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Resumo

Laetacara araguaiae € uma espécie de ciclideo sul-americano descrito na bacia
do rio Araguaia, S&o Miguel do Araguaia, Goias, Brasil por Ottoni e Costa (2009). A
descricdo das fases reprodutivas vem sendo realizada ha algum tempo com a
analise do ciclo reprodutivo anual, que se baseia nas fases de maturacdo gonadal
de espécies analisadas. O objetivo do trabalho foi descrever morfologicamente o
ciclo reprodutivo de fémeas de L. araguaiae. Foram coletadas 80 fémeas de L.
araguaiae, no periodo abril/2012 a mar¢o/2013, no rio Dois Cdrregos, Selviria, Mato
Grosso do Sul, Brasil. Os ovarios foram processados, utilizando-se técnicas para
microscopia de luz e microscopia eletrbnica de transmissdo. Ainda foram
identificadas as fases do ciclo reprodutivo que se aplicam as fémeas, indice
gonadossomatico (IGS) e tamanho da primeira maturagcdo ovariana. A oogénese
apresentou epitélio germinativo com trés tipos de oogbnias e odcitos em fase de
préfase da meiose para a formacdo dos foliculos ovarianos. Crescimento primario
com a presenca de odcitos pré-vitelogénicos e odcitos alvéolos corticais e
crescimento secundario ou vitelogénese, caracterizado pela deposi¢éo inicial de
granulos de vitelo. O evento, que caracteriza o estagio de maturacdo é a migracao
do nucleo para a periferia do odcito em direcdo a micropila. O complexo folicular
sofreu modificagcdes morfoldégicas ao longo dos estagios dos odcitos. Alem disso,
para Laetacara araguaiae foram definidas cinco fases reprodutivas ao longo do ano:
imaturo, desenvolvimento, apto a desova, regressao e regeneracao. O comprimento
médio da primeira maturacdo ovariana foi estimado em 2,0 cm de comprimento
padrdo. Os individuos maduros (aptos a desova) foram capturados a partir de
setembro que coincidem com as estacdes de primavera e verdo. O IGS apresentou
valores médios elevados na fase de apto a desova (4,528) e os menores valores
médios em imaturos (0,502). As estacGes do ano em que o individuo esta apto a
reproducdo, coincidiu com o0s maiores valores médios de temperatura do ar e

precipitacdo pluviométrica durante o ano.

Palavras chave: Ovarios. Oogobnia. Oogénese. Maturacdo. Desova. Peixe.



Abstract

Laetacara araguaiae is a species of south American ciclideo described in the
Araguaia river basin, Sdo Miguel do Araguaia, Goias, Brazil by Ottoni and Costa
(2009). The description of reproductive phases is being performed some time ago
with the analysis of the annual reproductive cycle, that is based on stages of gonadal
maturation of analyzed species. The objective of this work was to describe
morphologically the reproductive cycle of female L. araguaiae. Were collected from
80 females of L. araguaiae, in the period April/2012 to March/2013, in Two Streams,
river Selviria, Mato Grosso do Sul, Brazil. The ovaries were processed, using
techniques for light microscopy and transmission electron microscopy. Even were
identified phases of the reproductive cycle that apply to females, gonadossomatico
index (GSI) and size of first ovarian maturation. The oogenesis presented
germinative epithelium with three types of oogonias and oocytes in phase of profase
of meiosis for the formation of the ovarian follicles. Primary Growth with the presence
of oocytes pre-vitelogenicos and oocytes cortical alveoli and secondary growth or
vitelogenese, characterized by initial deposition of granules of yolk. The event which
characterizes the maturation stage is the migration from the nucleus to the periphery
of the oocyte toward through. The follicular suffered complex morphological changes
along the stages of oocytes. In addition, for Laetacara araguaiae were defined five
reproductive phases throughout the year: immature, development, able to spawning,
regression and regeneration. The average length of first ovarian maturation was
estimated at 2.0 cm standard length. The mature individuals (able to spawn) were
captured from September to coincide with the seasons of spring and summer. The
IGS showed high average values in phase of able to spawn (4,528) and the lowest
average values in immature (0.502). The seasons of the year in which the individual
is able to reproduction, coincided with the largest mean values of air temperature and

precipitation during the year.

Key words: Ovaries. Oogonia. Oogenesis. Maturation. Spawning. Fish.
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1 CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1.1 INTRODUCAO

A ictiofauna mundial é diversificada, pois a descricdo de novas espécies tem
ritmo acelerado, no entanto, sabe-se que muitas delas ainda serdo descritas. Dados
recentes apontam que ha 32.930 espécies validadas no mundo sendo que 4.051
espécies foram descritas nos ultimos dez anos (ESCHMEYER; FONG, 2013).

A ictiofauna de 4gua doce neotropical € considerada a mais rica do mundo,
composta por 28.000 espécies, sendo que 2.587 espécies estdo no Brasil (BUCKUP
et al., 2007) e 393 espécies sdo estimadas no Estado de S&do Paulo (OYAKAWA,
MENEZES, 2011). Segundo Buckup et al. (2007), o elevado nimero de espécies
reflete ndo apenas a grande diversidade existente nas bacias hidrograficas tropicais
e subtropicais da regido neotropical, na qual o Brasil esta inserido, como também em
constante aumento na busca do conhecimento sobre a ictiofauna brasileira.

Diante dessa diversidade, a producdo de peixes ornamentais, tanto nacional
quanto mundial € considerada como um dos agronegdcios mais rentaveis da
atualidade. O mercado nacional € atendido por produtores, principalmente com
espécies de baixo valor comercial e rusticas, sendo carente de espécies mais
sofisticadas e de novas variedades (PORTO, 2008).

Atualmente no Brasil sdo criadas aproximadamente 900 espécies de peixes
ornamentais, sendo as principais ciclideos como o acara-bandeira (Pterophyllum
scalare) e o Acara-disco (Symphysodon discu), nativos da Bacia Amazobnia; a carpa
ornamental e o kinguio, conhecido por japonés ou dourado, um dos mais populares
no mundo. Existem no Pais mais de cinco mil piscicultores no setor, que respondem
por 12 a 15 milhdes de unidades de peixes ornamentais por ano, dos quais trés
milhdes de kinglio e de carpa. Cada peixe vendido pelo produtor vale de R$ 0,20 a
R$ 300,00, no caso de matrizes de espécies mais valorizadas (MINISTERIO DA
PESCA E AQUICULTURA — MPA, 2013).

Em funcdo do grande potencial de exportacdo e do aumento da renda dos

produtores rurais, diversos paises estdo, cada vez mais, incentivando a producéo e
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o comeércio de peixes ornamentais (RIBEIRO, 2008) e muitos dessas espécies sao
ciclideos.

Cichlidae é considerada a mais numerosa familia de peixes nao-Ostariophysi,
com uma estimativa de 1900 espécies (KULLANDER, 1998). Os ciclideos eram
conhecidos por pertencerem a Ordem Perciformes, entretanto, Wiley & Johnson
(2010), dividiram esta ordem em varias outras e a Familia Cichlidae foi inserida em
Labriformes.

No Brasil, a familia Cichlidae é a terceira com mais espécies descritas, com
220 espécies, sendo Characidae a primeira, com 597 espécies e Loricariidae a
segunda com 418 espécies descritas (BUCKUP et al., 2007). Estdo contidas nesta
familia, espécies de pequeno porte, a exemplo dos representantes do género
Apistogramma com comprimento médio de 25 a 30 mm, e espécies de meédio porte
como € o caso do género Cichla, que podem atingir até 1 metro de comprimento
(KULLANDER, 1998).

Ciclideos do género Laetacara pertencentes a subfamilia Cichlasomatinae,
destacam-se pelo pequeno tamanho, sendo compostos atualmente por sete
espécies: Laetacara dorsigera, L. flavilabris, L. thayeri, L. curviceps, L. fulvipinnis, L.
araguaiae e L. flamannelus, distribuidos no Brasil, Argentina, Equador, Paraguai,
Peru e Venezuela (KULLANDER, 1986; OTTONI; COSTA, 2009; STAECK;
SCHINDLER, 2007; OTTONI et al., 2012).

Laetacara araguaiae € uma espécie de ciclideo sul-americano descrito na bacia
do rio Araguaia, Sao Miguel do Araguaia, Goias, Brasil por Ottoni & Costa (2009) e
distribuida na area de drenagem do Reservatério de llha Solteira, sendo, endémica
da bacia do Rio Parana. Com aparéncia similar as demais espécies do género, L.
araguaiae distingue-se devido ao seu baixo niumero de raios na nadadeira dorsal (7-
8). Também difere de L. thayeri por possuir macula no pedunculo da nadadeira
caudal e possuir escamas cicldoides ao lado da cabeca. A espécie ainda difere de L.
fulvipinnis e L. flavilabris devido a diferenca de alguns caracteres meristicos
(OTTONI; COSTA, 2009).

