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RESUMO GERAL

MARIA, Alexandre Nizio. Caracterizacdo ultra-estrutural dos gametas,
aspectos da fertilizacdo e desenvolvimento inicial de pirapitinga Brycon
nattereri (Glnther, 1864). 2008. 115p. Tese (Doutorado em Produgdo Animal)
- Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O trabalho foi realizado na Estacdo de Piscicultura da Companhia
Energética de Minas Gerais (Itutinga, MG) nos meses de maio e agosto de 2006
e de 2007. Os objetivos gerais deste estudo foram analisar morfologicamente os
gametas, os eventos da fertilizacdo e o desenvolvimento inicial da pirapitinga
Brycon nattereri. Os ovdcitos do B. nattereri sdo levemente adesivos, de
coloracao vinho ou marrom, apresentando micrépila no pdlo animal e superficie
constituida por zona radiata lisa com poros-canais simples. A maior parte dos
ovocitos das fémeas estudadas estava com vitelogénese completa e nucleo
central ou ligeiramente excéntrico. Foram detectados polissacarideos neutros na
zona radiata e nos globulos de vitelo, polissacarideos carboxilados nos alvéolos
corticais e polissacarideos neutros e carboxilados nas células foliculares. O
sémen possui coloragdo branca e aspecto leitoso, volume médio de 5,6 mL e
concentragio de 42 x 10° espermatozoides por mL. Os espermatozéides sdo do
tipo primitivo, com cabega ovoide sem vesicula acrossomal, peca intermedidria
curta e flagelo longo com arranjo axonémico do tipo 9+2. Os eventos
observados na fertilizagdo mostraram que existem varios fatores responsaveis
pela prevengdo a polispermia, entre eles: o canal micropilar em formato de funil
restringindo o nimero de espermatozodides a alcangarem o espago perivitelinico;
a formacdo do cone de fertilizagdo que rejeita os espermatozoides
supranumerarios ¢ os encaminha para fora do canal micropilar e a aglutinagdo
dos espermatozodides supranumerarios no canal micropilar € no espago

perivitelinico por meio da liberagdo do contetido dos alvéolos corticais. A

v



eclosdo das larvas ocorreu entre 50-54 horas apos a fertilizagdo, na temperatura
média de 19°C. As larvas recém-eclodidas sdo pouco desenvolvidas, totalmente
despigmentadas, desprovidas de boca ou de capacidade natatdria, apresentando
6,32 mm de comprimento total e um grande saco vitelinico, com 3,64 mm’. A
abertura da boca ocorreu entre o 3° e 0 4° dia apds a eclosdo e a reabsorgdo total
do saco vitelinico apos 10 dias, coincidindo com o inicio da alimentacdo
exogena. Durante os 15 dias de avaliagdo das larvas, ndo foi observado
canibalismo. A analise das medidas morfométricas corporais, aos 14 meses de
idade, mostrou que o B. nattereri apresenta-se mais arredondando na regido
proxima a cabega e vai se tornando mais comprimido lateralmente na parte
posterior do seu corpo. A propor¢do sexual observada foi de 1:1 (macho:fémea).
Aos 14 meses de idade, a maioria dos machos apresentava testiculos em

maturagdo, enquanto que as fémeas apresentavam-se imaturas.

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza- UFLA e Rilke Tadeu Fonseca de Freitas— UFLA (co-orientadores)



ABSTRACT

Maria, Alexandre Nizio. Ultraestructural characterization of gametes, aspect
fertilization and initial development of pirapitinga Brycon nattereri
(Gunther, 1864). 2008. 115 p. Ph.D. Thesis (Animal Production) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

This study was carried out at the Fish Culture of the Companhia
Energética de Minas Gerais (Itutinga/MG) from May to August of 2006 and
2007. The objectives of this study were to analyze morphologically the gametes,
the events of fertilization and initial development of the pirapitinga Brycon
nattereri. The B. nattereri oocytes were weakly adhesive, wine or brown
colored, the micropyle was present at the animal pole, and the surface contained
a smooth zona radiata with simple pore-canals. Most of the oocytes were with
complete vitellogenesis with middle or slightly eccentric nucleus. Neutral
polysaccharides were detected in the zona radiata and yolk globules,
carboxilated polysaccharides in cortical alveoli and both neutral and
carboxilated polysaccharides in follicular cells. Semen was white with milky
appearance, volume of 5.6 mL and concentration of 42 x 10” sperm per mL. The
spermatozoa were primitive, ovoid-shape head without acrossomal vesicle, short
midpiece and long flagellum with axonemic arrangement type 9+2. There were
some events responsible for the prevention of polyspermy: a funnel-shape
micropylar canal which reduce the number of spermatozoa that come in contact
with the perivitelinic space; the formation of a fertilization cone that rejects the
supernumerary spermatozoa and pushes them out of the micropilar canal and,
supernumerary sperm agglutination inside the micropylar canal and perivitelline
space caused by cortical material released from the alveoli. The larvae hatched
50-54 hours after fertilization, at approximately 19°C. The newly-hatched larvae
were poorly developed, completely depigmented, devoid of mouth or swimming

ability, a total length of 6.32 mm, and a large yolk-sac of 3.64 mm’. The opening

vi



of the mouth occurred 3-4 days after hatching and the total reabsorption of the
yolk sac after 10 days, coinciding with the beginning of the exogenous feeding.
During the 15 days of evaluation, no cannibalism was observed. According to
the morphometric analysis at 14 months of age, the B. Nattereri body shape is
more rounded near the head and more compressed laterally on the back of the
body. A sex ratio of 1:1 (male: female) was observed. At 14 months of age, most
of the males presented testes in maturation, while the females presented

immature.

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza - UFLA e Rilke Tadeu Fonseca Freitas - UFLA (co-orientadores)
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CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

A ictiofauna de dgua doce do Brasil ¢ a mais rica do mundo, com cerca
de 2.587 espécies, existindo ainda muitas desconhecidas (Buckup et al., 2007).
Destas espécies, poucas s2o utilizadas ou apresentam potencial para aqiiicultura.
A criagdo de peixes em cativeiro tem aumentado no mundo inteiro e novas
espécies tém chamado a atengdo de investidores. A difusdo das tecnologias de
cultivo desenvolvidas para espécies nativas ao setor produtivo pode culminar na
geragdo de espécies alternativas de alto valor comercial para a piscicultura.

O género Brycon compreende um grupo com 43 espécies € mostra ampla
distribuicdo na América do Sul e Central. Este género se destaca pela presenca
de algumas espécies com elevado potencial zootécnico. No Brasil, essas espécies
sdo encontradas nas principais bacias hidrograficas. Assim, cada regido
brasileira pode produzir uma espécie endémica de Brycon, evitando seu
translocamento, fator de risco para a biodiversidade de cada regido. Além disso,
cada uma das espécies evoluiu e se adaptou, fenotipica e genotipicamente, a sua
bacia de origem, principalmente em relagdo aos fatores climaticos que afetam o
desempenho zootécnico de cultivo (Zaniboni-Filho et al., 2006).

O B. nattereri ¢ um dos representantes da bacia do rio Grande, no
entanto, ndo € mais encontrado em varias secOes deste rio, devido as alteracdes
ocorridas em seu habitat (CEMIG/CETEC, 2000). Esses fatores levaram o B.
nattereri a entrar na lista nacional das espécies ameagadas de extin¢do. Estudos
e tentativas de reprodug@o em laboratorio t€ém sugerido que a maturagdo de suas
gonadas ocorre na estagdo seca, nos meses mais frios (entre maio e agosto). Essa
espécie se apresenta bastante promissora, do ponto de vista comercial, vsto que,
além de apresentar caracteristicas favoraveis ao cultivo e a pesca esportiva,
também permitira a produgdo de larvas e alevinos nos meses de temperaturas

baixas, diferente dos peixes de piracema. Assim, a producdo comercial ocuparia



as instalagdes e a mao-de-obra da piscicultura que, normalmente, estariam
ociosas ou apenas em atividade de manutengdo durante os meses mais frios.

O conhecimento da biologia dos peixes é fundamental quando se deseja
realizar a criagdo intensiva, principalmente no que se refere aos aspectos
reprodutivos. Embora algumas espécies de peixes encontrados no Brasil sejam
potencialmente promissoras para a piscicultura sob diversos aspectos, o
conhecimento sobre sua biologia ainda é escasso.

O estudo da morfologia dos gametas de peixes possibilita andlises
filogenéticas, conhecimento da organizacao celular e do padrdo de distribuicdo
das organelas. J4 o conhecimento do desenvolvimento embriondrio e larval de
peixes ¢ importante nos estudos taxonOmicos e tem aplicagdo direta na
aqiiicultura. Durante o desenvolvimento embrionario e larval, sdo avaliadas a
eficiéncia do processo de fertilizagdo e a qualidade dos ovos fertilizados de
peixes submetidos a indugao hormonal.

A identificagdo dos eventos que ocorrem na reprodugdo induzida,
fertilizagdo, desenvolvimento inicial e de juvenis, contribuira para a melhor
compreensdo da reproducdo de teledsteos e de seu manejo na piscicultura. O
conhecimento dos primeiros momentos do desenvolvimento embriondrio, tanto
quanto da morfologia do adulto, ¢ essencial para entender a fisiologia do sistema

reprodutivo de peixes.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Analisar a morfologia dos gametas, os eventos da fertilizagdo e o

desenvolvimento inicial de pirapitinga Brycon nattereri

2.2 Objetivos especificos

Avaliar os pardmetros reprodutivos da espécie.

Analisar morfologicamente ovocitos e espermatozoides.

Analisar os eventos ocorridos durante os primeiros 10 minutos da
fertilizagdo, com énfase na observagdo dos eventos responsaveis pela
prevengdo a polispermia e seu momento de ocorréncia.

Identificar e estabelecer a duragdo das diferentes fases do desenvolvimento
embrionario.

Determinar o comprimento corporal ¢ a taxa de crescimento especifica,
durante os primeiros 15 dias de vida da larva.

Determinar o volume do saco vitelinico e a taxa de reabsor¢ao do vitelo pela
larva.

Avaliar as caracteristicas morfométricas corporais dos peixes aos 14 meses
de idade e estudar suas inter-relagoes.

Avaliar o estagio de desenvolvimento gonadal aos 14 meses de idade ¢ a

proporg¢ao sexual.



3 REVISAO DE LITERATURA

3. 1 A espécie em estudo
O Brycon nattereri (Giinther, 1864) pertence a familia Characidae,

subfamilia Bryconinae (Figura 1) e, atualmente, seu estado de conserva¢do no
Brasil encontra-se na categoria “vulneravel” (Rosa & Lima, 2005). Essa espécie
¢ originaria dos rios das bacias do Alto Parana, Sao Francisco e Alto Tocantins,
sendo encontrada em rios de porte médio com mata ciliar intacta e aguas claras
de fluxo rapido ou moderado (Lima et al., 2007). Os peixes t€ém o corpo
prateado e uma mancha no pedunculo caudal, com tamanho médio acima de 30
cm de comprimento padrdo (Lima, 2001).

A dieta dessa espécie varia conforme a bacia de origem. Na bacia do
Alto Tocantins, a dieta ¢ composta de sementes, frutos e artrépodes (Albrecht,
2005), enquanto que, na bacia do Alto Parana, é composta de insetos aquaticos e
terrestres, detritos, peixes e algas (Luz-Agostinho et al., 2006), e plantas (Lima
et al., 2007).

O periodo reprodutivo do B. nattereri ocorre apds a estagdo chuvosa
(margo-abril) ou durante a metade da estagdo seca (maio-julho), em distintas
areas da bacia do Alto Parana e no final da estagdo seca (junho-agosto), no Alto
Tocantins (Lima et al., 2007). A estratégia reprodutiva se encaixa,
provavelmente, no tipo sazonal (Winemiller, 1989). Um estudo relatou que o B.
nattereri se reproduziu em um pequeno trecho de rio, limitado por cachoeiras
(Vieira et al., 2005), sugerindo que essa espécie ndo realiza longas migracdes
para desovar.

As principais ameagas a essa espécie hoje sdo o desmatamento, a
poluicdo da agua e o represamento dos rios. Até hoje nenhuma agéo especifica

foi tomada para garantir sua conservagdo. Segundo Lima et al. (2007), o melhor



caminho para assegurar sua conservagdo ¢ manter os sistemas fluviais intocados

e investir no estudo de sua biologia, especialmente a reprodutiva.

FIGURA 1. Exemplar de pirapitinga, Brycon nattereri

3.2 Ovdcitos de peixes teledsteos
O crescimento do foliculo ovariano é semelhante na maioria dos peixes.

O ovécito em desenvolvimento € localizado no centro do foliculo, sendo
rodeado por células foliculares que produzem esterdides. A camada de células
foliculares, geralmente, consiste de uma subcamada interior, a camada de célula
da granulosa e uma ou duas outras subcamadas das células da teca. As camadas
de células da teca e da granulosa sdo separadas por uma membrana basal. Entre
a superficie do ovécito e a camada de células da granulosa hd uma camada
acelular, a zona radiata (Arukwe & Gokseyr, 2003).

O componente basico da superficie, a zona radiata, envolve os ovos de
todos os vertebrados e apresenta peculiaridades proprias em cada grupo (Rizzo $
Godinho, 2003). Nos peixes teledsteos, a zona radiata tem como caracteristicas a
presenca de poros, ou canais, dispostos radialmente na superficie do ovo, sendo
por isso denominada zona radiata (Oppen-Berntsen, 1990; Rizzo & Godinho,
2003). Quando completamente desenvolvida, a zona radiata apresenta-se,

geralmente, dividida em camadas, predominando dupla estratificagdo na maioria



das espécies (Bazzoli, 1992). Essas camadas exercem fungdes nos processos
reprodutivos e de desenvolvimento, primariamente como uma interface entre o
ovo e o espermatozoide e secundariamente como uma interface entre o embrido
e seu ambiente (Grierson & Neville, 1981).

A camada interna da zona radiata fica em contato com a membrana
ovocitaria e ¢, geralmente, a mais espessada. Ela confere protecdo mecanica ao
embrido e ¢ constituida de proteinas e glicoproteinas homologas as
macromoléculas da zona radiata de mamiferos (Brivio et al., 1991; Rizzo &
Godinho, 2003). A camada externa na superficie do ovo apds a desova ¢,
geralmente, fina, de composi¢do quimica variavel entre as espécies e apresenta
glicoproteinas neutras ou acidas que podem estar associadas a muco-substancias
(Rizzo & Godinho, 2003). As moléculas presentes na superficie de ovocitos tém
papel determinante na fertilizacdo e na interacdo do ovo com o meio. A presenga
de polissacarideos 4cidos na zona radiata torna os ovos adesivos quando em
contato com a agua (Guraya, 1996). Em teleosteos, os espermatozodides ligam-se
a parede do canal micropilar como primeiro nivel de reconhecimento entre os
gametas, ocorrendo a adesdo e a fusdo das membranas dos gametas na base do
canal micropilar (Hart, 1990; Yu et al., 2002). Neste reconhecimento, como em
outras interacdes celulares, ha mediacdo de carboidratos presentes em
glicoproteinas da zona radiata com receptores complementares pertencentes a
familia das lectinas na superficie dos espermatozodides (Dell et al., 1999;
Mengerink & Vacquier, 2001; Yu et al., 2002).

Os ovos de peixes de agua doce, apds a desova, podem ser livres ou
apresentar varios graus de adesividade, sendo, geralmente, livres em espécies
migradoras e adesivos em espécies sedentdrias (Sato, 1999). Analises dos
padrdes de superficie em ovos recém-desovados mostraram projecdes da zona
radita, como globulos, vilos e filamentos em ovos adesivos, € zona radiata lisa

com poros-canais ou rede fibrilar em ovos nao adesivos (Rizzo et al., 2002).



Esses estudos mostram que as caracteristicas do ovo estdo relacionadas aos
padrdes de comportamento reprodutivo das espécies e acompanham a filogenia.
Além dos arranjos de superficie, outros critérios também sdo necessarios para
caracterizagdo e identificacdo dos ovos de peixes, tais como distincia entre os
poros-canais da zona radiata, didmetro dos poros e morfologia da micropila

(Riehl, 1993; Li et al., 2000).

3.3 Caracteristicas do sémen de peixes teledsteos

O volume de sémen e a concentragdo espermatica encontrada nas
diferentes espécies de peixes sdo bastante varidveis. E importante o
conhecimento desses valores para que se possa avaliar a qualidade do sémen
coletado e, com isso, otimizar sua utiliza¢do no processo de fertilizagdo artificial
(Viveiros, 2005).

O valor biologico ndo estd no volume de sémen, mas sim na quantidade
de células fecundantes que ele possa conter (Fonseca et al., 1992), sendo muito
variavel entre as diversas espécies e dentro de uma mesma espécie, de acordo
com a estacao do ano, o clima, o periodo de repouso sexual, o método de coleta
e o tamanho de reprodutores. A freqiiéncia de coleta também tem um grande
efeito sobre o volume liberado por peixe.

Varias caracteristicas seminais podem ser utilizadas para a avaliagdo
qualitativa do sémen. Uma das mais praticas ¢ a mensuracdo da concentracao
espermatica, que pode ser feita imediatamente apos a coleta do sémen. A
concentragdo ou densidade espermatica expressa a quantidade de
espermatozodides por volume de sémen, podendo ser determinada por meio de
contagem em camaras volumétricas, mediante diluicdo do s€men.

Os espermatozoides de peixes sdo imoveis nos testiculos e, em muitas
espécies, no plasma seminal. Durante a reproducdo natural, a motilidade ¢

induzida depois da liberagdo dos espermatozdides (e desta forma sua



dispersao/dilui¢do) do trato genital do macho dentro do ambiente aquoso em que
os espermatozoides encontram os componentes soluveis da agua do meio
externo, principalmente ions (Cosson, 2004).

