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RESUMO

O objetivo deste estudo foi estabelecer protocolo para selecdo de fémeas
de suruvi Steindachneridion scriptum aptas ao tratamento hormonal para
inducdo & desova. No capitulo 1 foi determinado o padrdo de
distribuicdo de frequéncia dos didmetros ovocitarios que melhor
representaram as fémeas maduras através de bidpsia ovariana. As
fémeas que apresentavam ovocitos nas amostras obtidas por bidpsia
ovariana (n=33) foram selecionadas e submetidas ao tratamento
hormonal com extrato hipofisario de carpa para induzir a maturacéo
final e desova dos ovdcitos. De acordo com a resposta & indugédo
hormonal e as taxas de fertilizacdo e eclosdo as fémeas foram divididas
em trés distintos grupos definidos. Grupo A (n=12): Fémeas que
desovaram e produziram ovdcitos viaveis, havendo fertilizagdo dos ovos
e eclosdo de larvas; Grupo B (n=6): Fémeas que responderam ao
tratamento hormonal, desovaram, mas produziram ovécitos que
praticamente ndo fertilizaram ou ndo eclodiram; Grupo C (n=15):
Fémeas que ndo responderam ao tratamento hormonal e ndo liberaram
ovocitos. As fémeas do Grupo A apresentaram padrdo da distribuigdo de
frequéncia dos diametros dos ovdcitos exclusivamente unimodal, com
valores modais entre 1624,20 e 1777,70 um. No capitulo 2 as fases de
desenvolvimento ovocitario de suruvi foram descritas. Ovocitos de 21
fémeas maduras ou em maturacdo e gbnadas de 12 fémeas imaturas,
mantidas em sistemas de cultivo, foram fixados em solugdo de
Karnovsky por 4 e 12h, respectivamente, e em seguida processados com
técnicas histoldgicas de rotina. Foi possivel caracterizar cinco fases que
compdem o ciclo completo do desenvolvimento ovocitario de suruvi.

Palavras-chaves: aquicultura, Steindachneridion scriptum, reproducéo
de peixes, desenvolvimento ovocitario, piscicultura de agua doce.






ABSTRACT

The aim of this study was to establish protocol for selection of female
suruvi Steindachneridion scriptum able to hormonal treatment to induce
spawning. Chapter 1 determined percent frequency distribution of
oocyte diameters that best represented mature females, through ovarian
biopsy. Females which had oocytes in samples obtained by intra-ovarian
biopsy (n = 33) were selected and subjected to hormonal treatment with
carp pituitary extract to induce the final maturation and spawning.
According to the response to hormonal induction and success in
spawning, females were divided into three distinct groups. Group A (n =
12) Females that had spawned and produced viable oocytes, with
fertilization of eggs and hatching larvae; Group B (n = 6): Females
which released eggs, but no fertilization or hatching was obtained;
Group C (n = 15): Females which did not spawned. Females which
responded positively to the hormonal induction and produced viable
oocytes had a unimodal percent frequency distribution of oocyte
diameters, with modal values between 1624.20 and 1777.70 um. Stages
of oocyte development of suruvi were described on chapter 2. Oocytes
of 21 mature females or maturing and 12 immature females, kept in
captivity, were fixed in Karnovsky solution for 4 and 12h, respectively,
and then processed with routine histological techniques. It was possible
to characterize five of oocyte development.

Key words: Aquaculture, Steindachneridion scriptum, reproduction of
fish, oocyte development, freshwater farming.
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INTRODUCAO

A producdo mundial de peixes, incluindo pesca e aquicultura,
tem crescido de forma constante nas ultimas cinco décadas, com a oferta
de peixes para a alimentacdo humana aumentando a uma taxa média
anual de 3,2%, ultrapassando o crescimento da populagdo mundial em
1,6% (FAO, 2014). Os organismos aquaticos contribuiram com 17% da
proteina animal utilizada para alimentagdo em 2010, com grande
destaque para os paises em desenvolvimento, onde essa contribuicdo foi
acima de 75% (WAITE et al., 2014). O consumo global per capita,
excluindo a China, aumentou de uma média de 11,4 kg na década de 60
para 15,4 em 2010 (FAO, 2014). A China tem sido responsavel pela
maior parte do aumento na disponibilidade de peixes, devido a grande
expansdo em sua produgdo, particularmente da aquicultura, e ao intenso
consumo per capita dessa fonte de alimento, o qual apresentou uma taxa
de aumento anual de 6% no periodo de 1990-2010 (FAO 2014).

Em 2012 a producéo aquicola mundial atingiu 90,4 milhdes de
toneladas, sendo que 66,6 milhdes dessa producdo refere-se a
piscicultura, com uma taxa de crescimento anual de 6,2% no periodo de
2000-2012 (FAO, 2014). O Brasil melhorou sua posi¢do no ranking
mundial de forma significativa nos Ultimos anos, alcancando a décima
segunda posicdo em producdo aquicola, no entanto a sua
representatividade em escala mundial é de apenas 1,1%. Para que o
cultivo de peixes permaneca em ascensdo no Brasil, assim como em
outros paises, se faz necessario a disponibilidade de alevinos em
guantidade e qualidade suficientes para serem produzidos e
comercializados, comprovando a importancia da reprodugdo em
cativeiro das espécies (STREIT JR et al., 2002; ANDRADE e YASUI,
2003).

Geralmente a Aquicultura é realizada com espécies,
principalmente exéticas, que apresentam um pacote tecnoldgico bem
desenvolvido, incluindo os conhecimentos sobre a reproducdo em
cativeiro. Um dos desafios da criacdo de peixes esta em inserir animais
nativos, que apresentam interesse comercial, na cadeia produtiva. No
entanto, em grande parte, a reproducdo em cativeiro dessas espécies
segue sendo realizada sem muito controle e de maneira aleatoria
fazendo com que muitos erros sejam cometidos, como por exemplo, as
condi¢cBes ambientais (fotoperiodo, temperatura) impostas durante o
confinamento que diferem daquelas em que o individuo encontra no
ambiente natural; o manejo ndo adequado provocando estresse, e
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enfermidades; a alimentacdo (falta de alimento especifico) (CUETO,
2009). Para contornar tal situacdo, é necessario o desenvolvimento de
técnicas reprodutivas através do conhecimento das caracteristicas da
espécie a ser propagada (época e local de desova, caracteristicas fisico-
guimicas do ambiente, fisiologia e biologia reprodutiva), para que se
possa manipular adequadamente a reproducdo desses animais
(WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; ANDRADE e YASUI, 2003),
uma vez que todos estes equivocos cometidos nas pisciculturas
comerciais afetam a evolucdo normal do processo reprodutivo, pois
interferem diretamente no sistema endocrino em diferentes niveis do
eixo hipotalamo-hipdfise-gbnada (CUETO, 2009).

Mudangas nas variveis ambientais sdo traduzidas em efeitos
sobre 0s processos reprodutivos através do eixo hipotalamo-hipofise-
gbnada (PANKHURST e MUNDAY, 2011). Os sinais ambientais (e.g.
fotoperiodo, temperatura e periodos de chuva) em conjunto com
caracteristicas sociais da espécie (e.g. presenca de outros individuos,
densidade da populagdo, proporcdo de sexo, etc) afetam os drgdos
sensoriais que enviam seus diferentes sinais para varias partes do
cérebro atingindo o hipotadlamo que inicia a producdo do horménio
liberador de gonadotropina (GnRH) (HARVEY e CAROLSFELD,
1993; YARON e SIVAN, 2006; CUETO, 2009). Em resposta ao GnRH
a glandula pituitaria (hipéfise) secreta os horménios gonadotrépicos
(GtH): horménio foliculo estimulante (FSH) e horménio luteinizante
(LH), os quais encontram seus respectivos receptores nas gonadas, onde
ocorrerd a secre¢cdo dos horménios sexuais (Figura 1). Nas fémeas,
estes sdo estrogénios (controlam a vitelogénese) e progesterona
(promove a maturacdo folicular e a ovulagdo) e nos machos, estes séo
andrégenos (regulam a espermatogénese e espermiogénese) e
progesterona (controla a capacitacdo dos espermatozoides e a
espermiacdo) (YARON e SIVAN, 2006).
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O eixo reprodutivo em peixes
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Figura 1. Esquema representativo do eixo hipotalamo-hipofise-gbnada (HPG).
(Adaptado de: La reproduccion de los peces, Carrilo, 2009).

