UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ILHA SOLTEIRA
CAMPUS DE ILHA SOLTEIRA

LAIZA MARIA DE JESUS SILVA

CICLO REPRODUTIVO DE FEMEAS DE Devario aequipinnatus
(CYPRINIFORMES, CYPRINIDAE) SUBMETIDAS A DIFERENTES
TEMPERATURAS.

Ilha Solteira

2016



AV
AVAYAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

A
u nes " 90LIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de llha Solteira

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E
TECNOLOGIA ANIMAL

LAIZA MARIA DE JESUS SILVA

CICLO REPRODUTIVO DE FEMEAS DE Devario aequipinnatus
(CYPRINIFORMES, CYPRINIDAE) SUBMETIDAS A DIFERENTES
TEMPERATURAS.

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira — UNESP
como parte dos requisitos para obtencéo
do titulo de Mestre em Ciéncia e
Tecnologia Animal

Prof2 Dr2 Rosicleire Verissimo Silveira
Orientadora

Ilha Solteira

2016



FICHA CATALOGRAFICA

Elaborada pela Segio Técnica de Aquisicio e Tratamento da Informagio
Servigo Técnico de Biblioteca & Documentacio da UNESP - Tha Solteira.

Silva. Laiza Mana de Jesus.

5586c Ciclo reprodutivo de fémeas de Devano aequipinnatus (Cyprimformes, Cyprinidae)
submetidas a diferentes temperaturas |/ Laiza Maria de Jesns. — Tlha Selteira : [s.0],
2016.
T30l

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista. Faculdade de
Engenhana de Ilha Solteira. Area de conhecimento: Produgio Ammal, 2016

Onentadora: FosicleireVerissimo Silveira
Imclui biblicgrafia

1. Perxe — Reprodugdo . 2. Células gernunativas. 3. Temperatura.




Lo UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n e S p == Campus de llha Solteira

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA DISSERTACAO: Ciclo reprodutivo de fémeas de Devario aequipinnatus (Cypriniformes,
Cyprinidae) submetidas a diferentes temperaturas..

AUTORA: LAIZA MARIA DE JESUS SILVA
ORIENTADORA: ROSICLEIRE VERISSIMO SILVEIRA

Aprovada como parte das exigéncias para obtengdo do Titulo de Mestra em CIENCIA E
TECNOLOGIA ANIMAL, area: PRODUCAO ANIMAL, pela Comissdo Examinadora:

A

SN~
Profa. Dra. ROSICLEIRE VERISSIMO SILVEIRA
Departamento de Biologia e Zootecnia / Faculdade de Engenharia de llha Solteira

Profa. Dra. CRISTIELE DA SILVA RIBEIRO
Departamento de Biologia e Zooteghia / Faculdade de Engenharia de llha Solteira

Profa. Dra. RENATA GUMZ
Departamento de Fisiglogia

llha Solteira, 04 de margo de 2016

Faculdade de Engenharia - Campus de llha Solteira -
Avenida Brasil, 56, 15385000, liha Solteira - Sio Paulo
Telefone Comercial: 18 37431131, Telefone Comercial: 18 37431007. P4gina de Intemet: http://www feis.unesp.br. CNPJ: 48.031.918/0015-20.



DEDICO

Aos meus pais, Aracelis e Jodo, e aos meus
avoes, Josefa e Domingos. Agradeco a Deus por
ter me dado a oportunidade de nascer nesta
familia tdo maravilhosa, pela oportunidade de
realizar um sonho, por todo o amor recebido,
pelo incentivo nos momentos de dificeis, por
serem meus exemplos e por me conduzirem da

melhor forma pelos caminhos da vida.



Ao meu pai, Jodo Rosa, que me possibilitou
concluir mais etapa da minha vida, sem o qual
isso jamais seria possivel. Obrigada por
escolher ser meu pai e me fazer compreender
o verdadeiro significado desta palavra,
agradeco imensamente por todo carinho, amor
e educacao para a formacéo da pessoa que eu

sou, eu te amo!



AGRADECIMENTOS

A Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, por fornecer

toda a infraestrutura necessaria para o desenvolvimento deste trabalho.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo — FAPESP
(processo n° 2014/12584-0), pelo apoio financeiro, possibilitando a realizacao

deste trabalho.

A Prof2 Dr2 Rosicleire Verissimo Silveira, por acreditar na minha capacidade,
ensinamentos, “puxdes de orelha”, carinho, paciéncia e exigéncia, sem a qual
eu jamais teria executado este trabalho. Agradeco muito a orientacdo nestes
seis anos, pelas oportunidades que me deu durante a iniciacdo cientifica e o

mestrado.

Ao Prof° Dr° Alexandre Ninhaus Silveira, pelos ensinamentos, atencao e por
sempre batalhar para nos oferecer a melhor infraestrutura e subsidios para a

realizacdo dos nossos trabalhos.

A Prof2 Dr2 Cristiéle da Silva Ribeiro, por aceitar participar da minha banca
de qualificacdo e defesa, pelo auxilio em todas as coletas, pelas conversas,
colaboracdo no meu trabalho e acima de tudo pela amizade.

Aos membros da banca de qualificacdo, Prof® Dr2 Flavia Cristina Rodrigues
Lisoni e Prof° Dr° Edson Guilherme Vieira, pela disponibilidade em contribuir

com o meu trabalho.

Aos membros da banca de defesa, Prof2 Dr2 Renata Guimardes Moreira
Whitton, Prof® Dr° Igor Paiva e Dr° Didgenes Henrigue de Siqueira Silva
por aceitarem participar da minha banca de defesa contribuindo para a
finalizacdo de uma etapa tdo importante.



A Prof2 Dr2 Rosimeire Filardi, pela disposicdo em tirar nossas duvidas,
atencdo, conversas e dedicacdo em sempre melhorar nosso curso de

Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia Animal.

Ao Laboratorio de Ictiologia Neotropical (L.I.Neo), por me oferecer subsidios
para que este trabalho fosse possivel, pelos momentos descontraidos e pela
colaboracdo dos meus colegas Amanda, Diégenes, Geovanna, Fabricio, Maria,

Maira, Naiara, Patricia e Pricila.

A Dona Cleuza e Meire, do Departamento de Biologia e Zootecnia, por sempre

nos auxiliar, pelas conversas e risadas.

A minha querida e amada irma de coracao Ingrid Amaral, por todo amor,
carinho e amizade mesmo estando fisicamente longe de mim. Quero agradecer

por ser tdo maravilhosa comigo, pelas conversas, risadas e apoio incondicional.

A minha amiga de republica Marcela Maréstica, por ser tdo compreensivel nos
momentos dificeis, por sempre estar ao meu lado, pelos chas de madrugada e

principalmente pela convivéncia e paciéncia nestes dois anos.

As minhas amigas Jumma Miranda e Cristiane Bashiyo, que sempre
estiveram ao meu lado, me apoiando nos momentos de dificuldade com muito

carinho e paciéncia. Obrigada pelas conversas, “gordices” e conselhos.

Ao meu amigo Renan Ledo, pela amizade, risadas e companheirismo. Por me
dar leveza para que esta caminhada se tornasse mais facil e divertida com

suas brincadeiras e principalmente por me olhar de uma maneira tdo carinhosa.

A minha amiga Valéria Pereira, pelo carinho, atencdo, principalmente pela
sinceridade em nossas conversas nem sempre me falando o que eu gostaria
de ouvir mas sempre me falando o que era necessario. Obrigada por zelar pelo

meu bem-estar.



Aos meus amigos queridos de laboratério Douglas Ribeiro e Raphael Costa,

pelos ensinamentos, conselhos, paciéncia e amizade.

As minhas amigas de longos anos, Giuliana Garcia e Pamela Barbosa, pelo
grande carinho, por cultivar nossa amizade mesmo téo distantes e nem sempre
podendo estar presente. Obrigada por me ajudar a entender a frase “um dia

vocé entende que grandes amizades continuam mesmo a longas distancias”.

Aos meus amigos queridos de graduacdo Aline Zonatto, Ludimila Viana,
Maria Luana, Renan Silva e Wanderson Rodrigues, pelas brincadeiras
fazendo das minhas manhas tdo especiais com suas mensagens e

principalmente pela amizade e carinho.

A minha prima querida Rita Lopes, que se tornou tdo especial ao longo destes
dois anos. Obrigada por tudo, por todo o carinho, atencdo, amor e
principalmente por toda sua imensa generosidade, como € bom conhecer

pessoas como VOCe.

A minha tia Laura e av6 Lulcia, por serem tdo atenciosas, carinhosas e

acreditarem em mim.

A Dona Zilda, por todo cuidado, carinho e amor. Obrigada por todos os
momentos que passamos juntas e principalmente por nunca se esquecer de

mim. Sempre me lembrarei da senhora com muito carinho.

A todas as pessoas que passaram pela minha vida e que de alguma
contribuiram tanto pelo meu crescimento profissional e pessoal me

possibilitando para que eu pudesse concluir mais esta etapa.



“O essencial é invisivel aos olhos, s6 se vé bem com o coragao”.

“E preciso que eu suporte duas ou trés larvas se quiser conhecer as
borboletas”.

Antoine de Saint-Exupéry



RESUMO
A influéncia antrépica vem crescendo continuamente no ambiente assim 0s
impactos negativos nos ambientes causam alteracdes sobre a distribuicdo e
abundéancia das espécies aquaticas se estendendo de pequenos corregos a
grandes rios. Em teledsteos, a gametogénese é um processo altamente
complexo, modulado pelas variagbes ambientais e fisiologicas. Desta forma, o
presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de trés diferentes
temperaturas sobre o desenvolvimento ovariano de Devario aequipinnatus.
Foram utilizadas exemplares fémeas e adultas de D. aequipinnatus e para a
conducdo do experimento foram utilizados 3 aquarios com capacidade para 9
L, mantidos a 18°C, 24°C e 30°C, o experimento foi realizado com uma
temperatura a cada periodo. Cinco individuos de cada tratamento foram
coletados de modo aleat6rio a cada quatro dias, no periodo entre 0 1° e 37° dia
experimental nas temperaturas de 24°C e 30°C e no periodo entre o 1° e 33°
dia na temperatura de 18°C. O material coletado foi processado conforme
técnicas usuais para microscopia de luz. Na foliculogénese, as células
oogolnias, sdo as menores da linhagem germinativa e passam pelas diferentes
fases da profase meiética. Na oogénese, os estagios foram classificados em
previtelogénese inicial e final, vitelogénese inicial e final e por fim maturacao.
JA as fases reprodutivas foram classificadas em Regeneracéo,
Desenvolvimento inicial e final, Apto a desova e Regressdo. Desta forma foi
verificado que na temperatura de 24°C (T24) foram observadas as fases de
Desenvolvimento final e Apto a desova. Entretanto nas demais temperaturas
18°C (T18) e 30°C (T30) o mesmo padrdo nao foi observado, jA que foram
identificadas todas as fases sendo: Desenvolvimento Inicial e Final, Apto a
desova, Regressdo e Regeneracdo. Assim podemos concluir que a
temperatura influenciou no padrdo de desenvolvimento ovariano de D.

aequipinnatus.

