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RESUMO

Data de submisséo: 03/12/2019

RESUMO: As espécies pertencentes ao género Astyanax sdo, em geral, similares
morfologicamente e sua separacdo tem sido historicamente dificil. Atualmente, a
monofilia do género é amplamente rejeitada. Além disso, foram observadas varia¢des
morfoldgicas entre populacdes de Astyanax intermedius, provenientes de drenagens
costeiras do norte do Espirito Santo e rio Mucuri/BA. Além dos caracteres morfologicos
tradicionais, caracteristicas dos gametas mostram grande variabilidade e tém sido
estudadas em Characiformes. Sendo assim, nesse estudo comparou-se a morfologia
e ultraestrutura dos ovocitos de seis populagdes de piabas, tradicionalmente
identificadas como A. cf. intermedius, provenientes de quatro drenagens costeiras do
norte do Espirito Santo e do sul da Babhia, utilizando técnicas de microscopia de luz e
microscopia eletrénica de varredura. Fémeas sexualmente maduras foram coletadas
através de métodos tradicionais entre os meses de novembro de 2015 a janeiro de
2016. As anélises morfométricas dos gametas foram realizadas utilizando o software
Image-Pro Plus. O didmetro dos ovécitos e a profundidade e didametros interno e
externo da micropila ndo apresentaram alteracdes significativas, exceto a altura da
zona radiata, que foi significativamente maior na populagao do rio Mucuri (p<0,05).
Analises histoquimicas de carboidratos mostraram caracteristicas ovocitarias similares
entre as populacdes. A superficie da regiao micropilar e microvilosidades presentes
na membrana plasmatica apresentaram variagcdes morfoldgicas entre as populagoes,
entre individuos de uma mesma populagcdo, e ainda em um mesmo individuo. As
variagdes observadas podem estar relacionadas a plasticidade fenotipica ou mesmo
a alguma distincao taxonémica, ja que aparentemente a espécie néao esta claramente
determinada. Portanto, as observacdes indicam que a popula¢éo do rio Mucuri difere das
populagdes de estudos ja realizados. No entanto, estudos moleculares, citogenéticos
e morfolégicos se fazem necessarios, a fim de contribuir com a elucidacdo do status
taxonémico entre as populacdes de A. cf. intermedius.

PALAVRAS-CHAVE: Ovdcitos, piabas, ultraestrututura, microscopia de luz, regiéo
Neotropical.
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ABSTRACT

COMPARATIVE MORPHOLOGY OF THE ASTYANAX CF. INTERMEDIUS
(CHARACIFORMES: CHARACIDAE) OOCYTES FROM RIVERS OF THE NORTH
ESPIRITO SANTO AND SOUTH BAHIA

ABSTRACT: The species belonging to the genus Astyanax are morphologically similar
and their separation into different species has been historically difficult. Currently, the
monophyly of the genus is widely rejected. Also, morphological variations were observed
among populations of Astyanax intermedius, from the northern rivers of Espirito Santo
and Mucuri river, in Bahia. In addition to the traditional morphological features, gamete
characteristics show great variability and have been studied in Characiformes. Thus, in
this study, the morphology and ultrastructure of oocytes from six populations of piabas,
traditionally identified as A. cf. intermedius, from four coastal basins in northern Espirito
Santo and southern Bahia, were compared using scanning electron microscopy and
light microscopy techniques. Sexually mature females were collected through traditional
methods from November 2015 to January 2016. Morphometrical analyzes of the gametes
were performed using Image-Pro Plus software. The oocyte diameter, micropyle depth
and internal and external micropyle diameters did not show significant changes, except
for the height of the zona pellucida, which was significantly higher in the Mucuri river’s
population (p <0.05). Histochemical analyzes of carbohydrates showed similar oocyte
characteristics among populations. The surface of the micropillary region and the microvilli
present in the plasma membrane were morphologically variable among populations,
individuals from the same population and, also, in the same individual. The observed
variations may be related to phenotypic plasticity or even some taxonomic distinction,
since apparently the species is not clearly determined. Therefore, the observations
indicate that the population of the Mucuri River possibly comprises a distinct species not
yet described. However, molecular, cytogenetic and morphological studies are necessary
in order to contribute to the elucidation of the taxonomic status among the populations
of A. cf. intermedius.

KEYWORDS: Oocytes, piabas, ultrastructure, light microscopy, Neotropical region.
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INTRODUCAO

Os peixes formam o grupo mais diversificado dentro dos vertebrados e
possuem tamanhos, formas e habitats variados, ocupando ambientes dulcicolas,
estuarinos e marinhos (NELSON, 2006; DESJARDINS & FERNALD, 2009).
A existéncia de tamanha diversidade favorece o entendimento de sua historia
evolutiva, porém estabelece dificuldades em sua taxonomia. Embora os peixes
formem um conjunto heterogéneo, exibem uma continuidade filogenética. No
entanto, ndo formam um grupo monofilético, mas sim, um agrupamento parafilético
(NELSON, 2006).

A regiao Neotropical possui a maior diversidade de espécies de peixes de agua
doce do planeta (VARI & MALABARBA, 1998). Das 13.800 espécies estimadas,
aproximadamente 6.000 mil ocorrem na regido Neotropical, das quais 4.475 séo
consideradas validadas (REIS et al., 2003; NELSON et al., 2016; ICMBio, 2017).
Entretanto, o numero de espécies de peixes de agua doce para esta regiao pode ser
ainda maior, chegando a 8.000 (SCHAEFER, 1998).

O Brasil destaca-se pela riqueza e diversidade de sua fauna de peixes em rios
e riachos. Esta fauna é a de maior biodiversidade do mundo, sendo composta por
cerca de 39 familias e mais de 3.000 espécies (BUCKUP et al., 2007; ICMBio, 2017).
Tamanha diversidade deve-se a um conjunto de fatores histéricos, ecologicos e
evolutivos que sofrem alteracdes constantes ha milhares de anos, desde a separacéao
da Gondwana (RIZZO et al., 2002; RIBEIRO et al., 2006). Desse modo, conhecer
a ictiofauna dessa regido torna-se essencial para o desenvolvimento de acdes que
possam contribuir para modelos de preservacao e manejo (VARI & MALABARBA,
1998).

Nos ultimos anos, grandes progressos tém sido conquistados para a resolugcao
da histéria evolutiva de varios componentes dos grupos dominantes de peixes de
agua doce neotropicais, bem como estudos com base em dados morfoldgicos, tém-
se expandido consideravelmente (MALABARBA et al., 1998). Porém, apesar dos
notaveis progressos, muito ainda resta a ser conhecido sobre a filogenia dos diversos
grupos, devido a imensa magnitude da biodiversidade desta regiao (SANTANA,
2010).

Introducao




1.1 Superodem Ostariophysi

A superordem Ostariophysi representa aproximadamente 28% das espécies
de peixes conhecidas e corresponde a cerca de 68% dos peixes de agua doce do
mundo, estando presente em todos os continentes, exceto na Antartida, Groenlandia
e Nova Zelandia (NELSON et al., 2016). A superodem Ostariophysi € composta por
5 ordens: Gonorynchiformes (milkfishes), Cypriniformes (carpas, barbos, dojés, etc),
Characiformes (tetras, lambaris, piabas, pacus, piranhas, trairas, etc), Siluriformes
(bagres, cascudos, abotoados e mandis) e Gymnotiformes (poraqués, sarapos e ituis),
distribuidas em 80 familias, 1.347 géneros e cerca de 10.388 espécies (NELSON et
al., 2016). Dentro dessa diversidade, os Characiformes destacam-se como uma das
principais ordens de Ostariophysi, com mais de 2.000 espécies (BALDISSEROTTO
etal., 2014; NELSON et.al., 2016).

1.2 Ordem Characiformes

A ordem Characiformes apresenta elevada diversidade de peixes de agua
doce, sendo reconhecidas cerca de 24 familias, 520 géneros e 2300 espécies,
todas exclusivas de agua doce e distribuidas ao longo da regido Neotropical e Africa
(NELSON et al, 2016).

A ordem foi proposta por Glnther em 1864 e seus representantes variam de 13
mm a 140 cm de comprimento (NELSON et al., 2016). Possuem dentes geralmente
bem desenvolvidos, nadadeira adiposa frequentemente presente; nadadeira pélvica
presente, nadadeira anal variando de curta a moderadamente longa, corpo quase
sempre coberto por escamas, linha lateral geralmente curvada, as vezes incompleta;
maxila superior frequentemente ndo verdadeiramente protratil (NELSON et al., 2016).