O ciclo reprodutivo é um conjunto de processos sucessivos que
acontece a partir de células germinativas imaturas para a produgdo de
gametas maduros, apresentando como objetivo final a obtencdo de
6vulos fertilizados (MANANOS et al., 2008). A liberagdo dos gametas
maduros para o ambiente externo é um evento altamente sincronizado
entre os processos fisioldgicos de maturagdo gonadal com as condigdes
ambientais, a fim de garantir o sucesso na fertilizacdo dos ovdcitos e o
desenvolvimento de embrides (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004;
MARNANOS et al., 2008).

As células germinativas imaturas evoluem para gametas
maduros através do crescimento do foliculo ovariano, que pode ser
dividido entre dois estagios: pré-vitelogénico (crescimento primario) e
vitelogénico (crescimento secundario), nos quais a maioria dos
nutrientes lipidicos e proteicos necessarios para o desenvolvimento
embrionario e larval é estocada no ovocito (READING e SULLIVAN,
2011). A ovogénese é um processo que compreende a diferenciacdo, o
crescimento e o desenvolvimento de células germinativas femininas e
das membranas envoltérias (Figura 2). A dinamica desse processo é que
determinara a escala de maturidade das espécies e por sua vez, as suas
taticas utilizadas para obterem sucesso na reproducdo (FAVARO et al.,
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2005). Os estudos utilizando histologia permitem o conhecimento e a
observacdo mais detalhada desse processo, sendo considerada a mais
comum e geralmente a mais confiavel técnica para avaliar as estratégias
e taticas reprodutivas das espécies de peixes (KJESBU, 2010),
permitindo a identificacdo dos mecanismos reprodutivos em peixes, o
que é fundamental para a compreensdo do ciclo de vida, do
estabelecimento de diretrizes aos trabalhos de inducdo a desova na
aquicultura e de normas de controle & exploragdo pesqueira
(ZANIBONI-FILHO e RESENDE, 1988).

/\ Crescimento

Ovogonia (P primario

Vacuolos
lipidicos

Granulos de

Ovulacio

L JLVitelogénese

Maturacado final

Figura 2. Modelo de ovogénese em peixe. (Adaptado de READING e SULLIVAN,
2011).

Durante o processo de vitelogénese o horménio foliculo
estimulante (FSH) induz as células theca do foliculo ovariano a
produzirem testosterona, o qual é convertido em 17-p estradiol (E2) nas
células granulosas, o qual estimula o figado a sintetizar vitelogeninas
que através da corrente sanguinea passam a atuar nos ovocitos (génada)
(Figura 3) (HARVEY e CAROLSFELD, 1993; TYLER e SUMPTER,
1996; READING e SULLIVAN, 2011). Em algumas espécies a
vitelogénese pode ser acelerada por inducdo ambiental (temperatura e
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fotoperiodo) ou por inducdo hormonal (aplicacdo de repetidas pequenas
doses de hormdnios gonadotropicos ou implantes de liberacdo continua
de gonadotropinas e testosterona) (HARVEY e CAROLSFELD, 1993).

[ f ; Vitelogeni

‘. Estradial

* Fatores Ambientais
* Fatores Endégenos

A&

%

Figura 3. Vitelogénese em peixes teledsteos. (Adaptado de: Benjamin J. Reading,
Ph.D - http://www4.ncsu.edu/~bjreadin/)

A maioria das espécies de peixes nativos do Brasil, com
potencial para criagdo em cativeiro, é reofilica, que realiza migracdo em
direcdo a nascente do rio na época da reproducdo (PAULINO et al.,
2011). Esse comportamento migratorio é privado nos viveiros de
piscicultura, impedindo que esses peixes atinjam o preparo fisiolégico
para a reproducdo (PEREIRA et al., 2009), pois esses animais deixam
de receber certos estimulos externos, fazendo com que ndo haja a
resposta enddcrina apropriada para a indugcdo da maturacdo gonadal
final, e, dessa forma, os ovarios se desenvolvem apenas parcialmente
(estagio de vitelogénese completa) e entram no “periodo de dorméncia”
(ANDRADE e YASUI, 2003).

O “periodo de dorméncia” ¢é caracterizado pela diminui¢do da
atividade ovariana e sintonia com a adequagéo das condi¢@es ambientais
para que a liberacdo dos ovdcitos ocorra no periodo em que as
caracteristicas do meio ambiente estejam mais adequadas para o
desenvolvimento e sobrevivéncia da prole (ZANIBONI-FILHO e
NUNER, 2004). Essa fase pode durar varios meses, no entanto, se as
alteracbes no ambiente ndo forem suficientes para provocar o
desenvolvimento dos ovécitos, o periodo de dorméncia prosseguira até
que ocorra a absor¢do dos mesmos, geralmente ocasionada por falta de
condi¢Oes ideais para a maturacdo final e desova ou por estresse devido
a fatores ambientais criticos (e.g. oxigénio, temperatura, etc.) e por
manejo inadequado durante a maturacdo final (HARVEY e
CAROLSFELD, 1993; MURGAS et al., 2009).
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Para obter sucesso na reproducdo em cativeiro, é necessario
realizar a selecdo de peixes maduros que apresentem maior
probabilidade de responder positivamente ao processo de inducdo da
maturacdo final e desova (CAROLSFELD, 1989; ZANIBONI-FILHO e
NUNER, 2004). O processo de selecdo consiste na escolha de
exemplares que completaram a vitelogénese e que estdo com as gonadas
no “periodo de dorméncia” (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004). Os
reprodutores de algumas espécies apresentam sinais externos
expressivos que demonstram o estadio de maturacdo gonadal, como
abdémen dilatado e macio, e a papila genital intumescida e avermelhada
nas fémeas; e liberagdo de esperma através de leve pressdo abdominal
ou emissdo de sons e espiculas nas nadadeiras nos machos
(WOYNAROVICH e HORVATH, 1983). Em contrapartida, fémeas de
algumas espécies ndo apresentam caracteristicas tdo evidentes que
facilitem a sua selecdo, o que estimula a busca por métodos mais
objetivos e eficientes para selecionar aquelas aptas a reproducao.

Alguns procedimentos tém sido utilizados para aprimorar a
selegdo de fémeas, como a realizagdo de bidpsias intraovariana para a
analise da distribuicdo da frequéncia percentual dos diametros
ovocitarios (FENERICH-VERANI et al., 1984; ROMAGOSA et al.,
1988) e da posicdo da vesicula germinativa (BRZUSKA, 1979;
NARAHARA, et al., 2002). A utilizacdo da ultrassonografia para avaliar
0 desenvolvimento gonadal de peixes tem sido relatada (MATTSON,
1991; BLYTHE et al., 1994; MARTIN-ROBICHAUD e ROMMENS,
2001), porém as espécies utilizadas nesses estudos sdo geralmente de
clima temperado em contraste com a escassez de dados a respeito de
peixes tropicais, onde apenas um trabalho foi reportado, utilizando
fémeas de Pseudoplatystoma curuscans (CREPALDI, et al., 2006b).

Apds a selecdo dos reprodutores € necessario realizar a inducao
artificial da ovulagdo (amadurecimento final dos ovdcitos) e da desova.
Essa indugdo pode ser realizada de duas maneiras: simulagéo de fatores
ambientais propicios para a espécie, o que estimula a producdo dos
hormdnios, pelo prdprio peixe, que governam e dirigem o processo final
de amadurecimentos das gdnadas; e/ou administracdo de horménios,
com efeito similar ao anterior (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983).

Para as espécies reofilicas brasileiras o método mais utilizado é
a inducdo hormonal, geralmente utilizando extrato hipofisario de carpa
comum (Cyprinus carpio), chamado de hipofisacao.

O método de hipofisacdo difundiu-se no mundo inteiro com a
intensificacdo da piscicultura, o que propiciou o aperfeicoamento da
técnica, com variacdes da origem, preparacdo e purificacdo do extrato de
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hipéfise (STREIT JR et al., 2002). No Brasil, as técnicas de desova
artificial de peixes com o uso de hipofisacdo vinham se desenvolvendo
desde a década de 1930 (ANDRADE e YASUI, 2003) com a equipe de
Rodolpho Von Ihering. Porém, somente foram obtidos resultados
expressivos para os peixes migradores brasileiros na década de 1970,
com a equipe do Departamento Nacional de Obras Contra a Seca
(DNOCS) (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004).

A “hip6fise” ¢ uma glandula que comanda todo o processo de
reproducdo, esta vem sendo industrializada e comercializada por muitos
paises, principalmente os Estados Unidos da América, Canada, Hungria,
Franca, India, China e Japdo. O produto é dissecado de peixes doadores
como a carpa, o salmdo do Atlantico (Salmo salar), e a truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e outros, e exportado lifiolizado em forma de
pd, extrato glicerinado ou em unidades integrais dessecadas (ITANI, et
al., 2010). Para o bom éxito da desova, € necessario que essas glandulas
contenham quantidades adequadas de hormdnios gonadotrépicos
armazenados. A quantidade de gonadotropina esta em seu nivel mais
alto na pituitaria de peixes sexualmente maduros quando as suas
gbnadas alcangam ou quase alcangaram a fase de repouso e durante todo
esse periodo (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983).

