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RESUMO

O Cichla kelberi, espécie recentemente classificada e popularmente
conhecida como tucunaré amarelo, € endémico dos rios Araguaia e baixo Tocantins,
sendo, entretanto, encontrado em muitas outras bacias, onde apresenta grande
importancia para a pesca profissional por seu alto valor econémico, devido a
qualidade e sabor de sua carne, e pela pesca esportiva, como pode ser observado
pelos campeonatos anuais de pesca ao tucunaré nos rios em que se encontra. Para
entender esse rapido processo de ocupacdo e adaptacdo a novos ambientes, 78
exemplares de Cichla kelberi foram mensalmente coletados entre os meses de
marco de 2009 a fevereiro de 2010, com o auxilio de vara de pesca e anzol na
Lagoa do Pernilongo (20° 29’ 11,93”S, 51° 25’ 33,27”0) e llha da Ferradura (20° 28’
27,117 S, 51° 25’ 54,53”0), no Reservatério de Jupia, rio Parana, llha Solteira, Sao
Paulo, Brasil, onde foi introduzido. Foram definidas quatro classes de maturacao
gonadal para o ciclo reprodutivo anual do tucunaré amarelo C. kelberi. A definicao
das classes de Maturagdo Inicial, Maturacdo Intermediaria, Maturacdo Final e
Regressdo, tiveram como base as alteracdes do epitélio germinativo testicular
associado aos estagios das células germinativas presentes. A Classe de Maturacao
Inicial é caracterizada pela presenca de um epitélio germinativo totalmente continuo,
cistos com células germinativas em todos os estagios de desenvolvimento, intensa
atividade espermatogénica por todo o testiculo e raros “clusters” periféricos,
formados por espermatogbnias primarias. A Classe de Maturacdo Intermediaria
inicia com o surgimento de um epitélio germinativo descontinuo na regiao
anastomosada, com diminuichio da espermatogénese e estocagem de
espermatozodides nesta regido. Os agrupamentos periféricos de espermatogdnias ou
“clusters” estdo ausentes ao final desta classe de maturacdo. Na Classe de
Maturacéo Final a descontinuidade do epitélio germinativo atinge a regido periférica
dos lobulos. Apesar do ducto testicular principal e regido anastomosada atuarem na
estocagem de espermatozéides, a espermatogénese nao cessa ha periferia
testicular. Os “clusters” periféricos sdo novamente observados ao final desta classe
reprodutiva. A Classe de Regressao caracteriza-se pela presenca de um epitélio

germinativo totalmente descontinuo em todos os I6bulos; numero reduzido de



espermatocistos, com alguns ainda em espermatogénese; espermatozoides
residuais dispersos por toda a extensdo gonadal; espermatogbnias primarias
iniciando sua proliferagcdo e um elevado numero de “clusters” espermatogoniais
periféricos.

As caracteristicas ultraestruturais das células germinativas em C. kelberi,
assemelham-se ao padrdo apresentado pela maioria dos Teledsteos. A
espermatogénese € do tipo cistica, resultando na formagcéo de um espermatozoide
aquético Tipo I. A analise da espermatogénese permitiu a identificacdo de dois tipos
de células germinativas: as mitéticas, e as meioticas. No primeiro tipo, estédo
representadas as espermatogdnias primarias e secundarias, caracterizadas pela
presenca de corpos cromatoides. Ja as células meidticas incluem, os espermatdcitos
primarios, identificados pela compactacdo cromatinica e presenca de complexos
sinaptonémicos e, espermatocitos secundarios, menos volumosos e raramente
observados. A espermiogénese mostra que as espermatides caracterizam-se, por
uma compactacdo cromatinica gradual na forma de filamentos justapostos;
desenvolvimento flagelar; formacdo da fossa nuclear, rotacdo do nlcleo e;
eliminacdo do excesso de citoplasma. Os espermatozéides sdo formados por
cabeca, peca intermediaria e flagelo. A cabeca € esférica, ndo apresenta acrossoma
e estad envolvida por uma estreita faixa de citoplasma. A fossa nuclear apresenta
uma projecdo que adentra no nucleo. A peca intermediaria € curta, apresenta
expansoes citoplasmaticas e, abriga aproximadamente 10 mitocondrias. O flagelo
possui eixo perpendicular e ligeiramente excéntrico a base do nucleo, apresentando
o classico axonema 9+2. Possui duas expansodes laterais da membrana flagelar que
apresentam tamanhos variaveis. A reproducdo em C. kelberi é do tipo parcelada, e
assim como a maioria dos teledsteos, apresenta o tipo basico de espermatozdide,

conhecido como “aquasperma” uniflagelado anacrossomal.

Palavras-chave: Classes reprodutivas. epitélio germinativo. espermiogénese.

espermatozéide. maturagdo gonadal. tucunaré.



ABSTRACT

The Cichla kelberi, a recently classified specie and popularly known as yellow

peacock bass, is endemic from the Araguaia an low Tocantins river, being, however,
found in many other basins, where has great importance for the professional fishing
for its high economic value due to the quality and flavor of their meat and fishing, as
can be observed by annual championships of peacock in the rivers where it is. To
understand this fast process of occupation and adaptation to new environments, 78
specimens of C. kelberi were caught monthly between the months of March 2009 to
February 2010 with the aid of fishing pole and hook, from the Lagoa do Pernilongo
(20° 29’ 11,937S, 51° 25’ 33,2770) and llha da Ferradura (20° 28’ 27,11” S, 51° 25’
54,563”0), in the Jupia Reservoir, Parana River, llha Solteira, Sdo Paulo, Brazil,
where it was introduced. It was defined four gonadal maturation class to the annual
reproductive cycle of the yellow peacock bass C. kelberi. The definition of the Early
Maturation, Mid Maturation, Final Maturation and Regression Classes, were based
on the changes of the testicular germinal epithelium associated with the germ cell
stages present. The Class of Early Maturation is characterized by the presence of a
fully continuous germinal epithelium, cysts with germ cells at all stages of
development, intense spermatogenic activity throughout the testis and rare “clusters”
peripherals, consisting of primary spermatogonia. The Mid maturation Class starts
with the appearance of a discontinuous germinal epithelium in the anastomosed
region with spermatogenesis decrease and sperm storage in this region. The
peripheral groups of spermatogonia or “clusters” are missing at the end of this class
of maturation. In the Final Maturation Class the germinal epithelium discontinuity
reaches the periphery of lobules. Although the testicular main duct and anastomosed
region act in storing sperm, spermatogenesis does not cease in the testicular
periphery. The peripherals “clusters” are again observed at the end of this
reproductive class. The Regression Class is characterized by the presence of a
totally discontinuous germinal epithelium in all lobes; few spermatocysts, with some
still in spermatogenesis; waste sperm scattered across the length gonadal; primary
spermatogonia initiating it proliferation and a large number of spermatogonium

peripheral “clusters”. The ultrastructural characteristics of germ cells in C. kelberi,



resemble the pattern shown by most teleosts. The Spermatogenesis is cystic type,
resulting in the formation of a sperm water Type |. The analysis of spermatogenesis
allows the identification of two types of germ cells: the mitotic and meiotic ones. In
the first type depicts the primary and secondary spermatogonia, characterized by the
presence of chromatoid bodies. Already the meiotic cells include, the primary
spermatocytes, identified by chromatin condensation and presence of synaptonemal
complexes, and secondary spermatocytes, less large and rarely observed.
Spermiogenesis shows that the spermatids are characterized by a gradual chromatin
condensation in filaments juxtaposed form; flagellar development; formation of the
nuclear fossa; nuclear rotation and; elimination of excess cytoplasm. Sperm are
formed by head, midpiece and flagellum. The head is spherical, has no acrosome
and is surrounded by a narrow strip of cytoplasm. The nuclear fossa shows a
projection which enters into the nucleus. The midpiece is short, show cytoplasmatic
expansion and comprises about 10 mitochondria. The flagellum has axis
perpendicular and slightly eccentric to the base of the nucleus, with the classical 9 +2
axoneme. It has two lateral extensions of the flagellar membrane that have variable
lengths. The reproduction in C. kelberi is the multiple spawn type, and like most
teleostei show the basic spermatozoon type, known as anacrossomal

uniflagellate aquasperm.

Key-words: reproductive Class. germinative epithelium. spermiogenesis.

spermatozoon. gonadal maturation. peacock bass.
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I. INTRODUCAO

Estima-se que os peixes compreendem aproximadamente 33.000 espécies marinhas e
de agua doce, sendo a ictiofauna de agua doce Neotropical, considerada a mais rica do
mundo. De acordo com Reis et al. (2003), das 13.000 espécies de peixes de agua doce
estimada para o planeta, aproximadamente 6.000 espécies sdo encontradas na regido
Neotropical, das quais 4.475 sdo consideradas validas e cerca de 1.550 sdo conhecidas, porém
ainda nédo descritas formalmente. Toda esta diversidade representa aproximadamente 20% de
todos os peixes existentes e 10% de todas as espécies de vertebrados. Segundo Buckup et al.
(2007), este elevado numero de espécies reflete ndo apenas a grande diversidade existente nas
bacias hidrogréaficas tropicais e subtropicais da regido Neotropical, na qual o Brasil esta
inserido, como também num constante e significativo aumento do conhecimento sobre a
ictiofauna brasileira. Em analise das datas de descri¢fes das espécies de peixes de agua doce,
ocorrentes no Brasil, Buckup et al. (2007) mostra que o nimero de espéecies conhecidas
continua a aumentar significativamente, registrando-se crescimento superior a 20% na Ultima
década (411 espécies), e que o periodo de 2001 a 2005 foi o mais produtivo da histéria da
ictiologia brasileira, tendo sido descritas 267 espécies de peixes.

Com aproximadamente 150 familias a Ordem Perciformes € a mais diversificada
dentro do grupo dos peixes, com 9.293 espécies, e a maior ordem dos vertebrados em nimero
de espécies, sendo o0 grupo dominante em muitos ambientes de agua doce tropical e
subtropical (OYAKAWA et al., 2006). Dentre as mais importantes familias desta ordem, a
familia Cichlidae, conhecida por apresentar a linha lateral seccionada e a maxila superior com
capacidade protratil, tem preferéncia por ambientes Iénticos, sendo considerada a mais
numerosa familia de peixes ndo-Ostariophysi e uma das maiores familias de vertebrados com
pelo menos 1.300 espécies conhecidas e uma estimativa de existéncia de 1.900 espécies, com
destaque para a regido Neotropical, na qual é considera a terceira familia de peixes mais
diversa, atrds apenas das familias Characidae e Loricariidae, respectivamente (REIS et al.,
2003). Nesta regido, sdo encontradas aproximadamente 600 espécies de ciclideos distribuidos
em cerca de 60 géneros distintos, em diversos rios e canais das Américas do Sul e Central,
ocorrendo desde a Patagonia até o Texas. Em meio a toda esta diversidade, 291 espécies
validas sdo encontradas na América do Sul, das quais 220 estdo presentes no Brasil (FARIAS
et al. 2000; REIS et al. 2003; SPARKS & SMITH, 2004; OYAKAWA et al., 2006; RICAN
& KULLANDER, 2006; BUCKUP et al., 2007). Esta grande diversidade dos ciclideos é



atribuida a dois fatores principais: seu avancado cuidado parental e o desenho de seu
complexo maxilar faringeano utilizado para mastigacdo da comida, possibilitando aos
membros desta familia adaptagdo a ambientes distintos e, conseqlientemente, uma grande
dispersdo geografica. (REIS et al., 2003).

Entre os ciclideos mais populares, estdo as espécies do género Cichla, que sdo
consideradas 0s maiores representantes da familia, sendo localmente conhecidas como
tucunaré (Brasil e Peru), pavon (Venezuela e Colémbia) ou peacock bass (Ameérica do Norte)
(WINEMILLER et al., 1997). Com 15 espécies de peixes, reconhecidas por caracteristicas
externas, dentre as quais o padrdo de coloracdo e meristica sao as mais importantes, os Cichla,
endémicos dos rios das bacias AmazoOnica, Tocantins e Orinoco, estdo amplamente
distribuidos pelos rios e agudes da regido Norte e Nordeste, bacias dos rios Grande, Tieté e
Alto Parana, na regido Sudeste do Brasil, bacias do rio Piquiri e Sdo Lourenco, na regido
Centro-Oeste do Brasil, além de serem encontrados em paises como Bolivia, Peru, Venezuela,
Estados Unidos (Florida), Panama, Havai e mais recentemente na Malasia, onde foram
introduzidos para cultivo, programas de repovoamento, mas principalmente para a pesca
esportiva, motivado por sua voracidade e tenacidade, pois como mencionado por Dieter
Kelber (1999) “poucos peixes tém uma capacidade como a do tucunaré que, além de ser um
predador nato, nos brinda com um espetaculo de beleza de cores, astlcia, valentia e com um
verdadeiro show quando fisgados™ . Por este motivo o tucunaré ¢ considerado o simbolo da
pesca esportiva no Brasil (NASCIMENTO et al., 2001; WINEMILLER, 2001; NOBREGA,
2003; KULLANDER & FERREIRA, 2006; MUNOZ, et al., 2006).

Entretanto, sua introducdo aos novos ambientes, tem acarretado a extingdo de muitas
espécies nativas, levando a diversidade da comunidade ictia local ao declinio, como mostrado
por Zaret & Paine (1973) que relatam uma diminui¢cdo a menos de 50% da abundancia de
quase todas as espécies de peixes nativos do lago Gatum no Panama, apds a dispersdo de
Cichla ocellaris nesse ambiente. Godinho et al. (1994), também reporta este efeito quando
descreve o desaparecimento de pequenas espécies de peixes nos lagos de rio Doce, Minas
Gerais, que sdo colonizados por Cichla ocellaris. Assim como Santos et al. (1994) que
constataram que o tucunaré Cichla sp. e a corvina, Plagioscion squamosissimus, ambas
exoticas para a regido, estdo dominando a comunidade ictia nos reservatorios de Furnas e
Marimbondo na bacia do rio Parana. A principal causa do desaparecimento das espécies
locais é a predacdo voraz realizada pelos tucunarés, que é considerado o maior predador da
América do Sul (WINEMILLER et al., 1997)



Ao longo de sua vida, 0s tucunarés sdo peixes miméticos, adaptando-se as estruturas
ambientais em que se encontram. Quando alevino apresenta um traco horizontal na lateral,
pois vive mais na superficie da agua. Quando jovem, tem quase sempre muitas pintas brancas,
confundindo-se, deste modo, com o cascalho do fundo dos lagos e remansos. Por essa
condicdo, € chamado em diversas regides de tucunaré-paca, paquinha, etc., numa alusdo a
semelhanga com o aspecto de uma paca jovem, com pintas. Ao se tornar adulto, acentuam-se
suas barras verticais, adaptando-se, assim, as aguas mais profundas. (KELBER, 1999).