A espécie L. araguaiae tem sido estudada antes mesmo de sua descri¢ao.
Em um programa de monitoramento da ictiofauna desenvolvido no alto curso do rio

Sucuriu - MS, foi o ciclideo mais numeroso nas capturas (GRACA; PAVANELLI,
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2007). Ainda em estudos da ictiofauna do Ribeirdo do Pantano, um afluente do Rio
Mogi — Guacgu, Sdo Paulo, Brasil, no Alto Parana foi considerada como espécie
acessoria (PEREZ — JUNIOR; GARAVELLO, 2007) e espécie acidental na descricao
da ictiofauna em Corrego de Cerrado, Ribeirdo do Ouvidor, Bacia do Parana, Goias
(ARAUJO, 2007).

Em estudos de caracterizagdo tréfica em que o fato de alguns grupos troficos,
com destaque para os iliéfagos, detritivoros, zooplanctivoros e insetivoros, incluirem
varias espécies de pequeno porte (ex.: S. insculpta, Laetacara sp., C. modestus;),
consumidas por varios piscivoros, sugere que estes grupos desempenhem
importante papel na manutencdo da elevada diversidade encontrada nas lagoas
durante os periodos de seca e retracdo da agua (LUZ et al., 2001).

Laetacara araguaiae tem sido encontrado em abundancia em riachos, lagoas
e ambientes |énticos dos rios da bacia do Alto Parana (CASATTI et al., 2006). De
acordo com Teresa (2007), L. araguaiae tem ocorréncia em ambientes degradados
gue apresentam avancado grau de assoreamento, resultando no predominio de um
substrato arenoso, diferentemente da maior parte dos ciclideos neotropicais, essa
espécie é capaz de construir ninhos nesse tipo de substrato garantindo o sucesso de

acasalamento.

e Reproducéao

Os peixes teledsteos, alcancaram sucesso em ambientes distintos por
apresentarem estratégias reprodutivas diferenciadas, que permitiram adaptacdes
ambientais nos quais tanto as condi¢cdes bioticas (disponibilidade de alimento e
pressdao de predacdo), quanto as abidticas (temperatura, fotoperiodo, oxigénio
disponivel) entre outros, variam amplamente no espac¢o e no tempo. Na sua maioria,
tem ciclo reprodutivo iniciando o desenvolvimento gonadal em uma época anterior
aguela em que a reproducdo acontece, completando sua maturacdo gonadal no
momento em que os reprodutores estdo aptos a desova, com condi¢des ambientais
adequadas ou ndo a fecundacao e desenvolvimento da prole (VAZZOLER, 1996),
pois had espécies a exemplo do Laetacara araguaiae que se reproduzem em

ambientes degradados.
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Os gatilhos ambientais para a reproducdo em regides temperadas sao
principalmente, fotoperiodo e temperatura. Em areas tropicais, épocas frias e
guentes sado substituidas por periodos secos e umidos. Ainda assim, o periodo de
seca caracterizada pela falta de chuva consideravel (VOLPATO; TRAJANO, 2006).
Assim, nos peixes tropicais, a reproducdo na maioria das vezes ocorre no periodo
quente e umido (primavera/verdo) (CASTAGNOLLI, 1992), e o crescimento gonadal
€ estimulado por um fotoperiodo longo, geralmente em combinacdo com
temperaturas quentes. A alteracdo do mesmo também pode apresentar interferéncia
no desenvolvimento gonadal, sendo que, em muitas espécies, o efeito de longos
fotoperiodos sobre o crescimento gonadal s6 se manifesta se a temperatura da 4gua
for adequada (BALDISSEROTTO, 2002). Esses gatilhos ambientais, juntamente
com fatores enddgenos, dardo inicio a uma série de comportamentos reprodutivos
que poderdo interferir no ciclo gonadal e anual da espécie.

Comportamento como o cuidado parental ativo da prole € predominante em
Laetacara araguaiae e outros ciclideos neotropicais (TERESA; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2011). Em L. araguaiae o comportamento no ambiente natural € marcado
pela cooperagdo reprodutiva entre machos e fémeas e representada pela divisdo de
fungcbes na construcdo do ninho e defesa do territdério, seguida pelo
compartilhamento de tarefas parentais como manutencao dos ovos, defesa do ninho
e da prole, a medida que a mesma se desenvolve. (TERESA; GONCALVES-DE-
FREITAS, 2011). Entretanto, estudos sobre o desenvolvimento gonadal, ciclo
reprodutivo bem como, o tamanho de primeira maturacdo e o tipo de desova da
espécie ndo foram realizados.

Com relacdo aos aspectos reprodutivos dos peixes, Murua e Saborido-Rey
(2003), definiram alguns conceitos basicos acerca do desenvolvimento gonadal e
tipos de desova: espécies com desenvolvimento gonadal assincrénico apresentam
desovas multiplas, ja as espécies com desenvolvimento grupo-sincronico podem
apresentar desova Unica ou multipla. Em relacdo a uma populacdo de peixes, a
sazonalidade da desova varia de acordo com a sua duracgéo (restrita ou longa), do
grau de sincronizagao entre os periodos de desova individuais, e da temporada de
ocorréncia (por exemplo, outono-inverno e primavera-verao) (LOWERRE-BARBIERI,
2011).
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Embora épocas de desova restritas sejam mais comuns em habitats de 4gua
fria e estacOes de desovas prolongadas em habitats de agua quente (PAVLOV et al.,
2009), essas informacdes podem variar de acordo com alteracdes do meio ou taticas
reprodutivas das espécies, a exemplos de espécies nativas como o Brycon cephalus
(ROMAGOSA et al., 2001), Pseudoplatystoma coruscans (CREPALDI et al., 2006;
ANDRADE et al., 2010), Piaractus mesopotamicus (ROMAGOSA; NARAHARA,
2002; BITTENCOURT et al., 2012), Astianax scabripinnis (MELO et al., 2005),
Hypostomus strigaticeps (TAKAHASHI, et al., 2008), Pimelodus maculatus (MAIA, et
al., 2007) e Arapaima gigas (LOPES; QUEIROZ, 2009).

Para identificar o periodo de desova de uma espécie € necesséario conhecer
os estadios de desenvolvimento das células germinativas e realizar a analise do
ciclo reprodutivo. Essas andlises sédo feitas por meio da identificacdo das fases
reprodutivas das espécies ao longo do ano. Entretanto, a descricdo das fases
reprodutivas vem sendo realizada h& algum tempo com a analise do ciclo
reprodutivo anual, que se baseia nas fases de maturacdo gonadal de espécies
analisadas macroscopicamente e microscopicamente (SELMAN; WALLACE, 1986;
VAZOLER, 1996; LOPES; QUEIROZ, 2009; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).

Ainda ha uma confuséo na literatura a respeito da terminologia adotada pelos
pesquisadores que trabalham com fémeas, pois cada um utiliza uma terminologia e
divide as fases reprodutivas a seu modo. Ao contrario do que foi realizado para
machos, em que se utilizam as mudancas do epitélio germinativo, associadas as
caracteristicas das células germinativas para identificacdo das classes de maturacdo
(GRIER; TAYLOR, 1998; GRIER, 2002; VERISSIMO-SILVEIRA, 2003; GRIER;
ARANZABAL, 2009; SIQUEIRA-SILVA et al., 2013).

Assim, foi desenvolvida uma proposta de modelo conceitual para identificar as
fases dentro do ciclo reprodutivo. Essas fases se aplicam a todos 0s peixes,
independentemente da posicdo filogenética, género ou estratégia reprodutiva. Tais
fases constituem uma descricdo dos eventos gonadais ciclicos, necessarios para a
producdo e renovacao de gametas, como o desenvolvimento, diferenciacao,
maturacdo e liberacdo de gametas viaveis, que irdo resultar em alteragcdes de
caracteristicas que distinguem as fases de desenvolvimento gonadal em teledsteos
(BROWN-PETERSON et al., 2011). Recentemente, essa terminologia adaptada foi
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utilizada para o Siluriforme, Pimelodus maculatus e para o Characiforme,
Serrasalmus maculatus (WILDNER et al. 2012), mostrando-se adaptavel as
espécies.

O reconhecimento dessas fases reprodutivas constitui conhecimento
fundamental da biologia reprodutiva dos peixes. E para o entendimento e a
padronizacdo das fases reprodutivas, faz-se necessério o estudo da morfologia
ovariana e dos estagios de desenvolvimento das células germinativas ao longo da

oogénese.

e Morfologia Ovariana

O conhecimento de caracteristicas histolégicas das gbnadas constitui uma
etapa basica e primordial para a compreensdo da reproducdo natural de peixes
teledsteos (CREPALDI, 2006).

Os ovarios dos teledsteos sdo estruturas que geralmente aparecem aos
pares, com diversas formas, como alongadas e globosas, que se situam na porgao
dorsal da cavidade abdominal, ventralmente ao sistema néfrico e a vesicula gasosa
(SANTOS; HEID, 1981). Segundo Vazzoler (1996), as gbnadas sdo classificadas
macroscopicamente por meio de caracteristicas como tamanho em relacdo a
cavidade abdominal, coloragéo, presenca de vasos sanguineos, tamanho e aspectos
dos ovacitos e grau de turbidez.