Na regiao Neotropical, a ordem Characiformes é considerada um dos grupos
dominantes entre os peixes de agua doce, incluindo representantes muito distintos,
em todos os planos corporais, tanto na anatomia interna, como externa. Essa
variedade favorece a diversificacdo de suas familias, levando a complexidade dos
individuos que a compdem, sendo a familia Characidae a maior, mais complexa
e com maior diversidade dentro dos Characiformes (REIS et al., 2003; VARI &
MALABARBA, 1998).

O conhecimento atual sobre o padrao de relacionamento entre os Characiformes
permanece controverso (NELSON et al., 2016). No entanto, BURNS et al. (2009)
postulam que os caracideos apresentam grande variabilidade na forma e estrutura
dos gametas, cuja andlise tem fornecido uma série de novas caracteristicas em
estudos filogenéticos, auxiliando na elucidacéo do padrao de relacionamento entre
Characiformes.
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1.3 Familia Characidae

A composicdo da familia Characidae tem variado significativamente ao longo
do estudo dos Characiformes (VARI, 1998) e o entendimento das inter-relacdes
filogenéticas esta longe de ser estabelecido (REIS et al., 2003). Com 10 subfamilias
e 1.122 espécies validas reconhecidas, a familia Characidae equivale a pelo menos
50% das espécies validas da ordem Characiformes (ESCHMEYER & FONG, 2017).

Aforma do corpo dos caraciformes e os biétopos que habitam sao extremamente
variados (NAKATANI etal.,2001). De acordo com REIS etal. (2003), aproximadamente
86% das espécies validas de Characidae séo de porte pequeno, com menos de
15 cm de comprimento padrdo quando adultas. Seus representantes apresentam,
geralmente, nadadeira caudal adiposa e incluem a maioria dos peixes de escamas
conhecidos popularmente como lambaris, piabas, piracanjubas, piranhas, pacus,
entre outros (GURGEL, 2004).

Em consequéncia de sua natureza heterogénea, as espécies que nao
apresentam relagdes filogenéticas bem definidas séo listadas como incertae sedis
(LIMA et al., 2003). Os géneros incertae sedis em Characidae constituem um imenso
conjunto de peixes, predominantemente pequenos, abundantes nos rios e em outros
habitats aquaticos da regiao Neotropical (NELSON, 2006).

1.4 Género Astyanax

O género AstyanaxBaird & Girard, 1854 € um dos mais diversos em Characidae,
contendo individuos popularmente conhecidos como piabas e lambaris, com 140
espécies validas reconhecidas (ZANATA et al., 2017; ESCHMEYER et al., 2017).
Sua distribuicdo abrange desde o sul dos Estados Unidos até a regiao central da
Argentina, ocupando diversos tipos de habitat em lagos, rios e riachos (EIGENMANN,
1921; WEITZMAN & MALABARBA, 1998; MELO & BUCKUP, 2006).

De acordo com filogenias mais recentes, o género Astyanax nao representa um
grupo monofilético (MIRANDE, 2010; OLIVEIRA et al., 2011) e, até o momento, tem
sido definido por uma combinacéo de caracteres proposta ha quase um século por
EIGENMANN (1921, 1927): possuem duas fileiras de dentes multicuspidados na pré-
maxila, com a fileira pré-maxilar interna consistindo de cinco dentes, uma linha lateral
completa, nadadeira adiposa presente e nadadeira caudal ndo coberta por escamas.
Segundo MELO (2001), as espécies pertencentes ao género Astyanax sao, em
geral, morfologicamente similares e sua separacao tem sido historicamente dificil.
A transferéncia de varias espécies de Astyanax para outros géneros de Characidae
exemplifica bem a dificuldade de caracterizacdo dos espécimes pertencentes ao
género (VARI & CASTRO, 2007).

Diante dos problemas taxonémicos, o género Astyanax, atualmente, esta
classificado em incertae sedis (LIMA et al., 2003). MIRANDE (2009, 2010) propds uma
nova hipbtese de relacionamento entre os géneros incertae sedis, que reconheceu
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um clado de Characidae composto de forma n&o exclusiva por varias espécies de
Astyanax denominado “Astyanax Clade”.

Assim como a sistematica do género ndo esta resolvida, o status taxonémico de
algumas espécies de Astyanax nao é completamente claro e complexos de espécies
sao encontrados. Trés destes complexos sdao amplamente reconhecidos: “complexo
Astyanax bimaculatus®, “complexo Astyanax fasciatus” e “complexo Astyanax
scabripinnis” (POZZOBON, 2012). A espécie Astyanax cf. intermedius utilizada neste
trabalho (EIGENMANN, 1908) faz parte do complexo A. scabripinnis (MOREIRA-
FILHO & BERTOLLO, 1991).

Embora as subespécies de A. scabripinnis sejam reconhecidas como espécies
vélidas, estudos taxondémicos e sistematicos fazem-se necessarios, a fim de
estabelecer relagdes filogenéticas entre as espécies validas e identificar novas
espécies pertencentes ao complexo A. scabripinnis (POZZOBON, 2012).

1.5 Astyanax intermedius

As espécies pertencentes ao complexo Astyanax scabripinnis, tal como
Astyanax. cf. intermedius, comumente apresentam altura do corpo em torno de
30% do comprimento padrao e menos de 25 raios na nadadeira anal (MELO, 2001).
Segundo EIGENMANN (1921), a espécie possui forma alongada, 37-39 escamas na
linha lateral e olhos trés vezes ou menos em relag&o ao tamanho da cabeca.

A. cf. intermedius possui descricao original de localidade-tipo para os rios
Mucuri-BA e Paraiba do sul-RJ. Posteriormente, MELO (2001) redescreveu a espécie
e restringiu sua distribuicdo a bacia do rio Paraiba do sul, sem, contudo, esclarecer
a identidade dos exemplares-tipo provenientes do rio Mucuri, 0s quais sao muito
jovens e na época da descricao encontravam-se mal preservados (EIGENMANN,
1908, 1927; MELO, 2001).

Segundo MENEZES et al. (2007), a espécie pode nao estar restrita apenas
a bacia do rio Paraiba do sul e rios costeiros do estado do Rio de Janeiro e o
préoprio EIGENMANN (1927) acreditava que a espécie também estava presente nas
bacias dos rios das Velhas (drenagem do rio Sao Francisco) e Doce. Nos ultimos
anos, diversos autores relataram a presenca de A. cf. intermedius em drenagens
costeiras no norte Espirito Santo (MAZZINI et al, 2014; SARMENTO-SOARES &
MARTINS-PINHEIRO, 2012; SARMENTO-SOARES & MARTINS-PINHEIRO, 2013;
SARMENTO-SOARES & MARTINS-PINHEIRO, 2014; COSWOSCK & DUBOC,
2015), no rio Doce, Minas Gerais (LEZAMA et al., 2011) e no Rio Séo Francisco,
localizado na regiéo de Trés Marias (BRITSKI et al, 1988). Porém, de acordo com os
autores, a espécie A. cf. intermedius necessita de maiores investigacoes, pois alguns
de seus caracteres e/ou distribuicdo ndo correspondem com a descricéo original e
podem estar associadas a novas espécies.

Além disso, coletas recentes realizadas por INGENITO L.F.S, (comunicagdo
pessoal) nas drenagens costeiras no norte do Espirito Santo e no rio Mucuri, regiao
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de Santa Clara, revelaram variagdes morfologicas entre as populacbes de A. cf.
intermedius provenientes de diferentes bacias hidrograficas e de diferentes trechos
dentro da bacia do rio S&o Mateus. Essas populagbes apresentam variacdes
morfolégicas quando comparadas a redescri¢ao realizada por MELO (2001), sendo
constatadas diferencas mais simples a mais complexas, indicando variagdes
populacionais e, em alguns casos, indicios de espécies novas na regidao. Dessa
forma, torna-se notavel a necessidade de estudos que possam contribuir para a
elucidacédo do status taxonémico das populacbées de A. cf. intermedius da regiao
norte do Espirito Santo e sul da Bahia.

Além dos caracteres morfoldgicos tradicionais, varias caracteristicas
reprodutivas das espécies tém se mostrado potencialmente Gteis no estudo do padrao
de relacionamento entre os grupos (BAICERE-SILVA et al., 2011). Caracteristicas
dos gametas mostram grande variabilidade e tém sido estudadas em diversos grupos
entre os Characiformes (RIZZO, et al., 2002; JAMIESON, 2009; BURNS et al., 2009).

1.6 Sistema reprodutor feminino e ovogénese

Os peixesteledsteos apresentam, em sua maioria, fertilizacdo e desenvolvimento
externos, apés a liberacédo dos gametas, masculino e feminino, para o meio aquatico
(NAKATANI et al., 2001).