Além das barras verticais, presentes em todas as espécies do género Cichla, diferindo
apenas no numero presente em cada espécie, 0s tucunarés apresentam algumas caracteristicas
comuns, como a presenca de um ocelo em sua nadadeira caudal; o aparecimento de uma
protuberancia ceféalica pés-occipital, formada por acumulo de tecido adiposo, também
conhecida como gibosidade, em machos no inicio da maturidade sexual; preferéncia por
ambientes Iénticos para a reproducdo; além da participacdo de ambos, macho e fémea, na
construcdo e limpeza do ninho e, durante o periodo de cuidado parental dispensado a prole,
que vai até, aproximadamente, os dois meses de idade, quando os filhotes atingem um
comprimento médio de 6 cm, e 0 ocelo caudal e as barras verticais comecam a aparecer
(MAGALHAES et al., 1996; ANTONELLI, 1999; KELBER, 1999; CHELLAPPA et al., 2003;
GOMIEIRO & BRAGA, 2004; KULLANDER & FERREIRA, 2006; MUNOZ et al., 2006).

Dentre as nove novas espécies de tucunaré, recentemente descritas por Kullander e
Ferreira (2006) em seu trabalho de revisdo do género Cichla, o Cichla kelberi, espécie
conhecida como tucunaré amarelo no estado de S&o Paulo e tucunaré comum no nordeste
brasileiro, recebeu este nome em reconhecimento ao trabalho de Dieter Kelber, que além de
apoiar o estudo com informagdes e imagens da espécie, promoveu o género Cichla como
peixes esportivos. (FONTENELE, 1948; KELBER, 1999; KULLANDER & FERREIRA,
2006).

O C. kelberi tem sido alvo de constante confusdo com C. monoculus e C. pleizona, as
duas espécies de tucunaré mais semelhantes, entretanto, distingue-se desta e das demais
espécies de Cichla por apresentar, quando adultos, pequenas manchas claras nas nadadeiras
pélvica e anal, e no lobo inferior da nadadeira caudal (KULLANDER & FERREIRA, 2006).
Outras caracteristicas notaveis desta espécie sdo a presenca de trés barras verticais escuras nos
flancos, uma barra occipital pronunciada nos individuos de maior porte, auséncia de marcas
escuras ou ocelares laterais a cabegca e manchas escuras irregulares na regido anterior do
abdome (KULLANDER & FERREIRA, 2006). Sua distribuicdo geogréfica original sdo as



bacias do rio Araguaia e baixo Tocantins, entretanto, Kelber (1999) listou-a nas bacias do
Alto Parand no Brasil, Rio Paraiba do Sul e Rio Sdo Francisco onde apresenta grande
importancia para a pesca profissional por seu alto valor econdmico, por estar entre as espécies
mais apreciadas pela culinaria, sendo freqlientemente referida, como uma das melhores carnes
entre 0s peixes de &gua doce, e pela pesca esportiva, como pode ser observado pelos
campeonatos anuais de pesca ao tucunaré, como ocorre no reservatorio de Jupia, no municipio
de llha Solteira - SP.

I. 1. Morfologia Testicular

Os peixes teledsteos representam aproximadamente 96% de todas as espécies de
peixes conhecidas, tendo alcangado sucesso nos ambientes aquaticos mais diversos, nos quais
tanto as condicdes bidticas, como disponibilidade de alimento e pressdo de predacdo, quanto
as abidticas, como temperatura, fotoperiodo, oxigénio disponivel, etc., variam amplamente no
espaco e no tempo. Esta adaptabilidade a habitats distintos reflete na grande diversidade de
formas, tamanhos, padrdes de ciclo de vida e, principalmente, no tipo de reproducdo adotada
por cada espécie do grupo, que apresenta as mais variadas e diversificadas estratégias
reprodutivas dentre os vertebrados, incluindo todos os mecanismos de reproducdo sexuada
conhecidos, como € o caso do gonocorismo (predominante neste grupo), além de alguns,
como superfetacdo e ginogénese, Unicos no reino animal. Ademais, em algumas espécies 0s
mecanismos reprodutivos envolvem o desenvolvimento de érgdos especializados para a
fecundacéo interna, enquanto a maioria adota a liberacdo de gametas no ambiente aquatico,
para a fecundacdo externa. Apesar das inumeras estratégias reprodutivas, a maioria dos
teledsteos, inicia o desenvolvimento gonadal em uma época anterior aquela de reproducéo,
completando sua maturacdo no momento em que as condi¢fes ambientais forem adequadas a
fecundacdo e desenvolvimento da prole (NAGAHAMA, 1983; PUDNEY, 1995;
VAZZOLER, 1996; LE GAC & LOIR, 1998; NOBREGA, 2003; VERISSIMO-SILVEIRA,
2003; OYAKAWA et al., 2006).

Como resultado desta grande diversidade reprodutiva, os peixes apresentam diferentes
tipos morfoldgicos de sistemas reprodutivos e estruturas gonadais, principalmente se tratando
de testiculos. Entretanto, na maioria dos teledsteos com fecundagdo externa, os testiculos séo
6rgdos predominantemente pares e alongados, situados no celoma, caudalmente aos rins e

dorsalmente ao canal alimentar, sendo sustentados por uma fina camada de peritdnio,



chamada mesorquio. Sao individualizados por toda a sua extensdo e se unem em sua
extremidade caudal, convergindo para o0 exterior por meio do poro urogenital
(ALEXANDRINO et al., 1985; SELMAN & WALLACE, 1986; LE GAC & LOIR, 1999;
NOBREGA, 2003; VERISSIMO-SILVEIRA, 2003; GRIER & ARANZABAL, 2009).

A superficie externa das gdnadas é lisa, sendo os seus volumes, formas e coloragdo
variaveis com o desenvolvimento gonadal; microscopicamente € envolvida por um tecido
conjuntivo, nomeado tdnica albuginea, que emite projecdes para o interior do Orgao,
originando o compartimento intertubular ou intersticial, que delimita um segundo
compartimento, chamado compartimento tubular. No compartimento intersticial estdo
presentes células esteroidogénicas de Leydig, células midides, macréfagos, células tronco,
vasos sanguineos e células do tecido neural e conectivo; o compartimento tubular é delimitado
por uma membrana basal, e compreende um epitélio germinativo, composto por apenas dois
tipos celulares, as células somaticas de Sertoli e as células germinativas que se encontram em
diferentes estagios de desenvolvimento (espermatogonias, espermatdcitos, espermatides e
espermatozoides), limitando uma cavidade ou limem. A organizagdo dos testiculos em
compartimento intertubular e tubular € uma caracteristica altamente conservada em
vertebrados, ocorrendo de peixes a mamiferos (GRIER, 1981; ALEXANDRINO et al., 1985;
GRIER, 1993; GRIER & LO NOSTRO, 2000; VICENTINI et al., 2001; BROWN-
PETERSON et al., 2002; GRIER, 2002; VERISSIMO-SILVEIRA, 2003; LO NOSTRO et al.,
2004; BATLOUNI et al., 2006; NOBREGA et al., 2009; SCHULZ et al., 2010).

Os estudos detalhados da estrutura dos testiculos dos teledsteos sdo conduzidos desde
longa data. Entretanto, somente no ano de 1993 Grier, com base na morfologia comparada das
diferentes classes de Chordados, acabou com a confusdo existente na literatura entre os
termos “lobulo” e “tibulo”, que até entdo eram utilizados de forma indiscriminada pelos
cientistas (GRIER et al., 1980; GRIER, 1981; FRAILE et al., 1992). Deste modo, o testiculo
dos peixes, foi classificado em tubular anastomosado, no qual os compartimentos
germinativos sdo interconectados, formando uma rede altamente ramificada, que ndo termina
na periferia testicular e, em lobular, caracterizado pela presenca de um epitélio germinativo
confinado em compartimentos, que terminam em fundo cego na periferia do testiculo. O
primeiro tipo testicular é encontrado em teledsteos filogeneticamente mais basais, enquanto
isso, 0 segundo estd presente nos Neoteleosteos, filogeneticamente mais derivados. Além
disso, baseando-se na distribuicdo das espermatogonias primarias ao longo do compartimento
germinativo, o testiculo do tipo lobular foi dividido em outros dois diferentes tipos: lobular



espermatogonial irrestrito, que apresenta um padrdo mais primitivo, sendo encontrado em
grupos taxondmicos mais basais, como nas ordens Synbranchiformes e Perciformes e; lobular
espermatogonial restrito, presente apenas nos teledsteos mais derivados, pertencentes as
ordens Atheriniformes, Cyprinodontoformes e Beloniformes (GRIER, 1993; LE GAC &
LOIR, 1998; PARENTI & GRIER, 2004; GRIER & ARANZABAL, 2009; SCHULZ et al.,
2010). Entretanto, um terceiro tipo, intermediario entre o espermatogonial restrito e irrestrito,
parece existir. Neste, espermatogonias indiferenciadas mostram uma preferencial, porém néo
exclusiva localizagdo proxima a tdnica albuginea (SCHULZ et al., 2010). Este tipo de
distribuicdo espermatogonial foi encontrado para o Perciformes Oreochomis niloticus
(VILELA et al., 2003), no Pleuronectiformes Solea senegalensis (GARCIA-LOPEZ et al.,
2005) e no Gardiformes, Gadus morhua (ALMEIDA et al., 2008).

A espermatogénese, termo inicialmente utilizado por Rossen-Runge (1962), é um
complexo e coordenado processo de transformacdo, no qual espermatogbnias dipldides
sofrem proliferacdo e diferenciacdo para produzir células germinativas masculinas haploides,
chamadas espermatozéides. Em anamniotas (peixes e anfibios), este processo se desenvolve
no interior de unidades funcionais, chamadas cistos ou espermatocistos, formados por um
dindmico grupo de células de Sertoli que envolve e nutri células germinativas em
desenvolvimento sincrénico. Este sincronismo entre as células germinativas de um mesmo
cisto é resultado de citocineses incompletas, sofridas durante as primeiras divisdes mitdticas
das espermatogbnias primarias, que se mantém interconectadas por pontes citoplasmaticas
(GRIER et al., 1980; PUDNEY, 1995; LE GAC & LOIR, 1998; VERISSIMO-SILVEIRA,
2003; MONTOYA-LOPEZ et al., 2006; MATTA et al., 2009; NOBREGA et al., 2009;
SCHULZ et al., 2010). A espermatogénese pode ser dividida em trés fases principais, nos
teledsteos: 1) proliferativa ou espermatogonial, na qual as espermatogbnias passam por
rapidas e sucessivas divisdes mitoticas; 2) meiodtica ou espermatocitaria, na qual o material
genético é duplicado, recombinado e segregado e 3) diferenciacdo ou espermiogénica, na qual
as espermatides passam por drasticas mudancas morfolégicas e fisiologicas para formacéo do
espermatozéide (LO NOSTRO et al., 2003b; NOBREGA et al., 2009; SCHULZ et al., 2010).

As alteracBes do epitélio germinativo masculino tém sido utilizadas para definicéo das
classes reprodutivas, durante o ciclo reprodutivo anual das espécies de peixe (GRIER &
TAYLOR, 1998; GRIER, 2002), complementando a tradicional escala de aplicacdo geral para
o0 periodo de proliferacdo testicular, proposta por Vazzoler (1981), com base em aspectos

macroscopicos. Elas sdo definidas com base na alterndncia do epitélio germinativo em



continuo e descontinuo, associado aos estagios das células germinativas presentes no
testiculo. Um epitélio germinativo continuo se constitui de uma populacdo continua de células
de Sertoli e células germinativas que se estendem ao longo de todo o comprimento dos
I6bulos ou tdbulos. Ja o epitélio germinativo descontinuo, caracteriza-se pela perda das
células germinativas quando os espermatozoides sofrem espermiagdo, ou seja, quando sdo
expelidos dos espermatocistos para a luz do compartimento germinativo (GRIER, 1993;
GRIER & TAYLOR, 1998; GRIER, 2002; GRIER & LO NOSTRO, 2000; BROWN-
PETERSON et al., 2002; NOBREGA, 2003; VERISSIMO-SILVEIRA, 2003). Seguindo esta
metodologia cinco classes reprodutivas (Regredido, Maturacdo Inicial, Maturacdo
Intermediaria, Maturacao final e Regressdo) foram definidas durante o ciclo reprodutivo anual
de Centropomus undecimalis (GRIER & TAYLOR, 1998), Rachycentron canadun
(BROWN-PETERSON et al., 2002) , Cynoscion nebulosus (BROWN-PETERSON &
WARREN, 2001), Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO et al., 2003a), Serrasalmus
espilopleura (NOBREGA, 2003); Salminus brasiliensi (VERISSIMO-SILVEIRA, 2003) e
Gymnotus carapo (ISHIBA et al., 2010).

Com relacdo a ultraestrutura da espermatogénese, inumeros estudos tém sido
realizados com o propdsito de disponibilizar caracteres que possam ajudar a esclarecer
relacdes filogenéticas entre as espécies de peixes. Estes estudos tém sido conduzidos,
particularmente, durante a espermiogénese, € com 0s proprios espermatozoides, devido a
grande divergéncia em sua forma e estrutura. (BILLARD, 1970; MATTEI, 1970; BRUSLE,
1981; BILLARD, 1983; BACCETTI et al., 1984; CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING,
1986/1987; THAW et al.,, 1990; JAMIESON, 1991; MATTEI, 1991; WEITZMAN &
MALABARBA, 1998; ANTONELI, 1999; FALUGI et al., 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO
et al., 2001; GUSMAO-POMPIANI, 2003; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003;
VERISSIMO-SILVEIRA et al., 2006; SPADELLA, 2007; VERISSIMO-SILVEIRA, 2007;
GUSMAO-POMPIANI et al., 2009; PSENICKA et al., 2010; SPADELLA et al., 2010).

A espermiogénese pode ser classificada em Tipo | ou Tipo Il, dependendo da presenca
ou auséncia de rotacdo nuclear, respectivamente, levando a formacéo de dois diferentes tipos
de espermatozdides. No espermatozoide do Tipo I, o eixo flagelar se posiciona
perpendicularmente em relacdo ao nucleo, enquanto no espermatozéide do Tipo I, o eixo
flagelar ¢ paralelo ao nucleo (MATTEI, 1970; JAMIESON, 1991). Ademais, Jamieson (1991)
classificou o espermatozdide em “aquasperma” e “introsperma”, baseando-se na fertilizacao

externa ou interna, respectivamente. Os espermatozéides do tipo “aquasperma” possuem uma



cabeca arredondada e uma pequena peca intermediaria com poucas mitocéndrias, enquanto 0s
“introspermas” sdo caracterizados por uma cabeca alongada e outras caracteristicas derivadas,
como a auséncia de peca intermediaria, auséncia de rotacdo nuclear, cabeca mais ou menos
paralela ao flagelo e as mitocondrias localizadas na extremidade posterior da cabeca
(JAMIESON 1991; MATTEI 1991). Em ambos os tipos de espermatozoide ndo ha presenca
de acrossoma, 0 que é provavelmente compensado pela presenca de uma abertura no o6citos,
chamada micropila, permitindo a passagem do espermatozdide no momento da fertilizacéo
(MATTEI, 1991; SHAHIN, 2006). Além disso, 0s espermatozoides de peixes ainda podem
ser biflagelados, uniflagelados e até mesmo aflagelados (BACCETTI et al., 1984;
BACCETTI, 1986)

Apesar da enorme variedade de formas, tamanhos e estruturas, cada espécie é
caracterizada por uma organizacdo particular das organelas espermaticas, num padrdo geral
uniforme, comum para toda familia. (MATTEI, 1970; MATTEI, 1991; BACCETTI et al.,
1984). Deste modo, os estudos da ultraestrutura da espermatogénese e dos espermatozdides
em peixes, podem ser utilizados como um instrumento complementar aos estudos
morfoldgicos e moleculares, para um melhor entendimento das relacdes filogenéticas entre as

espécies.



