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Resumo

Estudos e avaliacbes mais precisas sobre 0s parametros reprodutivos das espécies, em especial
0 desenvolvimento ovocitério, sdo fundamentais para melhor compreender a histéria de vida
da espécie, pois se trata deinformacdes imprescindiveis para a adocdo de uma gestdo pesqueira
eficiente. O objetivo deste estudo foi descrever a dindmica do processo da ovogénese através
da avaliacdo dos aspectos relacionados a biologia reprodutiva da cavala (Acanthocybium
solandri) e do dourado (Coryphaena hippurus), capturados no Arquipélago de S&o Pedro e
Sao Paulo, Brasil. Para a anélise, foram examinados 276 gonadas da cavala e 132 do dourado
com o objetivo de selecionar laminas histoldgicas dos exemplares em diferentes classes de
comprimento total (CT), cujas gbnadas contemplaram as distintas fases de desenvolvimento
gonadal das espécies. As amostras das gonadas da cavala foram coletadas entre 1998 e 2006 e
as de dourado, entre os anos de 2007 e 2011, ambas utilizando como artes de pesca a linha de
méo e o corrico. As fases e os estagios de desenvolvimento reprodutivo foram descritos
utilizandoa terminologia sugerida por Brow-Peterson (2011), adaptada para cada espécie. Para
cada estagio de desenvolvimento descrito, foram mensurados os diametros de 80 células
reprodutivas para a cavala e 80, para o dourado em cada fases de desenvolvimento observado.
Apods isso, foi realizada a relacdo nucleo-citoplasma para os estagios. Foi possiveldescrever 11
estagios de desenvolvimento para ambas as espécies, a saber: oogbnias, ovécitoem crescimento
primario — com cromatina nucleolar e perinucleolar, alvéolo cortical, vitelogénese 1, II, 1lI,
migracdo e quebra da vesicula germinativa e ovocito hidratado. A formacdo das vesiculas
lipidicas no decorrer do desenvolvimentos das células germinativas apresentaram distintas
caracteristicas para as espécies. Para a cavala, foi observado que as vesiculas lipidicas se
formavam proximo ao nucleo, enquanto para o dourado, esse processo ocorre proximo a
periferia do citoplasma. Ainda, nos ovarios do dourado, foi observada uma presenca de
ovocitos atrésicos significativa na desova ativa. Apesar de ser encontrado em fases avancadas
de desenvolvimento, as atresias observadas nas gonadas apresentaram tamanhos variados em
seu diametro. Os ovAcitos da cavala, por sua vez, apresentaram um aumento em seu diametro
acompanhando o desenvolvimento das células, com ovocitos pré- vitelogénicos exibindo
diametros trés vezes maiores do que aqueles observados nas oogbnias(p < 2,50e-14). Embora
em menor proporgédo, incrementos estatisticamente significativos foram observados para os
ovacitos alvéolos corticais em relacdo ao pré-vitelogénico (p< 2,708e-14). O didmetro do
ovoécito da cavala variou de 14,08 a 557,22 um. A cavala ndo apresenta um aumento dos
didametros de forma sincronica até o periodo de desova, ou seja, na dindmica da organizacéo
celular, houve a presenca de ovécitos em todos os estagios de desenvolvimento sem uma fase
dominante, caracterizando uma desova maltipla com desenvolvimento ovariano assincrénico.
Para o dourado, os ovocitos pré-vitelogénicos exibiram didmetros, em média, mais de duas
vezes maiores daqueles observados em células jovens (p < 2,5le-14). Para 0s ovocitos
alvéolos corticais em relacdo a vitelogénese 111, foram observadas diferencas estatisticas
(p<2,51e-14). O didmetro do ovacito do dourado variou de 13,49 a 422,68 um. Foi observado
a presenca de diversas células em estagios distintos nos ovarios dos dourados, determinando
gue o desenvolvimento ovariano é assincronico com uma desova multipla, caracteristicas de
especies que desovam durante todoo ano. O resultados do presente estudo oferecem subsidios
para 0 melhor entendimento dascaracteristicas reprodutivas da cavala e do dourado, espécies
de elevado potencial econdmico para a atividade pesqueira.

Palavras-chave: Histologia, Diametro, Reproducéo, Células, Ovogénese
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Abstract

More accurate studies and evaluations of the reproductive parameters of species, especially
oocyte development, are fundamental to better understand the life history of the species, since
this information is essential for the adoption of an efficient fisheries management. The
objective of this study was to describe the dynamics of the oogenesis process through the
evaluation of aspects related to the reproductive biology of mackerel (Acanthocybium
solandri) and dorado (Coryphaena hippurus), caught in the Archipelago of Séo Pedro and S&o
Paulo, Brazil. For the analysis, 276 gonads of mackerel and 132 of gilthead sea bream were
examined in order to select histological slides from specimens in different classes of total
length (CT), whose gonads contemplated the different phases of gonadal development of the
species. The samples of mackerel gonads were collected between 1998 and 2006 and those of
sea bream, between 2007 and 2011, both using handline and troll as fishing gear. The phases
and stages of reproductive development were described using the terminology suggested by
Brow-Peterson (2011), adapted for each species. For each developmental stage described, the
diameters of 80 reproductive cells were measured for mackerel and 80, for dorado at each
developmental stage observed. After that, the nucleus-cytoplasm ratio was calculated for the
stages. It was possible to describe 11 developmental stages for both species, namely: oogonia,
primary growing oocyte - with nucleolar and perinucleolar chromatin, cortical alveolus,
vitellogenesis 1, 11, 111, germinal vesicle migration and breakdown, and hydrated oocyte. The
formation of lipid vesicles during germ cell development showed distinct characteristics for
the species. For mackerel, lipid vesicles were observed to form near the nucleus, while for
seabream, this process occurs near the periphery of the cytoplasm. Also, in the gilthead sea
bream ovaries, a significant presence of atresic oocytes was observed in active spawning.
Despite being found in advanced stages of development, the atresias observed in the gonads
presented varied sizes in their diameter. The mackerel oocytes, in turn, showed an increase in
their diameter accompanying cell development, with pre- vitellogenic oocytes exhibiting
diameters three times larger than those observed in oogonia (p < 2.50e-14). Although to a
lesser extent, statistically significant increments were observed for cortical alveolar oocytes
relative to pre-vitellogenic (p < 2.708e-14). The mackerel oocyte diameter ranged from 14.08
to 557.22 um. Mackerel does not show an increase in diameters synchronously until the
spawning period, i.e., in the dynamics of cellular organization, there was the presence of
oocytes in all stages of development without a dominant phase, characterizing a multiple
spawning with asynchronous ovarian development. For gilthead sea bream, pre-vitellogenic
oocytes exhibited diameters, on average, more than twice those observed in young cells (p <
2.51e-14). For cortical alveolar oocytes in relation to vitellogenesis 11, statistical differences
were observed (p < 2.51e-14). The diameter of the gilthead sea bream oocyte ranged from
13.49 to 422.68 um. The presence of several cells in distinct stages was observed in the
ovaries of gilthead sea bream, determining that ovarian development is asynchronous with
multiple spawning, characteristic of species that spawn throughout the year. The results of this
study offer subsidies for a better understanding of the reproductive characteristics of mackerel
and gilthead seabream, species with high economic potential for fisheries.

Key words: Histology, Diameter, Reproduction, Cells, Oogenesis
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1- Introducéo geral

Estudos sobre a biologia reprodutiva s&o fundamentais pois permitem avaliar aspectos
reprodutivos das espécies determinantes para uma gestdo pesqueira eficaz (MORGAN, 2008).
Através das caracteristicas histologicas das génadas € possivel conhecer uma etapa bésica e
primordial para a compreensdo da reproducdo (CREPALDI, 2006). Para conhecer uma
espécie € preciso conhecer primeiro o ciclo reprodutivo, analisar o desenvolvimento das
células germinativas e compreender como esse processo ocorre ao longo do desenvolvimento.
Estudos sobre as caracteristicas microscopicas sdao de grande importancia, pois elucidam
corretamente cada estagio evitando erros comumente encontrados em estudos macroscéopicos
(SHINOZAKI-MENDES, 2013).

Elucidar questdes sobre o desenvolvimento gonadal estdo cada vez mais popularizados
no ambito da pesquisa, principalmente quando sdo abordados fundamentos significativos no
que diz respeito a0 mecanismo que cada espécie desenvolve na sua historia reprodutiva
(KJESBU, 2009; LOWERRE-BARBIERI, 2011). Nesse sentido, compreender
adequadamente as caracteristicas reprodutivas da espécie, trazem a luz informacGes
fundamentais para a adocdo de estratégias adequadas de gestdo pesqueira, capazes de
assegurar a conservacao dos estoques e a sustentabilidade da pesca (ZUCKERMAN, 1962;
RODRIGUES, 2005).

A cavala-impinge, Acanthocybium solandri (CUVIER, 1832), pertencente a familia
Scombridae, € um peixe oceanico e pelagico, com distribuicdo tropical e subtropical nos
oceanos Pacifico, Indico e Atlantico, incluindo o Mar Mediterraneo e o Mar do Caribe
(COLLETTE, 1983). A espécie é capaz de realizar largas migra¢des horizontais em algumas
regides ocednicas, possivelmente seguindo a direcdo das correntes oceanicas (SEPULVEDAet
al., 2011; THEISEN e BALDWIN, 2012). No Brasil, a espécie ocorre em todo o litoral
especialmente em &reas oceanicas, sendo capturada principalmente na regido nordeste,
particularmente na proximidade de montes submarinos e ilhas oceénicas, incluindo o
Arquipélago de Fernando de Noronha (AFN) e o Arquipélago de Sao Pedro e Séo Paulo
(ASPSP) (CAMPOS et al., 2009).

O dourado, Coryphaena hippurus (LINNAEUS, 1758), por sua vez, de forma
semelhante & cavala, também apresenta distribuicdo circumtropical, sendo comumente
capturado em toda costa brasileira, incluindo as ilhas oceanicas (BEARDSLEY, 1967; ROSE
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e HASSLER, 1968; CARPENTER, 2002). E uma espécie migratoria, pelagica, de natacéo
rpida, capaz de forma pequenas agregacGes em dispositivos de atracdo de peixes
(DEMPSTER, 2004), sendo intensivamente capturada pela pesca comercial e esportiva em
todo o mundo (ERDMAN, 1956; ZANEVELD, 1961; SACCHI et al., 1981). As capturas da
espécie no Atlantico Sul acontecem desde as Ilhas do Norte do Caribe até o sul do Brasil, com
maior incidéncia de captura na regido Nordeste do Brasil (OXENFORD e HUNTE, 1986;
LESSA, 2003). De acordo com Oxenford (1999), aparentemente a espécie apresenta um
mesmo estoque que parte do Caribe, nas Antilhas Britanicas, até a Costa Nordeste do Brasil, o
que pode influenciar negativamente em relagdo a exploracdo e capturas do douradona zona
econdmica exclusiva do pais. Contudo, Lessa (2003) indicou a existéncia de um Unico estoque

no leste brasileiro, que vai do Rio Grande do Norte até o sul do pais.

No Arquipélago de Sdo Pedro e S&o Paulo (ASPSP), o menor e mais remoto
ecossistema insular brasileiro localizado préximo a regido Equatorial, a cavala-impinge e o
dourado compdem grande parte das capturas realizadas, além de mais oito espécies de
elevado valor comercial que fazem parte do producdo pesqueira dessa regido (VASKE et al.,
2006). O arquipélago garante a extensdo de uma importante area de pesca da Zona Econdémica
exclusiva (ZEE) devido a sua posicdo geografica estratégica, sendo uma area de grande
importancia econdmica e ecoldgica, exercendo uma forte influéncia no ciclo de vida de vérias
espécies residentes e migratdrias, tanto para a alimentacdo, quanto para a reproducdo
(VASKE-JR et al., 2003; CAMPOS et al., 2005).

Em decorréncia da importancia comercial e ecoldgica de ambas as espécies, existe a
crucial necessidade da geracdo de informacdes e investigaches mais precisas sobre os seus
aspectos bioldgicos (BROWN-PETERSON et al., 2000; OXENFORD et al., 2003;
MCBRIDE et al.,2008), em particular sobre o seu desenvolvimento gonadal, fundamental
para que se possa compreender adequadamente o seu ciclo reprodutivo, sendo estas
informacdes imprescindiveis para a adogdo de estratégias adequadas de gestdo pesqueira,
capazes de assegurar a conservacdo dos estoques e a sustentabilidade da pesca
(ZUCKERMAN, 1962; RODRIGUES, 2005). No entanto, apesar de existirem estudos
realizados acerca da biologia reprodutiva dessas espécies no ASPSP que abordam as
classificacOes dos estagios reprodutivos, alem de fecundidade e época de desova (VIANAet
al., 2013; DOS SANTOS et al., 2014), existe um hiato no que concerne as analises mais
detalhadas sobre o desenvolvimento ovariano, avaliagdes essas que permitem compreender

0s parametros reprodutivos atravées das observacgdes relacionadas as modificagdes bioldgicas
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que intercorrem no interior das gonadas (WEST, 1990; HONJI et al., 2006).

Nesse contexto, o presente trabalho teve por objetivo a caracterizacdo morfoldgica
do desenvolvimento ovocitario do dourado e da cavala capturadas no Arquipélago de Sao
Pedro e Sao Paulo, comvistas a fornecer dados que permitam uma melhor compreenséo do

seu ciclo reprodutivo, contribuindo com a conservacao da espécie.



BARBOZA, Mariane Gomes. Caracterizacdo morfoldgica das gonadas e desenvolvi... 18

2. Revisao de Literatura

2.1. Aspectos gerais da familia Scombridae com énfase na Acanthocybium solandri
(CUVIER, 1832)

A familia Scombridae é formada por 49 espécies agrupadas em 15 géneros,
constituidos principalmente pelas cavalas, atuns e bonitos, atuando no ecossistema marinho
como predadores epipelagicos e mesopelagicos (COLLETTE e NAUEN 1983). Por isso, 0s
membros dessa familia ocupam os altos niveis troficos da cadeia alimentar, em decorrénciado
consumo de presas pelagicas, no intuito de garantir a energia necessaria para a manutencdo do
seu metabolismo (BRILL, 1996; KORSMEYER e DEWAR, 2001).