O local de acdo do extrato de hipéfise é diretamente sobre as
gbnadas (ovérios e testiculos). Nesse extrato estdo contidos todos os
horménios produzidos pela hipdfise, sobretudo as gonadotrofinas FSH e
LH, que estimulam os ovarios a secretar os hormdnios esterdides
sexuais que desencadeiam os eventos da maturagdo final dos ovocitos,
culminando com a desova (VIVEIROS et al., 2011).

O método de hipofisacdo consiste na administracdo de extrato
hipofisario de peixe, mais comumente utilizado o de carpa comum,
injetado na cavidade celomatica ou via intramuscular nos reprodutores,
em duas aplicacGes, sendo que o tempo entre elas e a dosagem hormonal
distribuida entre as doses varia de acordo com a exigéncia de cada
espécie (CREPALDI et al., 2006a), com o grau de maturacdo dos
reprodutores e com 0 método de inducéo escolhido (ZANIBONI-FILHO
e WEINGARTNER, 2007).

Para o suruvi (Figura 4), Steindachneridion scriptum (Ribeiro,
1918), uma espécie reofilica encontrada nas bacias hidrograficas do rio
Uruguai e alto rio Parana (GARAVELLO, 2005), a inducdo hormonal
tem apresentado bons resultados com a utilizacdo de extrato hipofisario
de carpa (ZANIBONI-FILHO et al., 2010).

O procedimento de inducdo hormonal, normalmente utilizado
nos trabalhos com o suruvi, demonstra a aplicacdo de uma dosagem
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prévia de extrato hipofisario de carpa (EPC), equivalente a 0,25 mg de
EPC kg™ de peixe entre 12 e 24 horas antes do tratamento convencional,
quando as fémeas recebem 0,5 e 5,0 mg de EPC kg™ de peixe e 0s
machos 0,4 e 4,0 mg de EPC kg™ de peixe, sempre aplicadas com
intervalo aproximado de 12 horas. Esse protocolo € o recomendado por
Zaniboni-Filho e Barbosa (1996).

Figura 4. Steindachneridion scriptum. Fonte: Acervo LAPAD

Essa espécie habita locais profundos que sucedem corredeiras
em rios de médio a grande porte (AGOSTINHO et al., 2008). Apresenta
habito alimentar piscivoro se alimentando de presas inteiras (MEURER
e ZANIBONI-FILHO, 2000) e apresenta maior atividade durante a noite
(ZANIBONI-FILHO e SHULZ, 2003). A partir de capturas cientificas
foram registrados exemplares com tamanho maximo de 90 cm de
comprimento total e 7,0 kg, sendo considerado de grande porte
(ZANIBONI-FILHO et al., 2004).

O S. scriptum é uma espécie iteropara (reproduz-se mais do que
uma vez na vida); ovipara (fertilizacdo e desenvolvimento embrionario
externo ao sistema reprodutivo materno); e gonocoristica (génada
feminina e masculina desenvolvida separadamente em cada individuo).
Mas, informagfes sobre o comportamento reprodutivo do suruvi sdo
escassas. Zaniboni-Filho et al. (2010) e Agostinho et al. (2003), o
descrevem como migrador de pequenos deslocamentos e que, portanto,
ndo consegue completar o ciclo de maturacdo gonadal quando mantido
em cativeiro, necessitando dos tradicionais processos de selecdo de
reprodutores e posterior indu¢do hormonal.

Considerando o ciclo reprodutivo do suruvi em ambiente
natural Meurer e Zaniboni-Filho (2000) verificaram que o mesmo
apresenta desova total, concentrada durante a primavera, com a
liberacdo de ovocitos com diametro médio de 1,43 mm e fecundidade
relativa média de 16.090 ovocitos/kg de peixe. Reynate-Tataje et al.
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(2012) observaram a presencga de ovos, no rio Uruguai, entre os meses
de outubro e novembro. Quando mantidas em cativeiro fémeas de S.
scriptum apresentaram gbénadas em processo de regressdao no més de
dezembro (MEURER e ZANIBONI-FILHO, 2000). As observagdes
destes estudos demonstram que esta espécie apresenta curto periodo
reprodutivo, ocorrendo desovas concentradas entre os meses de outubro
e dezembro.

O S. scriptum estd listado no livro vermelho das espécies
brasileiras ameacadas de extingdo (AGOSTINHO et al.,, 2008), o
conhecimento sobre a biologia reprodutiva e a reprodugdo em cativeiro
de espécies vulneraveis contribui para a manutencdo das populagdes,
assim como para o estabelecimento de tecnologias de cultivo para o
desenvolvimento da aquicultura.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estabelecer protocolo para selecdo de fémeas de suruvi
Steindachneridion scriptum aptas ao tratamento hormonal para indugéo
a desova.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Definir o diametro ovocitario modal das fémeas aptas ao
tratamento de inducéo a reproducao;
e Descrever as fases de desenvolvimento ovocitario do suruvi.

JUSTIFICATIVA

O suruvi € uma espécie ameagada de extin¢do e dessa forma
necessita de estudos que visem a sua conservacdo. Além disso,
apresenta caracteristicas importantes para a sua inser¢do na piscicultura
sul brasileira, tais como: alto valor de mercado tanto pelo sabor da sua
carne quanto pelo seu porte; resisténcia as temperaturas mais baixas
durante o inverno, mantendo sua atividade alimentar durante todo o ano
e ja esta inserido na pesca regional.

O conhecimento das fases morfoldgicas dos ovécitos durante o
ciclo de maturacdo gonadal, e a selecdo de fémeas maduras para a
reproducdo em cativeiro, sdo informagdes que podem contribuir para a
manutencdo das populagcdes naturais, além de auxiliar no
estabelecimento de tecnologias de cultivo para o desenvolvimento do
setor produtivo. A obtencdo dessas informagfes pode dar suporte para
elaboracdo de um pacote tecnolégico do cultivo do suruvi,
possibilitando o seu cultivo em diferentes regiées geograficas do sul do
Brasil.
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CAPITULO 1 - DIAMETRO OVOCITARIO PARA SELECAO DE
FEMEAS MADURAS DE SURUVI Steindachneridion scriptum EM
CONDIGOES DE CATIVEIRO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi determinar o padrdo de distribuicdo de
frequéncia dos diametros ovocitarios que melhor representa as fémeas
maduras de Steindachneridion scriptum. As fémeas que apresentavam
ovOcitos nas amostras obtidas por bidpsia ovariana (n = 33) foram
selecionadas e seus ovocitos divididos em duas subamostras, uma para
mensuracdo dos didmetros e outra para analise histologica. E entdo
submetidas ao tratamento hormonal com extrato hipofisério de carpa
para induzir a maturagdo final e desova dos ovoécitos. De acordo com a
resposta & inducdo hormonal e as taxas de fertilizacdo e eclosdo as
fémeas foram divididas em trés distintos grupos definidos. Grupo A
(n=12): Fémeas que desovaram e produziram ovécitos viaveis, havendo
fertilizacdo dos ovos e eclosdo de larvas apresentou padrdo da
distribuicdo de frequéncia dos didmetros dos ovécitos exclusivamente
unimodal com valores modais entre 1624,20 e 1777,70 um. Grupo B
(n=6): Fémeas que responderam ao tratamento hormonal, desovaram,
mas produziram ovécitos que praticamente ndo fertilizaram ou ndo
eclodiram, os valores modais foram representados pelas classes de
tamanho de 1317,2 e 1777,7 pum, com distribuicdo unimodal e bimodal;
Grupo C (n=15): Fémeas que nao responderam ao tratamento hormonal
e ndo liberaram ovdcitos, os valores modais variaram de 549,7 a 1931,2
pm, com distribuicdo unimodal, bimodal e polimodal.

Palavras-chaves: biopsia intraovariana, reproducédo de peixes, diametro
dos ovdcitos.

