de gdnadas
estdo apresentados como média + desvio padrdo. Todos os dados foram submetidos aos
testes de Shapiro-Wilk e Levene para verificacdo da normalidade da distribuicdo dos dados
e homogeneidade da varidncia, respectivamente. A avaliacdo do efeito das doses foi
realizada através do teste de Kruskal-Wallis de comparacdo multiplas, sendo avaliado
isoladamente o periodo de oferta das doses. Ademais a avaliagdo do efeito do tempo de
oferta da dose foi realizada através do teste pareado de Wilcoxon, sendo avaliado
isoladamente os tratamentos adotados no presente estudo. A avaliacdo do efeito do
tratamento na sobrevivéncia ao longo do periodo experimental foi realizada através deuma
analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA de medidas repetidas), quando foram
observadas diferengas significativas foiaplicado o pos-hoc de Duncan. O efeito daduracéo
daoferta dasdoses sobre a sobrevivéncia foi avaliado isoladamente nos tratamentos atraves

doteste-t. A comparagdo da proporgédo sexual entre os tratamentos e o controle foi realizado
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através do teste Qui-quadrado (?). As andlises estatisticas foram realizadas no software

Statistica 12 adotando um nivel de significancia de 5% para todos os testes.

Resultados

Durante todo o periodo experimental, os parametros de qualidade da agua foram
mantidos dentro dos limites aceitaveis para a espécie e suas respectivas médias foram
temperatura (27,5 £ 0.5 °C), pH (7,42 + 0,41), oxigénio dissolvido (6,64 + 0,75 mg/l),
amonia (0,72 £ 0,06 mg/l) e nitrito (1,32 = 0,25 mg/l).

Entre os tratamentos que receberam o MT por 30 dias, ndo houve diferenca
significativa para as variaveis de desempenho zootécnico, as médias variaram entre 5,49
cm e 5,87 cm para comprimento total, 1,47 a 1,58 cm de altura, 2,13 a 2,88 g de peso total
e 0,11 a 0,28 g de peso de gbnadas (Tabela 1). J& para os tratamentos com 60 dias de MT,
houve diferenca significativa para os parametros altura (p=0,006) e peso de gdnadas
(p=0,000). As médias variaram entre 5,54 e 5,91 cm para comprimento total, 1,38 a 1,62
cm de altura, 2,14 a 2,92 g de peso total e 0,09 a 0,32 g de peso de gbnadas. Quando as
comparaces foram feitas entre o periodo de oferta do MT para cada dose utilizada,

observou-se diferenca significativa em todos os tratamentos.

A sobrevivéncia variou de 67% a 71% aos 32 dpe, de 61% a 68% aos 62 dpe e entre
49% e 59% aos 212 dpe, apresentando diferenca estatistica entre os tratamentos e entre 0s
tempos de oferta (p <0,05) (Tabela 1).

Os animais tiveram suas gonadas avaliadas por meio de histologia e foram
classificados como macho, fémea ou indeterminado (génada indiferenciada) (Figura 1).
Apenas o0s tratamentos controles e o 10 mg/kg por 30 dias ndo apresentaram individuos
indeterminados aos 212 dpe. Os tratamentos de 30 dias tiveram uma porcentagem de
machos variando entre 46,7% no controle a 83,8% no tratamento com 10mg/kg de MT (p
<0,05). Ja para os tratamentos de 60 dias de ofertade MT, o percentual de machos variou
de 43,4% no controle a 66,7% no tratamento com 10 mg/kg de MT (p <0,05) (Tabela 2).
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Tabela 1. Dados biométricos para A. lacustris tratadoscom diferentes doses de 17a-metiltestosterona (0, 10, 15 e 20 mg/kg) suplementado na ragao

durante dois periodos de oferta (30 e 60 dias).