Um conceito emergente na reproducdo de vertebrados € a existéncia de
um epitélio germinativo. Nas fémeas esse epitélio € constituido por células da
linhagem germinativa envolvidas por células sométicas, formando os foliculos
ovarianos. As células somaticas sao células epiteliais que se diferenciam em células
pré-foliculares e permanecem associadas a um odcito meiético (GRIER et al., 2009)
e também estdo diretamente envolvidas na maturacdo dos gametas. O epitélio
germinativo ovariano difere de todos os outros tipos de epitélios, pois possuem
células germinativas que entram na meiose diferenciando-se em o0citos. Estes
passam por diferentes estadgios de desenvolvimento (crescimento primario e
secundéario/vitelogénese, e maturacdo) ao final dos quais estdo prontos para a
desova (PARENTI; GRIER, 2004; ISHIBA et al., 2010).

As oogonias sdo ceélulas iniciais do processo de foliculogénese que finaliza a

formacdo do foliculo ovariano. Elas entram em meiose originando 0s 00citos,
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enquanto que as células sométicas proliferam e diferenciam-se resultando na
formacao dos ovarios (PEDROZO et al., 2009). A proliferacdo de oogbnias e sua
entrada na meiose originam grupos de odcitos e células epiteliais, denominadas
“clusters” que sao “ninhos” de células. Estes ninhos estdo ligados ao epitélio
germinativo, e ambos séo separados do estroma por uma membrana basal continua.
Odcitos meidticos quando chegam a fase de paquiteno tardio, sdo envolvidas pelas
células pré-foliculares individualizando-os (GRIER, 2000; GRIER et al., 2009;
FRANCA et al., 2010; MAZZONI et al., 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).

O crescimento do o6cito pode ser classificado em pré-vitelogenico ou
crescimento primario, e em fase de crescimento secundario, conhecido como
vitelogénese. O inicio do crescimento primario ocorre antes da formacdo completa
do foliculo, ou seja, antes do odcito estar completamente envolvido pelas camadas
do complexo folicular. Este € formado quando o foliculo ovariano é englobado por
células derivadas do estroma formando as camadas da teca (CHAVES, 1992;
ROMAGOSA; NARAHARA, 2002; GRIER et al., 2009; ISHIBA et al., 2010). No
crescimento secundario ocorre a deposicao de granulos de vitelo e 0 espessamento
da zona radiata. Durante a maturacdo, o ndcleo migra para o pélo animal onde esta
localizada a micropila (FRANCA et al., 2010).

O desenvolvimento dos ovOcitos de teledsteos apresenta variagdes nos
diferentes grupos de peixes e a determinacdo da dindmica da oogénese permite a
compreensao dos processos de maturacdo e fertilizacdo além de inferir sobre o
estado funcional das gbnadas, na determinacéo do periodo reprodutivo das espécies
e no tipo de desova (SELMAN; WALLACE,1989; LIMA, 1991; ISHIBA et al., 2010).

Deste modo, considerando-se a escassez de informacOes sobre Laetacara
araguaiae e seu potencial no ambito da piscicultura ornamental, fazem necessarios
os estudos que fornecam respostas basicas a questes de reproducéo, preservacao
e manejo. Portanto, o objetivo do trabalho foi descrever o ciclo reprodutivo ovariano
e anual de Laetacara araguaiae, utilizando-se a analise morfologica estrutural e
ultraestrutural da foliculogénese e do desenvolvimento dos odcitos. Pois o
conhecimento de informacdes basicas acerca da biologia reprodutiva € o ponto de
partida para sua aplicacéo na aquicultura e em outras areas, como comportamento ,

ecologia, e conservacdo da espécie.
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1.2 OBJETIVOS
1 Geral:

Descrever morfologicamente o ciclo reprodutivo de fémeas de Laetacara

araguaiae.

2 Especificos:
- Realizar a andlise morfoldgica estrutural e ultraestrutural do processo de oogénese;

- Descrever e caracterizar as fases do ciclo reprodutivo;
- Expressar o estado biolégico dos ovarios por meio do indice Gonadossomatico;
- Estimar o Comprimento Médio do Inicio da Primeira Maturagdo Ovariana,;

- Determinar o periodo de desova.
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2 CAPITULO 2 - FOLICULOGENESE E DESENVOLVIMENTO DOS OOCITOS
EM Laetacara araguaiae (LABRIFORMES, CICHLIDAE).
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RESUMO

A analise histoldgica e ultraestrutural do processo de oogénese foi realizada
para Laetacara araguaiae. Fémeas adultas foram coletadas, anestesiadas, e seus
ovarios foram processadas utilizando-se técnicas para microscopia de luz e
microscopia eletrbnica de transmissdo. A o00génese apresentou as seguintes
caracteristicas: epitélio germinativo com trés tipos de oogobnias e odcitos em fase de
profase da meiose para a formacdo dos foliculos ovarianos. Crescimento primario
com a presenca de odcitos pré-vitelogénicos e o0citos alvéolos corticais. O odcito
em crescimento secundario ou vitelogénese foi caracterizado pela deposi¢éo inicial
de granulos de vitelo. O evento, que caracteriza o0 estdgio de maturacdo é a
migracdo do nudcleo, também chamado vesicula germinativa, para a periferia do
oocito em direcdo a micropila. O complexo folicular sofreu modificacdes ao longo
dos estagios dos odcitos. Assim, os od6citos em L. araguaiae sofrem os diferentes

estagios de desenvolvimento ao final dos quais estdo aptos a desova.

Palavras chave: Oogbnia. Vitelogénese. Oogénese. Peixe. Maturagao.
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ABSTRACT

The oogenesis, make possible the comprehension and determination of the
maturational processes, spawning type and fertilization during the species
reproductive period. So, it was made the histological and ultrastructure analysis of
Laetacara araguaiae oogenesis. Adult female specimens of L. araguaiae were
collected, anesthetized, and their gonads were processed by techniques for light
microscopy and transmission electron microscopy. Oogenesis in L. araguaiae
showed the following characteristics: Germinal epithelium with three kinds of oogonia
and oocytes in meiotic prophase phase and the ovarian follicle formation. Primary
growth with pre-vitelogenic and cortical alveolus oocytes were described. The oocyte
in secondary growth or vitelogenesis was characterized by the initial deposition of
micro yolk granules. The event that characterizes the maturation stage is the
nucleolus of migration, also called germinal vesicle, to the oocyte periphery in
direction to the micropyle. The follicular complex suffered several changes along the
oocytes stages. Therefore, the oocytes in L. araguaiae go through different stages of

development and at the end of it they are able to spawn.

Key words: Oogonia. Vitelogenesis. Oogenesis. Fish. Maturation.
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2.1 INTRODUCAO

A diversidade da ictiofauna Neotropical, considerada a mais rica do mundo,
reflete na producao de peixes ornamentais de agua doce e marinhos, sendo este
empreendimento um dos mais rentaveis para o agronegoécio, no qual diversos paises
estdo cada vez mais incentivando essa pratica (RIBEIRO, 2008). Atualmente no
Brasil sdo criadas aproximadamente 900 espécies de peixes ornamentais, com
destaque para os ciclideos como o acara-bandeira (Pterophyllum scalare) e o Acara-
disco (Symphysodon discu), nativos da Bacia Amazénia (MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA - MPA, 2014)

Dentre os ciclideos, Laetacara araguaiae € uma espécie sul-americana que
foi descrita na bacia do rio Araguaia, Brasil por Ottoni e Costa (2009). Apesar dos
estudos sobre o comportamento reprodutivo (TERESA; GONCALVES-DE-FREITAS,
2011), pouco se conhece a respeito da biologia reprodutiva, principalmente, no que
diz respeito a morfologia ovariana e a maturagdo dos o6citos ao longo do processo
da oogénese.

O desenvolvimento dos odcitos apresenta variacdes nos diferentes grupos de
teledsteos e a caracterizacdo histolégica da dinAmica deste processo, conhecido por
0ogénese, permite a compreensao e determinacdo dos processos de maturagao,
tipo de desova e fertilizacdo durante o periodo reprodutivo das espécies (SELMAN;
WALLACE, 1989; LIMA, 1991; ISHIBA et al., 2010).

Deste modo, considerando-se a escassez de informacfes sobre a espécie e a
necessidade de estudos que fornecam subsidios basicos a questdes de reproducéo,
preservacao e manejo, realizou-se a analise histolégica e ultraestrutural do processo

de o0genese de L. araguaiae.

2.2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 80 fémeas adultas de L. araguaiae mensalmente entre abril
de 2012 e marco de 2013 no Rio Dois Coérregos, Estado do Mato Grosso do Sul,
Brasil (S 20° 25 00.5” W 051° 28 38.4”. Alt: 329 m). Os espécimes foram
anestesiados com 0,5% benzocaina e sacrificados de acordo com a aprovacéo do

protocolo institucional de Comisséo de Etica no Uso de Animais (007/2012/CEUA-
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FEIS/UNESP). Fragmentos dos ovarios, foram fixados “overnight” em 4% de
paraformaldeido e glutaraldeido a 2% em tampéao fosfato de Sorensen, pH 7.4. Os
fragmentos foram desidratados em série crescente de concentracdo de alcool e
incluidos em historesina (Technovit 7100/historesina). Cortes histolégicos (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 llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil.