OOCYTE DIAMETER FOR SELECTION OF FEMALES OF
SURUVI Steindachneridion scriptum IN CAPITIVITY

ABSTRACT

The aim was to determine the pattern of oocyte diameter frequency
distribution in mature females of Steindachneridion scriptum. Females
which had oocytes in samples obtained by intra-ovarian biopsy (n = 33)
were selected and them oocytes divided into two subsamples, one for
measurement of diameter and one for histological analysis. And then,
they were subjected to hormonal treatment with carp pituitary extract to
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induce the final maturation and spawning. According to the response to
hormonal induction and success in spawning, females were divided into
three distinct groups. Group A (n = 12) Females that had spawned and
produced viable oocytes, with fertilization of eggs and hatching larvae,
had a unimodal percent frequency distribution of oocyte diameters, with
1624.2 and 1777.7 um. Group B (n = 6): Females which released eggs,
but no fertilization or hatching was obtained, modal values between
1317.2 e 1777.7 pm, with unimodal and bimodal distribution of oocyte
diameters. Group C (n = 15): Females which did not spawned, the
modal values ranged from 549.7 to 1931.2 um with unimodal, bimodal
and polymaodal distribution.

Keywords: intraovarian biopsy, fish reproduction, oocyte diameter.

INTRODUCAO

Steindachneridion  scriptum  (Ribeiro, 1918), espécie
popularmente conhecida como suruvi ou bocudo, € uma representante
da ordem dos Siluriformes e da familia Pimelodidae. Encontrada nas
bacias hidrogréaficas do rio Uruguai e alto rio Parana (GARAVELLO,
2005), essa espécie encontra-se listada no livro vermelho das espécies
brasileiras ameacadas de extingdo (AGOSTINHO et al.,, 2008). O
conhecimento sobre a biologia reprodutiva de espécies vulneraveis
contribui para a definicdo de estratégias de manejo destinadas a
manutencdo destas, assim como para 0 entendimento das técnicas de
reproducdo em cativeiro, que podem ser utilizadas para acgbes de
conservacao e para o desenvolvimento da aquicultura.

Informagbes sobre o comportamento reprodutivo do suruvi sdo
escassas. Contudo, Zaniboni-Filho et al. (2010) e Agostinho et al.
(2003) descrevem a espécie como sendo migradora que realiza pequenos
deslocamentos e que, portanto, ndo consegue completar o ciclo de
maturacdo gonadal quando mantida em condi¢cBes de cativeiro,
necessitando dos tradicionais processos de selecdo de reprodutores para
posterior indugdo hormonal.

Para obter sucesso na reproducdo de peixes em cativeiro, é
necessario realizar a selecdo de individuos maduros que apresentam
maior probabilidade de responder positivamente ao processo de inducao
hormonal da maturacdo final e desova (CAROLSFELD, 1989;
ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004). Carolsfeld (1989) considera essa
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etapa a mais importante para o sucesso da desova. O processo de selecdo
consiste na escolha de exemplares que completaram a vitelogénese e
que estejam com os ovarios no “periodo de dorméncia” (ZANIBONI-
FILHO e NUNER, 2004). Zaniboni-Filho et al. (2010) descrevem as
dificuldades encontradas para selecionar fémeas maduras de suruvi, pois
estas apresentam sinais externos menos evidentes do que o observado
para outras espécies, sendo que sdo indica¢des normalmente utilizadas
para a identificacdo de fémea madura, como as descritas por
Woynarovich e Horvath (1983): abdémen dilatado e macio, papila
genital intumescida e avermelhada. Essa dificuldade exige a busca de
métodos mais objetivos e eficientes para selecionar fémeas de suruvi
que estejam aptas a reprodugdo induzida.

Algumas técnicas sdo utilizadas para facilitar a selecdo de
fémeas maduras, entre elas a realizagdo de bidpsias intraovarianas para a
analise da distribuicdo da frequéncia dos didmetros ovocitarios
(SHEHADEH et al., 1973; FENERICH-VERANI et al., 1984;
ROMAGOSA et al., 1990), no entanto, sem nenhuma informacéo
relativa a selecdo de S. scriptum. Levando em conta os resultados
apresentados por esses autores, forma-se a hipotese de que é possivel
aplicar a mesma técnica para selecionar fémeas maduras de suruvi.

Com isso o presente trabalho tem como objetivo determinar o
padrdo de distribuicdo de frequéncia dos didmetros ovocitarios que
melhor representa as fémeas maduras de S. scriptum, aquelas que se
encontram aptas ao inicio da reproducédo induzida.

MATERIAL E METODOS

O plantel de reprodutores utilizado é composto por exemplares
da primeira geracdo filial (F1) de progenitores selvagens capturados no
Alto rio Uruguai, tendo sido produzidos a partir de reproducdo induzida
realizada no ano de 2009 pelo Laboratério de Biologia e Cultivo de
Peixes de Agua Doce (LAPAD/UFSC). Todos os exemplares estdo
identificados individualmente com marcas internas do tipo PIT-tag
(Passive Integrated Transponder) e estavam estocados em unidades de
piscicultura situadas em trés municipios de Santa Catarina,
representando distintas macrorregides do estado (Vale do Itajai e
Planalto Norte em tanques escavados em estacdes de piscicultura da
Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina
(EPAGRI); Meio Oeste em tanques-rede de 8m® alocados no
reservatorio da usina hidrelétrica de Ita).



30

Os peixes foram alimentados diariamente com ragdo comercial
contendo de 32 a 40% de proteina bruta ad libitum, duas vezes ao dia.
Os exemplares foram manuseados para a selecdo de fémeas maduras
apenas dentro do periodo reprodutivo da espécie, compreendido entre
setembro e dezembro.

Em um primeiro momento buscou-se selecionar as fémeas
maduras utilizando o método convencional apresentado por
Woynarovich e Horvath (1983), no entanto, esses sinais externos foram
pouco expressivos e se mostraram insuficientes para garantir a
identificacdo de fémeas maduras. Dessa forma, a cada amostragem a
totalidade dos peixes estocados foi submetida ao mesmo tratamento. Em
cada exemplar foi aplicada uma leve pressdo abdominal no sentido
anteroposterior, sendo que aqueles que ndo liberaram sémen foram
caracterizados como sendo fémeas, e entdo submetidos ao método de
canulagdo (biopsia gonadal). As fémeas que apresentavam ovécitos nas
amostras obtidas por canulagdo foram selecionadas e submetidas aos
procedimentos de biometria (peso e comprimento total).

As amostras de ovdcitos foram coletadas com auxilio de cateter
plastico n°10 introduzida na papila urogenital das fémeas. Somente
foram consideradas as amostras que apresentaram nimero superior a 50
ovocitos. Para a mensuracgao dos didmetros dos mesmos uma amostra foi
fixada em solucdo de Gilson modificada (SIMPSON, 1951) por 30
minutos, sendo periodicamente submetida a agitagdo manual para
auxiliar a acdo da solucdo e mantida até a liberacdo dos ovécitos devido
a digestdo do estroma ovariano, quando foi transferida para alcool 70°
GL (VAZZOLER, 1996). Os ovécitos fixados foram fotografados em
estereomicroscdpio (Leica EZ 4 HD 8x) com auxilio do software LAS
EZ e seus didmetros medidos utilizando o software Ip-win 32. Foi
utilizado o valor médio obtido entre o maior e 0 menor didmetro de cada
ovocito para representa-lo (ZANIBONI-FILHO e RESENDE, 1988).

Os valores dos diametros médios foram plotados em graficos de
distribuicdo de frequéncia, utilizando o mesmo intervalo, amplitude e
ndmero total de classes para todas as fémeas, a fim de facilitar a
comparacdao entre os graficos. Foram realizados os célculos de curtose e
assimetria para cada fémea.

Outra amostra de ovdcitos igualmente obtida por canulacdo foi
fixada em solucdo Karnovsky (1965) (Paraformol 2% + Glutaraldeido
2% + Tampéo fosfato 0,1 M — pH 7,4) por um periodo de 4 horas, € a
seguir processada segundo as técnicas rotineiras de inclusdo em parafina
e coloracdo hematoxilina-eosina. As laminas foram analisadas em
microscdpio de luz (LEICA ICC50 HD) e fotografadas utilizando o
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software LEICA EZ, sendo as fases de desenvolvimento dos ovocitos
caracterizadas conforme metodologia descrita por Vazzoler (1996).

Todas as fémeas que apresentaram ovocitos no momento da
canulagdo foram submetidas aos procedimentos de reproducéo induzida
com extrato hipofisario de carpa (EPC), segundo protocolo sugerido por
Zaniboni-Filho e Barbosa (1996).

Os gametas de ambos os sexos foram extrusados manualmente
através de massagem abdominal realizada imediatamente apds a
ovulacdo das fémeas, sendo primeiramente obtidos os ovdcitos e
posteriormente 0 sémen dos machos para a imediata fertilizacao.