Il. OBJETIVOS

Il. 1. Geral:

Considerando a rapida adaptagdo e grande importancia econémica da espécie, tanto
para a pesca profissional e esportiva como para a aquicultura, o trabalho proposto descreve o
ciclo reprodutivo masculino e a ultraestrutura da espermatogénese do ciclideo Neotropical
Cichla kelberi (KULLANDER & FERREIRA, 2006), pois o conhecimento dos estudos
basicos acerca da biologia reprodutiva desta espécie pode ser aplicado na solucdo de

problemas na aqlicultura e em areas afins, como sistematica e ecologia.

I1. 2. Especificos:

* Realizar a caracterizagdo testicular e definir as classes reprodutivas do Cichla

kelberi, com base nas alteracfes do epitélio germinativo em continuo e descontinuo;

* Realizar estudos histoquimicos do testiculo para deteccdo de glicosaminoglicanas,
com auxilio de reacdes de Acido Periodico-Schiff (PAS) e Alcian Blue (AB), e

respectivas reacdes de bloqueio;

* Realizar a analise ultraestrutural da espermatogénese de Cichla kelberi.
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CAPITULO 1

Ciclo reprodutivo anual do tucunaré amarelo Cichla kelberi (Teleostei, Perciformes,

Cichlidae) no reservatério de Jupid, rio Parana, Sdo Paulo, Brasil.
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Ciclo reprodutivo anual do tucunaré amarelo Cichla kelberi (Teleostei, Perciformes,

Cichlidae) no Reservatdério de Jupia, rio Parana, Sdo Paulo, Brasil.

Didgenes Henrique de Siqueira Silva, Carlos Alberto Vicentini, Rosicleire Verissimo-Silveira.

RESUMO

Estudos morfologicos das gbnadas dos Teledsteos tém sido conduzidos, com o
objetivo de identificar aspectos de sua biologia reprodutiva, tal como o ciclo reprodutivo
anual das espécies. Deste modo, com o objetivo de caracterizar o ciclo reprodutivo anual de
Cichla kelberi no Reservatério de Jupid, rio Parand, llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil, 78
exemplares desta espécie foram mensalmente coletados, entre marco de 2009 e fevereiro de
2010, com o auxilio de vara de pesca e anzol na Lagoa do Pernilongo (20° 29’ 11,93”S, 51°
25” 33,2770) e Ilha da Ferradura (20° 28 27,117 S, 51° 25’ 54,5370). As analises
histoldgicas dos testiculos desta espécie, permitiram classificd-los como do tipo lobular
espermatogonial irrestrito, além da definicdo de quatro classes reprodutivas para seu ciclo
reprodutivo anual desta. As Classes de Maturacgdo Inicial, Intermediaria, Final e Regresséo,
foram definidas com base nas altera¢des do epitélio germinativo testicular, e nos estagios das
células germinativas. A Classe de Maturagdo Inicial é caracterizada pela presenca de um
epitélio germinativo totalmente continuo, cistos contendo células germinativas em
desenvolvimento parcialmente sincrénico durante a espermatogénese, intensa atividade
espermatogénica e raros “clusters” ou agrupamentos espermatogoniais na periferia dorsal do
testiculo, na regido de fundo cego dos lébulos. A Classe de Maturagdo Intermediaria inicia
com o surgimento de uma descontinuidade do epitélio germinativo na regido anastomosada,
diminuindo a espermatogénese e iniciando a estocagem de espermatozodides na regido. Os
“clusters” estdo ausentes ao final desta Classe de maturacdo. Na Maturacdo Final, a
descontinuidade do epitélio germinativo atinge a periferia lobular. E, embora ducto testicular
principal e regido anastomosada somente estoquem espermatozdides, a espermatogénese
continua na periferia testicular. Os “clusters” estdo presentes ao final desta fase. Na
Regressdo, todos os l6bulos apresentam descontinuidade em seu epitélio germinativo, o
numero de cistos é reduzido (alguns espermatogénicos), espermatozéides residuais se

dispersam pela gbnada, e espermatogbnias primarias passam por proliferacdo, inclusive nos
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inimeros “clusters”. A atividade reprodutiva anual de C. kelberi no Reservatorio de Jupia
atingiu seu pico nas estacdes de chuvas e temperaturas elevadas durante a primavera e,
principalmente, verdo, entre setembro de 2009 e fevereiro de 2010, ocorrendo, entretanto, um
pico reprodutivo menor nos meses de maio e junho de 2009, durante o outono, caracterizando

a reproducdo desta espécie como do tipo parcelada.

Palavras-Chave: classes reprodutivas; epitélio germinativo; espermatogénese.
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ABSTRACT

Morphological studies of the Teledstei gonads have been conducted, aiming identify
the aspects of the reproductive biology, like the annual reproductive cycle of the species. Thus
to characterize the annual reproductive cycle of Cichla kelberi in the Jupia Reservoir, Parana
River, llha Solteira, Sdo Paulo, Brazil, 78 specimen of this specie were monthly caught
between March 2009 and February 2010, with fishing pole and hook from the Lagoa do
Pernilongo (20° 29° 11,93”S, 51° 25° 33,27”W) and Ilha da Ferradura (20° 28° 27,11” S, 51°
25’ 54,53”W). The histological analyses of this of specie’s testes allowed us classifying it as
lobular espermatogonial unrestricted type, besides the definition of four gonadal maturation
class to its annual reproductive cycle. The classes of Early Maturation, Mid Maturation, Final
Maturation and Regression, were defined based on the changes of the testicular germinal
epithelium and in the germ cell stages. The Class of Early Maturation is characterized by the
presence of a fully continuous germinal epithelium, cysts with germ cells in partially
synchronic development during the spermatogenesis, intense spermatogenic activity
throughout the testis and rare spermatogonial “clusters”or espermatogonial groups in the
periphery of the testes, in the blind ends of the lobules. The Mid maturation Class starts with
the appearance of a discontinuous germinal epithelium in the anastomosed region, decreasing
the spermatogenesis and starting the spermatozoon storage in this region. The "clusters” are
missing at the end of this class of maturation. In the Final maturation the germinal epithelium
discontinuity reaches the lobular periphery. Although the testicular main duct and
anastomosed region act only storing sperm, spermatogenesis continues in the testicular
periphery. The “clusters” are present at the end of this phase. In the Regression all lobes
shown discontinuity in the germinal epithelium, few cysts are present (some spermatogenic),
and waste sperm are scattered across the length gonadal and primary spermatogonia
undergoes proliferation including in the numerous “clusters”. The reproductive activity of C.
kelberi in Jupi& Reservoir reached its peak in seasons of rain and higher temperatures during
the spring season and principally en the summer, between September 2009 and February
2010, occurring, however, a lower reproductive peak during May and June 2009 in the

autumn season, characterizing the reproduction of this species as the multiple type.

Key-Words: reproductive classes; germinative epithelium; spermatogenesis.
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INTRODUCAO

Estudos morfoldgicos das gbnadas dos Teledsteos tém sido conduzidos ha um longo
tempo, com o objetivo de identificar aspectos da biologia reprodutiva deste grupo, tais como
ritmos de desova, fecundidade, inicio da maturacdo reprodutiva, duracdo da estacdo de
reproducdo, além do ciclo reprodutivo anual, que é definido com base nas classes de
maturacdo gonadal (classes reprodutivas) presentes ao longo do ano (PARENTI & GRIER,
2004).

O critério tradicional utilizado para definicdo das classes reprodutivas leva em
consideracdo a predominancia dos estagios de desenvolvimento das células germinativas,
presentes nos testiculos a cada momento do ciclo reprodutivo de uma espécie (BATLOUNI et
al., 2006). Vieira et al. (2009), por exemplo, utilizaram este critério para definir as Classes de
Repouso, Maturacdo inicial, Maturacdo avancada e Parcialmente esvaziado para o tucunaré
azul Cichla piquiti. Entretanto, a terminologia adotada para a definicdo das Classes
reprodutivas varia entre os diferentes autores, como pode ser observado pelas espécies de
Cichla que tiveram seu ciclo reprodutivo descrito. Em C. monoculus utilizou-se as
caracteristicas sexuais secundarias e o indice Gonadossomatico (CHELLAPPA et al., 2003),
jaem C. ocellaris e C. monoculus definiram-se as Classes imaturo, em matura¢do, maduro e
esgotado analisando apenas 0s aspectos macroscopicos das gonadas (GOMIEIRO & BRAGA,
2004). Para C. kelberi foram definidas as Classes de Repouso, Em matura¢do, Em
Reproducgdo e Esgotado, com base nas analises macroscopicas das gdnadas, nos estagios das
células germinativas, além da presenca ou auséncia de gibosidade (SOUZA, 2007). Ja
Gomieiro et al. (2009), considerando aspectos macroscépicos dos testiculos, como, coloracao,
transparéncia e vascularizacdo superficial, definiram as Classes Imaturo, Em maturacéo,
Maduro e Esgotado, para esta mesma espécie.

Apesar das diferentes formas de classificacdo gonadal presentes na literatura,
recentemente, as Classes reprodutivas presentes no ciclo reprodutivo dos machos de uma
espécie tém sido associadas aos estdgios de desenvolvimento das células germinativas
presentes nos testiculos e as alteracdes anuais do epitélio germinativo, de continuo
(caracterizado por uma populacdo continua de células de Sertoli e células germinativas) a
descontinuo (no qual ocorre a perda das células germinativas quando os espermatozdides séo
liberados para a luz lobular ou tubular) (GRIER & TAYLOR, 1998; GRIER, 2002). Esta

metodologia tem sido amplamente difundida e mostrou ser vidvel para diferentes grupos de
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peixes, como Cynoscion nebulosus, Rachycentron canadum, Padogobius martensi,
Synbranchus marmoratus, Sorubim lima, Salminus maxillosus = brasiliensis,
Pseudoplatystoma fasciatum = reticulatum e Gymnotus carapo, espécies pertencentes as
Ordens Perciformes, Siluriformes, Characiformes e Gymnotiformes (BROWN-PETERSON
& WARREN, 2001; BROWN-PETERSON et al., 2002; CINQUENTTI & DRAMIS, 2003;
LO NOSTRO et al., 2003a; NOBREGA, 2003, VERISSIMO-SILVEIRA, 2003, BATLOUNI
et al., 2006 e ISHIBA et al., 2010).

Deste modo, este trabalho teve por objetivo definir as classes de maturagcdo gonadal e
caracterizar o ciclo reprodutivo anual do tucunaré amarelo C. kelberi, com base nas alteracdes
do epitélio germinativo testicular, associado aos estagios das células germinativas presentes,

mais as analises macroscopicas dos testiculos.

MATERIAL E METODOS

No periodo de marco de 2009 a fevereiro de 2010, 77 exemplares machos e adultos e
um exemplar imaturo, do tucunaré amarelo Cichla kelberi foram coletados mensalmente, com
o0 auxilio de vara de pesca e anzol (carretilha e molinete) (Fig. 1). As coletas foram realizadas
na Lagoa do Pernilongo (20° 29’ 11,93”S, 51° 25” 33,2770) e llha da Ferradura (20° 28’
27,117 S, 51° 25° 54,53”0), ambos localizados no Reservatorio de Jupid, rio Parana, situado
no municipio de llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil (Figs. 2 e 3). Depois de anestesiados em
solucdo alcodlica de benzocaina (0,59 de benzocaina em 5mL de alcool absoluto e 5L de
agua), foi realizada a mensuracdo do comprimento total (LT, cm), padrdo (LS, cm) e peso
total (W, g) de cada exemplar.

Para as analises macroscopicas dos testiculos, foram observadas a consisténcia, a

coloracdo, o didmetro e a vascularizacéo das gonadas.



Figura 1: Exemplar de macho adulto de Cichla kelberi. (Lt = 35,5 cm).

Figura 2: Imagem de satélite dos pontos de coleta no Reservatério de Jupia. (Fonte: Google
Earth).
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Figura 3: Imagens dos pontos de coleta: A e B — Ilha da Feradura; C e D — Lagoa do

Pernilongo.

1. Processamento para microscopia optica

Os testiculos foram removidos e seccionados transversal e longitudinalmente em sua
regido intermediaria e fixados em solucéo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% em
tampdo fosfato Sorensen, pH 7,4, na qual permaneceram por um periodo minimo de 24 horas.
Em seguida, foram desidratados em solugédo alcodlica, em série crescente de concentragdo e
embebidos em glicol metacrilato (Technovit 7100/historesina), seccionados a 3,0 um de
espessura em micrétomo equipado com navalha de vidro LEICA RM 2245 e corados com
Hematoxilina e Eosina, Azul de Toluidina, além de serem submetidos a reagdo de Reticulina.

Todo o material assim preparado foi analisado ao Microscépio 6ptico Olympus — CX
41 e fotografado com maquina fotografica MOTICAM 2500 — 5.0 MPixel USB 2.0.
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2. Processamento para histoquimica

Os testiculos foram removidos e seccionados transversal e longitudinalmente em sua
regido intermediaria e fixados em solucdo de Bouin, na qual permaneceram por um periodo
méaximo de 24 horas. Ap0s este periodo realizou-se trocas sucessivas com alcool 70% até a
retirada de todo o excesso de fixador. Em seguida foram desidratados em solucdo alcodlica
em série crescente de concentracdo e embebidos em “paraplast” (Paraplast Plus — McCormick
ref. 502004).

Para a confec¢do das laminas histoldgicas, o material bioldgico ja incluido foi
submetido a cortes de 5 um de espessura, obtidos em um micrétomo equipado com navalha
de aco LEICA RM 2145. Os cortes foram selecionados e toda a rotina de histoquimica para
reacbes em PAS (Acido Periodico-Schiff), AB (Alcian blue) pH 0,5 e 2,5, Metacromasia
(Azul de Toluidina pH 2,5 e 5,6) se desenvolveu no Laboratério de Morfologia de

Organismos Aquaticos da Faculdade de Ciéncias da UNESP, Campus de Bauru.

3. Crescimento gonadal

Para analisar o crescimento dorsoventral e lateral dos testiculos de C. kelberi durante
seu desenvolvimento no periodo reprodutivo, os Indices de altura e largura dos testiculos de

10 individuos de cada classe de maturacdo foram calculados a partir da seguinte relacao:

Indice de altura ou largura= altura ou largura do testiculo x 100

Comprimento padrao

A altura dos testiculos foi calculada a partir do ducto testicular principal até a periferia
do testiculo, enquanto a largura foi medida de uma extremidade lateral a outra. As medidas

foram feitas em um e transformadas em mm (Fig. 4).
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Figura 4: Esquema de medidas do crescimento dorsoventral (altura) e lateral (largura) para os
calculos de indice de altura e largura dos testiculos de C. kelberi. d = ducto testicular

principal; L = 16bulos.