Na maioria dos Characiformes, os ovarios e testiculos sdo 6rgaos pares,
alongados e fusiformes, localizados dorsolateralmente a cavidade celbémica e a
bexiga gasosa, onde se prendem pelo mesovario e mesérquio, respectivamente,
e dorsalmente ao tubo digestivo. Tanto os ovarios quanto os testiculos séo unidos
em suas extremidades caudais, formando um ducto comum que se abre na papila
urogenital (BAZZOLI, 2003).

Anatomicamente, ovarios de tele6steos podem ser de dois tipos: cistovariano
ou gimnovariano. Os ovarios cistovarianos tém continuidade com o oviduto, através
do qual os odcitos alcangam o meio externo. Nos gimnovarianos, em que o oviduto
estd ausente, os oocitos sdo liberados diretamente na cavidade celébmica, para
depois serem lancados ao meio externo (REDDING & PATINO, 1993). Os ovarios
sao revestidos pela tunica albuginea, constituida por tecido conjuntivo denso que
emite septos para o interior do 6rgdao formando lamelas ovuligeras, delimitando a
cavidade ovariana central. Tais lamelas contém os odcitos em diferentes fases de
desenvolvimento (BAZZOLI, 2003).

O desenvolvimento dos o6citos nas fémeas dos teledsteos, durante toda a vida
reprodutiva, tem inicio no epitélio germinativo a partir das oogénias (GRIER, 2000;
GRIER, 2002). No epitélio ocorre a proliferacédo das células germinativas (oogénias),
através de sucessivas mitoses. As oogbnias resultantes das divisdes mitoticas
sao progressivamente envoltas pelas células pré-foliculares, formando os cistos.
(QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011). Dentro dos cistos, as oogonias diferenciadas
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dividem-se por mitose, formando um conjunto de célulasinterconectadas, denominado
de cisto da linhagem germinativa (PEPLING et al., 1999). Ap6s um determinado
namero de ciclos mitéticos, as oogbnias diferenciadas entram em meiose, dando
origem aos oocitos (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011). A meiose estaciona em
dipl6teno tardio, quando as pontes citoplasmaticas séo quebradas pelas células pré-
foliculares, com consequente individualizagcao dos odcitos e, subsequente formacao
dos foliculos ovarianos (QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2011).

Durante a individualizacdo dos cistos, as células pré-foliculares sintetizam a
membrana basal que as suporta (FRANCA et al., 2010). O foliculo ovariano recém-
formado é constituido pelo o6cito circundado pelas células foliculares que se apoiam
na membrana basal. Células oriundas do estroma circundam o foliculo ovariano,
exceto naregido de compartilhamento da membrana basal, formando a teca. O oécito
envolto pelas células foliculares, a membrana basal e a teca formam o complexo
folicular (GRIER et al., 2009; MAZZONI et al., 2010; QUAGIO-GRASSIOTTO et al.,
2011).

O desenvolvimento do oécito ocorre dentro do complexo folicular e compreende
os estagios de crescimento primario e secundario, maturacao e ovulacado (GRIER et
al., 2009). Os crescimentos primario e secundario sdao também conhecidos como
estagios pré-vitelogénico e vitelogénico (TYLER & SUMPTER, 1996; PATINO &
SULLIVAN, 2002; GRIER et al., 2009). Durante o estagio pré-vitelogénico, grande
quantidade de RNA acumula-se no citoplasma, ocorre aumento da quantidade de
organelas membranosas, a zona radiata é formada e os precursores dos alvéolos
corticais iniciam sua formacao (SELMAN & WALLACE, 1989).

A progressiva deposicdo de vitelo e o espessamento da zona pelucida
caracterizam a vitelogénese ou crescimento secundario (WALLACE & SELMAN,
1990; SELMAN & WALLACE, 1989). A vitelogénese progride até que o od0cito
esteja completamente desenvolvido e o citoplasma preenchido pelos glébulos de
vitelo. No fim da vitelogénese, o odcito podera ser recrutado para a maturagcéo. A
maturacdo € caracterizada pela migracdo do nucleo, em direcdo ao polo animal
onde a micropila estéa localizada (PATINO & SULLIVAN, 2002; GRIER et al., 2009). A
meiose é retomada ap0s o término da maturagao e s6 se completa com a fertilizagao
(QUAGIO-GRASSIOTTO et al., 2013).

1.7 Ultraestrutura dos o6citos emCharaciformes e suas implicacoes

filogenéticas

Nos peixes teledsteos, durante o crescimento do foliculo ocorre a formacgao
da zona radiata, que consiste na deposicdo de material amorfo ao redor das
microvilosidades existentes entre a superficie dos odcitos e das células foliculares
(ANDERSON, 1967). A zona radiata é constituida de substancias de natureza
glicoproteica, sendo que sua espessura € numero de camadas podem variar nos
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diferentes grupos de peixes (AMANZE & IYVENGAR, 1990). A camada interna é
composta, principalmente, por proteinas, sendo homdloga a zona pelucida de
mamiferos (SCAPIGLIATI et al., 1999) e a camada externa mostra uma combinac¢ao
de proteinas e glicoproteinas (GURAYA, 1996). Sua funcao esta associada ainteracao
dos ovos aos diferentes substratos de desova, além de proteger o embrido contra
microrganismos patogénicos e injurias fisicas (KUDO & YAZAWA, 1997; HART,
1990). Na maioria dos peixes, a zona radiata é constituida por duas camadas, nas
quais existem poros ou canais dispostos radialmente a essa dupla camada, sendo,
por isso, denominada zona radiata (GURAYA, 1996). A disposicéo dos poros/canais
€ uma caracteristica espécie-especifica (RIEHL, 1993).

A zona radiata nos peixes tele6steos apresenta uma interrupcdo na regiao
do polo animal, que leva a formacédo de uma estrutura com formato de poro ou
funil denominada micrépila (IWAMATSU et al., 1993). O vestibulo micropilar pode
apresentar diferencas morfolégicas, dependendo da espécie, exibindo estrutura lisa
ou varios sulcos com disposicao retilinea (GANECO & NAKAGHI, 2003; RIZZO et
al., 2003). Uma vez que os espermatozoides dos peixes teledsteos ndao possuem
acrossomo (JAMIESON, 1991), a microépila permite seu acesso direto ao citoplasma
do odcito, sem a ocorréncia de reagdo acrosémica, como ocorre na maioria dos
vertebrados (REDDING & PATINO, 1993).

A camada mais externa da zona radiata pode sofrer alteragdes fisico-quimicas
que permitem aos ovos aderirem a diferentes substratos (LAALE, 1980; RIEHL &
PATZNER,1998). Nos teledsteos, os substratos séo selecionados de acordo com a
qualidade do local, a fim de maximizar a taxa de desenvolvimento e sobrevivéncia
da prole (WOOTTON & SMITH, 2014).

Os ovos nao-adesivos apresentam a camada mais externa da zona radiata
menos desenvolvida em relagcao aos ovos que apresentam algum grau de adesividade
(R1ZZO & BAZZOLI, 1993; RIZZO et al., 1998). Os ovos adesivos aderem entre si
formando massas e/ou se ligam a diferentes substratos, quando liberados em agua.
Ja os ovos livres mantém-se individualizados na agua (BAZZOLI, 2003).

Em geral, ovos adesivos sdo de peixes sedentarios, de desova parcelada.
Por outro lado, os ovos né&o adesivos apresentam superficie da zona radiata lisa
com poros/canais ou rede fibrilar recobrindo a zona radiata, sendo observados,
principalmente, em peixes que apresentam comportamento reprodutivo migratorio
(R1ZZO et al., 2002). Nos Characiformes, os padroes de superficie tém relacdo com
o grau de adesividade dos oécitos e, em geral, ovos de espécies pertencentes ao
mesmo género apresentam padrdo de superficie similares (Tabela 1). Além dos
arranjos de superficie, outros critérios também sao necessarios para caracterizacao
e identificacdo de diversas espécies em teledsteos, tais como distancia entre os
poros/canais da zona radiata, didametro dos poros e morfologia da microépila (RIEHL,
1993; BELOTE & COSTA, 2002).

Dado o potencial de aplicabilidade das caracteristicas gaméticas na elucidacao
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das relaces interespecificas, o presente estudo compara a morfologia dos gametas
femininos, buscando identificar caracteres particulares e/ou compartilhados entre as
diferentes populacdes de A. cf. intermedius do complexo A. scabripinnis.

Adesividade Caracteristicas Exemplo de géneros

Comuns em espécies migradoras, sdo pequenos e

numerosos, grande espaco perivitelino e néo estdo . .
. . . . Astyanax, Bryon,Curimatella, Leporinus, Pro-
ou pouco sujeitos a cuidados parentais. Possuem zona radiata

. . L L chilodus, Triportheus e Salminus.
adesivo lisa com poros canais simples ou rede fibrilar reco-

Nao adesivo

brindo a superficie.

