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RESUMO

O estudo de aspectos reprodutivos das espécies de peixes bioindicadoras nos rios
intermitentes das regifes semiaridas € essencial para o entendimento de seus ciclos
bioldgicos. A investigacdo da influéncia dos fatores extrinsecos e intrinsecos no
desenvolvimento das gbnadas, com carater comparativo, pode contribuir para a
compreensao dos possiveis desequilibrios climaticos em nivel regional e local.
Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo analisar comparativamente as
principais caracteristicas morfoldgicas e histomorfométricas de ovarios e de
testiculos de Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi. As duas espécies,
objetos desse estudo, foram coletadas mensalmente no reservatério Monte Alegre,
Salgueiro, PE. Macroscopicamente, foram analisados 240 individuos e destes, 126
gbnadas foram analisadas microscopicamente. Os valores mensais de pluviosidade
e parametros quimicos da agua também foram obtidos. A partir das visualizagdes
macroscopicas, os ovarios de A. lacustris e P. kennedyi, apresentaram-se em trés
fases de maturacdo gonadal (ll, 1ll, IV). A olho nu observaram-se ovdcitos
vitelogénicos com tons amarelados a pardo esverdeado para A. lacustris e
amarelado para P. kennedyi durante todo o periodo amostrado. Em ambas as
espécies, a maioria dos machos e das fémeas encontrou-se em condicdo madura
durante o periodo estudado. Microscopicamente, foi observado que ambas as
espécies apresentaram ovocitos pré-vitelogénicos durante todos os meses do ano.
O didmetro dos ovdcitos vitelogénicos de P. kennedyi foi estatisticamente menor
quando comparado aquele de A. lacustris. Os testiculos maduros em A. lacustris
apresentaram epitélio germinativo com bordas melhor delimitadas, quando
comparado a P. kennedyi. No estadio esgotado, o epitélio germinativo de A. lacustris
apresentou um numero expressivo de espermatogdnias, quando comparado a P.
kennedyi. O diametro dos tubulos seminiferos e a altura do epitélio germinativo de P.
kennedyi maduros apresentaram valores estatisticamente maiores quando
comparados a espécie A. lacustris. I1sso estéa relacionado ao fato da primeira espécie
possuir um numero maior de tubulos anastomosados quando comparado a A.
lacustris. Os maiores valores para os indices gonadossomaticos (IGS) das fémeas
de P. kennedyi ocorreram no mesmo intervalo de meses (dezembro a fevereiro)
apresentado por A. lacustris. O mesmo foi observado nos machos das duas
espécies, que apresentaram pico de IGS entre os meses de dezembro a marco,
periodo esse em que ocorreu uma maior precipitacdo na regido. A temperatura e a
precipitacdo influenciaram positivamente o IGS dos machos de P. kennedyi e
fémeas de ambas as espécies, enquanto que os machos de A. lacustris tiveram o
IGS influenciado apenas pela temperatura.

Palavras-chave: Caatinga. Peixes. Gonadas. Morfologia. Histologia. Reproducéo.



ABSTRACT

The study of reproductive aspects in bioindicators fish species of intermittent rivers in
semiarid regions is essential for the understanding of their biological cycles. The
research of the influence of extrinsic and intrinsic factors in the development of the
gonads, with comparative analyzes, can contribute to the understanding of possible
regional and local climate imbalance. In this sense, the present study aimed to
analyze comparatively the main morphological characters and histomorphometrical
of ovaries and testicles of Astyanax lacustris and Psellogrammus kennedyi. The two
species objects of this study, were collected monthly in the Monte Alegre
reservoir, located in Salgueiro, Pernambuco. Macroscopically, 240 individuals were
analyzed and, of these, 126 gonads were analyzed microscopically. The monthly
values of rainfall and chemical parameters of the water were also obtained. From the
macroscopic view, the ovaries of A. lacustris and P. Kennedy, presented on three
stages of gonadal maturation (ll, Il and 1V). The naked eye observed vitellogenic
oocytes tones with yellowish to greenish brown tons to A. lacustris and yellowish
to P. kennedyi throughout the period sampled. In both species, the majority of males
and females were in mature condition, during all period studied. Microscopically, it
was observed that both species showed pre-vitellogenic oocytes during all months of
the period. The diameter of vitellogenic oocytes of P. kennedyi were statistically
smaller when compared to A. lacustris. The mature testicles of A. lacustris presented
germinative epithelium with edges better delineated, when compared to P.
kennedyi. During the exhausted stage of males, the germinative epithelium of A.
lacustris presented an expressive number of spermatogonia, when compared to P.
kennedyi. The diameter of seminiferous tubules and the height of the germinative
epithelium of mature P. kennedyi had statistically higher values when compared to A.
lacustris. This is related to the fact that first species had a greater number of
anastomosed tubules when compared to A. lacustris. The highest values for the
gonadossomatic index (IGS) of P. kennedyi females occurred in the same period
(December to February) presented by A. lacustris. The same was observed in males
of both species, which had IGS peak between the months from December to March,
a period in which there was greater rainfall in the region. The temperature and rainfall
positively influenced the IGS of P. kennedyi males and both species females, while
IGS of A. lacustris males were influenced only by temperature.

Keywords: Caatinga. Fish. Gonads. Morphology. Histology. Reproduction.
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1 INTRODUCAO

A regido semiarida do Nordeste brasileiro é caracterizada, sobretudo, por seu
regime peculiar de chuvas, passando por periodos longos de estiagem (oito a nove
meses) e curtos periodos de cheia (trés a quatro meses). Possui ainda, rios
intermitentes e consideravel relevancia de seus recursos hidricos para a populacéo,
que enfrenta dificuldades relacionadas a obtencdo de agua devido as secas
prolongadas. Essa regido € caracterizada por solos rasos e pedregosos,
relativamente férteis, vegetacdo xerdfita e indice pluviométrico que varia entre 300 e
800 milimetros anualmente (WWF-BRASIL, 2007).

Por outro lado, a alta produtividade das lagoas e acudes nordestinos chama a
atencao para as particularidades quimicas e ecoldgicas desses ambientes. Lazzaro
et al. (2003) destacaram a precipitacdo pluviométrica e os parametros fisico-
quimicos como fatores que afetam a dindmica desses ecossistemas lacustres.
Sendo assim, 0s organismos presentes em reservatorios do semiarido nordestino
apresentam adaptacdes relacionadas a sua ecologia alimentar e reprodutiva (SILVA,
2008).

Atualmente, diversas sdo as razdes para se estudar os rios das regides
aridas, ja que estes ecossistemas funcionam como amplificadores do desequilibrio
climatico regional e local. De acordo com Grimm e Fisher (1991), trés aspectos
principais sustentam esta relacdo; primeiro: o nivel freatico dos rios intermitentes
responde diretamente aos modelos de precipitacdo de uma regido; segundo: o
funcionamento dos rios do semiarido sofre influéncia das perturba¢cbes hidrolégicas
naturais; terceiro: 0s rios intermitentes representam o primeiro reflexo do que
poderia acontecer com 0s rios das regiées mais Umidas com a expansao das zonas
aridas.

Os peixes representam 0 grupo mais numeroso e diversificado dentre os
vertebrados, estando adaptados a diversos habitats aquaticos, e sua diversidade
esté refletida nas estratégias reprodutivas e, consequentemente, em sua morfologia
gonadal (DESJARDINS; FERNALD, 2009). Estudos sobre reprodugédo de peixes no
bioma Caatinga sdo recentes em comparagdo com os realizados em outros biomas
brasileiros (ALMEIDA et al., 1993).

A ictiofauna neotropical no Brasil se apresenta como um recurso natural

bastante notavel, onde sdo conhecidas 2.481 espécies de peixes (BUCKUP et al.,
14



2007). Ao contrario dos Siluriformes, importante ordem de peixes sul-americanos,
sdo escassos 0s estudos comparativos sobre a morfologia gonadal dos
Characiformes, apesar da importancia dessa ordem em numero de espécies,
incluindo aquelas com potencial comercial e indicadoras biologicas (PARENTI;
GRIER, 2004).

A ordem Characiformes é uma das mais numerosas em familias e subfamilias
dentre os peixes (NELSON, 2006). A subfamilia Tetragonopterinae, apresenta o
grupo de peixes com a maior taxa de sucesso em termos de colonizacdo e
diversificacdo em aguas neo-tropicais, tendo ocupado praticamente todos os nichos
de agua doce na América (GERY, 1977; LIMA et al., 2003). Entretanto, ocorre uma
série de controvérsias sobre a biologia e agrupamento de espécies devido a ampla
distribuicdo e auséncia de estudos basicos, assim como a ocorréncia de espécies
em bacias ainda ndo amostradas na regido neotropical (GERY, 1977; WEITZMAN e
MALABARBA, 1998; LIMA et al., 2003; MIRANDE, 2009).

O estudo dos aspectos reprodutivos nos peixes € importante para um
entendimento de seus ciclos biologicos, sobre a influéncia dos fatores extrinsecos e
intrinsecos no desenvolvimento das gbnadas. Isso permite entender a dinAmica de
uma populacdo em um ecossistema aquético, diante de uma diversidade de taticas
que sao possibilitadas aos individuos no seu ambiente natural (CHELLAPA et al.,
2009; RONDINELI e BRAGA, 2010).

A morfologia gonadal tem sido amplamente estudada em nivel anatémico e
microscopico para identificar ciclo reprodutivo, frequéncia de desova, fecundidade e
outros parametros a fim de compreender a reproducéo e as relacdes filogenéticas
em peixes (MELO et al., 2011; MARTINS et al., 2012). Entretanto, estes parametros
tém sido analisados de forma independente e geralmente para uma Unica espécie,
havendo auséncia de estudos holisticos, que envolvam varias espécies e com
carater comparativo (DEFALCO; CAPEL, 2009). As variagdes na morfologia gonadal
de peixes refletem importantes adaptagfes ecoldgicas e comportamentais durante a
reproducdo (FISHELSON; GON, 2008). Além disso, a plasticidade fenotipica da
morfologia gonadal demonstra a adaptabilidade as mudangas ambientais
(DEFALCO; CAPEL, 2009).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
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2.1 O Bioma Caatinga

As regides aridas e semiaridas se distribuem ao longo do globo terrestre e
ocupam cerca de 1/3 de toda a superficie do planeta, acomodando cerca de 1/6 de
toda a sua populagédo humana (JUNIOR, 2009).

A provincia das Caatingas abrange a maior parte dos Estados do Nordeste, a
regido setentrional de Minas Gerais e o norte do Espirito Santo, ocupando uma area
total de 969.589,4 km? no nordeste do Brasil, e aproximadamente 11% do territorio
nacional (IBGE 2010). No semiéarido brasileiro a precipitacdo média anual gira em
torno de 750 mm, embora em algumas areas a média ndo ultrapassa os 400 mm
anuais. A evapotranspiracdo potencial média atinge 2.500 mm ano, gerando
elevados déficits hidricos e limitando os cultivos agricolas de sequeiro. Este déficit
favorece a concentracdo de solutos nas fontes hidricas superficiais, degradando a
qualidade das aguas, por meio da eutrofizacéo e salinizagcdo (MARENGO, 2006).

O termo “Caatinga” é de origem Tupi-Guarani e significa “floresta branca”, que
certamente caracteriza bem o aspecto da vegetacdo na estacdo seca, quando as
folnas caem (ALBUQUERQUE; BANDEIRA 1995) e apenas os troncos brancos e
brilhosos das arvores e arbustos permanecem na paisagem seca (PRADO, 2003).