Em salmonideos e ciprinideos de agua doce, a redugdo da concentragio
de potassio ou a osmolaridade do ambiente ao redor dos espermatozoides
liberados em &gua doce afeta diretamente o flagelo e regula a iniciagdo da
motilidade espermatica (Morisawa et al., 1983). O fluido seminal ¢ rico em
muitos nutrientes e ions, alguns dos quais importantes na manutencdo da
qualidade espermatica, quando estocados no estado imdvel no trato genital.
Fatores ambientais externos podem afetar a qualidade e a motilidade
espermadtica, durante o processo de ativagdo. Fatores como o pH ou ions
presentes podem polarizar a membrana celular e estimular a motilidade
espermatica dos peixes (Morisawa et al., 1999). A osmolaridade isotonica ao
plasma seminal suprime a motilidade espermatica em teledsteos marinhos e de
agua doce; quando o sémen ¢ exposto a hipertonicidade da agua salgada ou
hipotonicidade da agua doce, respectivamente, induz a iniciacdo da motilidade
espermatica (Takai & Morisawa, 1995).

A diminuicdo da capacidade de natagdo dos espermatozoides ¢
originada, em parte, pela diminui¢do do estoque de energia que ocorre durante o
periodo de motilidade (Billard, 1990; Cosson et al., 1999). Em espermatozoide
de peixes, a fosforilizacdo oxidativa mitocondrial, que ¢ altamente requerida
para produzir energia durante a locomogdo, € insuficiente para sustentar o
armazenamento de ATP enddgeno (Cosson et al., 1999).

Os espermatozoéides de peixes variam em estrutura (Jamieson, 1991),
refletindo sua historia evolutiva de mais de 550 milhdes de anos (Janvier, 1999).

As caracteristicas ultra-estruturais de espermatozodides de peixes estdo

sistematica e filogeneticamente relacionadas (Jamieson, 1991; Mattei, 1991) e,



em espécies da mesma familia, as organelas espermaticas mostram o mesmo
padrdo de distribuigdo (Baccetti et al., 1984).

Segundo Nagahama (1983), os espermatozoides podem ser
morfologicamente subdivididos em cabeca, peca intermedidria e cauda. Na
maioria dos grupos de peixes falta o acrossoma, que ocorre em todos os outros
grupos de vertebrados. A morfologia dos espermatozdides parece refletir no seu
modo de fertilizagdo. A caréncia do acrossoma ¢ compensada pela presenca da
micrépila, um orificio no corion do ovo para a penetragdo do espermatozodide
(Cosson et al., 1999).

Jamieson (1991) correlacionou a ultra-estrutura dos espermatozoides de
peixes, classificando-os em “aquasperm” e “introsperm”, segundo o tipo de
fertilizacdo. Os ‘“‘aquasperm” estdo presentes nas espécies com fertilizagao
externa, em que os espermatozdides sdo liberados no ambiente aquatico. Os
“introsperm”, por outro lado, estdo presentes nas espécies com fertilizacao
interna, nas quais os espermatozoides sdo liberados dentro do trato genital
feminino.

Os espermatozodides do tipo “aquasperm” podem ou ndo apresentar
acrosoma. Dentre os espermatozoides ‘“‘aquasperm” que nao apresentam
acrosoma, Jamieson (1991), fez uma subdivisdo:

1) espermatozoéides do tipo I, os quais possuem nucleo pequeno, ovoide
ou esférico; centriolos em angulos retos situados na fossa nuclear quando esta se
encontra presente. A peca intermediaria ¢ pequena e forma um colar ao redor da
regido inicial do flagelo. As mitocondrias sdo pouco numerosas € pequenas,
situam-se no colar citoplasmatico, separadas do inicio do flagelo por um espaco
existente entre as membranas plasmatica e flagelar, o canal citoplasmatico. O
flagelo apresenta o complexo axonemal classico formado pelas nove pares de

microtubulos periféricos e um par central. A membrana flagelar pode apresentar
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ou ndo, uma, duas ou trés projecdes laterais ou “fins” semelhante as nadadeiras
dos peixes (Jamieson, 1991; Mattei, 1991);

2) nos espermatozoides do tipo II (Jamieson, 1991), o flagelo apresenta-
se paralelo a base do nucleo, sem ocorrer rotagdo do eixo flagelar em relagdo ao
nucleo. Embora a fossa nuclear esteja presente nos espermatozoides, os
centriolos se encontram fora dela (Mattei, 1970). A pega intermediaria pode ser
muito pequena e, neste caso, o canal citoplasmatico pode ndo se formar
(Jamieson, 1991).

O conhecimento da ultra-estrutura do espermatozoéide ¢ importante para
a sistematica e a filogenia, e também tem aplicagdes praticas relacionadas com a
fertilizacdo artificial e a preservagdo espermatica (Billard, 1978; Suquet et al.,

1998).

3.4 Eventos da fertilizacao

O processo de fertilizag@o inicia-se quando o espermatozoide entra em
contato com o exterior do ovoécito e termina com a fusdo dos dois pronucleos
hapldides no citoplasma do ovocito (Mengerink & Vacquier, 2001).

Em peixes teledsteos, o ovocito apresenta uma abertura estreita na zona
radiata, a micropila, por meio da qual o espermatozoide tem acesso a membrana
plasmatica do ovdcito. Essa estrutura ndo existe nos ovocitos de mamiferos.
Regra geral, o espermatozoide que entra na micrépila primeiramente € destinado
a se fundir com a membrana plasmatica. Aqueles que seguem o espermatozoide
fertilizante permanecem dentro do canal micropilar e sdo expelidos durante a
ativagdo do ovo (Hart, 1990).

Em um estudo realizado com o peixe medaka Oryzias latipes, observou-
se que o espermatozoide que penetra o ovocito e alcanga a camada vitelinica ¢é
rapidamente cercado por protusdo ooplasmatica (o cone de fertilizacdo). Apds a

fusdo a membrana plasmatica, o envelope nuclear espermatico desaparece,
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vesiculas aparecem na regido apical da cabeca e o envelope nuclear, a cromatina
espermatica, ¢ reparada pela fusdo de vesiculas alongadas ou aplainadas
(Iwamatsu & Ohta, 1978). O pronticleo masculino maduro tem um nucléolo
grande com um envelope enrugado. Em ovos de peixes, a replicacdo de DNA,
bem como a sintese e a fosforilacdo de proteinas, especialmente a ciclina B, sdo
requeridas para a formacdo normal da metafase dos cromossomos na primeira
clivagem, mas ndo para os eventos da fertilizacdo, desde a completa penetracio
espermatica até a migracdo nuclear resultando na singamia (Coward et al.,
2002).

Existem varias estratégias desenvolvidas pelos peixes para evitar a
polispermia, como: (a) didmetro da abertura interna da micrépila que restringe o
numero de espermatozéides entrando na micropila; (b) cone de fertilizagdo que
impede que os espermatozoides adicionais se unam & membrana plasmatica do
ovocito e ou entrem no espago do perivitelinico; (c) lectinas dos granulos
corticais que imobilizam o excesso de espermatozoides no vestibulo micropilar.
O fluido perivitelinico, que contém lectinas dos granulos corticais como
aglutinante espermatico, flui para fora, junto com espermatozoéides adicionais
por meio da abertura micropilar, causada pelo aumento da pressdo osmotica; (d)
o fluido perivitelinico que contém lectinas do granulo cortical interage através
da micrépila com a parte externa da camada fibrilar para eliminar a orientagado
espermatica e a atrag@o para a micrépila; endurecimento do corion pela alveolina
e pela transglutaminase, seguido pela diminui¢do do didmetro da micropila,
resultando no fechamento da entrada para os espermatozoides supranumerarios

(Murata et al., 2003).

3.5 Desenvolvimento inicial em peixes

O termo ontogenia ¢ definido como alteragdes morfoldgicas e

fisiologicas ocorridas no individuo desde a fecundag¢ao do ovo até a sua forma
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adulta. O termo desenvolvimento ¢ usado, no sentido mais amplo, como
“mudangas resultantes da ontogenia e crescimento” (Fuiman, 1994; Fuiman &
Higgs, 1997).

Os principais eventos do desenvolvimento inicial dos peixes sdo:
ativacdo do ovdcito (1), eclosdo (2), primeira ingestdo oral e digestdo intestinal
(3) e a conclusdo da reabsorcdo do vitelo (4). Entre as fases 1 ¢ 3, o vitelo é a
unica fonte de energia (periodo de alimentagdo com o vitelo - alimentagdo
enddgena), entre a fase 3 e 4, tanto o vitelo quanto o alimento exdgeno sdo
utilizados (periodo de alimentagdo mista) e, depois da fase 4, comega o periodo
de alimentagdo exogena (Kamler, 2002).

O desenvolvimento embrionario inicia-se apés a fertilizagdo dos ovos,
com a segregagdo dos polos animal e vegetativo e a clivagem do blastodisco
(Langeland & Kimmel, 1997), e termina com a eclosdo da larva, apds o
amolecimento do corion por meio da a¢do de enzimas. O grau de diferenciacao
da larva recém-eclodida depende da espécie e esta relacionada ao tamanho do
ovo. O periodo de incubag@o depende desses fatores e da temperatura (Nakatani
et al., 2001).

O estudo dos primeiros dias de vida dos peixes é muito importante,
especialmente em espécies selvagens potencialmente viaveis para a piscicultura
(Pinto & Castagnolli, 1984). A descri¢do dos estadios embrionarios de uma
espécie pode fornecer inimeras vantagens, tais como auxilar o reconhecimento
de seus embrides em ambientes naturais, o que permite uma melhor avaliagdo do
local de desova daquela espécie, e a deteccdo das alteragcdes relacionadas aos
fatores fisico-quimicos da agua nas incubadoras, as quais poderdo acarretar
malformagdes larvais e baixas produtividades (Alves % Moura, 1992).

O periodo larval inicia-se ap6s a eclosdo e termina com a reabsor¢ao do
vitelo e o inicio da alimenta¢do exdgena (Helfman et al., 2000). O grau de

diferencia¢do da larva recém-eclodida varia entre as espécies, dependendo do
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tamanho do ovo (Blaxter, 1969). A maioria das larvas de peixes de agua doce
eclode com boca e mandibulas ainda ndo formadas, olhos despigmentados e saco
vitelinico grande (Nakatani et al., 2001). Antes da abertura da boca, as larvas
nutrem-se do vitelo, que € reabsorvido constantemente através de endocitose via
camada sincicial vitelinica (Shahsavarani, et al., 2002). Para evitar aumento da
mortalidade larval, a alimentagdo exogena deve iniciar a partir do momento em
que o vitelo foi completamente reabsorvido (Tengjaroenkul et al., 2002).

Durante os periodos embriogénico e larval, os processos dominantes sao
o crescimento, a diferencia¢ao dos tecidos e as mudangas fisiologicas, enquanto
que, em juvenis, ¢ o crescimento, nos adultos, a reproduco e, nos individuos
senescentes, 0s processos degenerativos (Fuiman, 1997).

O crescimento ¢ um aspecto muito importante na vida de peixes jovens
em relagdo ao potencial de sobrevivéncia e seu metabolismo. Altas taxas de
crescimento sdo economicamente importantes em peixes em todos os estagios de
vida. A energia metabolica pode ser requerida por via aerobica e ou anaerobica.
Contudo, o metabolismo em larvas de peixes € aerdbico (Wieser, 1991). A
sintese ¢ a deposi¢do de componentes corporais, como proteinas, lipideos,
carboidratos e dacidos nucléicos, sdo alguns dos aspectos do metabolismo
aerdbico associado ao crescimento. O custo da transformacgao dessa quantidade
de constituintes corporais ¢ de, aproximadamente, 40% da energia contida neles
(Rombough, 1994; Pedersen, 1997). Contudo, deve-se ter em mente que a
energia metabdlica ¢ usada também para outros importantes processos, como
atividade fisica, alimentacao, digestdo, regulagdo e transporte de ions.

Trés periodos distintos de elevada mortalidade, separados por periodos
de baixa mortalidade, sdo tipicamente observados durante o periodo de
alimentacdo endogena dos peixes. Dois periodos ocorrem durante a
embriogénese; o terceiro ocorre em larvas com saco vitelinico. O primeiro

periodo de elevada mortalidade é logo apos a fertilizagdo do ovdcito; o segundo
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ocorre durante a eclosdo (por exemplo, a mortalidade acumulada da fertilizacao
até o final da eclosdo). O terceiro periodo de elevada mortalidade é a
mortalidade por inani¢do, quando as reservas de vitelo sdo esgotadas e ha
auséncia do alimento externo (Kamler, 2005).

A inanicdo pode ser um importante agente indireto de mortalidade
(Bailey & Houde, 1989) porque o status nutricional pode influenciar diferentes
aspectos da sobrevivéncia larval. Além de causar mudangas na habilidade para
se manter em uma profundidade preferida na coluna d’agua (Blaxter & Ehrlich,
1974), a inanigdo leva a uma diminuicdo na taxa de crescimento (Bisbal e
Bengtson, 1995), ao desenvolvimento lento (Hebie et al., 2000) e a mudangas no
comportamento, objetivando guardar ou buscar energia (Blaxter & Ehrlich,

1974; Chick & Van den Avyle, 2000).

3.6 Morfometria corporal

A morfometria, de modo geral, pode ser definida como o estudo da
forma e tamanho, e de como estas duas variaveis se relacionam. Assim, constitui
uma ferramenta para entender a relagdo destas com diversas outras variaveis,
como, por exemplo, a idade, o sexo ou as relagdes historicas entre os organismos
estudados (Moraes, 2003).

Do ponto de vista econdmico, o pardmetro mais importante a ser
melhorado em um programa de sele¢ao é o crescimento (Huang & Liao, 1990),
que tem como um dos componentes o formato do corpo, expresso por medidas
ou indices morfométricos (Reist, 1985).

A forma externa do corpo tem grande importancia na escolha do
processamento realizado pela industria, influenciando nas operagdes de
decapitagdo, evisceracdo e limpeza geral por métodos manuais e mecanizados;
no dimensionamento das caixas, cimaras e outros implementos para a

armazenagem; na adequagdo e no rendimento da carne quando pré-processada
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na forma de corpo limpo, postas ou filés e na velocidade de resfriamento com
gelo e de congelamento, a bordo ou na industria (Contreras-Guzman, 1994).

Os peixes que apresentam forma de torpedo possuem alto rendimento
devido a massa muscular cilindrica. Os atuns, bonitos, serras, sardinhas,
curimbatas e outros fusiformes tém rendimento de filé com pele superior a 54%.
Os fusiformes alongados, como a sororoca e a bicudinha, também dao
rendimentos elevados; entretanto, peixes comprimidos, como o cangulo, a
corvina, o pargo, a ciova e a tilapia, estdo entre as espécies de rendimento mais
baixo (inferior a 42%) (Contreras-Guzman, 1994).

E de fundamental importincia estudar as caracterisitcas morfométricas
de uma determinada espécie e estabelecer relacdes entre as medidas
componentes, mesmo que os resultados obtidos sejam referentes a qualidades
anatomicas, caracteriza¢do de carcaca e rendimentos. Esse estudo pode propiciar
um maior interesse econdmico pela espécie, bem como servir de referéncia para

outros estudos.
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CAPITULO 11

PARAMETROS REPRODUTIVOS E MORFOLOGIA DOS GAMETAS
DE Brycon nattereri
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1 RESUMO

Maria, A. N. Parametros reprodutivos e morfologia dos gametas de Brycon
nattereri. In . Caracterizacdo ultra-estrutural dos gametas, aspectos
da fertilizacdo e desenvolvimento inicial de pirapitinga Brycon nattereri
(Gunther, 1864). 2008. 115 p. Tese (Doutorado em Producdo Animal)-
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

O trabalho foi realizado na Estagdo de Piscicultura da Companhia
Energética de Minas Gerais (Cemig), em Itutinga, MG, nos meses de maio e
agosto de 2006 e 2007. Os objetivos deste trabalho foram obter informacdes
sobre os parametros reprodutivos do B. nattereri e caracterizar
morfologicamente seus gametas, fornecendo, assim, subsidios para o
aprimoramento da reproducdo em cativeiro. Para caracterizar os ovocitos de B.
nattereri quanto a sua distribui¢do de freqiiéncia de didmetros, do estadio de
desenvolvimento, da caracterizagdo morfoloégica e da analise histoquimica de
carboidratos, amostras foram retiradas das fémeas, por meio de bidpsia ovariana.
Foram selecionados, para a reproducdo induzida, fémeas e machos e, entdo,
submetidos a inducdo da desova e espermiacao por hipofisagdo. As fémeas (379
+ 79 g de peso) receberam as doses de 0,4 e 4,0 mg de de extrato bruto de
hipofise de carpa/kg de peso corporal com intervalo de 12 horas entre as
aplicagdes e os machos (369 + 67 g de peso) receberam dose tinica (4,0 mg/kg
de peso corporal), no mesmo momento da aplicacdo da segunda dose nas
fémeas. A extrusdo de ovocitos e a coleta do sémen foram realizadas por meio
de massagens na cavidade celomatica, 14 horas apos a aplicagdo da injecdo de
hipofise, com agua a temperatura de 18+1°C. A distribuicdo da freqiiéncia
porcentual dos diametros dos ovocitos intra-ovarianos nos exemplares utilizados
neste estudo foi do tipo unimodal, com moda em 2312 um. A maior parte dos
ovocitos canulados estava com vitelogénese completa, com nucleo central ou

ligeiramente excéntrico. Foram detectados polissacarideos neutros na zona
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radiata e nos globulos de vitelo, polissacarideos carboxilados nos alvéolos
corticais e polissacarideos neutros e carboxilados nas células foliculares. Mais
de 50% das fémeas respondeu positivamente a hipofisacdo e as taxas de eclosdo
variaram entre 0,6% e 23,6%. Os ovodcitos de B. nattereri sdo levemente
adesivos de coloragdo vinho ou marrom, sendo liberados, em média, 8.222
ovocitos na desova. O ovocito apresenta micropila no pdlo animal e padrdo de
superficie constituido pela zona radiata lisa com poros-canais simples. O sémen
liberado pelos machos apresentou as seguintes carcteristicas: coloragdo branca e
aspecto leitoso, volume médio de 5,6 mL e concentragdo espermatica de 42 x
10° espermatozéides por mL. Os espermatozoides apresentaram 35,06 um de
comprimento total, cabe¢a ovoide (comprimento = 2,00 um e largura = 1,22 um)
sem vesicula acrossomal, peca intermedidria curta (comprimento = 2,15 um) e
longo flagelo (comprimento = 30,90 um) com arranjo axonémico do tipo 9+2.
Estes resultados fornecem subsidios para o desenvolvimento das técnicas de

reproducdo induzida da espécie.