Para o estudo de microscopia eletrdnica de transmissdo, o material foi
posteriormente fixado, no escuro, durante 2 horas em 1% de tetroxido de 6smio no
mesmo tampéao, coradas com solucdo aquosa 0,5% de acetato de uranilo, durante 2
horas, desidratados em acetona, incluidas em Araldite® e seccionados e corados
com uma solucdo saturada de acetato de uranila em alcool a 50% e citrato de
chumbo. Eletromicrografias foram obtidas usando microscopio eletrdnico de
transmissdo Philips - CM 100 no Centro de Microscopia Eletronica de Botucatu,

Instituto de Biociéncias — UNESP Botucatu, Sao Paulo, Brasil.

2.3 RESULTADOS
- Estrutura ovariana

Os ovarios de L. araguaiae séo 6rgdos pares, localizados na regido dorsal da
cavidade abdominal, apresentam coloracdo amarelada, entretanto, sofrem variacdes
de tonalidade conforme o crescimento dos odcitos. Possuem formato saculiforme,
alongado e se fundem caudalmente para formar um ducto comum, que se exterioriza
por meio de uma papila urogenital. S&o revestidos por tunica albuginea que emite
septos para o interior dos ovarios, formando lamelas ovuligeras nas quais se
encontra o epitélio germinativo, que € constituido por células da linhagem
germinativa envoltas por células somaticas. No epitélio germinativo as oogonias,
células primordiais do processo de gametogénese feminina, sofrem varias divisbes
mitéticas e iniciam o processo de foliculogénese e os odcitos passam por diferentes

estagios de desenvolvimento para completar a oogénese.
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- Foliculogénese

No epitélio germinativo de L. araguaiae, foram observadas trés tipos de
oogolnias: as oogonias do tipo A-indiferenciadas, A-diferenciadas e B-diferenciadas.
As oogobnias do tipo A-indiferenciadas sdo alongadas, possuem nucleo basdfilo e
irregular, apresentam um nucléolo pouco evidente e sdo encontradas primeiramente
isoladas (Fig.1a). Posteriormente, proliferam-se por mitoses consecutivas originando
ninhos de oogo6nias do tipo A-diferenciadas que sédo arredondadas, possuem nucleo
esférico e menos basofilo com “nuagens” visiveis ao seu redor e um nucléolo
volumoso (Fig.1b). Sdo individualizadas por células pré-foliculares, podendo manter-
se quiescentes no epitélio ou formar, por meio de divisbes mitoticas (Fig.1c), um
ninho de oogobnias B-diferenciadas, que sao células menores que a anterior, com o
nacleo mais basdéfilo e com nuagens ao redor, podendo apresentar mais de um
nucléolo (Fig.1c). As oogbnias B-diferenciadas entram em meiose, tornando-se
oocitos profasicos dentro de cistos, localizados no estroma ovariano e que
permanecem circundados pelas células pré-foliculares.

Em L. araguaiae os cistos de o0dQcitos iniciais podem ser distinguidos pela
organizacdo da cromatina de acordo coma etapa da profase meidtica em que se
encontram. Odcitos em leptéteno possuem nudcleo basofilico com cromatina
descondensada e nucléolo evidente (Fig.1d). Em zigéteno, a cromatina esta
condensada em pequenos granulos (Fig.1e). Em paquiteno, com a formacédo do
complexo sinaptonémico e pareamento dos cromossomos homologos, observa-se
uma forte condensacédo dos cromossomos (Fig.1f). Em paquiteno tardio, ocorre a
desconstru¢do do complexo sinaptonémico e retracdo dos cromossomos homologos
(Fig.1g). Neste momento as células pré-foliculares, iniciam o isolamento dos odécitos
dentro dos cistos (Fig.1g). Nos odcitos individualizados, agora no estagio de
dipl6teno, ha um aumento celular, o nucleo e o nucléolo estdo mais volumosos e o
citoplasma esta menos basofilo e inicia-se a secrecdo da membrana basal pelas
células pré-foliculares (Fig.1h). Os odcitos em dipléteno séo totalmente circundados
e individualizados por células foliculares formando o foliculo ovariano e, deste modo,

finalizando a etapa de foliculogénese (Fig.1i).
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- Crescimento primario

No inicio do crescimento primério, odcitos prévitelogénicos iniciais possuem
citoplasma mais basofilo, nacleo central com nucléolos dispersos e em numero
reduzido, posteriormente multiplos nucléolos sdo observados na regido perinuclear
(Fig.2a,b). Ademais, apresentam transferéncia de material nuclear para o citoplasma
em forma de nuagens ao redor do nudcleo (Fig.3a) e uma diferenciacdo
citoplasmatica formando os Corpusculos de Balbiani (Fig.2a). Células foliculares
proliferam-se formando o epitélio folicular, que se encontra apoiado sobre uma
membrana basal (Figs.2b,3b), inicialmente as células sdo pavimentosas, sendo
evidenciadas pelo formato achatado dos nucleos.

Na etapa final do crescimento primario os oécitos perdem a basofilia, no
citoplasma sdo observadas, muiltiplas organelas membranosas como mitocondrias e
reticulo endoplasmético rugoso e os alvéolos corticais estdo concentrados na
periferia da célula (Fig.3c). Nestes oocitos a camada folicular ainda é pavimentosa,
com prolongamentos citoplasmaticos projetados em direcdo ao od6cito e uma
camada elétron-densa fina € formada externamente ao odécito dando inicio a zona
radiata (Figs.2d, 3c). Além disso, neste estagio surge a primeira camada de células
da teca, posicionada externamente a membrana basal e caracterizada por seus
nucleos achatados (Fig.2d).

No final deste estagio, o complexo folicular esta organizado da seguinte
forma: externamente, observa-se a primeira camada com células da teca, a seguir a

membrana basal, apés a camada folicular pavimentosa e uma zona radiata estreita.

- Crescimento Secundario

O odécito em crescimento secundario ou vitelogénese foi caracterizado pela
deposicao inicial dos granulos de vitelo. Incorporados com mais intensidade no inicio
da vitelogénese, o vitelo atravessa as camadas do complexo folicular, via espacgo
intercelular, atingindo os poros das camadas da zona radiata, e finalmente ao
citoplasma do odcito (Fig. 3d). Os alvéolos corticais avangcam em dire¢do ao nucleo,
se espalhando ao poucos pelo citoplasma, misturando-se aos granulos de vitelo
recém-agregados (Fig. 3d). Nesta etapa observa-se uma segunda camada de

células da teca, a camada externa também é composta por células pavimentosas
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com nucleos achatados com vasos sanguineos dispersos ao redor do odcito
(Fig.39).

As células da camada folicular sofrem algumas alteracées morfologicas neste
estagio. Adquirindo o formato cuboide cujos nucleos sao ovais e centralizados, com
organelas como mitocondrias, complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico rugoso e
ribossomos, presentes por toda a extensao (Fig.3g,f).

Nesse estagio a zona radiata € espessa e muito evidente, apresenta uma
estrutura em trés camadas: camada externa com material pouco elétron-denso; uma
camada intermediéria fina e elétron-densa, formada inicialmente, e a camada
interna, com formato multilamelar e elétron-densa, sendo a mais espessa e a Ultima
a ser formada (Fig.3h). Possuem poros-canais por onde passam 0s microvilos para
manutencdo do contato da camada folicular com o odcito (Fig.3f). A micrépila
observada neste estagio € formada por uma invaginacdo da zona radiata na
extremidade do odcito e € ocupada por uma célula micropilar (Fig.2f).

Odcitos atrésicos podem ocorrer a qualquer momento durante a oogénese,
mas observou-se em maior quantidade nas fases da vitelogénese. Caracterizados
por apresentarem formato irregular, presenca de granulos de vitelo, vasos
sanguineos e células foliculares em degeneracdo, além de inUmeros

melanomacréfagos associados (Fig.2i).