A vegetacdo da Caatinga ndo apresenta a exuberancia verde das florestas
tropicais Umidas e o aspecto seco das fisionomias dominadas por cactos e arbustos
sugere uma baixa diversificacdo da fauna e flora. No entanto, apresenta alta
relevancia biol6gica e pode ser considerado um dos biomas mais ameacados do
Brasil. Grande parte de sua superficie ja foi bastante modificada pela utilizacéo e
ocupacdo humana e ainda muitos estados séo carentes de medidas mais efetivas de
conservacdo da diversidade, como a criacdo de unidades de conservagdo de
protecdo integral. Atualmente, encontrar remanescentes da vegetacdo nativa
maiores que 10 mil hectares sdo raros e 0s mais expressivos estao nos estados da
Bahia e Piaui (LEAL et al., 2003).

2.2 Regido Semiarida e seus Rios Intermitentes

A regido Semiarida apresenta reduzido volume de escoamento superficial em
sua rede de drenagem, variando entre 0,06 e 0,26, com média aproximada de 0,12.

O déficit de evapotranspiracao real em relacdo a evapotranspiracdo potencial varia
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de 50 mm, até valores superiores a 1.000 mm, caracterizando alto indice de aridez
(VIEIRA, 2003). De acordo com Cruz et al. (2010), a regido semiarida apresenta
ainda, solos rasos, rios intermitentes, com predominancia de cursos d’agua
temporarios e escassos recursos hidricos subterraneos.

O rio Sao Francisco é o maior e mais importante rio perene do Nordeste
Brasileiro, apesar de nascer na Serra da Canastra, em Minas Gerais, tem a maior
parte de seu curso nessa regido, drenando rios e riachos da regido da Caatinga,
tanto de regimes intermitentes como perenes, como 0s importantes rios das sub
bacias do rio Sdo Francisco, como o Pajel, Moxot6, Terra Nova, Brigida e Ipanema
(ROSA et al., 2003). Seu estado de conservacao, em especial da ictiofauna, ainda
nao esta bem definido, e ao longo dos anos, vem sofrendo com a interferéncia direta
do homem.

Os rios de regime intermitente estéo distribuidos em varias regiées do mundo,
e de maneira geral, apresentam ciclo hidrolégico com periodos de cheia e periodos
de seca total devido a irregularidade do regime de chuvas nas regibes onde
ocorrem. No Brasil, os rios intermitentes estdo em sua maioria localizados na
caatinga, cuja vegetacdo nao protege o0s rios da regido contra a evaporacao
(MALTCHIK, 1999).

As altas taxas de evaporacdo e escoamentos superficiais de suas aguas
contribuem para o regime temporario desses rios, sendo a regido caracterizada por
situacdes extremas de seca e curtos periodos de cheia. Durante a cheia, os rios
tornam-se grandes corredores de comunicagdo entre os diferentes ecossistemas
aquaticos da regido, permitindo a disseminacdo de peixes por toda a area do
sistema. A reproducdo da maioria das espécies coincide com essa época (RAMOS
et al, 2005).

De acordo com Graf (1988) a cheia do semiarido é classificada em quatro
tipos: cheias estacionais, de multiplos picos, de um pico sO e as cheias rapidas. A
seca é caracterizada pelo desaparecimento da maior parte das aguas de superficie,
restando apenas alguns corpos naturais de agua represada e os acudes, que
funcionam como o principal reflgio das espécies que ocorrem nesses ecossistemas
durante os picos de estresse ambiental.

Segundo a classificagdo de Stanley e Fisher (1992), as secas em bacias de
regides semiaridas estdo caracterizadas por trés fases hidrolégicas ao longo do ano:

fase secando, fase seca e fase cheia ou de reinundacédo. Essas diferentes fases
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impdem um desafio & capacidade de adaptacdo das espécies que ali ocorrem.
Entretanto, estudos a respeito dos efeitos das perturbagbes hidrolégicas sobre as
comunidades de peixes de agua doce e das implicacbes sobre essa diversidade séao
ainda escassos (MALTCHIK, 1999). Alguns estudos tém sido realizados sobre a
influéncia da intermiténcia desses rios no comportamento alimentar e no habito
reprodutivo de peixes, como os de Medeiros (1999) e Costa (2001).

Chellapa e Costa (2003) explicam que devido as caracteristicas da regiao, as
espécies presentes desenvolvem estratégias de sobrevivéncia, que acarretam em

competicdes intra e interespecifica.

2.3 Peixes no Bioma Caatinga

As espécies de peixes de agua doce que ocorrem nas Caatingas representam
0 resultado de processos historicos de especiacdo vicariante, possivelmente
determinados por transgressdes marinhas (LUNDBERG et al.,, 1998). De acordo
com Rosa et al. (2003), a ictiofauna da Caatinga possui 240 espécies, distribuidas
em sete ordens e inclui representantes de diferentes grupos neotropicais tipicos
mostrando-se bem menos diversificada quando comparada a de outros
ecossistemas brasileiros. As espécies estdo distribuidas nas bacias interiores e
costeiras do nordeste brasileiro, que drenam parcialmente ou estdo inteiramente
localizadas na Caatinga.

Estudos de levantamento da ictiofauna tém sido realizados para a bacia do rio
Sao Francisco desde o século XIX; as ultimas listas foram publicadas por Britski et
al. (1988) e Godinho (2009). Estudos mais recentes foram realizados, como o
levantamento das espécies no ano de 2009 por Barbosa e Soares, no qual foram
identificadas 244 espécies e o trabalho de Santos et al. (2015), que constatou que 0
namero de espécies de peixes para a bacia € de 233. Este nUmero é superior ao das
ltimas listas divulgadas, fato que se deve a constante descricdo de espécies novas
e gue demonstra o carater ainda pouco estudado da regiao.

Além das condi¢Oes severas impostas pelo ciclo hidrologico, grande parte dos
ambientes aquaticos do semiarido tem sido alterada pela introducédo de espécies
exoticas, considerada como a segunda maior causa da diminui¢cdo da diversidade de
espécies (VITOUSEK et al.,, 1997), como também, pela eutrofizacdo artificial e

assoreamento.
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Apesar das caracteristicas singulares dos ambientes semiaridos, h&4 poucos
estudos sobre os ambientes aquaticos desta regido nordestina, e em especifico, no
semiarido pernambucano, que registrem o conhecimento da biologia reprodutiva dos
peixes juntamente com 0s processos ecoldgicos (CHAVES et al., 2009). Uma vez
que, em condi¢cdes extremas de seca a agua € o principal fator que influencia as
mudancgas ambientais (PAN et al., 2008), podendo influenciar diretamente o
comportamento reprodutivo das espécies de peixes que habitam determinados

ambientes aquaticos do semiarido.

2.4 Biologia Reprodutiva de Peixes

O conhecimento sobre a biologia reprodutiva de peixes € essencial para
promover a sua exploracdo de forma sustentavel, evitando o esgotamento dos
estoques. Esses estudos sdo extremamente importantes para apoiar as decisdes
politicas sobre as atividades relacionadas com a sustentabilidade e exploracdo dos
recursos naturais (BRAGA et al., 2008).

O estabelecimento de parametros reprodutivos de uma espécie é importante
para determinar a época de reproducao e o tipo de desova, bem como verificar as
estratégias que a mesma pode utilizar no ambiente em que vive (VAZZOLER, 1996).
O conhecimento da gametogénese de espécies nativas constitui etapa béasica e
primordial para compreender a reproducdo natural de peixes brasileiros (BAZZOLI,
1992).

A maioria dos teled6steos apresenta gbnada sazonal, ou seja, fatores
exdgenos (ambientais), como fotoperiodo, temperatura, propriedades da agua ou
oferta de alimentos, sdo de alguma forma percebidos pelo organismo e acionam
neuromodula¢gBes na atividade do eixo hipofise-hipotdlamo. Esta estreita relacdo
com sinais ambientais asseguram que a eclosdo dos ovos e o0 desenvolvimento
larval ocorram em época e condigbes favoraveis (ALMEIDA, 2013). Para
Baldisserotto et al. (2009), a reproducdo da maioria dos peixes tropicais ocorre logo
apos as chuvas associadas ao aumento de temperatura e do nivel de agua dos rios
e lagos, destacando que o periodo de desova é relacionado com a disponibilidade
de alimento para as larvas.

Mudancgas em um reservatério ou no curso natural de um rio podem afetar as

funcdes biolégicas dos peixes como reproducdo, alimentacdo, migracdo e
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crescimento, geralmente levando a extingdo de algumas espécies e abundancia
crescente de outras (ALBRECHT; P-CARAMASCHI, 2003). Informac¢des biolégicas
basicas, como reproducdo sdo necessarias em estudos populacionais de peixes
com a finalidade de conservacdo de espécies nativas e também para piscicultura
(GURGEL et al.,, 1995). O conhecimento do ciclo reprodutivo de peixes em
reservatorios €, portanto, fundamental, pois permite avaliar se as populagdes
permanecem viaveis (SUZUKI; AGOSTINHO, 1997).

2.5 Ovarios de Peixes teledsteos

Os ovarios dos teledsteos sdo estruturas alongadas, globosas e aos pares
gue se situam na porcdo dorsal da cavidade abdominal, ventralmente ao sistema
néfrico e a vesicula gasosa. Prolongam-se no sentido cranio caudal e fundem-se do
terco posterior, formando uma estrutura tubular curta (oviduto) que se estende até a
abertura urogenital, por onde os ovécitos alcancam o meio externo (SANTOS, 1991).

Anatomicamente, ovarios de teleésteos podem ser de dois tipos: cistovariano
e gimnovariano. Os ovarios cistovarianos tém continuidade com o oviduto, através
do qual, ovécitos alcangcam o meio externo. Nos ovarios gimnovarianos, ovocitos sao
liberados diretamente na cavidade celbmica, para depois serem lancados ao meio
externo (REDDING; PATINO, 1993). Ovarios maduros apresentam coloracdo e
forma variadas dependendo da espécie (GROOVE; WOURMS, 1991; NUNEZ;
DUPONCHELLE, 2009).

Os ovarios sdo constituidos de células germinativas também chamadas de
ovogobnias e por ovécitos. O ovocito se desenvolve a partir da diferenciacdo das
células germinativas, e € composto por uma camada interna chamada de corion ou
envelope vitelinico. O cérion € composto por duas camadas, uma mais fina e outra
mais espessa. E no interior do corion que é armazenado o vitelo (BALDISSEROTTO,
2009). Esse mesmo autor explica que o0 ovOcito passa a ser denominado como
foliculo ovariano a partir do momento em que se forma a camada folicular. Esta é
composta por uma camada de células granulosas (por¢cdo mais interna da camada
folicular) e uma camada externa de células tecais, separadas por uma membrana
basal.

Nas fémeas, o 17B-estradiol, € o principal responsavel pela formacao

fisiologica dos ovarios (GUIGUEN et al.,, 2010). O estimulo inicial e praticamente
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exclusivo do FSH é responséavel pelo crescimento do ovdcito e desenvolvimento
folicular. O FSH estimula a sintese de aromatase pelas células da granulosa, que
convertem a testosterona produzida pelas células da teca em estradiol. O estradiol,
por sua vez estimula a sintese hepatica de vitelogenina, responsavel pela
vitelogénese ou acumulo de vitelo nos ovocitos, ocasionando o crescimento dos
mesmos.

Na segunda fase, conhecida por maturacéo final, o LH é a gonadotropina
mais importante. Ele estimula as células foliculares a produzirem o progestageno
17a, 203-DP em peixes, mais conhecido por hormonio indutor da maturagao (MIH),
que, portanto, liga-se a seus receptores na superficie citoplasmatica do ovdcito,
promovendo a formacédo e ativacdo citoplasmatica do fator promotor da maturagéo
(MPF). Quando a maturacdo finalmente termina, ocorre a ovulacdo, e 0s ovodcitos
sdo, entao, liberados dos foliculos. As prostaglandinas também exercem importante
papel na maturacao final e ovulagdo em muitas espécies de peixes (LISTER; VAN
DER KRAAK, 2008).