* Comit€ Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza - UFLA ¢ Rilke Tadeu Fonseca Freitas - UFLA (co-orientadores)
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2 ABSTRACT

Maria, Alexandre Nizio. Reproductive parameters and gametes morphology of
Brycon nattereri. In Ultraestructural characterization of gametes,
aspect fertilization and initial development of pirapitinga Brycon nattereri
(Gunther, 1864). 2008. 115 p. Ph.D. Thesis (Animal Production) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The work was carried out at the Fisheries of the Companhia Energética
de Minas Gerais (Itutinga/MG) in the months of May and August of 2006 and
2007. The aims of this study were to obtain information on the reproductive
parameters of B. Nattereri and characterize the morphology of their gametes,
thus providing subsidies for the improvement of breeding in captivity. To
characterize the oocytes of B. Nattereri how much distribution of frequency of
diameters, the stage of development, morphological characterization and
histochemical analysis of carbohydrates, samples were taken of the females
through ovarian biopsy. Were selected for reproduction induced females and
males and then submitted to induce spawning in spermiation through
hypophysation. The females (379 + 79 g in weight) received the doses of 0.4 and
4.0 mg of crude extract of the carp pituitary/kg body weight with an interval of
12 hours between applications and males (369 + 67 g weight) received single
dose (4.0 mg/kg body weight), at the same time the implementation of the
second dose in females. The extrusion of oocytes and collecting the semen was
accomplished through massages in the celomatic cavity, 14 hours after
application of the injection of pituitary, with the water temperature of 18+1°C.
The diameters frequency distribution of the oocytes intra-ovarian in the
specimens used in this study was the type unimodal with moda in 2312 pm.
Most of the oocytes cannuled were with complete vitellogenesis with middle or
slightly eccentric nucleus. Neutral polysaccharides were detected in the zona

radiata and yolk globules, carboxilated polysaccharides in cortical alveoli and
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neutral and carboxilated polysaccharides in follicular cells. Over 50% of females
responded positively to hypophysation and hatching rates ranged between 0.6
and 23.6%. The B. nattereri oocytes are weakly adhesive, wine or brown
colored, spawning in average 8222 oocytes. The oocyte presents a micropyle in
animal pole and a pattern of surface consists of a smooth zona radiata with
simple pore-canals. The semen released by males presented the following
carcteristicas: colour white and milky appearance, average volume of 5.6 mL
and concentration of 42 x 10° sperm per mL. The spermatozoon presented a total
length of 35.06 um, ovoid-shaped head (length = 2.00 um and width = 1.22 pm)
without vesicle acrossomal, short midpiece (length = 2.15 p m) and long
flagellum (length = 30.90 um) with axonemic arrangement type 9+2. These
results provide subsidies for the development of techniques of induced

reproduction of the species.

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisao de Souza— UFLA e Rilke Tadeu Fonseca de Freitas — UFLA (co-orientadores)
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3 INTRODUCAO

O crescente interesse pelos peixes teledsteos, nas ultimas décadas, tem
fornecido preciosas informagdes sobre diferentes aspectos da biologia
reprodutiva destes animais que, apesar de apresentarem caracteristicas comuns,
mostram grande variabilidade, ndo permitindo generalizagdes. O conhecimento
dos pardmetros reprodutivos de uma espécie é importante para determinar a
época de reproducdo e o tipo de desova, bem como verificar as estratégias que a
mesma pode utilizar no ambiente em que vive (Vazzoler, 1996).

A maior parte dos peixes do género Brycon ¢ de piracema (reofilico),
com periodo reprodutivo nos meses chuvosos e com temperaturas mais elevadas.
A pirapitinga Brycon nattereri, diferentemente das outras espécies desse género,
se reproduz nos meses mais secos € com temperaturas mais baixas. Apesar de
nado realizar grandes migragdes, a pirapitinga se assemelha aos peixes reofilicos,
ndo se reproduzindo naturalmente em condigdes de cativeiro, sendo necessaria a
indug¢do da reprodugdo por meio da aplicagdo de hormoénios.

Apoés serem desovados, os ovos dos peixes de dgua doce podem ser
livres ou ndo-adesivos, como geralmente ¢ observado nas espécies que realizam
grandes migragdes reprodutivas, e adesivos, em diferentes graus, como ¢
observado nas espécies sedentarias (Sato, 1999). Analises dos padrbes de
superficie em ovos recém-desovados mostram, em geral, projecdes da zona
radiata na forma de globulos, vilos e filamentos em ovos adesivos, e zona radiata
lisa com poros-canais simples ou recoberta por fina rede fibrilar em ovos nao-
adesivos (Rizzo et al., 2002). Além dos arranjos de superficie, outros critérios
também sdo necessarios para caracterizacdo e a identificagdo dos ovos de peixes
ao microscopio eletronico, tais como: didmetro do ovo, distidncia entre os poros-
canais da zona radiata, diametro dos poros ¢ morfologia da micropila (Riehl,

1993; Li et al., 2000; Gomes et al., 2007).
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Em estudos sobre a biologia dos espermatozoides de peixes teledsteos
também ¢ demonstrada ampla variagdo na morfologia (Jamieson, 1991) e
fisiologia (Morisawa et al., 1983). Apesar de uma “simplicidade” em geral
evidente, os espermatozoides dos teledsteos exibem ampla escala de
caracteristicas estruturais modificadas, o que impossibilita a descri¢do de um
tipo espermatico comum (Mattei, 1970).

O conhecimento da ultra-estrutura do espermatozéide é importante na
sistematica e na filogenia, assim como tem aplicagdes praticas relacionadas a
fertilizacdo artificial e a preservagdo espermatica (Billard, 1978; Suquet et al.,

1998).

Apesar da existéncia de estudos sobre as caracteristicas reprodutivas de
alguns Bryconideos, como B. orbignyanus (Lamas, 1993), B. orthotaenia (Sato
et al., 2003ab) e B. amazonicus (= B. cephalus) (Romagosa et al., 2001; Pardo-
Carrasco et al., 2006), ndo foi encontrado, na literatura, nenhum estudo sobre B.
nattereri. Essa espécie se encontra ameagada de extingdo e, devido a escassez de
informagdes bdasicas, ndo se tem obtido sucesso na reprodugdo artificial. Com
isso, o objetivo deste trabalho foi obter informagdes sobre os pardmetros
reprodutivos da pirapitinga e caracterizar, morfologicamente, seus gametas,

fornecendo, assim, subsidios para o aprimoramento da reprodu¢do em cativeiro.
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4 MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo deste estudo foram examinados 16 machos e 19 fémeas
de pirapitinga, confinados h4 mais de quatro anos na Estacdo de Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais (Itutinga, MG), durante o provavel
periodo reprodutivo dessa espécie, entre os meses de maio e agosto de 2006 e

2007.

4.1 Diametro, histologia e histoquimica dos ovocitos

A cada semana, foram selecionadas fémeas para reproducdo, por meio de
caracteristicas externas (ventre abaulado, poro genital dilatado e vascularizado)
que sugeriam que esses animais estavam responsivos a hipofisacdo. Apos a
selecdo, as fémeas foram avaliadas por meio da biopsia ovariana para a
determina¢do do estadio de desenvolvimento, da caracterizacdo morfologica e da
histoquimica de carboidratos dos ovocitos. Para isso, foram coletadas duas
amostras de ovocitos (contendo 20 a 30 ovocitos cada amostra) por fémea (n =
19) com auxilio de um cateter uretral plastico nimero 8 introduzido na abertura
urogenital. Uma das amostras foi fixada em solug@o de Gilson (50 mL de alcool
60%; 440 mL de agua destilada; 7 mL de acido nitrico; 10g de cloreto
mercurico; 9 mL de acido acético glacial - Simpson, 1951), por 30 minutos.
Apos esse periodo, os ovocitos foram medidos sob microscopio estereoscopico,
com auxilio de ocular micrométrica e as freqiiéncias porcentuais dos didmetros
dos ovdcitos foram calculadas por classe de 100 pym. A outra amostra de
ovocitos foi fixada em liquido de Bouin por 12 horas e, entdo, submetida as
técnicas histologicas de rotina: inclusdo em parafina e glicol-metacrilato, cortes
de 3 a 5 um de espessura e coloragdo com hematoxilina-eosina (HE). Para a
detecg¢do de carboidratos (polissacarideos neutros e carboxilados) nas estruturas

externas e internas dos ovocitos foram utilizadas técnicas histoquimicas
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classicas, periodic acid Schiff (PAS) e alcian blue (AB) com pH 2,5 (Pearse,
1985), no Departamento de Morfologia do ICB/UFMG.

4.2 Reproducéo induzida e avaliacdo dos parametros reprodutivos

Os machos (n = 16) e as fémeas (n = 19) utilizados na reproducio foram
transferidos do tanque de terra para um aquario, 48 horas antes da indugdo
hormonal. A temperatura média da agua no aquario foi de 18+£1°C e o teor de
oxigénio variou entre 7 e 8 mg/L.

Para a indugdo da reproducdo de machos e fémeas, foi utilizado, neste
estudo, extrato de hipofise de carpa (EBHC), nas dosagens normalmente
utilizadas em outra espécie do género Brycon, cultivada no mesmo laboratério
de reproducdo (Maria et al., 2006ab). Cada fémea recebeu duas injecdes
intramusculares de EBHC, nas doses de 0,4 ¢ 4,0 mg/kg de peso corporal, com
intervalo de 12 horas entre aplicagdes. A extrusdo dos ovdcitos foi realizada
entre 14 e 18 horas apds a tltima aplicagdo hormonal, por meio de massagens na
cavidade celomatica das fémeas. De cada fémea que respondeu ao tratamento
com EBHC foram avaliados os seguintes pardmetros: peso corporal (g),
comprimento padrdo (cm), comprimento total (cm), peso da desova (g), indice
de desova (%) (peso da desova x 100/peso corporal da fémea), nimero de
ovocitos extruidos/g de desova, niumero total de ovécitos extruidos na desova,
numero de ovocito/g de peso corporal e horas-grau até a extrusdo. Apds a
extrusdo, uma amostra de ovoécitos foi coletada e fixada em solucdo de Gilson
por 30 minutos, para avaliagdo da distribuicao de freqiiéncia dos diametros dos
ovocitos apds a indugdo (de acordo com metodologia descrita no item 4.1, para
0s ovocitos coletados por meio de canulagdo antes da inducdo). O grau de
adesividade dos ovocitos foi determinado segundo critérios adotados por Rizzo
et al. (2002), com a seguinte classificagdo: adesivos, levemente adesivos e ndo

adesivos.
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Os machos foram avaliados como sexualmente maduros por meio da
liberagdo de sémen pela papila urogenital apoés uma leve compressao na
cavidade celomatica. Cada macho recebeu uma dose intramuscular de 4,0 mg de
EBHC/kg do peso corporal no mesmo momento da aplicagdo da segunda dose
nas fémeas. O sémen foi coletado no momento da desova, em tubos de ensaio de
5 mL. Nos machos, foram avaliados os seguintes parametros: peso corporal (g),
comprimento padrdo (cm), comprimento total (cm), volume espermatico (mL),
motilidade espermatica subjetiva (%), duragdo da motilidade (em segundos) e
concentragdo espermatica (espermatozoides/mL). A motilidade foi avaliada em
microscopio Optico apds gotejamento de 1 pL de sémen sobre uma lamina
focalizada em 100 X. No momento da ativagdo espermdtica com agua destilada
(100 pL), o crondmetro foi acionado para registrar a duragdo da motilidade do
espermatozdide até atingir a taxa de 10%. A concentracdo espermatica foi
avaliada em camara de Neubauer apos a dilui¢do do sémen de cada macho (n =
10) em formol citrato (2,9 g citrato de sédio; 4 mL formaldeido 35%; agua

destilada g.s.p. 100 mL), na propor¢ao de 1:1000 (s€émen:formol citrato).

4.3 Microscopia eletronica e morfometria dos gametas

Uma amostra de ovocitos recém-extruidos (n = 10 fémeas) e uma
aliquota de sémen (n = 6 machos) dos animais utilizados na reproducdo induzida
foram fixadas em solugdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5%; paraformaldeido
2,0% em tampao cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2; cloreto de calcio 0,001M) e
utilizadas para a caracterizagdo ultra-estrutural dos gametas. As analises foram
realizadas no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultra-Estrutural
da UFLA. As amostras fixadas permaneceram por 24 horas, a 4°C, sendo pos-
fixadas em tetroxido de dsmio 1%, por 4 horas, a temperatura ambiente e
desidratadas por meio de uma série crescente de acetona (25%, 50%, 75%, 90%

e 100%). Para microscopia eletronica de varredura, as amostras de ovocitos e
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sémen foram desidratadas por meio do aparelho de ponto critico CPD 030,
cobertas com ouro sob vacuo em evaporador SCD 050 e examinadas em um
microscopio eletronico de varredura LEO EVO 40 XVP ESC, equipado com
camera fotografica digital. Para microscopia eletronica de transmissdo, amostras
contendo espermatozodides foram incluidas em resina Spurr. Secgdes ultrafinas
foram cortadas usando um ultramicrétomo Leica, contrastadas com acetato de
uranila e citrato de chumbo e observadas em um microscopio eletronico de
transmissao Zeiss EM 109, operado a 80kV.

As imagens digitais dos ovoécitos recém-desovados e dos
espermatozdides, obtidos por meio da microscopia eletronica, foram usadas para
analises morfométricas das estruturas. O diametro da micrépila (n = 18), a
espessura da zona radiata (n = 21), o namero de orificios por pum?* (n = 30) e as
estruturas dos espermatozoides (n = 70) foram medidos pormeio do software

Leo-SRV32 versao para Windows.

5 RESULTADOS

5.1 Didametro, histologia e histoquimica dos ovocitos

A distribui¢do da freqiiéncia percentual dos didmetros dos ovocitos intra-
ovarianos nos exemplares utilizados neste estudo foi do tipo unimodal. O
diametro dos ovdcitos variou de 1.000 a 2.563 um, com moda em 2.312 um

(Figura 1).
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FIGURA 1. Distribuicdo de freqiiéncia porcentual dos diametros dos ovdcitos
intra-ovarianos de Brycon nattereri retirados através da canulagdo
entre os meses de maio e agosto.

A maior parte dos ovocitos das fémeas estudadas estava com
vitelogénese completa (Figura 2), apresentando a caracterizagdo morfologica
que se segue: foliculo ovariano constituido por: 1) ovocito vitelogénico com
glébulos de vitelo ocupando a maior parte do ooplasma, alvéolos corticais de
tamanhos variados em camadas e nicleo central ou ligeiramente excéntrico com
varios nucléolos periféricos; 2) zona radiata com camada interna espessa e
externa delgada; 3) camada de células foliculares pavimentosas apoiadas em

membrana basal e 4) teca de natureza conjuntiva.
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FIGURA 2. Secgédo histologica dos ovoécitos de pirapitinga Brycon nattereri
corados com hematoxilina-eosina: (1) ovocito vitelogénico com
nucleo (N) central; Barra de escala: 310 um; (2) envoltorio (Zr:
zona radiata; G: células da granulosa; T: células da teca; GV:
globulos de vitelo); Barra de escala: 30 um.
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TABELA 1. Reatividade das estruturas ovocitirias a histoquimica de
carboidratos em pirapitinga Brycon nattereri.

PAS (Periodic Acid Schiff)  AB (Alcian Blue)

Células foliculares ++ +
Zona radiata + —
Alvéolos corticais — +
Globulos de vitelo + —

+: reacdo positiva; ++: reacdo fortemente positiva; -: reagdo negativa

Por meio da histoquimica de carboidratos, foi detectada a presenca de
polissacarideos neutros nos globulos de vitelo e zona radiata (reacdo PAS
positiva e AB negativa) e polissacarideos neutros e carboxilados nas células
foliculares (reacdo PAS positiva e AB positiva). Os alvéolos corticais, por outro

lado, apresentaram apenas polissacarideos carboxilados (Tabela 1) (Figura 3).
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FIGURA 3. Histoquimica de carboidratos em ovocitos de pirapitinga Brycon
nattereri: (1) reagdo PAS positiva (Zr, zona radiata; CF, células
foliculares; GV, glébulo de vitelo); Barra de escala: 10 pm; (2)
reacdo AB positiva (AC, alvéolos corticais); Barra de escala: 10
pm.
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5.2 Reproducdo induzida e avaliagdo dos parametros reprodutivos

As fémeas de B. nattereri analisadas apresentaram comprimento total
variando entre 27,9 e 35,6 cm e peso total entre 300 e 500 g (Tabela 2). A
extrusdo dos ovocitos ocorreu apds 292+39 horas-grau a partir da aplicacdo da
segunda dose de EBHC e a massa de ovocitos correspondeu a,
aproximadamente, 10% do peso vivo da fémea (indice de desova). Dentre as 19
fémeas utilizadas neste estudo, 10 responderam positivamente a hipofisagdo,
com liberacdo de ovos férteis que apresentaram taxas de eclos@o entre 0,6% e
23,6%. Os ovocitos apresentaram-se aderidos uns aos outros, mas, sob ligeira
agitagdo, tornaram-se livres, sendo classificados como levemente adesivos. Sua
coloragdo variou de vinho a marrom, sendo liberados, em média, 8.222 ovocitos,

com diametro variando de 1.344 a 2.781 um, com moda em 2.375 um.

TABELA 2. Parametros analisados (média+DP) de fémeas de Brycon nattereri,
submetidas a hipofisagao.