- Maturacao

No estagio de maturacdo, o o0cito apresenta o citoplasma preenchido por
granulos de vitelo e alvéolos corticais em diferentes tamanhos (Fig.2g). A camada
folicular assume formato colunar, em gque 0s ndcleos se posicionam na base e sao
arredondados, e inumeras vesiculas secretoras (Figs.2h; 3j, k). A zona radiata
adquire a espessura maxima e pode-se observar na parte externa, aberturas dos
canais microvilares (Fig.3l). O evento que caracteriza este estagio € a migracdo do
nacleo, também denominado de vesicula germinativa, para a periferia do o6cito em

direcdo a micropila.
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Figura 1- Foliculogénese em L. araguaiae. a) oogbnia tipo A-indiferenciada (oai); b) Ninho
de oogobnias A-diferenciada (oad) c) Ninho de oogbnias B-diferenciadas (ob), Oogbnia em
divisdo mitdtica (dm); d) Cisto de odcitos em leptéteno (ol); e) Odcitos em zigdteno (0z); f)
Odcitos em paquiteno (op); g) Obcitos em paquiteno tardio (opt); h) dipléteno (do); i)
Foliculo ovariano (fo). Abreviaturas: (pf) Células pré-foliculares; (lu) limen. Coloracao:
Hematoxilina e Eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 2- Oogénese em L. araguaiae. (a-c) Odcitos em crescimento primario: a) Odcito pré-
vitelogénico com nucléolos perinuclear; b) Célula folicular pavimentosa (pav) c¢) Odcito com
alvéolos corticais posicionados na periferia do od6cito. d) Comparacao da espessura da zona
radiata (zr) e formato das células foliculares pavimentosas e cuboides (cub), entre odcito
alvéolo cortical e vitelogénico; (e, f) Odcitos em crescimento secundario: €) Acumulo de
granulos de vitelo (gv) na periferia do odcito; f) Detalhe da micrépila (mi) com presenca da
célula micropilar (cm) ; (g, h) Odcitos em maturagdo: g) Migracdo da vesicula germinativa
(vg) em direcdo a periferia do nucleo; h) Detalhes do complexo folicular: zona radiata
espessa, camada folicular colunar (col), membrana basal e células da teca i) Odcito atrésico
(ao0). Abreviaturas: (cb) Corpusculo de Balbiani; (nu) nucléolo; (lu) limen; (ac) alvéolo
cortical; (t) teca. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina

Fonte: propria autora
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Figura 3- Oogénese em L. araguaiae. (a-c) Odcitos em crescimento primario: a) Odcito pré-
vitelogénico com nuagens (ng) ao redor do ndcleo; b) Célula folicular pavimentosa (pav) c)
Odcito alvéolo cortical, com primeira camada da zona radiata (zr); (d-i) Odbcitos em
crescimento secundario: d) Acumulo de granulos de vitelo (gv); e) Visdo geral do od6cito,
vaso sanguineo; f) Microvilos (mc) providos do odcito e da camada folicular formando a
camada externa da zona radiata; g) Teca interna (ti) e teca externa (te); h) Detalhe da zona
radiata tri-laminar: interna (zi), intermediaria (zm) e externa (ze) e mitocondrias (m) no
citoplasma; i) Camada folicular cuboide (cub), estagio avancado da vitelogénese; (j-I)
Odcitos em maturacdo: j) Camada folicular colunar (col) com vesiculas secretoras (vs); k)
Detalhe do Complexo folicular, membrana basal (mb) separando a teca da camada folicular;
|) Poros da zona radiata (po). Abreviaturas: (nu) nucléolo e (ac) alvéolo cortical.

Fonte: prépria autora
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2.5 DISCUSSAO

O estudo da foliculogénese em peixes é parte primordial para o entendimento
das fases seguintes do desenvolvimento, pois ao término desta, os odécitos estdo
aptos a entrar em crescimento primario e prosseguir com a oogénese. A descricao
da foliculogénese em L. araguaiae com diferentes tipos de oogoOnias (oogonias A-
indiferenciadas, A-diferenciadas e oog0nias B), permite uma compreensao
detalhada do processo inicial, como a proliferacdo mitética destas células,
originando os ninhos e cistos de oogonias A e B, bem como, o desenvolvimento dos
o0citos profasicos até a sua permanéncia na fase de dipléteno com a formacéo do
foliculo ovariano.

Os diferentes tipos de oogbnias observados no epitélio germinativo de L.
araguaiae, foi também relatado para outros grupos de peixes a exemplo dos
Siluriformes (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011) e de Gymnotiformes (FRANCA, et
al., 2010).

A associacdo de células somaticas ao processo de formacdo do foliculo
ovariano, no qual passa por diferentes transformacfes até se diferenciar em células
foliculares, foi descrito por Grier et al. (2007) como uma caracteristica comumente
observada nos teledsteos, fato corroborado para L. araguaiae. Na formacédo dos
foliculos ovarianos, de animais sexualmente adultos, as ceélulas pré-foliculares
progressivamente penetram nos cistos e envolvem cada oécito individualizando-os
(GRIER et al., 2009), como visto em Gymnotus sylvius (FRANCA et al., 2010) e para
L. araguaiae no qual os prolongamentos das células pré-foliculares irdo aos poucos
isolar os odcitos iniciando o estagio de paquiteno tardio.

O padrdo de condensacdo da cromatina das células germinativas,
comumente descrito para as etapas da meiose (ALBERTS et al., 1994), foi
observado em Gymnotus sylvius (FRANCA et al. 2010), Cyprinus carpio (MAZZONI
et al, 2010) e L. araguaiae, sendo essencial para distinguir as fases dos odécitos
profasicos (leptéteno, zigoteno, paquiteno e diploteno) nessas espécies.

Em L. araguaiae, assim como na maioria dos teledsteos, o inicio do

crescimento primario ocorre antes da formacdo completa do foliculo, ou seja, antes
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do odcito estar completamente envolvido pelo complexo folicular e iniciam o
crescimento quando a meiose estaciona em diploteno (PATINO; SULLIVAN, 2002).

Durante o crescimento de odcitos primarios, ocorre uma intensa sintese de
RNA (SELMAN; WALLACE, 1989), resultando em basofilia do citoplasma no final de
dipléteno (GRIER et al., 2009), que pode ser demonstrado histologicamente como
descrito em L. araguaiae. Nesses 00citos iniciais, a visualizacdo de Corpusculos de
Balbiani tem aparéncia de fissura, isso se deve a uma intensa proliferacdo de
organelas membranosas celulares, visto na maioria das espécies estudadas
(WALLACE; SELMAN, 1981; FRANCA, et al., 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO, et al.,
2011). As nuagens observadas em L. araguaiae, também foram relatadas para
Fundulus heteroclitus (WALLACE; SELMAN, 1981), denominadas de particulas
elétron-densas ribonucleoproteicas.

Em L. araguaiae no final do estagio de crescimento primario estdo presentes
0s o0citos alvéolos corticais. Nos od6citos dos teledsteos, os alvéolos corticais séo
liberados no espaco perivitelinico durante a reacdo cortical poés-fertilizacao,
impedindo assim a polispermia (SELMAN et al., 1988; OHTA, 1990).

O inicio da formacgdo da zona radiata no final do crescimento primario, bem
como, o aspecto ao longo do desenvolvimento, segue um padrdo observado em
outras espécies de peixes (SHABANIPOUR; HOSSAYNI, 2010; FRANCA et al.,
2010; XIAO-XIN MA et al., 2011). Em L. araguaiae, a zona radiata também foi
visualizada como uma camada simples de material elétron-denso e, posteriormente,
em vitelogénese, como uma estrutura trilaminar com presenca de poros e
microvilosidades para a realizacdo de transporte de substancias. Grier (2012)
observou para Sciaenops ocellatus a mesma estrutura provida do odcito e de células
foliculares e de acordo com Suzuki et al. (2000) a presenca desses poros mantém a
resisténcia ao atrito enquanto que, a camada folicular esta relacionada com a
adesividade. A zona radiata também esta envolvida na transferéncia de vitelogenina
durante a vitelogénese (SHABANIPOUR; HEIDARI, 2004). A vitelogénese, a
maturagcdo do odcito e a oocitacdo sdo processos muito complexos que necessitam
de sintese ativa e transporte de muitas proteinas e lipidios (CAKICI; UCUNCU,
2007).
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As alteracbes da camada folicular ao longo da oogénese em L. araguaiae, se
deve ao fato das células foliculares serem polimdérficas em decorréncia do ativo
processo de movimentacdo ao envolverem 0s o0citos, assumindo outros formatos
no decorrer do desenvolvimento oocitario. Em crescimento secundéario, a camada
folicular de odcitos de L. araguaiae, admite o formato cubdide e como observado em
Serrasalmus spilopleura (QUAGIO-GRASSIOTTO; GUIMARAES, 2003), isso ocorre
neste estagio, pois as ceélulas foliculares adquirem caracteristicas tipicas de células
produtoras de glicoproteinas e mostram espacos intercelulares dilatados.

Em L. araguaiae, o estagio de maturacdo foi observado pela vesicula
germinativa (nacleo) migrando para o polo animal onde esté localizada a micropila,
entretanto, diferentes de alguns Perciformes, ndo foi observado a hidratacdo e
liquefacdo do vitelo (GRIER, 2012; WILDNER et al., 2012). Ao término deste estagio,
a meiose é retomada e s6 sera finalizada com a fertilizacdo do odcito. A ovulagéo
ocorre pela membrana basal compartilhado pelo foliculo ovariano e epitélio lamelar
(PATINO; SULLIVAN, 2002; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013).