2.6 Testiculos de Peixes teledsteos

Nos peixes, os testiculos sdo 6rgdos pares, prolongados e individualizados,
unindo-se apenas na extremidade caudal para formar o ducto espermatico, que é
comum aos dois. Esse por sua vez desemboca na papila urogenital, que é a por¢cao
qgue se comunica com o meio externo (NUNES, 2011).

De acordo com Baldisserotto (2009) os testiculos de peixes sdo revestidos
por uma tanica albuginea, constituida principalmente de tecido conjuntivo. Essa
tunica emite ramificagcbes para o interior do 6rgdo que delimitam os l6bulos. Os
l6bulos séo preenchidos por tubulos seminiferos e cistos. No interior de cada cisto,
encontram-se as ceélulas da linhagem espermatogénica que, durante a fase de
desenvolvimento, estdo revestidas por prolongamentos de células de Sertoli, cuja
funcdo é nutrir as células germinativas.

De acordo com Grier (1993), nos peixes, existem dois tipos de testiculos,
baseado na distribuicdo de espermatogonias: o restrito e o irrestrito. O testiculo
espermatogonial restrito possui as espermatogonias limitadas a porgéo distal dos

I6bulos. Por outro lado, nos testiculos do tipo espermatogonial irrestrito, as
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espermatogdnias ndo possuem localizacdo definida, podendo ser encontradas ao
longo de todo o comprimento dos I6bulos ou tubulos.

No tecido intersticial do testiculo, também se encontram as células de Leydig,
que tem por funcdo a producdo de esterbéides que estimulam a gametogénese e o
desenvolvimento de caracteres secundarios. Ainda segundo Baldisserotto (2009), os
espermatozoides depois de formados, caem no lumen dos tabulos seminiferos e dali
seguem para o ductos espermatico e, posteriormente, para a papila urogenital, por
onde ter&o contato com o ambiente.

O testiculo da maioria dos peixes teledsteos apresenta algumas modificacdes
durante seu ciclo gonadal, tais como alteracbes de seu peso, volume, forma e
coloracdo. Estas mudancas sdo acompanhadas por alteracbes morfolégicas e
fisiolégicas que culminam na producao e liberacdo dos espermatozéides. Diversos
sdo os trabalhos que descrevem as alteracdes macroscopica das gdnadas de peixes
teledsteos, apresentando importantes aspectos sobre o comportamento deste 6rgéao
ao longo do ciclo gonadal (PEREIRA, 2004; SOUZA, 2008; GURGEL, 2010), sendo
gue poucos sdo os trabalhos que descrevem a morfologia dos testiculos de
teledsteos brasileiros (RODRIGUES et al., 2005; COSTA, 2011).

A estrutura, organizacdo celular e o tipo de fertilizacdo determinam a
classificacdo dos espermatozoides. Assim, espermatozoéides de cabeca esférica sem
acrossoma, peca intermediaria contendo poucas mitocéndrias e cauda longa com
flagelo de organizacdo (9 + 2) sédo do tipo primitivo, caracteristicos de peixes de
fecundacdo externa (MATTEI, 1988), enquanto espermatozéides com cabeca
alongada séo caracteristicos de espécies de fecundacao interna (JAMIESON, 1991).

Nos machos, o FSH é responséavel, através das células de Sertoli, pela
proliferacdo espermatogonial que representa a primeira fase da espermatogénese.
Ao mesmo tempo, o FSH ativa receptores presentes nas células de Leydig (principal
célula esteroidogénica do testiculo) estimulando a sintese e secrecdo de
androgenos (OHTA et al., 2007; GARCIA-LOPES et al., 2009). Nessa fase inicial, a
testosterona € o principal androgeno produzido nos testiculos dos peixes, e
possivelmente auxilia no apoio a fase proliferativa, porém indiretamente, prevenindo
a apoptose das células germinativas durante as primeiras divisbes celulares (via
receptores nas préprias células de Sertoli) (ALMEIDA et al., 2009).

Essa atividade esteroidogénica do FSH é uma particularidade dos peixes e se

pronuncia com o0 avancar da meiose. Proximo a maturacdo final, com a
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espermiogénese e liberacdo dos espermatozoides no Iumen dos tubulos
seminiferos, outro andrégeno, ainda mais potente em ativacdo de receptores,
apresenta-se em altos picos plasmaticos, a 1l-cetotestosterona. Também nos
machos, a progesterona desempenha fungdes durante a maturacdo final,
estimulando a meiose, espermiogénese e hidratacdo dos espermatozoides. Nessa
fase de liberacdo de sémen e acasalamento, o LH é a principal gonadotropina
circulante e apresenta um feedback positivo com a testosterona e a 11-
cetotestosterona (ALMEIDA, 2013) .

2.7 Indice Gonadossomatico (IGS) e Histomorfometria Gonadal

O indice Gonadossomaético (IGS) é um dado auxiliar muito utilizado na
determinacdo dos estadios do ciclo reprodutivo de peixes, devido a maturacdo das
células reprodutivas terem relacdo positiva com o aumento do peso das gdnadas.

Avaliado de acordo com Vazzoler (1996), consiste na seguinte formula:

IGS = (PG/PT) x 100

Onde:
PG = Peso das gbnadas em gramas;

PT = Peso total do peixe em gramas.

O IGS corresponde a porcentagem do peso da gbnada sobre o peso total do
animal, e é uma ferramenta muito utilizada para indicar o periodo reprodutivo das
espécies, uma vez que quando maduras, as gbnadas apresentam um elevado peso
(PEREIRA FILHO et al., 2011). Os peixes realizam um alto investimento energético
para a reproducdo, visto que as fémeas no periodo reprodutivo podem apresentar
gbnadas que correspondem de 15% a 40% da massa corporal do individuo
(LUBZENS et al., 2010).

Os principais indices utilizados para determinar o periodo reprodutivo em
peixes sdo a distribuicdo temporal dos estadios de maturacdo gonadal, do IGS e do
fator de condicédo (SILVA, 2014).

O fator de condicdo é a relagdo entre peso e comprimento, dessa forma, é

vista no meio cientifico como uma ferramenta util e pratica na avaliagdo do “bem-
23



estar” ou grau de higidez da espécie. Esse indice constata o estado fisiolégico do
animal, pressupondo que espécimes com maior peso em certo comprimento estéo
em melhor condicdo de sobrevivéncia. Esse parametro reflete as condicbes
nutricionais, com armazenamento ou gasto das reservas em atividades ciclicas, e
podem estar relacionados ao comportamento da espécie e aspectos ambientais.
Assim, a variacdo desse indice ao longo do ano pode ser utilizada para indicar os
ciclos reprodutivos e alimentares e sua relacdo com a sazonalidade (LIMA JUNIOR;
CARDONE; GOTIES, 2002).

O conhecimento de caracteristicas morfo-histologicas, segundo Bazzoli et al.
(1990), de estruturas do ovacito e testiculo constitui a etapa basica e primordial para
a compreensdo de reproducdo natural de peixes. Para Fragoso et al. (2000), a
analise histolégica € essencial para a verificacdo do sexo e estadio de maturacéo
gonadal das espécies de peixes. Além disso, proporciona o conhecimento das
caracteristicas reprodutivas, fornecendo subsidios para procedimentos de manejo e

conservacao de populacdes nativas.

2.8 Caracterizacdo das Espécies de Peixes alvo de Estudo

2.8.1 Astyanax lacustris

O género Astyanax foi descrito inicialmente por Baird e Girard no ano de
1854, porém os atributos diagndsticos utilizados para descrever o género foram
fracos (PAVANELLI e OLIVEIRA, 2009; SILVEIRA, 2014). Eigenmann, entre 0s anos
de 1921 e 1927, realizou a primeira grande revisdo bibliografica, descrevendo 74
espécies e subespécies do género; Gerry em 1977 publicou uma nova revisao,
descrevendo 62 espécies do género distribuidas no Brasil (PAVANELLI e OLIVEIRA,
2009). Garutti e Britski (2000), ap6s uma revisdo, classificaram o género como o
mais comum e diversificado da familia, com 86 espécies, no mundo. Lima et al.
(2003) também descreveram 86 espécies para o género e as incluem no grupo
Incertae sedis pois apresentam divergéncia quanto a sua posicao filogenética. Numa
revisdo mais atual, Froese e Pauly (2013) listaram, a partir de caracteres
morfologicos, 137 espécies validas do género.

As espécies do género Astyanax tém como nome popular lambaris ou tambiu
na por¢cao meridional do Brasil, piabas no Nordeste e matupiris no Norte. Seus

individuos tém distribuicdo desde o nordeste brasileiro até a bacia do Prata
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(ARAUJO; SIMONI, 1997). Sdo organismos de habito onivoro, coletoras de meia
agua, alimentando-se de material arrastado na correnteza, tal como: algas, plancton
e insetos (ABILHOA; AZEVEDO, 2008). Sao espécies com fecundacdo externa, sem
cuidado parental com os ovos e larvas, que a depender da espécie, os adultos
podem realizar curtas migracbes (GURGEL, 2004).

Os lambaris sdo peixes com tamanho corporal reduzido, atingindo no maximo
20 cm de comprimento total (HARTZ; MARTINS; BARBIERI. 1996). Tém o corpo alto
e achatado lateralmente, com boca anterior e bem pequena, com leve protabilidade
(PERETTI, 2006), com duas séries de dentes cuspidados pré-maxilares, tendo a
série interna cinco dentes e a externa com numero variavel (BRITSKI; SATO; ROSA,
1988). Tém quatro arcos branquiais, com rastros estreitos e compridos,
apresentando uma pequena distancia entre eles (PERETTI, 2006). Suas escamas
cobrem todo o corpo, alcancando até a base dos raios da nadadeira anal (BRITSKI;
SATO; ROSA, 1988).

Sado considerados de grande importancia para o equilibrio da comunidade,
pois sdo os principais itens da dieta de muitos peixes carnivoros, entre eles a
saicanga (Oligosarcus longirostris) e as trairas (Hoplias spp.) (GEALH; HAHN,
1998). Podem ser importantes para a manutencdo da vegetacao riparia, uma vez
que sao considerados potenciais dispersores de sementes (VILELLA; BECKER;
HARTZ, 2002; SILVEIRA, 2014), além de atuarem no controle biolégico de
pequenas moscas e mosquitos (Diptera), por se alimentarem de suas larvas
(MORAIS et al., 2007). Devido a sua alta capacidade de estocagem, o interesse no
cultivo das espécies desse género vem crescendo ao longo dos anos no Brasil,
servindo como iscas vivas e aperitivos (VAZZOLER, 1996).

A espécie Astyanax lacustris descrita por Litken, 1875, é conhecida
popularmente com tambil ou lambari do rabo amarelo (KIDA, 2014). Tem como
caracteristicas uma mancha ovalada proxima a nadadeira peitoral na regido umeral
e outra com forma de clava na por¢do mediana do peddnculo caudal (SAMPAIO;
ALMEIDA, 2009) que se prolonga até o final dos raios medianos da nadadeira
(BRITSKI et al., 1988) (Figura 1).
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Figura 1 - Exemplar de Astyanax lacustris do reservatdrio Monte Alegre, Salgueiro-PE.
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Fonte: (Arquivo Pessoal).