Dados T1 - Controle T2 - 10 mg/kg T3 - 15 mg/kg T4 - 20 mg/kg
biométricos 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Comp. total (cm) 5,87 + 0,964 591+0,998 549+0,994 554+0,568 551+0,72A 5,61+0,758 554+0,41A 5,60 + 0,638
Altura (cm) 1,58 + 0,304 1,62+0,358 151+0,30~ 1,38+0,17°8 147+025* 1,40+0,30°2 153+0,154 1,50+ 0,208
Peso total (g) 2,88 + 1,747 292+1,788 224+1,07* 215+0,598 2,13+0,85* 214+0,968 2,17+0,47~ 2,23+0,84B
Peso de gonadas (g) 0,28 + 0,364 0,32+0,39%8 0,17 +0,11A 0,09 +0,05°8 0,11+0,084 0,20+0,19%8 0,19+0,07A 0,14 +0,10%
Sobrevivéncia (32 dpe) 71934 699%%A 70%A 6898 67%A 69%P8 7194 68%28
Sobrevivéncia (62 dpe)  67%°A 64%28 65%P°A 61%P8 629634 64%28 68%0A 63%¢B
Sobrevivéncia (212 dpe)  59%2A 519°8 58%¢A 549%2B 5090A 49%2B 58%2A 52%2B

Letrasdiferentes namesmalinha,representamdiferencas significativas (p<0,05). Para as variaveis comprimento total, altura, peso e peso total, letras mindsculas
representam a avaliacdo do efeito das doses, resultado do teste de Kruskal-Wallis realizado isoladamente para cada tempo. Letras maidsculas representam a
avaliacdo do efeito do tempo de oferta, resultado do teste de Wilcoxon pareado realizado de forma isolada na dose de hormonio ofertada. Na sobrevivéncia,
letras minGsculas na mesmal linha, representam o resultado do pos-hoc de Duncam paradoses diferentes avaliadas isoladamente no tempo. Letras maitsculas
representam a avaliacdo do efeito do tempo na sobrevivéncia, avaliado de forma isolada nas doses de hormonio ofertada através do test-t.
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Tabela 2. Propor¢ao sexual aos 212 dpe em Astyanax lacustris tratados com diferentes doses de 17a-metiltestosterona.

59

Dose MT Macho Fémea Indeterminado x2
30 dias
0 (controle) 14 (46,7%) 16 (53,3%) 0
10 mg/kg 25 (83,3%) 5 (16,7%) 0 *p=0,003
15 mg/kg 24 (80,0%) 3 (10,0%) 3 (10,0%) *p=0,001
20 mg/kg 21 (70,0%) 3 (10,0%) 6 (20,0%) *p=0,002
60 dias
0 (controle) 13 (43,3%) 17 (56,7%) 0
10 mg/kg 20 (66,7%) 5 (16,7%) 5 (16,7%) *p=0,006
15 mg/kg 18 (60,0%) 7 (23,3%) 5 (16,7%) *p=0,033
20 mg/kg 19 (63,3%) 3 (10,0%) 8 (26,7%) *p=0,002

* Diferencga significativa entre o tratamento e o controle (p<0,05).
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Figura 1. Representacdo da morfologia (a, b) e histologia (c, d) de fémeas e machos de

Astyanax lacustris; (c) gbnada feminina (V —ovdcito vitelogénico, pronto para desova, PN
— ovacito perinuclear); (d) gébnada masculina (E — esperma, ES — espermatogonia, seta —

espermatogodnia indiferenciada).

Discussao

A utilizacdo de protocolos de reversdo hormonal em peixes, embora amplamente
utilizados, ainda sdo passiveis de criticas, tanto devido a possibilidade de descarga de
efluentes contendo hormonios em corpos d’agua, quanto a perspectiva de consumir
organismos que foram expostos a hormdnios em alguma etapa de seu desenvolvimento
(PANDIAN E SHEELA, 1995; THANASUPSIN et al., 2021). A utilizacdo de protocolos
de reversdo indireta atenua esses problemas, uma vez que a administracdo de horménios é
necessaria apenas para formacéo do plantel de reprodutores. Isso implica numa frequéncia
menor de utilizacdo de hormdnios, além de garantir que os animais que serdo destinados
ao mercado ndo tenham sido submetidos a tratamento hormonal em nenhum momento
(PIFERRER, 2001; DUNHAM, 2023).