Comuns em espécies ndo migradoras, sdo de tama-
nho variavel, pouco numerosos, espaco perivitelino . )
P T _9 . Acestrorhynchus, Bryconops, Hoplias, Schizo-
geralmente menor, podem estar sujeitos a cuidados
. . i don e Serrasalmus
parentais. Possuem zona radiata com poros/canais

Adesivo

hexagonais, filamentos, vilos ou glébulos.

Tabela 1. Padrédo de adesividade dos o6citos e comportamento reprodutivo em géneros de
peixes Characiformes (modificado de Rizzo et al., 2002).
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OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar a morfologia do gameta feminino de populacdes identificadas como
Astyanax cf. intermedius provenientes de quatro drenagens costeiras do norte do
Espirito Santo (rios Barra Seca, Sao Mateus e Itaunas) e do sul da Bahia (rio Mucuri),
com vistas a identificacdo de uma ou mais espécies.

2.2 Especificos

«  Quantificar e comparar, através da microscopia de luz e utilizando ferra-
mentas morfométricas, o didmetro dos o6citos, altura da zona pelucida, pro-
fundidade da micrdpila, didmetro interno e externo dos poros micropilares;

+ Identificar carboidratos terminais em odécitos das populacbes em estudo,
através de técnicas histoquimicas;

«  Descrever a ultraestrutura dos oécitos em populacdes de A. cf. intermedius,
através de técnicas convencionais de microscopia eletrbnica de varredura
(MEV);

- Comparar a morfologia, densidade e distancia entre os poros/canais pre-
sentes na zona radiata, através da MEV;

« Analisar comparativamente os dados obtidos, a partir das caracteristicas
morfologicas e morfométricas, a fim de identificar caracteres particulares e/
ou compartilhados entre as diferentes popula¢cdes em estudo.
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MATERIAL E METODOS

3.1 Local de coleta

Os exemplares analisados neste estudo sao provenientes de quatro drenagens
costeiras localizadas no norte do Espirito Santo e sul da Bahia, sendo as bacias dos
rios Mucuri, Itaunas, Sdo Mateus e Barra Seca (Figura 1). Os pontos de coleta foram
determinados de acordo com a facilidade de acesso ao local, além de informacgdes
prévias sobre a ocorréncia da espécie em estudo, disponibilizadas pelo Nucleo
de Pesquisas de Peixes Continentais (NUPPEC) do Centro Universitario norte do
Espirito Santo (CEUNES/UFES) e bibliografia disponivel.
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Figura 1. Pontos de coleta em evidéncia (e), localizados no norte do Espirito Santo e sul da
Bahia.

Fonte: M.Sc. Thais do Rego Sciarretta.

O rio Mucuri é formado pela juncédo dos rios Mucuri do sul e Mucuri do norte,
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com nascentes nos municipios de Malacacheta e Ladainha em Minas Gerais,
respectivamente. Percorre 242 km desde as nascentes até sua foz no municipio de
Mucuri, Bahia. Sua area total de drenagem € de 15.100 km?, tendo como principais
afluentes os rios Todos os Santos e Pampa (CETEC, 1983; EUCLYDES, 2005). A
coleta dos individuos na Bacia do rio Mucuri foi realizada no municipio de Mucuri/
BA, localizado a jusante da barragem de Santa Clara (17°53’50”S 40°11’50"W), na
localidade tipo baiana de Astyanax cf. intermedius.

O rio ltaunas localiza-se no extremo norte capixaba, tendo suas principais
nascentes nos municipios de Ponto Belo e Mucurici, desaguando no municipio de
ConceicéodaBarra. Abaciadorio ltalnas possui uma superficie de aproximadamente
4.434 km2 (SARMENTO-SOARES & MARTINS-PINHEIRO, 2012). Neste estudo,
foram determinados dois pontos distintos de coleta na calha do rio Itaunas, ambos
situados no municipio de Pedro Canario/ES (ponto 1: 18°18’42,6”S 39°57°19,0"W;
ponto 2 18°12’45,8”S 40°04°49,1”"W).

A bacia hidrogréafica do rio Sdo Mateus possui uma superficie de cerca de
13.482 km? entre os estados de Minas Gerais e Espirito Santo. O rio Sdo Mateus
€ formado pela unido dos rios Cotaxé (ou rio do norte), com cerca de 244 km e o
rio Cricaré (ou Bracgo sul), com cerca de 200 km (ANA, 2009). As coletas na bacia
do rio S&do Mateus foram realizadas em dois pontos distintos, ambos no municipio
de Sao Mateus/ES. Ponto 1, Cachoeira do Inferno, no rio Cricaré (18°39°03,3”S
40°05°24,5"W) e ponto 2, na juncao entre os rios Cricaré e Cotaxé (18°42’27”’S
40°16’01"W).

Percorrendo cerca 157 km de extensao, o rio Barra Seca constitui uma bacia de
3.230 m?, incluindo a Reserva Biol6gica de Sooretama por completo e grande parte
da Reserva Natural de Linhares (Reserva Natural da Vale). Faz limites ao norte e
nordeste com a bacia do Sdo Mateus e ao sul e sudeste com a parte baixa da bacia
do rio Doce e a leste com o0 oceano Atlantico (SARMENTO-SOARES & MARTINS-
PINHEIRO, 2014). A coleta foi realizada no municipio de Sooretama, proéximo a
Reserva Biolb6gica de Sooretama (18°59°18,5”S 40°00'27,8"W).

3.2 Coleta e processamento de material biolégico

As coletas foram realizadas sob licenca SISBIO n° 48489-2 para Leonardo
Ferreira da Silva Ingenito. A identificacdo dos Astyanax. cf. intermedius (Figura 2),
provenientes das seis populacdes em estudo, foi realizada pelo Prof. Dr. Leonardo
Ferreira da Silva Ingenito com base em EIGENMANN (1908, 1927), GERY (1977) e
MELO (2001).
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Figura 2. Exemplar de Astyanax cf. intermedius (comprimento padrdo: 65,82 mm) coletado na
bacia do rio Mucuri, Mucuri, Bahia, Brasil. (Foto: Leonardo F. S. Ingenito).

Foram coletadas fémeas sexualmente maduras em duas coletas realizadas
nas quatro drenagens em estudo. Nove a dezenove individuos foram capturados
por ponto de coleta, exceto o ponto 1, localizado no rio Itaunas, onde foram obtidos
apenas quatro individuos. As coletas foram realizadas entre os meses de novembro
de 2015 a janeiro de 2016, sendo estabelecidos com base em estudos relacionados
ao periodo reprodutivo de A. cf. intermedius (PLESLEY, P.A.S, comunicacéo pessoal).

Os peixes foram coletados com auxilio de rede de arrasto multifilamento 2x1,4
m malha 0,25 cm, peneiras de arroz, pu¢cas com malha multiflamento 0,25 cm e
tarrafas 2,1x15 m malha 1,5 cm. Ainda em campo, os exemplares coletados foram
fixados em solucdo de formol tamponado 10% em tampéo fosfato soédio pH 7,2,
apOs abertura da cavidade peritonial e mantidos em sacos plasticos devidamente
etiquetados.

Em laboratério, os exemplares foram identificados, pesados em balanca
analitica de preciséo de 0,0001 g (Gehaka - AG220A) e medidos com paquimetro
digital (Vonder PD-150) com precisdao de 0, 01 mm. ApOs a coleta dos dados
biométricos, os exemplares foram dissecados e as génadas fixadas em solugéo de
Bouin, por até 24h a 4°C, para processamento e analise em microscopia de luz. As
gbnadas destinadas para microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram fixadas
em glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sddio pH 7.2, por até 24 h a 4°C.

Apés 48 horas em solucdo de formaldeido 10%, os exemplares dissecados
foram transferidos para uma solugcdo de alcool etilico 70%, identificados e se
encontram em fase de tombamento como testemunho na Colegcdo Zoologica norte
Capixaba (CZNC, CEUNES/UFES).

3.3 Microscopia de luz

As gbnadas destinadas as analises em microscopia de luz foram desidratadas
em concentracdes crescentes de alcool etilico (70%, 80%, 90%, 95% e 100%),
diafanizadas em xilol e incluidas em Paraplast (Merck). Apds a incluséo, o material
foi seccionado em micrétomo rotativo e as sec¢des obtidas (5pum) foram montadas
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sobre laminas histolégicas e coradas rotineiramente com Hematoxilina e Eosina (HE).
Para a coloragédo com HE, as laminas foram hidratadas, coradas em Hematoxilina de
Harris por 2 min, lavadas em agua corrente por 10 min, coradas em Eosina 2.5% por
3 min, novamente lavadas em agua corrente por 10 min, desidratadas, montadas e
fotografadas com camera digital acoplada ao microscépio de luz (Leica LCC50 HD).
O processamento para microscopia de luz foi realizado no Laboratério de Biologia
Estrutural - PPGBT/CEUNES/UFES.