Portanto, nos ovarios, os odcitos de L. araguaiae sofrem diferentes estagios
de desenvolvimento, crescimento primario e secundario e maturacdo, ao final dos
quais estdo aptos a desova, assim como para oocitos de Brycon cephalus
(ROMAGOSA et al., 2001), Pseudoplatystoma coruscans (CREPALDI et al., 2006;
ANDRADE et al., 2010), Piaractus mesopotamicus (ROMAGOSA; NARAHARA,
2002; BITTENCOURT et al., 2012), Astianax scabripinnis (MELO et al., 2005),
Hypostomus strigaticeps (TAKAHASHI, et al., 2008), Pimelodus maculatus (MAIA, et
al.,, 2007) e Arapaima gigas (LOPES; QUEIROZ, 2009), cada qual com suas

especificidades.
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3 CAPITULO 3 - CICLO REPRODUTIVO DE FEMEAS DE Laetacara araguaiae
(LABRIFORMES, CICHLIDAE)

RESUMO

O estudo da morfologia dos ovarios em niveis macro e microscopicos tem
sido utilizado para identificar os ciclos reprodutivos em peixes. Foi desenvolvido um
modelo conceitual para identificar as fases dentro do ciclo reprodutivo que se
aplicam as fémeas, elas constituem uma descricdo dos eventos gonadais ciclicos
necessarios para produzir e liberar gametas viaveis. Foram coletadas 80 fémeas de
Laetacara araguaiae, no periodo abril/2012 a marco/2013, no rio Dois Corregos,
Selviria, Mato Grosso do Sul, Brasil. Os fragmentos dos ovarios seguiram 0s
processos usuais para preparacao de laminas histologicas, indice gonadossomatico
(IGS) e tamanho da primeira maturagdo ovariana. Laetacara araguaiae apresenta
desenvolvimento ovariano denominado sincrénico em grupo. As andlises dos ovarios
permitiram a definicdo de cinco fases reprodutivas ao longo do ano: imaturo,
desenvolvimento, apto a desova, regressao e regeneracao. O comprimento médio
da primeira maturagao ovariana foi estimado em 2,0 cm de comprimento padrao. Os
individuos maduros (aptos a desova) foram capturados a partir de setembro que
coincidem com as estacOes de primavera e verdo. O IGS apresentou valores médios
elevados na fase de apto a desova (4,528) e os menores valores médios em
imaturos (0,502). As estacdes do ano em que o individuo esta apto a reproducéo,
coincide com os altos valores de temperaturas e niveis de precipitacdo pluviométrica

durante o ciclo reprodutivo.

Palavras chave: Morfologia. Ovarios. Maturacdo. Desova. Reproducdo. Peixe.
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ABSTRACT

The study of the morphology of the ovaries in macro and microscopic has
been used to identify the reproductive cycles in fish. A conceptual model was
developed to identify the phases within the reproductive cycle that apply to females,
they constitute a description the gonadal cyclical events required to produce and
secrete viable gametes. Were collected from 80 females of Laetacara araguaiae, in
the period April/2012 to March/2013, in rio Two Streams, Selviria, Mato Grosso do
Sul, Brazil. The fragments of the ovaries followed the usual processes for preparation
of histological, siding gonadossomatico index (GSI) and size of the first ovarian
maturation. Laetacara araguaiae presents ovarian development called synchronic in
group. The analyzes of the ovaries has allowed the definition of five reproductive
phases throughout the year: immature, development, able to spawning, regression
and regeneration. The medium length of the first ovarian maturation was estimated at
2.0 cm standard length. The mature individuals (suitable for spawning) were captured
from September to coincide with the seasons of spring and summer. The IGS
showed high average values in phase of able to spawn (4,528) and the lowest
average values in immature (0.502). The seasons of the year in which the individual
is able to reproduction, coincides with the high values of temperatures and levels of

rainfall during the reproductive cycle

Key words: Morfology. Ovaries. Maturation. Spawning. Reproduction. Fish.
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3.1 INTRODUCAO

A reproducédo dos peixes € ciclica, correspondendo a um periodo de repouso
ou repovoamento celular e reconstituicdo dos ovarios, intercalado por periodos de
atividade reprodutiva os quais finalizam com o surgimento de nova prole.

Os estudos do controle ambiental no ciclo reprodutivo de peixes tém sido
focados quase exclusivamente no papel desempenhado por varios parametros do
ambiente natural como, temperatura e regimes de precipitacdo pluviométrica
(BAZZOLI, 2003; VOLPATO; TRAJANO, 2006; MIRANDA et al., 2008). Sendo que a
maioria das espécies de peixes tropicais e subtropicais de agua doce reproduzem
durante a estacdo chuvosa, quando a prole tem maiores chances de sobrevivéncia
que podem afetar e definir o periodo de gametogénese (BAYARRI et al., 2004,
GODINHO, 2007). Além disso as planicies de inundacdo também sdo importantes
para a sobrevivéncia de juvenis.

Além dos fatores ambientais, existem outros parametros complementares que
auxiliam no entendimento da biologia reprodutiva dos peixes. Como ritmos de
desova, pois na época da reproducao, as fémeas liberam os ovécitos maduros de
uma unica vez (peixes de desova tipo total) ou em vérias parcelas (desova tipo
parcelada) ao longo de um periodo reprodutivo (VAZZOLER, 1996). E o
conhecimento do tamanho no qual o peixe atinge a capacidade de reproduzir pela
primeira vez € importante para a aquicultura (OKUZAWA, 2002), comprimento anual
de estacdo de reproducdo e IGS, podem ser aplicados na pesca, ecologia,
comportamento e na piscicultura (PARENTI; GRIER, 2004).

Para conhecer o funcionamento da reproducéo, o estudo da morfologia dos
ovarios em niveis macroscopicos ou microscépicos tem sido utilizado para identificar
os ciclos reprodutivos em diversas espécies (ISAAC-NAHUM; VAZZOLER, 1983;
AGOSTINHO et al.,, 1990; ROMAGOSA et al., 2001; TELES; GODINHO, 2004,
HONJI et al., 2006; GRIER et al., 2009; QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013). Além
disso, o entendimento das fases reprodutivas do ciclo reprodutivo anual de uma
espécie &€ uma etapa consideravel para o entendimento da reproducdo da mesma.
Neste sentido foi desenvolvido um modelo conceitual para identificar as fases do

ciclo reprodutivo. Essas fases sdo adaptaveis a todos os peixes, independentemente
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de posicdo filogenética, género ou estratégia reprodutiva, elas constituem uma
descricdo dos eventos gonadais ciclicos necessérios para produzir e liberar gametas
viaveis (BROWN-PETERSON et al.,, 2011). Embora tenha sido primeiramente
desenvolvida para os Perciformes marinhos, € facilmente adaptavel para os
Teleostei em geral (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013).

O ciclideo neotropical Laetacara araguaiae € uma espécie ainda pouco
estudada, somente informacdes sobre o comportamento reprodutivo, envolvendo
competicdo por territério, escolha de parceiro, acasalamento e cuidado parental da
prole, foram descritos (TERESA; GONCALVES DE FREITAS, 2011). Deste modo,
devido a escassez de estudos sobre a espécie e para disponibilizar informacdes
sobre a biologia reprodutiva da espécie, este trabalho teve por objetivo caracterizar o
ciclo reprodutivo de fémeas de L. araguaiae, e obter informagbes complementares
que fornegcam respostas para a piscicultura ornamental, manejo e preservacao da

espécie.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas 80 fémeas de Laetacara araguaiae (Fig. 1) no periodo
abril/2012 a mar¢o/2013, no rio Dois Coérregos, Selviria, Mato Grosso do Sul, Brasil
(S 20° 25’ 00.5” W 051° 28’ 38.4”. Alt: 329m). As coletas mensais foram realizadas
com auxilio de pucé e peneira (Fig 2a-d).

Para os exemplares de L. araguaiae foram mensurados dados meristicos e
morfométricos, como comprimento total (Lt) e padrdo (Lp), peso do peixe (Wp) e das
gbnadas (Wg). Tais procedimentos visaram a obtencdo de informacdes como:
periodo em que a espécie reproduz, com analises das fases reprodutivas realizadas
més a més e agrupadas por estacdes do ano (primavera, verdo, outono e inverno),
plotados em uma representacéo grafica de frequéncia relativa; os valores do indice
gonadossomatico (IGS) de acordo com Vazzoler (1996) em que IGS = Wp/Wg x 100
é calculado para cada individuo, foram agrupados e analisados separadamente por

fases do ciclo reprodutivo. Tambeém foi verificado o tamanho da primeira maturacéo
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ovariana, em que o menor individuo com excecdo da fase de imaturo, esta apto a
participar ativamente do processo reprodutivo.

Para obtencdo das informacdes com relacdo as fases reprodutivas, 0s
exemplares foram anestesiados com 0,5% benzocaina e sacrificados de acordo com
0 protocolo institucional da Comissédo de Etica no Uso de Animais (007/2012/CEUA-
FEIS/UNESP). Em seguida, foram dissecados, os ovarios expostos, analisados,
retirados e fragmentados, para posterior fixacdo em solucdo de paraformaldeido a
4% e glutaraldeido a 2% em tampao fosfato Sorensen, pH 7,4, na qual permaneciam
por um periodo minimo de 24 horas. O material foi desidratado em solucéo alcodlica,
em série crescente de concentracdo e embebido em glicol metacrilato (Technovit
7100/historesina), sendo por fim, seccionado (3,0 ym) em micrétomo equipado com
navalha de vidro (LEICA RM 2245). Posteriormente submetido a técnica de
coloracdo por Hematoxilina e Eosina. O fotoprocessamento e analises foram

realizados em microscopio de luz Zeiss equipado com camera AXIOCAM-MRCc5.