Segundo Vazzoler (1996), a espécie apresenta desova parcelada, podendo
fazer de trés a quatro desovas anuais. No entanto, o tipo de desova ainda gera
discordancias no meio cientifico, pois o estudo realizado por Rodrigues (1992) na
represa de lbititinga no estado de Sao Paulo indicou que essa espécie apresentou

desova total.

2.8.2 Psellogrammus kennedyi

O género monoespecifico Psellogrammus foi descrito por Eigenmann em
1903. A espécie Psellogrammus kennedyi se distribui pela bacia Parana-Paraguai,
bacia do Rio S&o Francisco (GRACA; PAVANELLI, 2007) e bacias do nordeste
médio-oriental (Paraiba, Apodi, Jaguaribe e Piranhas) (UNIVERSIDADE FEDERAL
DO VALE DO SAO FRANCISCO, 2015). O monitoramento da bacia do S&o
Francisco e em oito sub-bacias realizado por Costa et al. (2015) constataram a
presenca da espécie em todos 0s pontos amostrados. A espécie € nativa da
Caatinga, e também ocorre no Rio lgaracu no delta Parnaiba-Pl (MELO; MELO;
RESENDE, 2014).

Os individuos da espécie sdo peixes de pequeno porte, atingindo até 6,5 cm,
apresentando corpo losangular comprimido e elevado, nadadeira caudal longa, linha

lateral incompleta ou interrompida, uma mancha umeral difusa e verticalmente
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alongada, uma listra longitudinal e com boca frontal provida com dois ou trés dentes
na série externa e cinco na interna de dentes incisiformes e cuspidados (BRITSKI,
SATO; ROSA; 1988) (Figura 2).

Esse género apresenta um grande déficit de informagdes basicas sobre sua
biologia, e s&o necessarios estudos sobre seu desenvolvimento, reproducdo
alimentacdo e posicionamento filogenético. Lopes (2009) realizou uma andlise
filogenética com base na sequéncia mitocondrial do gene 16S do género
Ctenobrycon (Eigenmann, 1908) e concluiu que os géneros Ctenobrycon e

Psellogrammus ndo devem ser considerados distintos.

Figura 2 - Exemplar de Psellogrammus kennedyi do reservatdrio Monte Alegre, Salgueiro- PE.

(Fonte: Arquivo pessoal).-'

A espécie tem hdabito onivoro, se alimentando principalmente de algas e
vegetais (XIMENES; MATEUS; PENHA, 2011). Estudos reprodutivos realizados na
Caatinga entre os meses de fevereiro e agosto de 2013 mostraram que essa
espécie apresenta desova parcelada com pico reprodutivo no final da estacéo
chuvosa. Essa caracteristica se mostrou semelhante em outras espécies da
subfamilia Tetragonopterinae, como Moenkhausia dichroura e Hemigrammus gracilis
(UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO, 2013).
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As espécies Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi (Characidae) a
serem analisadas no presente trabalho carecem de informacao sobre biologia basica
(FISHELSON; GON, 2008). Estudos comparativos sobre a histomorfometria gonadal
possibilitam esclarecer e levantar novas informacfes sobre a biologia reprodutiva
desses peixes, especificamente em ambientes com regime intermitente, como este a
ser investigado na sub-bacia do rio Terra Nova, onde a morfofisiologia reprodutiva
dos peixes pode responder de maneira diferente ao longo dos periodos do ano.

Neste contexto, apesar das caracteristicas singulares dos ambientes
semiaridos, com poucos estudos sobre a biologia reprodutiva de peixes, a aplicacdo
de uma metodologia comparativa da morfologia e histomorfometria de ovarios e de
testiculos nas espécies de peixes Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi de
ocorréncia na sub-bacia do rio Terra Nova, pode resultar em informacdes
importantes para o estabelecimento de diretrizes adequadas ao seu manejo e
conservacao, além de enriquecer o conhecimento acerca da influéncia da regido

semiarida sobre os seus parametros reprodutivos.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar comparativamente as principais diferencas morfologicas e
histomorfométricas de ovarios e de testiculos nas espécies de peixes Astyanax
lacustris e Psellogrammus kennedyi (Characidae) de ocorréncia na sub-bacia do rio

Terra Nova, Pernambuco, Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever a organizagdo anatomica, forma, volume, coloragédo e estruturas
acessorias de ovarios e de testiculos;

e Determinar o didmetro do ovacito e altura da camada das células foliculares
nos diferentes estagios gonadais nas fémeas;

e Determinar o didametro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio germinativo

nos diferentes estagios gonadais nos machos;
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e Determinar entre as espécies estudadas, os valores médios do Indice

Gonadossomatico (IGS) de machos e fémeas maduras;

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Area de Estudo: Bacia do rio Terra Nova

A bacia do rio Terra Nova, esté localizada no Sertdo de Pernambuco, entre 7°
40°20” e 8° 36’57” de latitude sul, e 38°47°04” e 39°35’58” de longitude oeste.
Abrange uma area de 4.887,71 km?, que corresponde a 4,97% da area do Estado.
Limita-se, ao norte, com o estado do Ceara; ao sul, com os grupos de bacias de
pequenos rios interiores Gl4 e GI5 e o rio Sao Francisco; a leste, com a bacia do Rio

Pajel, e a oeste, com a bacia do Rio Brigida (Figura 3).

Figura 3 - Localizagdo geogréfica do reservatério Monte Alegre, no semiarido pernambucano,
préximo a cidade de Salgueiro, no estado de Pernambuco, Brasil.
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O rio Terra Nova apresenta uma extensdo de 40 km e um regime fluvial
intermitente em todo o seu curso, com suas hascentes situadas no estado do Ceara.
O rio tem direcdo norte-sul no seu curso inicial, e a partir da cidade de Terra Nova,

em Pernambuco, segue 0 sentido noroeste-sudeste até desaguar na margem
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esquerda do rio S&o Francisco. A sua area de drenagem compreende 12 municipios,
deste total, apenas trés estao totalmente inseridos, sendo: Cedro, Salgueiro (area de
coleta) e Terra Nova (APAC, 2015).

O reservatorio Monte Alegre, conhecido popularmente como acude Salgueiro
(Figura 4), localiza-se no municipio de Salgueiro (Sertdo pernambucano), e € o
segundo maior reservatorio da bacia do rio Terra Nova, com capacidade de acumulo
de agua de 14.698.000 m3 (APAC, 2015). Formado pelo represamento do riacho
Monte Alegre, o reservatorio foi construido na Fazenda Monte Alegre pertencente ao
coronel Veremundo, no ano de 1932, época em que 0 sertdo era assolado por um
grande periodo de estiagem. Tal construcdo durou cerca de oito anos, e foi realizada

com o intuito de abastecer a populacdo circunvizinha, para consumo animal e
irrigacdo (COMUNICACAO PESSOAL).

Figura 4 - Reservatorio Monte Alegre, Salgueiro-PE.

(Fote: rquio pesoal)

O reservatério apresenta mata ciliar bem conservada (Figura 5), e de acordo
com Araujo Filho et al. (2000) o solo da regido € do tipo Neossolo litélico, textura
média e siltosa com cascalho, relevo suave e ondulado, presenca de argisolo
vermelho-amarelo e vermelho-escuro. Possui também presenca de horizonte B
textual, raso e profundo, textura média e argilosa com cascalho e horizonte A
eutréfico, fraco e moderado. A Caatinga € do tipo hiperxeréfita com exemplares de
juazeiro (Ziziphus joazeiro Mart.; Rhamnaceae), mandacaru (Cereus jamacaru P.
DC.; Cactaceae), faveleira (Cnidoscolus phyllacanthus (Mull. Arg.) Pax e L. Hoffm.;
Euphorbiaceae), umbuzeiro (Spondias tuberosa Arruda; Anacardiaceae) e apresenta
macrofitas (Figura 6) como a elédea (Egeria densa Planchon; Hydrocharitaceae) e a
macroalga Chara sp..
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Figura 5 - Mata ciliar do reservatério Monte Figura 6 - Macréfita Egeria densa no
Alegre, Salgueiro-PE. reservatério Monte Alegre, Salgueiro-PE

(Fonte: Arquivo pessoal) (i:onte: Arquivo pessoal)

O reservatorio possui substrato composto por sedimento arenoso-argilo e
apresenta margem irregular, sendo possivel aferir larguras entre 25 e 100 metros em
diferentes pontos. As maiores temperaturas para a regiao ocorreram entre 0s meses
de novembro de 2014 a janeiro de 2015, com menores indices de precipitacdo nos
meses de junho e setembro de 2014 e maior indice no més de marco de 2015
(Figura 7).

Figura 7 - Médias mensais das temperaturas minima e maxima e precipitagdo, registradas no
municipio de Salgueiro- PE durante o periodo de abril a margo de 2015.
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(Fonte: CLIMATEMPO, 2015)
4.2 Coleta, Fixacédo e Processamento do Material Bioldgico

Os exemplares de A. lacustris e P. kennedyi foram coletados em campanhas
mensais durante 12 meses, que ocorreram entre abril de 2014 e marco de 2015.

Mensalmente, foram coletados 10 exemplares adultos de cada espécie, sendo cinco
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machos e cinco fémeas, totalizando 240 individuos (120 de cada espécie) ao final do
experimento. Tal coleta foi autorizada pelo Sistema de Autorizacao e Informagéo em
Biodiversidade — SISBIO (Numero: 45264-2; data de emissdo: 15/08/2014) e pelo
comité de ética e deontologia em estudos e pesquisas da instituicdo de ensino
(Ndamero: 0005/100614; data de emissdo: 09/09/2014).

Para a coleta dos peixes, foi utilizado uma rede de arrasto com 10 metros de
comprimento, 1,5 metros de altura e cinco milimetros de malha entre nds adjacentes
(Figura 8 A, B e C). Paralelamente as campanhas, foram mensurados os seguintes
parametros fisicos da agua: temperatura, pH, condutividade elétrica, turbidez e
oxigénio dissolvido com o auxilio de uma sonda multiparametro portétil modelo
Hanna HI 9828 (Figura 8 D).

Figura 8 - A - Rede de arrasto sendo utilizada no reservatdrio Monte Alegre; B - Peixes concentrados
na rede para selecdo; C - Exemplares selecionados da esquerda para direita A. lacustris e P.
kennedyi; D - Afericdo dos parametros abidticos com sonda multiparametro.

(Fonte: Arquivo pessoal)
Apés a coleta, os peixes foram anestesiados e sacrificados utilizando-se 2-

fenoxietanol na dose de 200 mg/L, de acordo com o Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV - Resolugdo n° 1000, de 11 de Maio de 2012). Para confirmar se
os individuos selecionados eram todos adultos, de cada exemplar foi obtido o
comprimento total (CP) compreendendo a distancia que vai da extremidade anterior

32



do focinho até a base da nadadeira caudal e peso corporal (PC) em gramas. Os
peixes foram dissecados e as gbnadas foram analisadas quanto as relacfes

anatbmicas, forma, coloracdo e documentadas fotograficamente.

4.3 Caracteristicas macroscopicas das gdénadas

Mensalmente, 10 exemplares de A. lacustris e P. kennedyi tiveram suas
gbnadas caracterizadas macroscopicamente. Foram examinados, sempre cinco
machos e cinco fémeas de cada uma das espécies. Os estadios de desenvolvimento
das gbnadas de ambos os sexos foram verificados apds a captura e dissecacdo em
campo.

O exame macroscopico das gbnadas permitiu a identificacdo do sexo, e a
verificacdo de diferencas quanto a organizacdo anatdbmica, forma, volume e
coloracdo de ovarios e de testiculos. Permitiu também a identificacdo do grau de
maturacdo gonadal e o célculo do IGS.