Morfologicamente, o0s scombridaes sdo caracterizados por corpos fusiformes,
geralmente com pedunculo caudal delgado em forma de quilha, possuem a barbatana caudal
amplamente bifurcada, adaptadas para movimentos rapidos na agua. Outra caracteristica
marcante sdo duas barbatanas dorsais, a primeira espinhosa, a segunda com raios macios e
cicloides e pequenas (HOGARTH, 1976). Por isso, devido as suas caracteristicas
morfolégicas, o grupo dos scombridaes podem formar cardumes que possuem uma rapida
natacdo. Algumas espécies dessa familia habitam zonas costeiras e habitats oceanicos, com
ampla distribuicdo nos mares tropicais, subtropicais e temperados do mundo, com algumas
espécies endémicas do Indo-Pacifico. Os pequenos atuns e algumas espécies de cavala tém,
em geral, distribuicGes mais costeiras e associadas a plataformas continentais (COLLETTEE
NAUEN 1983). As espécies da familia scombridae sdo considerados de grande importancia
para a pesca comercial e esportiva (COLLETTE; NAUEN, 1983; FIGUEIREDO; MENEZES,
2000), por isso possuem um relevante papel socioecondmico e cultural em muitas

comunidades pesqueiras em todo o mundo.

A Cavala-impinge Acanthocybium solandri (figura 1) € uma espécie pertencente a
familia Scombridae, com distribuicdo nas aguas tropicais e subtropical nos oceanos Pacifico,
indico e Atlantico, incluindo o Mar Mediterraneo e o Mar do Caribe (COLLETTE, 1983),
podendo ser encontrada em profundidades entre 30 e 340 metros e percorrer uma distancia
média de aproximadamente 27,12 quildmetros (LESSA e NOBREGA, 2000). Ambos 0s
sexos comegam a amadurecer aos dois anos e comegam a se reproduzir quando atingem entre
102 e 110 cm de comprimento (BROWN-PETERSON et al., 2000; VIANA et al., 2013).
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Figura 1. Desenho esquematico da Acanthocybium solandri. Fonte: https://www.fishwatch.gov/profiles/atlantic-
wahoo.

Quanto a caracterizacdo taxonémica, a espécie estudada esta inserida na seguinte
posicdo sistematica, (CUVIER, 1832):

Dominio: Eukaryota

Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Scombridae
Género: Acanthocybium (GILL, 1862)
Espécie: Acanthocybium solandri (CUVIER, 1832)

No Brasil, a espécie ocorre ao longo de todo o litoral, sendo capturada principalmentena
regido nordeste, particularmente na proximidade de montes submarinos e ilhas oceénicas,
incluindo o Arquipélago de Fernando de Noronha (AFN) e o Arquipélago de Séo Pedro e Sdo
Paulo (ASPSP) (CAMPOS et al., 2009).

Acanthocybium solandri realiza grandes migra¢des horizontais em algumas regides,
geralmente seguindo o fluxo das correntes oceanicas (SEPULVEDA et al., 2011; THEISENe
BALDWIN, 2012). A cavala € uma espécie de crescimento rapido que pode atingir mais de 2
m de comprimento furcal (CF) e 80 kg (MCBRIDE et al., 2008; ZISCHKE, 2012; ZISCHKE
et al., 2013b). Embora tenha capacidade de mergulhar em profundidades de 250m, a espécie
passa a maior parte do dia em aguas aquecidas acima da termoclina, com adultos capazes de
migrar para as areas mais distantes (NMFS, 1999; SEPULVEDA et al., 2010). Dado o seu

grande tamanho, uma boca com muitos dentes serrilhados e a capacidade de nadar a
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velocidades maiores que 78 km/h (WOLLAM, 1969; COLLETTE & NAUEN, 1983), A.
solandri representa um predador de alto nivel tréfico em ecossistemas peldgicos, capaz de se

alimentar principalmente de peixes e cefalopodes (ALBUQUERQUE, 2019).
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2.2. Aspectos gerais da familia Coryphaenidae com énfase na Corypahena hippurus
(LINNAEUS, 1758)

A familia Coryphaenidae é constituida por apenas um género que inclui duasespécies:
Coryphaena hippurus (Linnaeus, 1958) e a Corypahena equiselis (Linnaeus, 1958). Ambas as
espécies sdo caracterizadas pela sua rapida natacdo, sendo capazes de realizar grandes
trajetorias migratorias (ERDMAN, 1956). O grupo é exclusivamente marinho e possui
ocorréncia atribuida aos Oceanos Atlantico, indico e Pacifico. Diferentemente do C. hippurus,
o C. equiselis habita geralmente aguas oceanicas, sendo menos frequentemente encontrado em
aguas costeiras. De acordo com Amorin et al, (2011),0 C. equiselis pode representar menos de
1% da captura total para a familia, sendo capturadomuito raramente. De modo geral, a familia
se trata de um recurso com alta demanda para a pesca esportiva, apesar de fazer parte da pesca
comercial voltada para os atuns e afins (SANTANA, 2001). Morfologicamente, 0s
coryphaenideos sdo caracterizados pela sua barbatana dorsal sem raios que se estende ao
longo de todo o comprimento do peixe, além de sua testa bastante ingreme e alta em machos
adultos. As espécies dessa familia possuem uma nadadeira caudal bifurcada e uma nadadeira

anal extensa.

O dourado (C. hippurus) (figura 2), por sua vez, é uma espécie epipeldgica com
distribuicdo nas aguas tropicais, subtropicais e temperadas no mundo todo, incluindo o Mar
Mediterraneo (GIBBS e COLLETTE, 1959; MASSUTI e MORALES-NIN, 1995), sendo
comumente encontrada em profundidades acima de 30 metros (PALKO et al.,1982). A
espécie pode atingir cerca de um metro de comprimento e pesar quase 8 kg no primeiro ano de
vida, vivendo em média dois anos e no maximo cinco anos (BEARDSLEY,1967). Durante sua
vida, o dourado pode atingir dois metros de comprimento e pesar até 40kg. Nos iniciais seis
meses de vida, 0s machos apresentam um maior tamanho e peso comparado com as fémeas, e
seu neurocranio se desenvolve mais na parte frontal da cabeca (BENETTI; BRILL; KRAUL,
1995). A espécie tem seu tamanho de primeira maturacdo quando atingem 61 cm para fémeas
e 73,5 cm para machos, o que corresponde a idade de 4 meses, podendo se reproduzir trés
vezes ao ano (OXENFORD, 1999; LESSA et al., 2004 ).

O dourado tem uma dieta baseada em peixes, caranguejos e lulas. Além disso, a
espécie utiliza muita energia na procura e na captura de suas presas na zona epipelégica,

consumindo quase 6% de sua massa corporal em alimentos todos os dias (OLSON e
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GALVAN-MAGANA, 2002; AGUILAR-PALOMINO et al., 1998).

Figura 2. Desenho esquemtico do Coryphaena hippurus. Fonte: https://www.fishwatch.gov/profiles/atlantic-
mahi-mahi

Quanto a caracterizacdo taxondmica, a espécie estudada esta inserida na seguinte
posicao sistematica, (LINNAEUS, 1758):

Dominio: Eukaryota
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Classe: Actinopterygii
Ordem: Perciformes
Familia: Coryphaenidae
Género: Coryphaena
Espécie: Coryphaena hippurus (LINNAEUS, 1958).
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2.3. Reproducéo

O conhecimento bioldgico das espécies é fundamental para a sua conservagao,
contribuindo para o melhor manejo que visa a exploracdo sustentdvel dos recursos
pesqueiros. Um aspecto biol6gico de suma importancia é o estudo do processo reprodutivo,o
qual é fundamental para o entendimento do ciclo de vida de determinada espécie
(CAVALCANTI, 1994). A reproducdo € um processo essencial para o equilibrio do
ecossistema e através de estudos acerca dessa tematica, € possivel garantir o esclarecimento
sobre as caracteristicas reprodutivas das populacBes, a fim de gerar subsidios para
regulamentacfes adequadas para a atividade de pesca, tais como a implementacdo de um
tamanho minimo de captura ou periodos de defeso da espécie, medidas de manejo que

auxiliam na manutencéo e preservacao dos estoques pesqueiros (MARQUES, 2000).

Segundo Barbieri (1981), o sucesso da reproducdo esta ligado diretamente ao
recrutamento, manutencdo de populacbes e o equilibrio ambiental. Considerando a grande
importancia dos estudos da biologia para uma determinada populagéo, deve-se entender que
qualquer alteracdo causada por mudancas no habitat, tais como as variagdes nos indices de
pluviosidade, temperatura, fotoperiodo, qualidade da &gua e disponibilidade de alimento,
podem comprometer a eficiéncia da atividade reprodutiva das espécies (ESPER et al., 2000).
Em andlises de biologia reprodutiva em peixes, geralmente se estuda a gbnada atraves de
uma observacdo macroscopica dos érgdos reprodutivos mediante a uma escala classificatdria
predeterminada metodologicamente, sendo posteriormente validada por intermédio de uma
analise microscopica, ou seja, baseado na histologia do tecido reprodutivo (KING, 1995).
Através do uso da microscopia Optica, é possivel observar que os ovarios sdo protegidos
através de uma camada de tecido conjuntivo denso chamada tunica albuginea. Por esse
tecido, surgem estruturas para o interior do 6rgao que formam as lamelas ovigeras, que temo
papel de sustentar as células germinativas em suas diferentes fases de desenvolvimento
(ZAIDEN, 2000).

Nas analises microscépicas ovarianas € possivel compreender como a ovogénese de
uma espécie ocorre. A ovogénese nada mais é que o processo de desenvolvimento das células
germinativas femininas, no que diz respeito a diferenciagcdo, 0 posterior crescimento e
desenvolvimento de células germinativas femininas, assim como das membranas envoltorias
(POSSAMAI et al., 2015). Esse processo tem seu inicio com a multiplicacdo das ovogonias
gue apos as suas divisdes celulares mitdticas, ddo origem aos ovoécitos, dando inicio ao

desenvolvimento ovdcitario, que é definido por uma sequéncia de modificagdes em suas
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estruturas. As alteragdes no citoplasma, nucleo e camadas que envolvem as células
proporcionam uma exploracdo e investigagdo dos ovdcitos de forma categorica, a fim de
determinar as fases de desenvolvimento das células (ZUDAIRE et al., 2013; BROWN-
PETERSON et al., 2011; MURUA, 2003; BAZZOLI, 2003).

Em estudos de biologia reprodutiva, os érgdos reprodutivos sado analisados
macroscopicamente e validados através da microscopia Optica, em que as estruturas podem
ser melhor observadas e analisadas (KING, 1995). Histologicamente, o0 ovério é recoberto
pela tunica albuginea, que libera septos para dentro do 6rgao, formando a lamela ovigeras,
definindo a cavidade ovariana central e encontrando ovocitos em varios estagios de
desenvolvimento (BAZZOLI, 2003). As células germinativas se apresentam de forma oval,
com nucleo esferoidal e nucléolos, que com o decorrer do desenvolvimento das células
germinativas, é possivel diferenciar e descrever o aparelho reprodutor de machos e fémeas
(HIBIYA, 1982).

A ovogénese tem inicio com a proliferacdo de ovogbnias que apds as divisdes
mitdticas e dardo origem aos ovocitos. O desenvolvimento ovocitario € marcado por uma
série de modificacdes que ocorrem no citoplasma, ndcleo e camadas envoltdrias, que
permitem a classificacdo dos ovoécitos. Ovocitos em crescimento primario apresentam
citoplasma basofilo, ndcleo central e varios nucléolos periféricos. JaA os ovocitos pré-
vitelogénicos sdo caracterizados pela presenca de vesiculas corticais no citoplasma, zona
radiata evidente e células foliculares de alturas variadas. Ovdcitos em maturagdo apresentam
um citoplasma com glébulos de proteina acidéfilos, nucleo central, zona radiata acidéfila
(ZUDAIRE et al., 2013; BROWN-PETERSON et al., 2011; MURUA, 2003; BAZZOLI,
2003).

Ademais, através dos estudos sobre a biologia reprodutiva, pode-se também observare
relacionar o tipo de desova e a organizagédo ovariana como uma forma de determinar comouma
especie libera os ovocitos em um periodo reprodutivo especifico (WALLACE e SELMAN,
1981; VAZZOLER, 1996). Segundo Vazzoler (1996), o tipo de desova de uma determinada
espécie € representada pela interacdo entre o processo do desenvolvimento ovocitario, a
periodicidade em que a mesma é liberada dentro de um ciclo reprodutivo e 0 nimero de vezes
em que isso se repete durante a vida da espécie. NAUMOV (1959) relata que a presenca de
ovocitos em um ou mais estagios do desenvolvimento diferencia a desovasdas espécies em total
e parcelada. Segundo NAGAHAMA (1983), ovarios que contém todosos ovocitos no mesmo

estagio de desenvolvimento apresentam o desenvolvimento sincrénico total, ocorrendo em
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peixes que desovam uma vez na vida, chamados de semélparos. Os ovarios que contém
ovacitos com um desenvolvimento sincronico em dois grupos, sdo aqueles que ha pelo menos
dois estagios ovocitario em diferentes periodos de maturacdo e ocorre em espécies que
desovamperiodicamente durante sua vida, eliminando um lote de ovdcitos por cada periodo,
tendo nesse caso uma desova total. Os ovarios que contém ovécitos com um desenvolvimento
assincrénico englobam aqueles que possui a presenca de todos os estagios de
desenvolvimento, ocorrendo em espécies que desovam varias vezes no ano com uma época de
reproducdo extensa, praticamente durante todo o ano, com periodos especificos de picos

reprodutivos.

O tipo de desova depende da interacdo entre a dindmica do desenvolvimento dos
ovacitos (sincrono ou assincrono) e da frequéncia da atividade durante o periodo reprodutivo.
Em outras palavras, podemos destacar que o tipo de desova nada mais é que aforma como as
fémeas liberam os ovécitos maduros dentro de um periodo reprodutivo. Aléemdisso, dentro do
tipo de desova pode haver diferentes graduacfes acerca dessas categorias, porém ha distingdes
bem acentuadas relacionadas as téticas reprodutivas entre espécies comdesova total e desova
maltipla (parcelada) (LOWE-McCONNELL, 1999). Espécies que apresentam desova
parcelada (mdultipla ou em lotes) sdo caracterizadas pela liberacdo de um numero maior de
ovocitos em um periodo reprodutivo, a niveis considerados elevados e previstos para o porte
da espécie, ja que a fecundidade esta relacionada também a massa corpérea do peixe. Nesse
tipo de desova, os ovarios conseguem atingir cerca de 25% do peso total da fémea
(VAZZOLER, 1996) e devido ao gasto energético necessario para que se possa reproduzir,
pode ser observado uma parada no crescimento dos espécimes e aumento da taxa de
mortalidade. Para a desova total, observa-se a liberacdo de apenas um lote de ovocitos
maduros em um periodo reprodutivo relativamente curto, que pode ser limitado a poucos dias.
Dessa forma, a maturacdo e a liberacdo de um novo lote sO serdo realizadas no proximo

periodo reprodutivo.