3.4 Coloracdes histoquimicas

Para realizagao das coloragdes histoquimicas, as gbnadas foram desidratadas
em concentracdes crescentes de Alcool etilico (70%, 80%, 90%, 95% e 100%),
incluidas em resina glicol metacrilato e seccionadas em micrétomo rotativo. As
seccoes obtidas (3um) foram montadas sobre laminas histolégicas, as quais foram
posteriormente coradas com as técnicas de Acido Periodico Schiff (PAS) (MCMANUS,
1946), Alcian Blue (AB) pH 2,5 (LEV & SPICER, 1964) e técnica combinada de AB
2,5 + PAS modificada de BANCROFT & STEVENS (1996).

Na técnica de PAS, para deteccdo de glicoproteinas neutras, as laminas
foram banhadas em Acido Periddico 1% por 45 min, lavadas em agua destilada e
mergulhadas em Reativo de Schiff por 60 min. Seguiu-se uma nova lavagem em
agua de corrente por 10 minutos, coloracdo em Hematoxilina de Harris por 3 min,
lavagens em agua destilada, montagem e fotodocumentacéo.

No método de AB pH 2,5, para detecgcao de glicoproteinas acidas, as laminas
foram hidratadas, em seguida banhadas em solu¢éo tampéo fosfato de sédio pH 7,2
por 30 min e mergulhadas em Alcian Blue pH 2,5 por 45 min, novamente lavadas
em tampao fosfato de sodio pH 7.2, seguido de banho em agua corrente por 2 min.
Posteriormente, as laminas foram montadas e fotodocumentas.

Na técnica combinada AB pH 2,5 + PAS é possivel evidenciar em azul as
glicoproteinas acidas e, na cor magenta, as glicoproteinas neutras. Quando ha
mistura de ambas, a cor € dependente da glicoproteina dominante, podendo variar
do azul purpura ao violeta. As laminas destinadas a essa técnica foram tratadas
em AB pH 2,5 por 2h, em seguida foram realizados banhos sucessivos em agua
corrente e agua destilada. Posteriormente, as laminas foram deixadas em solucéo
de &cido periddico 1% por 60 min, lavadas em agua corrente por 5 min e em agua
destilada. Seguiu-se com a imers&o no Reativo de Schiff por 60 min, lavagem em agua
corrente por 5 min, contracoloragao com hematoxilina de Mayer por 2 min, seguida
de uma nova lavagem em agua destilada. Por fim, as laminas foram montadas e
fotodocumentadas.

3.5 Analises morfométricas

Para anélises morfométricas foram capturadas micrografias com camera digital
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acoplada ao microscépio de luz (Leica LCC50 HD). As imagens foram obtidas de
diferentes campos em Iaminas coradas com HE com aumento de 40x, 200x e 400x.
Foram mensurados: diametro dos odcitos em vitelogénese completa, espessura da
zona radiata, profundidade da microépila e os diametros dos poros interno e externo
do vestibulo micropilar, utilizando o software Image-Pro Plus versao 6.0 (MEDIA
CYBERNETICS, 2001).

O diametro dos oocitos com vitelogénese completa (Figura 3) foi obtido a partir
da mensuracao, ao acaso, de 15 secc¢bes transversais, por individuo, de células
com o contorno mais circular possivel, em que o ndcleo estivesse em evidéncia. As
medidas foram realizadas com um aumento de 40x. Foram tomadas duas medidas
diametralmente opostas e o diametro do odcito foi considerado a média das duas
medidas obtidas.

Figura 3. Medida do didmetro do odcito em vitelogénese completa. A partir da média dos
valores obtidos, calculou-se o diametro dos odcitos.

A altura da zona radiata foi calculada a partir da média de 10 medidas feitas na

zona radiata de cada odcito (Figura 4). Foram analisados 15 oécitos, ao acaso, por
individuo. As medidas foram realizadas em aumento de 200x.
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Figura 4. Medida da altura da zona radiata (L15-L38). A partir da média dos valores obtidos,
calculou-se a altura.

Aprofundidade da micropila e o didmetro interno e externo dos poros do vestibulo
micropilar foram mensurados a partir de 10 secgdes transversais por ponto de coleta
(Figura 5). A profundidade da micropila foi tomada a partir da invaginacao da zona
radiata até o término do poro micropilar interno. O didmetro do poro micropilar externo
e interno foram mensurados a partir do inicio da invaginacdo da zona radiata e o
término da invaginacgéo, respectivamente. As medidas foram realizadas em aumento
de 400x.
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Figura 5. Medida de profundidade da micropila, didametro dos poros interno e externo do
vestibulo micropilar. Seta: micropila.

3.6 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Os o6citos utilizados neste estudo foram obtidos através de técnicas
convencionais de disseccdo e nao a partir de ovulacao induzida, comumente
utilizada para estudos de reproducao. Dessa forma, sé foi possivel obter a superficie
micropilar dos o6citos em evidéncia, livre de células foliculares, através de técnicas
de criofratura, onde houve a exposicéo dos odcitos ao congelamento, por meio do
nitrogénio liquido, retirando assim, os resquicios de células foliculares presentes nos
o0citos quando coletados antes da ovulagao. Desse modo, a regido micropilar tornou-
se evidente, bem como a superficie dos odcitos que se apresentou livre de células
foliculares. As analises em MEV foram realizadas a partir de oécitos com 0 mesmo
tamanho padrao, a fim de garantir que as analises comparativas fossem realizadas
em o006citos que se encontrassem em um mesmo estadio de desenvolvimento.

As amostras destinadas a criofratura foram lavadas em tamp&o cacodilato de
soédio (0,1M, pH 7,2), pos-fixadas em solugdo aquosa de tetroxido de 6smio 1%
por 1h, no escuro, e lavados em tampao cacodilato de sbédio (0,1M, pH 7,2). Ao
volume inicial das amostras, em um intervalo de 5 minutos foram adicionadas gotas
de glicerol 30% em tampéo cacodilato de sédio 0,1M, de forma que ao final de 30
min a solucé&o tenha dobrado de volume, atingindo uma solucéo final de glicerol
15%. A solugéo foi substituida por glicerol 30% por 3h. Em seguida, os fragmentos
foram congelados em nitrogénio liquido e fraturados com o auxilio de estilete.
Posteriormente, o material foi desidratado em série crescente de etanol, seco ao
ponto critico, montado em suportes de aluminio e coberto com ouro no sputter coater,
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sendo observado e fotodocumentado no microscépio de varredura (Jeol - JMS 6610
VL). Os procedimentos para MEV foram realizados no Laboratério de Ultraestrutura
Celular Carlos Alberto Redins - CCS, UFES.

3.7 Analises estatisticas

Os dados morfométricos foram analisados utilizando o teste Shapiro-Wilk
(BioEstat 5.0) para avaliar a normalidade. Os dados que apresentaram distribuicao
normal foram testados a partir da ANOVA seguido do teste de Tukey (Past 3.08).
O teste Kruskal-Wallis foi aplicado aos dados que nao seguiram uma distribuicao
normal. Foram considerados significativos valores com p<0,05. Os resultados foram
apresentados como média e desvio padrao da média.
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RESULTADOS

Foram capturados 65 exemplares da espécie em estudo provenientes das
quatro bacias amostradas, sendo vinte individuos da bacia do rio Sdo Mateus (ponto
1: onze e ponto 2: nove), dezenove individuos da bacia do rio Barra Seca, treze
individuos da bacia do rio Mucuri e treze da bacia do rio ltaunas (ponto 1: quatro
e ponto 2: nove). Os exemplares coletados das seis populagdes apresentaram
comprimento padrdao médio entre 28,93 e 64,77 mm e peso corporal entre 0,62 e
6,44 g (Tabela 2).

Mucuri Itatinas 1 Itatinas 2 S.M. 1 S.M. 2 Barra Seca

CP (mm) 64,77+4,04 33,26+5,77 36,51+6,07 56,69+2,06  50,50+5,62 28,93+3,62

PC (9) 6,44+1,45 0,91+0,45 1,27+0,52 4,89+0,49 3,20+1,32 0,62+0,17

Tabela 2. Dados biométricos de populagdes de A. cf. intermedius, provenientes de quatro
drenagens, distribuidas em 6 pontos de coleta.

Valores sdo média + desvio-padrao. CP - comprimento padréo; PC - peso corporal, S.M -

Sao Mateus.