Palavras-chave: Ciprinideo. Morfologia. Reprodugédo. Temperatura.



ABSTRACT
The antropogenic influence has grown continuously in the environment, thus
negative impacts on the environment cause changes on the distribution and
abundance of aquatic species extending from small streams to large rivers. In
teleosts, gametogenesis is a highly complex process, modulated by
environmental and physiological changes. This study aimed to evaluate the
influence of three different temperatures on ovarian development of Devario
aequipinnatus. They were used adult females specimens, and for the
experiment were used three aquariums with a capacity of 9 L, kept at 18°C,
24°C and 30°C, the experiment was conducted with a temperature of each
period. Five individuals from each treatment were collected randomly every four
days in the period between 1st and 37th experimental day at temperatures of
24°C and 30°C and the period between 1st and 33th day at temperature of
18°C. The material were processed according to the usual techniques for light
microscopy. In folliculogenesis, the oogonia, cells are the smallest of the germ
line and go through different stages of meiotic prophase. In oogenesis, stages
were classified into initial and final previtelogenic, initial and final vitellogenesis
and maturation. Already reproductive phases were classified into Regenerating,
initial and final Developing, Spawning Capable and Regressing. Thus, it was
found that at 24°C (T24) of final Developing and Spawning capable phases
were observed. However, in other temperatures, 18°C (T18) and 30°C (T30),
the same pattern was not observed, all stages were identified as follows: Initial
and Final Developing, Spawning capable, Regressing and Regenerating. So we
can conclude that the temperature influenced the ovarian development pattern

in Devario aequipinnatus .

Keywords: Ciprinid. Morfology. Reproduction. Temperature.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

e CENARIO DAS MUDANCAS CLIMATICAS

De acordo com o relatério do Intergovernmental Panel on Climate Change —
IPCC (2013) a temperatura da superficie global estda aumentando desde o final
do século 19. As ultimas trés décadas tém sido sucessivamente mais quentes,
sendo que a primeira década do século 21 foi considerada a mais quente
desde o inicio das medicdes. A média da temperatura mostrou uma tendéncia
linear de aquecimento de 0,85°C durante o periodo de 1880 a 2002.

Frente a estas mudancas, o ciclo hidrolégico também vem sofrendo
alteracOes e causando diversos impactos que sao condicionados pela interacéo
de fatores ndo climaticos, como aumento da densidade populacional e
urbanizacdo, desenvolvimento da economia, mudancas geomorfolédgicas,
assim como a gestdo dos recursos aquicolas. Estas alteracdes desafiam a
sustentabilidade por diminuirem o abastecimento de agua ou ainda por
aumentarem a demanda da mesma (IPCC, 2014).

A influéncia antrépica vem crescendo continuamente no ambiente,
legitimando a importancia de se investigar as causas de estresse aos animais
nos sistemas naturais no qual se encontram (WIKELSKI; COOKE, 2006). Os
impactos negativos nos ambientes causam alteracdes sobre a distribuicdo e
abundéancia das espécies aquaticas (PAUL et al., 2014) se estendendo desde
pequenos corregos a grandes rios (ARAUJO, 1998).

As alteracdes climéaticas da temperatura em ecossistemas terrestres e
aguaticos causam impactos sobre as espécies como mudancas na reproducao
bem como no sucesso reprodutivo, recrutamento, desempenho de crescimento,
mortalidade e mudancas na distribuicdo geografica (PORTNER, 2002). Cabhill et
al. (2012) reportam que as respostas frente as mudangas sdo um dos maiores
problemas enfrentados pelos cientistas atualmente. Por isso, para um melhor
entendimento é preciso estudar as alteragbes climéaticas sobre as espécies
sendo essencial para as pesquisas, politicas e gestdo da diversidade biolégica
(COMTE et al., 2013).

Maitland (1995) ressalta que as atividades antrépicas nao estao recebendo

a devida atencdo, por isso € necessario que as espécies sejam consideradas
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por sua importancia econémica e cientifica como parte do recurso sustentavel
do planeta. Wikelski e Cooke (2006) citam a importancia de estudar os animais
no ambiente em que estdo inseridos, possibilitando a investigacdo das
alteracbes do habitat e perturbacbes ambientais incluindo as mudancas
climaticas.

Dentro deste contexto, 0s peixes se tornam 6timos modelos experimentais,
ja que possuem vantagens como a diversidade de espécies, formato do corpo,
aspectos fisiologicos em razdo da grande adaptacdo e das respostas a uma
variedade de ambientes naturais e as condicbes antropogénicas em que se
encontram (COSSINS; CRAWFORD, 2005).

Finalmente, diante da crescente demanda dos recursos aquicolas e da
disponibilidade de abastecimento para o mundo, a producdo de alimentos,
como a de peixes, s6 tende a aumentar. Assim com as mudancas climaticas
sobre os afluentes ha uma urgente necessidade de se estudar as possiveis
alteracbes da temperatura sobre a reproducdo e estoques pesqueiros
(DAVIES; BROMAGE, 2002).

e INFLUENCIA DA TEMPERATURA

Vérios autores relatam sobre a influéncia da temperatura em ambientes
aquaticos, reportando a importancia deste fator como ferramenta para
avaliacdo do potencial de sobrevivéncia, de colonizagdo e mudancgas locais e
globais (DEBNATH et al., 2006).

A temperatura € um fator importante na fisiologia dos vertebrados (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002; SOUZA, 2004) dentre eles, os peixes sao considerados
animais mais eficientes na conversao de energia quando comparados a outros
grupos, pois nao necessitam gastar energia para regulagdo corporal sendo
dependentes do meio externo (KUBITZA, 2000).

O desenvolvimento embrionario, na maioria dos peixes, pode acontecer em
funcdo das condi¢cbes ambientais externas onde ha uma grande variacdo de
temperatura. Os peixes evoluiram niveis de tolerancias para tais efeitos da
temperatura possibilitando o desenvolvimento dos embrides, uma destas
evidéncias é que a temperatura influencia na determinacdo sexual (DEVLIN;
NAGAHAMA, 2002) assim como na capacidade de crescimento,
desenvolvimento e reproducdo (BROMAGE; PORTER; RANDALL, 2001;
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DAVIES; BROMAGE, 2002). Desta forma cada espécie exige uma faixa
especifica de temperatura, sendo também denominada de zona de conforto
(KUBITZA, 2000).

Os fatores exdgenos que atuam na época reprodutiva sdo denominados de
gatilhos. Estdo divididos em preditivos, que abrangem o fotoperiodo e a
temperatura podendo atuar em diferentes fases do ciclo gonadal,
sincronizadores que fornecem condicdes ideais a desova e operam na
maturacdo final dos gametas e nos aspectos comportamentais de ambos 0s
sexos finalizando com a fertilizacédo; e finalizadores que marcam o final do
periodo reprodutivo ocasionando a regressao gonadal (MUNRO, 1990 citado
por VAZOLLER, 1996).

Desta forma, o entendimento da biologia e reproducdo de peixes assim
como dos fatores externos sdo essenciais para o0s estudos laboratoriais,
aguarismo e principalmente para contribuir no planejamento do manejo e
repovoamento das espécies (DEBNATH et al.,, 2006). A compreensdo da
atuacao da temperatura sobre os animais aquaticos contribui significativamente
para as previsdes dos efeitos na populacao e niveis de comunidades (DORTS
et al., 2012).

Neste sentido, varias pesquisas vém sido desenvolvidas com o intuito de
investigar a influéncia da temperatura no desenvolvimento gonadal, reversao
sexual e deplecéo das células germinativas, além de outros fatores que afetam
a reproducéo de peixes. Pankhurst e colaboradores (1996) realizaram um
trabalho sobre os efeitos da temperatura no desenvolvimento ovariano em
fémeas de truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss, utilizando diferentes
temperaturas de 9°C, 12°C, 15°C, 18°C, 21°C por trés meses, relataram
alteracdo na maturacdo e desova, sendo que as fémeas mantidas na ultima
temperatura de 21°C ndo desovaram e ainda houve baixa producdo dos
oocitos.

Estudando o salméo do Atlantico, Salmo salar, King et al. (2003) relataram
gue fémeas maduras mantidas a uma temperatura de 22°C, obtiveram uma
significativa reducdo no diametro dos odcitos, na taxa de fecundidade e
sobrevivéncia do ovo-olhado, em comparacdo aquelas mantidas em 14°C e
18°C.
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O efeito da temperatura também foi estudado em machos de robalo flecha,
Centropomus undecimalis, por Ferraz; Cerqueira (2010), com objetivo de obter
machos sexualmente maduros com emprego de duas temperaturas, a primeira
foi aumentada naturalmente de acordo com a variacdo da temperatura da agua
de abastecimento enquanto a outra foi elevada gradativamente até 26°C, em
ambas temperaturas foi observado o aumento do volume de sémen ao longo
do periodo experimental.

Em contrapartida, o efeito da temperatura também esta associado a
reversdao sexual de machos de tilapias, como alternativa a aplicacdo de
hormoénios esteroides. Borges (2004) realizou um experimento que consistiu na
utilizacdo de temperaturas de 27°C (controle) e 35°C, em tilapias ainda na fase
de indiferenciacdo larval, por um periodo 28 dias, e observou que 0 maior
percentual de machos foi encontrado no tratamento (72,39%) em comparacao
ao controle (62,27%).

De acordo com Noébrega et al. (2010) a utlizacdo de diferentes
temperaturas (20°C, 27°C, 30°C e 35°C) na deplecdo endbgena da
espermatogénese de zebrafish (Danio rerio) com a droga quimioterapica
busulfan, observaram que temperaturas mais altas aceleraram a
espermatogénese, entretanto a de 35°C causou anormalidades, como
apoptose entre 0s espermatdcitos, auséncia de espermatozoides e uma
reducao do indice gonadossomatico.

Em um trabalho realizado por Siqueira-Silva e colaboradores (2015)
também associando a temperatura elevada (35°C) com o quimioterapico
Busulfan em Astyanax altiparanae os autores relataram que houve deplecao
gonadal com reducdo no numero de espermatogbnias, espermatécitos e
espermatides.

Deste modo, a temperatura é um fator essencial para a regulacdo dos
processos reprodutivos como a gametogénese, maturagdo, desova,
embriogénese, eclosdo e sobrevivéncia e pode influenciar de maneira
significativa estes processos (PANKHURST; PORTER, 2003).

Assim fica claro que a temperatura causa alteracdes no sistema endocrino,
por isso a importancia de investigar de que forma estas mudanc¢as modulam as
atividades reprodutivas nos peixes (PANKHURST; PORTER, 2003).
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e DESENVOLVIMENTO DAS CELULAS GERMINATIVAS

Em teleGsteos, a gametogénese é um processo altamente complexo,
modulado pelas variagdes ambientais e fisiolégicas (COWARD; BROMAGE,
2000). Por isso, o conhecimento das caracteristicas morfolégicas das gbnadas
constitui uma etapa basica e essencial para o entendimento da biologia
reprodutiva das espécies (BAZZOLI; RIZZO, 1990; CREPALDI, 2006;
CARDENAS et al., 2008).