Assim, ap6s um apanhado geral sobre as espécies e 0s aspectos reprodutivos, é notorio
a necessidade em se obter mais informacgOes, estas fundamentais para fechar lacunas
existentes sobre as mesmas, principalemente com foco na biologia, alvo da presente pesquisa.
As informagdes deste estudo sdo dados inéditos para o Brasil, contribuindo para uma melhor
compreensdo dos aspectos reprodutivos, direcionando a manutencdo e 0 manejo desse estoque

pesqueiro, com base no conhecimento das caracteristicas da populacéo.
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Neste sentido, o conhecimento dos aspectos reprodutivos do A. Solandri e C. hippurus
visa contribuir para o entendimento de alguns aspectos bioldgicos, equilibrio e/ou
recuperacdo, manutencdo e manejo desse estoque pesqueiro, pautado no conhecimento das
caracteristicas populacionais, fundamentais para o desenvolvimento de politicas publicas

visando a gestdo e consequentemente a conservagdo da espécie.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Avaliar os aspectos relacionado a biologia reprodutiva da cavala (Acanthocybium
solandri) e do dourado (Coryphaena hippurus) por meio da caracterizagdo do
desenvolvimento ovocitario das duas espécies capturadas no Arquipélago de Séo Pedro e

Sao Paulo, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a morfologia das células germinativas;
e Caracterizar os estagios de desenvolvimento ovocitario;

e Auvaliar a classe de comprimento das células em seus diferentes estagios de
desenvolvimento ovocitario;

e Descrever a relacao nucleo-citoplasma nos diferentes estagios de desenvolvimento;

e Determinar o tipo de desova das espécies a partir das andlises histologicas.
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5. Capitulo |

5.1. Caracterizacdo Morfoldgica das gbnadas e desenvolvimento ovariano da Cavala
Acanthocybium solandri (Cuvier, 1832) (Perciformes: Scombridae) no Arquipélago de
Sé&o Pedro e Séo Paulo, Brasil

Morphological characterization of the gonads and ovarian development of the wahoo,
Acanthocybium solandri (Cuvier, 1832) (Perciformes: Scombridae) in Saint Peter andSaint
Paul Archipelago, Brazil

Laboratdrio de Oceanografia pesqueira, Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Pesca e Aquicultura, Recife, Pernambuco, Av. Dom Manuel de Medeiros,
52171-900, Brasil
* Correspondence: M.G. Barboza; email: marigo_mes@hotmail.com

Abstract

Studies on ovarian development allow a more accurate assessment of reproductive
parameters, which are fundamental to better understand the life history of the species. In this
context, the objective of this study was to analyze aspects of reproductive biology, through
analyses of the morphological characteristics of wahoo (Acanthocybium solandri) ovocyte
development caught in the Saint Peter and Saint Paul Archipelago, Brazil. For the analysis,
276 gonads were examined and histological slides were selected from the different stages of
gonadal development. It was possible to identify eleven stages of development within the
gonads. The blood vessels were well irrigated and thickened in the advanced stages of
development. The lipid vesicles formed in the course of vitellogenesis development, from the
alveolar cortical stage to vitellogenesis Ill, formed in the vicinity of the nucleus. Oocytes
showed an increase in their diameter accompanying cell development, with pre-vitellogenic
oocytes exhibiting diameters on average three times larger than those observed in oogonia (p
< 0,05). Less significant increases were observed for cortical alveolar oocytes relativeto pre-
vitellogenic (p < 0,05). Oocyte diameter ranged from 14.08 to 557.22 um. Wahoo show a
dynamic of oocyte organization in relation to the presence of oocytes in all stages of
development without a dominant phase, characterizes a multiple spawning with asynchronous
ovarian development. The histological analysis was fundamental for anadequate attribution of
the ovarian development, being highly recommended for the correct diagnosis of the
reproductive biology of the species, fundamental to determine an efficient fishery
management.

Key words: Reproduction, Morphology, Ovocyte development, Scombridae, SPSPA
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Resumo

Estudos sobre desenvolvimento ovariano permitem uma avaliacdo mais precisa sobre 0s
parametros reprodutivos, fundamentais para melhor compreender a historia de vida da
espéecie. Nesse contexto, o objetivo do estudo foi analisar aspectos da biologia reprodutiva,
através de analises acerca das caracteristicas morfoldgicas do desenvolvimento ovocitario da
cavala (Acanthocybium solandri) capturados no Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo,
Brasil. Para a analise, foram examinadas 276 gonadas e selecionadas laminas histoldgicas nas
distintas fases de desenvolvimento gonadal. Foi possivel identificar onze estagios de
desenvolvimento no interior das gbnadas. As vesiculas lipidicas formadas no decorrer do
desenvolvimento da vitelogénese, do estagio cortical alveolar até avitelogénese Ill, se formou
nas proximidades do nucleo.Os vasos sanguineos se apresentaram bastante irrigados e
espessos nas fases avancadas de desenvolvimento. Os ovécitos apresentaram um aumento em
seu didmetro acompanhando o desenvolvimento das células, com ovdcitos pré-vitelogénicos
exibindo didmetros, em média, trés vezes maiores do que aqueles observadosnas oogonias (p
< 0,05). Aumentos menos significativos foram observados para os ovocitos alvéolos corticais
em relacdo ao pré-vitelogénico (p< 0,05). O didmetro do ovdcito variou de 14,08 a 557,22
um. A cavala apresenta uma dindmica da organiza¢do dosovécitos em relacdo a presenca de
ovécitos em todos os estagios de desenvolvimento sem uma fase dominante, caracteriza uma
desova mdaltipla com desenvolvimento ovariano assincronico. A analise histologica foi
fundamental para uma adequada atribui¢cdo do desenvolvimento ovariano, sendo bastante
recomendada para o diagnostico correto da biologia reprodutiva da espécie, fundamentais
para determinar uma gestdo pesqueira eficiente.

Palavras-chave: Reproducdo, Morfologia, Desenvolvimento ovocitario, Scombridae, ASPSP
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6. Introducéo

A cavala-impinge, Acanthocybium solandri (CUVIER, 1832), pertencente a familia
Scombridae, € uma espécie com habitos oceanicos e peldgicos, geograficamente distribuida
em &guas tropical e subtropical nos oceanos Pacifico, Indico e Atlantico, incluindo o mar
Mediterraneo e o mar do Caribe (COLLETTE, 1983). A espécie pode ser encontrada em
temperaturas entre 18°C e 31°C, alcancando 210 cm de comprimento furcal e cerca de 80 kg
(COLLETTE e NAUEM, 1983). Ademais, a espécie passa a maior parte do dia em aguas
acima da termoclina, no entanto é capaz de mergulhar em profundidades de até 250 m, com
adultos capazes de viajar longas distancias (SEPULVEDA et al., 2011).

A cavala estd inserida entre as espécies mais importantes capturadas nas regides
tropicais, sendo alvo da pesca voltada para os atuns (OXENFORD et al., 2003; ZISCHKE,
2012). Em um estudo realizado sobre a avaliacdo dos estoques da cavala, a espécie foi
classificada como em alto risco, devido a auséncias de avaliacdes disponiveis para o estoque
do Atlantico Sul. Ja parao Atlantico Noroeste, por sua vez, foi estimado que o estoque da
espécie se encontra sobrexplorado (PONS et al., 2019). No Brasil, a espécie ocorre em todo o
litoral, sendo principalmente capturada na regido nordeste, particularmente nas proximidades
de montes submarinos e ilhas oceénicas, incluindo o Arquipélago de Fernando de Noronha
(AFN) e o Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo (ASPSP), locais em que a espécie foi
responsavel por aproximadamente 41,9% e 20% do nUmero total de peixes capturados,
respectivamente (VIANA et al., 2008; VASKE-Jr et al., 2008; DOMINGUEZ et al., 2016;
VIANA et al., 2015).

Por se tratar de uma espécie de alto valor comercial, o esforco de pesca sobre esse
recurso pesqueiro é elevado (VASKEet al., 2008), justificando a necessidade de investigacdes
mais precisas sobre o seu ciclo de vida, principalmente quanto aos seus aspectos biologicos
(BROWN-PETERSON et al., 2000; OXENFORD et al., 2003; MCBRIDE et al., 2008).
Nesse sentido, compreender adequadamente as caracteristicas reprodutivas da espécie, trazem
a luz informacgbes fundamentais para a adocdo de estratégias adequadas de gestdo pesqueira,
capazes de assegurar a conservacdo dos estoques e a sustentabilidade da pesca
(ZUCKERMAN, 1962;RODRIGUES, 2005).

Apesar da existéncia de estudos acerca da biologia reprodutiva da espécie no que diz
respeito a classificacdo das fases reprodutivas, fecundidade e época de desova, ainda s&o

escassos 0s trabalhos que abordem de maneira mais detalhada o desenvolvimento das células
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reprodutivas, através das analises microscopicas dos tecidos das génadas. Os estudos sobre 0
desenvolvimento ovariano permitem uma avaliagio mais precisa sobre os parametros
reprodutivos, que muitas vezes sao imperceptiveis nas analises macroscopicas das gonadas,
uma vez que as modificacdes celulares que intercorrem no interior das gbnadas s6 podem ser
descritas com o uso de microscopia 6ptica (WEST, 1990; HONJI et al., 2006).

Elucidar questdes sobre o desenvolvimento gonadal estédo cada vez mais popularizados
no ambito da pesquisa, principalmente quando sdo abordados fundamentos significativos no
que diz respeito a0 mecanismo que cada espécie desenvolve na sua historia reprodutiva
(KJESBU, 2009; LOWERRE-BARBIERI, 2011). No entanto, ainda que o processo de
ovogénese ja esteja bem descrita para diversas espécies de peixes 6sseos (FISH, 2020;
MCMILLAN, 2007), ainda ha pouca informacdo disponivel no que diz respeito ao
desenvolvimento ovocitario do A. solandri. Alguns estudos foram realizados para a espécieno
Norte do Golfo do México (BROWN-PETERSON et al.,, 2000), no Leste da Australia
(ZIRSCHKE et al., 2013), acerca das estratégias e taticas reprodutivas da cavala. No Brasil,
analises sobre a reproducdo da espécie foi realizado no Arquipélago de Séo Pedro e Séo Paulo
por Viana et al, (2013). Esses estudos relataram que a espécie realiza desovas multiplase um
desenvolvimento ovocitario assincronico, devido a evidéncias de um continuo recrutamento
das células germinativas em diferentes estagios, ndo havendo, portanto, estudos mais precisos
e detalhados sobre as estruturas e desenvolvimento das células germinativas, tornando-se

fundamental a realizacdo de trabalhos desta natureza.

O Arquipélago de Sdo Pedro e Séo Paulo é a menor das ilha oceénica brasileiras,
porém exerce uma grande influéncia no ciclo de vida de varias espécies migratérias devido ao
seu posicionamento geografico estratégico, concedendo um ambiente oportuno para
desenvolvimento das fungdes bioldgicas dos organismos (AQUINO, 2016; CAMPOS et al.,
2005). Estudos realizados no ASPSP sdo de grande importancia para a geracdo de
informacdes sobre o ecossistema marinho e a dindmica populacional das espécies, provendo
resultados importantes ndo s6 para a conservagdo do ecossistema insular, mas de todas as
espécies que estdo ali presentes (VASKE-JR. et al., 2006; LIMA et al., 2011; MELO et al.,
2012; BRANCO et al., 2013; VIANA et al.,, 2013). Nesse sentido, o estudo teve como
objetivo estudar a biologia reprodutiva da cavala, com énfase no desenvolvimento ovocitario,
capturadas no Arquipélago de Pedro e Sdo Paulo, com vistas a detalhar os mecanismos

reprodutivos desenvolvidos pela espécie.
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5. Material e métodos

5.1. Area de estudo

O Arquipélago de Sao Pedro e S&o Paulo (ASPSP) (00°55'02"N e 29°20'42"W) (figura
3), localizado a aproximadamente 1.100 km da costa brasileira, é constituido por umpequeno
grupo de ilhas rochosas oceanicas que se situam nas imediacdes da Dorsal Mesoatlantica.
Ocupa uma érea total emersa de cerca de 17.500 m?, com aproximadamente250 m por 426 m
e uma elevacdo méaxima de 18 m acima do nivel do mar, o ASPSP difere de outros
arquipélagos oceanicos, por nao ser formado por rochas vulcéanicas, mas pluténicas(CAMPOS
et al., 2005), que se projetam para a superficie do mar com forte aclive, sendo, por isso,

desprovidas de praias ou agua potavel (QUEIROZ, 2014).

A partir de 2018, com o Decreto n° 9.313, foi criada uma Area de Protecio Ambiental
(APA) no ASPSP, que se trata de uma Unidade de Conservacéo (UC) de uso sustentavel, com
0 objetivo basico de proteger a diversidade biologica e assegurar a sustentabilidade de uso dos
recursos naturais existentes, além da necessecidade de ordenar a pesca da regido. Ademais,
juntamente com a APA, ha também o Monumento Natural (MONA), uma Unidade de
Conservacdo (UC) de protecdo integral. Parte do Arquipéwlago esta dentro do MONA, o que
contribui substancialmente para a recuperacdo dos estoques pesqueiros € 0 acompanhamento
das espécies do local. Além das ilhas, uma grande porcao oceanica também esta incluida no

MONA a fim de ampliar a protecdo dos ecossistemas marinhos profundos (BRASIL, 2018).

Devido & sua posicao geografica entre os hemisférios norte e sul e entre os continentes
americano e africano, que a faz um ponto estratégico, 0 ASPSP desempenha forte influéncia
no ciclo de vida de vérias espécies migratérias, com elevado valor comercial,para as quais tem
grande importancia como local de reproducéo e alimentacdo (VASKE-JRet al., 2003; LESSA
etal., 1999).
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Figura 3. Mapa com localizacdo do Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo. (adaptado de BEZERRA et al.,
2013).