Para as fémeas, foram considerados: o grau de turgidez, coloracéao,
vascularizacéo, volume das gbnadas em relacdo ao espaco ocupado na cavidade
celomatica e peso. Para os machos, foram considerados: coloracdo e tamanho do
testiculo em relacdo ao espagco ocupado na cavidade celomética e peso. Essas
caracteristicas foram baseadas no trabalho de Carvalho et al. (2009) e estédo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas macroscopicas dos estadios de maturacdo gonadal (EMG) das espécies
Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi, de acordo com Carvalho et al. (2009).

EMG Ovarios Testiculos

I Translucido, fino, cercado de gordura. Fino e transparente, com volume reduzido e

rodeado por gordura.

Il Consistente e volumoso, cercado por Aumento de volume, cor esbranquicada e
massas muito gordurosas. cercado por massas muito gordurosas.

1l Consistente, atingindo volume maximo, Ocupando grande parte da cavidade celomatica,
amarelado, rodeado por gordura; cor branca leitosa; cercado por massas muito
ocupando a maior parte da cavidade gordurosas.
celdémica; ovocitos visiveis a olho nu.

\ Flacido; hemorragico; areas com alguns Flacido, cor branca leitosa; areas transparentes;
ovdacitos visiveis, e escasso de gordura. rodeado de pouca gordura.

\Y Muito flacido, hemorragico, sem ovocitos Reduzido volume méaximo com o minimo de

visiveis; muito pouca gordura.

gordura.
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EMG= Estddios de maturacdo gonadal, I- imaturo/jovem; Il- maturacao inicial; Ill- maturacéo
avancada/desovando/espermiando; IV- parcialmente esvaziado; V- totalmente gasto/esvaziado.

4.4 Analise Histomorfométrica das gébnadas

No Laboratorio de Morfofisiologia do Centro de Conservacdo e Manejo de
Fauna da Caatinga (CEMAFAUNA-CAATINGA/UNIVASF), o estudo histolégico foi
realizado desde a fixacdo das gbnadas em solucédo Bouin, desidratacdo em séries
ascendentes de alcool, clarificagdo em xilol e inclusdo em parafina.

No Laboratério de Biologia Celular, Citologia e Histologia, do Campus
Ciéncias Agrarias da UNIVASF, apenas uma ou duas amostras das gbnadas
identificadas macroscopicamente, quanto ao estaddio de maturacdo gonadal foram
seccionadas a 5 um de espessura, em seguida coradas com hematoxilina-eosina
(HE) e montadas em lamina. Para essa metodologia, foram levados em
consideracao todos os estadios gonadais observados mensalmente nas coletas.

As laminas foram analisadas sob microscopio Lederer Avancini® (modelo
LA/146A) acoplado com camera digital Opton® (modelo TA-0124-A) e as imagens
foram capturadas com o programa TA-0124-A. A histologia dos ovarios e testiculos
das espécies A. lacustris e P. kennedyi foi realizada mediante a determinacédo dos
estadios de maturacédo gonadal (EMG) de acordo com Carvalho et al. (2009) (Tabela
2).

Tabela 2 - Caracteristicas microscopicas dos estadios de maturacdo gonadal (EMG) aplicados para
as espécies Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi, de acordo com Carvalho et al. (2009).

EMG Ovérios Testiculos

I Presenca de ovécitos perinucleolares Tuabulos seminiferos com apenas
iniciais e avancados. espermatogonias e limen ocluso.

Il Presenca de ovdcitos perinucleolares e Tudbulos seminiferos com cistos de células
pré-vitelogénicos. espermatogénicas e poucos espermatozéides

dentro o lumen.

i Presenca de ovécitos perinucleolares, Tubulos seminiferos com alguns cistos de
pré-vitelogénicos e vitelogénicos. células espermatogénicas e lumen cheio de

espermatozdides incorporado em secregdo
acidofila.

v Presenca de ovocitos perinucleolares, Tuabulos seminiferos parcialmente vazios,
pré-vitelogénicos e vitelogénicos e poucos cistos de espermatécitos e
foliculos pés-ovulatérios. espermatozéides.

Vv Presenca de ovdcitos perinucleares, pés- Tubulos seminiferos contendo espermatogénias,
ovulatérios e foliculos atrésicos. limen vazio ou com espermatozoéides residuais.

EMG= Estagios de maturacdo gonadal, |- imaturo/jovem; IlI- maturacdo inicial; Ill- maturagcéo

avancada/desovando/espermiando; IV- parcialmente esvaziado; V- totalmente gasto/esvaziado.
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Para as imagens dos ovarios de cada individuo, obtidas em microscopio, fez-
se a mensuragdo em micrédmetros (um) do didmetro ovocitario e da altura da
camada das células foliculares de cinco (5) ovocitos nos estadios Il, 11l (fases pré-
vitelogénicas), IV (fase vitelogénica) e V (foliculos atrésicos). Nos testiculos, de cada
exemplar, fez-se a mensuracdo em micrébmetros (um) do didmetro dos tubulos
seminiferos e da altura do epitélio germinativo de cinco (5) tubulos nos estadios I, Il
e IV. As mensuracdes foram realizadas através do programa Image-Pro Plus® -
versao 4.5.0.29.

As médias para o diametro ovocitario (DO), bem como para a altura da
camada das células foliculares (ACCF) nas fémeas e as médias do diametro do
tubulo seminifero (DTS) e da altura do epitélio germinativo (AEG) foram usadas
como estimadores secundarios da atividade reprodutiva de cada individuo. O tipo de
desova (parcelada ou total) foi determinado apds as caracteristicas histolégicas
encontradas nas laminas com tecidos de ovéario e testiculo dos individuos
analisados.

Para obter o DO e DTS, foram realizadas duas mensuragdes, tracando uma
reta horizontal e outra vertical, formando um angulo de 90° entre elas. Dessas duas
medidas, fez-se a média para o didmetro ovocitario (Figura 9 A e B) e para o

didmetro do tabulo seminifero (Figura 10 A e B).

Figura 9 - Imagens da mensuracdo do didmetro ovocitario (DO) e da altura da camada das células
foliculares (ACCF) nas fases pré-vitelogénica e vitelogénica das espécies Astynax lacustris (A) e P.
kennedyi (B).
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Figura 10 - Imagens da mensuracdo do didmetro dos tdbulos seminiferos (DTS) e da altura do
epitélio germinativo (AEG) das espécies Astyanax lacustris (A) e Psellogrammus kennedyi (B).

-

4.5 Variaveis Quimicas e Precipitacéo

Mensalmente, em cada campanha, foram coletadas amostras de agua e
encaminhadas para o Laboratério de Bioquimica do Centro de Conservacao e
Manejo de Fauna da Caatinga (CEMAFAUNA-CAATINGA/UNIVASF). Dessa agua,
foram avaliados o0s seguintes parametros quimicos: Amodnia pelo método do
indofenol; Nitrito pelo método sulfanilamida e dicloreto de N-(1-naftil) etilenodiamino;
Nitrato pelo método da regido ultravioleta com segunda derivada e Fosforo pelo
método do &cido ascérbico. Os métodos utilizados, seguem o modelo descrito da
Embrapa 2014.

Os dados de precipitacdo e temperatura foram obtidos do site Climatempo

durante o periodo de abril de 2014 a marc¢o de 2015.

4.6 Andlise Estatisticas dos Dados

O indice Gonadossomatico foi calculado através da expressdo proposta por
Vazzoler (1996):
IGS = (Wg/Wt) x 100

Sendo: Wg = Peso das gbnadas em gramas;
W1t = Peso total do peixe em gramas.
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A normalidade dos dados foi verificada através do teste de Kolmogorov-
Smirnov, o que permitiu analisar a sua distribuicdo paramétrica ou ndo paramétrica.
Para testar a igualdade das variancias dos dados paramétricos, o teste de Bartlett foi
utilizado com a finalidade de verificar se as variancias do diametro dos tubulos
seminiferos, diametro ovocitario, altura do epitélio germinativo e altura da camada
das células foliculares nos estagios diferem ou ndo. Para os dados nao
paramétricos, o teste de Wilcoxon Mann-Whitney foi empregado, com a mesma
finalidade.

Para se avaliar possiveis correlacdes entre os fatores ambientais e o IGS foi
utilizado a correlagdo ndo parameétrica de Spearman. O IGS de cada sexo de ambas
as espécies estudadas foi correlacionado com a precipitacdo e temperatura média
mensal. Tais dados foram fornecidos pela Agencia Pernambucana de Aguas e
Clima- APAC.

A relacdo entre os estadios de maturacao gonadal com as variaveis quimicas
da agua e a precipitacdo foram analisadas através de uma analise de correlacao
canobnica (CCA) utilizando o software Past 2.17. A analise foi realizada utilizando a
distribuicdo mensal dos individuos em cada estadio de maturacdo gonadal e os
valores das variaveis limnoldgicas de cada amostragem. A CCA é uma analise
multifatorial, que relaciona dois grupos de variaveis, a principal (estadios de
maturacdo) e a explanatéria (varidveis ambientais), através de regressdes lineares.
O resultado principal é um grafico contendo a ordenacédo das amostras, espécies e
conjuntos de vetores (MELLO; HEPP, 2008).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Descricdo macroscoOpica dos ovarios de Astyanax lacustris e

Psellogrammus kennedyi

Os ovarios das fémeas de Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi
apresentaram uma morfologia tipica dos teledsteos. Sao do tipo cistovariano, pelo
fato de apresentarem oviduto continuo, ou seja, o limen ovariano se estende até o
oviduto e, consequentemente, 0s ovocitos alcancam o meio externo, conforme a

classificacdo de Connaughton e Aida, 1998. Os ovéarios das duas espécies
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apresentaram-se como 6rgdos pares, alongados e foliaceos, sofrendo modificacbes
na espessura, volume e coloragdo durante as diferentes fases do ciclo reprodutivo,
conforme observado também em outras espécies da familia Characidae (MAZZONI
et al., 2005).

Os ovarios, de ambas as espécies, foram localizados dorso-lateralmente a
bexiga natatdria (Figura 11) e cavidade celémica, e dorsalmente ao tudo digestivo.
Eles apresentam-se separados entre si, fusionando-se em sua parte caudal, nas
proximidades do poro genital. Externamente, foram revestidos pelo periténio visceral
e ligados ao dorso da cavidade abdominal através do mesovario (Figura 12). N&ao
foram observadas estruturas acessoérias aos ovarios. Essas caracteristicas também
foram verificadas por Veregue (2003) ao estudar Astyanax scabripinnis paranae,

outra subespécie da familia Characidae.

Figura 11: A - Ovario esquerdo de Astyanax lacustris na cavidade abdominal; B - Ovarios maduros de
A. lacustris com coloragdo pardo-esverdeado; C - Ovério esquerdo de Psellogrammus kennedyi na
cavidade abdominal; D - Ovarios maduros de P. kennedyi com coloracdo amarelada.
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Figura 12 - Seta vermelha indicando o ligamento
ao dorso da cavidade abdominal através do
Mesovario de A. lacustris.

Os ovacitos vitelogénicos visiveis a olho nu apresentaram tons amarelado a
pardo esverdeado para A. lacustris e amarelado para P. kennedyi durante todo o
periodo amostrado. O pigmento amarelado esta relacionado aos carotendides
presentes na gema, e possui intima relacdo com a alimentacdo das espécies
(SVENSSON et al., 2010). A coloracdo é importante para a identificacdo da prole,
selecéo de fémeas saudaveis e selecéo da prole para o cuidado parental (BLOUNT;
HOUSTON, 2000; LUBZENS et al., 2010). Além de indicar estado de saude, devido
ao fato dessas substdncias serem classificadas como antioxidantes e
imunoestimulantes (OLSEN; OWENS, 1998).