Os ovéarios sdo revestidos externamente por um tecido conjuntivo,
denominado de tunica albuginea, a qual emite projecdes para o interior deste
orgdo formando as lamelas ovuligeras, que contém oogbnias e odcitos em
diferentes estagios de desenvolvimento (ANDRADE et al., 2001; FRANCA;
GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010). Desta forma, o desenvolvimento das
células germinativas pode ser classificado em foliculogénese, crescimento
primario (previtelogénese), crescimento secundario (vitelogénese), maturacéo e
por fim a ovulagdo (AMORIM, 2007).

Na foliculogénese, ocorre inicialmente a proliferacdo das oogbnias que dao
origem aos ninhos de células germinativas. Estas células sdo gradualmente
individualizadas pelas células somaticas epiteliais, as pré-foliculares, que
envolvem as oogonias separando-as. As oogdnias entram em mitose mantendo
esta populacado de células ou ainda entram em meiose formando os oécitos em
diferentes fases da préofase (FRANCA; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010).
Ambas as divisfes celulares ocorrem no epitélio (GRIER; URIBE; PARENTI,
2007), além disso, todo epitélio compartilha caracteristicas comuns, pois
reveste uma superficie, [limen ou ducto; repousa sobre uma membrana basal e
é avascular (GRIER, 2000).

No crescimento primario, as ceélulas foliculares sdo adjacentes ao o00cito,
seguido da membrana basal e a teca, sendo uma camada vascularizada
(SELMAN; WALLACE, 1989; GUIMARAES; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2001;
QUAGIO-GRASSIOTTO; GUIMARAES, 2003).

A vitelogénese, ou crescimento secundario € marcado pela deposicédo de
granulos de vitelo no citoplasma (PATINO; SULLIVAN, 2002; GONCALVES;
BAZOLLI; BRITO, 2006; MARTINS et al., 2010; SANTOS-SILVA et al., 2015).
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Conforme ocorre o avanco desta etapa, o numero de alvéolos corticais também
aumenta (QUAGIO-GRASSIOTTO; WILDNER; GUIMARAES-BASSOLI, 2014).

A maturacdo do odcito € caracterizada pela migracdo do ndcleo para a
regido da micrépila (HONJI et al., 2009; MORRIS; SULLIVAN; GOVONI, 2011).
Ja a ovulacdo é o estagio em que o odcito é liberado para o limen ovariano
para posterior fertilizacdo, restando no ovario os foliculos pds-ovulatorios
(FRANCA; GRIER; QUAGIO-GRASSIOTTO, 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO et
al., 2011).

Assim, a caracterizacdo morfométrica e morfologica dos estagios de
desenvolvimento das células germinativas bem como as fases reprodutivas é
fundamental para a compreensdo de que forma a temperatura atua nestes

processos.

e CARACTERIZACAO DO GRUPO

A ordem Cypriniformes é um grande grupo de peixes de agua doce que
estéo distribuidos na América do Norte, Africa e Eurasia (MAYDEN, 2007). A
maior diversidade destes animais esta no sudeste da Asia. Estdo ausentes na
Australia e na América do Sul. Os membros desta ordem sédo popularmente
conhecidos como peixes de aquario, especialmente os “minnows” e “loaches”
(NELSON, 2006).

Dentro da familia Cyprinidae existem varios membros que sdo importantes
na aquariofilia, sendo muito coloridos e com enorme potencial ornamental
(FANG; KULLANDER, 2009) também sao utilizados como alimento de outros
peixes e pesquisas biolégicas. Algumas espécies sao particularmente
utilizadas, como a carpa comum (Cyprinus carpio), “goldfish” (Carassius
auratus), e danio ou zebrafish (Danio rerio). Esta Ultima espécie tem sido usada
largamente em pesquisas de desenvolvimento embrionario e na genética
(NELSON, 2006).

Segundo Lele e Krone (1996), os “danios” como sao chamados
popularmente, possuem indmeras vantagens para serem utilizados em
pesquisas laboratoriais como o baixo custo de manutencéo, baixa exigéncia de
espaco e rapido ciclo reprodutivo

Considerando o0 exposto acima, pretendeu-se estudar os efeitos da

temperatura no ciclo ovariano de D. aequipinnatus, pois a exemplo do zebrafish
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(Danio rerio), também é considerado um modelo experimental que esta exposto

a condicbes ambientais externas.

1.2. OBJETIVO GERAL

- Avaliar a influéncia de trés diferentes temperaturas sobre o desenvolvimento

ovariano de Devario aequipinnatus.

e Objetivos especificos:
- Descrever as fases reprodutivas com base nas alteracdes do epitélio
germinativo;
- Descrever morfologicamente a foliculogénese e a oogénese;
- Determinar o comprimento médio da primeira maturacdo gonadal,
- Avaliar o tipo de desova,
- Comparar o desenvolvimento ovariano nas temperaturas de 18°C e 30°C
(tratamento) com a temperatura de 24°C (controle);
- Avaliar o indice gonadossomatico;

- Mensurar a area dos o6citos maduros.
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CAPITULO 2 - CICLO REPRODUTIVO DE Devario aequipinnatus COM
ENFASE NA FOLICULOGENESE E OOGENESE.

RESUMO:

Dentro da familia Cyprinidae existem varias espécies importantes na culinéria,
aquarismo e em pesquisas biologicas. Como representante desta familia,
Devario aequipinnatus possui iniUmeras vantagens como baixo custo de
manutencdo, baixa exigéncia de espaco e rapido ciclo reprodutivo, podendo ser
usado em diversas areas da biologia. Desta forma, o presente estudo teve
como objetivo descrever morfologicamente a foliculogénese, oogénese e fases
reprodutivas. Foram utilizadas exemplares fémeas e adultas de D.
aequipinnatus, os ovarios foram coletados e processados conforme técnicas
usuais para microscopia de luz. Na foliculogénese, as oogobnias, sdo as
menores células da linhagem germinativa, podem permanecer quiescentes no
epitélio ou entrar em divisdo mit6tica originando novas células, dando
continuidade a esta populacdo ou ainda podem entrar em divisdo meiotica
passando pelas diferentes fases da préfase I. No estagio de previtelogénese,
0s odcitos foram caracterizados principalmente pela intensa sintese de RNA,
perda gradual da basofilia e aumento no didmetro dos odcitos. Ja o estagio de
vitelogénese foi marcado principalmente pela incorporacdo dos granulos de
vitelo. Os o6citos maduros foram caracterizados pela migracdo do nucleo para
a regido da micrépila. Também foram observados foliculos pés-ovulatérios e
atrésicos. As fases reprodutivas foram classificadas em Regeneracao,
Desenvolvimento inicial e final, Apto a desova e Regressdo. Desta forma, o
processo de formagdo das células germinativas torna-se essencial para o
entendimento da biologia reprodutiva dos organismos fornecendo
conhecimento do ciclo reprodutivo e servindo de subsidios para propostas de

gestado das espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Reproducgao. Danio. Morfologia.
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ABSTRACT:

Within the Cyprinidae family there are several important species in culinary,
aquarium and biological researches. As a representative of this family, Devario
aequipinnatus present numerous advantages as low maintenance costs, low
space requirement and fast reproductive cycle and can be used in many areas
of biology. Thus, this study aimed to describe morphologically folliculogenesis,
oogenesis and reproductive phases. Females and adult specimens of D.
aequipinatus were used, the ovaries were collected and processed according to
usual techniques for light microscopy. The collected material was processed as
usual for light microscopy techniques. In folliculogenesis, the oogonia, are the
smaller cells the germ line, which can remain quiescent in the epithelium or
enter in mitotic division originating new cells, continuing to population them or
they may enter meiotic division going through prophase | phases. The
previtelogenesis stage, oocytes were mainly characterized by intense RNA
synthesis, gradual loss of basophily and increase in the diameter of the oocytes.
The vitellogenesis stage was mainly marked by the incorporation of yolk
granules. The mature oocytes were defined by migration to the nucleus region
of the micropyle. It was also observed post-ovulatory follicles and atresia.
Reproductive phases were classified as Regenerating, Initial and Final
Developing, Spawning capable and Regressing. Thus, the process of formation
of germ cells it is essential to understand the reproductive biology of organisms
providing knowledge of the reproductive cycle and serving as subsidies for
species management proposals.

Keywords: Reproduction. Danio. Morphology.
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2.1 INTRODUCAO

A familia Cyprinidae possui a maior diversidade de peixes dulcicolas do
mundo (NELSON, 1994; FU et al., 2003) em torno de 3.008 espécies
(ESCHMEYER; FONG, 2015), sendo distribuidos em quase todo o mundo e
ausentes na Australia e Antartica (MAYDEN, 1991). Dentro da familia existem
varias espécies importantes na culinaria, aquarismo e pesquisas biolégicas.
Algumas espécies sdo amplamente usadas como a carpa comum (Cyprinus
carpio), goldfish (Carassius auratus) e zebra fish (Danio rerio) (NELSON, 2006)
sendo esta Ultima espécie um excelente modelo bioldgico utilizado nas areas
de genética, embriologia (NELSON, 2006), toxicologia (LELE; KRONE, 1996;
ARUNACHALAM et al., 2013) biologia molecular, neurociéncia e biomedicina
(ARUNACHALAM et al., 2013). Desta forma a espécie Devario aequipinnatus
pertencente a mesma familia possui inUmeras vantagens para ser utilizada
como baixo custo de manutencdo, baixa exigéncia de espaco e rapido ciclo
reprodutivo (LELE; KRONE, 1996) sendo assim torna-se também um
importante modelo biolégico para pesquisas cientificas, no entanto pouco se
tem conhecimento sobre sua biologia reprodutiva em relagcdo a descricéo
morfologica das células.

Desta forma, o estudo e caracterizacdo das células germinativas em
seus diferentes estagios assim como a distribuicdo e frequéncia nos ovarios
permitem inferir de forma ocorre o desenvolvimento ovariano e tipo de desova
da espécie (LIMA et al., 1991) tornando a histologia uma importante ferramenta
para o conhecimento da biologia reprodutiva (WEST, 1990). Segundo Selman;
Wallace (1989) o crescimento destas células ocorre de maneira diferente nos
diversos grupos de peixes assim a compreensdo do desenvolvimento do
processo de gametogénese possibilita o entendimento de maturacdo e
fertilizac&o.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo compreender de que
forma ocorre o desenvolvimento das células germinativas em fémeas de D.
aequipinnatus, descrevendo morfologicamente a foliculogénese, oogénese e

fases reprodutivas.
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2.2 MATERIAL E METODOS

Exemplares fémeas e adultas (n=70) de Devario aequipinnatus (Fig. 1a),
foram obtidas a partir de atacadistas de peixes ornamentais da regido de
Uberlandia - MG, posteriormente encaminhados para o Laboratorio de Ictiologia
Neotropical — Lineo, Unesp, Ilha Solteira, SP, onde permaneceram durante 30
dias em fase de aclimatacdo. Os animais foram alimentados diariamente com
racdo comercial Super Red composta por 38% de proteina bruta, 16% de
matéria mineral e 10% de umidade. Os animais foram mantidos em fotoperiodo
12C:12E e foi realizada a limpeza dos aquérios diariamente, com troca de 10 a
20% da agua. Como procedimento para a manutencdo da temperatura e
gualidade da agua, foram utilizados chillers, aeradores, termostatos e filtros.