5.2. Coleta de dados
As amostras da cavala examinadas histologicamente no presente estudo foram
coletadas a partir de espécimes capturados por barcos que compuseram a frota comercial que
operou nos arredores do ASPSP, entre os anos de 1998 e 2006, usando corrico, como artes de
pesca. Foram coletadas as gbnadas, aleatoriamente, de 276 fémeas para a confec¢do das laminas
e posterior andlise. Para analise microscépica do desenvolvimento ovariano, foram
selecionadas laminas histoldgicas de fémeas, cujosovarios contemplaram as distintas fases de

desenvolvimento gonadal da espécie.

5.3. Caracterizacdo dos estagios maturacionais

Os procedimentos de triagem envolveram a medicdo de dados biométricos
(comprimento total e furcal) e a obtencédo dos ovarios, os quais foram fixadas em formaldeido
a 10% (overnight), clivada e refixada em solucdo de formaldeido a 10% (totalizando 24 h) e
preservada em alcool a 70%. Para a confec¢do das ldminas histoldgicas,as gonadas passaram
por uma desidratacdo em bateria de alcool (80%, 90%, 100% 1 e 100%2), diafanizacéo (xilol 1
e 2), inclusdo em resina e corte em micrétomo (6 um). Para coloracdo, utilizou-se 0 método
da hematoxilina-eosina (H.E).

Para descrever os diferentes estagios e fases de desenvolvimento ovariano, foi o usado
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a terminologia e os critérios de classificacdo proposto por Brown-Peterson et al. (2011),
adaptado para a espécie (ALEJO-PLATA, 2011). As fases de desenvolvimento foram
classificadas da seguinte forma: Imaturo, em desenvolvimento, capaz de desovar, desova
ativa, regressdo e regeneracdo. Em ordem, para determinar e classificar os estagios de
desenvolvimento celular, as células foram mensuradas quanto ao didmetro méaximo e do
ndcleo. Para a descricdo do desenvolvimento celular, além da relagdo ndcleo citoplasma, foi
observado a reacdo do corante com as estruturas das células (baséfilo e acidofilo) e as

especificidades das células presente nos ovarios.

5.4. Analise dos dados

Apo6s a selecdo das laminas histoldgicas das diferentes fases de desenvolvimento
ovocitario de forma aleatoria, as imagens foram digitalizadas, a fim de permitir sua analise
por meio do software Image J. Com o uso do programa, foram medidos o tamanho de suas
estruturas celulares, incluindo os nucleos para cada estagio maturacional. As fases do
desenvolvimento ovocitario foram analisadas e descritas de acordo com a metodologia
proposta por BROWN-PETERSON et al. (2011).

As células germinativas foram classificadas nos seguintes estagios: oogonias,
ovécitos primarios, ovocitos alvéolo-corticais, ovocitos pré-vitelogénicos (perinucleolares),
ovocitos vitelogénicos nas fases 1, 2 e 3, migracao da vesicula germinativa (MVG), quebrada
vesicula germinativa (QVG), ovocitos hidratados (CARDENAS et al., 2008). Essa
classificacdo é baseada no formato dos ovdcitos, relacdo de proporcdo entre o nucleo-
citoplasma e o grau de atividade vitelogénica em que cada célulase encontra. Posteriormente
para determinar o tipo de desova, foi verificada a distribuicdo em termos de frequéncia
relativa (%) de cada estagio maturacional dos ovocitos nas diferentes fases de
desenvolvimento ovariano, de acordo com o proposto por Vazzoler (1996). Para este fim,
foram medidos o tamanho médio de 80 ovdcitos com nucleo visivel de doze ovarios em
diferentes fases de desenvolvimento, 3 em cada fase (imaturos, desenvolvimento, capaz de
desovar e regressao). Nao foi possivel realizar as medidas para a fase de desenvolvimento em

regeneracao.

Apos as medigdes, foi calculada a mediana dos diametros das células(Dc), dos nucleos
(Dn) para cada estagio de desenvolvimento e calculada a propor¢do DN/DC%. Com o

objetivo de analisar se os diametros das células e os nucleos nos diversos estagios do
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desenvolvimento ovocitario tem alguma diferenga estatistica (p<0,05), ou seja, se existe
diferengas estatisticas na propor¢cdo DN/DC% encontrada para cada estagio. Para isso, foi
aplicado um teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variancias (teste
de “Bartlett”) com base na relagdo nucleo-citoplasma em cada estagio encontrado. Apoés isso,

foi feito o teste ndo paramétrico de Wilcoxon.

6. Resultados

6.1. Descricdo microscopica do sistema reprodutor das fémeas do Acanthocybium
solandri

Os ovaérios do A. solandri sdo constituidos por um tecido muscular liso que envolve a
gbnada e por uma extensdo que se projeta a partir da membrana muscular em direcdo ao
centro do 6rgdo. Essa projecdo para dentro do ovario forma as lamelas ovigeras que sdo
constituidas pelas células somaéticas epiteliais, que posteriormente, se tornam as células
foliculares, responsaveis pela sustentacdo das células germinativas durante o
desenvolvimento vitelogénico e onde se localiza a irrigagdo sanguinea, que se apresentou

bastante irrigada nas gbnadas que j& haviam iniciado o processo de vitelogénese.

Diversas divisdes da meiose (figura 4), entre as oogobnias (figura 4a) e ovécitos em
crescimento primario (figura 4b), caracterizam o inicio do desenvolvimento dos ovdcitos. O
desenvolvimento vitelogénico € definido pela presenca de mindsculas vesiculas esféricas no
citoplasma (figura 4c) e gradualmente, vesiculas de lipideos de tamanhos variados comecama
se propagar no citoplasma, bem como os granulos de proteinas que comegam a surgir no
citoplasma, dando-se inicio ao processo de vitelogénese (figura 4d). Nos estagios de
desenvolvimento que caracterizam o inicio do processo da ovogénese, ndo foi possivel
observar uma epitélio superficial bem definido e aparente. Além disso, foi possivel visualizar
que a formagdo e o desenvolvimento dos vacutolos de lipidios se ddo proximo ao ndcleo das
células germinativas com o inicio do processo de vitelogénese. Com o desenvolvimento da
vitelogénese, os granulos de proteina aumentam no citoplasma (figura 4 e, f, g). Durante o
desenvolvimento da vitelogénese, as vesiculas de lipidios presentes nas células iniciam a
migracdo para a regido central do ndcleo, resultando em uma quantidade de granulos de
proteina maior na periferia do citoplasma (figura 4h). Apds o desenvolvimento da
vitelogénese, as vesiculas de lipidios se fundem e formam uma Unica goticula de maior
diametro no centro do ovdcito, proximo ao nucleo, dando-se inicio ao processo de migragdodo
nacleo para o polo animal (figura 4i), e por ultimo, ocorre a quebra da vitelogénese

germinativa (figura 4j), em que é observado a condensagdo dos granulos de proteina se
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originando no ovdcito hidratado (figura 4k). O citoplasma, com o decorrer de seu
desenvolvimento passou a apresentar de carater acidéfilo, mudanca que comegou a ser
identificada apds o inicio da vitelogénese. Os diametros das celulas, assim como a descricao

das carateristicas do desenvolvimento ovocitario estdo disponiveis na tabela 1.
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Tabela 1. Sumério descritivo dos estdgios de desenvolvimento ovocitario para o Acanthocybium
solandri, capturada no Arquipélago de S&o Pedro e Séo Paulo, entre 1998 e 2006. Para cada estagio de

desenvolvimento, foi calculado a mediana para os didmetros dos ovdcitos.

Estagios de desenvolvimento

Crescimento primario
Oogbnias

Cromatina nucleolar

Cromatina Peri nucleolar

Cortical alveolar

Caracteristicas

Se trata das menores células germinativas e podem

ser encontradas em toda a extensdo das gbnadas.

Séo caracterizadas pelo seu grande nicleo
desenvolvido e o pequeno citoplasma de carater
basofilo.

O ndcleo se encontra de forma acidéfila e o
citoplasma se encontra mais desenvolvido e de
carater basofilo. E caracterizado pela cromatina
nucleolar, sendo possivel observar varios nucléolos
se formando no interior da célula.

O citoplasma continua basofilo e os nucléolos sdo
posicionados na periferia do nucleo de forma
organizada. Também é possivel observar o
envoltdrio do nucleo mais definido.

Nesse estdgio, € observado formagdo de vesiculas
esféricas no citoplasma proximo ao nicleo, para o
inicio dos estagios vitelogénicos. O citoplasma
permanece basofilo e com a cromatina na periferia
do nucleo.

Diametro do ovdcito (um)

8,4-371
19,61

20,8 — 55,65
38,05

42,8-98,2
75,08

85,2-141,2
114,71

Vitelogénese
Vitelogénese |

Vitelogénese II

Vitelogénese 111

Vesiculas de vitelo (lipidios e proteinas) séo
observadas no citoplasma que apresenta carater de
menor basofilia. Gotas de lipidios estdo presentes
por todo o citoplasma com o seu desenvolvimento
em grande propor¢do préximo ao nucleo, e podem
ser observados alguns granulos de proteina préximo
a periferia do citoplasma.

E possivel observar vactolos de lipidios e granulos
de proteinas na mesma proporcédo no citoplasma. Os
vacuolos de lipidios sdo observados na proximidade
do nucleo.

Os granulos de proteina neste estagio sdo mais
evidentes e em grande quantidade. Os vacuolos de
lipidios estdo presentes em menor quantidade
préximo ao nucleo.

109,8 -221,4
174,24

172,6 —290,3
238,37

264,1-482,2
332,41

Maturacdo do ovécito
Migracéo da vesicula
germinativa (GVM)

Quebra da vesicula germinativa

(GVBD)

Hidratagao

As goticulas de lipidios se fusionam em uma
goticula proximo ao nicleo. E possivel observar a
migracdo do ndcleo para o polo animal. Os granulos
de proteina comecam a se fusionar.

Toda a migragdo do nucleo é concluida, sendo
possivel observar o inicio da formacéo de uma Unica
goticula de lipidio no citoplasma.

E possivel visualizar apenas uma gota de lipidio no
ovacito e todos os granulos de vitelo se fusionam,
podendo também ser observada uma camada de
carater acidofilo e homogéneo no citoplasma.

3735-578,1
496,9

558,2 - 592
578,2

568 — 601,2
586
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Figura 4. Fases de desenvolvimento ovocitario do Acanthocybium solandri, capturada no Arquipélago de Séo
Pedro e Séo Paulo, Brasil, entre os anos de 1998 e 2006: (A), (B) e (C) Estagio imaturo, com oogdnias (0O0),
ovdcitos em crescimento primario (PG), com presenca de ovdcitos com cromatina nucleolar (CN) e perinucleolar
(CPN); (D), (E) e (F) Estagio em desenvolvimento, apresentado ovocitos mais avangados na fase cortical
alveolar (CA), com a presenca de ovdcitos em cortical alveolar (OCA), Vitelogénese | e 11, respectivamente; (G)
e (H) Estagio Capaz de desovar, Vitelogénese Il e formacdo da goticula de lipidio; (1) a (K) Estadgio Desova
Ativa, apresentando ovécitos MVG e QVG, e OH em desova eminente com a auséncia do vacutolo de lipidio.
(Nc) Nucléolos, (N) Nucleo, (VL) vactolos de lipidios, (GP) Granulos de proteina.

Os ovocitos da espécie sdo constituidos por um epitélio superficial, formados por
células da teca (CT) na primeira camada e células da granulosa (GC) constituindo a segunda
camada, sendo encontrados na por¢do mais externa dos ovécitos. Na porcdo interna, proximoao
citoplasma, é possivel observar a membrana vitelinica (MV) e as trés camadas (externa,
intermediéaria e interna) da Zona radiada (ZR). Tais caracteristicas s puderam ser
identificadas em ovacitos ja desenvolvidos, devido as suas especificidades. Nas fases mais
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avancadas de desenvolvimento do estagio ovocitario, foram observados os vacuolos de

lipidios e os granulos de proteina no citoplasma (figura 5a).

Nos cortes histologicos, foram identificadas diferentes fases de reabsorcdo dos
ovocitos (a Atrésia e B Atrésia), que indicam o fim da estagdo reprodutiva. Nesse sentido, aa
Atrésia foi designada para ovdcitos vitelogénicos avancados, com a primeira ocorréncia de
atresia visivel sendo a quebra do envoltorio nuclear. O envelope nuclear entdo dispersa o
conteddo nuclear no citoplasma. Uma caracteristica determinante é a decomposicdo das
estruturas que compdem o epitélio superficial que encobre o ovacito (células da teca, célulasda
granulosa, membrana vitelinica e zona radiada). Os ovdcitos se tornam irregulares em sua
forma e como parte do processo de reabsorcdo, granulos e vactolos podem ser observados por
toda a célula. B Atrésia: Depois que o ovocito € completamente degradado, o foliculo entra no
estagio mais avancado de reabsorcdo das células, caracterizada pela redugdo das estruturas
gue compde ovacito, apresentando pouco ou henhum vacuolo e auséncia de lumen. No inicio
desta fase, as células foliculares aparecem desorganizadas, algumas com nucleos picnéticos,
enquanto outras apresentam vacuolos intracelulares aparentemente vazios ou vacuolos
preenchidos por material dismorfo. Para esta espécie, goticulas lipidicas enriquecidas com
numerosos vacuolos esféricos residuais sdo distribuidas ao longo dos foliculos B-atrésicos.
Este, pode ser observado ao final do periodo de maxima reproducdo, quando a reabsorcao

tende a ser mais rapida, pois o processo de maturacdo é mais frequente(figura 5b e 5c).

AB

200 pm

"

Figura 5. Sumério das estruturas que compde os ovarios do Acanthocybium solandri, no Arquipélago de Sao
Pedro e S&o Paulo, Brasil, entre 1998 e 2006. (A) Epitélio superficial, constituido por células da teca (CT),
células da granulosa (CG) e a zona radiada (ZR), constituida por trés zonas: Externa (EX.), Intermediéria (Int.) e
Interna (In.). Em fases avancadas, o citoplasma é constituido por vacutolos de lipideo (VL) e granulos de vitelo
(GV); (B) Atresia a e B. Escala: 20pum (A), 200um (B).
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As oogonias e 0s ovOcitos em crescimento primario se fazem presente em todas as
fases de desenvolvimento das gdnadas observadas. Nafase inicial de desenvolvimento, no
qual as mesmas estdo de forma abundante, ndo foi possivel identificar nenhum outro estagio
de desenvolvimento, 0 que caracteriza a fase imatura. A partir do em desenvolvimento, pode-
se observar a presenca da vitelogénese Il e a abundancia da Vitelogénese I, caracterizando o
inicio do desenvolvimento ovocitario da espécie. Na fase capaz de desovar, a espécie
apresenta uma abundancia significativa dos estagios vitelogénicos I, 1l e 111, além de terem a
presenca de atresias e POFs na desova ativa, porém em pequena quantidade. Em regressao, as
atresias e POFs estdo apresentadas de formaabundante e em regeneracdo ainda foi possivel
observar POFs antigas e atresias tardias, 0 que determina o inicio do ciclo germinativo das

células maturacionais (Tabela 2).