Parametro MédiazDP CV Amplitude
Peso corporal (g) 379+79 21 300-500
Comprimento padrdo (cm) 28,7£1,8 6 25,0-31,6
Comprimento total (cm) 32,1+ 2,1 7 27,9-35,6
Peso da desova (g) 36,2+12,7 35 16,0-67,8
Indice de desova (%)* 10+£3 27 6-14
Numero de ovdcitos/g desova 241461 25 154-354

Numero total de ovocitos na desova 822242012 24 5008-12001
Numero de ovoécitos/g peso corporal 23£7 30 13-36

DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variagao.
*Indice de desova = peso da desova x 100/peso corporal da fémea

Todos os machos estudados entre os meses de maio e agosto (outono-

inverno) estavam aptos a reproducdo, liberando sémen apdés uma leve
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compressdao na parede celdmica. De maneira geral, os machos apresentaram
ventre fino e seu comprimento ¢ peso foram bem semelhantes ao das fémeas
(Tabela 3). O sémen apresentou coloragao branca e aspecto leitoso, com elevada

~ ] r1: 9 L
concentragdo espermatica, em média, 42 x 10" espermatozoides/mL.

TABELA 3. Parimetros analisados (média+tDP) de machos de pirapitinga
Brycon nattereri submetidos a hipofisagdo.

Parametro n MédiaxDP CV Amplitude
Peso corporal total (g) 16 369 + 67 18  262-470
Comprimento padrao (cm) 8 26,5+1,5 6 23,5-28,6
Comprimento total (cm) 8 31,0+ 1,5 5 27,5-32,0
Volume de s€émen (mL) 12 5,6+1,1 20 4,3-8,4
Concentracdo espermatica (x 109/mL) 10 42,1+11,5 27 28,1-68,3
Motilidade espermatica (%) 16 98 £5 5 80-100
Duragdo da motilidade (s) 7 92 £41 45 55-156

DP: desvio padrio; CV: coeficiente de variagdo; n = numero de machos
avaliados

5.3 Ultraestrutura e morfometria dos gametas

Os ovécitos de pirapitinga ndo apresentaram capa gelatinosa envolvente.
O aparelho micropilar situado no poélo animal apresenta forma de funil e ¢
constituido por um canal que cruza a zona radiata (canal micropilar) e uma
depressao circular na superficie ovocitaria (vestibulo) (Figura 4.1). Uma camada
de pregas interna formando sulcos no vestibulo micropilar pode ser observada. A
abertura externa do vestibulo micrdpilar apresentou formato oblongo, com
diametro maior de 20,41 um e menor de 18,66 um (Tabela 4).

A superficie externa da zona radiata mostrou-se lisa (Figura 4.2), com
poros finos. A zona radiata apresentou canais entre a superficie externa e a

superficie interna (Figura 4.3). A superficie interna da zona radiata mostrou
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distribui¢do uniforme dos poros-canais, com didmetros superiores em relagdo a
superficie externa (Figura 4.4). O numero de orificios apresentados na superficie

interna da zona radiata foi, em média, de 8 poros/um>.

TABELA 4. Morfometria da superficie de ovocitos recém-extruidos de
pirapitinga Brycon nattereri.

Média + DP
Zona radiata
Espessura (um) 7,72+0,31
Numero de orificios/um’ * 8+1
Diametro da micropila (um)**
Maior 20,41+£2,13
Menor 18,66+1,40

* orificios da superficie interna da zona radiata
** abertura externa da micropila
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FIGURA 4. Eletromicrografias 1 a 4. Superficie dos ovocitos de Brycon
nattereri analisados por meio de microscopia eletronica de
varredura; (1) superficie da regido micropilar dos ovdcitos de
pirapitinga, consistindo de um canal micropilar (c) e vestibulo (v);
(2) superficie externa dos ovdcitos, mostrando os arranjos dos
poros-canais; (3) zona radiata fraturada (Zr), mostrando canais da
camada externa da zona radiata se abrindo na superficie do
ovocito (0); (4) distribuicdo uniforme dos poros-canais na
superficie interna da zona radiata. Barra de escala = 20um; 2um;
2um e 2um, respectivamente, em 1-4.

O espermatozdide de B. nattereri apresentou cabega ovoide, peca
intermediaria e flagelo (Figura 5). Os valores médios observados em cada
parametro estrutural dos espermatozodides encontram-se na Tabela 5.

A cabega do espermatozoide (Figura 5.1 C) é pequena e ovoide, cercada
por uma estreita faixa citoplasmatica sem organelas, enquanto o acrossoma ¢

ausente. O nticleo apresenta formato de U e, no seu interior, a cromatina ¢
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condensada em filamentos que se arranjam na forma de grumos justapostos,
entremeados por poucas areas elétron-lucidas (Figura 5.2). A fossa nuclear é
profunda, alojando o complexo centriolar e o segmento inicial do flagelo. Como
o flagelo se insere perpendicularmente ao nucleo, o espermatozoéide apresenta
forma simétrica. A peca intermediaria ¢ curta, podendo ser observadas
mitocondrias (Figura 5.3). No final da peca intermedidria existe um
prolongamento da membrana citoplasmatica, formando uma bainha composta
por trés anéis membranosos concéntricos (Figura 5.4). O flagelo possui 30,9 um
de comprimento e tem um eixo perpendicular e medial a base do nucleo, e exibe
o axonema classico (nove pares de microtibulos periféricos e uma par central)

(Figura 5.4).

TABELA 5. Média e desvio padrao dos diferentes parametros estruturais dos
espermatozoéides de pirapitinga Brycon nattereri.

Parametro Dimenséo (um)
Largura da cabega 1,22+0,09
Comprimento da cabega 2,00+0,15
Comprimento da peca intermedidria 2,15+0,38
Comprimento do flagelo 30,90+2,32
Comprimento total do espermatozdide™ 35,06+2,28

*OQ comprimento total do espermatozoide compreende: cabeca, peca
intermediaria e flagelo
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FIGURA 5. Espermatozoéide de Brycon nattereri: (1) micrografia eletrénica de
varredura mostrando a cabega (C), peca intermediaria (PI) e
flagelo (F); (2-4) Micrografia eletronica de transmissdo: (2) corte
longitudinal da cabega do espermatozdide, mostrando o niicleo (n)
e o complexo centriolar (CCe); (3) corte longitudinal da peca
intermadiaria, mostrando mitocondria (m); (4) corte transversal de
parte do flagelo, mostrando axonema (a), canal citoplasmatico
(asterisco) e anéis membranosos concéntricos (seta).
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6 DISCUSSAO

6.1 Diametro, histologia e histoquimica dos ovocitos

Um dos métodos mais conhecidos para avaliar in vivo o estado de
maturidade ovariana, com alto grau de precisdio e com alto grau de
repetibilidade, € por meio da bidpsia dos ovdcitos intra-ovarianos. Esse método
tem sido validado tanto em espécies com desenvolvimento sincronico quanto
assincronico (Shehadeh et al., 1973, Markmann & Doroshov, 1983; Alvarez-
Lajoncheére et al., 1983, 2001; Rodriguez & Garzo, 1986; Ferraz et al., 2004). No
Brasil, essa técnica tem sido utilizada no estudo da morfologia dos ovocitos
(Leonardo et al., 2004) e na caracterizagdo do estagio de desenvolvimento
gonadal de fémeas aptas a reprodugdo, inclusive de Bryconideos (Romagosa et
al., 2001; Andrade-Talmelli et al., 2002; Narahara et al., 2002). No presente
estudo, a biopsia intra-ovariana por meio da canulagdo mostrou-se uma técnica
eficiente na avalia¢@o in vivo do estagio de maturagdo do ovocito.

A distribuicdo dos didmetros dos ovocitos de B. nattereri do tipo
unimodal indica que a maioria dos ovdcitos se apresentava em uma mesma fase
de desenvolvimento. Da mesma forma, essa distribui¢do modal foi registrada em
Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al., 2002) e em Brycon opalinus (Narahara
et al., 2002), com modas de 1.250 e 1.900 um, respectivamente, inferiores aos
2.312 pm observados neste estudo.

O estudo histologico dos ovocitos intra-ovarianos de B. nattereri indicou
que as fémeas utilizadas neste trabalho estavam em estadio de maturacao
avancado, em que foram observados grande numero de ovdcitos com
vitelogénese completa e nicleos na posi¢do central ou ligeiramente excéntrica.
Segundo Freire-Brasil et al. (2003), os ovocitos em final de maturacdo
apresentam o nucleo situado na periferia da célula, enquanto que os ovoécitos

imaturos ou em maturagdo apresentam nucleo central. Esses resultados permitem
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supor que, durante o processo de maturagdo gonadal, ocorre desenvolvimento
ovocitario do tipo sincronico em grupos (Wallace & Selman, 1981; Vlamming,
1983), possibilitando utilizar o padrao de distribui¢ao de freqii€ncia porcentual
dos didmetros dos ovocitos como indicadores do grau de desenvolvimento dos
ovarios (West, 1990).

O padrio morfologico dos ovocitos de B. nattereri observado neste
estudo foi similar aquele descrito para outras espécies de Characiformes, como
Prochilodus lineatus (Kunkel & Flores, 1994; Freire-Brasil et al., 2003),
Astyanax bimaculatus (Lopes, et al., 1987), Piaractus mesopotamicus (Lima et
al., 1991; Romagosa et al., 1993) e Colossoma macropomum (Nakaghi, 1996).

Os resultados histoquimicos dos ovocitos, neste estudo, revelaram a
presenca de polissacarideos neutros na zona radiata e glébulos de vitelo. Essa
mesma natureza quimica foi relatada em ovdcitos ndo-adesivos de outros
Characiformes (Bazzoli & Rizzo, 1990; Rizzo et al., 1998), enquanto que, em
ovocitos adesivos, sdo comumente detectados polissacarideos carboxilados,
como observado em Serrasalmus brandtii (Rizzo & Bazzoli, 1991),
Romanichthys valsanicola (Riehl & Patzner, 1998) e em Erythrinidaes
(Scarpelli, 2005; Gomes et al., 2007). Os polissacarideos da superficie dos
ovocitos de teledsteos sdo, normalmente, secretados pelas células foliculares
durante a maturagao do ovocito (Guraya, 1996).

Os alvéolos corticais dos ovocitos de B. nattereri apresentaram
polissacarideos carboxilados, semelhantemente ao observado em outras espécies
das familias Characidae (B. orthotaenia e S. brasiliensis) (Honorato-Sampaio,
2006) e Erythrinidae (Gomes et al., 2007). Outras familias de Characiformes,
como Anostomidae, Curimatidae e Prochilodontidae, contém apenas
glicoproteinas neutras nos seus alvéolos corticais (Bazzoli & Godinho, 1994).
Além das variagdes espécie-especificas no contetido de carboidratos dos

alvéolos corticais, também podem ser observadas varia¢cdes na composi¢ao das
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vesiculas corticais durante o desenvolvimento ovocitario (Ohta et al., 1990). Os
polissacarideos carboxilados presentes nos alvéolos corticais sdo liberados no
espaco perivitelinico durante a reagdo cortical, interagindo com a zona radiata,

evitando a polispermia (Tyler & Sumpter, 1996).

6.2 Reproducao induzida e parametros reprodutivos

O conhecimento de parametros reprodutivos em ambientes naturais e
cativos ¢ importante porque fornece subsidios basicos para os procedimentos de
cultivo e de reproducao induzida (Rizzo et al., 1997).

As amplitudes observadas nos pardmetros peso corporal e comprimento
total das fémeas de B. nattereri aptas a reprodu¢io foram semelhantes a variagdo
observada em outros briconideos, como B. opalinus (Narahara et al., 2002), B.
insignis (Andrade-Talmelli et al., 2002) e B. orthotaenia (Sato et al., 2003b). No
entanto, caracteristicas como adesividade ¢ tamanho dos ovdcitos sdo diferentes
quando comparadas as dessas espécies. Algumas observagdes realizadas no
hébitat da pirapitinga revelaram que os reprodutores colocam suas desovas em
locais com pouca luminosidade, embaixo de pedras e nas margens,
abandonando-a em seguida.

Os ovos apresentam coloragdo escura e ficam aderidos em substratos,
como raizes e cobertos por folhas mortas (dados nao publicados). Estas
caracteristicas de adesividade e de coloragdo dos ovos foram constatadas neste
estudo, durante a realizacdo da reprodugdo artificial. Os ovocitos recém-
liberados de B. nattereri sdo levemente adesivos com didmetro (2.375 um)
superior ao de outros briconineos, que apresentam ovocitos ndo-adesivos, como
B. opalinus (1900 um) (Narahara et al., 2002), B. insignis (1250 pm) (Andrade-
Talmelli et al., 2002), B. orthotaenia (1479 um) (Sato et al., 2003b) e B.
orbignyanus (1090 pum) (Zaniboni-Filho et al., 2006). Sato et al. (2003b),

estudando 23 espécies de peixes do rio Sdo Francisco, constataram que o
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didmetro dos ovocitos recém-liberados de espécies que apresentavam ovocitos
adesivos era maior do que aqueles peixes que apresentavam ovocitos nao-
adesivos.

A avaliacdo da fertilidade inicial representa um subsidio na estimativa de
estoques pesqueiros e producdo de alevinos na piscicultura. A fertilidade inicial
em B. nattereri, avaliada pelo numero total de ovocitos postos por fémea na
desova e a fertilidade inicial relativa, avaliada pelo nimero de ovocitos por
grama de peso corporal, podem ser consideradas baixas (8.222 ovocitos/desova e
23 ovocitos/g de peso) em relagdo aos outros briconineos, como B. insignis
(24.690 ovocitos/desova e 60 ovocitos/g de peso) (Andrade-Talmelli et al.,
2002), B. siebenthalae (161.000 ovdcitos/desova e 103 ovodcitos/g de peso)
(Pardo-Carrasco et al., 2002) e B. orthotaenia (275.400 ovocitos/desova e 105
ovocitos/g de peso) (Sato et al., 2003a), todas obtidas em condigcdes de
reproducdo artificial. Os ovdcitos de pirapitinga, no entanto, apresentam maior
tamanho, corroborando com a idéia de que a fecundidade é inversamente
proporcional ao tamanho dos ovos produzidos.

A partir da hipofisacdo dos machos na dosagem de 4 mg/kg de peso,
observou-se que o sémen de pirapitinga apresentou-se branco leitoso com
elevada concentra¢do espermatica. Em um outro estudo com B. nattereri,
utilizou-se uma dosagem de hipofise de 5 mg/kg de peso e observaram um
volume de sémen maior € uma concentracdo espermatica menor daquela
observada neste estudo (Oliveira et al., 2007). O tratamento hormonal facilita a
coleta porque induz hidratagdo testicular, causando aumento do volume de
sémen e, paralelamente, redug¢do na concentra¢do espermatica (Viveiros et al.,

2002).

49



6.3 Ultra-estrutura dos gametas

Os ovdcitos levemente adesivos de B. nattereri apresentam padrio tinico
de superficie, constituidos por zona radiata lisa com poros-canais simples. Uma
zona radiata lisa constitui um aparelho menos complexo de ligacdo do ovo, que
ndo garante forte adesividade (Riehl & Patzner, 1998). Padrdes semelhantes
foram observados em ovocitos livres de B. orbignyanus e B. lundii (Rizzo et al.,
2002) e também em ovocitos levemente adesivos de outras espécies de
Characiformes, como Astyanax bimaculatus lacustris, Curimatella lepidura e
Triportheus guentheri (Rizzo & Godinho, 2003).

Os ovocitos ndo adesivos ou pouco adesivos nos Characiformes formam
um grande grupo, sendo o padrao de superficie dos ovocitos o mesmo dentro do
género (Rizzo et al., 2002). O aspecto ultra-estrutural da micropila € importante
para a identificacdo de ovdcitos (Riehl, 1993; Li et al., 2000). A micropila da
espécie em estudo revelou forma de funil, apresentando pregas no vestibulo
micropilar, que podem ser uma estratégia para facilitar a fertilizacdo nestas
espécies. Esse mesmo padrdo foi observado em outras espécies dos géneros
Brycon e Salminus (Rizzo & Godinho, 2001). Os arranjos estruturais de
superficie sdo uma importante caracteristica, em fun¢ao das interagdes entre ovo
e meio e podem ser utilizados como um instrumento para a compreensdo dos
eventos que ocorrem na fertiliza¢do (Rizzo & Godinho, 2001).

Os espermatozdides de B. nattereri sdo do tipo primitivo. A estrutura, a
organizacdo celular e o tipo de fertilizagdo determinam a classificacdo dos
espermatozodides. Assim, espermatozoides de cabeca esférica sem acrossoma,
com pega intermedidria contendo poucas mitocondrias e cauda longa com
flagelo de organizagdo (9 + 2), sdo do tipo primitivo, caracteristico de peixes de
fecundacgao externa (Grier, 1981; Mattei, 1988), enquanto espermatozoides com
cabega alongada e peca intermedidria bem desenvolvida sdo caracteristicos de

espécies de fecundacdo interna (Grier, 1981; Jamieson, 1991). O formato ovoéide
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da cabega do espermatozodide de pirapitinga B. nattereri diferiu do formato
arredondado observado em outras espécies de Brycon (Romagosa et al., 1999;
Zaiden, 2000; Ninhaus-Silveira et al., 2006; Verissimo-Silveira et al., 2006).

A cabeca dos espermatozdides de pirapitinga ndo apresenta acrossoma, o
que ¢ caracteristica de espermatozodides de peixes, justificada pela presenca da
micropila no ovdcito, que auxilia o processo de fertilizacdo.

Com base neste estudo, pode-se concluir que o B. nattereri apresenta
desenvolvimento ovocitario tipo sincronico em grupos, apresentando ovdcitos
maduros entre os meses de maio e agosto. Os ovocitos e os espermatozoides
apresentaram padrdes morfologicos caracteristicos ao observado em outras

espécies de Brycon, exceto no formato ovoide da cabega do espermatozoide.
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CAPITULO 11

ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAIS DA SUPERFICIE DOS OVOS
ASSOCIADOS AO BLOQUEIO A POLISPERMIA EM Brycon nattereri
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1 RESUMO

Maria, A. N. Aspectos ultra-estruturais da superficie dos ovos associados ao
bloqueio a polispermia em Brycon nattereri. In . Caracterizacéo
ultra-estrutural dos gametas, aspectos da fertilizacdo e desenvolvimento
inicial de pirapitinga Brycon nattereri (Gunther, 1864). 2008. 115 p. Tese
(Doutorado em Produgdo Animal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.