Os animais foram coletados, anestesiados e eutanasiados com solugéo
alcodlica com 0,29/l de benzocaina de acordo com o Protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (11/2013/CEUA). Apos a anestesia 0s
animais tiveram a massa (g), comprimento total (cm) e padrdao (cm) aferidos.
Posteriormente foi realizada uma incisdo na regido ventral do animal, no
sentido pbstero — anterior expondo toda a cavidade abdominal para a retirada
dos ovarios.

Os ovérios coletados foram seccionados transversalmente na regiao
mediana e os fragmentos foram fixados em solucdo de paraformaldeido a 4% e
glutaraldeido a 2% em tampao fosfato Sorensen, 0,1M a pH 7,2, por pelo
menos 24 horas. Apos a fixacdo, os fragmentos ovarianos foram desidratados
em solucdo alcodlica, em série crescente de concentracdo e embebidos em
glicol metacrilato (Technovit 7100/historesina), seccionados a 3,0 ym de
espessura em micrétomo equipado com navalha de vidro LEICA RM 2245 e
corados com Hematoxilina e Eosina. Para a medicao do diametro dos odcitos e
fotoprocessamento foi utilizado microscépio éptico Zeiss equipado com camera
AXIOCAM-MRc5. O processamento e a analise foram realizados no
Laboratério de Ictiologia Neotropical, Departamento de Biologia e Zootecnia —
UNESP/FEIS.

A classificacdo das fases de desenvolvimento ou ciclo ovariano foi
realizada com base nas caracteristicas macroscopicas e microscépicas dos
ovarios e das células germinativas presentes segundo critérios estabelecidos

por Brown-Peterson et al. (2011).
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O comprimento médio da primeira maturacdo gonadal foi estimado
atravées do comprimento padrdo do menor individuo dentre as coletas
considerado apto a se reproduzir, com excec¢édo dos animais imaturos.

O tipo de desova foi determinado de acordo com os estagios das células
presentes seguindo a classificacdo proposta por Murua; Saborido-Rey (2003).

Figura1l-a) Exemplar fémea de Devario aequipinnatus.

Fonte: Raphael Costa
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2.3 RESULTADOS

Os ovérios de D. aequipinnatus sdo 6rgaos pares, com coloracdo que
pode variar conforme a fase de desenvolvimento (Fig. 2b). Estes 6rgdos se
unem na porgao caudal e séo irrigados pelos vasos sanguineos, localizados na
cavidade celomatica, sendo envolvidos pelo tecido conjuntivo, denominada de
tunica albuginea, que se funde a cavidade celomatica formando uma so
camada (Fig. 2a).

Os ovarios sdo compostos por células somaticas e células germinativas.
Estas células somaticas sdo inicialmente denominadas de pré-foliculares (Fig.
3a-c, e-h) somente apds as sucessivas divisbes mitéticas e formacdo do
foliculo ovariano serdo chamadas de células foliculares (Fig. 3i) e dardo
suporte a todo desenvolvimento ovariano. As células germinativas passaréo
por diferentes estagios de desenvolvimento e até o momento da liberagédo para

o limen ovariano (Figs.3 e-f) também denominado de oocitacao.

e Foliculogénese:

O processo de foliculogénese inicia-se com as primeiras e menores
células da linhagem germinativa que sdo as oogbnias que podem ser
identificadas de trés formas de acordo com alteracbes das caracteristicas
morfolégicas.

Desta forma, as oogo6nias A-indiferenciadas sdo definidas como células
com nucleo claro e alongado e nucléolo descentralizado e fortemente basdbfilo,
podem permanecer quiescentes no epitélio ou ainda entrar no processo
mit6tico (Fig. 3b) originando as oogbnias A-diferenciadas. Este segundo tipo de
células, podem ser encontradas de forma isolada (Fig. 3a) ou em cistos (Fig.
3b) caracterizadas pelo nucleo bem arredondado e nucléolo também
fortemente basdfilo. Estas células posteriormente proliferam se em oogonias B-
diferenciadas sendo células arredondadas, com nucleo menos basdfilo e
podendo apresentar um ou dois nucléolos (Fig. 3c).

As oogobnias-B se diferenciam em odcitos que iniciam 0 processo
meidtico estando dentro dos cistos. Nos cistos, 0s o00citos podem ser

encontradas na mesma fase da préfase meiotica (Fig. 3d).
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Os odcitos sdo diferenciados pela compactacdo da cromatina, sendo
classificados em leptéteno, com nucléolo descentralizado, nacleo claro e inicia-
se a condensacdo da cromatina (Fig. 3e); em zigbteno ocorre uma maior
pigmentacdo da cromatina tornando se mais evidente, o nucléolo pode estar
central ou na periferia (Fig. 3f); em paquiteno pode ter um ou mais nucléolos, o
ndcleo é mais claro destacando o pareamento dos cromossomos homélogos
com uma coloragcdo mais evidente (Fig. 3g) e na ultima fase da profase
meidtica, os odcitos em dipléteno sédo envolvidos pelas células pré — foliculares
que individualiza-os.

Os odcitos em dipléteno com indmeros nucléolos na periferia nuclear,
sdo circundados pelas células pré-foliculares, isolando-os do cisto, nesta etapa
ja € possivel observar a membrana basal (Fig. 3h) assim passam a ser
denominados de foliculo ovariano e sdo circundados pelas células agora
denominadas de foliculares, o citoplasma € mais basdfilo do que a fase de
dipléteno e nucleo bem evidenciado (Fig. 3i) desta forma o foliculo da

prosseguimento ao ciclo reprodutivo.

e Estagios das células germinativas:

Com o término da foliculogénese, as células germinativas entram
propriamente em crescimento primario ou previtelogénese em seguida
crescimento secundario ou vitelogénese e por fim maturacao final. Também
sdo encontrados foliculos p6s ovulatérios e odcitos atrésicos. Os estagios das

células germinativas estédo descritos abaixo:

a) Odcitos previtelogénicos iniciais: as células possuem o citoplasma
intensamente basofilo devido a proliferacdo de organelas, o nucleo redondo
com coloragdo rosea e clara e 0os inumeros nucléolos sdo dispostos na
periferia. As células foliculares sdo pavimentosas devido ao formato do nucleo
ser achatado e encontram-se distantes umas das outras, além de serem
escassas (Fig. 4a-b). Os odcitos ainda sdo pequenos com diametro de 118,6
um + 20,5 quando comparados ao final do desenvolvimento e podem ser
observados os corpusculos de Balbiniani que tem aparéncia de fissuras (Fig.
4b).
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b) Odcitos previtelogénicos finais: Com o avanco do desenvolvimento
celular, o citoplasma torna-se menos basofilo, com inUmeros nucléolos (Fig.
4c). Neste estagio hd o aparecimento dos alvéolos corticais em diferentes
tamanhos, encontrando-se em grande numero e dispostos por todo o
citoplasma (Fig. 4c). E também ha surgimento da zona radiata que € uma
camada estriada e acelular com coloragdo résea medindo 4,1 um (Fig. 4d).
Inimeras células foliculares pavimentosas sdo observadas, entretanto diferente
da etapa anterior, estdo mais proximas umas das outras (Fig. 4d). Estes
oocitos medem em torno de 246,4 um + 42,2 de didametro sendo que também

estdo presentes das células da teca (Fig. 4 b).

c) Odocitos vitelogénicos iniciais: As células aumentam em tamanho
cada vez mais, medindo em torno de 421,1 um * 63,3 de didmetro. Ha a
deposicdo dos granulos de vitelo ocupando o0 centro do citoplasma,
concomitantemente os alvéolos corticais em grande numero também se
encontram presentes e se dispdem migrando para periferia celular (Fig. 4e). As
células foliculares ainda permanecem pavimentosas, porém mais proximas e a

zona radiata mede 4,5 um (Fig. 4 f).

d) Odcitos vitelogénicos finais: Neste estagio, o nucleo é central, os
granulos de vitelo ocupam o citoplasma e os alvéolos corticais se concentram
na periferia do odcito (Fig. 4g). Os odcitos aumentam em tamanho com média
de 590,4 uym % 108,3 de didmetro e o0s nucléolos que anteriormente se
encontravam na posicao periférica comecam a ocupar todo o nucleo (Fig. 49).
A zona radiata torna se mais espessa 4,67 um (Fig. 4h) e as células foliculares

permanecem pavimentosas (Fig. 4h).

e) Oobcitos maduros: Por fim, este é o Ultimo estagio de
desenvolvimento assim como 0 maximo de tamanho no qual as células podem
atingir o comprimento de 721,1 um + 59,8 e largura de 586,2 um + 57,2 desta
forma os granulos de vitelo ocupam todo o0 espaco citoplasmatico, os alvéolos
permanecem na periferia (Fig. 4i-)) e a zona radiata atinge sua maxima

espessura 6,81 um (Fig. 4j). As células foliculares tornam-se cuboides (Fig. 4j).
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O evento caracteristico deste estagio € a migracdo da vesicula germinativa

(nucleo) em direcdo a micrépila (Fig. 4i e k).

f) Odocitos atrésicos: Estes odcitos tornam se flacidos e podem ser
encontrados em qualqguer momento do ciclo reprodutivo. Eles séo
caracterizados pela desorganizacao do citoplasma no qual ocorre a liquefagéo
dos granulos de vitelo e dos alvéolos corticais, também ha a descontinuidade
da zona radiata que se torna mais fina. As células foliculares se hipertrofiam
apresentando um aspecto mais espesso desta camada (Fig. 4l).

Posteriormente estes o6citos serdo reabsorvidos.

g) Foliculos p6s ovulatérios: Estes foliculos sdo formados pelo conjunto
de células foliculares, células da teca e a membrana basal. Apds a liberacdo
dos odécitos maduros no processo de oocitagdo, permanecem estas camadas
nas lamelas ovuligeras formando uma s6 camada devido ao limen ovariano se
tornar irregular e podem ser observados os vasos sanguineos ao redor (Fig.
4l).

e Fases reprodutivas:

As estruturas dos ovarios sofrem modificacbes de acordo com
desenvolvimento das células germinativas por isso podem ser encontrados
odcitos nos estagios de previtelogénese, vitelogénese, maduros, atrésicos e
foliculos pds ovulatorios. Desta forma as fases reprodutivas sdo classificadas
conforme as alteracBes que o epitélio germinativo associado aos estagios de
desenvolvimento ovariano como também as modificagdes que ocorrem nas

lamelas ovuligeras.

a) Imaturo: Os ovarios sao espessos (Fig. 5a) had somente odcitos
previtelogénicos iniciais com citoplasma intensamente basdfilo, nacleo claro e
nucléolos na periferia, como também oogonias em cistos ou isoladas e também
as lamelas ovuligeras em formacgédo (Fig. 5b). Nota se poucas oogbnias e

o0citos profasicos nesta etapa.
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b) Desenvolvimento: Para melhor entendimento e detalhamento desta
fase, subdividimos as em duas:

- Desenvolvimento inicial: Os ovéarios apresentam apenas odcitos em
crescimento primario, como odécitos previtelogénicos iniciais e previtelogénicos
finais (Fig. 6 a-c). Esta fase é marcada pelo aparecimento dos alvéolos
corticais nos odcitos previtelogénicos finais que estdo distribuidos no
citoplasma (Fig. 6c).