RESULTADOS

1. Caracteristicas morfométricas de Cichla kelberi

Os exemplares do tucunaré amarelo C. kelberi, apresentaram comprimento total entre
21,0 e 43,0cm (média de 32,9cm; desvio padrdo de 4,8), comprimento padrdo entre 18,0 e
35,5cm (média de 27,3cm; desvio padrdo de 4,4) e peso variando entre 100g e 1180g (média
de 486,8g; desvio padrédo de 236,6).

2. Estrutura testicular de Cichla Kelberi

Em C. kelberi os testiculos sdo Orgaos pares alongados, localizados dorsalmente a
cavidade celomatica abaixo dos rins. Apesar de individualizados por quase toda sua extensao,
se unem caudalmente, associando-se a uma glandula acesséria (Figs. 5, 13A e B). Séo
revestidos por um mesotélio e internamente envoltos por uma tunica albuginea que emite
projecdes para o interior dos testiculos formando os lébulos (Figs. 6, 13C e D). Estes I6bulos
terminam em fundo cego na periferia testicular (regido distal e dorsal), e se orientam em

direcdo a regido ventral do testiculo (regido proximal), onde se bifurcam, formando uma
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regido de estocagem, chamada regido anastomosada (Figs. 6, 13C-E). A regido anastomosada
se abre em uma area de estocagem e conducdo de espermatozdides para o ducto espermatico,
chamada ducto testicular principal (Figs. 6, 13E e F). O ducto espermatico de cada testiculo se
funde, formando um pequeno e Unico 6rgdo, antes de abrir em uma papila urogenital (Fig. 5).

No interior dos lobulos, forma-se um epitélio germinativo constituido por células
germinativas em diferentes fases de desenvolvimento (espermatogbnias primarias,
espermatogdnias secundarias, espermatocitos primarios, espermatécitos secundarios e
espermatides) (Fig. 14). Neste epitélio, enquanto espermatogdnias primarias sdo observadas
individualmente ao longo de toda a extensdo dos l6bulos ou formando os agrupamentos
espermatogoniais (“clusters” ou “ninhos” espermatogoniais periféricos) na periferia testicular,
as demais células germinativas sdo confinadas em cistos ou espermatocistos, formados por
projecdes citoplasmaticas das células de Sertoli (Figs. 6, 7 e 14). Apesar da ocorréncia de um
pequeno assincronismo entre 0s espermatdcitos primarios no inicio da primeira divisao
meiotica (Fig. 14E), o desenvolvimento das células germinativas no interior de cada cisto
ocorre de forma sincronica, e culmina com a liberacéo de espermatozdides para a luz lobular,
ao final da espermiogénese (Figs. 7, 14C-F).

As analises macroscopicas, associadas as alterac6es sofridas pelo epitélio germinativo,
de continuo a descontinuo, em conjunto ao estagio de desenvolvimento das células
germinativas presentes durante o ciclo reprodutivo do C. kelberi, permitiram a defini¢do de 4

classes de maturacdo gonadal ao longo do ano:

I - Maturacgéo Inicial

Nesta etapa, os testiculos sdo filiformes, com um diametro reduzido, pouca
vascularizagdo sanguinea e sdo translucidos (Fig. 15A).

Histologicamente, a Classe de Maturacdo Inicial caracteriza-se por apresentar um
epitélio germinativo totalmente continuo, que se estende desde a periferia até a regido do
ducto testicular principal, que nesta fase é filiforme, pouco visivel e apresenta luz reduzida
(Fig.15B-E). Os lébulos estdo completamente tomados por espermatocistos contendo celulas
germinativas (espermatogdnias secundarias, espermatdcitos primarios e secundarios e
espermatides), que se dividem ativamente por processos mitéticos e meiéticos no decorrer da
espermatogénese (Fig. 15D e F). Os cistos de espermatocitos primarios sao os mais freqlientes

e as espermatogdnias primérias raramente sdo observadas entre eles (Fig.15D e F). O limen
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lobular, inicialmente imperceptivel a microscopia Optica, torna-se visivel a medida que o
desenvolvimento prossegue e 0s cistos espermatogénicos se rompem, liberando o0s
espermatozdides para a luz (Fig. 15G). Mesmo com o rompimento de alguns espermatocistos,
0 epitélio germinativo se mantém continuo nesta etapa do ciclo reprodutivo (Figs. 8 e 15G).
Os “clusters” periféricos, formados por espermatogonias, sdo observados em numero reduzido
e com poucas ceélulas em seu interior (Fig. 15H).

Mensalmente C. kelberi apresentou mais de uma classe reprodutiva testicular ao longo
do periodo de coleta. Todavia, em todo o periodo amostral, somente onze exemplares estavam
em Maturacdo Inicial, e apesar de sua ocorréncia ao longo de todo o ano, individuos nesta
classe de maturagdo gonadal foram encontrados, principalmente, entre 0os meses de marco e
abril de 2009 (Fig. 9).

Il - Maturacdo Intermediaria

Nesta etapa os testiculos sofrem aumento tanto de sua vascularizagdo sanguinea
quanto de seu volume, chegando proximo ao volume méximo observado para os testiculos de
C. kelberi (Fig. 16A).

Histologicamente, a Classe de Maturacdo Intermediaria tem inicio com o surgimento
de um epitélio germinativo descontinuo na regido anastomosada (Fig. 16B). Com 0 progresso
do desenvolvimento gonadal, a descontinuidade do epitélio germinativo é observada nos
I6bulos proximos ao ducto testicular principal, permanecendo, entretanto, continuo na
periferia dos testiculos (Fig. 16C e D). Com o avanc¢o da Classe de Maturacdo Intermediaria e
conseqliente rompimento dos cistos espermatogénicos, observa-se na luz lobular um aumento
do volume de espermatozdides (Fig. 16E-G).

Neste periodo, a espermatogénese na regido anastomosada torna-se cada vez mais
reduzida, evidenciada pela presenca de escassos cistos, e esta area, em conjunto com o ducto
testicular principal, passa a atuar na estocagem de espermatozoides (Fig. 16E-G). Apesar da
escassez de cistos na regido proxima ao ducto testicular principal, na regido distal os I6bulos
continuam apresentando muito cistos, com células germinativas em plena espermatogénese.
Semelhante ao observado na Classe de Maturacdo Inicial, espermatogdnias primarias sdo
escassas por toda a gdnada, tornado-se ausentes os agrupamentos periféricos ou “clusters”, ao

final desta classe de maturacdo (Fig.16H).
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Os exemplares do tucunaré amarelo que apresentaram testiculos em Maturagdo
Intermediaria foram capturados, principalmente entre maio e junho de 2009, estando,

entretanto, presentes ao longo de todos os meses do periodo amostral (Fig. 9).

I11- Maturacéo Final

Nesta fase do desenvolvimento gonadal, os testiculos de C. kelberi atingem o maior
didametro entre as classes de maturacdo observadas, além de apresentar pouca vascularizacéo
sanguinea e uma coloracdo esbranquicada (Fig. 17A).

Histologicamente, a Classe de Maturacdo Final em C. kelberi tem inicio quando a
descontinuidade do epitélio germinativo atinge a regido testicular periférica, o que ndo ocorre
de forma simultanea para todos os I6bulos (Fig. 17D). Deste modo, no inicio desta Classe de
maturacdo, muitos l6bulos ainda apresentam epitélio germinativo continuo em sua por¢édo
distal. Contudo, a medida que o desenvolvimento gonadal avanca, a descontinuidade progride
até ser observada em todo o testiculo.

Na Classe de Maturagdo Final, tanto a regido anastomosada, na qual foi cessada a
espermatogénese, quanto o ducto testicular principal, estocam um grande volume de
espermatozdides (Fig.17B e C). Mesmo com a auséncia de divisdes mitoticas e meidticas na
regido anastomosada e nos lébulos situados préximos ao ducto testicular principal, e do
grande volume de espermatozoides por toda a gbnada, observa-se muitos cistos
espermatogénicos em plena atividade, distribuidos ao longo de todo o epitélio germinativo da
regido lobular (Fig. 17F e G). Espermatogonias primarias estdo dispersas por toda a génada,
assim como na periferia testicular, onde aparecem isoladamente entre os cistos ou formando
os “clusters”, estes observados somente ao final desta classe de maturagdo (Fig. 17 E e H).

A Classe de Maturagé@o Final foi a classe reprodutiva mais frequente durante todo o
periodo amostral, com individuos presentes em todos os meses de coleta. Entretanto, o
namero de exemplares capturados foi maior entre os meses de maio e junho de 2009 e entre
setembro de 2009 a fevereiro de 2010 (Fig. 9).

V- Regressao

Nesta classe de maturacdo, os testiculos apresentam volume bastante reduzido, textura

flacida e grande vascularizacdo sanguinea (Fig. 18A).
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Histologicamente, a Classe de Regressdao em C. kelberi pode ser reconhecida por
multiplas caracteristicas, sendo algumas delas peculiares a esta classe reprodutiva. Entre elas
podemos citar: nuimero reduzido de espermatocistos, com alguns em pleno processo
espermatogénico; inimeras espermatogonias em proliferacdo ao longo de toda a gbnada,
principalmente nos “clusters” periféricos, muito numerosos nesta fase e; espermatozoides
residuais dispersos por toda a extensdo gonadal, além da presenca de um epitélio germinativo
totalmente descontinuo em todos os lobulos, como observado na Maturagéo Final (Fig.18B-
H).

Nesta classe de maturacdo o ducto testicular principal, assim como o restante da
gbnada (lébulos e intersticio), apresenta um contorno irregular e tortuoso. Por conta desta
irregularidade, a distingdo morfoldgica entre as regibes de ldbulo e anastomosada fica
comprometida (Fig. 18C e D). Toda a gbnada apresenta um mesmo aspecto histoldgico, com
intersticio bastante evidente, muitas espermatog6nias primarias e inimeras células de Sertoli,
que auxiliam no processo de reestruturagdo gonadal, fagocitando os corpos residuais do ciclo
reprodutivo anterior (Fig. 18B, E-G).

Durante esta Classe de maturacdo gonadal as espermatogdnias primarias intensificam
sua proliferacdo, repovoando a gbnada através de sucessivas divisdes mitdticas, que dardo
origem a novos cistos espermatogénicos (Fig. 18H). Ao final da Regressédo os testiculos estdo
completamente tomados por cistos de células germinativas e o animal pronto para entrar em
um novo ciclo reprodutivo, retornando a Classe de Maturacéo Inicial (Fig. 11).

Individuos com testiculos em Regressdo também foram frequentes, sendo encontrados,

principalmente, entre os meses de julho e agosto de 2009 (Fig. 9).

3. Crescimento testicular em Cichla kelberi

O crescimento testicular em C. kelberi faz parte de seu processo de maturacdo
gonadal, sendo que o0 aumento dorsoventral e lateral do testiculo, analisados pelos indices de
altura e largura, respectivamente, estdo condicionados a classe de maturacdo que cada
individuo se encontra dentro do ciclo reprodutivo. Este aumento ocorre de forma gradativa
desde 0 momento em que o individuo ainda esta imaturo, quando a génada apresenta tamanho
reduzido, a Maturacdo Final, quando o testiculo atinge seu desenvolvimento maximo. A partir

deste momento, no entanto, os testiculos comecam a sofrer reducdo de seu tamanho, até
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atingir a Classe de Regressao, na qual apresentam seu menor comprimento dentre as classes
de maturacdo gonadal. Entretanto, apesar de seu tamanho reduzido, os testiculos em
Regressdo dos exemplares de C. kelberi capturados, ainda sdo maiores do que um imaturo
(Fig. 10).

4. Analises histoquimicas

As caracteristicas histoquimicas dos testiculos de C. kelberi estdo resumidas nas
figuras 12 e 19. As fibras de colageno estdo presentes no tecido conjuntivo que forma os
septos e dividem o compartimento germinativo em l6bulos. Elas reagiram de forma positiva a
técnica de PAS, variando em intensidade conforme sua localizagdo no testiculo. Deste modo,
elas foram fortemente PAS-positivas na tlnica albuginea e moderadamente PAS-positivas no
intersticio e ducto testicular principal (Fig. 19B e C). A reacdo com PAS apos digestdo em
amilase revelou a mesma intensidade de reacdo das regibes marcadas com a técnica de PAS
indicando a auséncia de glicogénio no testiculo de C. kelberi.

Além da presenca de glicosaminoglicanas neutras (fibras colagenas), a técnica de AB
permitiu a identificacdo de mucosubstancias acidas nos testiculos de C. kelberi. Quando em
contato com AB pH 0,5 e 2,5, essas substancias coraram-se em azul. Embora AB-positivas, as
glicosaminoglinas &cidas apenas reagiram fracamente na tanica albuginea e tanica conjuntiva
do ducto testicular principal (Fig. 19D e E). Para o conhecimento da natureza quimica das
substancias acidas presentes nos testiculos de C. kelberi, seria necessario a utilizagdo de outra
técnica, na qual se emprega Fucsina aldeida em conjunto com AB.

As andlises das caracteristicas histoquimicas da glandula anexa aos testiculos de C.
kelberi, também foram conduzidas (Figs. 12 e 19). Os resultados mostraram a presenca de
glicosaminoglicanas neutras, que reagiram positivamente ao PAS, embora em diferentes
intensidades. Na tunica média da glandula, as substancias neutras foram moderadamente-
positivas ao PAS (Fig. 19F). Ja no epitélio de revestimento, granulos encontrados no
citoplasma apical das células epiteliais reagiram fortemente ao PAS (Fig. 19F). Assim como
nos testiculos, ndo foi detectada a presenca de glicogénio na glandula acessoria de C. kelberi,
através da digestdo com amilase, seguida da técnica de PAS. Também foram identificadas

glicosaminoglinanas acidas na glandula anexa de C.kelberi, reagindo positivamente apenas
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com AB pH 2,5. Estas reacGes ocorreram com fraca intensidade nas células constituintes do
epitélio de revestimento.

Na reacdo para identificacdo de conjugados, PAS + AB, ocorreram as mesmas
reac0es das técnicas anteriores. No grupo de bloqueio para PAS (acetilacdo) e AB
(metilacdo), as reacGes foram negativas tanto nos testiculos como na glandula anexa. As
reacOes de metacromasia, com a técnica de AT pH 2,5 e 5,6, ndo apresentaram resultados
positivos (Fig. 12).