Apesar de termos obtido 83,3% de machos para o tratamento utilizando a menor dose
durante o periodo mais curto (10 mg/kg durante 30 dias), é possivel inferir que uma
dosagem ainda menor de MT possa gerar lotes 100% monossexo. Farias et al. (2023)
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utilizando 20 mg/kg de MT dissolvido em &lcool adicionado a ragdo, produziram 76,7% de
machos de A, lacustris, mas também encontraram 3,3% de animais intersexo e 16,7% de
indeterminados nesta dosagem, sugerindo que a dose utilizada ainda estava muita alta para
a espécie. No presente estudo, aplicando o mesmo tratamento, mas com a utilizacdo do
veiculo 6leo para incorporacdo do MT na rag¢do, encontramos uma porcentagem similar de
machos (70%), indicando uma influéncia minima ou nula do veiculo (alcool ou 6leo) na
reversdo sexual, conforme ja indicado por Phelps e Popma (2000) na reversdo de tilapia

Oreochromis niloticus.

Com excecéo do grupo que recebeu 10 mg/kg por 30 dias e dos controles, nos demais
tratamentos individuos indiferenciados foram observados aos 212 dpe. Considerando que
esse periodo é significativamente posterior ao periodo de maturacéo sexual para a espécie
no cativeiro (150 dpe, GARUTTI, 2003), é possivel que esses animais tenham se tornado
estéreis devido ao excesso de hormdnio. Segundo Devlin e Nagahama (2022), o uso de
dose excessiva de hormdnio pode levar a interrupces no desenvolvimento gonadal ou até

a esterilidade.

O tempo de oferta do hormdnio foi determinante na propor¢do de machos produzidos.
Embora o periodo de diferenciacdo sexual seja de 58 dpe para fémeas e 73 dpe para machos
(ADOLFI etal., 2015), foi observado que todosos tratamentos de 30 dias com MT, mesmo
ndo abrangendo todo o periodo labil, apresentaram desempenho superior, quanto a
propor¢édo de machos produzida, quando comparado aos tratamentos com 60 dias. Como
0s parametros momento, duracdo e dose sdo espécie-especifico e desempenham um papel
crucial para o sucesso da técnica de reversdo, os resultados obtidos no presente trabalho e
por Farias et al. (2023) indicam que o periodo ideal de ofertado MT para o A. lacustris € a
partir do momento que os animais iniciam a ingestdo de alimento exdgeno, seguido por um
periodo de 30 dias. A auséncia de necessidade de um periodo prolongado de oferta de
hormdnio ¢é interessante, pois facilitar o manejo durante essa fase inicial e se torna menos

prejudicial ambientalmente.

Foi possivel observar um atraso no desenvolvimento das génadas no tratamento com
10 mg/kg e 60 dias MT, que aos 212 dpe teve peso médio de gonadas de 0,09 g. Um efeito
inibitério no desenvolvimento das gonadas ja foi identificado em Pseudorasbora parva
tratado com MT, isso ocorre devido a capacidade do MT de provocar efeitos

desreguladores em diversas vias metabolicas, interferindo na expressdo de genes
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relacionados a sintese de esteroides sexuais (WANG et al., 2020).

A reversdo sexual ndo é sempre 100% efetiva em algumas espécies (DUNHAM,
2023), portanto é necessario testar outras doses menores que 10 mg/kg de MT para
identificar se seriam mais adequadas a A. lacustris. Essa porcentagem de machos
encontrada (83%) ja viabilizaria a formacdo de plantéis de reprodutores neomachos para a
producdo de lotes XX, restando ainda a identificacdo dos neomachos através de testes de

progénie.

A aplicacdo da técnica de reversdo sexual em peixes de agua doce ainda é pouco
explorada em espécies nativas do Brasil. Até o momento, foram conduzidas poucas
pesquisas nessa linha, como aquelas envolvendo o lambari do rabo amarelo Astyanax
lacustris (feminilizacdo e masculinizacdo) (BEM et al., 2012; FARIAS et al., 2023), o
tambaqui Colossoma macropomum (feminilizagdo) (REISe ALMEIDA, 2018) e o jundia
Rhamdia quelen (feminilizacdo e masculinizacdo) (WEISSet al., 2017, 2018; AMARAL-
JUNIORZetal., 2008) foram realizadas. Dessa forma, esse trabalho contribui com uma etapa

importante na producao de popula¢ées monossexo.