- Desenvolvimento final: Nesta subfase, inicia-se o crescimento
secundario com odcitos vitelogénicos iniciais, ou seja, ha o inicio da
incorporagao de pequenos granulos de vitelo no centro do citoplasma enquanto
os alvéolos migram para a periferia (Fig. 6d-e), observa-se o00citos em
vitelogénese final (Fig. 6f). Também estdo presentes oocitos previtelogénicos

iniciais e finais (Fig. 6d).

c) Apto a desova: Nos ovarios podem ser encontrados odcitos de
reserva como previtelogénicos iniciais e finais, o6citos maduros e od0citos
atrésicos, 0s quais podem ser identificados em qualquer fase de
desenvolvimento (Fig. 7a-b). Observa-se nos odécitos maduros o maximo
crescimento destas células (Fig. 7d) e também podem estar presentes 0s
foliculos p6s ovulatérios, estes foliculos indicam que o animal esta pronto para

reproducdo e ja desovou.

d) Regressao: Nesta fase, os ovarios tornam-se flacidos e ha um maior
espaco entre lamelas ovuligeras devido a liberacdo dos odécitos maduros. Os
ovarios tém odcitos previtelogénicos mas principalmente ha uma grande
quantidade de odcitos atrésicos e foliculos pos-ovulatérios (Fig. 8a). Esta fase
marca o fim do ciclo reprodutivo (Fig. 8c-d).

e) Regeneracao: Nesta fase, nos ovarios ocorrem a reestruturacdo das
lamelas ovuligeras (Fig. 9a) e ha uma grande quantidade de ninhos e cistos
com células germinativas (Fig. 9b-d). Ha a proliferacdo mitética de oogonias e
formacdo dos oocitos profasicos, para a renovagao do novo ciclo reprodutivo.
Observa-se inumeras oogobnias (Fig. 9b-c) além de predominar apenas o0citos

previtelogénicos iniciais (Fig. 9a-c).
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e Tipo de desova e comprimento médio da primeira maturacéo
gonadal.

7

O tipo de desova em D. aequipinnatus € classificado como desova
parcelada aos lotes, pois dentro do mesmo ovario existem diferentes estagios
de desenvolvimento das células germinativas, como observado podem ser
identificados tanto odcitos em previtelogénese como em vitelogénese e
maduros. A presenca dos foliculos pos ovulatérios indica que a espécie ja
desovou um lote de odécitos maduros e ja possui o0citos em estagio anterior
(vitelogénicos) para a proxima desova desta forma a desova ocorre de acordo
com o amadurecimento dos oécitos (Fig. 10 a-d).

O comprimento médio da primeira maturacdo gonadal da espécie, ou
seja, a determinacdo do comprimento total em que todos os individuos ja

iniciaram o ciclo reprodutivo foi de 4,2 centimetros.
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Figura 2 - Ovérios de Devario aequipinnatus. a) Ovérios localizados na cavidade celomatica;
b) Ovarios: lado direito (D) e lado esquerdo (E). Legenda: cc: cavidade celomatica; vs: vasos

sanguineos; Seta: ovarios fundidos na por¢éo caudal; Cabeca de seta: cavidade celomética.

Fonte: Raphael Costa
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Figura 3 - Foliculogénese em D. aequipinnatus. a) Oog6nia A-diferenciada (oad); b) Cisto de
oogdnias A- diferenciadas (oad) e oogdnia A-indiferenciada isolada (oai); c) Cisto de oogbnias
B-diferenciadas (ob); d) Cistos (ci) dentro dos ninhos germinativos (ni); e) Cisto com o6citos em
leptéteno (ol); f) Odcitos em zigéteno (0z); g) Odbcitos em paquiteno (op); h) Obcitos em
dipléteno (od); i) Foliculo ovariano (fo). Legendas: pf: células pré-foliculares; Iu: lGmen.

Coloracéo: hematoxilina/eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 4 - Oogénese em D. aequipinnatus. a) Odcito previtelogénico inicial com nucléolos (nu)
dispostos na periferia; b) Células foliculares pavimentosas (cf); ¢) Odcito previtelogénico final
com os alvéolos corticais (ac) em todo o citoplasma; d) Comparacéo das celulares foliculares
entre o od0cito previtelogénico final e inicial que permanecem pavimentosas; e) Odcito
vitelogénico inicial com alvéolos corticais na periferia (ac) e granulos de vitelo centralizados
(gv); f) Comparacao das células foliculares e zona radiata entre o odcito vitelogénico inicial e
previtelogénico final ; g) Odcito vitelogénico final com nicleo central (n) e acdmulo dos granulos
de vitelo (gv); h) Células foliculares pavimentosas; i) O6cito maduro com migragao da vesicula
germinativa (vg) em direcdo a micrépila (mi); j) Células foliculares cuboides; k) detalhe da
micropila; 1) Oécitos atrésicos (ao) e foliculo pds ovulatério (fpo). Legendas: lu; limen ovariano;
ch; Corpusculos de Balbiani; t: teca; asterisco: zona radiata; opf: odcito previtelogénico final.
Coloracéo: hematoxilina/eosina.
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Fonte: propria autora
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Figura 5 - Ovérios de D. aequipinnatus em fase Imatura. a) Ovario somente com 00citos
previtelogénicos (opi) com organizagdo das lamelas ovuligeras (seta grossa); b) Detalhe dos
odcitos previtelogénicos iniciais (opi) com nucléolos (nu) na periferia do nucleo (n) e cisto com

oogonias (ci). Legendas: lu (Iumen ovariano). Coloragéo: hematoxilina/eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 6 - Ovarios de D. aequipinnatus em fase de Desenvolvimento. (a-c) Ovéario em
subfase de Desenvolvimento inicial. Ovario com odcitos previtelogénicos iniciais (opi) e finais
(opf); (d-f) Ovario em subfase de Desenvolvimento final; Ovario com odcitos
previtelogénicos iniciais (opi); odcito vitelogénico inicial (ovi) e final (ovf). Legendas: lu (Ilimen

ovariano); p: parede ovariana. Coloragéo: hematoxilina/eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 7 - Ovarios de D. aequipinnatus em fase de Apto a desova. (a-b) Ovario repleto de
odcitos maduros, odcitos previtelogénicos iniciais (OPi); odcitos previtelogénicos finais (OPf);
odcito atrésico (OA); ¢) Odcito maduro (OM) caracteristico desta fase com migragéo do nucleo
em direcdo a micrépila (Mi); d) Detalhamento da micropila (Mi). Legendas: n: nlcleo; gv:
granulos de \vitelo, seta: células foliculares; asterisco: zona radiata. Coloracéo:

hematoxilina/eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 8 - Ovérios de D. aequipinnatus em fase de Regressdo. a) Ovario com odcitos
previtelogénicos (op), oécitos em varios estagios de atresia (ao), foliculo pds ovulatério (fpo); b)
Foliculo pés ovulatério em processo de degeneragdo; c) Odcito atrésico (ao); d) Detalhe da
hipertrofia das células foliculares, desintegragcdo da zona radiata (*) e dos granulos de vitelo
(gv). Legendas: Iu: Ildmen ovariano, SETA: vasos sanguineos. Coloracéo:

hematoxilina/eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 9 - Ovérios de D. aequipinnatus em fase de Regeneracdo. a) Ovario com o0d6citos
previtelogénicos (op); b) Detalhe da proliferagdo de oogonias (0g); odcito previtelogénico inicial
(opi) e odcitos profasicos; c) Cisto com oogodnias tipo A-diferenciadas, foliculo ovariano (fo) e

oocito previtelogénico (opi); d) Cisto com oogénias (og). Legendas: lu: lamen. Coloragéo:

hematoxilina/eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 10 - Tipo de desova em Devario aequipinnatus. (a-d) Ovario com diferentes estagios
de desenvolvimento das células germinativas evidenciando a desova aos lotes com odcitos
previtelogénicos iniciais (opi) e finais (opf), odcitos vitelogénicos iniciais (ovi) e finais (ovf),
odcitos maduros (om) e foliculo pos ovulatério (fpo), nota se os espacos entre as lamelas
mostrando que uma parte dos odcitos ja foi liberada para o limen ovariano (I). Coloragéo:

hematoxilina/eosina.

Fonte: propria autora
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2.4 DISCUSSAO

Em D. aequipinnatus a formagéo das lamelas ovuligeras nos ovérios dao
suporte a todo desenvolvimento das células germinativas. Estas lamelas
formam proje¢cdes que sdo direcionadas ao estroma assim como Visto em
outros teledsteos como em Brycon orbignyanus, Acestrorhynchus pantaneiro e
Pimelodus maculatus (GANECO et al, 2001; RODRIGUES; QUEROL;
BRACCINI, 2005; AMORIM, 2007), além disso estas lamelas podem
apresentar aspectos morfolégicos diferentes dependendo do estagio de
desenvolvimento dos odcitos (GANECO et al.,, 2001) tal fato também foi
observado ao longo da oogénese na presente espécie.

A foliculogénese inicia-se com as divisbes mitéticas devido a proliferacédo
das oogbnias e meiodticas com a diferenciacdo dos odcitos (MAZZONI et al.,
2011; GRIER, 2000; ANDRADE et al., 2001; GRIER; URIBE; PARENTI, 2007).
Em D. aequipinnatus estas divisdes celulares iniciam-se dentro dos ninhos,
com as oogobnias, precursoras de todo desenvolvimento ovariano, s&o
classificadas em oogonias A-indiferenciadas e A-diferenciadas; e B-
diferenciadas e apds as divisbes meibticas se diferenciam em odcitos
profasicos. Estas distincdes dos diferentes tipos de oogbnias também foram
descritas para outras ordens como Siluriformes e Labriformes (QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2011; SANTOS-SILVA et al.,, 2015). De acordo com
Santos-Silva e colaboradores (2015) a classificacdo desta etapa inicial é
essencial, pois permite um melhor entendimento desde a proliferacdo das
oogbnias até o momento da formacéao do foliculo ovariano.

Dentro dos cistos, os o6citos séo individualizados pelas células epiteliais e
se desenvolvem de forma sincronica (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011)
estas ceélulas circundam os odcitos diplotenos (FRANCA; GRIER; QUAGIO-
GRASSIOTTO, 2010) e posteriormente ocorre a sintese da membrana basal
formando o foliculo ovariano. Para D. aequipinnatus, estas células pré-
foliculares no final da profase meidtica, individualizam os o6citos e
posteriormente continuardo a circunda-los nos proximos estagios de
desenvolvimento e possuem diferentes formatos conforme o avanco da
oogénese.