Tabela 2. Composicdo celular dos estagios maturacionais do Acanthocybium solandri para cada fase de
desenvolvimento (A*= Abundante, A=Ausente, P= Presente). (OO) oogonias, (CP) crescimento primério, (CA)
cortical alveolar, (VTG1) vitelogénese 1, (VTG2) vitelogénese2, (VTG3) vitelogénese 3, (MVG) migragdo da
vesicula germinativa, (QVG) quebra da vesicula germinativa, (OH) ovdcito hidratado, (A) atresia.

Estagios de Desenvolvimento
Fases Imaturo Desenvolvimento Capazde Desova  Regresséo Regeneragao
Desovar Ativa

00 A* A* P P P P
PG A* A* P p P P
CA A A* P P P P

VTG1 A A* A* A* P A

VTG2 A P A* A* P A

VTG3 A A A* A* P A

MVG A A A A* A A

QVG A A A A* A A
OH A A A A* A A
A A A P P A* P
POF A A A P A* P

6.3.Didametro dos ovdcitos e relagdo nucleo-citoplasma para fémeas do

Acanthocybium solandri

De maneira geral, 0s ovOcitos apresentaram um aumento em seu diametro
acompanhando o desenvolvimento das células, com ovdcitos pré-vitelogénicos exibindo
didametros, em média, trés vezes maiores do que aqueles observados nas oogdnias (p < 0,05).
Embora em menor proporcdo, incrementos estatisticamente significativos foram observados
para 0s ovocitos alveolos corticais em relacdo ao pre-vitelogénico (p< 0,05). Além disso,
ocorreram diferencgas estatisticamente significativas entre o didmetro celular nos nacleos de

ovacitos alveolares corticais em relagdo aos vitelogénicos (p < 0,05) (Fig. 6). Em todas as
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fases analisadas, didmetros do célula e do ndcleo diferiu estatisticamente em todos 0s estagios
(p <0,05).

O nucleo, nos estagios iniciais de desenvolvimento (oogbnias e ovocitos em
crescimento primario), apresentaram uma maior propor¢do das células em sua composicéo,
mudando de forma constante com o decorrer do desenvolvimento ovocitario, como pode ser
observado na tabela abaixo (tabela 3). O citoplasma comeca a se desenvolver e aumentar de
tamanho de forma exponencial em relacdo ao nucleo. A cromatina nucleolar e a cromatina
perinucleolar, se tratando de ovdcitos em crescimento primario, apresentam um relacéo

ndcleo-citoplasma semelhante (tabela 3).

Tabela 3. Didmetro (mediana) em um dos ovocitos e dos nicleos para cada estagio de desenvolvimento celular
da A. solandri. Legenda: Oogbnias (OO), Cromatina Nucleolar (CN), Cromatina Perinucleolar (CP), Cortical
Alveolar (CA), Vitelogénese I (Vtg 1), Vitelogénese Il (Vig Il), Vitelogénese 111 (Vtg I11), Quebra da Vesicula
Germinativa (QVG), Migracdo da Vesicula Germinativa (MVG), Ovdcito Hidratado (HO), N = numero de
células, DC =Didmetro da célula, DN = Diametro do ntcleo.

Estagios N DC Min  Max DN Min Max DN/DC
%
00 80 19,61 8,4 37,1 10,19 3,7 24,3 51,96
CN 80 38,05 20,8 55,65 15,03 10,7 33,9 43,31
CPN 80 75,08 42,8 98,2 31,74 17,4 41,1 42,27
CA 80 114,71 85,2 141,2 48,78 32,5 59,9 42,52
VTGI 80 174,24 109,8 2214 55,73 35 87,5 31,98
VTGII 80 238,37 172,6 290,3 74,1 42,09 97,53 31,09
VTGIII 80 332,41 264,1 482,2 95,4 49,76  152,6 28,70
MGV 80 496,9 3735 578,1 111,73 67,6 175,9 22,49
QVG 80 578,2 558,2 592 _ _ _ _
OH 80 586 568  601,2 _ _ _ _
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Figura 6. Representacdo gréfica dos didmetros das células e nucleos dos estidgios de desenvolvimento da
Acanthocybium solandri

6.4. Tipo de desova das fémeas do Acanthocybium solandri

Os diametros dos ovocitos variaram de 14,08 a 601,2 um. Os ovarios imaturos tinham
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ovocitos de até 89,83 um de diametro, ovarios em desenvolvimento apresentaram didmetros
medindo até 261,7 um e os ovarios no estagio capaz de desovar ¢ em fases de regressdo tinha
ovarios com diametro de ovécito com maior amplitude, apresentando os valores maximos de
557,22 um e 303,09 um, respectivamente. Os ovarios capazes de desovar tinham menos
ovacitos em crescimento primario e mais ovocitos em vitelogénese avancada, em comparagao
com a fase de regresséo (Figura 7).

A distribuicdo de frequéncia de tamanho dos estagios de desenvolvimento comprovou
que em todas as fases de desenvolvimento ocorre a formacdo de lotes e a medida que o
desenvolvimento aumenta, novos lotes sdo formados. Através das observagdes histoldgicas
das génadas e o deslocamento das classes de compriemento dos ovdcitos durante o processo
de desenvolvimento, a espécie apresenta uma desova multipla do tipo sincrénica em mais de
dois grupos, por ter sido identificada um aumento de mais de dois lotes de ovdcitos que
aumentam o didmetro de forma sincrdnica em didmetro até a desova. aumento dos lotes de

forma sincrénica em didmetro até o periodo de desova (figura 7).
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Figura 7. Frequéncia de distribuicdo do didmetro dos ovécitos (um) de fémeas do Acanthocybium solandri,
capturadas no Arquipélago de S&o Paulo e S&o Paulo, entre 1998 e 2006. (A) Imaturo, (B) Em desenvolvimento,
(C) Capaz de desovar e (D) Em regresséo.
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7. Discussao

O conhecimento sobre a reproducdo dos peixes requer uma maior atencdo sobre
questdes voltadas para os estagios de desenvolvimento ovocitario, especialmente no que diz
respeito as particularidades do desenvolvimento da ovogénese e suas evolugdes nas estruturas
morfomeétricas. Nesse estudo, foi possivel obter informacdes acerca das alteracGes estruturais
que ocorrem durante o desenvolvimento dos ovocitos através das laminas histologicas aqui
analisadas. Em trabalhos realizados a respeito da biologia reprodutiva de peixes 6sseos, é
frequente observar que as caracteriza¢fes das gbnadas seguem um padrdo terminoldgico, em
gue pode ser adotado classificacbes e nomenclaturas distintas para o desenvolvimento
ovariano (VAZZOLER, 1996; BROWN-PETERSON et al., 2011). No entanto, em relacédo
aos estagios de desenvolvimento das células, ou seja, as classificagbes que ocorrem em funcao
das fases das células germinativas analisadas, podem, portanto, mudar de acordo com 0s
diferentes autores e espécies. Alem disso, hd uma limitacdo relacionada a determinagdo dos
estdgios maturacionais, no que diz respeito aos padrdes morfolégicos que estabelece a
ovogénese. Apesar dos foliculos ovarianos seguirem um desenvolvimento padrdo geral em
teledsteos, a morfologia relacionada a essas estruturas tende a serem variaveis em detrimento

das estratégias reprodutivas das diferentes espécies investigadas (MARTIN et al., 2017).

A analise histoldgica realizada nos tecidos ovarianos das cavalas propiciou a
identificacdo clara de onze estagios de desenvolvimento dos ovocitos: oogdnias, ovécitos em
cromatina nucleolar, cromatina perinucleolar, ovécitos alvéolos corticais, ovocitos em
vitelogénese |, vitelogénese 11, vitelogénese 111, migracdo da vesicula germinativa, quebra da
vesicula germinativa, ovocitos hidratados, foliculo pos-ovulatério e atrésicos, padrdo esse de
classificacdo semelhante ao que foi descrito para outras espécies de peixes marinhos
(MURUA et al., 2003; LOWERRE-BARBIERI et al., 2011; GRIER, 2000). Diferentementede
alguns estudos de reproducéo de teledsteos que relacionam um periodo de repouso intercalado
por atividades sexuais que ddo origem a uma nova prole, caracterizado pela observagéo
apenas de células gametogénicas em estagios iniciais de desenvolvimento(GODINHO, 2007),
a cavala detém caracteristicas na qual sdo observadas desovas multiplas. No presente estudo,
foi determinado que a cavala apresenta uma desova multipla e um desenvolvimento ovocitario
sincrénico em mais de dois grupos, resultados diferentes aos encontrados para a espécie no
Norte do Golfo do México, em que foi observado no diagrama de frequéncia-comprimento e
nas analises histoldgicas do estudo (BROWN-PETERSON et al., 2000). Sendo assim, existem
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evidéncias de que a espécie exibe um continuo recrutamento das células germinativas com
distintas modas relacionadas ao didmetro dos ovdcitos, pois apesar de ter sido observado um
grande numero de ovdcitos hidratados em génadas em fases finais de desenvolvimento,
também foram visualizadas varias células em estagios de desenvolvimento iniciais
(ZISCHKE et al., 2012; VIANA et al., 2013). De acordo com Viana et al. (2013), a cavala tem
seu periodo reprodutivo no ASPSP entre abril e julho, que coincide com a elevacdo da
temperatura superficial da agua na regido, fato igualmente observado na Florida por Wollan
(1969) e no hemisfério norte com o estudo de Oxenford etal. (2003), em que a mesma espécie
aparenta desovar nos meses de verao.

Na regido em que o arquipélago de Sao Pedro e Sdo Paulo (ASPSP) esta inserido,
caracteriza-se como uma area de alta produtividade bioldgica, que funciona comouma zona de
reproducdo e alimentacdo de varias espécies de peixes. Devido as carateristicas peculiares da
ilha, é possivel que exista uma agregacao reprodutiva para a espécie, ja que os fatores fisico-
quimicos da regido propiciam um ganho de energia através dos recursos alimentares
disponiveis, crucial para 0 ganho energético que proporcionara o desenvolvimento final das
células germinativas. O periodo mencionado de reproducdo da cavala no ASPSP também
coincide com a época de desova de outras espécies na ilha, sugerindo que fatores abioticos e
bidticos deflagram a reproducdo das espécies (BEZERRAZet al., 2013; DOS SANTOS et al.,
2014; PINHEIRO et al. 2011).

Nas analises dos cortes histoldgicos para a cavala, foram observadas alteracdes nas
organizacOes e tamanhos das células no decorrer do desenvolvimento das mesmas, que estdo
relacionados diretamente com o processo de vitelogénese. O aumento do tamanho das células
pode ser explicado pela absorcéo de proteinas de origem fidagal para a composi¢do do vitelo
no citoplasma (VLAMING et al. 1980). Essa proteina, a vitelogenina, que se tratade uma
lipofosfoglicoproteina, antecessora das proteinas vitelinicas, é sintetizada principalmente no
figado e assimilada nos ovocitos através de endocitose mediada por receptores (BABIN et al.,
2007; LUBZENS et al., 2010). A deposicdo de vitelo é feita na forma de granulos, formados
pela juncdo de vesiculas que aparecem inicialmente no citoplasma periférico e que
gradualmente preenchem o citoplasma (WALLACE e SELMAN, 1990; TYLER e
SUMPTER, 1996).

Os diametros das células encontradas no presente estudo diferem dos valores
observados por Brown-Peterson et al., (2000) para a mesma espécie no Norte do Golfo do

México. Na regido citada, os diametros das células ultrapassaram a 900 pm nos estagios finais
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antes da liberagdo dos ovdcitos, enquanto no presente trabalho ndo chegaram a 600 pm,
provavelmente devido a diferencas abidticas da regido, bem como a disponibilidade de
alimento. Os altos valores descritos para a espécie no Norte do Golfo do Meéxico estdo
relacionados diretamente a hidratacdo dos ovdcitos, consequentemente, proporcionando a
expansdo do volume celular, causados pela protedlise das proteinas vitelinicas (MUNOZ etal.,
2001). O didametro dos ovdcitos é um atributo de grande importancia para as analises detaxas
de fertilizacdo, em que as mesmas podem prognosticar as condi¢Ges reprodutivas das
populacdes (FELIZARDO et al., 2011). As modificacbes nos diametros dos ovocitos
liberados podem influenciar na dispersdo dos ovos e sobrevivéncia das larvas apds a
fecundagdo do ovocito (BONISLAWSKA et al., 2001). Tais modificagfes nos diametros dos
ovocitos podem ser influenciadas, por exemplo, pela disponibilidade de alimento e condicdes
de temperatura de uma determinada area, que pode ser propicia para o desenvolvimento das
células ou apresentarem condi¢Ges ambientais desfavoraveis para o incremento no tamanh&o
dos ovdcitos (MASCARENHAS, 2019).