Figura 1 — Fémea de Laetacara araguaiae.
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Figura 2 — Rio Dois Cérregos, Selviria, Mato Grosso do Sul, Brasil. (a,b) Imagens providas
do Google Maps. — Localizac¢ao do corrego. (c,d) Pontos de maior captura do Laetacara
araguaiae, nos tributérios e nas margens do cérrego (seta).

Fonte: Google Maps

Fonte: prépria autora
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3.3 RESULTADOS

1 Fases Reprodutivas

Em Laetacara araguaiae, 0os ovarios sado 0rgaos pares localizados na regiao
dorsal na regido da cavidade abdominal, sendo revestidos por uma tanica albuginea
que emite septos para o interior, formando as lamelas ovuligeras, cujo epitélio,
abriga células da linhagem germinativa.

As analises microscopicas dos ovarios permitiram determinar o
desenvolvimento ovariano como do tipo sincrénico em grupo, em que mais de um
grupo de odcitos seguem no mesmo estagio de desenvolvimento até o final do ciclo.
Além disso, as andlises do epitélio germinativo associadas ao estagio de
desenvolvimento das células germinativas presentes durante o ciclo reprodutivo de
fémeas de L. araguaiae, permitiram a definicdo de cinco fases reprodutivas ao longo
do ano: imaturo, desenvolvimento, apto a desova, regressao e regeneracao;
conforme a terminologia proposta por Brown-Peterson et al., (2011) e adaptadas

para a espécie.

| = Imaturo

Microscopicamente 0s ovarios sdo delgados em sua espessura e na parede
ovariana (Fig. 3a).

Nos ovarios predominam od0citos em estagio pré-vitelogénico do crescimento
primario, apresentando citoplasma basofilo, nicleo central e nucléolos localizados
na regiao perinuclear; oogonias A-indiferenciadas que sdo alongadas e possuem
nacleo basofilo e irregular; e oogbnias A-diferenciadas que sédo arredondadas com
nacleo menos basofilo. Ainda pode-se observar o inicio da formacdo das lamelas

ovuligeras (Fig. 3b).

Il - Fase de Desenvolvimento
Os ovérios estdo em expansédo e foram observados odcitos em crescimento
primario e secundario. Além disso, alguns eventos ocorrem nos ovarios durante esta

fase e por isso foi dividida em duas subfases:



48

II.1 — Subfase: Inicio de Desenvolvimento
Somente odcitos em crescimento primario sdo observados nos ovarios, sendo
estes pré-vitelogénicos e o0citos com a presenca de alvéolos corticais, que ao final
perdem a basofilia e os alvéolos corticais permanecem concentrados na periferia da

célula (Fig. 4 a-c).

[I.2 — Subfase: Final de Desenvolvimento

Os ovarios estdo em expansao com presenca de o0citos pré-vitelogénicos,
oocitos em estagio alvéolo cortical e o6citos em vitelogénese, sendo este Ultimo as
maiores células da linhagem germinativa observadas nesta subfase (Fig. 4d).
Odcitos vitelogénicos encontram-se em inicio de incorporacdo de granulos de vitelo
(Fig. 4e) e em estagio mais avancado da vitelogénese com granulos de vitelo sendo
incorporados, ocupando mais espaco no citoplasma, contribuindo para o
crescimento e maturagéao (Fig. 4f).

Il — Apto a desova

Os ovarios atingiram o tamanho méaximo e h& predominéncia de odcitos
vitelogénicos, que finalizaram o desenvolvimento estando aptos a desova, ocupando
a maior parte dos ovarios (Fig. 5a,b). Nesta fase em que os odcitos estdo maduros,
sendo determinados pelo deslocamento da vesicula germinativa ou nucleo (Fig. 5c¢),
em direcdo a micrépila, que é formada por uma invaginacdo da zona radiata em sua
extremidade (Fig. 5d). Ainda, sdo observados odcitos pré-vitelogénicos de reserva e
odcitos alvéolos corticais, que estdo respectivamente, quiescentes na lamela
ovuligera ou seguindo o ciclo de desenvolvimento oocitario (Fig. 5a,b). Neste
momento o individuo realiza a liberacdo dos o6citos maduros para a luz ovariana e,

deste modo, se tornam aptos a desova e reproducao.

IV — Regresséo
Sinaliza o final do ciclo reprodutivo. Os ovarios tornam-se flacidos (Fig. 6a)
com parede espessa, evidentes vasos sanguineos (Fig. 6b) e maior espaco (lumen)
entre as lamelas (Fig.6¢). No interior das lamelas ovuligeras sdo observados

melanomacréfagos proximos aos foliculos pos-ovulatérios e atresias (Fig. 6¢). O
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foliculo pds-ovulatério € o que permanece nas lamelas apds a liberagdo do odcito,
composto pelas camadas folicular, teca e membrana basal em processo de
degeneracéo e absorcéo (Fig. 6d). Ainda foram observados o6citos em crescimento
primario (pré-vitelogenicos e alvéolos corticais) que ja estavam presentes no final da

fase anterior (Fig. 6f).

V — Regeneracéo

E 0 momento em que 0S OVArios Se preparam para entrar em um novo ciclo
reprodutivo. A foliculogénese é ativa e observa-se grande proliferacdo mitética das
células germinativas, como oogodnias A-indiferenciadas, A-diferenciadas e ninhos de
oogbnias B (Fig. 7b-c). Também estdo presentes o0s cistos germinativos de odcitos
profasicos, em fases da meiose (Iéptéteno, zigdteno, paquiteno e dipléteno) para
formacao dos foliculos ovarianos (Fig. 7d). Além disso, ocorre um predominio de
odcitos em crescimento primério (Fig. 7a-c). A parede do ovario é espessa e as

lamelas ovuligeras se reorganizam (Fig. 7a-b).

2 Ciclo Reprodutivo

Nos exemplares de L. araguaiae coletados, o comprimento padrdo maximo foi
de 4,4 cm, enquanto os menores individuos identificados apresentaram 1,3 cm. O
comprimento médio da primeira maturacdo ovariana foi estimado em 2,0 cm de
comprimento padrdo, no qual as fémeas estdo na subfase Inicio de Desenvolvimento
ovariano.

Os dados do IGS apresentaram valores médios elevados na fase de apto a
desova (4,528), presente nos individuos amostrados em setembro, novembro e
fevereiro, seguido por individuos em final de desenvolvimento (1,391), regeneracéo
(0,901), regresséo (0,754), inicio de desenvolvimento (0,531) e os menores valores
médios em individuos imaturos (0,502) (Fig.8).

ApoOs definidas as fases reprodutivas (imaturo, e duas subfases de
desenvolvimento (inicio e final), apto a desova, regressédo e regeneracao), pode-se
inferir o periodo em que as fémeas de L. araguaiae realizam a desova, ou seja,

definir o ciclo reprodutivo anual da espécie.
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bY

Individuos maduros (Apto a desova) foram capturados nos meses de
setembro, novembro e fevereiro coincidindo com as estacdes de primavera e veréao
(Fig.9). Ja Individuos nas subfases inicio e final de desenvolvimento estéo presentes
ao longo do ciclo reprodutivo e os individuos imaturos s6 foram amostrados no
outono e inverno (Fig.9). As estacbes do ano em que o individuo esta apto a
reproducao coincide com temperatura do ar média de 27°C e média de 177,0 mm de

chuva (Fig. 10).
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Figura 3 — Ovaérios de L. araguaiae em Fase Imatura. a) Visdo geral dos ovarios com
o0citos em estagio pré-vitelogénicos (opv); b) Detalhe da formagéo das lamelas ovuligeras
(seta grossa). Abreviaturas e simbolos: p - parede dos ovarios; vs - vasos sanguineos; og
- oogbnia. Coloracdo: Hematoxilina e Eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 4 - Ovarios de L. araguaiae em fase de desenvolvimento. (a-c) Subfase inicio de
desenvolvimento. Presenga de odcitos em crescimento primario (cp), pré-vitelogénicos (opv)
e o0citos alvéolos corticais (oac). (d-f) Subfase final de desenvolvimento. d) Presenca de
odQcitos vitelogénicos (ov), pré-vitelogénicos (opv) e oécitos alvéolos corticais (oac). e€) odcito
em inicio de deposi¢éo de vitelo. f) o6citos em desenvolvimento avancado da vitelogénese.
Abreviaturas e simbolos: p - parede dos ovérios; n — nucleo; ao - od4citos atrésicos; gv -
granulos de vitelo. Colorag&o: Hematoxilina e Eosina