A pirapitinga Brycon nattereri (Glinther, 1864) é uma das espécies
brasileiras ameacadas de extingdo. A reprodugdo em cativeiro ndo ocorre
naturalmente, podendo ser induzida com hormdnios, como o extrato de hipofise,
mas a taxa de fertilizagdo ainda ¢ baixa. O objetivo deste estudo foi analisar os
eventos ocorridos durante os primeiros 10 minutos da fertilizagdo dos ovdcitos
de pirapitinga Brycon nattereri, por meio da microscopia eletronica de
varredura, com énfase na observagdo dos eventos responsaveis pela prevengio a
polispermia e seu momento de ocorréncia. A fertilizacdo artificial foi realizada
pelo método seco, misturando-se, primeiramente, os ovocitos € o s€émen (tempo
= 0). Em seguida, foi adicionada agua aos recipientes contendo os ovocitos e
sémen. Foram coletadas amostras com, aproximadamente, 30 ovdcitos cada
uma, nos seguintes tempos: 0, 10, 20 e 30 segundos, ¢ a cada minuto, até 10
minutos apos a adicdo de agua. Todos os ovos foram fixados em solugdo de
Karnovsky e preparados para analise sob microscopio eletronico de varredura.
Nos primeiros 20 segundos apds a adigdo de agua, foram observados varios
espermatozéides na abertura da micropila e mais de um no canal micropilar.
Houve ligeira elevacdo da zona radiata em volta da micropila, grande
deformagdo da parede do canal micropilar e caudas de espermatozoides
supranumerarios impedidos de penetrar pelo canal entre 1 ¢ 2 minutos apds a
adicdo da agua. Esses espermatozodides supranumerarios foram expelidos da

micropila pela exsudagdo do conteudo dos alvéolos corticais com o
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estreitamento do canal micropilar. Apds a remocdo da zona radiata, foi
observada uma projecdo a partir do citoplasma do ovo direcionada para o
interior do canal micropilar denominada cone de fertilizacdo. Entre 1 ¢ 4
minutos apds a adicdo de agua, o evento que foi observado com maior
freqliéncia foi a presenga de espermatozoides supranumerarios aglutinados na
micropila. Entre 4 e 5 minutos, foram observados espermatozoides aglutinados
no espago perivitelinico. Com a hidratagdo dos ovos, foi observado, entre 5 e 10
minutos, o distanciamento da zona radiata em relagdo & membrana plasmatica,
aumentando, conseqiientemente, o espacgo perivitelinico. Baseado neste estudo,
concluiu-se que, em B. nattereri, existem varios fatores responsaveis pela
prevencao a polispermia entre eles: formato de funil apresentado pela micropila,
restringindo o numero de espermatozoides a passar de uma s6 vez pela
micrépila; a formacao de um cone de fertilizagcdo que rejeita os espermatozoides
supranumerarios ¢ encaminha-os para fora do canal micropilar e a aglutinagdo
dos espermatozoides supranumerarios no canal micropilar € no espaco

perivitelinico por meio da liberagdo do material dos alvéolos corticais.

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza - UFLA e Rilke Tadeu Fonseca de Freitas - UFLA (co-orientadores)
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2 ABSTRACT

Maria, Alexandre Nizio. Ultrastructural features of the eggs surface associated
with the block polyspermy in Brycon nattereri. In Ultraestructural
characterization of gametes, aspect fertilization and initial development of
pirapitinga Brycon nattereri (Gunther, 1864). 2008. 115 p. Ph.D. Thesis
(Animal Production) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

The pirapitinga Brycon nattereri (Giinther, 1864) is one of the Brazilian
species threatened of extinction. Reproduction in captivity does not occur
naturally and can be induced with hormones, such as pituitary extract, but the
rate of fertilization is still low. The aim of this study was to analyze the events
occurring during the first 10 minutes of the oocytes fertilization from pirapitinga
Brycon nattereri, by scanning electron microscopy, with emphasis on
observation of events responsible for the prevention polyspermy and its time of
occurrence. The artificial fertilization was carried out by the dry method, mixing
up the first oocytes and sperm (time = 0). Then, water was added on the
containers containing the oocytes and sperm. Samples were collected with
aproximately 30 oocytes each, in the following times: 0, 10, 20 and 30 seconds,
and every minute up to 10 minutes after addition of water. All the eggs were
fixed in Karnovsky solution and prepared for analysis under the scanning
electron microscope. In the first 20 seconds after the addition of water were
found several sperm at the opening of the micropyle and more than one in the
canal micropilar. There was a slight elevation of the zona radiata around the
micropyle, large deformation of the wall micropylar canal and flagellum
supernumerary spermatozoa prevented from entering in canal between 1 and 2
minutes after the addition of water. These supernumerary spermatozoa were
expelled of micropyle by the exudate of the cortical alveoli content with the
narrowing of the micropylar canal. After removal of the zona radiata was

observed a projection from the cytoplasm of the egg directed into the canal
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micropylar called fertilization cone. Between 1 and 4 minutes after the addition
of water, the event that was observed more frequently was the presence of
supernumerary sperm agglutinated in the micropyle. Between 4 and 5 minutes
were observed agglutined spermatozoa in perivitelline space. With the hydration
of eggs, was observed after 5 minutes the distancing of the zona radiata in
relation to plasma membrane, increasing thus the perivitelline space. Based on
this study concluded that in B. Nattereri there are several factors responsible for
the prevention polyspermy including: funnel-shaped presented by the micropyle,
restricting the number of sperm to move at once by the micropyle, the formation
of a fertilization cone, which rejects the supernumerary spermatozoa and guides
to out of the canal micropylar, the supernumerary spermatozoa agglutination in
canal micropylar and perivitelline space through release contents of the cortical

alveoli.

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza— UFLA e Rilke Tadeu Fonseca de Freitas — UFLA (co-orientadores)
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3 INTRODUGCAO

A pirapitinga Brycon nattereri (Gilinther, 1864) ¢ uma das espécies
brasileiras de peixes de agua doce ameacadas de extingdo. O desmatamento, a
polui¢do da dgua e o represamento dos rios sdo algumas das razdes pelas quais o
numero de exemplares dessa espécie tem diminuido acentuadamente em
diversas regides (Lima et al., 2007). Como em quase todas as espécies de peixes
mantidas em cativeiro, a reproducdo pode ser induzida por meio de hormdnios,
como o extrato de hipdfise, porém, a taxa de fertilizacdo observada para essa
espécie ainda ¢ baixa. O conhecimento dos mecanismos e eventos que ocorrem
durante a fertilizacdo pode contribuir na otimizagdo do manejo reprodutivo € no
aumento da eficiéncia das técnicas de reproducdo artificial.

O ovécito de teledsteos apresenta um canal estreito, denominado
micrépila, por meio do qual o espermatozdide tem acesso a superficie da
membrana plasmatica do ovécito (Iwamatsu, 2000). Regra geral, o
espermatozdide que entra na micrdpila, primeiramente, ¢ destinado a fundir-se
com a membrana plasmatica. Aqueles que o seguem permanecem dentro do
canal micropilar e sdo expelidos durante a ativagdo do ovo, evitando, assim, a
polispermia (Hart, 1990).

Estudos dos eventos ocorridos durante a fertilizagdo tém sido relatados
na literatura com variadas abordagens, em geral relacionados & prevengdo da
polispermia (Freire-Brasil et al., 2002). A morfometria da micrépila e do
espermatozdide (Kobayashi & Yamamoto, 1981; 1993; Ganeco e Nakaghi,
2003), o processo de orientacdo do espermatozoide através da micrdpila
(Amanze e Iyengar, 1990; Ishijima et al., 1993; Iwamatsu et al., 1993), a fusdo
dos gametas com descrigdo de um local especializado de entrada do
espermatozdide (Ohta, 1985; 1991), a penetragdo do espermatozodide e a

formagdo do cone de fertilizacdo ou de uma massa dilatada (Kudo, 1980; Ohta &
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Nashirozawa, 1996; Linhart ¢ Kudo, 1997) e os rearranjos na superficie do
ovocito, conhecidos coletivamente como reagdo cortical (Ohta et al., 1990;
Renard et al., 1990) sdo alguns dos enfoques dados pelos pesquisadores, no
mundo, ao estudo da fertilizagdo em peixes.

O monitoramento de eventos morfologicos em ovdcitos e ou ovos de
peixes por meio da microscopia eletronica de varredura permite visualizar
estruturas em imagens tridimensionais e, dessa forma, compreender os
momentos da fertilizacgdo em condigdes controladas. A utilizagdo dessa
ferramenta no estudo da fertilizacdo contribui para o aumento da eficiéncia na
propagacdo das espécies. Assim, este estudo foi realizado com o objetivo de
analisar os eventos ocorridos durante os primeiros 10 minutos da fertilizagao dos
ovocitos de pirapitinga Brycon nattereri por meio da microscopia eletronica de
varredura, com énfase na observagdo dos eventos responsaveis pela prevengdo a

polispermia e seu momento de ocorréncia.

4 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido durante o periodo reprodutivo, entre os
meses de maio a julho de 2006. Foram utilizados trés machos e trés fémeas de
pirapitinga, Brycon nattereri, mantidos em cativeiro na Estagdo de Piscicultura
da Companhia Energética de Minas Gerais (Cemig), em Itutinga, MG, ha mais
de quatro anos.

Os machos selecionados apresentavam papila urogenital hiperémica e
liberavam sémen sob leve massagem abdominal; as fémeas possuiam ventre
abaulado e macio. Os reprodutores foram pesados, transferidos do tanque de
terra para um aquario com agua a temperatura de 18+1°C e submetidos a
tratamento com extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) para induzir a

espermiagdo e a desova. As fémeas (366+115 g de peso) receberam via
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intramuscular as doses de 0,4 ¢ 4 mg de EBHC/kg de peso corporal com
intervalo de 12 horas entre as aplicagdes. Os machos (350+50 g de peso)
receberam dose Unica de 4 mg de EBHC/kg de peso corporal, no mesmo
momento da aplicagdo da segunda dose nas fémeas. Apos 14 horas da ultima
aplicacdo, os ovoécitos e o sémen de cada animal foram coletados separadamente.
Cada macho foi utilizado para fertilizar os ovoécitos de uma fémea e a
fertilizacdo artificial foi realizada pelo método seco, misturando-se
primeiramente os ovocitos e o sémen (tempo = 0). Em seguida, foi adicionada
agua nos recipientes contendo ovocitos e sémen. Foram coletadas amostras de
cada fémea com, aproximadamente, 30 ovocitos cada uma, nos seguintes
tempos: 0, 10, 20 e 30 segundos, ¢ a cada minuto até 10 minutos apds a adi¢do
de agua.

Todas as amostras coletadas foram fixadas em solucdo de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5%; paraformaldeido 2,0% em tampdo cacodilato de sddio
0,05M, pH 7,2 ¢ cloreto de calcio 0,001M), por 48 horas, a 4°C. Apos esse
periodo, alguns ovos foram cortados transversalmente com uma lamina para
avaliar as estruturas internas, enquanto os outros ovos foram mantidos integros
para avaliacdo das estruturas externas do ovo. Todos os ovos, cortados e
integros, foram pos-fixados em tetréxido de 6smio, por 4 horas, a temperatura
ambiente, lavados em tampao cacodilato 0,1M (pH 7,4), desidratados por meio
de uma série crescente de acetona (25%, 50%, 75%, 90% e 100%), secos com
CO, liquido no aparelho de ponto critico CPD 030, cobertos com ouro sob vacuo
por meio de um evaporador de ouro SCD 050 e examinados em um microscopio
eletronico de varredura LEO EVO 40 XVP ESC, equipado com cémera digital.
As analises foram realizadas no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise

Ultra-Estrutural da UFLA.
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5 RESULTADOS

Todos os reprodutores responderam a inducdo hormonal. Os machos
produziram um volume seminal médio de 5,240,4 ml, contendo
45,1x10°+3,4x10° espermatozdides por ml. As fémeas liberaram, em média,
42412 gramas de ovocitos por desova. Uma taxa de eclos@o dos ovos de 15+5%
foi observada apos 50-54 horas da fertilizagao (1.034 horas-grau).

No momento da mistura dos ovocitos com o sémen (tempo = 0), os
ovocitos de B. nattereri apresentaram as seguintes estruturas da camada mais
externa para a mais interna: (a) zona radiata com poros-canais, (b) micropila
situada na regido do polo animal, caracterizando-se como uma depressdo na
zona radiata; (c) membrana plasmatica apresentando filamentos finos e longos
(microvilosidades) que formam densa cobertura na membrana plasmatica
(Figura 1); (d) alvéolos corticais alinhados em camadas, localizados no
citoplasma cortical, imediatamente abaixo da membrana plasmatica e (e) mais
internamente, granulos de vitelo ocupando a maior parte do ovoécito. Foram
observados sinais de ruptura dos alvéolos corticais, mesmo antes da penetracdo
do espermatozdide fertilizante (tempo = 0), evidenciado pela presenga de
orificios na superficie da membrana plasmatica e impressdes deixadas pelos
alvéolos corticais na superficie do ovécito, com poucas microvilosidades em
relacdo as areas circunvizinhas (Figura 2).

Foi observada assincronia nos eventos morfologicos de prevencdo a
polispermia, em que, num mesmo tempo de observacdo, diferentes eventos

estavam presentes em diferentes ovos.
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FIGURA 1-2. Eletromicrografia do ovocito apds a remogdo da zona radiata, no
momento da mistura do sémen com ovdcito (tempo=0). (1)
Corte transversal do ovdcito, mostrando a membrana plasmatica
(MP), alvéolos corticais (AC) e globulos de vitelo (GV).
Insercdo: microvilosidades da membrana plasmatica formando
uma densa camada. (2) Superficie externa da membrana
plasmatica do ovocito evidenciando os orificios deixados pelos
alvéolos corticais (cabeca da seta), apds a fusdo da membrana
plasmatica com a membrana dos alvéolos corticais. Barras =
2um, 2um e 10um, respectivamente.
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Entre 10 e 20 segundos apos a adicdo de dgua, foram observados varios
espermatozdides na abertura da micropila e mais do que um na base do vestibulo
(Figuras 3 e 4). Vinte segundos ap6s a a adicdo de dgua foi observado no canal

micropilar um enrugamento da parede (Figura 4).

FIGURAS 3-4. Regido micropilar evidenciando a entrada dos espermatozdides
na micrépila (3) Dez segundos apds a adicdo de agua: véarios
espermatozéides alcangam a micropila ao mesmo tempo,
entrando em contato com a parede do canal micropilar. (4)
Vinte segundos apods a adicdo de dgua: enrugamento da parede
do canal micropilar indicando o inicio do seu fechamento (Zr =
zona radiata). Barras: 10pum.
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Foram observados, 1 minuto apds a adi¢do de 4gua, uma ligeira elevagdo
da zona radiata na regido micropilar e caudas de espermatozodides
supranumerarios impedidos de penetrar pelo canal (Figura 5). Nesse mesmo
momento, apos a remogdo da zona radiata, foi observada uma projegdo a partir

do citoplasma do ovo, direcionada para o interior do canal micropilar

denominada cone de fertilizagao (Figura 6).

FIGURAS 5-6. (5) Um minuto apo6s a adicdo de agua: obstrugcdo do canal
micropilar pelo cone de fertilizagdo, impedindo a entrada de
espermatozéides supranumerarios (seta). (6) Cone de
fertilizacdo (cabega de seta), observado um minuto apos a
adi¢do de agua, na membrana plasmatica (MP) de um ovo,
apos a remocdo da zona radiata. Barras = 2 um e 3 pm,
respectivamente.

Dois minutos apds a adi¢do de agua, foi observado o estreitamento do
canal micropilar pela exsudagdo do conteudo dos alvéolos corticais (Figura 7).

Entre 1 e 4 minutos apds a adicdo de dgua, o evento que foi observado
com grande freqiiéncia foi a presenga de espermatozodides aglutinados no

vestibulo micropilar (Figura 8).
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FIGURA 7-8. (7) Dois minutos apds a adi¢do de agua: estreitamento do canal
micropilar. (8) Quatro minutos apos a adi¢do de agua:
espermatozdides supranumerarios aglutinados no vestibulo
micropilar. (Zr = zona radiata). Barras = 10 um.

Entre 4 ¢ 5 minutos ap6s a adicdo de agua, foram observados

espermatozodides aglutinados no espago perivitelinico (Figuras 9 e 10).

FIGURAS 9-10. Quatro minutos apos a adicdo de 4agua: Ovos cortados
transversalmente, mostrando espermatozoéides
supranumerarios aglutinados (seta) no espago perivitelinico,
sobre a membrana plasmatica (Zr: zona radiata; ep: espago
perivitelinico; AC: alvéolos corticais e MP: membrana
plasmatica). Barras = 10um e 3um, respectivamente.
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Com a hidratagdo dos ovos, houve um distanciamento da zona radiata
em relacdo a membrana plasmatica, aumentando, conseqiientemente, o espago

perivitelinico, o que foi observado entre 5 e 10 minutos ap6s a adi¢ao de agua.

6 DISCUSSAO

A andlise dos ovos por meio de microscopia eletronica de varredura foi
eficiente na caracterizagdo dos eventos iniciais da fertilizacdo.

Existem alguns mecanismos que sdo responsaveis pela prevencdo a
polispermia, como: barreira mecanica efetuada pelo didmetro da abertura interna
do canal micropilar (Freire-Brasil et al., 2002), modifica¢des no sitio de entrada
dos espermatozoéides, secrecdo de substancias que modificam o comportamento
do espermatozdide, inibicdo da movimentagdo dos espermatozodides pelo fluido
do espaco perivitelinico e obstru¢ao do canal micropilar (Hart, 1990).