DISCUSSAO

A caracterizagdo morfoldgica dos testiculos de C. kelberi como do tipo lobular
(GRIER 1993) esté filogeneticamente de acordo com os resultados de Parenti & Grier, (2004)
que propdem a presenca de testiculos lobulares em todos os Neoteledsteos sobreviventes, a
exemplo dos Perciformes Centropomus undecimalis (GRIER & TAYLOR, 1998), Cichla
intermedia (ANTONELI, 1999), Rachycentron canadum (BROWN-PETERSON et al.,
2002), Padogobius martensi (CINQUENTTI & DRAMIS, 2003), Otolithes ruber (DADZIE
& ABOU-SEEDO, 2004), Schindleria praematura (THACKER & GRIER, 2005) Cichla
kelberi (SOUZA, 2007), Satanoperca pappaterra e Cichla kelberi (MARTINS et al., 2010),
nos Scorpaeniformes Aspitrigla obscura (MUNNOZ et al., 2010) e Tigra lyra (MUNNOZ et
al., 2002), além do Synbranchiformes Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO et al., 2003b),
em contrapartida aos tdxons mais basais, como Prochilodus scrofa (VICENTINI et al., 2001),
Salminus maxillosus = brasiliensis (VERISSIMO-SILVEIRA, 2003); Brycon siebenthalae
(ARIAS et al., 2004), Pseudoplatystoma fasciatum = reticulatum (BATLOUNI et al., 2006),
Serrasalmus spilopleura (NOBREGA & QUAGIO-GRASSIOTTO, 2007), Scoloplax
distolothix (SPADELLA et al., 2008), Gymnotus carapo (ISHIBA et al., 2010), Oligosarcus
argenteus (MATTA et al., 2009) e Danio rerio (LEAL et al., 2009), que apresentam
testiculos do tipo tubular anastomosado (GRIER, 1993).

A disposicao das espermatogbnias observadas nos testiculos do tucunaré amarelo C.
kelberi, o caracterizam como do tipo espermatogonial irrestrito (GRIER et al., 1980; GRIER,
1981; GRIER, 1993; PUDNEY, 1995; GRIER & ARANZABAL, 2009). Este tipo de
distribuicdo das espermatog6nias ocorre na maioria dos taxons existentes, sendo encontrado

tanto em espécies com testiculos do tipo tubular anastomosado, como naquelas com testiculos
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do tipo lobular (GRIER & TAYLOR, 1998; VICENTINI et al., 2001; BROWN-PETERSON
et al., 2002; MUNOZ et al., 2002; BROWN-PETERSON, 2003; CINQUENTTI & DRAMIS,
2003; LO NOSTRO et al., 2003b;VERISSIMO-SILVEIRA, 2003; ARIAS et al., 2004;
BATLOUNI et al.,, 2006; MARTINS et al., 2010), como observado em C. Kelberi.
Entretanto, nas ordens Atheriniformes, Cyprinodontiformes e Beloniformes (PARENTI &
GRIER, 2004), a exemplo do que ocorre em Gambusia affinis (FRAILE et al., 1992), as
espermatogonias sdo restritas a porcdo distal dos I6bulos, caracterizando os testiculos dos
representantes destas ordens como do tipo espermatogonial restrito (GRIER et al., 1980).
Portanto, até 0 momento a distribuicdo espermatogonial restrita € uma caracteristica exclusiva
do testiculo do tipo lobular.

Apesar de classificado como espermatogonial irrestrito (GRIER et al., 1980), o padréo
de distribuicdo das espermatogdnias observado nos testiculos de C. kelberi, parece se encaixar
melhor a um novo tipo de distribuicdo espermatogonial proposto por Schulz et al. (2010), pois
além de estarem dispersas por todo o comprimento gonadal, como observado no tipo
espermatogonial irrestrito, espermatogdnias primarias sdo encontradas, preferencialmente,
formando agrupamentos celulares na periferia testicular. Este tipo de distribuicédo
espermatogonial também foi encontrado para o Perciformes Oreochomis niloticus (VILELA
et al., 2003), no Pleuronectiformes Solea senegalensis (GARCIA-LOPEZ et al., 2005) e no
Gardiformes, Gadus morhua (ALMEIDA et al., 2008).

Como em C. kelberi, a maioria das espécies de Teleosteos estudada apresenta tubulos
seminiferos que esvaziam diretamente no ducto testicular principal, e semelhante ao que
ocorre em todas as espécies de peixe (LANHSTEINER & PATZNER, 2009), o ducto
testicular principal de cada testiculo de C. kelberi aumenta em didmetro antes de continuar
como ducto espermatico. Estas duas estruturas sdo histologicamente similares, sendo
considerados os locais da maturacdo final dos espermatozdides e de manutencdo de sua
viabilidade até a época reprodutiva (LANHSTEINER et al., 1994; LANHSTEINER, 2003;
LANHSTEINER et al., 2003b).

O tipo de desenvolvimento das células germinativas descrito em C. kelberi, é
denominado espermatogénese cistica, sendo 0 mais comum entre 0s anamniotas (peixes e
anfibios), diferindo do que ocorre para os demais vertebrados (amniotas) que inclui répteis,
aves e mamiferos, onde a espermatogénese € do tipo ndo-cistica (NOBREGA et al., 2009;
SCHULZ et al., 2010). Apesar destes dois tipos serem 0s mais comumente descritos na

literatura, e o tipo cistico ser praticamente uma unanimidade quando se fala de
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espermatogénese em peixes, um outro tipo, denominado semi-cistico, ocorre em algumas
poucas espécies, a exemplo do Characiformes Bryconops affinis (ANDRADE et al., 2001), no
Scorpaeniformes Scorpaena notata (MUNOZ et al., 2002) e no Siluriformes Malapterurus
electricus (SHAHIN, 2006). Neste processo espermatogenético incomum, as células
germinativas, espermatécitos e principalmente espermatides, ndo completam seu
desenvolvimento no interior dos cistos, sendo liberados na luz lobular antes de atingirem o
estagio de espermatozdide (LE GAC & LOIR, 1998; MUNOZ et al., 2002).

Apesar da maior parte dos autores descreverem o desenvolvimento das células
germinativas dentro de um mesmo cisto, como um evento totalmente sincrénico ao longo de
toda espermatogénese, como em C. kelberi, em Fundulus heteroclitus (SELMAN &
WALLACE, 1986), Cichla intermedia (ANTONELI, 1999), Sorubim lima (QUAGIO-
GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999) e Hoplias malabaricus (NEGRAO, 1999), uma
pequena assincronia foi observada entre os espermatocitos primarios de um mesmo cisto,
durante a primeira divisdo meidtica.

As Classes de maturacdo gonadal encontradas em C. kelberi, com excec¢do da Classe
Regredida, sdo similares as Classes reprodutivas (Maturacdo Inicial, Maturacao Intermediéria,
Maturacdo Final, Regressdo e Regredida), inicialmente utilizadas por Grier & Taylor (1998),
para definigdo do ciclo reprodutivo anual do robalo Centropomus undecimalis. Estas Classes
reprodutivas, minuciosamente descritas por Grier (2002), foram definidas com base nas
alteracdes histologicas do epitélio germinativo, associadas aos estagios de desenvolvimento
das células espermatogénicas. Seguindo esta metodologia, o epitélio germinativo testicular é
considerado continuo, quando uma populacdo de células de Sertoli e células germinativas
estdo associadas, ou descontinuo, no qual ocorre a perda das células germinativas quando 0s
espermatozdides sdo liberados para a luz lobular ou tubular (GRIER & TAYLOR, 1998;
GRIER, 2002). Entretanto, em C. kelberi, a continuidade do epitélio germinativo ¢ mantida,
mesmo havendo espermiacdo de alguns cistos espermatogénicos, nas etapas iniciais do
desenvolvimento gonadal. Esta manutencdo da continuidade do epitélio germinativo, apesar
do rompimento de alguns espermatocistos, se deve a sobreposicdo dos cistos das células
germinativas, formando um epitélio germinativo em camadas. Deste modo, apesar da
espermiacdo dos cistos espermatogénicos superiores, a presenca de cistos mais basais
garantem a manutencdo do epitélio germinativo na Classe de Maturacdo Inicial nos testiculos

do tucunaré amarelo C. kelberi.
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Com base na metodologia proposta por Grier & Taylor (1998) e adotada no presente
trabalho, Brown-Peterson & Warren (2001), Brown-Peterson et al. (2002), Cinquentti &
Dramis (2003), Ndbrega (2003), Lo Nostro et al. (2003b) e Ishiba et al. (2010) também
descreveram estas mesmas classes de maturacdo gonadal em Cynoscion nebulosus,
Rachycentron canadum, Padogobius martensi, Sorubim lima, Synbranchus marmoratus e em
Gymnotus carapo, respectivamente. Estes resultados indicam que a classificagdo gonadal
baseada nesta proposta, provavelmente, se aplicaria a uma grande variedade de peixes
(CINQUENTI & DRAMIS, 2003; BATLOUNI et al., 2006).

Entretanto, em C. kelberi, assim como em Pseudoplatystoma fasciatum (BATLOUNI
et al., 2006), a Classe Regredida, caracterizada somente pela presenca de espermatogdnias
(primarias ou secundarias) no epitélio germinativo (GRIER, 2002), ndo foi observada nos
exemplares coletados. Esta classe de maturacdo gonadal, que denominamos por Classe
Preparatéria (VERISSIMO-SILVEIRA, 2003), ocorre provavelmente, apenas no inicio do
primeiro ciclo reprodutivo em C. kelberi, momento em que as espermatogbnias presentes
sofrem uma intensa proliferacdo mitdtica, preparando as gbnadas para o inicio de sua
maturacdo. A auséncia de individuos na Classe Preparatoria, apo6s o primeiro ciclo
reprodutivo de C. kelberi no Reservatorio de Jupia, deve estar relacionada ao modo de
reproducdo adotada pela espécie, pois ao final de cada periodo reprodutivo, durante a Classe
de Regresséo, as gonadas de C. kelberi sofrem uma intensa proliferacdo espermatogonial,
dando origem a novas células germinativas e, conseqlentemente, espermatocistos que
repovoam a goénada. Deste modo, a Classe de Regressao em C. kelberi, relne em uma mesma
fase, a reestruturacdo gonadal, caracterizada pela fagocitose de corpos residuais, e a
proliferacdo espermatogonial, ndo havendo, portanto, o retorno a Classe Preparatdria ou
Regredida, para iniciar um novo ciclo reprodutivo. Assim, como descrito para C. monoculus
(MAGALHAES et al., 1996) e C. piquiti (VIEIRA et al., 2009), ndo ha em C. kelberi,
individuos totalmente esgotados.

A atividade reprodutiva de C. kelberi no Reservatério de Jupia em Ilha Solteira, Sdo
Paulo, se assemelhou aos resultados obtidos por Gomieiro e Braga (2004) para C. monoculus
= kelberi e Souza et al. (2008), para a mesma espécie de Cichla, introduzida em locais
distintos da regido Neotropical. Apesar de apresentar atividade reprodutiva ao longo de todo o
ano, o tucunaré amarelo C. kelberi atinge seu pico reprodutivo no inicio da estacdo da
primavera se estendendo pelo verdo, quando as temperaturas s&o mais altas e as chuvas mais

frequentes. Entretanto, Normando et al. (2009) e Gomieiro et al. (2009) descreveram uma
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tatica reprodutiva diferente, adotada pelos individuos de C. kelberi introduzidos no
Reservatério de Trés Marias, Minas Gerais e, em um lago artificial na cidade de Leme, no
Sudeste do Brasil. Nestes locais, o C. kelberi apresentou pico reprodutivo em época de baixas
temperaturas e anterior as estacGes de chuvas. Estes resultados demonstram a grande
plasticidade fisioldgica desta espécie, que permite mudancas em sua tatica reprodutiva de
acordo com o ambiente no qual se encontra. Possivelmente deste modo, esta espécie de
tucunaré garante seu sucesso reprodutivo em ambientes distintos, podendo ser encontrada em
diversas regides do pais, como relatado por Kelber (1999) e Kullander & Ferreira (2006).

Embora apresente um pico reprodutivo caracteristico entre as estacdes da primavera e
verdo, foi verificado em C. kelberi outro pico de menor intensidade entre 0os meses de maio e
junho de 2009, durante o outono. Tal acontecimento, também foi observado em todas as
outras espécies de tucunaré descritas em literatura, embora em épocas distintas
(MAGALHAES et al., 1996; CHELLAPA et al. 2003; GOMIEIRO & BRAGA, 2004;
SPINOLA, 2005; MUNOZ et al., 2006; SOUZA et al., 2008; VIEIRA et al., 2009;
GOMIEIRO et al., 2009; NORMANDO et al., 2009). Este tipo de reproducdo, em que mais
de um periodo reprodutivo ocorre ao longo do ano, parece ser uma caracteristica comum aos
representantes do género Cichla, sendo dessa forma denominados por Vazzoler (1996), como
espécies que apresentam reproducdo parcelada.

O Crescimento testicular observado em C. kelberi, assim como descrito por Grier &
Taylor, (1998) para Centropomus undecimalis, faz parte do processo de crescimento gonadal.
Ao final da Classe de Maturacdo Final e Regressdo, as espermatogbnias contidas nos
“clusters” periféricos nos lobulos testiculares em C. kelberi, iniciam a recomposicdo do
epitélio germinativo, desempenhando um papel crucial na elongacdo lobular durante as
Classes de Regressdo e Maturacdo Inicial, podendo ser a mais importante fonte de renovacéo
de células germinativas entre as estagdes reprodutivas, assim como ocorre para Centropomus
undecimalis, que apresenta “clusters” de espermatogdnias em todas as fases de seu ciclo
(GRIER & TAYLOR, 1998). J4 Brown-Peterson et al. (2002), descreve um tecido epitelidide
como responsavel pela reestruturacdo gonadal em Rachycentron canadum e Grier et al.
(1997) e Verissimo-Silveira (2003) observam a presenca de corddes espermatogoniais em
Sciaenops ocellatus e Salminus maxillosus= brasiliensis, respectivamente, durante a retomada
da espermatogénese.

Com relacdo a histoquimica, assim como observado em C. kelberi, Nobrega (2003)
também identificou a presenca de polissacarideos neutros nos testiculos do Siluriforme
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Sorubim lima, por meio da reacdo de PAS, entretanto, diferentemente do presente trabalho,
suas andlises foram realizadas somente a nivel celular. Segundo Junqueira & Carneiro (2006),
esta reacdo positiva se deve a presenca de colageno na constituicdo do tecido estudado. A
reacdo de metacromasia, definida como a capacidade de modificacdo do padrdo de coloragédo
quando o corante Azul de Toluidina se liga a radicais eletronegativos no tecido (NOBREGA,
2003), nédo foi observada nos testiculos do tucunaré azul C. piquiti (Costa, 2010; dados nao
publicados), e do tucunaré amarelo C. kelberi, e tampouco na glandula anexa desta Gltima
espécie, no presente trabalho.