O Arquipeélago de Séo Pedro e Sdo Paulo exibe caracteristicas consideradas favoraveis
para diversas espécies residentes e migratorias, devido a sua geografia isolada e a alta
produtividade biolégica responsavel pelo ganho de energia, que certamente viabiliza
diferentes estratégias reprodutivas, em especial para a cavala, espécie alvo desse estudo. Os
resultados obtidos fornecem informag6es importantes sobre a biologia reprodutiva da espécie,
que podem vir a auxiliar novos estudos sobre a identificacdo dos estagios de desenvolvimento
da espécie e de outras, cujo apresentam grande importancia comercial e necessitam de um
olhar aprofundado sobre tais aspectos, primordiais para a realizacdo de uma gestdo pesqueira

eficaz, garantindo a sustentabilidade..
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9. Capitulo 11

9.1. Caracterizacdo Morfoldgica das gbnadas e desenvolvimento ovocitario do dourado
Coryphaena hippurus (Linnaeus, 1758) (Perciformes: Coryphaenidae) no
Arquipélagode S&o Pedro e S&o Paulo, Brasil

Morphological characterization of the gonads and ovocyte development of the dolphinfish
Coryphaena hippurus (Linnaeus, 1758) (Perciformes: Coryphaenidae) of the Saint Peter and
Saint Paul Archipelago, Brazil
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Departamento de Pesca e Aquicultura, Recife, Pernambuco, Av. Dom Manuel de
Medeiros, 52171-900, Brasil
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Abstract

Studies on the morphological changes that occur within the gonads are essential to adequately
describe the reproductive cycle of the species, since this information is essential for the
adoption of an efficient fisheries management. This study aimed to analyze the reproductive
aspects of the dolphinfish (Coryphaena hippurus) for a better understanding ofits oogenesis,
from specimens captured in the Saint Peter and Saint Paul Archipelago, Brazil. A total of 132
histological slides covering the different phases of gonadal development wereselected. It was
possible to observe the formation of lipid vesicles near the periphery of the cytoplasm with
the development of vitellogenic germ cells, from the alveolar cortical being observed until
vitellogenesis 1ll. Pre-vitellogenic oocytes exhibited diameters, on average, twice those
observed in oogonia (p < 0,05). For cortical alveolar oocytes in relation to vitellogenesis IlI,
large statistical differences were observed (p < 0,05). Oocyte diameter ranged from 13.49 to
422.68 um for the observed developmental stages. Also, it was identified that the species does
not present a dynamic in ovarian organization, due to the presence of all cellular
developmental stages, determining that ovarian development is asynchronous with a multiple
spawning. Characterizing the different stages of oocytedevelopment are extremely important
to support the knowledge of the bioecological cycle of Coryphaena hippurus, an important
fishery resource for the region.
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Resumo

Estudos sobre as alteracbes morfoldgicas que ocorrem no interior das gonadas sdo
fundamentais para descrever adequadamente o ciclo reprodutivo da espécie, pois se trata de
informacdes imprescindiveis para a ado¢do de uma gestdo pesqueira eficiente. O estudo teve
como objetivo analisar os aspectos reprodutivos do dourado (Coryphaena hippurus) para um
melhor entendimento de sua ovogénese, a partir de espécimes capturados no Arquipélago de
Sdo Pedro e Sdo Paulo, Brasil. Foram selecionadas 132 laminas histoldgicas ja
confeccionadas que abrangem as distintas fases de desenvolvimento gonadal. Foi possivel
observar a formacdo de vesiculas lipidicas proximo a periferia do citoplasma com o
desenvolvimento das células germinativas vitelogénicas, a partir do cortical alveolar sendo
observado até a vitelogénese Ill. Os ovocitos pré-vitelogénicos exibiram didmetros, em
média, duas vezes maiores daqueles observados nas oogénias (p < 0,05). Para 0s ovocitos
alvéolos corticais em relacdo a vitelogénese Ill, foram observadas grandes diferengas
estatisticas (p< 0,05). O didametro dos ovdcitos variou de 13,49 a 422,68 um para 0s estagios
de desenvolvimento observados. Ainda, foi identificado que a espécie ndo apresenta uma
dindmica na organizacao ovariana, devido a presenca de todos 0s estagios dedesenvolvimento
celulares, determinando que o desenvolvimento ovariano é assincrénico com uma desova
maltipla. Caracterizar os diferentes estagios de desenvolvimento do ovdcitosdo extremamente
importantes para dar suporte ao conhecimento do ciclo bioecolégico do Coryphaena
hippurus, um importante recurso pesqueiro para a regiao.

Palavras-chave: Diametro, Estagios de desenvolvimento, Ovogénese, Coryphaenidae,
ASPSP
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10. Introducéo

O dourado, Coryphaena hippurus (LINNAEUS, 1758), pertencente a familia
Coryphaenidae, apresenta distribuigio circumtropical nos oceanos Atlantico, Pacifico e indico
(BEARDSLEY, 1967; ROSE e HASSLER, 1968; CARPENTER, 2002). E uma
espécie migratoria, peldgica, de natacdo rapida, capaz de formar agregacfes em dispositivosde
atracdo de peixes ou objetos flutuantes (DEMPSTER, 2004). A espécie possui elevado valor
econémico, sendo intensivamente capturada pela pesca comercial e esportiva em todo o
mundo (ERDMAN, 1956; ZANEVELD, 1961; SACCHI et al., 1981). A espécie tem uma
extensa area de captura pela pesca comercial no Oceano Atlantico (PARKER et al., 2000;
PRAGER, 2000), representando uma captura total de 4637 toneladas apenas para o Atlantico
Ocidental (ICCAT, 2020).

No Brasil, a espécie & comumente capturada em toda costa brasileira, incluindo as
ilhas oceénicas de Fernando de Noronha e Arquipélago de Sdo Pedro e Séo Paulo (ASPSP)
(VIANA et al., 2008; VASKE-Jr, 2008) em que representou uma captura total de 764

toneladas para o pais.

Em decorréncia da importancia comercial e ecologica da espécie, existe a crucial
necessidade da geracdo de informacdes e investigacdes mais precisas sobre 0s seus aspectos
biolégicos (BROWN-PETERSON et al., 2000; OXENFORD et al., 2003; MCBRIDE et al.,
2008), em particular sobre o seu desenvolvimento gonadal, fundamental para que se possa
compreender adequadamente o seu ciclo reprodutivo, sendo estas informacoes
imprescindiveis para a adocdo de estratégias adequadas de gestdo pesqueira, capazes de
assegurar a conservacao dos estoques e a sustentabilidade da pesca (ZUCKERMAN, 1962;
RODRIGUES, 2005). O dourado é uma espécie gonocoristica e sexualmente dimorficas
(BREDER e ROSEN 1966, MASSUTI e MORALES-NIN 1997), com a capacidade de
produzir grandes lotes de ovos (OXENFORD, 1999). Diversos manuscritos foram publicados
acerca da biologia reprodutiva da espécie no mundo (BEARDSLEY, 1967; MASSUTI e
MORALES-NIN, 1995; POTOSCHI et al.,1999; CASTRO et al., 1999; WU et al., 2001;
ALEJO-PLATA et al., 2011; ZUNIGA-FLORES et al., 2011), com a descricio das
classificacfes das fases reprodutivas, fecundidade e época de desova da espécie.Contudo, no
que diz respeito aos estudos relacionados ao detalhamento do desenvolvimento celular

reprodutivo do dourado, esses ainda sdo incipientes.
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Embora os resultados obtidos através dos estudos gerais sobre a biologia reprodutiva
sejam de grande valia para uma melhor compreensdo sobre a historia de vida da espécie,
ainda se faz necessario estudos sobre o processo da ovogénese da mesma a partir de analises
com o uso de microscopia 6ptica, em que sdao melhor detalhados as estruturas internas dos
ovarios e suas alteracdes morfologicas e bioldgicas, fundamentais para determinar o potencial
reprodutivo da espécie. No que diz respeito ao desenvolvimento dos ovérios da espécie,
Potoschi et al. (1999) realizou um estudo no Mar Mediterraneo, em que foi possivelinferir que
as alteragcdes de algumas caracteristicas macroscopicas como cor e forma da gbnada néo
correspondiam a modificacdes histologicas importantes, que servem para descrever de forma
adequada o desenvolvimento do 6rgéo reprodutor da espécie. NoAtlantico Oeste Central, com
a analise morfométrica e morfoldgica celular, foi possivel observar a presenca de diversas
classes de tamanho dos ovdcitos no interior das gbnadas que indica a producdo de lotes,
demonstrando que a espécie tem uma desova multipla e um desenvolvimento assincronico
(Oxenford, 1999). Além disso, no Golfo do México, foram observadas pequenas larvas ao
longo do ano, demonstrando que o dourado desova praticamente durante todo o ano nessa
regido (DITTY et al., 1994).

No Brasil, estudos sobre a reproducéo da espécie ja foi desenvolvido no Arquipélagode
Sdo Pedro e Sdo Paulo, em que foi possivel identificar uma maior atividade reprodutiva no
primeiro semestre do ano, época que coincide com o aumento da temperatura dasuperficie do
mar. No ASPSP, apesar do estudo agregar informacdes primordiais para compreender a
reproducdo da espécie como um todo, ainda sdo insuficientes os dados acerca da biologia
reprodutiva da espécie, levando em consideracdo o tipo de desova da espécie, bem como 0s
aspectos morfoldgicos que ocorrem no interior no érgdo reprodutor. Nesse contexto, o estudo
teve como objetivo analisar aspectos da biologia reprodutiva através de observacgdes e
caracterizagbes do desenvolvimento ovocitario da espécie capturada no entorno do
Arquipélago de Pedro e Sdo Paulo, com vistas a fornecer dados que permitam melhor

compreender o seu ciclo reprodutivo.

11. Material e métodos
11.1. Area de estudo

O Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo (ASPSP) (figura 8) esta localizado a

aproximadamente 1.100 km do Cabo de S&o Roque, na costa Nordeste do Brasil. Se trata de
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um pequeno grupo de ilhas rochosas oceanicas de origem plutonicas (CAMPOS et al., 2005),
situadas na Dorsal Mesoatlantica. Desde 2018, com o Decreto n° 9.313, foi instituida uma
Area de Protecio Ambiental (APA) no ASPSP, que é uma Unidade de Conservacgdo (UC) de
uso sustentavel, com o objetivo basico de proteger a biodiversidade, estudar e garantir a
sustentabilidade de seu uso . recursos naturais existentes, além disso, é necessario organizar a
exploracdo pesqueira na area. Além disso, junto com a APA, existe 0 Monumento a Natureza
(MONA), a Unidade de Conservacdo (UC) de protecdo integral. Parte do arquipélago fica
dentro do MONA, o que contribui essencialmente para a recuperagdo do estoque pesqueiro e
monitoramento das espécies locais. Além das ilhas, grande parte do oceano também esta
incluida no MONA, a fim de ampliar a protecdo dos ecossistemas de aguas profundas
(BRASIL, 2018).

Em razdo de sua localizacdo geografica , entre os hemisférios norte e sul e entre os
continentes americano e africano, € considerada de grande importancia para diversas espécies
migratorias, influenciando fortemente no ciclo de vida das mesmas tornando-se um lugar
propicio, seja para a reproducdo quanto para a alimentacdo (VASKE-JR et al., 2003;
CAMPOS et al., 2005), além de apresentar um alto nivel de endemismo que configura a
importancia da conservacao da biodiversidade do local EDWARDS e LUBBOCK, 1983).
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Figura 8. Mapa com a localizacdo do Arquipélago de S&o Pedro e Séo Paulo (adaptado de BEZERRA et al.,
2013).
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11.2. Coleta de dados

As coletas das amostras do dourado no presente trabalho foram realizadas entre 2007e
2011, através das capturas executadas por embarcagdes pesqueiras que atuaram nos arredores
do ASPSP, utilizando como apetrechos de pesca, linha de méo e corrico. Foram coletadas as
gbnadas de 132fémeas e realizada o processo histologico através das confeccdes das laminas.
Com o objetivo de analisar o desenvolvimento ovariano de forma microscdpica, foram
selecionadaslaminas (80 para cada estagio observado), cujosovarios contemplaram as distintas

fases de desenvolvimento gonadal da espécie.

11.3. Caracterizacdo dos estagios maturacionais

Os animais foram eviscerados e suas gbnadas foram posteriormente fixadas em
formaldeido a 10% (overnight), clivadas e refixadas em solucdo de formaldeido a 10%
(totalizando 24 h) e preservada em alcool a 70%. As gdnadas passaram por uma bateria de
desidratacdo, onde foram colocados em diferentes concentracdes de alcool (80%,90%,100%1 e
2), da mesma forma para a diafanizagdo (xilol 1 e 2), inclusdo em resina e corte em

microtomo (6 um). Para coloragdo, utilizou-se o método da hematoxilina-eosina (H.E).

Foi utilizado os critérios de classificacdo proposto por Brow-Peterson et al. (2011),e
adaptado para a espécie (DOS SANTOS et al., 2014), para a descri¢do dos diferentes estagios

e fases de desenvolvimento dos ovarios encontrados.

11.4. Analise dos dados

Foi utilizado o software Image J para digitalizar as imagens das laminas histologicas
selecionadas para a andlise. Para isso, foram selecionados aleatoriamente laminas histoldgicas
em diferentes fases de desenvolvimento ovariano classificados no estudo.Foram mensurados o
diametro de suas estruturas celulares, incluindo os ndcleos (80 ovdcitos de cada estagio por

lamina, para cada fase de desenvolvimento).

De acordo com Brown-Peterson et al. (2011), os estagios de desenvolvimento
ovocitario foram classificadas da seguinte forma: oog6nias, ovdcitos primarios, ovocitos
alvéolo-corticais, ovécitos pré-vitelogénicos (perinucleolares), ovécitos vitelogénicos nas
fases 1, 2 e 3, migracdo da vesicula germinativa (MVG), quebra da vesicula germinativa
(QVG), ovdcitos hidratados e foliculos pds-ovulatérios (FPO) (CARDENAS et al., 2008),

levando em consideragdo a forma dos ovdcitos, a relacdo ndcleo-citoplasma e o grau de
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atividade vitelogénica em que cada um se encontra. A distribuicdo em termos de frequéncia
relativa (%) de cada estdgio de desenvolvimento dos ovocitos nas diferentes fases de
desenvolvimento ovariano foi verificada para determinar o tipo de desova da espécie. Para
isso, foram medidos o tamanho médio dos ovocitos com nucleo visivel de doze génadas nas
diferentes fases de desenvolvimento, 3 em cada fase (imaturos, desenvolvimento, capaz de

desovar e regresséo).

Ainda, foi calculada a mediana dos diametros das células (Dc), dos ndcleos (Dn) para
cada estagio de desenvolvimento e calculada a propor¢cdo DN/DC%, para determinar a relacdo
nucleo-citoplasma. Com o objetivo de avaliar se existiram diferencas estatisticas
significativas (p<0,05) entre os diametros das células e os nucleos, foi aplicado um teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e de homogeneidade das variancias (teste de “Bartlett”). Apos
essa etapa, o teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi aplicado.