a 4 o A
Fonte: prépria autora
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Figura 5 — Ovaérios de L. araguaiae em fase de apto a desova. a) Visao geral dos ovarios
com predominio de odcitos vitelogénicos (ov) e presenca de pré-vitelogénicos (opv) e
alvéolos corticais (oac). b) Detalhe dos o6citos em crescimento primario entre 0s odcitos
vitelbgenicos. ¢) Migracdo do nucleo (vesicula germinativa) em direcdo a micropila. d)
Detalhe da micrépila (mi) formada na extremidade do oécito por uma invaginacdo da zona
radiata. Abreviaturas e simbolos: n — ndcleo; gv - glébulos de vitelo, ac - alvéolo cortical.
Coloracédo: Hematoxilina e Eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 6 — Ovérios de L. araguaiae em fase de regressado. a) Visdo geral do ovario flacido
apos liberacdo dos oocitos maduros. b) Detalhe da parede espessa (p) e vasos sanguineos
dilatados (vs) apoés liberacdo dos odcitos. c¢) espaco (lu - limem) entre as lamelas apos
desova. d) melanomacrofagos proximos a foliculos pos-ovulatérios e atresias. €) Foliculo
pos-ovulatério composto pelas camadas folicular, da teca e membrana basal em processo
de degeneracgdo. f) Predominio de odcitos em crescimento primario, pré-vitelogénicos (opv)
e od0citos alvéolos corticais (oac) que participam do proximo ciclo, além de foliculos p6s-
ovulatérios (fpo). Abreviaturas e simbolos: n — ndcleo; lu - ldmen; seta:
melanomacrofagos. Coloragdo: Hematoxilina e Eosina.
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Figura 7 — Ovérios de L. araguaiae em fase de regeneracdo. (a-c) reestruturacdo das
lamelas (la) contendo odcitos em crescimento primario. Parede espessa (p) e espago entre
0s odcitos (lumen - lu). Presenca de oogbnias (0g) isoladas ou em ninhos. d) Detalhe de um
cisto germinativo contendo od6citos em paquiteno (op) e uma oogbnia (0g), caracteristicos da
foliculogénese que é ativa nesta fase. Abreviaturas e simbolos: n - ndcleo; seta -
melanomacrofagos. Coloracéo: Hematoxilina e Eosina.

Fonte: prépria autora
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Figura 8 — Valores médios do indice gonadossomatico por fase reprodutiva em fémeas de
Laetacara araguaiae. A barra nos pontos indica o desvio padrdo da amostra.
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Figura 9 — Periodo reprodutivo de fémeas de Laetacara araguaiae por estagao do ano.
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Figura 10 — Valores médios de temperatura do ar (C°) e precipitagdo pluviométrica (mm)
durante o ciclo reprodutivo de Laetacara araguaiae de abril/2012 a mar¢o/2013.
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Figura 11 — Esquema das Fases do ciclo reprodutivo de fémeas de Laetacara araguaiae. a)
imaturo; b) Inicio de desenvolvimento; c) Final de desenvolvimento; d) Apto a desova; e)
Regresséao; f) Regeneracéo.

Fonte: prépria autora
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3.5 DISCUSSAO

O tipo de desenvolvimento oocitario de L. araguaiae € similar a de outros
ciclideos como Heros efasciatus (FAVERO et al., 2010), Cichlasoma orientale
(GURGEL, et al., 2011), no qual o tipo de sincronia dos odcitos caracteriza desovas
multiplas ou parceladas (VAZZOLER, 1996; MURUA; SABORIDO-REY, 2003). Este
padrdao de desenvolvimento ao longo de um ciclo reprodutivo se mantem até o
momento da desova e caracteriza desta forma as fases reprodutivas de fémeas de
L. araguaiae.

Como proposto por Brown-Peterson et al. (2011), as fases do ciclo
reprodutivo de fémeas adultas, ap6s o0 peixe passar pela fase imatura sao:
desenvolvimento, apto a desova, regressdo e regeneracdo, sendo primeiramente
descrita para Perciformes marinhos e Labriformes, atual ordem de L. araguaiae, e
mostrou-se suficientemente adaptavel para a espécie.

Para L. araguaiae, somente na fase de desenvolvimento houve a necessidade
de adaptacdo da proposta de Brown-Peterson et al. (2011), com a inclusao de mais
uma sub-divisdo, a “final de desenvolvimento” pois, observa-se os o6citos em
estagio de vitelogénese inicial e avancado, juntamente com o0s od6citos pré-
vitelogénicos da fase anterior. As demais fases seguem como a terminologia
proposta pela autora. O mesmo tipo de caracterizacdo seguindo a terminologia
proposta, também foi adaptada para Siluriformes e Characiformes (WILDNER, et al.,
2012; QUAGIO-GRASSIOTTO, et al., 2013).

Para a definicdo dessas fases dentro do ciclo reprodutivo de L. araguaiae,
foram utilizados os estagios de desenvolvimento dos odcitos descritos por Silva
(2014) no prelo. A caracterizacdo ovariana € imprescindivel, ndo apenas por meio de
analises macroscopicas, mas também por microscopia, pois as caracteristicas
externas dos ovarios, muitas vezes nao refletem o0 respectivo estdgio. Essas
recomendacdes também foram descritas por Honji et al. (2006) e Barros et al.
(2011). Desta forma juntamente com outras caracteristicas como tamanho dos
ovarios em crescimento, espessura das paredes, presenca ou nao de vasos

sanguineos, presenca de complexos foliculares poés-ovulatérios e atresias em
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diferentes etapas de degradacao e reabsorcdo, que caracterizamos o ciclo ovariano
do L. araguaiae.

A determinacdo do tamanho da primeira maturacdo ovariana para L.
araguaiae, ou seja, o tamanho minimo a partir do qual todas as fémeas estdo
participando ativamente do processo reprodutivo, contribui de acordo com Gurgel et
al. (2011), na adocdo de uma série de medidas de manejo, que tem como objetivo a
sustentabilidade da exploracdo pesqueira, como forma de tentar garantir que cada
individuo reproduza pelo menos uma vez antes de sua captura. Para Laetacara
araguaiae, uma espécie com potencial para a piscicultura ornamental, esta € uma
informacdo importante, pois, este comércio se nao fiscalizado, pode haver
consequéncias como a rapida extincdo da espécie, por conta do extrativismo
desordenado dos produtores e os praticantes da aquariofilia.

Ha espécies de peixes que atingem a maturacdo ovariana apenas apos
alcancarem um determinado tamanho corporal. Nesse caso, 0S custos para se
formar e manter um plantel de reprodutores é muito alto. Por outro lado, ha espécies
gue, mantidas sob determinadas condicdes, aceleram o processo de maturacédo e
atingem a fase reprodutiva ainda com tamanho reduzido (exemplos: tildpias, carpas
e algumas espécies nativas). Assim, o tamanho de primeira maturagdo ovariana é
variavel dependendo principalmente da espécie e das condigcbes da manutencao do
meio (GODINHO, 2007).

Os dados do IGS coletados para L. araguaiae calculados, separadamente,
por fase reprodutiva, evidenciou uma ascensao dos valores com o0 avanco do
desenvolvimento ovariano, evidenciando um pico na fase de “apto a desova”, e um
decréscimo nas fases posteriores a desova. O IGS é usualmente utilizado para
identificar o periodo de desova. Conjuntamente aos valores do IGS, € necessario as
andlises histolégicas dos ovarios € uma ferramenta para interpretacdo correta do
periodo de desova (BREWER; RABENI; PAPOULIAS, 2008). Os trabalhos
realizados com fémeas de peixes que utilizam o IGS, geralmente analisam os dados
por estacdo do ano, dados mensais ou bimestrais e, assim identificam o pico
reprodutivo da espécie, que pode ser mais de um, ao longo do ano (BARBIERI,
1989; QUEROL et al., 2002; ROMAGOSA, et al. 2003; WILDNER et al., 2012).
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O aumento dos valores dos niveis dos rios e da precipitacdo pluviométrica,
parece ser o fator ecoldgico importante no fenbmeno da reproducdo dos peixes
tropicais, a exemplo do Pseudoplatystoma fasciatum (ROMAGOSA et al., 2003),
Prochilodus brevis (CHELLAPPA et al., 2009); Heros efasciatus (FAVERO, et al.,
2010), Cichlasoma orientale (GURGEL, et al.,, 2011); Cichla kelberi (SIQUEIRA-
SILVA et al., 2013) e Pimelodus maculatus, Piaractus mesopotamicus e Colossoma
macropomum, atuando como fator decisivo na maturagdo final dos gametas e
desova (BALDISSEROTTO, 2002).

Tal fato também foi observado para L. araguaiae, no qual a descricéo do ciclo
reprodutivo anual foi realizada ap6s definidas as fases reprodutivas e deste modo foi
possivel determinar que esta espécie se reproduz nos meses mais quentes do ano
(setembro a fevereiro), coincidindo com o inicio do periodo das chuvas e
consequentemente da elevagdo do nivel d’agua do rio. Pois segundo Vazzoler
(1996) isso ocorre porque neste periodo ha uma maior disponibilidade de oxigénio e
maior quantidade de alimento no ambiente que ira favorecer a eclosdo dos ovos e

sobrevivéncia da prole, respectivamente.
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