A presenca de 6rgdos acessorios associados aos testiculos dos teledsteos tem sido
estudada, principalmente, em espécies de peixes da familia Bleniidae (LAHNSTEINER &
PATZNER, 1990; LAHNSTEINER et al.,, 1993; RICHTARSKI & PATZNER, 2000).
Segundo Lahnsteiner & Patzner (2009) estes 6rgdos tém funcgdes especificas na formacao do
liguido seminal e na manutencdo da viabilidade dos espermatozoides. Dentre eles, as
glandulas acessorias, também conhecidas como “bolsas cegas™, descritas para 16 espécies de
peixes Mediterraneos da familia Bleniidae, sdo 6rgdos pares associados ao ducto espermatico
(RICHTARSKI & PATZNER, 2000), diferindo, portanto, do que ocorre em C. kelberi, que
apresenta uma Unica glandula. Segundo Lahnsteiner et al. (2003a) estas glandulas néo
armazenam espermatozoides durante a reproducdo, como observado para o tucunaré amarelo
no presente trabalho. Todavia, estudos futuros deverédo ser conduzidos a fim de esclarecer a

real funcdo desta glandula em C. kelberi.
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Figura 5: Esquema do testiculo e Glandula anexa (Ga) de C. kelberi. d = Ducto testicular
principal; Ducto espermatico (—).

Figura 6: Esquema do testiculo de C. kelberi em corte transversal. d = ducto testicular
principal; 1= intersticio; L = l6bulos; n = “clusters” periféricos ra = regido anastomosada;
Sgl = Espermatogonias primarias



Figura 7: Esquema de testiculo espermatogonial irrestrito.

Figura 8: Esquema de maturacdo em estratos do testiculo de C. kelberi. A = Epitélio
germinativo sem cistos rompidos. B = Rompimento de um cisto superior e manutencdo do
epitélio germinativo continuo.



Figura 9: Grafico do Ciclo reprodutivo anual do tucunaré amarelo C. kelberi (Dados
bimestrais).

Figura 10: Indices testiculares de C. kelberi.



Figura 11: Dinamica do Ciclo reprodutivo anual de C. kelberi (Adaptado de Costa, 2010;
dados nao publicados).

Intensidade da reacdo: Forte (+++); Média (++); Fraca (+); Negativa (-)
1. Granulos no citoplasma apical

Figura 12: Histoquimica de glicosaminoglicanas nos testiculos e glandula anexa de C.
kelberi.



FIGURA 13. Morfologia testicular de Cichla kelberi. A e B: Anatomia dos testiculos de C.
kelberi. Glandula acessoria no detalhe. B.C a E: Reacdo de Reticulina; F: Coloracdo HE. C e
D: Corte transversal da regido periférica gonadal, mostrando a formacdo dos l6bulos
testiculares. E e F: Corte transversal da regido testicular proximal, mostrando a formacéo da
regido anastomosada (ra) e acima, do ducto testicular principal (d). d = ducto testicular
principal, L = lobulos testiculares, ra = regido anastomosada, ta = tunica albuginea, t =
Testiculo, —» = Glandula acessoria» = Septos intersticiais emitidos pela tunica albuginea

para formacéo dos l6bulos, —3 = Iébulos terminando em fundo cego na periferia testicular.
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FIGURA 14. Espermatogénese em Cichla kelberi. Coloracdo HE. A: Distribuicdo
espermatogonial. Espermatogdnias primarias (Sgl) em meio a cistos de espermatocitos
primarios em Paquiteno (Ecl). S = Célula de Sertoli. B: “Cluster” periférico. n = “ninhos”
(“cluster”) espermatogoniais periféricos. C-F: Processo espermatogénico ao longo da gonada.
Em D e E, espermatdcitos primarios em Dipléteno (Scl). Nos cistos podem ser observadas
células germinativas em diferentes fases da primeira divisdo meidtica, com destaque para a
metafase (m), que estd bem evidente. S = Células de Sertoli, Sg1 = Espermatogdnia primaria,
Sg2 = Cisto de espermatogobnias secundarias, Scl = Cisto de espermatocito primario, St =

Cisto de espermatide, Sz = espermatozdides.
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FIGURA 15: Caracteristicas estruturais do estagio inicial de desenvolvimento gonadal,
referente & Classe de Maturagdo Inicial em Cichla kelberi. A: Testiculo de C. kelberi em
Maturacéo Inicial B a H: Coloragdo HE. B: Detalhe de um testiculo em Maturagdo inicial,
com epitélio germinativo continuo (Egc), na regido lobular (L) e anastomosada (ra). C:
Regido lobular periférica, com epitélio germinativo totalmente continuo (Egc). D: Ldbulos
com epitélio germinativo continuo (Egc) e cistos de células germinativas em diferentes fases
da espermatogénese na regido média da gonada. E: Regido do ducto testicular principal (d),
com destaque para estreita luz estreita (—). F: Cistos de células germinativas em diferentes
fases da espermatogénese. G: Epitélio germinativo em camadas, com detalhe para cisto de
espermatides (St) em maturacdo em estrato superior, e cistos de espermatécitos (Scl) em
estrato mais basal. Assim, mesmo com a espermiacgéo do cisto superior, o epitélio germinativo
se mantém continuo, gracas ao estrato basal de cistos. H: “Cluster” periférico de
espermatogdnias primarias (n). d = ducto testicular principal, S = Células de Sertoli, Sgl =
espermatogonia primaria, Sg2 = espermatogonia secundaria, Scl = espermatocito primario, St

= espermatide, t = testiculo, —§ fundo cego do I6bulo.
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FIGURA 16. Caracteristicas estruturais do estagio intermediario de desenvolvimento
gonadal, referente a classe de Maturacdo Intermediaria em Cichla kelberi. A: Testiculo de C.
kelberi em Maturacdo Intermediaria. B-C, E-H: Coloracdo HE; D: Reacdo de Reticulina. B:
Regido proximal, com inicio de descontinuidade (*) na regido anastomosada. C: Inicio da
descontinuidade do epitélio germinativo (*), nos I6bulos préximos ao ducto testicular
principal. D: Regido periférica dos I6bulos, com epitélio germinativo continuo (Egc) apesar
do volume de espermatozéides na luz (Sz). E: Regido anastomosada com espermatogénese
diminuida, atuando na estocagem de espermatozdides. F: Ducto testicular principal estocando
espermatozodides em sua luz, G: Descontinuidade do epitélio germinativo (*) na regido média

do testiculo. H: “Cluster” periférico de espermatogdnias primarias (n). d = ducto testicular

principal, 1 = intersticio, S = Células de Sertoli, Sgl = espermatogbnia primaria, Sg2

espermatogbnia secundaria, Scl = espermatocito primario, St = espermatide, Sz
espermatozoides, t = testiculo, —3 fundo cego do ldbulo, * = descontinuidade do epitélio

germinativo.
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FIGURA 17. Caracteristicas estruturais do estagio final de desenvolvimento gonadal,
referente a classe de Maturacdo Final em Cichla kelberi. A: Testiculo de C. kelberi em
Maturacdo Final. Coloracdo HE. B: Corte longitudinal do ducto testicular principal, que
estoca um grande volume de espermatozoides em sua luz (Sz), C: Regido anastomosada com
espermatogénese cessada, estocando espermatozéides. D: Regido periférica dos lobulos, com
inicio de descontinuidade no epitélio germinativo (*). E: Regido média da gdnada com
I6bulos repletos de espermatozoides (Sz) e grande descontinuidade do epitélio germinativo, F
e G: Regido média do testiculo mostrando a presenca de cistos em plena espermatogénese,
apesar do grande volume de espermatozoides que toma a gonada. H: “Cluster” periférico de

espermatogdnias primarias (n). d = ducto testicular principal, Egd = epitélio germinativo

descontinuo, | = intersticio, S = Células de Sertoli, Sgl = espermatogdnia primaria, Sg2

espermatogdnia secundaria, Scl = espermatocito primario, St = espermatide, Sz

espermatozdides, t = testiculo, ™ = descontinuidade do epitélio germinativo.
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FIGURA 18. Caracteristicas estruturais da Classe de Regressdo em Cichla kelberi. A:
Testiculo de C. kelberi em Regressdo. Coloracdo HE. B: Corte transversal do testiculo em
Regressdo, evidenciando descontinuidade em todo o epitélio germinativo. C e D: Corte
transversal da regido proximal do testiculo, mostrando a dificuldade de distin¢éo entre ducto
testicular principal (d), regido anastomosada e l6bulos. E e F: Regido média da gbnada,
mostrando um intersticio (I) bastante evidente e um grande volume de espermatozdides
residuais (Er) dispersos. G: Corte transversal de uma génada em processo de reestruturagéo,
com detalhe para célula de Sertoli fagocitando uma célula residual. H:“Cluster” periférico de
espermatog6nias primarias (n). d = ducto testicular principal, Egd = epitélio germinativo
descontinuo, Er = espermatozdides residuais, | = intersticio, | = luz lobular, Sf = Células de
Sertoli em fagocitose, Sgl = espermatogdnia primaria, Sg2 = espermatog6nia secundaria, Scl

= espermatocito primario, t = testiculo.
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FIGURA 19. Andlise histoquimica dos testiculos e glandula anexa de Cichla kelberi. A:
Coloracdo Azul de Toluidina; B, C e F: Reacdo de PAS; D e E: Reacdo de Alcian Blue. A:
Corte transversal da glandula anexa. B e D: Regido do ducto testicular principal. * = Tunica
conjuntiva; —  Epitélio de revestimento . C e E: Corte transversal da regido testicular

periférica. — tdnica albuginea; —3 intersticio. F: Detalhe da glandula anexa. — Células

epiteliais de revestimento; * = T(nica média.
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Anélise ultraestrutural da espermatogénese do ciclideo Neotropical Cichla kelberi

(Teleostei: Perciformes: Cichlidae)

Didgenes Henrique de Siqueira Silva, Carlos Alberto Vicentini, Rosicleire Verissimo-Silveira.

RESUMO

Quinze exemplares machos maduros de C. kelberi, coletados no Reservatério de Jupia,
rio Parana, que tiveram os testiculos fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2%, foram encaminhados para processamento e analise em microscopia
eletronica. O material obtido revelou uma espermatogénese do tipo cistica, resultando na
formacdo de um espermatozoide aquatico Tipo | em C. kelberi. A analise da espermatogénese
permitiu a identificacdo de dois tipos de células germinativas: as mitoticas, e as meioticas. No
primeiro tipo, estdo representadas as espermatogénias primarias e secundarias, caracterizadas
pela presenca de corpos cromatoides. Ja as células meidticas incluem os espermatocitos
primarios, identificados pela compactacdo da cromatina e presenca de complexos
sinaptonémicos e, espermatocitos secundarios, menos volumosos e raramente observados. A
espermiogénese mostra que as espermatides caracterizam-se, por uma compactacdo gradual
da cromatina na forma de grumos; desenvolvimento flagelar; formacdo da fossa nuclear;
rotacdo do nucleo e; eliminacéo do citoplasma residual. Os espermatozdéides sdo formados por
cabeca, peca intermediaria e flagelo. A cabeca é esférica, ndo apresenta acrossoma e esta
envolvida por uma estreita faixa de citoplasma. A fossa nuclear apresenta uma projecdo que
adentra no ndcleo. A peca intermediaria é longa, devido a uma extensao de seu citoplasma, e
abriga, aproximadamente, 10 mitocondrias. O flagelo possui eixo perpendicular e
ligeiramente excéntrico a base do nucleo, apresentando o classico axonema 9+2. Possui duas

expansoes laterais da membrana flagelar que apresentam tamanhos variaveis.

Palavras-Chave: aquasperma; espermiogénese; tucunaré;
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ABSTRACT

Fifteen mature males specimen of Cichla kelberi, caught from the Jupia Reservoir,
Parana River that were fixed in paraformaldehyde 4% and glutaraldehyde2%, were sent for
processing and analyze in electronic microscopic. The material shown a cystic type
spermatogenesis, resulting in the formation of a sperm water Type | in C. kelberi. The
analysis of spermatogenesis allows the identification of two types of germ cells: the mitotic
and meiotic. In the first type depicts the primary and secondary spermatogonia, characterized
by the presence of chromatoid bodies. Already the meiotic cells include, the primary
spermatocytes, identified by chromatin condensation and presence of synaptonemal
complexes, and secondary spermatocytes, less large and rarely observed. Spermiogenesis
shows that the spermatids are characterized by a gradual chromatin condensation in clusters
form, flagellar development, formation of the nuclear fossa, nuclear rotation, and elimination
of residual cytoplasm. Sperm are formed by head, midpiece and flagellum. The head is
spherical, has no acrosome and is surrounded by a narrow strip of cytoplasm. The nuclear
fossa shows a projection which enters into the nucleus. The midpiece is long, due to an
extension of their cytoplasm and comprises about 10 mitochondria. The flagellum has axis
perpendicular and slightly eccentric to the base of the nucleus, with the classical 9 +2

axoneme. It has two lateral extensions of the flagellar membrane that have variable lengths.

Key-words: aquasperm; spermiogenesis; peacock bass.
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INTRODUCAO

O numero de trabalhos considerando os aspectos ultraestruturais da espermatogénese
nos teledsteos tem aumentado significativamente nos dltimos anos, com o propdsito de
disponibilizar caracteres que possam auxiliar a esclarecer relagdes filogenéticas entre as
espécies de peixes. Estes estudos tém sido conduzidos, particularmente, durante a
espermiogénese, e com 0s proprios espermatozodides, devido a grande diversidade em sua
forma e estrutura (BILLARD, 1970; MATTEI, 1970; BRUSLE, 1981; BILLARD, 1983;
THAW et al., 1990; JAMIESON, 1991; MATTEI, 1991; WEITZMAN & MALABARBA,
1998; FALUGI et al., 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2001; GUSMAO-POMPIANI,
2003; VERISSIMO-SILVEIRA, 2003; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003a; QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2003b; SPADELLA, 2004; VERISSIMO-SILVEIRA et al., 2006;
FRANCA et al., 2007; VERISSIMO-SILVEIRA, 2007; GUSMAO-POMPIANI et al., 2009;
PSENICKA et al., 2010; SPADELLA et al., 2010). Entretanto, cada espécie € caracterizada
por uma organizacdo particular das organelas espermaticas, num padrdo geral uniforme e
comum para toda a familia (BACCETT] et al., 1984).

Apesar dos inimeros trabalhos referentes a ultraestrutura da espermiogénese e dos
espermatozdides de peixes existentes na literatura, os estudos relacionados a ultraestrutura das
células germinativas iniciais do processo espermatogénico (espermatogbnias e
espermatocitos), sdo escassos (CRUZ-LANDIM & HOFLING, 1986/1987; MATOS et al.,
1993; MIURA, 1998; ANTONELI, 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999;
ANDRADE et al., 2001; NEGRAO et al., 2002; SHAHIN, 2006 ). A familia Cichlidae,
considerada a terceira familia de peixes mais diversificada da regido Neotropical (REIS et al.
2003), agrupa uma gama de espécies de grande valor econdmico, com especial destaque para
0 género Cichla, que retne 15 espécies de peixes (algumas recentemente classificadas),
reconhecidas por padrdes de coloracdo e meristica. Dentre as novas espécies deste género,
popularmente conhecidas como tucunaré, esta o Cichla kelberi, que se distingue das demais
por apresentar pequenas manchas claras nas nadadeiras pélvica e anal e no lobo inferior da
nadadeira caudal, sendo muito apreciada para a culinaria e principalmente, para a pesca
esportiva (KELBER, 1999; KULLANDER & FERREIRA, 2006).