Imediatamente ap6s a desova, a totalidade dos ovdcitos
extrusados foi pesada e uma pequena amostra de ovocitos (cerca de
0,5g) foi coletada e pesada para posterior contagem e determinacéo da
fecundidade absoluta (nimero de ovdcitos obtidos de cada fémea) e da
fecundidade relativa individual (nimero de ovécitos obtidos por unidade
de peso corpéreo).

Os ovocitos de cada fémea foram fertilizados a seco com o uso
de uma solugdo composta por sémen obtido de 8 machos, em volumes
semelhantes, e os ovos distribuidos em incubadoras cilindrico-conicas
com fluxo ascendente.

A taxa de fertilizacdo foi estimada entre 8 e 10 horas ap6s a
juncdo dos gametas, sendo considerados ovos viaveis aqueles que se
apresentavam na fase do fechamento do blastoporo (REYNATE-
TATAJE et al., 2002). Uma amostra de cada incubadora foi retirada e
um total de 100 ovos foi avaliado com auxilio de estereomicroscépio
para determinar a fase do desenvolvimento embrionario. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes e a média do nimero de
ovocitos na fase de fechamento do blastoporo representa a taxa de
fertilizacdo da incubadora.

Apbés a eclosdo, foi quantificada a totalidade das larvas
presentes em cada incubadora, permitindo assim estimar a taxa de
eclosdo, que tomou por base o nimero de ovacitos fertilizados, portanto,
passiveis de completar o desenvolvimento embrionario e eclodir.

RESULTADOS

Foram identificados trés grupos distintos de fémeas de S.
scriptum de acordo com a resposta a inducdo hormonal: as que
produziram ovos vidveis; aquelas que liberaram ovocitos com
viabilidade baixa ou nula e as que ndo responderam positivamente ao
tratamento e assim ndo ovularam. As fémeas de cada um desses grupos
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que apresentavam similaridade nos valores modais de didmetro
ovocitario, de curtose e assimetria foram agrupadas e representadas por
um unico histograma.

Grupo A - Fémeas que desovaram e produziram ovdcitos
vidveis, havendo fertilizacdo dos ovos e eclosdo de larvas (n = 12). A
desova ocorreu de 5 a 9 horas ap6s a aplicacdo da segunda dose de
horménio e apresentaram taxas de fertilizacdo e eclosdo média de 26,24
e 37,8%, respectivamente (Tabela 1).

A distribuicéo de frequéncia dos didmetros dos ovocitos dessas
fémeas foi exclusivamente assimétrica negativa. Os valores de curtose
variaram de -0,76 a 3,04, sendo que 75% das fémeas apresentaram
curtose positiva (Figura 6 A, B e D).

Destacaram-se dois valores modais 1624,2 e 1777,7 yum com
distribuic@o unimodal (Figura 6).
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Figura 5. Distribuicéo de frequéncia porcentual do didmetro dos ovocitos de suruvi,
Steindachneridion scriptum do Grupo A (fémeas que responderam ao tratamento
hormonal e produziram ovdcitos viaveis) n = 12.

Grupo B - Fémeas que responderam ao tratamento hormonal,
desovaram, mas produziram ovdcitos que praticamente nao fertilizaram
ou ndo eclodiram (n = 6). Apesar da liberacdo de ovocitos por extrusao,
de 6 a 12 horas ap6s a segunda aplicacdo de EPC, a taxa de fertilizacdo
dos ovos e de eclosdo das larvas foi nula ou extremamente baixa, com
valores médios de 4,59 e 0,16%, respectivamente (Tabela 1).

A distribuicdo de frequéncia porcentual dos didmetros
ovocitarios apresentou assimetrias tanto negativas quanto positivas, com
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padrdo unimodal ou bimodal. Os valores de curtose variaram de -1,26 a
0,70, sendo que 66,7% destes eram negativos (Figura 7 A, D e E).

Os valores modais foram representados pelas classes de
tamanho de 1317,2 e 1777,7 um, além da participacdo varidvel da classe
de ovécitos com didmetro de 1931,2 um (Figura 7).
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Figura 6. Distribuicéo de frequéncia porcentual do didmetro dos ovocitos de suruvi,
Steindachneridion scriptum do Grupo B (fémeas que produziram ovocitos com
viabilidade baixa ou nula) n = 6.

Grupo C - Fémeas que ndo responderam ao tratamento
hormonal e ndo liberaram ovécitos (n = 15).

A distribuicdo porcentual dos valores do diametro dos ovdcitos
apresentou caracteristicas unimodal, bimodal ou polimodal. Com
assimetrias tanto negativas quanto positivas e valores de curtose
variando de -1,40 a 5,56, sendo que 53,3% desses valores foram
negativos (Figura 8 B, Ce F).

Os valores modais variaram de 549,7 a 1931,2 um (Figura 8).
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Figura 7. Distribuicéo de frequéncia porcentual do didmetro dos ovocitos de suruvi,
Steindachneridion scriptum do Grupo C (fémeas que ndo desovaram) n =15.

Através da analise histolégica da amostra obtida da fémea
(Figura 8 F) que apresentou o maior valor modal (1931,21 pm), podem
ser observados muitos ovocitos que demonstravam sinais de atresia
folicular, como a ruptura da membrana vitelinica e o citoplasma
desorganizado (Figura 9 A). Dentre as fémeas (Figura8 B, C, D, E, G e
H) com valor modal <1470,70 pm, foi observada a predominancia de
ovocitos em inicio de vitelogénese lipidica, com o aparecimento de
vacuolos lipidicos, ou do estoque de reserva (Figura 9 B).
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Figura 8. (A) Ovdcitos com sinais de atresia folicular (atr) obtidos da fémea que
apresentou ovoécitos com maior didmetro modal (1931,21 pum). (B) Ovocitos em
vitelogénese lipidica (VL) e do estoque de reserva (ER) de fémeas que apresentaram
ovocitos com didmetro modal <1470,70 p.

As fémeas dos Grupos C com diametro modal entre 1624,2 e
1777,7 um e distribuicdo unimodal demonstraram, através da analise
histolégica dos ovacitos, a presenca de foliculos atrésicos (Figura 9).
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Figura 9. Analise histoldgica de ovocitos de fémeas do Grupo C (fémeas que ndo
desovaram) com distribui¢do unimodal e modas entre 1624,2 e 1777,7 um. Presenca
de foliculos atrésicos (atr).

Dentre as fémeas de suruvi de todos o0s grupos que
apresentaram distribuicdo unimodal com modas entre 1624,2 e 1777,7
pm (Figuras 6 A, B, Ce D; 7 A e B; 8 A) (n=20), um total de 60%
respondeu positivamente a inducdo hormonal e produziu ovocitos
vidveis.
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Tabela 1. Varidveis reprodutivas das fémeas de S. scriptum dos diferentes grupos.
As variaveis estdo apresentadas como média (+ desvio-padréo).

Grupos de fémeas

Parémetro
A B C
N 12 6 15
Peso (g) 1436,25  1430,67  1626,81
g (458,84)  (41516)  (513,30)
Comprimento (cm) ?525617) ?61517) (552’8785;
Peso da desova (g) (1171’452 ééig) 0
Diametro ovocitario (um) (1458331‘33) (1‘51262’2) (1237257’7556)
Fecundidade relativa 4870 3020 0
(n° ovdcitos/kg de fémea) (2526) (2948)
Taxa de fertilizacédo (%) (igi‘ll) (141’5296) 0
Taxa de ecloséo (%0) (Z’g’g) (8’}12) 0
NUmero de larvas 11287 16 0

* Grupo A - Fémeas que desovaram e produziram ovocitos vidveis, havendo
fertilizacdo dos ovos e eclosdo de larvas. Grupo B - Fémeas que responderam ao
tratamento hormonal, desovaram, mas produziram ovdcitos que praticamente ndo
fertilizaram ou ndo eclodiram. Grupo C - Fémeas que ndo responderam ao
tratamento hormonal e n&o liberaram ovdcitos.

DISCUSSAO

Todas as fémeas que desovaram havendo fertilizacdo dos ovos e
eclosdo de larvas apresentaram, no momento que foram selecionadas
para iniciar o tratamento hormonal, seus didmetros ovocitarios modais
entre 1624,2 e 1777,7 um e com distribuicdo unimodal. Essas fémeas
responderam positivamente ao tratamento hormonal e produziram
ovocitos viaveis, comprovado pela existéncia de fertilizacdo e da
eclosdo de larvas. Isso indica que os ovdcitos com esse diametro
completaram a vitelogénese e estavam no “periodo de dorméncia”,
nestas a indugdo hormonal foi eficaz para estimular a maturacdo final,
ovulacéo e a liberacdo dos ovdcitos.
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As fémeas que apresentaram didmetro modal superior a essa
faixa de tamanho ndo apresentaram sucesso na desova, tendo sido
comprovado pela andlise histologica que ja& haviam iniciado a
reabsorcdo gonadal. Resultados semelhantes foram observados para
curimbatd (Prochilodus scrofa) (FENERICH-VERANI et al., 1984) e
para 0 pacu (Piaractus mesopotamicus) (ROMAGOSA et al., 1990),
além do registrado para o matrinxa (Brycon cephalus), onde além de
observar uma baixa taxa de fertilizagdo foi verificada uma elevada taxa
de deformidade nas poucas larvas produzidas (ROMAGOSA et al.,
2001).