Em B. nattereri, o primeiro nivel de prevengdo a polispermia foi o
formato de funil apresentado pela micropila, restringindo, assim, o nimero de
espermatozdides a passar de uma so vez pela micropila. Esse mesmo mecanismo
de prevengdo a polispermia em peixes ja foi relatado por outros autores (Freire-
Brasil et al., 2002; Murata et al., 2003). A micrépila desempenha importante
funcdo no reconhecimento do gameta durante a fertilizagdo. Sua morfologia é
espécie-especifica (Ginsburg, 1968; Kobayashi & Yamamoto, 1981), no entanto,
na maioria dos teledsteos, a micropila apresenta forma de funil (Iwamatsu,
2000), como foi observado no B. natterei. As microvilosidades, observadas na
membrana plasmatica dos ovocitos extruidos de B. natterei, também foram
observadas em ovocitos vitelogénicos intra-ovarianos de outras espécies
brasileiras como Pimelodus maculatus (Oliveira-Junior, 2002) e Prochilodus
lineatus (Freire-Brasil et al., 2003), atravessando os poros canais da zona

radiata.
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Neste estudo, as primeiras observagdes da presenca de espermatozodides
na entrada da micrdpila foram realizadas entre 10 e 20 segundos apos a adigdo
da agua, semelhantemente ao observado em outros briconineos como B.
orbignyanus (Ganeco, 2003) e¢ Brycon sp. (Neumann et al., 2007). Dos
espermatozdides que chegaram a micrdpila, varios penetraram no seu canal,
reforgando a necessidade do desenvolvimento de estratégias para evitar a
polispermia. Um dos fatores que podem explicar a chegada rapida e em grande
quantidade de espermatozdides ao canal micropilar ¢ a elevada concentracio
espermatica utilizada na fertilizacdo (4,2 x 10° espermatozodides/mL). Em um
estudo realizado com O. latipes, foi revelado que o tempo médio de entrada do
espermatozéide dentro da micrépila aumenta quando a concentragdo espermatica
¢ baixa (Iwamatsu et al., 1991). Segundo esses autores, os ovos expostos a alta
concentragio espermatica (2 x 10® espermatozoides/mL) permitiram a entrada de
varios espermatozoides na micrépila em apenas 6 segundos, alinhando-se ao
longo do canal micropilar.

O inicio da reagdo cortical em B. nattereri foi semelhante ao observado
em outras espécies de peixes. Em P. lineatus (Freire-Brasil et al., 2003), a reagdo
cortical foi iniciada momentos antes da ovulagdo e, em O. latipes (Dettlaff,
1988), apds a ruptura da vesicula germinativa, provavelmente na metafase 1. Os
alvéolos corticais dos ovos de B. nattereri rompidos antes da penetracdo do
espermatozoéide fertilizante sugerem que, nesse periodo, o conteudo dos alvéolos
j& estava sendo depositado entre a zona radiata ¢ a membrana plasmatica,
formando o espago perivitelinico.

A entrada dos espermatozoides fertilizante e supranumerarios acontecem
rapidamente e isso exige que o ovdcito possua uma condi¢do minima inicial para
evitar a polispermia. A reagdo cortical circunda quase todo o ovo, a excegdo da
regido proxima a micropila, local onde fica o sitio de entrada do espermatozoéide,

visando retardar o inicio da formacdo do espago perivitelinico e, assim,
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favorecer a entrada e a incorporagdo do espermatozoéide fertilizante (Ohta, 1985;
Hart, 1990; Freire-Brasil et al., 2002). Alguns autores afirmam que a reagdo
cortical € primeira resposta visivel do ovocito a fusdo com o espermatozoide
(Selman, 1989; Hart, 1990), enquanto outros acreditam que esta reagdo comecga
quando o ovocito entra em contato com a agua, independentemente de ter
ocorrido fertilizagdo (Kudo, 1982; Billard, 1988; Renard et al., 1990).

Os ovos de B. natterrei apresentaram uma diminui¢do no didmetro do
canal micropilar por meio do aumento da rugosidade da parede do canal
micropilar, causando sua deformacdo 20 segundos apdés a adicdo de agua.
Segundo Kobayashi e Yamamoto (1993), o aumento na rugosidade do canal
micropilar é induzido por acgdes sinérgicas de dois fatores: pressdo de turgor
perivitelinico e material perivitelinico.

Os ovos de B. natterrei respondem a penetragdo do espermatozoide
fertilizante com a formacdo de um cone de fertilizagdo no local de entrada do
espermatozodide na superficie do ovo. No entanto, estudos mais especificos sobre
a formagdo do cone durante a fertilizagdo em B. nattereri, sdo necessarios. A
presenca do cone foi observada em poucos ovos, possivelmente por danos
mecanicos causados no momento da remog¢do da zona radiata. Segundo Murata
et al. (2003), o cone de fertilizacdo € um crescimento exagerado e ou pequena
projecdo a partir do citoplasma do ovo para dentro do canal micropilar,
impedindo que os espermatozéides supranumerarios penetrem no citoplasma.

Em B. natterrei, o estreitamento da micropila, obstruindo a entrada de
espermatozoéides supranumerarios, foi realizado por meio da deposi¢ao de uma
massa viscosa no vestibulo micropilar originado pelo exsudado liberado pelos
alvéolos corticais. A obstru¢do do canal micropilar pode ser realizada pela
expansdo do cone de fertilizagdo e/ou pela deposi¢do de substancia coloidal no
vesibulo micropilar. Em B. orbignyanus (Ganeco, 2003) e P. lineatus (Freire-

Brasil et al., 2002), a obstru¢do da micropila foi realizada pela expansao do cone
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de fertilizagdo, apresentando-se na parte externa do canal micropilar sob forma
esférica. Em Fundulus heteroclitus, a obstrugdo da micropila apos a fertilizagido
ocorreu por meio de uma massa viscosa exsudada pelo ovo (Brummett &
Dumont, 1979). J& em Oreochromis niloticus e O. aureus, a obstrugdo da
micrépila foi realizada por uma massa amorfa (Bern & Avtaliom, 1990).
Iwamatsu (2000) relatou que esta estrutura ¢ formada por fluido perivitelinico
expelido através do canal micropilar, formando uma bolha.

Apesar da presenga de todos os mecanismos de prevencao a polispermia,
varios espermatozoides estavam presentes no canal micropilar e no espago
perivitelinico dos ovos de B. nattereri. Em Salmo trutta (Ginsburg, 1961), C.
carpio (Kudo, 1980) e em P. lineatus (Freire-Brasil, 2002), a passagem de mais
de um espermatozdide pelo canal micropilar, com aglutinacdo no espago
perivitelinico dos espermatozoides supranumerarios, também foi observada.
Estudos reveleram que a remocao do fluido perivitelinico resulta na polispermia
devido a nfo aglutinagdo dos espermatozoides supranumerarios (Ginsburg,
1961). Os alvéolos corticais liberam varios componentes no espaco
perivitelinico (Kalthoff, 2000), principalmente lectinas (Krajhanzl, 1990).
Lectinas sao proteinas ou glicoproteinas naturais (Nosek et al., 1984; Kilpatrick,
2002) e apresentam sitios de ligacdes com aglcares especificos de
polissacarideos ou com glicoproteinas e glicolipidios (Lis & Sharon, 1998;
Rhodes & Milton, 1998).

Com base neste estudo concluiu-se que, em B. nattereri, existem varios
fatores responsaveis pela prevencdo a polispermia, entre eles: a barreira efetuada
pelo didmetro interno do canal micropilar; a formagao de um cone de fertilizagao
que rejeita os espermatozoides supranumerdrios e encaminha-os para fora do
canal micropilar e a aglutinagdo dos espermatozoides supranumerarios no canal
micropilar e no espago perivitelinico por meio da liberagdo do material dos

alvéolos corticais.
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CAPITULO IV

DESENVOLVIMENTO INICIAL E CARACTERISTICAS
MORFOMETRICAS DE Brycon nattereri
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1 RESUMO

Maria, A. N. Desenvolvimento inicial e caracteristicas morfométricas de Brycon
nattereri. In Caracterizacéo ultra-estrutural dos gametas, aspectos
da fertilizacdo e desenvolvimento inicial de pirapitinga Brycon nattereri
(Gunther, 1864). 2008. 115 p. Tese (Doutorado em Producdo Animal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o desenvolvimento
embrionario e o crescimento inicial das larvas, além de avaliar as caracteristicas
morfométricas corporais ¢ o estagio de desenvolvimento gonadal de juvenis de
B. nattereri, apos 14 meses de criagdo em cativeiro. Os embrides, as larvas e os
juvenis foram obtidos por meio de reprodugdo induzida, a partir de exemplares
adultos mantidos em confinamento hd mais de quatro anos. A duracdo da
embriogénese foi de 50-54 horas, na temperatura de 19°C. As larvas recém-
eclodidas s3o pouco desenvolvidas, totalmente despigmentadas, desprovidas de
boca e capacidade natatéria, apresentando 6,32 mm de comprimento total e saco
vitelinico com volume de 3,64 mm’. A abertura da boca ocorreu entre o 3° e 0 4°
dia apos a eclosdo e a reabsorgdo total do saco vitelinico apos 10 dias da eclosdo,
coincidindo com o inicio da alimentacdo exogena. Entre a eclosdo e o 10° dia
apos a eclosdo, houve uma reducdo na taxa de crescimento das larvas. Apos esse
periodo (10° ao 15° dia), houve um aumento na taxa de crescimento, coincidindo
com o inicio da alimentagdo exogéna. A reabsor¢@o do vitelo foi lenta nos trés
primeiros dias, aumentando acentuadamente apos esse periodo, sendo concluida
no 11° dia. Durante os 15 dias de avaliacdo das larvas, ndo foi observado
canibalismo. Os juvenis de B. nattereri apresentam-se mais arredondados na
regido proximo a cabeca, tornando-se mais comprimidos lateralmente na parte
posterior do corpo. O comprimento padrdo e a altura do corpo medida a frente
da inser¢@o do 1° raio da nadadeira dorsal foram as medidas que apresentaram

maior coeficiente de correlagdo com o peso corporal, sendo boa alternativa para
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avaliar o peso em condi¢des de campo quando balangas de precisdo ndo estdo
disponiveis. A propor¢ao sexual observada foi de 1:1. A maioria dos machos
com 14 meses de idade apresentou testiculos em maturacao. As fémeas, por
outro lado, apresentavam Ovarios imaturos. O B. nattereri apresentou
desenvolvimento inicial prolongado, comparado a outros Characideos. O
formato do corpo dos juvenis se assemelha a outras espécies do género Brycon
de grande importancia econdmica, sendo esta uma caracterisitica relacionada

com o rendimento no processamento.

* Comité Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza - UFLA e Rilke Tadeu Fonseca de Freitas - UFLA (co-orientadores)
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2 ABSTRACT

Maria, Alexandre Nizio. Initial development and morphometrics characteristics
of Brycon nattereri. In Ultraestructural characterization of gametes,
aspect fertilization and initial development of pirapitinga Brycon nattereri
(Gunther, 1864). 2008. 115 p. Ph.D. Thesis (Animal Production) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

This paper examines the initial embryonic development and growth of
larvae, in addition to evaluating the characteristics body morphometrics and
stage gonadal development of B. Nattereri juveniles after 14 months of creation
in captivity. The embryos, larvae and juveniles were obtained by means of
reproduction induced, from adult specimens kept in confinement for more than
four years. The duration of embryogenesis was 50-54 hours in the temperature
of 19°C. The larvae newly hatched are poorly developed, fully depigmented,
devoid of mouth and swimming ability, presenting 6.32 mm in total length and
yolk-sac with volume of 3.64 mm’. The opening of the mouth occurred between
the 3 th and 4 th day after the hatching and the total reabsorption of yolk after 10
days of the hatching coinciding with the start of exogenous feeding. Among the
hatching and the 10 th day after the hatching there has been a reduction in the
rate of growth of the larvae. After that period (10 th at 15 th) there was an
increase in growth rate, coinciding with the start of the feeding exogenous. The
reabsorption of the yolk was slow in the first three days, increasing abruptly
after that period, and completed in the 11 th day. During the 15 days of
evaluation of larvae was not observed cannibalism. The juveniles B. Nattereri
presents itself more rounded in the region near the head becoming more laterally
compressed in the back of the body. The measures, standard length and height of
the body ahead of insertion of the 1 st radius of the dorsal fin were those who
had higher coefficient of correlation with body weight, and good alternative to

assess the weight at field conditions when balance of accuracy are not available.
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The sexual ratio observed was 1:1. Most of the males at 14 months of age
presented testes in maturation. Females, on the other hand, present immature
ovaries. The B. Nattereri presented initial development prolonged when
compared to other Characid. The format of the body of juveniles is similar to
other species of the genus Brycon of great economic importance, and this is a

characteristic related to the processing yield.

* Comit€ Orientador: Ana Tereza de Mendonga Viveiros - UFLA (Orientadora), José
Camisdo de Souza— UFLA e Rilke Tadeu Fonseca de Freitas — UFLA (co-orientadores)
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3 INTRODUCAO

O género Brycon esta bem difundido na América do Sul e Central, com
representantes nas principais bacias hidrograficas brasileiras. Este género se
destaca dentro da ordem dos Characiformes pela presenga de algumas espécies
com elevado potencial zootécnico como a matrinxd (B. amazonicus), a
piracanjuba (B. orbignyanus), a piabanha (B. insignis) e a piraputanga (B.
hilarii) (Lima, 2003). Quanto a pirapitinga (B. nattereri), assim como muitas
espécies nativas, ndo se t€ém muitas informagdes cientificas a respeito de suas
caracteristicas reprodutivas ¢ de desenvolvimento.

A pirapitinga, quando adulta, atinge de 40 a 50 cm de comprimento total
(CEMIG/CETEC, 2000). Estudos e tentativas de reprodugdo em cativeiro tém
relatado que a maturagdo de suas gbonadas ocorre entre os meses de maio e
agosto (Capitulo II desta tese). Essa espécie vem sofrendo grande ameaca em
seu ambiente natural devido a fatores como o desmatamento, a poluicdo e o
represamento das dguas (Lima et al., 2007). Esses fatores levaram a pirapitinga a
entrar na lista nacional das espécies ameacgadas de extingao.

O desenvolvimento da piscicultura com espécies nativas ¢ de grande
interesse para a conservagdo da biodiversidade e para o desenvolvimento da
piscicultura nacional. Do ponto de vista comercial, a pirapitinga se apresenta
bastante promissora, visto que, além de apresentar caracteristicas favoraveis ao
cultivo e a pesca esportiva, também permitird a producao de peixes nos meses de
temperaturas baixas, diferente dos peixes de piracema. Assim, a produgdo
comercial ocuparia as instalacdes e o pessoal da piscicultura que normalmente
estariam ociosos ou apenas em atividade de manuten¢do durante os meses mais
frios.

O conhecimento do desenvolvimento embrionario e larval dessa espécie

¢ importante ndo apenas em estudos taxondomicos mas tem aplica¢do pratica na
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aqliicultura, especialmente na determinagdo do momento da reabsor¢do do saco
vitelinico e da abertura da boca, indicadores da necessidade de alimentacdo
exdgena. Algumas espécies de peixes brasileiros t€ém sido objeto de estudo em
embriogénese e desenvolvimento larval (Andrade-Talmelli et al., 2001;
Romagosa et al., 2001; Borgato et al., 2004; Reynalte-Tataje et al., 2004;
Clavijo-Ayala et al., 2006). Esses estudos sao uma ferramenta fundamental nos
sistemas de producdo de juvenis para cultivo, pois fornecem informagdes
definitivas nos processos de incubacgao, larvicultura e producdo de juvenis.

Existem alguns estudos que sdo importantes para o conhecimento do
potencial de uma espécie para criagdo comercial. Entre eles, esta o estudo da
forma do corpo dos animais a partir das medidas morfométricas, obtidas em
diferentes regides do corpo, as quais influenciam diretamente o rendimento do
filé (Bosworth et al., 1998; Cibert, 1999). A caracterizacdo da carcaca por meio
das medidas morfométricas pode ser um procedimento muito importante para se
estimar os pesos ¢ os rendimentos corporais de diferentes partes do corpo, sem a
necessidade de abater o peixe. Alteragdes nos valores ou a proporcionalidade
entre as medidas morfométricas podem, indiretamente, influenciar as
caracteristicas de carcaga. Tais medidas poderdo ser utilizadas como critério de
selegdo ou, mesmo, para a avaliagdo e o acompanhamento do crescimento dos
peixes nas diferentes fases do ciclo de vida (Diodatti, 2006).

O estudo das relagdes entre o peso do animal e o formato do corpo, além
de proporcionar um maior interesse econdomico pela espécie, incentivando sua
criacdo comercial e preservacao, gera informagdes essenciais na determinagdo
do peso ideal de abate, na caracterizacdo do produto final, no estabelecimento de
medidas necessarias para a classificacdo de carcaca e na determinacdo de
critérios para a selecdo em programas de melhoramento genético (Freato, 2005).

Este trabalho foi realizado com o objetivo de estudar o desenvolvimento

embrionario e o crescimento inicial das larvas, além de avaliar as caracteristicas
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morfométricas corporais e o estagio de desenvolvimento gonadal de juvenis da

pirapitinga Brycon nattereri, apds 14 meses de criagdo em cativeiro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reproducéo induzida

Os experimentos foram conduzidos na Estagdo de Piscicultura da
Companhia Energética de Minas Gerais (Cemig), em Itutinga, durante o periodo
reprodutivo, nos meses de junho e julho de 2006. Foram estudados embrides,
larvas e alevinos de pirapitinga Brycon nattereri, obtidos por meio de
reproducdo induzida, a partir de exemplares adultos mantidos em confinamento
ha mais de quatro anos.

Os reprodutores foram capturados com rede de arrasto, em tanque de
terra, sendo selecionadas as fémeas que apresentavam abdomen arredondado e
papila urogenital avermelhada e os machos que liberavam sé€men sob leve
pressdo da papila urogenital. Os machos (n = 16) e as fémeas (n = 19)
selecionados foram transferidos do tanque de terra para um aquario, 48 horas
antes da indug@o hormonal. A temperatura média da agua do aquério foi de
18+1°C e o teor de oxigénio variou entre 7 ¢ 8 mg/L.

Para a reproducdo induzida, cada fémea recebeu duas injecdes
intramusculares de extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC), na doses de 0,4
mg/kg e 4,0 mg/kg de peso corporal, com intervalo de 12 horas entre as
aplicacdes. Nos machos, a dosagem utilizada foi de 4 mg de EBHC/kg de peso
corporal, aplicada no mesmo momento da segunda dose nas fémeas.