Apesar das revisdes filogenéticas (KULLANDER, 1986, 1998; SPARKS & SMITH,
2004) e da recente revisdo taxondmica realizada por Kullander & Ferreira (2006) com o
género Cichla (KULLANDER & FERREIRA 2006), muito pouco se conhece a respeito da
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origem e taxonomia deste género (CARVALHO et al., 2009). A fim de responder a estas
questdes, estudos citogenéticos tém sido conduzidos com algumas de suas espécies
(CARVALHO et al., 2009). Poréem, as descri¢des da ultraestrutura da espermatogénese do
género Cichla sdo escassas, sendo encontradas apenas para as espécies C. ocellaris e C.
intermedia (CRUZ-LANDIM & HOFLING, 1986/1987; ANTONELI, 1999; QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2003a).

Deste modo, com o proposito de disponibilizar caracteres que possam ser Uteis nos
estudos filogenéticos entre as espécies do género Cichla e sua relacdo com os demais géneros
da familia Cichlidae, estudaram-se as caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese do

ciclideo Neotropical Cichla kelberi.

MATERIAL E METODOS

Um total de 15 exemplares machos e adultos de C. kelberi foram capturados entre o
periodo de margo de 2009 a fevereiro de 2010, na Lagoa do Pernilongo (20° 29’ 11,93”S, 51°
25’ 33,2770) e llha da Ferradura (20° 28’ 27,117 S, 51° 25’ 54,53”0), ambos localizados no
Reservatdrio de Jupid, rio Parand, situado no municipio de Ilha Solteira, S&o Paulo, Brasil.

Depois de anestesiados em solugéo alcoolica de benzocaina (0,59 de benzocaina em
5mL de alcool absoluto e 5L de agua), os espécimes tiveram seus testiculos removidos
fragmentados e fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 2% em tampdao
fosfato Sorensen, pH 7,4.

O material fixado foi encaminhado para processamento no Centro de Microscopia
Eletrdnica do Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu, utilizando-se o
seguinte protocolo:

e Lavagem em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4 (3x de 15 minutos);

e Pos-fixagdo em solucdo de Tetroxido de dsmio a 1% por 2 horas;

e Lavagem em &gua destilada (3x de 5 minutos);

e Contrastados em solugdo aquosa de acetato de uranila 0,5% por 2 horas;

e Desidratacdo em seqliéncia crescente de solucéo de acetona;

¢ Inclusdo em Resina Epoxi (Araldite).

Cortes ultrafinos foram colhidos em grades de cobre, contrastados em acetato de

uranila, lavados em alcool 50% e recontrastados em citrato de chumbo.
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Os cortes assim preparados foram analisados e elétron-micrografados ao Microscopio

eletrénico de transmissao Phillips-CM100.

RESULTADOS

Em Cichla kelberi todo o processo espermatogénico ocorre dentro de cistos, que estdo
presentes no interior do epitélio germinativo testicular. Cada cisto, formado por
prolongamentos citoplasmaticos das células de Sertoli que se unem por meio de juncbes
denominadas desmossomos (Fig. 20B), consiste de um grupo de células germinativas que
estdo, praticamente, em um mesmo estagio de desenvolvimento durante toda a
espermatogénese (Fig. 20A).

A espermatogénese em C. kelberi tem inicio com as espermatogbnias primarias, que
sdo as maiores células da linhagem germinativa, sendo completamente envolvidas por células
de Sertoli, que se apbdiam na membrana basal (Fig. 20E). Seu nucleo é volumoso, esférico e
central, com cromatina descompactada de aspecto granular e uniformemente distribuida.
Possui um nucléolo excéntrico e elétron-denso (Fig. 20E). No citoplasma amplo, observa-se
uma grande quantidade de material elétron-denso, chamados corpos cromatoides, associados a
aglomerados de mitocondrias, que se localizam nas proximidades do envoltério nuclear (Fig.
20F). As mitocbndrias sdo grandes, com formato esférico e ovalado (Fig. 20F). Vesiculas e
Complexos de Golgi s&o observados no citoplasma dessas células.

A espermatog6nia primaria sofre divisdes mitdticas, dando origem as espermatogonias
secundarias (Fig. 21A). Estas células sdo menores que suas precursoras e estdo conectadas por
pontes citoplasmaticas no interior de cada cisto, onde se encontram em numero variavel. Nas
espermatog0nias secundarias, o nucleo é circular e central, e apresenta um ou dois nucléolos.
Seu didmetro é reduzido e a cromatina € mais compactada em relagdo a espermatogonia
primaria. Nestas células a quantidade de corpos cromatdéides é menor e as mitocéndrias
adquirem varias conformacdes (Fig. 21A). Ao final do periodo das divisdes mitéticas, as
Gltimas geracdes de espermatogbnias secundarias, que sdo consideravelmente menores em
tamanho, diferenciam-se em espermatocitos primarios, dando inicio as divisdes meidticas.

Os espermatdcitos primarios sdo células meioticas que permanecem interconectadas
por pontes citoplasmaticas dentro de cada cisto (Fig. 21B). Possuem nucleo esférico com

cromatina inicialmente difusa, e auséncia de nucléolos (Fig. 21B). Durante a Préfase |, na fase
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de Paquiteno, ocorre a formacdo do complexo protéico nuclear denominado complexo
sinaptonémico (Fig. 21C, D e F). Esta estrutura se forma caracteristicamente nesta fase do
desenvolvimento celular. Durante a fase de Diploteno da meiose I, ocorre um leve
assincronismo entre as células germinativas contidas em um mesmo cisto, resultando em
células em diferentes fases de desenvolvimento, o0 que pode ser constatado pelas diferentes
figuras meidticas observadas no interior dos cistos (Fig. 21E). No citoplasma, além do
complexo centriolar e do flagelo em formagéo, que se posicionam na lateral do nucleo, sdo
encontradas mitocondrias circulares ou alongadas, associadas ou ndo aos corpos cromatoides
(Fig. 21F-G). Os espermatdcitos primarios sofrem a primeira divisdo mei6tica, originando os
espermatdcitos secundarios, que sdo menores em tamanho, possuem citoplasma escasso,
nacleo com contorno circular e cromatina compactada irregularmente. No citoplasma, séo
encontradas muitas mitocéndrias, mas os corpos cromatdides sdo escassos (Fig. 21H). Como
resultado da segunda divisdo meioética, sofrida pelos espermatdcitos secundarios, sdo
formadas as espermatides.

No inicio da espermiogénese (processo por meio do qual espermatides se diferenciam
em espermatozoides), as espermatides apresentam nucleo arredondado com cromatina
homogeneamente distribuida e pouco condensada. O citoplasma envolve simetricamente o
nicleo e possui poucas mitocondrias arredondadas e levemente alongadas, com matriz de
baixa densidade eletronica (Fig. 22A-B). No complexo centriolar, o centriolo proximal esta
posicionado perpendicularmente em relacdo ao centriolo distal, que esta ancorado na
membrana plasmatica (Fig. 22C). O centriolo distal se diferencia em corpusculo basal,
originando o axonema do flagelo (Fig. 22C), e todo o complexo centriolar se movimenta em
direcdo a uma pequena depressdo na lateral do nucleo, levando consigo a membrana
plasmatica e o segmento inicial do flagelo (Fig. 22D), deste modo, € formado um espaco entre
a membrana plasmaética e o flagelo, denominado canal citoplasmatico (Fig. 22C).

No decorrer da espermiogénese o nucleo sofre uma rotacdo em relacdo ao segmento
inicial do flagelo e a depressdo em sua base progride, dando origem a fossa nuclear (Fig. 22E-
G). A fossa nuclear é excéntrica e rasa, alojando o centriolo proximal e parte do centriolo
distal (Figs. 22G e 23C). Ao final da rotacéo, o eixo flagelar esta posicionado de maneira
perpendicular e ligeiramente excéntrico a base do nucleo (Figs. 22H-1 e 23D). Durante a
espermiogénese ocorre uma compactacdo gradativa da cromatina, na forma de feixes

filamentosos entremeados por areas eletron-lGcidas, terminando na compactagdo desses feixes
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em grumos justapostos, dando um aspecto heterogéneo ao nucleo, observado nas espermatides
finais e, consequentemente nos espermatozoides (Fig. 23B-H).

Concomitantemente, a massa citoplasmatica migra para a base do nucleo, em direcéo
ao segmento inicial do flagelo, formando a futura peca intermediaria do futuro
espermatozdide, nela sdo observadas mitocéndrias esféricas e mais elétron-densas, complexo
de Golgi e uma grande quantidade de vesiculas proximas a base do nucleo (Fig. 23F-H). Todo
0 excesso de citoplasma é eliminado como corpos residuais na luz dos cistos e fagocitados
pela célula de Sertoli, ao final da espermiogénese (Fig.23G).

No interior dos cistos as células germinativas encontram-se praticamente em um
mesmo estagio de desenvolvimento e permanecem conectadas por pontes citoplasmaticas,
entretanto, ao término da espermiogénese as pontes citoplasmaticas sdo eliminadas, 0s
processos citoplasmaticos das células de Sertoli se separam, e 0s espermatozoOides sao
lancados para a luz dos tibulos seminiferos. (Fig.23l).

Os espermatozoéides de C. kelberi sdo as menores células da linhagem germinativa e
sdo formados por cabeca, peca intermediaria e flagelo, ndo sendo observada vesicula
acrossomal (Fig. 24A). A cabeca é formada por uma estreita faixa de citoplasma, sem
organelas, envolvendo um nucleo esférico, com cromatina compactada na forma de grumos
justapostos. A fossa nuclear é rasa, em forma de arco Unico e excéntrica a base do nucleo,
alojando todo o centriolo proximal e parte do centriolo distal. O arranjo do complexo
centriolar se da com o centriolo proximal anterior, lateral e obliquo ao centriolo distal (Fig.
24E). A peca intermediaria é curta em comprimento e contém mitocondrias arredondadas,
com matriz elétron-densa (Fig. 24A e E). Nesta, as organelas estdo separadas do segmento
inicial do flagelo por um canal citoplasmatico. Apresenta na sua por¢do basal uma longa e
estreita projecdo citoplasmatica, que se dilata em sua porcao final, denominada por bainha
citoplasmatica (Fig. 24A). O flagelo é longo e possui eixo perpendicular e ligeiramente
excéntrico em relacdo a base nuclear e, apresenta a classica conformacdo do axonema 9+2
(nove duplas de microtubulos periféricos e um par central) (Fig. 24A). Sdo observadas

projecOes alares da membrana flagelar, também denominadas “fins” (Fig. 24D).
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DISCUSSAO

Assim como em C. kelberi, a espermatogénese nos peixes teledsteos, geralmente é do
tipo cistica, ocorrendo inteiramente no interior de cistos ou espermatocistos, que corresponde
a unidade funcional bésica da espermatogénese em anamniotas (peixes e anfibios) (NEGRAO
et al., 2002; CINQUENTTI & DRAMIS, 2003; LO-NOSTRO et al., 2003a; VERISSIMO-
SEILVEIRA, 2003; ARIAS et al., 2004; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003a; SHAHIN,
2006; CHUNG, 2008; CHUNG et al., 2010).

As espermatogbnias primarias nos peixes teledsteos ndo sdo observadas em contato
direto com a lamina basal, como ocorre em mamiferos, estando sempre, completamente
envolvidas por células de Sertoli (SCHULZ et al., 2010). O material elétron-denso encontrado
no citoplasma destas células, como observado em C. kelberi, recebe diferentes nomes na
literatura, dentre eles, “nuage”, quando estdo isolados, e “cemento intermitocondrial”, quando
associados a mitocondrias, sao os mais difundidos (HAMAGUCHI, 1987; ANTONELI, 1999;
NEGRAO, 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999; NEGRAO et al., 2002;
CRUZ-LANDIM et al., 2003; LO-NOSTRO et al., 2003a; VERISSIMO-SILVEIRA, 2003;
BATLOUNI et al., 2006; FISHELSON et al., 2006; SHAHIN, 2006; SCHULZ et al., 2010).
Entretanto, Parvinen (2005), propde que em células espermatogénicas este material deve ser
denominado por corpo cromatoide. Os corpos cromatdides sdo constituidos de
ribonucleoproteinas, que provavelmente estdo relacionadas a algum produto do nucleo que
cruza o complexo poro-nuclear e se acumula no citoplasma celular (PERUQUETTI et al.,
2010). Assim como em Sorubim lima (QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999),
Salminus maxillosus = brasiliensis (VERISSIMO-SILVEIRA, 2003) e Synbranchus
marmoratus (LO NOSTRO et al., 2003a), em C. kelberi os corpos cromatdides sao
encontrados principalmente nas espermatogénias primarias. Segundo Negréo et al. (2002), a
presenca deste material no citoplasma das células germinativas, pode servir de referéncia para
identificacdo deste tipo celular nos tele6steos. Entretanto, divergindo desses resultados,
Antoneli (1999) relata a presenga de um numero maior de “nuages” = corpos cromatoides nas
espermatogonias secundarias do também tucunaré, C. intermedia.

Como proposto por Selman & Wallace (1986), e evidenciado em C. kelberi, a
presenca de pontes citoplasmaticas entre as espermatogoénias, pode ser utilizada para a
distincdo entre espermatogbnias secundarias e primarias nos testiculos de peixes. As

modificacdes morfoldgicas entre as geracfes de espermatogonias secundarias observadas em
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C. kelberi e descritas em Suribim lima (QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999) e
Hoplias malabaricus (NEGRAO, 1999), podem ser identificadas segundo Schulz et al.
(2010), verificando o tamanho nuclear/celular e 0 nimero de células por. Estas geragdes
podem variar em numero entre as espécies, dependendo de sua posicdo filogenética
(NOBREGA et al., 2009). Na tilapia do Nilo Oreochromis Niloticus (VILELA et al., 2003) e
em Hoplias malabaricus (BIZZOTTO & GODINHO, 2007), por exemplo, as
espermatogonias secundarias passam por 8 geracoes, ja em Gadus morhua (ALMEIDA et al.,
2008) 10 ou 11 geracdes sdo encontradas e no zebrafih Danio rerio 9 geracfes sdo necessarias
antes das espermatogénias entrarem na fase meiética (LEAL et al., 2009).