O aparelho reprodutor dos representantes das populagcdes em estudo
apresentou 6rgéos pares, alongados e fusiformes, com as extremidades anterior e
posterior formando o oviduto, que se comunicam com o poro urogenital. Os ovarios
das fémeas de A. cf. intermedius séo classificados como cistovariano, pelo fato de
apresentaram oviduto continuo, através do qual os odcitos séo lancados ao meio
externo.

O foliculo vitelogénico dos individuos das seis populagbes em estudo
apresentaram glébulos de vitelo acidoéfilos, ocupando a maior parte do citoplasma,
alvéolos corticais visiveis e de tamanhos variados, na regido periférica dos odcitos
(citoplasma cortical), nucleo central ou ligeiramente excéntrico com nucléolos
evidentes, zona radiata acidéfila com camadas interna e externa distintas e células
foliculares pavimentosas (Figura 6). A micrépila apresentou vestibulo micropilar,
formado por uma invaginacéo da zona radiata no qual se aloja o corpo da célula
micropilar durante a maturac¢ao ovocitaria, além disso, foi possivel visualizar o canal
micropilar que contém o prolongamento dessa célula que perpassa a zona radiata

(Figura 6E).
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Figura 6. Seccdes histoldgicas dos ooécitos de populagbes A. cf. intermedius coradas com
Alcian Blue (a), PAS (b), Alcian Blue+PAS (c) e HE (d, e). ZR — zona radiata; ZRE- zona radiata
externa; ZRI - zona radiata interna; GV - globulos de vitelo; AC - alvéolos corticais; CF - células

foliculares; M - micrépila; CM; célula micropilar; N - nucleo, Nu- nucléolo.

Através da histoquimica para carboidratos (Tabela 4) (Figura 6A-C) foi
possivel visualizar nos odécitos dos individuos das seis populagdes a presenca
de duas camadas que constituem a zona radiata: zona radiata interna (ZRl), mais
espessa e zona radiata externa (ZRE), mais delgada. A ZRE apresentou reagéo
fortemente positiva nas técnicas de PAS, AB pH 2,5 e AB pH 2,5+PAS, indicando a
presenca de glicoproteinas neutras e acidas carboxiladas (Figura 6A-C). Atécnica
combinada AB+PAS, identifica glicoproteina acida carboxilada e glicoproteina
neutra, sendo que a cor em evidéncia é dependente da glicoproteina dominante. Os
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oocitos de A. cf. intermedius apresentaram predominancia de glicoproteinas acidas
carboxiladas, devido a cor azul em evidéncia (Figura 6C). Reacgdes positivas nas
técnicas de histoquimica PAS e AB pH 2,5 +PAS e AB negativa se fizeram presentes
na ZRI e nos glébulos de vitelo, indicando a presenca de glicoproteinas neutras.
Os alvéolos corticais apresentaram reagao positiva fraca nas técnicas de PAS e AB
pH 2,5+PAS, apresentando alvéolos corticais corados e outros ndo foram corados,
indicando a presenca de glicoproteinas neutras. As células foliculares, por outro
lado, apresentaram reacéo positiva as técnicas de PAS e AB pH 2,5 +PAS e reacéao
negativa a técnica de AB pH 2,5, indicando a presenca de glicoproteinas neutras
(Figura 6A-C). Nao foram observadas diferencas histoquimicas entre as diferentes
populacdes em estudo.

PAS AB 2,5 PAS + AB 2,5
Células foliculares + - +
Zona radiata interna + - +
Zona radiata externa + + +
Alvéolos corticais + - +
Glébulos de vitelo + - +

Tabela 4. Reatividade das estruturas ovocitarias a histoquimica de carboidratos em populagdes
de A. ct. intermedius. +: reagao positiva; -: reagao negativa. PAS: Acido Periddico de Shiff; AB
pH 2,5: Alcian Blue em pH 2,5; PAS+AB 2,5: Alcian Blue pH 2,5 combinado com Acido Periddico
de Shiff.

Os diametros dos odcitos das populagbes de A. cf. intermedius néao
apresentaram diferengas significativas nas diferentes populagées em estudo. A
altura da zona radiata variou de 2,88 a 6,44 uym, sendo significativamente mais
espessa na populacao do rio Mucuri quando comparada as outras populagcées em
estudo. A profundidade da micrépila e os diametros externo e interno dos poros da
regidao micropilar ndo apresentaram diferengas significativas quando comparados
estatisticamente (Tabela 3). No entanto, os valores absolutos variam muito entre
ooOcitos de uma mesma populacédo e até de um mesmo individuo. Além disso, as
micrografias de microscopia eletrébnica apresentam variacdées no numero de raios,
e ainda, sugerem diferencas na estrutura micropilar, relacionadas a profundidade
da micropila, os didmetros interno e externo dos poros da regiao micropilar de
individuos de uma mesma populacao ou até em diferentes o6citos de um mesmo
individuo (Figura 8B-H). Porém, nao foi possivel comparar estatisticamente os
dados da regiao micropilar entre individuos de uma mesma populacdo devido ao
numero amostral ser reduzido para tal analise.
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Mucuri Itainas 1 Itainas 2 S.M. 1 S.M. 2 Barra Seca
DOV 406,60+12,5  426,45+28,62 407,17+7,79  362,42+23,96 361,21+34,52  419,85+38,96
AZR 6,44+0,51° 3,47+0,47° 3,27+0,23° 3,61+0,30° 3,58+040° 2,88+0,43"
PMI 26,85+15,62 35,56+15,88  36,89+8,43 30,69+12,55 28,44+6,69 34,46+13,68
DE 23,78+10,13  29,95+12,46  30,15+11,18 23,07+4,58 24,42+6,79 25,43+5,49
DI 5,39+2,31 6,53+2,44 6,49+1,87 5,20+1,95 6,69+1,98 4,36+1,54

Tabela 3. Morfometria de o6citos e da regidao micropilar de A. cf. intermedius.

Valores expressos em micrometros (um) sdo média + desvio-padréo. Letras diferentes na mes-
ma linha p<0,05 segundo Teste Kruskal-Wallis. DOV - diametro do odcito; AZR - Altura da zona radiata;
PMI - profundidade da micrépila; DE - didmetro do poro externo micropilar; DI - didametro do poro interno
micropilar.

Os od6citos analisados em MEV (Figura 7) apresentaram padrdes de superficie
da regidao micropilar altamente variavel entre as populagdes, entre individuos de
uma mesma populagao e, ainda, em um mesmo individuo. Uma unica micrépila foi
observada em cada odécito, situada no polo animal. A micrdpila caracteriza-se por
apresentar uma depressdo na zona radiata, formando um canal micropilar e um
vestibulo (invaginagdo), com raios radialmente dispostos, sendo intercalados por
sulcos (depressoes), dispostos em torno da regido micropilar. O numero de raios
encontrados no vestibulo micropilar foi altamente variavel, sendo observados o6citos
com9,10,11,12,14,15e 17 raios (Figura 7B-H). Tal variacéo se faz presente emtodas
as populagcdes em estudo. Além disso, a espessura dos raios e, consequentemente,
a espessura dos sulcos foi variavel, sendo possivel observar raios mais delgados e
sulcos mais espessos e vice-versa. Entretanto, a variagcdo no numero de raios nao
apresenta relacdo com a espessura dos mesmos. Essas variacdes perpassam todos
os pontos em estudo, ndo sendo caracteristicas especificas de cada populagao.

Os dados morfométricos nao apresentaram diferencas estatisticas significativas
em relacdo a profundidade da micropila, diametros dos poros internos e externos da
regiao micropilar, sendo que as micrografias obtidas a partir de MEV sugerem que
existe variacdo entre os o6citos de uma mesma populacéo (Figura 8C-E).
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Figura 7. Microscopia eletrénica de varredura com padréao de variagéo da regido micropilar em
odcitos de populacdes de A. cf. intermedius. Vista do polo animal, onde se localiza a micrépila
(A). Micropila com 10 raios radiais (b); 9 raios (c); 17 raios (d); 14 raios (e); 12 raios (f); 11 raios
(g); 15 raios (h). Regidao micropilar com raios mais espessos (C e F) e raios mais delgados (b, d,
e, g, h). Seta - micrépila. Barra = 100um (a), 10um (b, ¢, d, e, f, g, h).

Abaixo da zona radiata esta situada a membrana plasmatica, constituida por
microvilosidades que formam uma densa cobertura em sua superficie (Figura 8A
e 8C). Foram observados dois padrées de microvilosidades em populagdes de A.
cf. intermedius. Filamentos finos, longos e individualizados (Figura 8B) e, ainda,
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filamentos espessos, sobrepostos, dispostos em forma de “malha” (Figura 8D). Nao
houve diferenga entre as popula¢cées amostradas, sendo observado os dois padrées
em todas as populagdes, e ainda, em diferentes o6citos de um mesmo individuo.