12. Resultados
12.1. Descrigdo microscopica do sistema reprodutor das fémeas do Coryphaena

hippurus

As gbnadas do dourado sdo compostas por um tecido muscular liso que envolve todoo
ovario e por uma membrana muscular que a partir dela é projetado uma extensao em direcédo
ao centro do érgdo que formara as lamelas ovigeras. As lamelas ovigeras sdo constituidas
pelas células somaticas epiteliais que se tornardo com a evolucdo do desenvolvimento as
células foliculares, com a funcdo de sustentar as células germinativas durante todo o processo
da ovogénese, havendo também nessa estrutura a presenca de vasos sanguineos poucos

irrigados por todo o 6rgéo.

Através de observacdes a respeito do desenvolvimento das células e suas alteracfes
morfolégicas, bem como de suas reacBes quimicas ao corante utilizado, foi possivel
estabelecer 11 (onze) estagios de desenvolvimento germinativo: oogdnias (OO), cromatina
nucleolar (CN), cromatina perinucleolar (CPN), Cortical alveolar (CA), Vitelogénese
primaria (Vtgl), Vitelogénese secundéria (Vtg2), Vitelogénese terciaria (Vtg3), Migracéo da
vesicula germinativa (MVG), Quebra da vesicula Germinativa (QVG), Ovdcito hidratado(OH)

e Ovacito atrésico (OA).

O inicio do desenvolvimento das células é caracterizado por diversas divisdes

meiodticas (figura 9), entre as oogbnias (figura 9a) e o ovOcitos em crescimento primario
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(figura 9 b, c). O comeco do processo de vitelogénese é caraterizado pelo aparecimento de
minusculas vesiculas lipidicas no citoplasma (figura 9d), que progressivamente aumentamde
tamanho se propagando no citoplasma, assim como a partir do surgimento dos granulos de
proteinas (figura 9 e, f, g). Ao final do desenvolvimento da vitelogénese, é possivel observar
as vesiculas de lipidios se fundirem, formando uma Unica goticula no centro da célula
germinativa, préximo ao ndcleo, iniciando assim o processo de migragdo do nucleo para o
polo celular (figura 9h). Apds a migracao do nucleo, ocorre a quebra da vesicula germinativa
(figura 9i), situacdo essa em que se observa a condensacdo dos granulos de proteina dando
origem ao ovocito hidratado (figura 9j). Os diferentes estadgios de desenvolvimento das
células, baseado na descricdo dos ovdcitos, assim como a descricdo dos didmetros das
estruturas estdo presente na Tabela 4. Em todas as fases de desenvolvimento foram
observadas células jovens, sendo encontradas em grande proporcao nas fases iniciais de

desenvolvimento.
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Tabela 4. Sumario dos estdgios de desenvolvimento ovocitario para o Coryphaena hippurus,
capturado no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo, entre 2007 e 2011. Para cada estdgio de
desenvolvimento, foi calculado a mediana para os didmetros dos ovécitos.

Estagios de desenvolvimento  Caracteristicas Diametro dos ovacitos (um)

Crescimento primario
Oogobnias

Cromatina nucleolar

Cromatina Perinucleolar

Cortical alveolar

Menor célula germinativa e pode ser
encontrada em toda a extensdo das
gbnadas, o nucleo é bem
desenvolvido e o citoplasma em
dimensdes  reduzidas. Pode  ser
observado no ndcleo os nucléolos.

O citoplasma estd mais desenvolvido,
de caréter basdfilo, e o nacleo de forma
acidofila. E possivel observar varios
nucléolos por todo o ndcleo,
caracterizado pela cromatina nucleolar.

O citoplasma permanece basofilo e os
nucléolos dessa vez sdo posicionados de
forma organizada na periferia do
nlcleo. O ndcleo se encontra definido e
uniforme para esse estdgio de
desenvolvimento.

E observado a formacio de vesiculas
lipidicas esféricas proximo a periferia
do citoplasma, que configura o inicio do
desenvolvimento vitelinico. 0
citoplasma continua baséfilo e com a
cromatina na periferia do nlcleo.

18 -42,6
31,80

41,5-718
58,41

62,7-89,7
75,18

82,1-147,6
116,09

Vitelogénese
Vitelogénese |

Vitelogénese Il

Vitelogénese 111

Vacuolos de lipidios sdo observados no
citoplasma que apresenta uma menor
basofilia. Os vaculolos de lipidios estdo
presentes por todo o citoplasma em
grande maioria.

Neste estagio, é possivel observar os
vacUolos de lipidios e os granulos de
proteinas em mesma propor¢do no
contetido citoplasmatico. Observa-se
uma aderéncia dos vacuolos de lipidios
a periferia do citoplasma nesse estagio
de desenvolvimento

Os granulos de proteina estdo em grande
quantidade neste estagio, sendo mais
evidentes. Os vacuolos de lipidios estdo
presentes em menor quantidade no
citoplasma apesar de ndo se
apresentarem de maneira mais aparente.
O epitélio superficial se encontra de
forma mais grosseira.

114,3-176,8
151,96

152,7 - 225
192,97

224,1 - 465,4
276,90

Maturacao do ovocito
Migracao da vesicula
germinativa (GVM)

Quebra da vesicula
germinativa (GVBD)

Inicia-se a formac&o de uma goticula de
lipidio que é observada préximo ao
nlcleo. Se da inicio a migracdo do
nlcleo para o polo animal, a micrépila.

Toda a migracao do ntcleo é feita sendo
possivel observar o inicio da formacéao
de uma Unica goticula de lipidio no

235-360,8
280,01

292,2 -374,4
343,00
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citoplasma que levara ao ultimo
estagio de desenvolvimento da
célula germinativa

Hidratacéo E possivel visualizar apenas uma 311,8 -392,3
goticula de lipidio no ovocito e todos 349
osgranulos de proteina se fusionam,
podendo-se observar uma camada de
carater acidéfilo e quase todo
homogéneo.

Figura 9. Fases de desenvolvimento ovocitario do Coryphaena hipurus, capturada no Arquipélago de Séo Pedro
e Sdo Paulo, Brasil, entre 2007 e 2011: (A), (B) e (C) Estagio imaturo, com oog6nias (O0), células ovécitos em
crescimento primario (PG), com presenca de ovocitos com cromatina nucleolar (CN) e perinucleolar (CPN); (D),
(E) e (F) Estagio em desenvolvimento, apresentado ovocitos mais avangados na fase cortical alveolar (CA)
constituidos por ovdcitos em cortical alveolar (OCA), Vitelogénese | e Il, respectivamente; (G) e (H) Estagio
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Capaz de desovar, Vitelogénese I11; (1) e (J) Estagio Desova Ativa, apresentando ovécitos com um dnico vacutolo
de lipidio (VL), ovdcitos com MVG e QVG, e OH. (GP) Granulo de proteina, (N) Nucleo, (Nc) Nucléolos.
Escala: 20um (A a C), 50um (D a F, H, 1), 200um (G e J).

Os ovocitos da espécie sdo compostos por um epitélio superficial, que é constituida
pelas células da teca (CT) e pelas células da granulosa (GC), sendo observados na primeira e
segunda camada mais externa dos ovocitos, respectivamente. Na porgdo interna, é possivel
observar a membrana vitelinica (MV) e as suas trés camadas (externa, intermediria e interna)
da Zona radiada (ZR), que envolve todo o citoplasma. Nos estagios mais avancados de
desenvolvimento das células germinativas, é possivel observar os vacuolos de lipidios e 0s

granulos de proteina no citoplasma (figura 10a).

Os diferentes estagios de reabsorcdo dos ovdcitos (o Atrésia e  Atrésia) foram
observados para a espécie, apontando o fim do periodo reprodutivo, especialmente nas fasesde
desenvolvimento mais avangadas. Na atrésia o, ocorre a quebra do envelope nuclear
dispersando por todo o citoplasma o contetdo nuclear da célula, caracterizada pelo primeiro
evento atrésico visivel no ovacito vitelinico. Os ovocitos apresentam um formato irregular
neste estagio e sdo caracterizados pela decomposicdo das estruturas que formam o epitélio
superficial, capazes de envolve a célula germinativa (células da teca, células da granulosa,
membrana vitelinica e zona radiada). Apesar de ser encontrado em fases avancadas de
desenvolvimento, as atresias observadas nas gonadas apresentaram tamanhos variados em seu
didametro. Nessas estruturas, € possivel observar os granulos de proteina e goticulas de lipidios
comecando a coalescer sob a acéo de hidrolases. Granulos de proteinas e vacuolos de lipidios
podem ser observados por toda a célula, como parte do processo de reabsorcdo da célula.
Além disso, é possivel notar que as atresias alfa conseguem estabelecer formatos mais
regulares em comparagdo com as atresias mais avangadas, como as atresias beta. Para a atrésia
BB, 0 ovocito entra neste estagio completamente degradado, por isso é o estagio maisavancado
de reabsorcdo das células, sendo possivel observar a reducéo das estruturas que compde o
ovocito, apresentando pouco ou nenhum vacuolo e a auséncia de lumen. No betaatrésico, as
células foliculares aparecem de forma desorganizada, algumas apresentam nucleos picnéticos,
enquanto outras possuem vacuolos intracelulares supostamente vazios ou com um vacuolo
preenchido de contetdo amorfico. As células foliculares sdo envolvidaspor uma camada fina
de células tecas e vasos sanguineos, por isso sdo observadas no fim doperiodo reprodutivo,
quando a reabsorcdo da célula tende a ser mais rapida (figura 10b e 10c). A composi¢édo

celular dos estagios maturacionais para cada fase do desenvolvimento, caracterizada presenca,
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auséncia e abundancia de formacoes celulares, estdo discriminadas na tabela 5.

Figura 10. Estruturas que compde os ovéarios do Coryphaena hippurus, no Arquipélago de S&o Pedro e Séo
Paulo, Brasil, entre 2007 e 2011. (A) Epitélio superficial, constituido por células da teca (CS), células da
granulosa (CG) e a zona radiada (ZR), constituida por trés zonas: Externa (Ex.), Intermediaria (Int.) e interna
(In.). Em fases avancadas, o citoplasma é constituido por vacuolos de lipidio (VL) e granulos de vitelo (GV); (B
e C) Atresiaa e 3.

Tabela 5. Composi¢do celular dos estagios maturacionais do Coryphaena hippurus para cada fase de
desenvolvimento (A*= Abundante, A=Ausente, P= Presente). (OO) oogdnias, (CP) crescimento primario, (CA)
cortical alveolar, (VTG1) vitelogénese 1, (VTG2) vitelogénese 2, (VTG3) vitelogénese 3, (MVG) migracdo da
vesicula germinativa, (QVG) quebra da vesicula germinativa, (OH) ovdcito hidratado, (A) atresia.

Fases Imaturo Desenvolvimento Capaz de Desova  Regressdo  Regeneracao

Desovar Ativa

00 A* A* P P P P
CP A* A* P P P P
CA A A* P P P P
VTG1 A A* P P P A
VTG2 A P A* A* P A
VTG3 A A A* A* P A
MVG A A A* A* A A
QVG A A A A* A A
OH A A A A* A A
A A A P A* A* A
POF A A A P A* P




BARBOZA, Mariane Gomes. Caracterizacdo morfoldgica das gonadas e desenvolvi... 71

Em todas as fases de desenvolvimento foi possivel observar as oogbnias (OO) e os
estagios de desenvolvimento em crescimento priméario (CN, CPN). N&o foi possivel
identificar nenhum outro estagio de desenvolvimento na fase imatura além das células jovens,
oogonias, e das células em crescimento primario (cromatina nucleolar e perinucleolar),
caracteristicas da fase inicial de desenvolvimento. Gonadas com a presenca do Cortical
Alveolar (CA) sdo caracterizadas como o inicio do desenvolvimento maturacional definidos
como fase em desenvolvimento, além de ser possivel observar a presenca da vitelogénese Il e
a abundancia da vitelogénese I. Na fase de desenvolvimento capaz de desovar, as gbnadas da
espécie contém uma abundancia significativa dos estagios vitelogénicos Il e 11l e migracdo da
vesicula germinativa (MVG), além da presenca de POFs,apesar de ser em pequena quantidade,
e atresias em grande quantidade na desova ativa. Paraa fase em regresséo, as atresias (novas e
tardias) e os POFs sdo numerosos e para 0 estagio em regeneracdo, foi possivel observar
alguns POFs antigos, que determina o inicio de um novo processo da ovogénese das células

maturacionais.

12.3. Diametro dos ovocitos e relacdo nucleo citoplasma para fémeas do Coryphaena
hippurus

Foi possivel observar que o didametro dos estagios de desenvolvimento analisados
seguia uma tendéncia a aumentar com o decorrer de seu desenvolvimento. Para 0s ovOcitos
pré-vitelogénicos, exibiram didmetros, em média, duas vezes maiores daqueles observados
nas oogébnias (p < 0,05). Para os ovocitos alvéolos corticais em relacdo diametro dos
vitelogénico 1, foram observados uma menor diferenca quando comparados (p< 0,05).
Quando analisado os didmetros dos ovocitos alvéolos corticais em relagdo a vitelogénese Il1,foi
possivel observar uma diferenca estatistica de (p< 0,05), pois o didmetro mensuradofoi duas
vez maior que a mesma medida para 0s ovocitos alvéolos corticais. Quando analisado o
diametro celular nos nucleos dos alvéolos corticais e vitelogénico I, foi possivelobservar uma
diferenga estatistica, apesar de ser menor quando comparado aos outros estagios (p< 0,05).
Diametros da célula e nudcleo diferiram estatisticamente em todos os estagios (Wilcoxon, p
<0,05).

Nas oogonias, o nucleo representou mais de 50% da composicédo da célula, mudando
constantemente com o passar do desenvolvimento das células germinativas. O didametro das
celulas germinativas cresce de forma constante. Para 0s ovOcitos em crescimento primario

(cromatina nucleolar e a cromatina perinucleolar), foi observado uma relagcdo nucleo-
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citoplasma abaixo dos 50% quando comparado com as oogonias (tabela 6).