Os espermatécitos primarios sdo caracterizados, principalmente, pela compactacdo da
cromatina e presenca de complexos sinaptonémicos nos nucleos (CRUZ-LANDIM & CRUZ-
HOFLING, 1986; MATOS et al., 1993; MIURA, 1998, ANTONELI, 1999; NEGRAO, 1999;
QUAGIO-GRASSIOTTO & CARVALHO, 1999 NEGRAO et al., 2002; BATLOUNI et al.,
2006; FISHELSON et al., 2006). Os complexos sinaptonémicos sao complexas estruturas
protéicas, envolvidas no pareamento dos cromossomos homologos durante a troca génica
(NEGRAO, 1999). Como em C. intermedia (ANTONELLI, 1999), em C. kelberi os complexos
sinaptonémicos se formam a partir do envoltorio nuclear e avancam em direcdo a regido
central do nucleo. Algumas outras caracteristicas observadas em C. kelberi, também se
assemelham a C. intermedia nesta fase (ANTONELI, 1999), dentre elas, o desaparecimento
de nucléolos, a reducdo no numero das mitocondrias e dos corpos cromatoides. Entre os
espermatocitos, 0s espermatocitos primarios em paquiteno sé@o as células meidticas mais
freqientes em C. kelberi e Danio rerio (LEAL et al., 2009). J& os espermatocitos secundarios,
sofrem uma réapida divisdo durante a meiose 1l (SELMAN & WALLACE, 1986; MIURA,
1998), sendo raramente observados no testiculo de C. kelberi, C. intermedia (ANTONELI,
1999), Hoplias malabaricus (NEGRAO, 1999), Synbranchus marmoratus (LO NOSTRO et
al., 2003a), e Danio rerio (LEAL et al., 2009).

A espermiogénese nos teledsteos tem revelado espermatozéides bastante divergentes
em forma e estrutura (MATTEI, 1970, 1991), podendo ser classificados em “aquasperma” e
“Introsperma”, caracteristico de peixes com fertilizagdo externa e interna, respectivamente
(JAMIESON, 1991). Deste modo, a estratégia de fertilizacdo externa adotada por C. kelberi,
permite classificar seu espermatozoide como do tipo aquasperma. Além disso, a auséncia de

acrossoma e a presenca de um Unico flagelo, o caracteriza como o tipo bésico de
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espermatozdide em teledsteos, conhecido como espermatozdide aquasperma anacrossomal
simples ou aquasperma uniflagelado anacrossomal (JAMIESON, 1991).

Além dos tipos “aquasperma” e “introesperma”, Mattei (1970), com base na andlise
comparativa da espermiogénese em teledsteos, caracterizou o0s espermatozoides em dois tipos
(Tipo 1 e Tipo Il), dependendo da ocorréncia ou auséncia de rotacdo nuclear. No Tipo I, a
rotacdo nuclear posiciona o flagelo perpendicularmente em relacdo ao ndcleo, enquanto no
Tipo I, o flagelo se mantém em posicdo paralela ao nucleo. Em Perciformes, ambos 0s tipos
estdo presentes, porém, o Tipo Il é o mais freqlente, sendo, inclusive, chamado de
espermatozdide tipo perciforme, gracas a sua ampla difusdo entre os representantes desta
ordem (JAMIESON, 1991; MATTEI, 1991; ABASCAL et al., 2002). Apesar disso, como
observado em C. kelberi, na familia Cichlidae ocorre o espermatozoéide Tipo | (CRUZ-
LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987; SILVA & GODINHO, 1991; MATOS et al.,
1995; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003b). Entretanto, equivocadamente, Antoneli (1999)
classificou o espermatozoide do tucunaré C. intermedia como do tipo perciforme.

O padrdo de compactacdo da cromatina observado no nucleo do espermatozdide de C.
kelberi, foi 0 mesmo ao encontrado por Cruz-Landim & Cruz-Hofling (1986/1987), Antoneli
(1999) e Quagio-Grassiotto et al. (2003b), para os espermatozdides de C. ocellaris e C.
intermedia, Unicas espécies de Cichla que tiveram a ultraestrutura do espermatozdide
estudada até o momento. Entretanto, Antoneli (1999) descreve uma maior intensidade na
compactacdo dos grumos de cromatina localizados no centro do ndcleo em C. intermedia,
diferindo, portanto, de C. kelberi. Ainda com relacéo a cabeca do espermatozoide, C. kelberi,
apresenta o formato esférico, tipicamente encontrado em ciclideos (MATTEI, 1970; CRUZ-
LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987; SILVA & GODINHO, 1991; MATOS et al.,
1995; ANTONELI, 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003b). Similar ao que foi
observado em C kelberi, no tucunaré C. intermedia (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003b)
e em Crenicichla saxatilis (MATOS et al., 1995), a fossa nuclear é levemente excéntrica a
base do nucleo.

Nos teledsteos, a maioria dos espermatozoides “aquasperma’ descritos s3o compostos
por cabeca, peca intermediéaria e flagelo (JAMIESON, 1991). A peca intermediaria é formada
a partir do deslocamento da massa citoplasmatica para a regido basal do nucleo durante o
processo espermiogénico (VERISSIMO-SILVEIRA, 2007). Em algumas espécies, ela pode
apresentar modificacdes caracteristicas, a exemplo do que ocorre nos Characiformes
Apareiodon affinis, Rhaphidiodon vulpinus, Prochilodus lineatus, (VERISSIMO-SILVEIRA,
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2007), que apresentam um prolongamento citoplasmatico, chamado bainha citoplasmatica.
Nos ciclideos C. ocellaris (CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987), Oreochomis
niloticus (SILVA & GODINHO, 1991) e C. intermedia (QUAGIO-GRASSIOTTO et al.,
2003b), uma estrutura similar esta presente, entretanto, assim como em C. kelberi, nestas
espécies, esta estrutura apresenta uma dilatacdo em sua extremidade final. O nimero, forma e
distribuicdo das mitocéndrias em C. kelberi é comum para os ciclideos (MATTEI, 1970;
CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987; SILVA & GODINHO, 1991; MATOS et
al., 1995; ANTONELI, 1999; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003b), e se enquadra no
padrdo descrito por Jamieson (1991) e Mattei (1991), para os espermatozéides da ordem
Perciformes.

Em Perciformes, o espermatoz6ide geralmente apresenta um Unico flagelo, exibindo o
classico axonema 9 + 2. Entretanto, na familia Apogonidae, o gameta biflagelado esta
presente (JAMIESON, 1991; MATTEI, 1991). Com excecdo de Satanoperca jurupari
(MATOS et al., 2002) que possui espermatozoide biflagelado, o restante dos ciclideos que
tiveram seus espermatozdides descritos (CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING, 1986/1987;
SILVA & GODINHO, 1991; ANTONELI, 1999; MATOS et al.,1995; QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2003b), apresentam 0s mesmos com um unico flagelo, como observado
em C. kelberi. Também em Perciformes, alguns de seus representantes, podem formar uma
duas ou trés extensdes laterais provenientes da membrana flagelar, nomeadas aletas laterais ou
“fins” (JAMIESON, 1991; MATTEI, 1991). Semelhante a C. kelberi, os demais ciclideos
apresentam um par de aletas laterais de tamanhos variados (CRUZ-LANDIM & CRUZ-
HOFLING, 1986/1987; SILVA & GODINHO, 1991; ANTONELI, 1999; MATOS et
al.,1995; MATOS et al., 2002; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2003b).

Considerando que a familia Cichlidae é a terceira familia de peixes mais diversificada
da regido Neotropical, muito pouco se conhece acerca das caracteristicas ultraestruturais da
espermatogénese de seus representantes. Mesmo assim, Quagio-Grassiotto et al. (2003b)
relaciona trés caracteristicas que seriam padrdo entre os ciclideos: 1) Compactacdo
cromatinica em grumos filamentosos; 2) fossa nuclear levemente excéntrica e 3) Grande
namero de mitocondrias (aproximadamente 10) em torno do segmento inicial do flagelo. Com
excecdo da ultima caracteristica, ja que em C. kelberi ocorre um ndmero reduzido de
mitocondrias, as demais sdo pertinentes as observadas neste estudo para o espermatozdide de
C. kelberi. Entretanto, novos trabalhos devem ser conduzidos para se obter uma padronizacéo
dos espermatozoides em Cichlidae. Portanto, o estudo das caracteristicas ultraestruturais dos
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espermatozdides de novas espeécies de ciclideos, deve auxiliar no entendimento do significado

evolutivo e reprodutivo destes caracteres para a familia Cichlidae.



FIGURAS



FIGURA 20. Caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese em Cichla kelberi. A:
Espermatogénese cistica: detalne de um cisto de espermatocistos primarios. 1.450X.B:
Complexos juncionais, com destaque para formacdo de desmossomos (m)) e alca do
prolongamento citoplasmatico da célula de Sertoli ( ) ). 21.500x. Inset: Desmossomo em
detalhe. C e D: Pontes intercitoplasmaticas ( —3). 3.400x e 4.600x. E: Espermatog6nia
primaria. 2.650x. F: Citoplasma da espermatog6nia primaria 8.400x. Cb = corpos
cromatoides, Cs = Cisto espermatogénico, Sgl = Espermatogbnia priméria, m =
mitocondrias, n = nlcleo, nu = nucléolo, S = célula de Sertoli, C) Desmossomos, M

Prolongamento citoplasmatico da célula de Sertoli, —Pontes intercitoplasmaticas.
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FIGURA 21. Caracteristicas ultraestruturais da espermatogénese em Cichla kelberi. A:
Espermatogbnias secundarias (Sg2). 1.550x. B: Cisto de espermatocitos primarios (Scl).
870x. C e D: Detalhe de espermatdcitos primarios, mostrando os complexos sinaptonémicos
(— ). 2.650x e 1.950x. E: Cisto de em Paquiteno da Profase I, evidenciando um leve
assincronismo entre os espermatdcitos primarios (Scl) 2.490x. F: Detalhe do citoplasma de
um espermatdcito primario, mostrando mitocondrias de variadas formas (m) e associadas ao
material eletrondenso (Cb). 4.600x. G: Detalhe de espermatdcito primario, com destaque para
a presenca do complexo centriolar e inicio da formacdo do flagelo(c), posicionado
lateralmente ao ndcleo. 4.600x H: Cisto de espermatdcitos secundarios 1.550x. c= complexo
centriolar e flagelo em formacdo, Cb = corpos cromatoides, ci = citoplasma, Cs = Cisto
espermatogénico, m = mitocondrias, mt = nacleo metafasico, n = nucleo, nu = nucléolo, S =
celula de Sertoli, Sg2 = Espermatogdnia secundaria, Scl = Espermatocito primario, Sc2 =

Espermatécito secundario, —>Complexo sinaptonémico, —3Pontes intercitoplasmaticas
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FIGURA 22. Caracteristicas ultraestruturais da espermiogénese em Cichla kelberi. A: Cisto
de espermatides iniciais. 1.150x. B: Espermatide inicial. 6.300x. C: Espermatide inicial, com
detalhe para o posicionamento dos centriolos em relacdo ao nucleo. 6.300x. D: Nucleo de
espermatide em rotacdo 4.600x. E: Centriolo proximal adentrando a fossa basal. 4.600x F:
Espermatide inicial com formacdo de fossa basal. 6.300x. G: Canais citoplasméticos (—») e
centriolo proximal (p) na fossa basal de uma espermatide. 3.400x. H: Posicionamento do
flagelo em relacéo ao ndcleo. 3.400x. I: Espermaétide ao término da rotagdo nuclear. 1.950x.ci
= citoplasma, Cs = Cisto espermatogénico, d = centriolo distal, Et = espermatide, f = flagelo,
m = mitocondrias, n = ndcleo, p = centriolo proximal, — canais citoplasmaticos, m fossa

nuclear, C)Flagelo em posicéo perpendicular e excéntrica em relagfo a base do niicleo.
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FIGURA 23. Caracteristicas ultraestruturais da espermiogénese em Cichla kelberi. A: Cisto
de espermatides em inicio da compactacdo em grumos da cromatina nuclear. 1.550x. B:
Detalhe de espermatide, sofrendo compactacdo da cromatina nuclear. 4.600x. C: Detalhe da
base do nucleo e regido da futura peca intermediéria do espermatozoide, com destaque para a

projecdo da fossa nuclear para o interior do nucleo ﬂ ). 11.500x. D: Espermatide final com
cromatina nuclear totalmente compactada em grumos (*). 4.600x. E: Espermatide final, com

detalne para a posicdo excéntrica do flagelo em relagdo ao nicleo ( C)). 3.400x. F:
Mitocondrias ao redor da porcdo inicial do flagelo. 4.600x. G: Cisto de espermaétides finais,
com detalhe para a presenca de pontes intercitoplasmatica ( —3 ) e massa citoplasmatica
sendo eliminada (Mc). 4.600x. H: Espermatide final, mostrando as mitocéndrias esféricas e
levemente alongadas (m). 8.400x. I: Cisto de espermatides finais prontas para serem liberadas
para a luz lobular (L). 650x. Cs = Cisto espermatogénico, d = centriolo distal, Et =
espermatide, f = flagelo, L = limen lobular, m = mitocéndrias, Mc = massa citoplasmatica, p
= centriolo proximal, Scl = espermatdcitos primarios, Sz = espermatozo6ides, —3 canais
citoplasmaticos, m projecdo da fossa nuclear, ) Flagelo em posigdo perpendicular e
excéntrica em relacdo a base do nicleo, P Projecdo citoplasmatica da célula de Sertoli,
prestes a se romper, .- » projecdo citoplasmética da peca intermediaria, * padrdo de

compactacdo em grumos da cromatina.
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FIGURA 24. Caracteristicas ultraestruturais do espermatozoide de Cichla kelberi. A e E:
Espermatozoide de Cichla kelberi 6.300x e 11.500x. Em A Inset = Axonema com arranjo de
microtubulos (9+2). B e C: Corte transversal da regido da peca intermediaria, com destaque
para as mitocondrias (m) em torno do centriolo distal (d) 2.300x e 4.600x. D: Corte transveral
do flagelo. 8.400x. A = axonema, a = aletas laterais (projecdes laterais da membrana flagelar),
¢ = cabeca do espermatozdide, d = centriolo distal, dl = dilatacdo da expansao citoplasmatica
da peca intermediaria, f = flagelo, m = mitocdndrias, p = centriolo proximal, Pi = peca
intermediéria, m) projecdo da fossa, — canais citoplasméaticos, ) Flagelo em posicéo
perpendicular e excéntrica em relagdo a base do nucleo, ---» projecdo citoplasmatica da peca

intermediaria, * padrdo de compactacdo em grumos da cromatina.
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VI - CONSIDERACOES FINAIS

Como nos demais representantes do género Cichla, a reproducdo em C. kelberi, é do
tipo parcelada, ocorrendo ao longo de todo o ano, com dois picos reprodutivos bem

definidos.

A utilizacdo das alteragcBes do epitélio germinativo para definicdo das Classes
reprodutivas em peixes mostrou-se eficiente, sendo aplicada na definicdo das Classes
de Maturacdo Inicial, Maturacdo Intermediaria, Maturacdo Final e Regressdao durante
o ciclo reprodutivo do tucunaré amarelo Cichla kelberi.

As andlises histoldgicas das gbnadas de Cichla kelberi revelaram a existéncia de

testiculo do tipo lobular irrestrito.

A espermatogénese em C. kelberi é do tipo cistica, com células germinativas em

desenvolvimento, parcialmente, sincrénico no interior de cada cisto.

A ultraestrutura da espermiogénese de C. kelberi é similar a observada para os outros
representantes do género Cichla descritos em literatura, e assim como a maioria dos
teleGsteos, apresenta o tipo basico de espermatozodide, conhecido como “aquasperma”

uniflagelado anacrossomal.
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