Figura 8. Microscopia eletronica de varredura de oécitos de populagdes A. cf. intermedius.
Zona radiata fraturada, no polo vegetal, evidenciando dois padrdes de superficie da
membrana plasmatica. Filamentos finos, longos e individualizados (a, b), flamentos espessos,
sobrepostos, dispostos em forma de “malha” (c, d). ZR - zona radiata; CF - células foliculares;
MP- membrana plasmatica. Barra = 10um (a, c), 5um (b) e 1um (d).

A superficie dos oo6citos das populagcbes A. cf. intermedius em estudo,
apresentaram uma rede fibrilar recobrindo os poros-canais da zona radiata no polo
vegetativo e, dessa forma, néo foi possivel quantificar a distancia entre os poros/
canais, bem como, o numero de poros por um?. A rede fibrilar dos o6citos de A.
cf. intermedius foi caracterizada por uma rede delicada de fibrilas concentradas
no polo vegetativo (Figura 9A e 9C), tornando-se progressivamente imperceptivel
préximo a microépila (Figura 9B). A camada interna da zona radiata apresenta poros/
canais na superficie voltada para os glébulos de vitelo, sendo uma extensdo dos
poros encontrados na superficie externa da zona radiata. O padrdao de superficie
encontrado em odcitos das populacdes estudadas de A. cf. intermedius é tipico de
ovos néo adesivos, 0 que sugere que 0s oécitos sejam livres ou pouco adesivos.

Resultados



https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C
https://pt.wikipedia.org/wiki/%CE%9C

Figura 9. Padrao de superficie de odcitos de populagdes de A. cf. intermedius. Fratura da
zona radiata com rede fibrilar e células foliculares (CF) recobrindo a zona radiata (ZR) no
polo vegetativo (a). Polo animal com poros/canais livres de rede fribrilar (b) Rede fibrilar no
polo vegetativo (c). Superficie interna da zona radiata com poros/canais distribuidos de forma
uniforme (d). ZR - zona radiata; CF - células foliculares; RF - rede fibrilar; PC - poros-canais.
Barra = 5um (a, b, d) e 1um (c).
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DISCUSSAO

O presente estudo fornece pela primeira vez a descricdo e uma analise
comparativa dos oocitos de populagdes de A. cf. intermedius, utilizando analises
em microscopia de luz (morfométria e histoquimica) e em microscopia eletronica
de varredura (MEV), incluindo a técnica de criofratura. Além disso, os odcitos das
populacdes em estudo foram obtidos por disseccdo de gbnadas, metodologia essa
nao convencional para esse tipo de abordagem. Contudo, foi possivel obter resultados
satisfatérios para analises de MEV, através de uma técnica inédita desenvolvida neste
estudo, onde, usando o processamento tradicional para a técnica de criofratura, foi
possivel expor a superficie ovocitaria livre de células foliculares.

Apesar de estudos disponiveis na literatura descreverem a estrutura e
ultraestrutura de o6citos em Characiformes (RIZZO et al., 2002; RI1ZZO & GODINHO,
2003; GANECO & NAKAGHI, 2003; MELO et al., 2016), trabalhos relacionados
ao género Astyanax sdo escassos e estudos com a espécie A. intermedius néao
sédo relatados na literatura. Portanto, este estudo fornece dados inéditos sobre
morfologia e ultraestrutura de gametas femininos de A. cf. intermedius, através de
uma abordagem comparativa entre diferentes popula¢des, ampliando as informacdes
sobre os oo6citos em Characiformes, além de fornecer subsidios para estudos
filogenéticos e conservacionistas.

A morfologia macroscépica dos ovarios das populagdes de A. cf. intermedius
segue o padrao descrito para a maioria dos Characiformes (BAZZOLI, 2003). O ovario
€ do tipo cistovariano com a extremidade anterior e posterior formando o oviduto,
gue se comunica com 0 poro urogenital, como na maioria dos peixes teledsteos
(SELMAN & WALLACE, 1986; REDDING & PATINO, 1993).

Os odcitos vitelogénicos das seis populagbes de A. cf. intermedius nao
apresentaram diferencas em relacdo a morfologia e composicao das células
foliculares, zona radiata interna e externa, alvéolos corticais e globulos de vitelo.

Embora o presente estudo esteja comparando a composi¢cado histoquimica
em diferentes populagdes, que apresentam variacbes morfolégicas corporais e,
possivelmente, compreendem novas espécies (INGENITO, L.F.S, comunicacéo
pessoal), nao foram encontradas diferencas entre as populacées em relagdo a
composicdo histoquimica do gameta feminino. Estudos disponiveis na literatura,
0s quais avaliaram a composicéo de estruturas ovocitarias em diversas espécies,

Discussao




detectaram padrbes espécie-especificos, principalmente quando comparados a
zona radiata externa e aos alvéolos corticais (BAZZOLI & GODINHO, 1994; MOTTA
et al., 2005; GOMES et al., 2007; HONORATO-SAMPAIO et al., 2015).

As células foliculares presentes nos o6citos vitelogénicos das populagcdes em
estudo apresentaram glicoproteinas neutras, o que também foi verificado para outros
caraciformes (BAZZOLI, 1992; BRITO & BAZZOLI, 2009; HONORATO-SAMPAIO et
al., 2015). As células foliculares produzem proteinas que podem ser utilizadas no
crescimento da camada folicular, maturacéo ovocitaria e, ainda, na formacéo da
zona radiata (GURAYA, 1986).

A zona radiata, presente nos o6citos de peixes, assim como outros vertebrados,
possui papel fundamental no fornecimento de oxigénio aos oécitos, na protecao de
ovos recém desovados e, em alguns casos, na adesao dos ovos ao substrato (RIEHL,
1996; SANTOS et al., 2006). Assim como a maioria dos teledsteos (GURAYA, 1996),
a zona radiata das populagdes de A. cf. intermedius aqui estudadas é formada por
duas camadas distintas.

Glicoproteinas acidas sado comumente encontradas na superficie de
ovos adesivos, como em Serrasalmus brandtii (R1ZZO & BAZZOLI, 1991), em
Romanichthys valsanicola (RIEHL & PATZNER, 1998) e Paracheirodon axelrodi
(BRITO & BAZZOLI, 2009). Embora tenha sido observada a presenca de
glicoproteinas neutras e acidas na zona radiata externa, os ovos das populacdes
em estudo ndo possuem indicativo para ovos adesivos, conforme observacdes
realizadas em MEV. HONORATO-SAMPAIO et al. (2015), ao analisar a constituicao
quimica de o6citos nao adesivos, também detectou glicoproteinas acidas compondo
a camada externa da zona radiata, no entanto, a presenca de glicoproteinas acidas
em ovos nao adesivos nao € esclarecida.

A zona radiata foi significativamente mais espessa na populac¢éo do rio Mucuri,
quando comparada as outras populagdes em estudo. Segundo RIEHL (1996)
e SANTOS et al. (2006) a espessura da zona radiata pode estar relacionada
a adaptacao a diferentes habitats e ao local de desova. Porém, os ambientes
observados na bacia no rio Sao Mateus, em especial na Cachoeira do Inferno (SM1),
sé@o similares aquele presente no rio Mucuri e, ainda assim, a espessura da zona
radiata foi estatisticamente diferente entre essas populagdes. LEONARDO F. S.
INGENITO (comunicacdo pessoal) observou variagcdes morfolégicas corporais nas
populacdes provenientes de drenagens costeiras no norte do Espirito Santo e no rio
Mucuri, que, possivelmente, compreendem espécies distintas ainda ndo descritas.
Dessa forma, a diferenca observada na espessura da zona radiata na populagao do
rio Mucuri pode ser um indicativo de que as populagbes Astyanax cf. intermedius
provenientes das drenagens da area de estudo representem uma espécie distinta.
Esta hipotese é corroborada pela constatacdo de AMANZE & IYVENGAR (1990),
que inferiu que a espessura na zona radiata varia nos diferentes grupos de peixes.

Os alvéolos corticais séo sintetizados no reticulo endoplasmético e no
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complexo de Golgi (TYLER & SUMPTER, 1996). Segundo PATINO & SULLIVAN
(2002), o seu conteudo apresenta grande quantidade de glicoproteinas sintetizadas
dentro do proprio odcito. Além disso, a sua composi¢cdo quimica pode variar
dependendo da espécie (BAZZOLI & GODINHO, 1994). Os alvéolos corticais
dos odlcitos de teleésteos sdo analogos aos gréanulos corticais de mamiferos,
sendo que o seu conteudo é liberado no espacgo perivitelinico durante a reacéao
cortical, prevenindo a polispermia e protegendo o embrido de agressoes fisicas,
pelo endurecimento da zona radiata (YAMAMOTO, 1961; GRIER et al., 2009). As
populacdes de A. cf. intermedius aqui estudadas apresentaram alvéolos corticais
na periferia do o6cito, como também observado por BAZZOLI & GODINHO (1994)
em extenso trabalho com teleGsteos neotropicais de agua doce, incluindo outras
espécies do género Astyanax. Foram detectadas glicoproteinas neutras nos alvéolos
corticais das diferentes populagcdes em estudo, sugerindo que elas possam ter a
mesma estratégia para prevenir a polispermia (VERMA & THAKUR, 1988; BAZZOLI
& GODINHO,1994).