Tabela 6. Diametro (mediana) em pm dos ovocitos e dos nucleos para cada estagio de desenvolvimento celular
da C. hippurus. Legenda: Oogbnias (OO), Cromatina Nucleolar (CN), Cromatina Perinucleolar (CP), Cortical
Alveolar (CA), Vitelogénese | (Vtg I), Vitelogénese Il (Vtg II), Vitelogénese 111 (Vtg I11), Quebra da Vesicula
Germinativa (QVG), Migracdo da Vesicula Germinativa (MVG), Ovdcito Hidratado (HO), N = nimero de
células, DC =Diametro da célula, DN = Didmetro do ndcleo

Estagios N DC Min Max DN Min Max DN/DC%
00 80 31,80 18 42,6 16,09 7,7 26,7 50,60
CN 80 58,41 41,5 71,8 26,83 18 32,9 45,93
CPN 80 75,18 62,7 89,7 31,76 22,9 44,5 42,25
CA 80 116,09 82,1 147,6 48,04 29,9 68,2 41,38
VTGI 80 151,96 114,3 176,83 55,63 28,3 70,6 36,61
VTGII 80 192,97 152,7 225 59,89 33,97 91,46 31,04
VTGIII 80 276,90 224,1 3654 76,00 41,2 1149 27,45
MGV 80 280,01 235 360,8 52,04 32,6 72,5 18,85
QVG 80 343,00 2922 3744 o .
OH 80 349 311,8 392,3 o .
3 =8 i
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Figura 11. Representagdo gréafica dos diametros das células e dos nicleos dos estagios de desenvolvimento do
Coryphaena hippurus.

12.4. Tipo de desova das fémeas do Coryphaena hippurus

Para a espécie, os didametros dos ovocitos variaram de 13,49 a 392,3 um. Os ovarios
imaturos apresentaram ovocitos de até 91,62 um de didmetro e ovarios na fase em
desenvolvimento obtiveram medidas de didmetros com até 170,56 um. Para os ovarios na fase
de desenvolvimento capaz de desovar e em regressao, foram obtidos diametros de ovdcitos
em maior tamanho, com medidas de até 422,68 um e 362,42 um, respectivamente.Os ovOCitos
em crescimento primario foram encontrados em pequeno ndmero nos ovarios capazes de
desovar quando comparados aos ovarios em regressao, diferentemente dos ovocitos em

vitelogénese avangada que estdo em maior nUmero nos OVarios em regressao.

Foi possivel observar a formacdo de lotes na distribuicdo de frequéncia de tamanho
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dos estagios de desenvolvimento (figura 12), ou seja, @ medida que ocorre 0 amadurecimentoda
célula, existe a criacdo de um nimero maior de ovdcitos em diferentes fases. Foi observado
que o dourado ndo apresenta uma dindmica na organizacdo ovariana, tendo a presenca de
todos os estagios de desenvolvimento celular em sua composicdo. A espécie apresenta um
aumento dos lotes de forma sincrénica em didmetro até a desova, determinando que o
desenvolvimento ovariano é sincrénico em mais de dois grupos com uma desova multipla,
caracteristicas essas de espécies que desovam durante todo o ano, com a presenca de
intervalos entre elas.
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Figura 12. Frequéncia de distribuicdo do diametro dos ovécitos (um) de fémeas do Coryphaena hippurus,
capturados no Arquipélago de Sédo Paulo e Sao Paulo, entre 2007 e 2011. (A) Imaturo, (B) Em desenvolvimento,
(C) Capaz de desovar e (D) Em regressao.

13. Discussao

Descrever de forma mais precisa e detalhada os aspectos relacionados a biologia
reprodutiva da espécie se torna fundamental para a realizacdo de uma avaliacdo e uma gestéo
eficaz dos estoques pesqueiros explorados (VITALE et al., 2006). Embora as fases de
desenvolvimento gonadal baseado na morfologia externa dos ovarios seja 0 mais simples e

rapido método de estudo, por essa razdo o mais aplicado, trabalhos sobre a atividade
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reprodutiva de uma espécie precisam ser validados por uma anélise histoldgica dos tecidos,a
fim de garantir um melhor detalhamento das fases reprodutivas da espécie (WEST, 1990).
Frequentemente, é possivel observar que 0s aspectos macroscopicos das gbnadas seguem um
padrdo classificatorio, os quais irdo depender da metodologia utilizada para realizar a analise
(VAZZOLER, 1996; BROWN-PETERSON et al., 2011). Entretanto, é possivel perceber que
0s estagios de desenvolvimento, em que sdo analisadas as células germinativas e suas
estruturas, podem sofrer modificacdes que serdo averiguadas de acordo com a espéciea ser
estudada. Ademais, investigacOes acerca dos estagios de desenvolvimento enquanto suas

particularidades em detrimento a sua morfologia ainda séo escassas.

As fases de desenvolvimento ovocitario, sdo descritos por diversos autores, levando
em consideracdo a presenca de células em estagios de desenvolvimento especificos, a
exemplo, celulas em alvéolo cortical, utilizado para classificar a fase “em desenvolvimento”,
como foi observado no presente trabalho. No presente estudo, foi possivel realizar adescricdo
de onze estagios de desenvolvimento celular. Embora essas estruturas ndo sejam
frequentemente descritas em trabalhos sobre reproducéo, pode-se considerar que as mesmas
seguem um padrdo estabelecido para outras espécies (FARREL et al., 2012; FISH et al.,
2020). Nos estudos relacionados ao desenvolvimento ovocitario em peixes, é possivel
identificar que os alvéolos corticais das espécies iniciaram o seu desenvolvimento na periferia
do citoplasma, migrando para o centro da célula no decorrer da sua modificagdo. Assim, essas
estruturas estdo inicialmente na periferia da célula e gradualmente se expandeem direcdo ao
nicleo (GANECO et al.,2001; FAVARO et al., 2005, GONCALVES et al., 2006),

corroborando com o que foi descrito neste trabalho.

Embora alguns estudos descrevam que pode haver a presenca de atresias em qualquer
fase de desenvolvimento, que provavelmente influenciaria no recrutamento dos ovocitos que
estdo se desenvolvendo (RYAN, 1981; VALDEBENITO, 2011; GANIAS et al., 2008), a
ocorréncia da atresia para o dourado sé foi visivel em fases avancadas de desenvolvimento. A
presenca desses ovdcitos atrésicos pode estar relacionada a disponibilidade de alimento
reduzida em uma determinada regido, além de condi¢Ges ambientais desfavoraveis, como
temperatura, que podem vir a influenciar no ganho de energia, no metabolismo e nas
condicdes ideais para a reproducdo da espécie (SKIJIAERAASEN et al., 2013; CORRIERO et
al., 2011; RIDEOUT e TOMKIEWICZ, 2011). Embora exista a presenca de ovécitos em
atresia nas gonadas do dourado em desenvolvimento, essas estruturas ndo estdo presentes em

grande namero nos tecidos analisados, sugerindo que o desempenho reprodutivo da espécie
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ndo foi comprometido.

Com o desenvolvimento celular dos ovdcitos no ovario do C. hippurus, foi possivel
observar que os didmetros encontrados determinaram alteracGes no citoplasma das células.
Essas modificacbes estdo relacionadas ao tamanho e composicdo de suas estruturas
desencadeadas pelo processo da vitelogénese, através da hidratacdo dos ovocitos, acarretando,
consequentemente, a expansdo do volume celular, que € deflagrada pelas proteinas vitelinicas
por meio da proteolise, assimilada nos ovdcitos atraves de endocitose mediada por receptores
(ABASCAL e MEDINA, 2005; SHINOZAKI, 2008). De acordo com Wallace e Selman
(1985), a captacdo das proteinas para a formacéo do vitelo se finda no momento da quebra da
vesicula germinativa, no entanto, ainda foi possivel observar maiores didmetros em ovocitos
hidratados para a espécie no presente estudo. Contudo, esse fato pode ser explicado pelo
desenvolvimento da célula em questdo ter sido apenas visualizada no estudo na fase hidratada
de desova eminente, ou seja, houve a quebra da vesicula germinativa para que a célula
reprodutiva iniciasse o processo de hidratacdo, evidenciando assim que as células prontas para
desovarem apresentam uma classe de didmetros semelhantes a classificacdo da QVG.

A sobreposicdo dos intervalos dos didmetros durante as fases avancadas de
desenvolvimento, foi observada para o dourado no ASPSP. Essa sobreposigdo dos intervalos
dos diametros pode ser explicada provavelmente pela separacdo dos grupos que estdo na
vitelogénese IIl e os grupos que iniciaram a migracdo da vesicula germinativa, que
possivelmente irdo ser desovados em breve, dando origem aos lotes subsequentes. Tais
resultados corroboram com a afirmacdo feita por Zudaire et al. (2013), em que a variacdo do
didmetro médio dos ovdcitos em vitelogénese 111 esta relacionado ao desenvolvimento do
grupo que ira compor o lote de células que serdo desovadas, ocasionado assim, 0 SUCeSSO
reprodutivo da espécie. O Coryphaena hippurus, no presente estudo, apresentou um
desenvolvimento ovariano sincronico em mais de dois grupos com uma desova multipla no
Arquipélago de S&o Pedro e S&o Paulo. Segundo Alejo-Plata et al (2011), em um estudo
realizado no México, aespécie possui uma estacdo de desova longa e desovas multiplas,
podendo desovar por todoo ano em condigdes de qualidade da &gua e nutricdo adequadas. Ja
Shcherbachev (1973) abordou que o dourado s@o criadores intermitentes, ou seja, que se
reproduzem e dao pequenos intervalos e recomegam novamente, que aparentemente parecem
desovar 0 ano todo em aguas tropicais. Tais caracteristicas reprodutivas séo relacionadas a
espécies que desovam durante todo o ano. Esses intervalos podem estar relacionados ao

periodo em que 0s novos lotes a serem liberados estdo finalizando o seu desenvolvimento
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germinativo. Este fato fornece evidéncias que ocorre recrutamento continuo de ovocitos e
estoque permanente de ovoécitos em desenvolvimento, sendo considerada uma estratégia
reprodutiva para o dourado no ASPSP. Portanto, o ovario ap6s a maturidade apresenta
ovocitos em todos os estagios de desenvolvimento ovocitario (REID e HOLDWAY, 1995),

confirmando assim, o tipo de desova para a espécie em estudo.

Além disso, de acordo com Molté et al. (2020), desovas realizadas ao longo do ano
podem ser explicada pela tentativa de sincronizar a desova com o periodo do ano em que 0
calor é predominante, pois a temperatura pode ser a chave e o principal fator abidtico que
desencadeia o processo reprodutivo do dourado, através de mecanismos de mistura da agua
que propicia o enriquecimento das aguas para alimentacdo. Ademais, Campos et al. (1993)
indicou em seu estudo que o C hippurus tem provavelmente uma sincronia entre a reproducédo
e recursos atmosféricos e oceanograficos particulares, como temperatura e mistura da agua
(BOYTON et al. 1982 apud CAMPOS et al., 1993). O mesmo pode ser observado para a
espécie no Arquipélago de Sdo Pedro e Sdo Paulo, em que a temperatura pode ser um fator
determinante para o desenvolvimento reprodutivo da espécie (DOS SANTOS et al., 2014).

Devido as suas especificidades, o Arquipélago de Séo Pedro e Sao Paulo fornece um
ambiente propicio e favoravel para diversas espécies, tanto para alimentacdo, quanto para a
reproducdo. Portanto, por se tratar de uma espécie altamente migratoria, 0 Coryphaena
hippurus estaria continuamente a procura das melhores condi¢des, se caracterizando como
uma espécie agregadora nas proximidades do ASPSP. Apesar de complexo, os resultados aqui
obtidos sdo de suma importancia para 0 conhecimento dos aspectos reprodutivos da espécie e
servirdo como suporte para outros estudos sobre a biologia reprodutiva, em especial, sobre o

processo da ovogénese e suas caracteristicas.
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15. Considerac0es finais

Ambos as espécies, A. solandri e C. hippurus, capturados no entorno do Arquipélagode
Sdo Pedro e Sdo Paulo, Brasil, apresentam células germinativas e formacao distintas de seus
ovarios, possibilitando a identificacdo dos estagios de desenvolvimento ovocitario.

Foi estabelecido para ambas as espécies seis fases de desenvolvimento ovariano para
fins classificatorios: imaturo, em desenvolvimento, capaz de desovar, desova ativa, regressdo
e regeneracdo. Para a classificacdo das células germinativas, foram observados onze estagios
de desenvolvimento ovocitario: oogonias, ovécitos em crescimento primario (cromatina
nuclear e perinucleolar), alvéolo cortical, vitelogénese I, I1, 111, migracdo e quebra da vesicula
germinativa e ovdcitos hidratados, ovocitos atrésicos.

A formacdo das vesiculas lipidicas no decorrer do desenvolvimentos das células
germinativas apresentaram distintas caracteristicas para as espécies. Para a Cavala, observou-
se que as vesiculas lipidicas se formavam préximo ao ndcleo, enquanto para o dourado, 0
mesmo ocorre proximo a periferia do citoplasma.

Para o C. hippurus, foram observados uma grande presenca de ovocitos atrésicos na
desova ativa. Apesar de ser encontrado em fases avancadas de desenvolvimento, as atresias
observadas nas génadas apresentaram tamanhos variados em seu didmetro. Além disso, as
atresias alfas se apresentaram de forma mais organizada e regular no interior das gonadas em
comparagdo com os estados atrésicos mais avancados.

Os ovarios sdo constituidos por um tecido muscular liso, células da teca e da
granulosa, zona radiada (externa, intermediaria, interna) que envolve todo o 6rgéo, além das
células foliculares responsaveis pela sustentacdo do ovario no decorrer do processo de
vitelogénese. Os ovérios analisados para a cavala apresentaram vasos sanguineos bastante
irrigados, diferentemente do dourado que foram observados vasos sanguineos menos
espessos.

Analises microscopicas se tornam cruciais e imprescindiveis para a estabelecer com
maior precisdo as fases de desenvolvimento ovariano, principalmente para aqueles em que
podem ser confundidos devido as caracteristicas macroscopicas dos ovarios.

De forma geral, o didmetro das células germinativas aumentou de acordo com Seu
processo estagio de desenvolvimento. Houve diferencas significativas em todos os estagiosde
desenvolvimento analisados para ambas as espécies.

As espécies ndo apresentam uma organizagdo ovariana, havendo a presenca de todosos

estagios de desenvolvimento celular em sua composi¢édo, além de ndo exibir um aumento
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dos lotes de forma sincrénica em didmetro até a desova, determinando que odesenvolvimento
ovariano é assincrébnico com uma desova mdltipla, caracteristicas essas de espécies que

desovam durante todo o ano.

Através dos resultados adquiridos neste presente estudo, acredita-se que uma
importante etapa do ciclo reprodutivo das espécies tenha sido elucidada. No entanto, é
fundamental para entender completamente a dindmica reprodutiva das espécies a realizacdo

continua de novos estudos.