A coleta do sémen e dos ovocitos ocorreu apds um periodo de 292+39
horas-grau (entre 14 ¢ 18 horas). O sémen foi coletado em tubos de ensaio de
vidro e os ovdcitos em béqueres secos, para posterior fertilizacdo. Apos a coleta

dos gametas, houve a mistura do sémen com os ovdcitos e, em seguida, foi
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adicionada agua para efetuar a fertilizagdo. Os ovos recém-fertilizados foram
transferidos para incubadoras do tipo funil, com capacidade de 200 litros, sendo

a vazao da agua controlada e a temperatura de 19+0,6°C.

4.2 Estudo do desenvolvimento embrionério e larval

Para o acompanhamento das diferentes fases do desenvolvimento
embrionario, 40-50 embrides foram coletados em intervalos de 15 minutos, nas
primeiras 3 horas e depois a cada 3 horas at¢é o momento da eclosdo. Apos a
coleta, os embrides foram imediatamente fixados em formaldeido a 4%,
tamponado com carbonato de calcio. Para andlise “in toto”, foram separados 20
embrides pré-fixados por estagio, dos quais foi retirado o corion com o auxilio
de pinca de relojoeiro e agulha. Estes embrides foram corados com
hematoxilina-eosina e analisados.

Apo6s a eclosdo, as larvas foram transferidas para caixas plasticas com
formato retangular com capacidade para 30 litros de agua. Todas as caixas
possuiam fornecimento e fluxo de 4gua com renovagao constante, a temperatura
de 18+1°C. Para o acompanhamento do desenvolvimento, foram coletadas cinco
larvas desde a eclosdo (dia 0) até o 15° dia de vida. As larvas foram alimentadas
com artémia salina recémeclodida, ap6s a observagdo da abertura da boca ¢ a
ingestdo dos nauplios de artémia. As larvas e o saco vitelinico (comprimento e
altura) foram medidos por meio de microscopio estereoscopio (Zeiss Stereo
Discovery v8), com auxilio de uma ocular dotada de uma régua micrométrica. O
volume do saco vitelino das larvas (n=5 larvas) foi determinado diariamente, de
acordo com a equacdo proposta por Blaxter e Hempel (1963): VSV =(x/6) L *
H 2, em que: VSV = volume do saco vitelino (mm?); n = 3.1415; L =
comprimento do saco vitelino (mm) e H = altura do saco vitelino (mm).

Para avaliagdo da taxa de crescimento especifico (TCE), cinco larvas

foram medidas nos dias 0, 3, 6, 10, 13 ¢ 15 ap6s a eclosdo e a taxa determinada
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através da seguinte relacdo: TCE = (In (L) - In (Lo)/t) x 100, onde: L; € o
comprimento final médio (mm), Lo é o comprimento inicial médio e t é o

periodo de crescimento (dias) (Puvanendran & Brown, 1999).

4.3 Anélise morfométrica

Todas as larvas obtidas na reproducdo induzida foram transferidas para
tanques de terra adubados apés 20 dias de criagdo em laboratério. Os peixes
foram alimentados com ragdo comercial, com quantidade de proteina bruta (PB)
especifica para a fase de crescimento durante o ano (farelada com 36% PB para
alevinos e extrusada com 32% para crescimento).

Os peixes (N=66) foram avaliados, com 14 meses de idade, no més de
agosto de 2007, sendo tomadas as seguintes medidas métricas (cm) (Figura 1):

* comprimento da cabeca (CC), compreendido entre a extremidade
anterior da cabeca e o bordo caudal do opérculo;

» comprimento padrao (CP), compreendido entre a extremidade anterior
da cabeca e o menor perimetro do pedunculo (inser¢do da nadadeira caudal);

* alturas do corpo medidas a frente do 1° raio das nadadeiras peitoral
(AC1), dorsal (AC2) e na menor circunferéncia do pedunculo (AC3);

* larguras do corpo tomadas na regido do 1° raio das nadadeiras peitoral

(LC1), dorsal (LC2) e na menor circunferéncia do pedunculo (LC3).

O comprimento padrdo (CP) foi medido por meio de um ictidmetro e as
demais medidas foram realizadas com auxilio de paquimetro digital graduado
em milimetros (mm). Os pesos foram medidos com auxilio de uma balanga

digital com capacidade maxima de 500 gramas e 0,1 grama de precisao.
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FIGURA 1. Medidas morfométricas dos peixes (Brycon nattereri)

Para a comparagdo entre as medidas morfométricas tomadas em
diferentes pontos do corpo das pirapitinga, foram determinadas as seguintes
regioes:

* regido 1: regido compreendida na circunferéncia onde ocorre a insercao
do primeiro raio da nadadeira peitoral (cranial);

* regido 2: regido compreendida abaixo da inser¢do do primeiro raio da
nadadeira dorsal (medial);

* regido 3: regido compreendida na menor circunferéncia do pedinculo

caudal (caudal).

Como complemento, foram calculadas as seguintes razdes
morfométricas:

- CC / CP = comprimento da cabega/comprimento padrio;

- ACi/ CP = altura do corpo na regido i/comprimento padrio;

- LCi/ CP = largura do corpo na regido i/comprimento padrdo;

- ACi / LCi = altura do corpo/largura do corpo na regiao i,
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4.4 Avaliacdo do estadio de desenvolvimento gonadal e proporcéo sexual

Os exemplares (n = 22) utilizados nessa avaliagdo foram anestesiados
com benzocaina (etil-aminobenzoato; 60 mg/litro de agua) e, posteriormente,
sacrificados por meio de uma sec¢do na medula espinhal. As génadas retiradas
foram fixadas em Bouin por 12 horas, incluidas em parafina, seccionadas de 3-5
um e coradas com hematoxilina-eosina. As laminas foram observadas em
microscopio de luz (Nikon Eclipse 2000) e as estruturas registradas por meio de

uma camara Nikon E50.

4.5 Anélise estatistica

Para elucidar a estrutura de relagdes entre as variaveis estudadas, foram
calculadas as correlagdes de Pearson entre medidas morfométricas e razoes
morfométricas. As medidas de altura (A) e largura (L) e as razdes morfométricas
entre estas (A:L) nas diferentes regides corporais foram submetidas a analise de
variancia utilizando-se o procedimento ANOVAG, do pacote computacional
SAEG. O modelo estatistico incluia como fonte de variagdo a regido do corpo e,
como co-variavel, o peso do peixe no momento da avaliacdo. As médias foram
comparadas pelo teste SNK, a 5% de probabilidade.

Para avaliar a importancia das variaveis estudadas, adotou-se um modelo
de regressdo linear multipla. Para a escolha do modelo, optou-se pelo
procedimento de selecdo de equacgdes ajustadas denominado ‘“backward”,
selecionando-se as varidveis morfométricas que melhor descrevem os pesos. Foi
utilizado, para isso, o procedimento REGRELIN, do pacote computacional

SAEG, adotando como 95% a probabilidade de as varidveis deixarem o modelo.
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5 RESULTADOS

5.1 Embriogénese

O periodo do desenvolvimento embriondrio do B. nattereri, desde o
momento da fertilizagdo até a eclosdao das larvas, foi de 50-54 horas, a 19°C,
correspondendo a 1.034 horas-grau. Apods a fecundagio, os seguintes estagios do
desenvolvimento embrionario foram estabelecidos: zigoto, clivagem, gastrula,
segmentacdo, larval e eclosdo (Tabela 1). Observou-se que ha heterogeneidade
no desenvolvimento dos embrides, ou seja, em um mesmo momento, foram
encontrados embrides em diferentes fases da embriogénese.

Apo6s 1,75 hora da fertilizagdo, foi observada a migragdo citoplasmatica
com a individualizagdo do po6lo animal e formacdo do zigoto sobre o vitelo. A
seguir, iniciou-se o estagio de clivagem, ocorrendo uma sucessdo de divisdes
mitoticas sem o aumento de conteudo citoplasmatico e finalizando com o inicio
do movimento de epibolia. O estagio de gastrula é demarcado pelo inicio do
movimento de epibolia, evento no qual ocorre a migracdo dos blastdmeros no
sentido oposto ao poélo animal, para que, ao final deste movimento, haja o
completo envolvimento do vitelo pelo blastoderme. O movimento de epibolia
recobrindo aproximadamente 50% do vitelo foi observado a partir de 21 horas
apos a fertilizagdo. Apds duas horas, os embrides apresentavam 90% do vitelo
recoberto. O final do movimento morfogenético de epibolia ocorre com o
fechamento do blastoporo, as 26 horas de embriogénese ¢ marca o final do
estagio de gastrulacdo. O estagio de segmentacdo (29 horas) foi caracterizado
pelo inicio da formagdo de 6rgdos como vesicula Optica, notocorda, somitos,
intestino posterior, prosencéfalo, mesencéfalo e telencéfalo, com conseqiiente
crescimento e alongamento do embrido. Neste estdgio, o embrido ainda

apresenta cauda presa.
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O estagio larval (41 horas) ¢ caracterizado por cauda livre, presencga da
vesicula dptica e dtica, e aumento do numero de pares de somitos com o embrido
ja apresentando a forma da larva ao eclodir. A notocorda se estende desde a
regido cefalica até a cauda. Outra caracteristica deste estagio foi a ocorréncia de
movimentos espasmddicos feitos pelos embrides, que foram aumentando com o
decorrer do desenvolvimento embrionario. No periodo da eclosdo, as larvas ja
demonstravam movimentos bem vigorosos de nata¢do, importantes para o
rompimento do corion. A eclosdo das larvas se iniciou 50 horas apds a

fertilizacdo e, 4 horas depois, foi possivel observar 100% das larvas eclodidas.

TABELA 1. Desenvolvimento embrionario de Brycon nattereri

Hora Estagio Observacoes
Formagao do zigoto, pdlo animal
0-1,75 Zigoto
sem segmentagao
15 Clivagem Formacgao da morula
21 Gastrula 50% de epibolia
23 Gastrula 90% de epibolia
26 Gastrula Fechamento do blastoporo
Formacgdo dos somitos, da notocorda da
29 Segmentacao )
vesicula Optica, tubo neural, cauda presa
Cauda livre, presenca da vesicula optica,
41 Larval .
aumento do numero de pares de somitos
Presenga da vesicula optica e otica, embrido
ja apresentando a forma de larva ao eclodir,
47 Larval ) ) )
ocorréncia de movimentos espasmédicos
feitos pelos embrides
50-54 Eclosao Eclosao
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5.2 Desenvolvimento larval

As larvas recém-eclodidas (dia 0) apresentaram-se totalmente
despigmentadas, desprovidas de boca, de acuidade visual e de capacidade
natatéria, com 6,32+0,69 mm de comprimento total. O saco vitelinico
apresentou formato elipsoide, com volume de 3,64:0,39 mm’ e a regido do 4nus
definida, porém, fechada.

No 3° dia ja foi possivel observar algumas larvas iniciando a abertura da
boca, a pigmentacdo dos olhos e do corpo e um esbogo dos rastros branquiais.
Nesse periodo, o comprimento era de 8,76 £ 0,23 mm e apresentavam grande
quantidade de vitelo (2,94 mm®) (Tabela 2). No 4° dia, esses eventos puderam
ser visualizados com maior freqiiéncia entre as larvas. Nos primeiros quatro dias
apods a eclosdo, todas as larvas se encontravam no fundo das caixas de cultivo e
em decubito lateral, ficando agrupadas nas suas extremidades. Os provaveis
motivos desse comportamento seriam o peso do saco vitelinico e a presenca de
apenas um esbo¢o da bexiga gasosa e nadadeira peitoral, impedindo-as de se
equilibrarem e se movimentarem na coluna d’agua. No 5° dia, os arcos
branquiais estavam mais desenvolvidos.

A absorcdo total do saco vitelinico ocorreu somente apés 10 dias da
eclosdo, tendo, no 11° dia, ja sido observado o primeiro contetido intestinal das
larvas. A bexiga gasosa nesse periodo estava completamente inflada e
pigmentada.

No final do periodo de avaliagdao (15° dia), as larvas apresentaram
comprimento de 12,18 £ 0,59 mm. Nao foi observado canibalismo entre as

larvas durante os 15 dias de avaliagao.
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TABELA 2. Comprimento ¢ volume do saco vitelinico (média + desvio padrao)
das larvas de pirapitinga B. nattereri entre a eclosio (dia 0) e 0 15°

dia de vida.
Dias apos a eclosdo | Comprimento das larvas (mm) Volume do sac}o
vitelinico (mm”)
0 6,32+ 0,69 3,64 +£0,39
3 8,76 £ 0,23 2,77 +£0,32
6 9,67 +0,28 1,49 £ 0,28
10 10,23 £ 0,82 0,38 +0,29
13 11,21 £ 0,10 0
15 12,18 £ 0,59 0

5.3 Crescimento larval e absorc¢ao do vitelo

Foi observada nesse estudo uma diminui¢do na taxa de crescimento, no
periodo compreendido entre a eclosdo (dia 0) e o 10° dia de vida (Figura 2a). As
taxas reduziram de 10,80 a 1,42% entre os periodos 0-3 e 6-10 dias,
respectivamente. Esse periodo compreende o tempo gasto pela larva para
absorver totalmente seu vitelo. Apds esse periodo houve um aumento na taxa de
crescimento, chegando a 4,16% no wltimo intervalo avaliado (13-15 dias).

A reabsorcdo diaria do vitelo pelas larvas pode ser observada na figura
2b. A reabsor¢do foi mais lenta nos trés primeiros dias. Esse periodo
compreende o tempo gasto pela larva para formar e iniciar a abertura da boca e
pigmentagdo dos olhos. Apdés esse periodo a reabsor¢do aumentou
acentuadamente, sendo concluida no 11° dia. Nesse periodo as larvas
apresentavam natacdo do tipo intermitente, consistindo de curtos periodos de

atividade seguido de longos periodos de recuperacgao.
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FIGURA 2. Grafico mostrando: (a) taxa de crescimento especifico (média +
desvio padrao) das larvas durante cinco diferentes periodos (em
dias) apds a eclosdo; (b) Reabsorcdo diaria do vitelo, desde a
eclosdo (dia 0) até o 11° dia de vida das larvas de pirapitinga
Brycon nattereri.
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5.4 Analise morfométrica

O B. nattereri apresentou, aos 14 meses de idade, peso médio de 144+19
g e comprimento padrdo de 179,9+£8,9 mm.

Os valores médios (mm) das medidas morfométricas altura e largura
corporal mostraram-se estatisticamente diferentes em relagdo a regido onde
foram mensuradas (P<0,05). O histograma ilustrando a varia¢do das médias das
larguras e das alturas mensuradas nas diferentes regides dos peixes pode ser
visualizado na Figura 3. Para todas essas medidas, o maior valor médio
encontrado foi na regido 2 (medial). As medidas de altura e largura decresceram
significativamente (P<0,05) nas regides 2, 1 e 3, respectivamente. Portanto, em
todas essas medidas, houve aumento da regido 1 (cranial) para a regido 2

(medial), com posterior decréscimo (caudal).
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Variaveis analisadas
[ Regido 1 M Regido 2 [ Regido 3
FIGURA 3. Histograma mostrando as medidas morfométricas largura e altura
corporal média do Brycon nattereri, aos 14 meses de idade, em

cada regido avaliada (regido 1: cranial; regido 2: medial e regido 3:
caudal).
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O  histograma com as médias das razdes morfométricas
largura/comprimento padrdo (LC:CP), altura/comprimento padrao (AC:CP),
largura/comprimento da cabega (LC:CC), altura/comprimento da cabega
(AC:CCQC) e altura/largura (AC:LC), para cada regido do corpo avaliada, pode ser
visualizado na Figura 4. As médias apresentaram diferencas significativas
(P<0,05) entre as regides. A razao A:L aumentou significativamente (P<0,05) da
regido 1 (cranial) para a regido 3 (caudal), enquanto que as razdes LC:CP,
AC:CP, LC:CC e AC:CC decresceram significativamente (P<0,05) na seqiiéncia
2 (medial), 1 (cranial) e 3 (caudal).

2,5

151

Razoes

LC:CP AC:CP LC:CC AC:CC AC:LC

Relagdes morfométricas
[ Regido | Regido 2 M Regido 3

FIGURA 4. Histograma mostrando as médias das razdes LC:CP
(largura:comprimento padrdao), AC:CP (altura:comprimento
padrdo), LC:CC (largura:comprimento da cabeca), AC:CC
(altura:comprimento da cabega) e AC:LC (altura:largura) do
Brycon nattereri, aos 14 meses de idade, em cada regido
avaliada (regido 1: cranial; regido 2: medial e regido 3: caudal).
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As médias, os desvios padrdes e os coeficientes de variagdo das razoes

morfométricas sdo apresentados na Tabela 3. As propor¢des médias das
variaveis CC, AC1, AC2, AC3, LC1, LC2, LC3, em relagdo ao comprimento
padrdo, foram, respectivamente, 24,6%, 22,2%, 30,9%, 10,1%, 13,9%, 14,6% e

4,3%. Os coeficientes de variacdo foram baixos para todas as varidveis,

indicando boa precisao experimental.

TABELA 3. Médias, desvios padrdes (D.P.) e coeficientes de variacdo (CV) das
razdes morfométricas da pirapitinga (Brycon nattereri).