Os ovarios de A. lacustris e P. kennedyi analisados macroscopicamente,
apresentaram-se em trés fases de maturacdo gonadal (ll, I, IV). Considerando a
seguir a descricdo comum a ambas as espécies, tem-se que, na fase I, observaram-
se ovarios consistentes e volumosos, cercados por massas muito gordurosas,
vascularizados, com ovdcitos visiveis a olho nu (Figura 13 A); na fase lll, as gbnadas
apresentaram-se consistentes, largas, muito volumosas e rodeadas por gordura
ocupando a maior parte da cavidade celomatica, vascularizacdo intensa e cor
amarela a pardo-esverdeada, com ovocitos grandes e abundantes (Figura. 13 B); na
fase IV, os ovarios apresentaram-se flacidos, hemorragicos, areas com alguns
ovocitos visiveis, ndo volumosos e escassos de gordura (Figura 13 C). Tais

caracteristicas corroboraram com a descrigéo de Carvalho et al. (2009).

39



4

Figura 13: Ovarios de Astyanax lacustris. A - Estadio II; B - Estadio lll e C-Est?dio V.
T e 1 B g : -

Astyanax lacustris apresentou fémeas em maturagcdo nos meses de janeiro,
margo, agosto a outubro e dezembro. Com relacdo as fémeas maduras, s6 nao
houve registro no més de julho. Fémeas esvaziadas foram registradas nos meses de

abril a julho, setembro, novembro e janeiro (Figura 14).

Figura 14 - Frequéncia de ocorréncia mensal dos estadios gonadais das fémeas de Astyanax
lacustris no reservatorio Monte Alegre.
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Psellogrammus kennedyi apresentou fémeas em maturacdo nos meses de

junho, agosto a outubro e dezembro. Fémeas maduras foram observadas em todos
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0s més do ano e houve registro de fémeas esvaziadas nos meses de mar¢o, maio,

junho e novembro (Figura 15).

Figura 15 - Frequéncia de ocorréncia mensal dos estadios gonadais das fémeas de Psellogrammus
kennedyi no reservatério Monte Alegre.

W 0
95
S 4 I Desovada/Esgotada
23
g 2 B Madura/Desovando
s 1 B Em maturagao
2 0
\ ™ ™ ™ b‘ N ™ ™ ™ ) \2) »
K\'\r \\\'\r Q\'\« &\\« o}'\/ Q\'\ (}\'\/ \\\'\, (J\'\« Q\'\r ‘0\\/ k\'\«
NG I AN AR i R
Meses

5.2 Descricdo macroscoOpica dos testiculos de Astyanax lacustris e

Psellogrammus kennedyi

Os testiculos de A. lacustris e P. kennedyi mostraram-se como 0rgaos pares,
alongados e fusiformes, localizados dorso-lateralmente a bexiga gasosa e cavidade
celébmica e dorsalmente ao tubo digestivo, juntando se caudal ventral a papila
urogenital. Nao foram observadas estruturas acessorias testiculares. Os testiculos
maduros possuiram coloragéo branco-leitosa (Figura 16).

Figura 16 - A - Seta vermelha mostrando o testiculo esquerdo de Astyanax lacustris na cavidade

abdominal; B - Testiculos maduros de A. lacustris com coloracdo branco leitosa; C - Testiculos
maduros de Psellogrammus kennedyi com coloragéo branco leitosa.
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Os testiculos de A. lacustris e P. kennedyi analisados macroscopicamente
apresentaram-se em trés fases de maturacdo gonadal (Il, I, IV). Considerando a
seguir a descricdo comum a ambas as espécies, tem-se que na fase I, os testiculos
ocuparam de 1/3 a 2/3 da cavidade celomética, foram pouco vascularizados e de
coloracdo esbranquicada (Figura 17 A); na fase Ill, se apresentaram targidos,
ocupando grande parte da cavidade celomatica, com coloracdo branco leitosa,
cercados por massas gordurosas e com vascularizacao reduzida (Figura. 17 B); na
fase IV, apresentaram-se flacidos, ocupando menos de 2/3 da cavidade celomatica,
brancos, avermelhados e hemorragicos, rodeados de pouca gordura (Figura 17 C).
Tais aspectos morfoldégicos também corroboraram com a descricao de Carvalho et
al. (2009).

Figura 17 - Testiculos de Psellogrammus kennedyi no estadio Il (A); Testiculos de Astyanax lacustris
no estadio Il (B) e Testiculos de Astyanax lacustris no estadio V.
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Astyanax lacustris apresentou machos em maturacdo nos meses de janeiro e
de julho a setembro. Machos maduros foram observados em todos os meses do

ano, com individuos esvaziados nos meses de fevereiro, marco, maio e junho

(Figura 18).

Figura 18 - Frequéncia de ocorréncia mensal dos estadios gonadais dos machos de Astyanax
lacustris no reservatdrio Monte Alegre.
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Psellogrammus kennedyi apresentou machos em maturacdo no periodo de
junho a novembro. Machos maduros foram observados em todos os meses do ano

com individuos esvaziados nos meses de marco a maio (Figura 19).
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Figura 19 - Frequéncia de ocorréncia mensal dos estadios gonadais dos machos de Psellogrammus
kennedyi no reservatério Monte Alegre.
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O estadio predominante para as fémeas foi 0 maduro (51,6% para A. lacustris
e 68,3% para P. kennedyi). O menos encontrado foi o de maturagcéao para A. lacustris
(20%) e o esvaziado para P. kennedyi (13,3%). Essa diferenca na frequéncia
temporal dos estadios gonadais pode ser considerada propria das espécies nas
condi¢cdes ambientais vigentes no periodo em estudo, pois de acordo com Veregue
e Orsi (2003), os peixes do género Astyanax parecem ter uma periodicidade em seu

processo reprodutivo.

5.3 indice Gonadossomatico (IGS) das Espécies Estudadas

Os valores médios mensais do IGS de machos e fémeas de Astyanax
lacustris (Figura 20) foram menores entre 0os meses de maio e novembro, com
destaque para os meses de junho e julho, em ambos os sexos. Notou-se um
incremento no indice a partir do més dezembro, quando as fémeas apresentaram
seu pico, ja para os machos, o pico ocorreu no més de marco. Esses periodos

coincidiram com o periodo chuvoso na regido de estudo.
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Figura 20 - Variacdo temporal de IGS de machos e fémeas de Astyanax lacustris, coletados no
reservatério Monte Alegre, Salgueiro-PE.
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A maioria dos estudos realizados com o género Astyanax no hemisfério sul,
demonstram que as espécies apresentam uma reproducdo sazonal, com pico no
periodo chuvoso (SILVA, 2008), que normalmente compreendem as estacdes da
primavera e verdao (ABILHOA; AGOSTINHO, 2007; DALA CORTE; AZEVEDO,
2010).

Os picos de IGS médio de A. lacustris foram observados nos meses de
dezembro a abril. No més de fevereiro, quando todas as fémeas capturadas se
encontravam maduras, a média de IGS foi de 10,25%, e no més de janeiro houve o
registro de uma fémea com o IGS de 15,78%. Para P. kennedyi, os maiores valores
de IGS meédio foram observados nos meses de dezembro a maio. Nos meses em
que todas as fémeas se encontravam maduras, a média de IGS foi de 7,87%, sendo
que no més de marco uma das fémeas atingiu IGS de 10,41%. Gurgel (2004)
encontrou para A. fasciatus um periodo de reprodugcdo longo, com o IGS
aumentando a partir do trimestre nhovembro-dezembro-janeiro, alcancando maiores
valores no trimestre seguinte.

O menor IGS médio das fémeas e machos de P. kennedyi ocorreu no més de
novembro. Nos meses seguintes foi nitido um incremento no indice, com fémeas
atingindo seu pico no més de fevereiro. O maior indice mensal de IGS nos machos
ocorreu no més de agosto, més em que as fémeas também apresentaram um indice
elevado, podendo ser uma consequéncia do grande numero de individuos maduros
(Figura 21).
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Figura 21 - Variacdo temporal de IGS de machos e fémeas de Psellogrammus kennedyi, coletados
no reservatorio Monte Alegre, Salgueiro-PE.
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Os maiores IGS de fémeas de P. kennedyi ocorreram no mesmo intervalo de
meses apresentado por A. lacustris, periodo esse em que ocorreu uma maior
precipitacdo na regido do reservatorio Monte Alegre. Lourengo, Mateus e Machado
(2008) ao analisarem fémeas da espécie Moenkhausia sanctafilomenae observaram
um maior nimero de gbnadas maturas, e consequentemente maior IGS, no més de
dezembro, quando se iniciaram as chuvas na regido do rio Cuiaba. O mesmo foi
registrado nos exemplares de Prochilodus brevis onde o periodo reprodutivo
coincidiu com o periodo de chuvas (NASCIMENTO et al., 2012).

Ao compararmos o0s IGS's das fémeas de ambas as espécies, observou-se
que A. lacustris apresentou maiores indices em oito dos 12 meses analisados, e que
P. kennedyi apresentou maiores indices nos meses de maio a agosto (Figura 22). O
IGS foi significativamente maior para as fémeas de A. lacustris nos meses de
novembro e fevereiro, enquanto que o IGS de P. kennedyi foi significativamente

mais elevado no més de julho quando comparado aos de A. lacustris (Figura 22).
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Figura 22 - indices gonadossomaticos das fémeas de Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi
no periodo de abril de 2014 a margco de 2015 no reservatério Monte Alegre, Salgueiro-PE. *
Resultados significativos com p<0.05.
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Ao compararmos os indices gonadossomaticos (IGS) dos machos de ambas
as espeécies, observou-se que o de A. lacustris foi superior em 10 dos 12 meses
analisados, e que P. kennedyi apresentou maiores indices apenas nos meses de
julho e agosto (Figura 23). O IGS foi significativamente maior para os machos de A.
lacustris nos meses de novembro a abril. N&o foram observados valores de IGS de
P. kennedyi significativamente maiores aos de A. lacustris (Figura 23).

Figura 23 - indices gonadossomaticos dos machos de Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi
no periodo de abril de 2014 a margco de 2015 no reservatério Monte Alegre, Salgueiro-PE. *
Resultados significativos com p<0.05.
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5.4 Descricao Histologica dos Ovarios de Astyanax lacustris e Psellogrammus
kennedyi

A partir das observagdes da histologia ovariana de A. lacustris e P. kennedyi
puderam ser distinguidas cinco fases gonadais comuns as duas espécies,
entretanto, as analises histomorfométricas foram direcionadas apenas aos estadios
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(I, 1l e 1V). Isso ocorreu devido aos poucos registros celulares nas fases | e V,
contemplando pontualmente um ou outro individuo.

Nas observacdes histoldgicas dos ovarios das duas espécies, verificaram-se
ovarios envolvidos externamente por uma serosa peritoneal, constituida por
mesotélio e ldamina do tecido conjuntivo fibroso (Figura 24 A). Profundamente a essa
estrutura, observou-se a tunica albuginea de natureza conjuntiva, contendo fibrocitos
e vasos sanguineos. A tunica albuginea emitiu septos para o interior do 6rgéao,
formando lamelas ovuligeras, nas quais encontraram-se ovogonias e ovocitos em
diferentes fases de desenvolvimento. Nas duas espécies, o tipo de desenvolvimento
ovocitario é assincrénico, com a presenca de ovoécitos em diferentes estadios de
desenvolvimento (Figuras 24 A e B). Essas mesmas caracteristicas foram
observadas por Drummond (1996), Miranda (1999), Pereira Filho (2000) e Marcon
(2008).