O vitelo € definido como o material nutritivo de armazenamento do o6cito, que
apos a fecundacao, permite ao embridao o desenvolvimento na auséncia de uma fonte
externa de alimentacédo (GRIER et al., 2009). Os glébulos de vitelo nas populagcbes em
estudo séo constituidos por glicoproteinas neutras, coincidindo com as observacoes
de BAZZOLI (1992). O didametro dos odcitos vitelogénicos pode variar entre familias
e populacdes da mesma espécie, devido as variacdes na expressao génica (PATINO
& SULLIVAN, 2002). Nao foram observadas diferencas significativas no diametro
dos odcitos entre as populagdes aqui estudadas. Os odécitos de A. cf. intermedius
séo considerados pequenos, de acordo com a classificacao de RIZZO & GODINHO
(2003), com diametro variando de 361,21 a 426,45 ym. Os valores encontrados aqui
para o didametro dos odcitos em vitelogénese completa sdo semelhantes aqueles
encontrados por MARCON (2008) para Astyanax bimaculatus (possivelmente
Astyanax lacustris), que possui ovos pouco adesivos (RIZZO & GODINHO, 2003).

Em oécitos das populacdes de A. cf. intermedius, analisados em MEV, a
zona radiata apresentou raios que circundam a micropila, sendo intercalados por
sulcos (depressoes), dispostos radialmente em torno da regidao micropilar. RIZZO
& GODINHO (2003) observaram resultados semelhantes para ovos de Astyanax
lacustris. Além disso, esse padrdao micropilar também foi descrito para outros
caracideos (R1ZZ0O, 2001). Segundo AMANZE & IYENGAR (1990) e YANAGIMACHI
et al. (2017), a presenca de sulcos em torno da regi&do micropilar pode orientar os
espermatozoides em direcdo ao canal micropilar, a fim de facilitar a fertilizac&o.

A profundidade da micropila e os diametros externo e interno dos poros da
regido micropilar ndo apresentaram diferencas significativas entre as populagdes
estudadas, quando comparados estatisticamente. Porém, os valores absolutos séo
altamente variaveis entre o6citos de uma mesma populacdo e até de um mesmo
individuo, sugerindo variabilidade dentro de uma mesma populacdo. Além disso,
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0s odcitos analisados neste estudo apresentaram variagdo no numero de raios
encontrados em torno do vestibulo micropilar entre as populagdes, entre individuos
de uma mesma populacéo e ainda em um mesmo individuo. A espessura dos raios
e, consequentemente, a espessura dos sulcos foi variavel, sendo possivel observar
raios mais delgados, sulcos mais espessos e vice-versa.

A variabilidade observada na regido micropilar pode ser justificada pela
plasticidade fenotipica ou mesmo a alguma distincdo taxondémica, expresso por
essas populagdes. De acordo com FUTUYMA (1998) a plasticidade fenotipica é
a capacidade de um organismo apresentar variacdes fenotipicas dependendo do
ambiente. Partindo do pressuposto que as populacbes amostradas possam estar
isoladas geograficamente, pelo menos entre as diferentes bacias, elas podem estar
sofrendo um processo de adaptacgao, justificando, assim, a variabilidade encontrada
em individuos de uma mesma populacao. Além disso, INGENITO & DUBOC (2014),
observaram um acentuado polimorfismo em caracteres morfolégicos relacionados ao
namero de dentes presente na pré-maxila em Astyanax erermus Ingenito & Duboc,
2014, que se manteve isolada, corroborando a plasticidade fenotipica mesmo em
caracteres considerados tradicionalmente conservativos para o género.

A ultraestrutura superficial dos odcitos tem sido utilizada como um carater
filogenético para a identificacdo de espécies em grupos de peixes (RIEHL &
SCHULTE, 1978). O poro micropilar interno permite a passagem do espermatozoide
até o citoplasma, sendo 0 mecanismo inicial para prevenir a hibridagao interespecifica
(GARY et al., 1982; CHEN et al., 1999), visto que o diametro da abertura do poro
coincide com o tamanho da cabeca do espermatozoide (GRIER et al., 2009), sendo
considerado espécie-especifico (RIEHL, 1980).

Segundo RIZZO & GODINHO (2003), os padrbes de superficie encontrados
nos odcitos de Characiformes tém relacdo com o grau de adesividade e com 0s
grupos sisteméaticos. Foram descritos dois padroes de superficie em o6citos livres:
zona radiata lisa com poros-canais simples e rede fibrilar recobrindo a zona radiata
(R1IZZO & GODINHO, 2003). As populacdes de A. cf. intermedius apresentaram
uma camada de fibrilas que constituem a rede fibrilar a qual recobre os poros-canais
da zona radiata no polo vegetativo, tornando-se progressivamente imperceptivel
préximo a micropila. RIZZO & BAZZOLI (1993) encontram resultados semelhantes
para a superficie ovocitaria em peixes do género Prochilodus. Segundo KUCHNOW
& SCOTT (1977), as fibrilas visualizadas em Fundulus heteroclitus funcionam como
um dispositivo de ancoragem para restringir o nUmero de espermatozoides que
terdo acesso a regido micropilar e, dessa forma, podem auxiliar na prevencao a
polispermia. Além disso, a auséncia de fibrilas na regido proxima a micropila indica
uma possivel adaptacao, a qual facilita 0 momento da fertilizag&o.

Os poros-canais presentes na zona radiata permitem trocas de gases e
nutrientes do ovo com o meio, sendo ocupados por microvilosidades da membrana
ovocitaria e/ou prolongamentos das células foliculares (RIZZO et al., 2002; RI1ZZO
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& GODINHO, 2003). As microvilosidades observadas na membrana plasmatica dos
oocitos de populacdes de A. cf. intermedius apresentaram dois padrdes distintos de
distribuicdo em odcitos de um mesmo individuo. Foi possivel visualizar filamentos
finos, longos e individualizados e, ainda, filamentos espessos, sobreposto e
dispostos em forma de “malha”. Microvilosidades presentes na membrana ovocitaria
foram observados em oo6citos vitelogénicos de outras espécies, como Pimelodus
maculatus (OLIVEIRA-JUNIOR, 2002) Prochilodus argenteus e Salminus brasiliensis
(RIZZO & GODINHO, 2003), atravessando os poros canais da zona radiata. Porém,
os trabalhos disponiveis na literatura detectaram a presenca de microvilosidades
através de microscopia eletrbnica de transmissao e, dessa forma, ndo é possivel
observar o padréo de distribuicdo das microvilosidades presentes na membrana
plasmatica como realizados no presente estudo.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo fornece pela primeira vez a descricdo dos odécitos de A.
cf. intermedius, utilizando analises em microscopia de luz e MEV. Os od6citos foram
obtidos por meio de metodologia n&do convencional para esse tipo de abordagem,
no entanto, a técnica utilizada neste estudo pode ser considerada inédita para obter
odcitos livres de células foliculares.

Os odcitos vitelogénicos das seis populagdes de A. cf. intermedius néao
apresentam diferencas em relacéo a morfologia e composicao histoquimica presente
nas células foliculares, zona radiata interna e externa, alvéolos corticais e globulos
de vitelo.

As analises morfométricas ndo apresentaram diferencas significativas entre
as diferentes populacdes, exceto a altura da zona radiata que foi significativamente
mais espessa na populacéo do rio Mucuri, indicando uma possivel espécie distinta
ainda nao descrita.

Os odcitos analisados em MEV apresentaram a superficie da regidao micropilar
altamente variavel, além de padrbes distintos de microvilosidades presentes na
membrana plasmatica das populacbes em estudo, dos individuos de uma mesma
populacéo e, ainda, em um mesmo individuo.

Embora o significado funcional para essas variagbes nao ter sido
completamente esclarecido, ambos podem estar relacionados a plasticidade
fenotipica ou mesmo a alguma distincdo taxonémica, ja que aparentemente a espécie
nao esta claramente determinada . No entanto, estudos moleculares, citogenéticos
e morfologicos se fazem necessarios, a fim de contribuir com a elucidacédo de
parentesco entre as populagdes de A. cf. intermedius.
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