O crescimento dos oocitos é classificado de acordo com as alteracfes

morfologicas das células considerando caracteristicas como nucleo, nucléolos,
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basofilia do citoplasma, zona radiata. Na presente espécie os estagios da
oogénese sao identificados de acordo com estes critérios sendo que estas
mesmas consideragbes foram utilizadas na classificagdo dos estagios de
outros ciprinideos como Puntius conchonius, Ctenopharyngodon idella e Danio
rerio também descrevendo os estagios de crescimento primario, secundario e
maturacdo (CEK et al., 2001; GLASSER et al., 2003; CAKICI; UCUNCU, 2007).

Na presente espécie, o estagio de previtelogénese € caracterizado de
acordo com estruturas muito importantes que aparecem e dao suporte a todo
desenvolvimento ovariano a exemplo da zona radiata e dos alvéolos corticais
(SELMAN; WALLACE, 1989; PATINO; SULLIVAN, 2002). Assim como visto na
Ordem Cypriniformes como em Danio rerio e Cyprinus carpio, a zona radiata
também surge no estagio de alvéolos corticais e torna-se mais espessa e mais
desenvolvida conforme o crescimento ovariano (YON; AYTEKIN; YUCE, 2008;
SHABANIPOUR; HOSSAYNI, 2010). J& os alvéolos corticais tém como func¢éo
atuar como uma barreira a polispermia migrando para a periferia celular
(WALLACE; SELMAN,1981; OHTA, 1990; RODRIGUES; QUEROL; BRACCINI,
2005) em D. aequipinnatus estes alvéolos sdo organizados como uma fina
camada na regido periférica do citoplasma no final da vitelogénese.

No estagio de vitelogénese em D. aequipinnatus ocorre a incorporacéo dos
granulos de vitelo no citoplasma, que aos poucos ocupa todo o espaco celular,
de acordo com Rodrigues; Querol; Braccini (2005) estes granulos
posteriormente servirdo como fonte de reserva energética para o embrido. E
por fim, no estagio de maturacdo observa se a migracao do ndcleo em direcéo
a micropila sendo que esta caracteristica € comum a outras espécies de peixes
como Merluccius hubbsi e Pimelodus maculatus (HONJI et al., 2006; QUAGIO-
GRASSIOTTO et al., 2011).

Os foliculos p6s-ovulatérios encontrados em D. aequipinnatus indicam que
0s odcitos foram liberados para o lumen ovariano no processo denominado
oocitagado por isso as estruturas restantes sdo as camadas da teca, folicular e
membrana basal estas mesmas caracteristicas morfoldégicas foram
semelhantes a descritas por Amorim (2007).

Ja os oocitos atrésicos apresentaram ceélulas foliculares hipertrofiadas e
descontinuidade da camada folicular e zona radiata sendo reabsorvidas pelos

ovarios. Em Danio rerio estudado por Uclincli; Cakici (2009); Prochilodus
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argenteus e Leporinus taeniatus relatado por Santos et al. (2008) e Thomé et
al. (2012) houve também hipertrofia das células foliculares e desintegridade da
zona radiata, para D. aequipinnatus, a zona radiata se mostrou também uma
camada descontinua e com formato irregular e de acordo com Amorim (2007)
estas células atrésicas entram em processo de regressdo, degeneracao e
absorcdo. Para a presente espécie o processo de atresia foi mais comumente
visto em o0citos em estagio mais avancado de desenvolvimento como na
vitelogénese esta constatacdo também foi relatada para outros teledsteos
(MIRANDA; BAZOLLI; SATO, 1999; AMORIM, 2007).

As fases reprodutivas do ciclo em D. aequipinnatus foram descritas de
acordo com Brown-Peterson e colaboradores (2011) na qual padronizaram
uma classificacdo para fémeas de acordo com as alteracdes morfolégicas das
células sendo denominadas de imaturo, desenvolvimento, apto a desova,
regresséo e regeneragdo. Embora esta padronizagdo tenha sido desenvolvida
para peixes marinhos, a nomenclatura mostrou se perfeitamente cabivel a
ordem Cypriniformes, atual ordem da presente espécie desta forma outros
autores como Wildner; Grier; Quagio-Grassiotto (2013) também a utilizaram
para Siluriformes e Characiformes assim como Quagio-Grassiotto; Wildner;
Ishiba (2013) para as mesmas ordens.

A primeira maturacdo determinou o comprimento no qual a espécie esta
apta a reproducdao, tal informacédo também foi descrita por Araujo et al. (2012)
para Crenicichla menezesi e Santos-Silva et al. (2015) para Laetacara
araguaiae. Assim sendo o presente trabalho corrobora conforme Gurgel et al.
(2011) para o estudo de uma série de métodos que contribuem com o0 manejo
tendo como finalidade a sustentabilidade da exploracdo da pesca como
também uma medida que garante que o animal se reproduza pelo menos uma
vez antes de ser capturado.

O tipo de desova em D. aequipinnatus € parcelada e o desenvolvimento dos
odcitos sincrbnico em grupo pois sdo encontrados diversos estagios de
desenvolvimento este padrdo foi descrito conforme Murua; Saborido-Rey
(2003) na qual a desova parcelada ha predominancia de pelo menos duas
populacdes de odcitos em que uma esta mais desenvolvida e segue até o fim
do ciclo reprodutivo e outra populagdo que tem funcéo de estoque (reserva),

indicando que s&o encontrados varios estagios dos odcitos dentro de um
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mesmo ovario em que ha liberacdo das células germinativas conforme seu
desenvolvimento.

Desta forma o entendimento das modificacdes das células que ocorrem
desde a foliculogénese a oogénese € uma etapa basica e essencial para
contribuir na descricado da biologia reprodutiva de D. aequipinnatus visto que as
informagdes sobre seus aspectos reprodutivos sdo escassas. Como descrito
por Marques; Rosa; Gurgel (2000) as alteracdes em nivel nuclear,
citoplasmatico e folicular demonstram processos muito importantes reforcando
0 estudo destas mudancas ao longo do desenvolvimento contribuindo para o

aprimoramento do conhecimento da reproducdo das espécies.
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CAPITULO 3 — A INFLUENCIA DAS DIFERENTES TEMPERATURAS NO
CICLO REPRODUTIVO DE FEMEAS DE Devario aequipinnatus.

RESUMO

A temperatura € um fator importante na vida dos peixes e atua na
regulacéo dos processos reprodutivos como no desenvolvimento e maturacao
dos gametas, embriogénese, eclosdo e sobrevivéncia das larvas e juvenis.
Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de trés
diferentes temperaturas de 18°C, 24°C e 30°C no ciclo reprodutivo de fémeas
de Devario aequipinnatus. Para a conducao do experimento foram utilizados 3
aquarios com capacidade para 9 L, mantidos a 18°C, 24°C e 30°C, sendo
coletados 50 peixes nas temperaturas de 24°C e 30°C e 45 peixes na
temperatura de 18°C, o experimento foi realizado com uma temperatura a cada
periodo. Cinco individuos de cada tratamento foram coletados de modo
aleatério a cada quatro dias, no periodo entre 0 1° e 37° dia experimental nas
temperaturas de 24°C e 30°C e no periodo entre o 1° e 33° dia ha temperatura
de 18°C. Os dados biométricos foram aferidos, os ovarios removidos e
processados para andlise histolégica e morfométrica em microscopia de luz.
Nos ovarios dos exemplares de D. aequipinnatus mantidos na temperatura de
24°C (T24) foram observadas as fases de Desenvolvimento final e Apto a
desova. O mesmo nao foi observado nas temperaturas de 18°C (T18) e 30°C
(T30), pois foram encontradas todas as fases reprodutivas: Desenvolvimento
inicial e final, Apto a desova, Regressédo e Regeneracdo. Assim a temperatura
influenciou o desenvolvimento ovariano de fémeas de D. aequipinnatus tanto
em temperaturas mais altas (30°C) como mais baixas (18°C), contudo a T18
causou atresia em uma porcentagem maior de individuos, mostrando esta ser

mais prejudicial a espécie.

Palavras-chave: Ciprinideo. Temperatura. Reproducao.
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ABSTRACT

Temperature is an important factor in the fish live and participates in the
regulation of reproductive processes as development and maturation of
gametes, embryogenesis, hatching and survival of larvae and juveniles. Thus,
this study aimed to evaluate the influence of three different temperatures: 18°C,
24°C and 30°C in the reproductive cycle of Devario aequipinnatus females. For
the experiment were used three aquariums with a capacity of 9 L kept at 18°C,
24°C and 30°C being collected 50 individuals at temperatures of 24°C and 30°C
and 45 individuals at 18°C, the experiment was carried out a temperature in
each period. Five individuals from each treatment were randomly collected
every four days in the period between 1st and 37th experimental day at
temperatures of 24°C and 30°C and the period between 1 st and 33 th day the
temperature of 18°C. Biometric data were measured, the ovaries removed and
processed for histological and morphometric analysis in light microscopy. In the
ovaries of D. aequipinnatus kept at a temperature of 24°C were observed
predominantly animals in final development and Spawning capable phases. The
same was not observed at temperatures of 18°C and 30°C, where we found all
reproductive phases follows: initial and final Developing, Capable Spawning,
Regressing and Regenerating. Thus the temperature influenced the ovarian
development of females D. aequipinnatus both at higher temperatures (30°C)
and lower (18°C), however the lower temperature caused atresia in a higher

percentage of individuals demonstrating to be more detrimental to the specie.

Keywords: Cyprinid. Temperature. Reproduction.
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3.1 INTRODUCAO

A influéncia antrépica nos sistemas naturais esta aumentando de forma
continua legitimando a importancia de estudar de que forma as a¢cdes humanas
causam estresse no ambiente em que 0s animais estdo inseridos. Assim 0
estudo da interagdo animal-ambiente torna-se essencial para o entendimento
das alteracdes do habitat incluindo as mudancas climéaticas que podem ter
consequéncias devastadoras sobre a fauna (WIKELSKI; COOKE, 2006).

As previsdes das mudancgas climaticas preveem diversos impactos sobre
a distribuicdo e abundancia das espécies aquaticas (BIJOYA; FARUQUE;
AHASAN, 2014), por isso o conhecimento dos efeitos da temperatura pode
contribuir significativamente para medidas que preveem as consequéncias
destas mudancas nas popula¢cdes e comunidades (DORTS et al., 2012).

Neste contexto, a temperatura € um fator importante na vida dos peixes e
atua na regulacdo dos processos reprodutivos (VAN DER KRAAK;
PANKHURST, 1997; PANKHURST; PORTER, 2003) como no desenvolvimento
e maturacdo dos gametas, embriogénese, eclosao e sobrevivéncia das larvas e
juvenis (PANKHURST; PORTER, 2003). Assim, diante das mudancas
climaticas e alteracdes antropicas sobre o ciclo hidrolégico pesquisadores vem
ressaltando a importancia de investigar de que forma estas mudancas podem
influenciar na reproducéo e no desenvolvimento (BURT; HINCH; PATTERSON,
2011).