Variaveis (mm) Média CV (%)

CC/CP 0,246+0,011 4,6
ACI/CP 0,222+0,012 53
AC2/CP 0,309+0,014 4,6
AC3/CP 0,101+0,006 6,2
LC1/CP 0,139+0,008 5,9
LC2/CP 0,146+0,008 5,6
LC3/CP 0,043+0,004 8,2
AC1/CC 0,905+0,064 7,1
AC2/CC 1,256+0,066 53
AC3/CC 0,409+0,026 6,4
LC1/CC 0,566+0,038 6,7
LC2/CcC 0,596+0,038 6,3
LC3/CC 0,174+0,013 7,4

CP, CC, ACI1, AC2, AC3, LC1, LC2 e LC3 sio, respectivamente, comprimento
padrdo; comprimento da cabeca; alturas tomadas na insercdo das nadadeiras
peitoral (regido 1: cranial) e dorsal (regido 2: medial), € na menor circunferéncia
do pedunculo (regido 3: caudal); larguras tomadas na inser¢do das nadadeiras
peitoral (regido 1: cranial) e dorsal (regido 2: medial) e na menor circunferéncia

do pedunculo (regido 3: caudal).
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Os coeficientes de correlacdo entre as medidas morfométricas e peso
encontram-se na Tabela 4. O peso apresentou coeficiente de correlagdo
significativo (P<0,05) em todas as medidas avaliadas, no entanto, os maiores
valores foram para CP ¢ AC2. As medidas morfométricas que apresentaram
maior coeficiente de correlacdo (acima de 0,50) com o comprimento padrdo
foram CC, LC2 e AC2, mostrando que a regido 2 esta mais correlacionada com
CP. As larguras apresentaram coeficientes de correlacdo significativos (P<0,05)
principalmente com AC2, indicando que a altura na regido medial esta mais
correlacionada com a largura do peixe. Entre as medidas morfométricas, a maior
correlagdo encontrada foram nas larguras da regido anterior da pirapitinga (LC1

e LC2; 0,70).

TABELA 4. Coeficientes de correlagdo de Pearson entre as medidas
morfométricas e peso da pirapitinga (Brycon nattereri).

Peso CP CC AC1 AC2 AC3 LC1 LC2

CP  0,89%

cCc  048* 0,61%*

ACl  0,66* 0,47* 0,09

AC2  0,75* 0,55% 0,37* 0,60%

AC3  0,27* 0,34* 0,29*% 0,11 0,48%*

LC1 0,64* 047* 032* 049* 0,56* 0,18

LC2 0,64* 0,50* 0,36* 0,39* 045 0,13 0,70*

LC3  0,36* 0,29* 0,42* 0,02 036* 0,17 035% 0,23*
CP, CC, ACI1, AC2, AC3, LC1, LC2 e LC3 sao, respectivamente, comprimento
padrdo; comprimento da cabega; alturas tomadas na insercdo das nadadeiras
peitoral (regido 1: cranial) e dorsal (regido 2: medial), € na menor circunferéncia
do pedunculo (regido 3: caudal); larguras tomadas na inser¢do das nadadeiras
peitoral (regido 1: cranial) e dorsal (regido 2: medial) e na menor circunferéncia
do pedunculo (regido 3: caudal).

* significativo, a 5%, pelo teste t.
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A partir da andlise de regressdo observou-se que as medidas que melhor
descrevem o peso da pirapitinga foram CP e AC2, confirmando os resultados
observados pela analise de correlagdo.

A equacdo ajustada a partir das varidveis morfométricas foi a seguinte:

Peso =-290,1 + 1,46 CP + 3,11 AC2 (R*=0,88).

O coeficiente de determinacdo foi alto, demonstrando bom ajuste da
equacdo, que explicou 88% da variagdo ocorrida nas medidas morfométricas em
fun¢do do peso médio dos peixes.

A participagdo de cada varidvel no modelo foi demonstrada pelo
coeficiente de derterminagdo parcial. Observou-se que a variavel morfométrica
AC2 contribuiu com 9% da variabilidade ocorrida no peso e a variavel CP com

79%.

5.5 Avaliacao do estadio de desenvolvimento gonadal e proporcéo sexual

As avaliagdes histologicas das gonadas coletadas revelaram que, dos 22
peixes amostrados, 11 eram machos e 11 fémeas, apresentando, portanto,
proporg¢do sexual de 1:1. As fémeas foram siginifcativamente (P<0,05) maiores
que os machos, apresentando médias de 18,0+0,6 cm e 17,840,6 cm de
comprimento padrdo, respectivamente. As fémeas apresentaram peso corporal
médio de 145+17 g e os machos de 146+18 g.

Com base nas caracteristicas macro e microscopica das goénadas, os

seguintes estdgios de maturacdo foram determinados: 1 = repouso, 2 =

maturagdo inicial, 3 = maturagdo intermediario, 4 = maturagdo avancado e 5
parcialmente espermiado. Aos 14 meses de idade, durante a primeira estagdo
reprodutiva, as femeas estavam imaturas, apresentando ovarios em repouso

(Figura 5a) com lamelas ovuligeras contendo ovocitos perinucleolares inicial e
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avancado (Figura 5b). Os ovarios apresentavam-se como filetes translicidos,

sem vascularizacao aparente, de tamanho reduzido e localizados lateralmente a

bexiga natatoria.

FIGURA 5. a) Ovario em repouso de B. nattereri mostrando suas lamelas
ovuligeras (seta); b) ovario contendo ovdcitos perinucleolar inicial
(O1) e ovécitos perinucleolar avangado (O2).

Foram observadas, entre os onze machos avaliados, diferencas no
estagio de maturagdo testicular. Os testiculos de dois machos encontravam-se no
estagio de repouso, um no estagio maturacdo inicial (Figura 6a), quatro no
estdgio de maturagdo intermediaria (Figura 6b), um no estagio de maturacio
avancada (Figura 6¢) e trés no estagio parcialmente espermiado (Figura 6d). O
menor macho em maturagdo mediu 17,25 cm de comprimento padrao, com peso

de 127 g.
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FIGURA 6. Testiculos de B. nattereri em diferentes estagios de maturacdo: a)
estagio 2 = maturagdo inicial; b) estagio 3 = maturagdo
intermediaria; ¢) estdgio 4 = maturacdo avancada; d) estagio 5 =
testiculo parcialmente espermiado; limen dos tabulos seminiferos
(asterisco) parcialmente esvaziados.

6 DISCUSSAO

Os eventos morfologicos registrados durante a embriogénese da
pirapitinga B. nattereri seguiram padrdes semelhantes aos relatados em outras
espécies de peixes neotropicais de dgua doce (Nakatani et al., 2001; Borgato et
al., 2004; Honorato-Sampaio, 2006; Ninhaus-Silveira et al., 2006; Gomes et al.,
2007). No presente estudo, o fechamento do blastoporo ocorreu em torno de 26
horas e a eclosdo teve inicio 50 horas apds a fertilizagdo, quando incubados a

19°C+0,6°C.
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A embriogénese pode ser considerada longa em relac@o a outras espécies
do género Brycon, assim como B. cf erythropterus, B. orbignyanus, B. insignis,
B. siebenthalae ¢ B. orthotaenia, cujo fechamento do blastoporo ocorre de 6 a 8
horas e o desenvolvimento embrionario € concluido entre 12,5 e 18 horas ap6s a
fertilizacdo, incubados a temperatura de 23° a 28°C (Eckmann, 1984; Nakatani
et al., 2001; Andrade-Talmelli et al., 2001; Clavijo-Ayala et al., 2004; Honorato-
Sampaio, 2006).

A maturagdo gonadal da pirapitinga ocorre no outono-inverno (maio-
agosto; Capitulo II desta tese), periodo caracterizado pela diminuigdo na
ocorréncia de chuvas e por temperaturas mais baixas, diferentemente do
observado nas outras espécies de Brycon citadas, que se reproduzem na
primavera-verdo (outubro a janeiro). A temperatura ¢ o principal fator que
controla a taxa de desenvolvimento dos peixes (Kamler, 1992). Sua agdo no
periodo embriondrio estd ligada a variacdo na taxa de embriogénese e as
variagdes (assincronia e malformagdes) no desenvolvimento dos embrides
(Morrison et al., 2001). O desenvolvimento e o crescimento sdo interrompidos
abaixo de um limite minimo de temperatura, enquanto que uma mortalidade
massal ocorre em temperaturas acima do limite maximo (Kamler, 1992).

Em estudo realizado com Prochilodus lineatus, observou-se que a
duracdo do desenvolvimento embrionario na temperatura de incubacao 24°C foi
1,6 vez mais lenta que sob 28°C (Ninhaus-Silveira et al., 2006). Os animais
ectotérmicos apresentam desenvolvimento mais acelerado em temperaturas mais
elevadas, devido a alteracdes que a temperatura induz nas atividades enzimaticas
durante organogénese (Ojanguren e Brafia, 2003). Além desse fator, outro que
influencia o tempo de incubagdo ¢ o tamanho do ovoécito que, em B. nattereri, é
maior do que em outras espécies desse género (Capitulo II desta tese). Segundo
Kamler (2002), o tamanho do ovdcito ¢ um dos fatores responsaveis pelo

prolongamento do tempo de fases ontogenéticas especificas.

104



As taxas de eclosdo observadas neste estudo variaram de 0,6% a 23,6%.
Embora este valor seja baixo, em se tratando de uma espécie pouco domesticada
e sem nenhum estudo cientifico sobre sua reproducdo induzida, este resultado
pode ser considerado satisfatorio.

Alguns resultados semelhantes ja foram obtidos em outra espécie desse
género (B. orbignyanus), nos quais as taxas de eclosdo variaram de 10,5%
(Zaniboni-Filho ¢ Barbosa, 1996) a 30% (Belmont, 1994). Por outro lado, em B.
opalinus e B. insignis, esses valores foram superiores (40% e 41,8%,
respectivamente) aos obtidos no presente estudo. Um dos motivos para a baixa
taxa de eclosdo observada nesse estudo pode ter sido o tipo de incubadora
utilizada. As incubadoras do tipo funil (formato vertical) sdo indicadas para
espécies que apresentam ovos livres e larvas com movimento vertical na coluna
d’4gua (Sato et al., 2003). Essas caracteristicas ndo foram observadas na
pirapitinga, que apresentou ovos levemente adesivos (Capitulo II desta tese) e as
larvas, apos a eclosdo, ndo se movimentavam verticalmente na coluna d’agua.
Para essas espécies, normalmente, sdo utilizadas incubadoras do tipo peneira
(formato horizontal) (Sato et al., 2003).

O conhecimento das fases de desenvolvimento e crescimento larval de
peixes € importante, principalmente na determinag¢do do momento da reabsorcao
do saco vitelinico e da abertura da boca, indicadores da necessidade de
alimenta¢do exdgena. O comprimento total das larvas de B. nattereri apds a
eclosdo (6,32 mm) ¢é superior ao observado nas outras espécies desse mesmo
género, como B. orbignyanus (4,46 mm) (Reynalte-Tataje et al., 2004) e B.
insignis (5 a 6 mm) (Andrade-Talmelli et al., 2001). O volume do saco vitelinico
¢ de 6 a 10 vezes maior do que outras espécies tropicais, como B. orbignyanus
(0,62 mm’) (Reynalte-Tataje et al., 2004) e Piaractus mesopotamicus (0,38
mm’®) (Clavijo-Ayala et al., 2006). Neste estudo, constatou-se grande taxa de

crescimento das larvas nos trés primeiros dias de vida; depois disso, o
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crescimento diminuiu acentuadamente, at¢é o 10° dia apds a eclosdo. Esse
periodo coincide com o tempo gasto pela larva para a completa absor¢ao do
vitelo.

Segundo Kamler (1992), a diminui¢do no crescimento das larvas
vitelinicas revela déficit energético e absor¢do de tecidos. Em estudo realizado
com cinco espécies de peixes de agua doce, foi constatado que a energia contida
no vitelo ¢ utilizada, principalmente, para crescimento dos tecidos. Menos
energia ¢ despendida no metabolismo e ainda menos com a excrecdo de
materiais residuais. Inicialmente, os custos metabodlicos acumulados aumentam
lentamente com a idade das larvas vitelinicas. Com o passar do tempo, esse
aumento torna-se rapido, mas a absorc¢ao de tecido resultante da deficiéncia de
vitelo reduz novamente o processo metabolico (Jaworski e Kamler, 2002). Apos
a absor¢do do vitelo pelas larvas de B. nattereri, houve retomada no crescimento
corporal, devido ao inicio da alimentacdo exdgena, observada no dia seguinte a
absor¢ao do vitelo (11° dia).

A partir da analise morfométrica de B. nattereri com 14 meses de idade,
foi observado que a razdo entre a altura e a largura do corpo aumentou da regido
cranial para caudal e as demais razdes aumentaram da regido cranial para medial
e, posteriormente, diminuiram na regido caudal. Portanto, os peixes mostraram-
se mais arredondados na regido cranial e foram se tornando mais comprimidos
lateralmente na sua parte posterior. Esse formato, provavelmente, apresenta
relagdo com a abertura da cavidade celomatica, que é maior na por¢ao anterior
dos peixes, onde se encontra a maior parte das visceras. Segundo Boscolo et al.
(2001), as relagdes largura/comprimento e largura/altura representam a
conformacdo do filé, indicando que os peixes sdo mais robustos quando elas sdo
elevadas.

O B. nattereri apresentou razdes AC2/LC2 (2,11), AC2/CP (0,309),
LC2/CP (0,142) e CC/CP (0,246) muito préximas as encontradas para o B.
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cephalus (Vilas Boas, 2001) e B. orbignyanus (Freato, 2005), comprovando a
semelhanga no formato do corpo dessas duas espécies do género Brycon. Porém,
a razdo altura e largura na regido medial (AC2/LC2), para o B. nattereri foi
menor do que a observada para o B. cephalus (2,36) e B. orbignyanus (2,40),
sugerindo que o B. nattereri é uma espécie um pouco mais compacta do que as
outras espécies desse género.

O B. nattereri, quando comparado a uma espécie achatada dorso-
ventralmente (formato fusiforme deprimido), como o Pseudoplatystoma
coruscans (Miranda e Ribeiro, 1997), apresenta maior relagao entre a altura e a
largura medial (0,79; AC2/LC2) e entre a altura medial e comprimento padrio
(0,17; AC2/CP), além de menor relagdo entre a largura medial e o comprimento
padrao (0,21; LC2/CP). O B. nattereri apresenta menor propor¢ao de cabega do
que espécies como Pseudoplatystoma coruscans (0,36) (Miranda e¢ Ribeiro,
1997) e Oreochromis niloticus (0,30) (Boscolo et al., 2001). Eyo (1993), em um
estudo com dez espécies de peixes, relatou que peixes com cabega grande em
relagdo ao corpo apresentam menor rendimento na filetagem, comparados aos de
cabeca pequena, confirmando que o rendimento ¢ um reflexo da estrutura
anatomica.

Em B. nattereri, as medidas corporais CP e AC2 foram aquelas que
apresentaram maior coeficiente de correlagdo com o peso corporal, sendo uma
boa alternativa para avaliar o peso em condi¢des de campo quando balancas de
precisdo ndo estdo disponiveis. Em B. orbignyanus, Freato (2005) verificou que
essas mesmas medidas CP e AC2 sdo responséaveis por mais de 80% da variacdo
observada nos pesos de carcaga e de filé sem pele, podendo ser utilizadas como
critério de avaliagdo de carcaca e de selecdo, em programas de melhoramento
genético.

Os testiculos dos machos de B. nattereri em cativeiro encontravam-se

em maturagdo no primeiro ano de vida, quando o menor exemplar observado
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apresentava 17,25 cm de comprimento padrdo. Por outro lado, os ovarios das
fémeas ainda estavam imaturos. Um estudo realizado por Lima et al. (2007) com
essa mesma espécie relatou que a idade a primeira maturagdo observada em
animais capturados na bacia hidrografica do alto Parand foi de 15,8 ¢ 18,5 cm de
comprimento padrdo, para machos e fémeas, respectivamente. No entanto, na
bacia do alto Tocantins, esses valores foram bem menores (9,8 ¢ 11,4 cm,
respectivamente). A propor¢do sexual observada neste estudo foi classica, 50%
de machos e 50% de fémeas. A propor¢do sexual pode fornecer subsidios
importantes para o conhecimento da relacdo entre os individuos e o ambiente,
bem como da situagdo populacional em uma dada espécie (Nikolsky, 1969).

O B. nattereri apresentou desenvolvimento inicial prolongado, quando
comparado a outros Characideos. O formato do corpo dos juvenis se assemelha
ao de outros peixes do género Brycon de grande importancia econdmica, sendo

esta uma caracteristica relacionada com o rendimento no processamento.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho sdo apresentadas informagdes inéditas sobre os
parametros reprodutivos, o desenvolvimento embriondrio € o crescimento de
larvas e juvenis de Brycon nattereri. Essa espécie ¢ uma alternativa para
aqiiicultura, apresentado potencial de comercializagdo.

O B. nattereri pode ser reproduzido em condi¢Oes artificiais, porém,
mais pesquisas sdo necessarias nas areas de ciclo reprodutivo, gametogénese ¢
inducdo de desova, propiciando maior eficiéncia na produgdo de alevinos.

Os ovocitos e os espermatozoides apresentaram padrdes morfologicos
caracteristicos ao observado em outras espécies de Brycon, exceto no formato
ovoide da cabega do espermatozoide. Durante a fertilizagdo, foram observados
todos os eventos caracteristicos, da prevencao a polispermia.

Nessa espécie, hd producao pequena de ovoécitos por desova, porém, com
maior quantidade de vitelo, proporcionando maior tempo de incubagdo e fase
larval. O maior tempo de periodo endotréfico pode ser considerado positivo ao
seu cultivo, uma vez que permite melhor adequacdo das instalagdes, em funcdo
da disponibilidade de animais. O tamanho inicial das larvas é maior em
comparagdo ao observado em outras espécies de peixes reofilicos brasileiros. A
abertura da boca nas larvas ocorreu entre o 3° ¢ o 4° dia apds a eclosdo ¢ a
reabsorc¢do total do saco vitelinico apds 10 dias, coincidindo com o inicio da
alimentagdo exodgena.

O formato do corpo dos juvenis ¢ semelhante ao de outros peixes do
género Brycon, de grande importincia econdomica. A analise das medidas
morfométricas corporais mostrou que o B. nattereri ¢ mais arredondando na
regido proximo a cabeca e vai se tornando mais comprimido lateralmente na

parte posterior do seu corpo. A propor¢ao sexual foi de 50% de machos e 50%
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de fémeas. A maioria dos machos apresenta testiculos em maturacdo, na
primeira estagdo reprodutiva. Por outro lado, as fémeas sdao imaturas.

Estes resultados contribuem para o conhecimento das caracteristicas
reprodutivas e de desenvolvimento, fornecendo informagdes fundamentais para

o processo de producdo desta espécie.
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