Figura 24: (A) Corte histolégico do ovario de Psellogrammus kennedyi evidenciando o tecido
conjuntivo fibroso (Setas); (B) Corte histolégico do ovario de Astyanax lacustris com presenca de
ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento.

Préximos aos ovécitos primarios, observou-se uma quantidade razoavel de
tecido conjuntivo, ja nos ovécitos em vitelogénese avancada, a visualizacdo do
tecido conjuntivo do estroma ovariano foi dificultada pelo maior tamanho que estes
ovQcitos atingem.

O processo de desenvolvimento dos ovdécitos parece ser 0 mesmo para as
diferentes espécies de peixes teledsteos, com relacdo as variagdes na sua estrutura,
tais como, diametro, caracteristicas do nucleo, camadas envoltérias, composicdo e

distribuicdo do vitelo. Os ovdcitos, quando maduros, séo eliminados e, com isso,
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surgem os foliculos pds-ovulatorios no estroma ovariano (Figura 25) como relatado
por Santos (2003) e Marcon (2008).

Figura 25: Foliculo pés-ovulatorio (seta) no estroma ovariano de Astyanax lacustris. Aumento de
100X (A); Foliculo pos-ovulatério (seta) no estroma ovariano de Psellogrammus kennedyi. Aumento
de 40X (B).

A presenca de células pavimentosas e cubicas no epitélio que envolve a
lamela ovuligera foi também observada nas duas espécies (Figura 26 A e B).

Figura 26 — Ovario com presenca de células pavimentosas (cabeca da seta) e clbicas (setas) no

As ovogobnias organizadas em ninhos ou encontradas isoladamente s&o
envoltas por células epiteliais e por uma membrana basal que as separam do
estroma ovariano, para mais tarde se tornarem ovdcitos (GRIER et al., 2007). Nos
ovarios das duas espécies, foram verificadas células com caracteristicas que as

diferenciaram das ovogonias iniciais. Estas células foram maiores, e jA possuiam
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citoplasma e presenca de nucleo evidente e, portanto, denominadas ovocitos
primordiais (Figura 27 A e B).

Figura 27 - Seta Unica indicando a presenca de ovogonia e seta dupla indicando ovdcitos primordiais
na espécie Astyanax lacustris (A); Seta Unica indicando a presenca de ovogdnia e seta dupla
indicando ovdcitos primordiais na espécie Psellogrammus kennedyi (B).
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Nas duas espécies, também foi possivel observar semelhancas na morfologia
e conteldo das vesiculas corticais, as quais se fundem e formam os alvéolos
corticais (Figura 28 A, B, C e D). Essas caracteristicas dos alvéolos corticais de
ambas as espécies foram similares aquelas descrita por Bazzoli; Godinho (1994);
Garcia et al. (2001) e Marcon (2008).

Figura 28 - Ovécito em estadio avangado com presenca de vesiculas corticais (seta) formando o
alvéolo cortical em Astyanax lacustris (A e B); Ovoécito em estadio avangcado com presenca de
vesiculas corticais (seta) formando o alvéolo cortical em Psellogrammus kennedyi (C e D) Aumento
de 400X.
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As duas espécies apresentaram ovocitos pré-vitelogénicos durante todos os
meses do ano (estadios Il e Ill). Ovdcitos vitelogénicos (estadio 1V) de A. lacustris s
nao foram registrados nos meses de abril, julho e agosto. Para P. kennedyi, s6 ndo

houve a presenca de ovdcitos vitelogénicos nos meses de abril e maio.
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O diametro dos ovocitos vitelogénicos de A. lacustris e P. kennedyi
apresentaram meédia de 471,68 + 160,55 e 283,32 + 59,01 um, com altura média da
camada das células foliculares de 9,35 + 3,37 e 6,69 £ 2,87 um, respectivamente
(Tabela 3). Observou-se se que o0s ovocitos vitelogénicos de P. kennedyi foram
menores quando comparados aos de A. lacustris.

O didametro dos ovacitos vitelogénicos de A. lacustris obtidos no presente
trabalho, possui valor proximo do obtido por Martins et al. (2012) na espécie
Astyanax bimaculatus (563.90 + 131.70) de ocorréncia na bacia do rio S&o
Francisco.

Tabela 3 - Medidas histomorfométricas do didmetro ovocitario (DO) e altura da camada das células

foliculares (ACCF) das fémeas de Astyanax lacustris - 32 observacdes e Psellogrammus kennedyi -
34 observacdes.

Diametro ovocitario Altura da camada das células foliculares
1] 11 I\ Il 1] 1\
A. lacustris 166,57+71,42a 165,66+139,93b 471,68+160,55b 38,52+17,01a 20,89+7,11b 9,35+3,37c
P. kennedyi 85,20+24,74a 104,72+37,18b  283,32+59,01c 20,67+8,14a 26,13+12,11b 6,69+2,87c
Letras (a,b,c) diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05); letras iguais ndo apresentam
diferencgas significativas; para as fases Il, Il e IV, respectivamente.

Ao compararmos o DO entre os estadios gonadais em A. lacustris,
observamos que o estadio Il quando comparado aos estadios Ill e IV, foram
significativamente diferentes (p<0,05), ndo havendo diferenca significativa nos
valores quando comparados os estadios Ill com IV (Tabela 3). Foram observadas
diferengas significativas na ACCF quando comparados os diferentes estadios
(Tabela 3).

Psellogrammus kennedyi apresentou diferencgas significativas nos valores do
DO e ACCF quando comparados os diferentes estadios de maturacdo gonadais
(Tabela 3).

Ao estabelecermos uma comparacdo nas duas espécies entre 0s mesmos
estadios gonadais, observamos diferencas significativas no DO para as diferentes
fases. Ja na ACCF apenas a comparacao entre os estadios IV de A. lacustris com P.

kennedyi ndo houve diferenca significativa (Tabela 4).
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Tabela 4 - Medidas histomorfométricas do didmetro ovocitario (DO) e altura da camada das células
foliculares (ACCF) das fémeas de Astyanax lacustris - 32 observacdes e Psellogrammus kennedyi -
34 observacgdes, quando comparados os mesmos estadios gonadais.

Diametro ovocitario Altura da camada das células foliculares
1 11 \Y 1 111 \Y

A. lacustris 166,57+71,42a 165,66+139,93a 471,68+160,55a 38,52+17,01a 20,89+7,11a 9,35+3,37a
P. kennedyi 85,20+24,74b  104,72+37,18b  283,32+59,01b 20,67+8,14b 26,13+12,11b 6,69+2,87a

Letras (a,b) diferentes nas linhas da mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05); letras iguais ndo
apresentam diferencas significativas; para as fases Il, lll e IV, respectivamente.

5.5 Descricdo Histolégica dos Testiculos de Astyanax lacustris e
Psellogrammus kennedyi

Os testiculos das duas espécies possuiram uma capsula de tecido conjuntivo
e, No seu interior, encontravam-se tubulos seminiferos. Foram encontrados ductos
anastomosados revestidos por tecido conjuntivo com epitélio simples apresentando
células de revestimento do tipo colunares (Figura 29 A e B). A espécie P. kennedyi
de uma maneira geral, apresentou um numero maior de tubulos anastomosados
guando comparado a A. lacustris.

O testiculo das duas espécies foi do tipo tubulo anastomosado, apresentando
porcdes com diferentes fungdes, denominadas de espermatogénica e secretora
(Figura 30). A porcao espermatogénica contou com cistos espermatogénicos, onde
ocorria a producao de espermatozéides, enquanto a porcao secretora apresentou
espermatides e espermatozdides imersos em secrecdo (Figura 31 A e B).
Analisando diversos testiculos das espécies analisadas, foi observado que as
porcdes espermatogénica e secretora variaram suas posicées, ndo sendo possivel
estabelecer padrées de localizacdo anatdbmicas. As células epiteliais que
compunham a porc¢ao secretora apresentaram uma dinamica estrutural, podendo ser

cubicas ou pavimentosas.
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Figura 29 - Tecido conjuntivo com epitélio simples circundando os tdbulos seminiferos
anastomosados em Astyanax lacustris (A); Psellogrammus kennedyi. Luz do Tubulo (LT) preenchida
por secrecdo e espermatozoéides (B). Aumento de 400X.

Figura 30 - Porcdo espermatogénica (PE) (seta dupla) e porcdo secretora (PS) (seta Unica) em

Astyanax lacustris. Aumento de 40X.
a -
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Figura 31 - Epitélio secretor com células de diferentes formas (A) (seta Unica) em Astyanax lacustris;
Porcao espermatogénica com cistos espermatogénicos, onde ocorre a produgdo de espermatozdides
(seta dupla) (B) em Psellogrammus kennedyi. Luz do Tdbulo (LT) preenchida por secrecdo e
espermatozoéides. Aumento de 400X.

A partir das observacdes histoldégicas dos testiculos de A. lacustris e P.
kennedyi, puderam ser distinguidas trés fases gonadais (ll, 1ll e IV) comuns as duas
espécies. No estadio de maturacdo Il (Figura 32 A e B), os tubulos seminiferos
apresentaram epitélio germinativo continuo com presenga de cistos em diversos
estadios da espermatogénese, e com a presenca de poucas espermatogdnias
entremeadas aos cistos. Neste estadio, a luz dos tubulos apresentou tamanho

reduzido, contendo um namero pequeno de células livres no seu interior.

Figura 32 - Estadio (II) de maturagdo em Astyanax lacustris (A) e Psellogrammus kennedyi (B). Luz
do Tubulo (LT). Aumento de 400X.

A
LT

No estadio Il (maduro/espermiando) (Figura 33 A e B), o epitélio germinativo
se encontrou melhor delimitado, com bordas melhor definidas em A. lacustris
quando comparado a P. kennedyi. A presenca de cistos foi rara e quando presentes,
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estes estavam espacados por células de Sertoli (Figura 33 C) que ndo envolviam
células da linhagem germinativa. Nessa fase, um grande numero de
espermatozoides em secrecdo foi observado na luz dilatada do tabulo, assim como a

presenca de um epitélio secretor.

Figura 33 - Estadio Ill (maduro/espermiando) em Astyanax lacustris (A); Psellogrammus kennedyi (B)
e Células de Sertoli (cabecas de setas) (C). Luz do Tdbulo (LT). Aumento de 400X.

BT

No estadio IV (esgotado/espermiado) (Figura 34 A e B) observou se uma
desorganizacdo dos tubulos seminiferos e um aumento do espaco ocupado pelo
tecido intersticial. O epitélio germinativo de A. lacustris apresentou um namero
expressivo de espermatogbnias circundadas pelas células de Sertoli quando
comparado a P. kennedyi. Houve a presenca de nucleos de espermatozdides
remanescentes ao lado de nucleos de outras células do epitélio, sugerindo uma
reabsorcdo de espermatozoides residuais.
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Figura 34 - Estadio IV (esgotado/espermiado) em Astyanax lacustris com namero expressivo de
espermatogoénias - setas (A) e Psellogrammus kennedyi (B). Luz do Tubulo (LT). Aumento 400X.

Individuos no estadio Il de A. lacustris foram observados no més de julho,
enquanto que P. kennedyi apresentou individuos nos meses de maio, julho,
setembro e novembro. No estadio IV, A. lacustris apresentou exemplares no més de
julho e P. kennedyi no més de abril. As duas espécies apresentaram tubulos
seminiferos com lamen cheio de espermatozéides incorporado em secrecao
aciddfila durante todos os meses (estadios Ill). A manutencao de regides do testiculo
em diferentes estadios do ciclo pode contribuir para que as espécies possam
produzir espermatozoides e possuam reservas deste gameta no interior do testiculo
durante todo ano. Isso permite que 0s machos estejam sempre aptos para
reproducao, realizando liberacdo parcelada dos espermatozoides de acordo com as
condi¢cdes ambientais mais favoraveis (COSTA, 2011).