As fémeas de suruvi que tinham os maiores valores de diametro
da classe modal apresentavam ovdcitos atrésicos e nao tiveram sucesso
na inducdo hormonal, tornando claro que essa é uma caracteristica que
deve ser evitada na selecdo de fémeas de suruvi para induzir & desova.
Varios autores tém observado que um dos sinais do inicio da atresia
celular é a hipertrofia das células foliculares (R1ZZO e BAZZOLI,
1995; MYLONAS et al., 1997; MIRANDA et al., 1999 ).

Além disso, algumas fémeas do Grupo C (fémeas que ndo
desovaram) que apresentaram caracteristicas unimodais e modas entre
1624,2 e 1777,7 um também demonstraram grande incidéncia de
foliculos atrésicos o que pode ter influenciado na resposta a indugédo
hormonal. Decorrido um determinado tempo em que 0s ovocitos
completam a vitelogénese, quando estdo preparados para a maturagao
final e producdo de gametas vidveis, caso as condi¢cGes ambientais e
fisioldgicas ndo proporcionem a desova, tem inicio a reabsorcao celular
ou atresia folicular (VAZZOLER, 1996; ZANIBONI-FILHO e NUNER,
2004). Os foliculos vitelogénicos sdo mais propensos a atresia do que
aqueles que ndo atingem a vitelogénese (GENTEN et al., 2008),
principalmente quando o0s peixes sdo mantidos em cativeiro
(MIRANDA et al, 1999).

As assimetrias negativas de todas as fémeas do Grupo A
indicam que estas apresentaram seus valores modais dos didmetros dos
ovocitos maiores do que suas médias e que estes valores estdo mais
concentrados nas classes de tamanho & direita do eixo x.

O valor de curtose pode ser utilizado para descrever o formato
da distribuicdo de frequéncia, bem como pode ser interpretado como
uma medida de unimodalidade versus bimodalidade (DARLINGTON,
1970). Valores negativos altos de curtose indicam uma tendéncia a
bimodalidade, sendo que o valor de -1,2 pode indicar um ponto de
divisdo entre esses dois padrbes de distribuicdo (DECARLO, 1997). No
Grupo A o maior valor negativo de curtose foi de -0,76, confirmando o



39

padrdo da distribuicdo de frequéncia dos diametros dos ovdcitos
exclusivamente unimodal. Ja nos Grupos B e C tiveram valores de
curtose menores que -1,2 indicando a tendéncia & bimodalidade, o que
pode ser percebido pelo histograma de frequéncia.

Os resultados de indugdo hormonal obtidos com outros
siluriformes, utilizando extrato hipofisario de carpa, revelam que a taxa
de fémeas que respondem positivamente ao indutor oscila entre 58,3% e
70,4% Pseudoplatystoma corruscans e Pimelodus maculatus (SATO et
al., 2003); Pseudoplatystoma spp. (CREPALDI, 2006); Sorubim lima
(SHIBATTA et al., 2011). Dessa forma, a aplicacdo do método de
selegdo de fémeas maduras de suruvi pela distribuicdo de frequéncia dos
didmetros dos ovécitos pode ser considerada satisfatdria, permitindo
obter taxa de sucesso semelhante a observada para outros bagres
utilizados na piscicultura sul-americana.

CONCLUSAO

E possivel selecionar fémeas maduras de S. scriptum através da
andlise da distribuicéo de frequéncia dos didmetros dos ovécitos. Devem
ser selecionadas para o tratamento de indugdo hormonal as fémeas que
apresentam padréo de distribuicdo unimodal e com o didmetro modal
entre 1624,2 e 1777,7 pm.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO OVOCITARIO DE
SURUVI Steindachneridion scriptum EM CONDICOES DE
CATIVEIRO

RESUMO

As fases de desenvolvimento ovocitario de fémeas de suruvi
(Steindachneridion scriptum) mantidas em cativeiro foram descritas.
Ovdcitos de 21 fémeas maduras ou em maturacdo e ovarios de 12
fémeas imaturas, mantidas em sistemas de cultivo, foram fixados em
solucdo de Karnovsky por 4 e 12 horas, respectivamente. Em seguida
foram processados através das técnicas rotineiras da histologia, com
inclusdo em parafina, e coloragdo em hematoxilina-eosina. As laminas
foram analisadas em microscépio de luz e os ovécitos foram medidos
utilizando o software LAS EZ, usando-se a média entre 0 maior e 0
menor didmetro de cada ovécito para representa-lo. Foi possivel
caracterizar cinco fases que compdem o ciclo completo do
desenvolvimento ovocitario de suruvi. FASE |: Ovogodnias iniciais com
didmetro médio de 9,5 +4,46um; FASE Il: Ovdcitos do estoque de
reserva, didmetro médio de 67,6 +15,61um; FASE Ill: Ovécitos com
vitelogénese lipidica, medindo 175,6 +56,58um; FASE IV: Ovdcitos
com vitelogénese lipidica e protéica, didmetro médio de 797,65
+136,10um; FASE V: Ovdcitos com vitelogénese completa com
didmetro médio de 1184,98 +£171,13um. Os foliculos atrésicos foram
encontrados em ovarios de suruvi em estadio de maturacéo e maduros.

Palavras-chaves: histologia; ovogénese; reproducdo de peixes,
vitelogénese

OOCYTE DEVELOPMENT OF THE SURUVI Steindachneridion
scriptum IN CAPTIVITY

ABSTRACT

The stages of oocyte development of the suruvi females
(Steindachneridion scriptum) kept in captivity have been described.
Oocyte of 21 mature or maturing females and ovaries of 12 immature
females were fixed in Karnovsky solution for 4 and 12 hours,
respectively. And then were processed through the routine technique of
histology, embedded in paraffin, and stained with hematoxylin-eosin.
The slides were examined under a light microscope and the oocytes
were measured using the LAS EZ software, using the average of the
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largest and the smallest diameter of each oocyte to represent it. It was
possible to characterize five phases of the complete cycle of oocyte
development of suruvi. PHASE I: Initial oogonia with a mean diameter
of 9.5 + 4,46pum; PHASE II: Oocytes of the stock of reserves, average
diameter of 67.6 =+ 15,6lum; PHASE III: oocytes with lipid
vitellogenesis, measuring 175.6 = 56,58um; PHASE IV: oocytes with
lipid and protein vitellogenesis, mean diameter of 797.65 + 136,10um;
PHASE V: vitellogenic oocytes with a mean diameter of 1184.98 +
171,13pum. The atretic follicles were found in females of suruvi in
maturity stage and mature stage.

Keywords: histology, oogenesis, reproduction of fish, vitellogenesis

INTRODUCAO

A maioria das espécies de peixes nativos do Brasil, com
potencial para criagdo em cativeiro, é de peixes reofilicos, que migram
em direcdo a nascente do rio na época da reproducdo (PAULINO et al.,
2011). Esse comportamento migratério é privado nos viveiros de
piscicultura, impedindo que esses peixes atinjam o preparo fisiolégico
para a reproducdo (PEREIRA et al., 2009). Os animais deixam de
receber certos estimulos externos e perdem a resposta enddcrina
apropriada para a indugdo da maturacdo gonadal final. Dessa forma os
ovarios se desenvolvem apenas parcialmente (estagio de vitelogénese
completa) e entram no “periodo de dorméncia” (ANDRADE e YASUI,
2003).

No “periodo de dorméncia” ocorre diminui¢do da atividade
ovariana e sintonia com a adequacdo das condi¢cGes ambientais para a
liberacdo dos ovocitos ocorrer numa época em que 0 meio ambiente
estejam mais adequado ao desenvolvimento e sobrevivéncia da prole
(ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004). Essa fase pode durar varios
meses e se as alteragcfes no ambiente ndo forem suficientes para
provocar o desenvolvimento dos ovdcitos, podera prosseguir até que
ocorra a absorcdo dos ovocitos. Geralmente, ocasionada por falta de
condi¢Oes ideais para a maturacdo final e desova, ou por estresse devido
a fatores ambientais criticos (e.g. oxigénio, temperatura, etc.), e por
manejo inadequado durante a maturagdo final (HARVEY e
CAROLSFELD, 1993; MURGAS et al., 2009).