Concluséo

Neste trabalho, foram identificados 83,3% de machos para o tratamento 10 mg/kg
durante 30 dias, um avanco de quase 10% ao obtido anteriormente pelo mesmo grupo de
pesquisa para 0 A. lacustris. Esse trabalho é um avanco no desenvolvimento de pesquisas
com reversdo sexual utilizando espécies nativas de peixe no Brasil, aperfeicoando seu
pacote tecnologico e possibilitando o cultivo apenas do género mais produtivo
zootecnicamente. Todavia, futuros trabalhos utilizando doses ainda menores s&o
necessarios para que se possa identificar a dose ideal para a producao de lotes préximo de
100% monossexo. Além disso, é fundamental avancar na identificacdo de marcadores
moleculares associados ao sexo para possibilitar a identificacdo répida e precisa dos

neomachos usando métodos nado invasivos que mantenham o bem-estar do animal.
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5- Consideracoes finais

Utilizando o gene Citocromo oxidase I, identificou-se que a espécie de lambari dorabo
amarelo proveniente do reservatério de Moxot6 (Paulo Afonso, Bahia) no submédio S&o
Francisco, é a Astyanax lacustris e que esse grupo se diferencia molecularmente do grupo
de A. lacustris da bacia do Rio Parana.

A correta identificacdo a nivel de espécie é crucial para direcionar e guiar a gestdo e
conservacao dessas populacdes. A estreita proximidade entre os individuos do género
Astyanax permite a realizacdo de cruzamentos viaveis e a formacédo de hibridos, contudo,
existe o risco de que essa mistura comprometa a integridade genética de ambas ou alguma
dessas espécies. Portanto, é fundamental evitar a introducdo de exemplares provenientes
da bacia do rio Parand na bacia do rio Sdo Francisco, e vice-versa, a fim de preservar a

diversidade genética Unica de cada populacdo original.

Para os tratamentos de reversio sexual utilizando 17a-metiltestosterona, foi observado
que o tempo e a dose ideal de ofertade MT para larvas de A. lacustris € de 30 dias na dose

de 10 mg de MT/kg de racdo. Dessa forma sendo possivel produzir 83,3% de machos.

As analises de anormalidades no micronucleo e alteracdes do nucleo do eritrocito,
mostraram que mesmo no uso de doses altas 20 a 60 mg de 17a-metiltestosterona /kg de
racdo durante 30 dias, ndo foram capazes de causar danos genéticos significativos aos
animais avaliados. Dessa forma, podemos inferir que doses menores do que as avaliadas
(20 — 60 mg/kg), como € o caso da sugerida no terceiro artigo (10 mg/kg), também néo
serdo capazes de provocar danos genéticos nesses animais, além de ser mais

ambientalmente amigavel.

Os resultados indicam a possibilidade de que doses menores que 10 mg/kg ofertadas
durante 30 dias, sejam capazes de produzir uma prole 100% masculina. Além disso, estudos
avaliando métodos de diferenciagdo entre machos naturais e neomachos, além da

viabilidade reprodutiva desses neomachos ainda estdo em desenvolvimento.
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ANEXO I

Identificacdo das sequéncias de COIl utilizadas no capitulo 1.