Por isso, levando se em consideracdo que 0s peixes Sao animais mais
eficientes na conversdo de energia e ndo precisam gastar energia para a
regulacdo corpérea sendo dependentes da temperatura (BOUEF; BAIL, 1999)
eles se tornam Otimos modelos experimentais por estarem sujeitos as
condicbes ambientais antropogénicas e naturais (COSSINS; CRAWFORD,
2005).

Desta forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar a influéncia de
trés diferentes temperaturas de 18°C, 24°C e 30°C no ciclo ovariano de Devario

aequipinnatus.
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3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Delineamento experimental

Exemplares fémeas e adultas (n=145) de Devario aequipinnatus foram
obtidos a partir de atacadistas de peixes ornamentais da regido de Uberlandia -
MG, posteriormente encaminhados para o Laboratério de Ictiologia Neotropical
— Lineo, Unesp, Ilha Solteira, SP, onde permaneceram durante 30 dias em fase
de aclimatacdo na temperatura de 24°C (T° de conforto da espécie). Os
animais foram mantidos em fotoperiodo 12C:12E e foi realizada a limpeza dos
aguarios diariamente com troca de 10 a 20% da agua. Como procedimento
para a manutencdo da temperatura e qualidade da agua foram utilizados
chillers, aeradores, termostatos e filtros.

Para a conducdo do experimento foram utilizados 3 aquéarios com
capacidade para 9 L, mantidos nas temperaturas de 18°C, 24°C e 30°C, sendo
coletados 50 peixes nas temperaturas de 24°C e 30°C e 45 peixes na
temperatura de 18°C, o experimento foi realizado com uma temperatura por
periodo.

A temperatura de 24°C é considerada por Riehl; Baensch (1991) como a
zona de conforto para esta espécie em ambiente natural e as demais
temperaturas foram adotadas para avaliar a sua influéncia de 6°C, superiores e
inferiores a temperatura de conforto. Apés o periodo de aclimatacdo dos
animais, a temperatura da agua do aquéario foi alterada gradativamente, com a
utilizacdo de um chiller durante uma semana (aproximadamente 1°C por dia)
até atingir a temperatura estipulada no experimento e foi monitorada com
auxilio de data loggers (Hobbo UA-0002) com intervalo a cada 1 hora entre as
medicdes. A média dos valores e 0 desvio padrdao nas temperaturas de 24°C
foram 24,26 + 0,22; em 18°C 18,37 + 0,36 e em 30°C 30,15 *+ 0,21
respectivamente.

Cinco individuos de cada tratamento foram coletados de modo aleatério a
cada quatro dias no periodo entre o0 1° e 37° dia experimental nas temperaturas
de 24°C e 30°C e no periodo entre o 1° e 33° dia na temperatura de 18°C. Os
dados biométricos foram aferidos, os ovarios removidos e processados para

analise histologica e morfométrica em microscopia de luz.
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3.2.2 Coleta do material biolégico

ApoOs serem coletados os exemplares de D. aequipinnatus foram
anestesiados e eutanasiados com solucdo alcodlica com 200mg/l de
benzocaina. Apds a anestesia os animais foram aferidos a massa (Q),
comprimento total (cm) e padrdo (cm). Posteriormente foi realizada uma incisao
na regiao ventral do animal, no sentido postero — anterior expondo toda a
cavidade abdominal para a retirada dos ovarios que foram pesados e
imediatamente processados.

Para o processamento de microscopia de luz, fragmentos dos ovarios
foram fixados “overnight” em 4% de paraformaldeido e glutaraldeido a 2% em
tampdao fosfato de Sorensen, pH 7.4. Os fragmentos foram desidratados em
série crescente de concentracdo de alcool e incluidos em historesina
(Technovit 7100). Cortes histologicos (3um) foram submetidos a coloragdes de
hematoxilina/eosina no Laboratério de Ictiologia Neotropical, Departamento de
Biologia e Zootecnia, da Faculdade de Engenharia da UNESP, Campus de Ilha
Solteira, S&o Paulo, Brasil.

A classificacdo das fases de desenvolvimento ou ciclo ovariano foi
realizada com base nas caracteristicas macroscépicas e microscopicas dos
ovarios e das células germinativas presentes segundo critérios estabelecidos

por Brown-Peterson et al. (2011).

indice Gonadossomatico (IGS):

A massa dos ovarios foi utilizada para o célculo do indice
gonadossomatico (IGS), que determina a relagcdo da massa gonadal com a
massa corpérea do animal, indicando seu estadio reprodutivo. Este indice
representa a porcentagem das gonadas em relacdo a massa corporal, obtido
pela expressdo [ IGS = (massa das gonadas/massa corpérea) x 100]
(VAZZOLER,1981; 1996).

Mensuracdo dos odécitos:
Foram medidos todos os o6citos maduros de cada animal em fase de apto a
desova nas coletas 8, 9 e 10 nas temperaturas de 24°C e 30°C, e nas coletas 8

e 9 na temperatura de 18°C com microscépio Optico Zeiss equipado com
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camera AXIOCAM-MRCc5. Foi realizada a medida do comprimento e largura dos

odcitos posteriormente calculou se a area de uma esfera através da férmula:

A=rair21r

Onde ri=r/2 er2=1r/2 séo os valores da largura e comprimento e =3,14

Analises dos dados:

O experimento foi realizado ao acaso, no total de 10 coletas nas
temperaturas de 24°C e 30°C e 9 coletas na temperatura de 18°C. Foram
realizadas andlises comparativas de médias entre as coletas na mesma
temperatura e entre os tratamentos de 18°C, 24°C e 30°C para avaliagcado do
indice gonadossomatico e area dos odcitos maduros. Utilizou se o software “R”
aplicando inicialmente os Testes de Bartlett e Shapiro-Wilk assim para dados
paramétricos utilizou se ANOVA (p= 0,05) e para nao paramétricos utilizou se
Kruskal Wallis. Aplicou-se Correlagdo Linear de Pearson entre os valores do
indice Gonadossomatico e o tempo ao longo das coletas nas diferentes

temperaturas.

3.3 RESULTADOS

Nos ovéarios dos exemplares de D. aequipinnatus mantidos na
temperatura de 24°C (T24) foram observadas predominantemente as fases de
Desenvolvimento final e Apto & desova, com exce¢do de um individuo em
regressdo e maior porcentagem de individuos Aptos a desova (Fig. 11). O
mesmo nédo foi observado nas temperaturas de 18°C (T18) e 30°C (T30), pois
foram encontradas todas as fases reprodutivas: Desenvolvimento inicial e final,
Apto a desova, Regressdo e Regeneracdo. Na T18 estas fases foram
observadas nas primeiras coletas, porém nas coletas de 5 (17°dia) a 8 (21°dia)
houve uma maior porcentagem de individuos em Regressdo e também
individuos Apto a desova como na T24, porém na coleta 9 (33°dia) houve um
individuo em Regeneracgéao (Fig.11).

A caracteristica histologica da fase de Regressdo ovariana na T18
ocorreu de maneira diferente daquela observada na T24, devido a presenca de
inlmeros o06citos atrésicos desta forma os ovarios apresentaram o00citos

maduros em processo de atresia com granulos de vitelo irregulares, hipertrofia
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das células foliculares e descontinuidade da zona radiata. Também estédo
ausentes os foliculos pos ovulatorios, indicando a auséncia de oocitagdo (Fig.
14 j). Ja a Regressdo na T24 foi caracterizada por apresentar od0citos em
atresia porém tanto em estagios iniciais como finais de desenvolvimento das
células germinativas, mas principalmente pela presenca dos foliculos pos-
ovulatérios (Fig. 14 i).

J& na temperatura de 30°C (T30) todas as fases reprodutivas foram
encontradas da coleta 1 a 6 (1°ao 21°dia) sendo que nas coletas de 2 a 4 (5°
ao 13°dia) foram observados individuos em Regressao por atresia (Fig. 14 k)
assim como observado na T18. Na coleta 7 (25° dia) todos os animais estavam
aptos a desova e a partir da coleta 8 (29° dia) foram identificados apenas
individuos em Desenvolvimento final e Apto a desova como na T24 (Fig.13).

As demais fases foram morfologicamente similares nas trés
temperaturas sendo Desenvolvimento Final descrita principalmente pelos
odcitos vitelogénicos finais com deposicdo dos granulos de vitelo e nucleo
centralizado (Fig. 14 c-e); Apto a desova também apresentou a incorporacao
destes granulos de vitelo, porém o ndcleo encontrou-se deslocado em direcéo
a micrépila (Fig. 14 f-h).

As fases de Desenvolvimento Inicial e Regeneragcédo foram encontradas
apenas na T18 e T30, sendo descritas em desenvolvimento inicial por conter
somente o0citos previtelogénicos iniciais e finais, caracterizados pelo inicio do
aparecimento dos alvéolos corticais (Fig. 14 a-b) e Regeneracao caracterizada
principalmente por conter apenas odécitos previtelogénicos iniciais (Fig. 14 I-m).
As fases reprodutivas ja foram descritas com maior detalhamento no capitulo 2.

A correlagéo linear entre o IGS e o0 tempo nas T24 e T30 ndo mostrou
relacdo entre estas duas variaveis, pois tanto em T24 (Fig. 15) como em T30
(Fig. 17) o p > 0,05. No entanto na T18 houve uma correlagdo linear negativa
entre as varidveis dado por p = 0,0002 e o coeficiente de Correlacdo de
Pearson = -0,52. Desta forma houve uma diminuicéo do IGS ao longo do tempo
das coletas, provavelmente em funcao da temperatura (Fig. 16).

A analise dos valores das médias do IGS entre as diferentes
temperaturas mostrou que na T24 todas as médias foram menores que as
demais temperaturas, com excecao da coleta 7 (25°dia), além disso as médias

foram diferentes estatisticamente nas coletas 2 (5° dia), 5 (17°dia), 8 (29° dia) e
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9 (33° dia) quando comparadas a T18 e T30. Também houve diferenca
estatistica dentro da T30 entre as coletas 4 e 8 em relagdo as demais coletas
(Fig. 18).

Na fase de Apto a desova, os valores médios do IGS na T18 e T30
tiveram as maiores médias quando comparados a T24, com excecdo da coleta
9 (29°dia) na T18 e das coletas 3 (9° dia) e 7 (25° dia) na T30. Desta forma
observou-se que as maiores médias foram obtidas nos tratamentos (T18 e T30)
sendo que a partir da coleta 8 (29° dia) o IGS mostrou uma tendéncia de
aumento na T30 e diminuicdo na T18 (Fig. 19).