O sucesso da reprodugdo em cativeiro requer a selecdo de
peixes maduros com maior probabilidade de responder positivamente ao
processo de inducdo da maturacdo final e desova (CAROLSFELD,
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1989; ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004). O processo de selecdo
consiste na escolha de exemplares que completaram a vitelogénese e
que estdo com as gonadas no “periodo de dorméncia” (ZANIBONI-
FILHO e NUNER, 2004). Sendo assim, a identificagio da etapa em que
a ovogénese se encontra é fundamental para a selecdo adequada destes
animais.

Ovogénese € um processo que compreende a diferenciacdo, o
crescimento e o desenvolvimento de células germinativas femininas e
das membranas envoltérias. A dinamica desse processo € que
determinara a escala de maturidade das espécies e por sua vez, as suas
taticas utilizadas para obterem sucesso na reproducio (FAVARO et al.,
2005). Os estudos utilizando histologia permitem o conhecimento e a
observacdo mais detalhada desse processo, sendo considerada a mais
comum e, geralmente, a mais confidvel técnica para avaliar as
estratégias e taticas reprodutivas das espécies de peixes (KJESBU,
2010).

Com a realizagdo desse tipo de estudo é possivel identificar os
mecanismos reprodutivos em peixes, o que é fundamental para a
compreensdo do ciclo de vida, do estabelecimento de diretrizes aos
trabalhos de indugéo a desova na aquicultura e de normas de controle a
exploracdo pesqueira (ZANIBONI-FILHO e RESENDE, 1988).

A espécie utilizada nesse estudo, Steindachneridion scriptum
(Ribeiro, 1918), é popularmente conhecida como suruvi ou bocudo,
representante da ordem dos Siluriformes e da familia Pimelodidae.
Encontrada nas bacias hidrogréficas do rio Uruguai e alto rio Parana
(GARAVELLO, 2005). Os trabalhos que visam descrever aspectos
reprodutivos dessa espécie ainda sio escassos. E sabido que o suruvi é
uma espécie migradora de pequenos deslocamentos (ZANIBONI-
FILHO et al., 2010; AGOSTINHO et al., 2003) e com desova total
concentrada durante a primavera (MEURER e ZANIBONI-FILHO,
2000).

Esse trabalho objetiva realizar a primeira descricédo e ilustragdo
dos processos de ovogénese de fémeas de S. scriptum mantidas em
cativeiro, através de técnicas histoldgicas.

MATERIAL E METODOS

As fémeas de suruvi avaliadas nesse trabalho sdo da primeira
geracdo filial (F1) de progenitores selvagens capturados no Alto rio
Uruguai e produzidos a partir de reproducéo induzida realizada em 2009
pelo Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce



46

(LAPAD/UFSC). Todos o0s exemplares estdo identificados
individualmente com marcas internas do tipo PIT-tag (Passive
Integrated Transponder).

Para obtencéo de ovdcitos em todos os niveis de maturacéo, as
fémeas estavam estocadas em dois diferentes sistemas de cultivo, no
entanto, todas eram exemplares da primeira geracéo filial provenientes
da reproducgdo induzida de reprodutores coletados no alto rio Uruguai.
Fémeas imaturas mantidas em laboratério (n=12), com peso e
comprimento (média + desvio padrdo) de 302,63 +76,53g e 31,71
+2,59cm, respectivamente. Fémeas em maturagdo e maduras mantidas
em viveiros escavados (n=21), com peso e comprimento de 1921,21
+473,79g e 54,14 £7,13cm, respectivamente.

As fémeas imaturas foram sacrificadas para a retirada dos
ovarios em julho de 2013, enquanto que nas fémeas maduras ou em
maturacdo as amostras de ovocitos foram obtidas através de bidpsia
ovariana, utilizando cénula pléstica n°10, de setembro a dezembro de
2013. Tanto os ovarios quanto os ovdcitos foram fixados em solugéo de
Karnovsky (1965) modificada (Paraformol 2% + Glutaraldeido 2% +
Tampdo fosfato 0,1 M — pH 7,4) por 12 e 4h, respectivamente, e em
seguida transferidas para alcool 70%. O material foi submetido aos
procedimentos histoldgicos classicos de desidratacdo em alcoois de
graduacdo distinta, diafanizacdo e inclusdo em parafina. Cortes
efetuados em micrétomo de Minnot, com espessura de 4 e 2um para
gbnadas e ovocitos, respectivamente, foram corados com hematoxilina-
eosina segundo Vazzoler (1996) e montadas com Ver-Mont.

As laminas foram fotografadas em microscdpio de luz (LEICA
ICC50 HD) e os ovacitos foram medidos utilizando o software LAS EZ.
Foi utilizada a média entre o maior e 0 menor didmetro de cada ovdcito
para representa-lo (ZANIBONI-FILHO e RESENDE, 1988).

As fases de desenvolvimento dos ovdcitos foram descritas
utilizando como referéncia Vazzoler (1996) e Zaniboni-Filho e Resende
(1988).

RESULTADOS

As observacOes histoldgicas das células germinativas dos ovarios de
suruvi, feitas em nivel de microscopia de luz, permitiram caracterizar
cinco fases de desenvolvimento dos ovécitos.

FASE | — Ovogonias iniciais (Figura 9): Células pequenas que
aparecem grupadas em “ninhos de células germinativas” (CG) inseridos
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nas lamelas ovigeras, em regibes vascularizadas, com didmetro médio
(xDP) de 9,5 £4,46um (Figura 13). Apresenta citoplasma escasso e um
nicleo grande, arredondado e com pouca afinidade pelos corantes,
geralmente com um Unico nucléolo de posicdo central e caracteristica
levemente basofila.

FASE Il — Ovdcitos do estoque de reserva (Figura 9):
Aparecem, geralmente, separados do grupamento em “ninho”,
provavelmente, devido ao aumento de seu volume, apresentando
diametro médio de 67,6 +15,61um (Figura 13). E observada uma
reducdo na relacdo nucleo-citoplasma. O citoplasma apresenta-se mais
baséfilo do que na fase anterior, com uma gradativa diminuicdo dessa
caracteristica de acordo com o aumento do tamanho da célula. O ntcleo
das células menores apresenta 1 ou 2 nucléolos esféricos e intensamente
basdfilos, que vao se tornando mais numerosos e volumosos, migrando
para a periferia nuclear. E notado que esses ovdcitos apresentam
diversos formatos, arredondados, triangulares, retangulares ou ovais.

;1 ;"mﬂ 1 /
| ‘ :
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Figura 10. Ovogo6nias iniciais (CG) e ovocitos do estoque de reserva (lII). (CG)
Ninhos de células germinativas; (II) Ovdcitos da fase Il; (CC) Células conjuntivas;
(C) Capilares.

FASE 11l — Ovdcitos com vitelogénese lipidica (Figura 10):
Aparecimento de vacutolos lipidicos na periferia do citoplasma com
aparéncia de granulos transltcidos. O nicleo e o citoplasma crescem em
relacdo a fase anterior, porém, o citoplasma aumenta em maior
propor¢do. Os ovocitos apresentam didmetro médio de 175,6 £56,58um
(Figura 13). O citoplasma na regido perinuclear continua baséfilo. O
ndcleo apresenta-se fracamente corado, com varios nucléolos ocupando
a sua periferia. Observa-se o0 surgimento de uma pelicula aciddfila
continua, que é a membrana vitelina, acoplada a membrana
citoplasmatica do ovoécito. Esta aparece rodeada por uma camada de
células foliculares. O conjunto ovécito + membrana vitelina + camada
de células foliculares é chamado de foliculo ovocitario (Figura 10 B).
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Figura 11. Ovdcito em processo de vitelogénese lipidica. (VL) vacuolos lipidicos;
(N) nacleo; (n) nucléolos; (1) ovdcitos da fase II.

FASE IV — Ovocitos com vitelogénese lipidica e protéica
(Figura 11): O diametro médio desses ovocitos € de 797,65 £136,10um
(Figura 13). Nessa fase é observado o inicio da deposicdo de proteinas
na forma de plaquetas aciddfilas a partir da periferia do citoplasma. O
ndcleo continua mantendo as caracteristicas da fase anterior. O
citoplasma se apresenta repleto de granulos de vitelo que se coram
roseos pela eosina. A membrana vitelina torna-se mais espessa e as
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células foliculares crescem e tornam-se mais alongadas e evidentes
(Figura 11 B).