Espécie Latitude | Longitude | Estado BOLD Genbank
Astyanax lacustris | -17.325 | -44.766 MG BASTA477-12 KY268271
Astyanax lacustris | -17.217 -44.804 MG BAST468-12 KY?268255
Astyanax lacustris | -17.217 -44.804 MG BAST467-12 KY268254
Astyanax lacustris | -17,148 -43,826 MG BAST571-12 KY?268236
Astyanax lacustris | -15,323 -43,665 MG BAST287-12 KY?268234
Astyanax lacustris | -17,148 -43,826 MG BAST570-12 KY268223
Astyanax lacustris | -17,289 -44,786 MG BAST501-12 KY?268155
Astyanax lacustris | -9.925 -37.123 BA BAST1154-13 KY?268117
Astyanax lacustris | -17.325 | -44.766 MG | BAST474-12 KY 268105
Astyanax lacustris | -17,448 -44,021 MG BAST496-12 KY?268012
Astyanax lacustris | -17.325 | -44.766 MG BAST476-12 KY 267997
Astyanax lacustris | -17,289 -44,786 MG BAST502-12 KY267985
Astyanax lacustris | -17,226 -44,808 MG BAST470-12 KY267931
Astyanax lacustris | -17,448 -44,021 MG BAST497-12 KY?267899
Astyanax lacustris | -18,721 -44,346 MG BAST363-12 KY267864
Astyanax lacustris | -19,626 -44,489 MG BAST360-12 KY?267863
Astyanax lacustris | -17.35 -44,952 MG BAST507-12 KY?267816
Astyanax lacustris | -15,323 -43,665 MG BAST289-12 KY267780
Astyanax lacustris | -10.149 -36.959 SE BAST1148-13 KY267711
Astyanax lacustris | -15,511 -47,044 GO BAST1426-13 KY?267623
Astyanax lacustris | -17,326 -44,767 MG BAST506-12 KY267608
Astyanax lacustris | -17,222 -46,418 MG BAST575-12 KY267561
Astyanax lacustris | -15,511 -47,044 GO BAST1424-13 KY?267549
Astyanax lacustris | -17.35 -44,952 MG BAST508-12 KY267506
Astyanax lacustris | -17,326 -44,767 MG BAST505-12 KY?267445
Astyanax lacustris | -17,448 -44,021 MG BAST498-12 KY 267369
Astyanax lacustris | -18,721 -44,346 MG BAST364-12 KY?267351
Astyanax lacustris | -19,626 -44,489 MG BAST357-12 KY?267350
Astyanax lacustris | -19,626 -44,489 MG BAST359-12 KY267317
Astyanax lacustris | -17,222 -46,418 MG BAST512-12 KY267273
Astyanax lacustris | -17,289 -44.,786 MG BASTS500-12 KY 267265
Astyanax lacustris | -17,222 -46,418 MG BAST513-12 KY?267146
Astyanax lacustris | -17.96 -45,704 MG BAST280-12 KY267135
Astyanax lacustris | -15,511 -47,044 GO BAST1425-13 KY 267058
Astyanax lacustris | -17,222 -46,418 MG BAST511-12 KY 267044
Astyanax lacustris | -17,217 -44,804 MG BAST466-12 KY266987
Astyanax lacustris | -15,323 -43,665 MG BAST286-12 KY?266983
Astyanax lacustris | -22,763 -48,262 SP BAST091-12 KY267018




FARIAS, R.S. Identificagdo molecular e masculinizacdo do lambari do rabo amarelo do Sdo Fran... 75