A média da area dos odcitos maduros mostrou que houve diferenga
estatistica nas coletas 10 (37°dia) quando comparados a T24 com a T30 sendo

gue o maior valor de média foi na T30 (Fig. 20).
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Figura 11 - Frequéncia da porcentagem de individuos de D. aequipinnatus por fases
reprodutivas em fémeas ao longo das coletas na temperatura de 24°C. Legendas: Cl —
coletal, C2- coleta 2, C3- coleta 3, C4 — coleta 4, C5- coleta 5, C6- coleta 6, C7- coleta 7, C8-
coleta 8, C9- coleta 9, C10- coleta 10.
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Figura 12- Frequéncia da porcentagem de individuos de D. aequipinnatus por fases
reprodutivas em fémeas ao longo das coletas na temperatura de 18°C. Legendas: Cl —
coletal, C2- coleta 2, C3- coleta 3, C4 — coleta 4, C5- coleta 5, C6- coleta 6, C7- coleta 7, C8-
coleta 8, C9- coleta 9, C10- coleta 10.
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Figura 13 - Frequéncia da porcentagem de individuos de D. aequipinnatus por fases
reprodutivas em fémeas ao longo das coletas na temperatura de 30°C. Legendas: Cl —
coletal, C2- coleta 2, C3- coleta 3, C4 — coleta 4, C5- coleta 5, C6- coleta 6, C7- coleta 7, C8-
coleta 8, C9- coleta 9, C10- coleta 10.
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Figura 14 - Fases reprodutivas de D. aequipinnatus nas temperaturas de 24°C, 18°C e 30°C.
a) e b) Ovarios em fase de desenvolvimento inicial com o6citos previtelogénicos iniciais (opi) e
finais (opf); ¢ - e€) Ovéarios em fase de desenvolvimento final com oécitos vitelogénicos finais
(ovf); f — h) Ovérios em fase de apto a desova com odcitos maduros (om); i-j) Ovarios em
regressao por desova evidenciando na T24 foliculo pos-ovulatério (fpo) e regresséo por atresia
evidenciando os odcitos maduros atrésicos (oa); I-m) Ovarios em fase de regeneragdo somente
com odcitos previtelogénicos iniciais (opi). Colorac&o: Hematoxilina/Eosina.
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Figura 15 - Correlagdo linear entre as varidveis de distribuicdo dos valores do indice

gonadossomatico (IGS) e o tempo ao longo das coletas na temperatura de 24°C em D.

aequipinnatus.
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Figura 16 - Correlagdo linear entre as varidveis de distribuicdo dos valores do indice
gonadossomatico (IGS) e o tempo ao longo das coletas na temperatura de 18°C em D.

aequipinnatus.
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Figura 17- Correlacdo linear entre as varidveis de distribuicdo dos valores do indice
gonadossomatico (IGS) e o tempo ao longo das coletas na temperatura de 30°C em D.

aequipinnatus.
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Figura 18 - Média do indice gonadossomatico (IGS) de D. aequipinnatus entre as diferentes
temperaturas ao longo do experimento e entre as coletas dentro da mesma temperatura de
18°C, 24°C e 30°C. As diferencas significativas sdo representadas por letras mailsculas e
minUsculas (as letras mailsculas se referem as diferencas significativas dentre as coletas na
mesma temperatura de 30°C e letras minlUsculas sdo diferencas significativas entre as
diferentes temperaturas de 18°C (T18), 24°C (T24) e 30°C (T30).
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Figura 19— Valores médios do indice Gonadossomatico (IGS) por fase de apto & desova de D.
aequipinnatus entre as temperaturas de 18°C, 24°C e 30°C ao longo das coletas. Legendas:
C1 - coletal, C2- coleta 2, C3- coleta 3, C4 — coleta 4, C5- coleta 5, C6- coleta 6, C7- coleta 7,
C8- coleta 8, C9- coleta 9, C10- coleta 10.
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Figura 20 - Médias das areas dos oécitos maduros de D. aequipinnatus nas diferentes
temperaturas ao longo do experimento e nas coletas dentro da mesma temperatura de 18°C,
24°C e 30°C. As diferencas significativas sdo representadas por letras mailsculas e
mindsculas (letras mailsculas se referem as diferengas significativas entre as coletas 10 nas
temperaturas de 24°C e 30°C, respectivamente e letras minlsculas sao diferencas

significativas dentro das temperaturas de 18°C, 24°C e 30°C).
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3.4 DISCUSSAO

Em D. aequipinnatus a temperatura € um fator modulador na reprodugéo
de fémeas quando submetidas a diferentes temperaturas. As temperaturas de
18°C e 30°C em relacéo aquela considerada como zona de conforto da espécie
modificou o padrdo de desenvolvimento das fases reprodutivas ao longo do
experimento. De acordo com Baldisserotto (2013) as variagOes da temperatura
nos peixes podem afetar diretamente os tecidos, células e moléculas podendo
desencadear dois grandes efeitos: as taxas de todo o processo bioldgico sao
influenciadas dentro de uma faixa normal de temperatura e também as
temperaturas extremas causam distlrbios ou até mesmo efeitos letais.

Neste sentido, o presente trabalho corrobora com outros autores que
reportam que os fatores ambientais como a temperatura influenciam nos
aspectos reprodutivos (BOEUF; PAYAN, 2000; DORTS et al., 2012; GILLET;
QUETTIN, 2006; SHIMIZU, 2003; ZIEBA; FOX; COPP, 2010) principalmente
considerando o fato de que os peixes sao animais mais eficientes na conversao
de energia (MOHNEN; WANG, 1992; KUBITZA, 2000) e dependem do meio
externo para a regulacao do seu metabolismo.

Na T24 foram encontradas com maior frequéncia a fase de apto a
desova. Esta fase foi identificada ao longo de todas as coletas e pode estar
relacionada ao fato da espécie ter um rapido ciclo reprodutivo como observado
em machos da mesma espécie descrito por Chagas (2014) e em Danio rerio
também ciprinideo descrito por Huszno; Klag (2012) que reportam que nesta
espécie o ciclo em machos tem duracdo em torno de 10 semanas.

A temperatura de 24°C em D. aequipinnatus € tida como a zona de
conforto para estes animais em ambiente natural (RIEHL; BAENSCH, 1991).
Desta forma, esta temperatura em que 0S animais sdo encontrados no
ambiente favorece o desenvolvimento ovariano, a exemplo do salmonideo
Thymalus thymallus, em que a maioria das fémeas ovularam na temperatura
natural e nas demais consideradas como tratamento esta taxa de ovulacdo foi
drasticamente reduzida (LAHNSTEINER; KLETZL, 2012).

Na T18 foi observado muitos individuos em regressdo com aspectos
morfologicos diferentes da T24, esta fase continha muitos odécitos maduros
atrésicos indicando que esses animais ndo desovaram e que a reabsorcéo

destas células poderia estar relacionada a reducdo do gasto energético. Da
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mesma forma como foi verificado em nosso trabalho, em Cottus gobio a
frequéncia destas células esta ligada ao comprometimento do desenvolvimento
gonadal (DORTS et al., 2012) ocasionando atraso na ovulagédo, como visto em
Anarhichas lupus, sendo assim poderia refletir uma aclimatacdo a fim de evitar
a desova em temperaturas que sao prejudiciais aos gametas, causando falhas
na reprodugéo (TVEITEN; JOHNSEN, 1999). Estas informagdes concordam
com as premissas de Davies e Bromage (2002) de que animais submetidos a
temperaturas baixas podem atrasar a desova devido reducdo na producao e
captacao da vitelogenina.

Na T30 também foi observado individuos em Regressdo com as
mesmas caracteristicas morfolégicas como supracitado em T18, no entanto em
menor porcentagem. Embora tenha sido identificado todas as fases
reprodutivas no inicio das coletas, no final do experimento foi observado
somente as fases de Desenvolvimento final e Apto a desova possivelmente
estes animais se ajustaram a esta temperatura, pois 0 mesmo foi observado
em T24. Alguns autores relatam na literatura que altas temperaturas podem
tanto atrasar ou inibir a maturacdo gonadal (PANKHURST et al., 1996;
PANKHURST; THOMAS, 1998; TARANGER et al., 2004) ou acelerar o
desenvolvimento (KING et al., 2003). Segundo estes mesmos autores o efeito
da temperatura elevada poderia agir diretamente nos diferentes niveis da
cascata enddcrina reprodutiva, portanto este efeito reduziria significativamente
a viabilidade dos odcitos durante a vitelogénese e de acordo com Dorts et al.
(2012) poderia causar mudancas no tempo de maturagdo das gonadas. Assim
em D. aequipinnatus foi verificado que nas ultimas coletas houve um atraso no
ciclo reprodutivo, pois a porcentagem de individuos em Desenvolvimento Final
aumentou no decorrer das coletas.

A maior incorporagao de vitelo esta relacionada aos maiores valores de
IGS em Fundulus heteroclitus (SHIMIZU, 2003) o que contribui para tamanhos
maiores das células, tal fato foi verificado nos oo6citos maduros na T30 em D.
aequipinnatus sendo que a coleta 10 teve a maior média e foi diferente
estatisticamente da T24 em termos de area das ceélulas. Entretanto, em
espécies de clima temperado como Salmo salar (WATTS et al. 2004; KING et
al., 2003) e em Cottus gobio (DORTS et al., 2012), a média dos diametros das
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células na temperatura considerada como mais alta foram menores em
comparagao ao controle.

A analise do IGS com a histologia quando utilizadas em conjunto,
mostrou que estas duas ferramentas fornecem uma interpretacdo mais precisa
dos dados (HONJI et al., 2006; BARROS et al., 2011) assim a média dos dados
do IGS nas ultimas coletas diminuiu na T18 enquanto na T30 aumentou pois
foram encontrados individuos em Regressdo como Regeneracdo na
temperatura mais baixa e em fase mais avancada de Desenvolvimento na
temperatura mais alta.

Assim na T18 os valores do IGS mostrou uma diminuigdo ao decorrer do
experimento, tal relato foi observado em Oncorhynchus mykiss (Pankhurst et
al., 1996). Entretanto em temperaturas mais elevadas, Watts e colaboradores
(2004) relataram que o IGS diminuiu comparada ao controle e também na
temperatura alta tiveram os menores didametros dos odctios. Da mesma forma
Dorts et al. (2012) reportaram que a temperatura elevada também decresceu o
IGS e ainda houve auséncia de pico, desta forma esses resultados poderiam
confirmar os efeitos deletérios das variaveis ambientais no processo de
oogénese. Esses dados diferem dos resultados encontrados em D.
aequipinnatus no qual a T30 comparado com T24 teve 0s maiores valores de

IGS principalmente nas ultimas coletas.

3.5 CONSIDERACOES GERAIS

Desta forma, podemos concluir que a descricdo morfolégica ovariana de
D. aequipinnatus é essencial para determinar o seu ciclo ovariano e segue 0s
padrbes de desenvolvimento estabelecidos por Brown-Peterson et al. (2011)
sendo uma ferramenta importante para o entendimento da atuacdo da
temperatura na reproducéo.

Assim a temperatura influenciou o desenvolvimento ovariano de fémeas
de D. aequipinnatus tanto em temperaturas mais altas (30°C) como mais
baixas (18°C), contudo a T18 causou atresia em uma porcentagem maior de

individuos, mostrando esta ser mais prejudicial a espécie.
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