Figura 12. Ovdcito em processo de vitelogénese lipidica e protéica. (N) nucleo;
(VL) vacuolos lipidicos; (MV) membrana vitelina; (PV) plaquetas vitelinas; (RB)
regido basdfila perinuclear; (CF) células foliculares; (1) ovdcitos da fase II.

FASE V - Ovécitos com vitelogénese completa (Figura 12): A
basofilia desaparece quase totalmente. O nlcleo mantém suas
caracteristicas, com nucléolos bem pequenos, perde sua forma esférica e
contrai-se. A membrana vitelina pode tornar-se mais espessa e
apresentar estrias de disposi¢do radial (zona radiata) (Figura 12 B).
Aparentemente, sdo as células mais maduras observadas na linhagem
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germinativa, ocorrendo apenas em ovarios maduros, com diametro
médio de 1184,98 +171,13um (Figura 13).

Figura 13. Ovocitos com vitelogénese completa. (MV) membrana vitelina; (GV)
granulos de vitelo; (F) células foliculares; (N) nucleo; (RB) citoplasma basofilo.
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Figura 14. Representacdo gréfica dos valores minimos, maximos e médios do
diametro dos ovécitos de S. scriptum em cada fase de desenvolvimento.

O foliculo atrésico ndo foi considerado como fase de
desenvolvimento ovocitario e sim como estrutura derivada do processo
de ovogénese (Figura 6).

FOLICULO ATRESICO — Foi observada a ruptura da
membrana vitelina e os granulos de vitelo vao gradativamente perdendo
sua individualidade, transformando-se em uma massa com caracteristica
acidofila (Figura 6 B). O nucleo néo é visivel.
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(a)

Figura 15. Foliculo atrésico. (GV) granulos de vitelo perdendo sua individualidade;
(F) células foliculares; Seta indicando a ruptura da membrana vitelina.

DISCUSSAO

O numero de fases de desenvolvimento ovocitario pode variar
de acordo com a espécie e com os critérios utilizados pelos autores
(FAVARO e CHAVES, 1999). Para o S. scriptum o processo da
ovogénese foi divido em cinco fases, considerando as ovogdnias como
sendo a FASE I. Alguns autores também consideram as ovogdnias como
sendo as células iniciais do processo de ovogénese (VAZZOLER, 1996;
ZANIBONI-FILHO e RESENDE, 1988; FAVARO e CHAVES, 1999;
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FAVARO et al., 2005; SANTOS et al., 2006), porém, outros autores nio
incluem as ovogbnias nas fases de desenvolvimento ovocitério.
(GONCALVES et al., 2006; NUNEZ e DUPONCHELLE, 2009).

Na fase Il os ovdcitos apresentam citoplasma e nucléolos
extremamente basofilos, sendo associado a intensa sintese proteica
(FAVARO e CHAVES, 1999; TAKAHASHI et al., 2008). Ovoécitos
nessa fase foram observados em laminas de fémeas em todos os estadios
de maturacdo gonadal, diferentemente das ovogbnias que foram
encontradas apenas em fémeas imaturas. A ocorréncia dos ovécitos da
fase 11 em todos os estadios de maturacgéo é esperada, pois consistem nos
ovocitos do “estoque de reserva” os quais dardio origem as populacdes
celulares que véo iniciar a vitelogénese no periodo reprodutivo seguinte
(VAZZOLER, 1996; GANECO et al., 2001).

Na fase Il ocorreu o aparecimento de vacuolos lipidicos a
partir da periferia do citoplasma, avancando para o interior da célula,
assim como observado para Brycon orbignyanus (GANECO et al.,
2001), Cathorops spixii (FAVARO et al., 2005) e Brycon orthotaenia
(GONGCALVES et al., 2006) e diferentemente do encontrado para
Katsuwonus pelamis (GRANDE et al., 2012), onde o surgimento dessas
estruturas iniciou ao redor do nicleo se deslocando para a periferia da
célula com o desenvolvimento do ovécito. Nessa fase ocorreu o
aparecimento da membrana vitelina e da camada de células foliculares,
0 que tornou mais clara a identificacdo desse estadio de
desenvolvimento, assim como o observado para Hypostomus
strigaticeps (TAKAHASHI et al., 2008).

Os ovdcitos com vitelogénese proteica e lipidica (Fase V)
foram caracterizados pela presenca de plaquetas vitelinas altamente
aciddfilas e a membrana vitelina e as células foliculares mais evidentes.
Os ovécitos mais desenvolvidos dessa fase irdo evoluir para a
vitelogénese completa e serfo liberados na proxima desova (NUNEZ e
DUPONCHELLE, 2009).

Nos ovocitos com vitelogénese completa (Fase V) é possivel
perceber o citoplasma repleto de granulos de vitelo de caracteristica
acidofila, semelhante ao observado para varios peixes de agua doce
(ZANIBONI-FILHO e RESENDE, 1988; GONCALVES et al., 2006;
NUNEZ e DUPONCHELLE, 2009). Nessa fase, 0s ovicitos dos peixes
de agua doce estdo prontos para serem eliminados do foliculo
(VAZZOLER, 1996). Quando a vitelogénese é completada, inicia um
periodo de diminuicdo da atividade ovariana até que as condicOes
ambientais estejam adequadas para o desenvolvimento dos ovos e
sobrevivéncia da prole (ZANIBONI-FILHO e NUNER, 2004).



55

Os foliculos atrésicos sdo ovdcitos que iniciam o processo de
desenvolvimento ovocitario, podendo conclui-lo ou ndo, porém sdo
reabsorvidos antes que possam ser liberados. O desenvolvimento
folicular é paralisado e tem inicio 0s processos degenerativos (atresia)
(VAZZOLER, 1996).

Esses foliculos foram encontrados em ovarios de suruvi em
estadio de maturacdo e maduros. A presenga de atresia folicular ¢ um
processo comum, observado em ovarios de vertebrados tanto em
ambiente natural como em condicGes de cativeiro (SAIDAPUR, 1978),
no entanto, alguns fatores podem aumentar a atresia folicular, podendo
inclusive afetar negativamente a fecundidade (SHARMA e BHAT,
2014).

CONCLUSAO

Foi possivel caracterizar cinco fases que compfem o ciclo
completo do desenvolvimento ovocitario de Steindacheniridion
scriptum: Ovogonias iniciais (FASE 1); Ovdcitos do estoque de reserva
(FASE II); Ovdcitos com vitelogénese lipidica (FASE Ill); Ovdcitos
com vitelogénese lipidica e protéica (FASE 1V); Ovdcitos com
vitelogénese completa (FASE V).
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CONCLUSOES GERAIS

O objetivo geral do trabalho foi atendido através da confeccéo
destes dois capitulos. No capitulo 1 foi possivel alcancar os objetivos
propostos de estabelecer protocolo para selecdo de fémeas de suruvi
aptas ao tratamento hormonal para indugdo a desova e definir o didmetro
ovocitario modal das fémeas aptas ao tratamento de inducdo a
reproducdo. O resultado obtido é que fémeas que apresentaram seus
didmetros ovocitario modais contidos entre as classes de 1624,20 e
1777,70 um e distribuicdo unimodal, considerando a amostra obtida na
biopsia feita durante a selecdo dos reprodutores, produziram os
melhores resultados de inducdo & desova. Algumas fémeas (n = 8) que
ndo desovaram ou ndo obtiveram taxas de fertilizagdo dos ovos ou
eclosdo de larvas, apresentaram esse mesmo padrdo na distribuicéo
percentual dos didmetros ovocitario. Apesar disso, foi visto que é
possivel selecionar fémeas maduras de suruvi através do didmetro dos
ovocitos e que essa metodologia podera ser utilizada em estacBes de
piscicultura, permitindo obter taxa de resposta ao indutor hormonal
semelhante ao observado para outros bagres utilizados na piscicultura
sul-americana.. No capitulo 2 o objetivo de descrever e ilustrar pela
primeira vez as fases de ovogénese de suruvi, também, foi alcancado.
Obtendo como resultado a caracterizagéo de cinco fases que compfem o
ciclo completo do desenvolvimento ovocitario de S. scriptum:
Ovogdnias iniciais (FASE 1); Ovdcitos do estoque de reserva (FASE II);
Ovécitos com vitelogénese lipidica (FASE Ill); Ovdcitos com
vitelogénese lipidica e protéica (FASE IV); Ovoécitos com vitelogénese
completa (FASE V).
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Anexos

Anexo 2. Coleta de sémen em macho de S. scriptum. Fonte: Acervo pessoal.
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Anexo 3. Extrusdo de gameta feminino de S. scriptum. Fonte: Acervo pessoal.