O diametro dos tubulos seminiferos (DTS) de A. lacustris e P. kennedyi no
estadio Il apresentou média de 94,70 + 46,94 e 114,68 + 34,57 um, com altura
média do epitélio germinativo (AEG) de 13,18 + 10,47 e 18,75 = 5,47 pm,
respectivamente (Tabela 5). Os maiores valores para DTS e AEG observados para
P. kennedyi estdo relacionados ao fato da espécie possuir um nimero maior de
tubulos anastomosados quando comparado a A. lacustris.

Tabela 5 - Medidas histomorfométricas do didmetro do tdbulo seminifero (DTS) e altura do epitélio

germinativo (AEG) dos machos de Astyanax lacustris - 32 observacgfes e Psellogrammus kennedyi -
28 observacdes.

Diametro do tabulo seminifero Altura do epitélio germinativo
Il 11 v Il I [\
A. lacustris 52,44+7,20b  94,70+46,94a  35,71%12,27b 12,80+2,73a 13,18+10,47ac 7,34+1,12bc
P. kennedyi 68,21+12,57b 114,68+34,57a 49,43+0,18c 15,28+4,93a 18,75+5,47a  18,80+2,69a
Letras (a,b,c) diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p<0,05); letras iguais ndo apresentam
diferencas significativas; para as fases Il, lll e IV, respectivamente.
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Ao compararmos o DTS entre os estadios gonadais em A. lacustris,
observamos que o estadio Il quando comparado ao estadio Ill e o estédio Il quando
comparado ao estadio IV foram significativamente diferentes (p<0,05), (Tabela 8).
Foram observadas diferencas significativas na AEG quando comparados os estadios
Il com IV (Tabela 5).

Psellogrammus kennedyi apresentou diferencas significativas nos valores do
DTS e AEG quando comparados a Astyanax lacustris nos estadios gonadais Il e IV
(Tabela 5). Entretanto, nao foram observadas diferengas na AEG dos machos de P.
kennedyi comparando os diferentes estadios (Tabela 5).

Ao estabelecermos uma comparacéo entre as duas espécies com 0S mesmos
estadios gonadais, observamos que o DTS e AEG foram significativamente

diferentes nos estadios Il com Il e IV com IV (Tabela 6).

Tabela 6 - Diametro do tibulo seminifero (DTS) e Altura do epitélio germinativo (AEG) dos machos de
Astyanax lacustris - 32 observacdes e Psellogrammus kennedyi - 28 observagfes, quando
comparados os mesmos estadios gonadais.

Diametro do tabulo seminifero Altura do epitélio germinativo
Il Il \% Il 11l \%

A. lacustris 52,44+7,20a 94,70+46,94a  35,71%12,27a 12,80+2,73a 13,18+10,47a 7,34%1,12a
P. kennedyi 68,21+12,57a 114,68+34,57b 49,43+0,18b 15,28+4,93a 18,75+5,47b  18,80+2,69b

Letras (a,b) diferentes nas linhas da mesma coluna indicam diferenca significativa (p<0,05); letras iguais nédo
apresentam diferencas significativas; para as fases Il, lll e IV, respectivamente.

Apesar da semelhanca da estrutura testicular das espécies estudadas com
outros teleésteos, conforme observado por (CARVALHO et al., 2009; COSTA, 2011,
MARTINS et al., 2012), mostraram que as espécies do presente estudo possuem
testiculos e ovarios peculiares pelo fato das espécies apresentarem células
germinativas em mais de uma fases de desenvolvimento ovariano ou testicular.
Adicionalmente, foi demonstrado neste trabalho, pelas analises morfométricas, que
as duas espécies apresentam uma variacao ciclica bastante acentuada dos estadios
gonadais em machos e fémeas. Os valores dos parametros analisados
apresentados nas tabelas 3 e 5 revelaram que, para cada um dos estadios, existem
caracteristicas morfolégicas que ao serem identificadas ajudardo a definir cada
estadio reprodutivo.

No presente estudo, a morfometria das gbnadas juntamente com o estudo
morfologico de ambas as espécies, foi fundamental para caracterizar os estadios

gonadais e demonstrar que os individuos podem apresentar indicios de mais de um
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estadio reprodutivo, mas o predominio de determinadas células ajudardo na

classificacédo definitiva de um Unico estadio.

5.6 Fatores ambientais e o indice Gonadossomatico

Durante o periodo de amostragem (abril/2014 a margo/2015), a incidéncia de
chuvas na regido foi baixa, com o pico de precipitacdo no més de marco de 2015
(170,2 mm), e seu menor indice no més de setembro de 2014, onde alcancou 6,08
mm . O periodo chuvoso observado no sertdo pernambucano ocorre entre 0s meses
de janeiro a abril (ASSIS et al., 2013), no entanto esse periodo foi estendido até o
més de maio em 2014 e, antecipado em 2015 iniciando no més de novembro.

O periodo de estiagem refletiu no volume de agua do reservatoério, pois no
inicio do estudo o mesmo apresentava 42% do seu volume total de 4gua, chegando
a 12,88% ao final das amostragens (DNOCS, 2015) (Figura 35).

Figura 35 - Volume (%) do reservatorio Monte Alegre, Salgueiro-PE durante o periodo de abril de
2014 a marco de 2015.
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(Fonte: DNOCS, 2015)

Vazzoler (1996) explica que as varidveis ambientais influenciam os peixes
durante o periodo reprodutivo e, que as condi¢cdes ambientais na eépoca de desova
devem ser favoraveis a sobrevivéncia e crescimento da prole. Silva (1988) destacou
a temperatura e a precipitacdo como os fatores abidticos que merecem maior
atencao nos estudos. Nos tropicos, € sabido que as espécies de peixes tém seu
periodo reprodutivo quando o ambiente aquatico sofre grandes alteracdes (BRAGA;
ANDRADE, 2005). As chuvas promovem varias mudancas nas caracteristicas do
ambiente aquatico, como o0 aumento de profundidade e a alteracdo nas

caracteristicas fisicas e quimicas da agua (HOFMANN; FISCHER, 2001).
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Os picos de desova das espécies em estudo coincidiram com a precipitacdo
pluviométrica da regido, o que indica um mecanismo adaptativo de espécies
oportunistas que habitam lagoas e reservatorios do Nordeste (LAZZARO et al.,
2003). Esse resultado pode estar relacionado com as condicbes do periodo
chuvoso, ja que alguns trabalhos afirmam que, nessa ocasido, existe uma maior
oferta de itens alimentares para 0S peixes, uma vez que ocorre a entrada de
alimento de origem terrestre na cadeia alimentar do ecossistema aquatico
(CASSATI, 2001; GOMIERO e BRAGA, 2003; BENNEMANN et al., 2005; SILVA,
2008).

Os resultados das analises quimicas da agua coletada e de precipitacdo no
reservatorio Monte Alegre, durante o periodo de amostragem estédo apresentados na
Tabela 7.

Tabela 7 - Resultados mensais das andlises quimicas da agua e precipitacdo no periodo de abril de
2014 a marco de 2015 no reservatdrio Monte Alegre, Salgueiro-PE.

Variaveis ambientais

Més Amobnia Nitrito Nitrato Fésforo
abr/14 0,56 0,0 0,0 0,03
mai/l4 0,45 0,0 0,0 0,05
jun/14 0,38 0,0 0,0 0,03
jul/14 0,46 0,0 0,0 0,05
ago/14 0,33 0,0 0,0 0,09
set/14 0,30 0,0 0,0 0,0
out/14 0,28 0,0 0,0 0,05
nov/14 0,27 0,0 0,0 0,08
dez/14 0,05 0,0 0,0 0,04
jan/15 0,06 0,02 0,0 0,05
fev/15 0,13 0,0 0,0 0,05
mar/15 0,03 0,0 0,0 0,13

Quando correlacionamos o IGS, a precipitacdo e a temperatura pela
correlacdo de Spearman, notou-se que as fémeas de ambas as espécies,
apresentaram uma correlacao positiva com a temperatura e precipitacdo, mostrando
gue os maiores IGS's ocorreram no periodo chuvoso, com temperaturas mais
elevadas. Os machos de A. lacustris apresentaram uma correlagéo positiva do IGS
com a temperatura, porém o indice ndo foi significativo) com a precipitagdo. Ja nos
machos de P. kennedyi, o IGS apresentou correlacdo com ambos os fatores (Tabela
8).
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Tabela 8 - Correlacédo de Spearman entre os valores médios dos indices gonadossomaticos (IGS) de
fémeas e machos de Astyanax lacustris e Psellogrammus kennedyi, temperatura e precipitacdo
meédias mensais no municipio de Salgueiro- PE. *Resultados significativos com p<0.05.

Espécie Sexo Precipitacdo média Temperatura média
) Machos rs=0,7063 rs=0,5378*
A. lacustris ~
Fémeas rs=0,5315* rs=0,4534*
) Machos rs=0,0772* rs=0,4021*
P. kennedyi
Fémeas rs=0,2417* rs=0,5194*

Em ambas as espécies, o maior numero de individuos com gbnadas maduras
esteve correlacionado com o aumento da temperatura. Estudos realizados na
Caatinga demonstraram o0 mesmo comportamento em outras espécies, como
Hoplias malabaricus (MARQUES; GURGEL; LUCENA, 2001), Triportheus angulatus
(ARAUJO et al., 2012), Astyanax fasciatus (GURGEL, 2004), Leporinus piau
(NASCIMENTO, 2010) e Pimelodella gracilis (BARROS et al., 2011).

Esses resultados corroboram com o trabalho de Chellapa et al. (2009), que
afrmam que na Caatinga, ecossistema caracterizado por longos periodos de
estiagem e um curto periodo chuvoso, tais chuvas tém um papel fundamental, sendo

o fator ambiental que modula o periodo reprodutivo de muitas espécies de peixes.

Moresco e Bemvenut (2006) buscando verificar a influéncia dos fatores
abidticos sobre o desenvolvimento das génadas na Lagoa dos Patos, constataram
gue existe uma relacdo entre o inicio do crescimento dos ovarios com o inicio da
elevacdo da temperatura da agua na regido marinha costeira do sul do Brasil
durante o final da estacdo chuvosa. Quanto a salinidade ndo ha evidéncia de sua
influéncia na relacdo gonadossomatica. A queda do valor médio da salinidade,
registrada nos meses de maior valor do IGS, é um fato ocasional, decorrente da
quantidade de chuvas no més, que aumentou a vazao de agua doce da Lagoa dos
Patos para a regidao marinha costeira.

61



6 CONCLUSOES

1) Observaram-se fémeas e machos das duas espécies, apresentando variagao
temporal nos estadios de desenvolvimento das gdnadas durante todo o periodo
estudado, com desova do tipo parcelada, demonstrando serem espécies de
desenvolvimento ovocitario assincronico;

2) Histologicamente, os parametros ovocitarios de A. lacustris foram maiores que os
de P. kennedyi. J& os parametros testiculares foram maiores para P. kennedyi,
devido ao fato desta espécie apresentar um maior niumero de tabulos seminiferos
anastomosados;

3) VariagOes intra e interespecifica nos valores de IGS foram observadas. Isso pode
ser devido ao fato das duas espécies apresentarem desova parcelada, com
individuos adultos em diferentes estadios gonadais em curtos intervalos de tempo;

4) Quanto aos parametros abidticos, as fémeas de ambas as espécies e os machos
de P. kennedyi apresentaram correlacdo positiva do IGS com temperatura e
precipitagdo, enquanto que os machos de A. lacustris apresentaram correlagao

positiva do IGS apenas com temperatura.
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