Astyanax lacustris | -23,555 -46,041 SP BAST386-12 KY?267052
Astyanax lacustris | -22,044 -53,727 MS BAST415-12 KY?267165
Astyanax lacustris | -22,635 -52,822 PR BAST410-12 KY?267181
Astyanax lacustris | -22,898 -48,389 SP BAST1122-13 KY?267190
Astyanax lacustris | -22,766 -53,258 PR BAST072-12 KY 267253
Astyanax lacustris | -22,378 -47,427 SP BAST333-12 KY 267274
Astyanax lacustris | -23,024 -48,828 SP BAST154-12 KY?267276
Astyanax lacustris | -21,897 -53.79 MS BAST454-12 KY267319
Astyanax lacustris | -23,675 -52,119 PR BAST267-12 KY?267324
Astyanax lacustris | -20,236 -48,678 SP BAST179-12 KY 267344
Astyanax lacustris | -22,233 -53,784 MS BAST441-12 KY267365
Astyanax lacustris | -23,555 -46,041 SP BAST387-12 KY?267384
Astyanax lacustris | -23,518 -45,894 SP BASTO083-12 KY267391
Astyanax lacustris | -11,524 -54,355 SP BAST165-12 KY267436
Astyanax lacustris | -21,897 -53.79 MS BAST455-12 KY267439
Astyanax lacustris | -22,635 -52,822 PR BAST411-12 KY267461
Astyanax lacustris | -22,647 -53.077 PR BAST235-12 KY267570
Astyanax lacustris | -22,647 -53.077 PR BAST236-12 KY?267587
Astyanax lacustris | -11.5246 | -54.3552 SP BAST166-12 KY?267652
Astyanax lacustris | -22,378 -47.427 SP BAST334-12 KY267769
Astyanax lacustris | -23,518 -45,894 SP BAST084-12 KY?267820
Astyanax lacustris | -22.044 -53.727 MS BAST416-12 KY?267834
Astyanax lacustris | -21,897 -53.79 MS BAST457-12 KY 267845
Astyanax lacustris | -23,675 -52.119 PR BAST266-12 KY?267919
Astyanax lacustris | -21.184 -49.123 SP BAST239-12 KY?267929
Astyanax lacustris | -17,887 -47,669 GO BAST895-13 KY267979
Astyanax lacustris | -22.763 -48,262 SP BAST092-12 KY?267988
Astyanax lacustris | -22,647 -53,077 PR BAST237-12 KY?268007
Astyanax lacustris | -22,635 -52.822 PR BAST408-12 KY268022
Astyanax lacustris | -23,024 -48,828 SP BAST652-13 KY?268043
Astyanax lacustris | -21,184 -49,123 SP BAST240-12 KY?268058
Astyanax lacustris | -23,518 -45,894 SP BAST085-12 KY?268087
Astyanax lacustris | -11.52 -54.35 SP BAST180-12 KY?268092
Astyanax lacustris | -23,518 -45,894 SP BAST082-12 KY?268173
Astyanax lacustris | -22,378 -47.427 SP BAST335-12 KY268179
Astyanax lacustris | -23,555 -46,041 SP BAST385-12 KY?268249
Astyanax lacustris | -22,378 -47.427 SP BAST332-12 KY 268252
Astyanax lacustris | -22,372 -53,5623 MS BAST443-12 KY268279
Astyanax lacustris | -22,044 -53.727 MS LBPV-44959 KY?268287
Astyanax lacustris | -23.134 -49.676 PR FUPR1136-10 JN988697
Astyanax lacustris | -23.134 -49.676 PR FUPR1135-10 JN988698
Astyanax lacustris | -23.134 -49.676 PR FUPR1134-10 JN988699
Astyanax lacustris | -23.413 -49.571 PR FUPR1133-10 JN988700
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Astyanax lacustris | -23.096 -48.251 MS FUPR1132-10 JN988701
Astyanax lacustris | -21.013 -49.690 MS FUPR1131-10 JN988702
Astyanax lacustris | -21.013 -49.690 SP FUPR1130-10 JN988703
Astyanax lacustris | -22.828 -48.371 SP FUPR1129-10 JN988704
Astyanax lacustris | -22.828 -48.371 MG FUPR1051-10 JN988705
Astyanax lacustris | -22.673 -53.086 MG FUPR1050-10 JN988706
Astyanax lacustris | -22.673 -53.086 MG FUPR1049-10 JN988707
Astyanax lacustris | -22.673 -53.086 MG FUPR1048-10 JN988708
Astyanax lacustris | -21.378 -47.659 MG FUPR1047-10 JN988709
Astyanax lacustris | -21.378 -47.659 SP FUPR1046-10 JN988710
Astyanax lacustris | -22.791 -53.349 SP FUPR1042-10 JN988714
Astyanax lacustris | -21.927 -47.368 SP FUPR1036-10 JN988749
Astyanax lacustris | -23.333 -48.567 PR FUPR1037-10 JN988696
Astyanax lacustris -6,643 -35,117 PB BAST1369-13 KY?267465
Astyanax lacustris -6,643 -35,117 PB BAST1370-13 KY267210
Astyanax lacustris | -6,416 -35,126 RN BAST1371-13 KY?267592
Astyanax lacustris | -6,416 -35,126 RN BAST1372-13 KY267193
Astyanax lacustris -7,464 -34,978 PB BAST1373-13 KY268125
Astyanax lacustris | -6,104 -35,191 RN BAST1383-13 KY?267266
Astyanax lacustris | -6,104 -35,191 RN BAST1384-13 KY267115
Astyanax lacustris | -6,104 -35,191 RN BAST1385-13 KY267075
Astyanax lacustris -6,104 -35,191 RN BAST1386-13 KY268217




