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Abstract. Ovarian Morphology in Poecilia vivipara, Block e Schneider, 1801. Poecilia vivipara is a Poeciliidae fish, that living
in Neotropical water and it reproduces by viviparity. Because the importance of reproductive knowledge to conservation and
management of fishes, the study’s purpose was to describe the histology of the ovary of P. vivipara. Females were collected in the
September, 2005 to May, 2006, in Ceard-Mirim River (Rio Grande do Norte, Brazil) and 10 ovaries were fixed with Bouin’s fluid, and
stained with Hematoxylin-eosin. Then through this study were identified the following oocyte developmental stages: chromatin-
nucleolus, perinucleolar, cortical alveoli, vitellogenesis, mature oocyte, and embryos in development inside the ovary. Then, it was

clarified that despite the viviparity, the ovary morphology and germ cells of P. vivipara were typical of teleosts viviparous.
Keywords: Germ cells, histology, viviparity, reproduction and teleosts.

Resumo. Poecilia vivipara, presente em regides tropicais, pertence a familia Poeciliidae e possui como caracteristica principal o
modo reprodutivo de viviparidade. Considerando que o conhecimento das caracteristicas reprodutivas fornece subsidios para
procedimentos de manejo e conservacao das espécies, o presente trabalho teve como objetivo descrever a histologia dos ovérios
de P. vivipara. Fémeas foram coletadas nos meses de setembro de 2005 a maio de 2006 no rio Ceara-Mirim-RN. Ovarios de 10
fémeas foram submetidos a processamento para confeccdo de laminas histoldgicas. A andlise histolégica permitiu verificar cinco
fases do desenvolvimento ovocitério, sendo elas: cromatina-nucléolo, perinucleolar, formacgédo dos alvéolos corticais, vitelogénese,
ovoécito maduro, além da presenca de embrides em diferentes fases de desenvolvimento. Sendo assim, os resultados indicaram

que os ovarios de P. vivipara apresentaram morfologia e células germinativas tipicas de teledsteos viviparos.

Palavras chave: Células germinativas, histologia, viviparidade, reproducdo e teledsteos.

INTRODUCAO et al, 2000). Apesar da aparéncia fragil, sdo muito

. L resistentes, suportando baixo teor de oxigénio para
Conhecido como barrigudinho, gargaru, guaru, P 9 P

S g 0 seu metabolismo respiratério (Snetson, 1989). P,
tim-tim, entre outros, o Poecilia vivipara, pertence

. " - . vivipara apresenta dimorfismo sexual, sendo as fé-
a familia Poeciliidae, a qual abrange aproximada-

- . meas maiores que os machos, os quais atingem em
mente 200 espécies de peixes de pequeno porte. a 1054 9

Descritos nos mais diversos habitats desde zonas
temperadas a tropicais, podem ser mais comu-
mente encontrados em ambientes |énticos. Sao
considerados onivoros, porém, apresentando uma
tendéncia a ingestdo de larvas de insetos (ANDRADE

média até 6,0 cm de comprimento total, e a fémea,
8,0 cm (Nomura, 1984),

Os poecilideos apresentam como principal ca-
racteristica, o seu modo de reproducao de vivipa-
ridade. Além de produzir os gametas femininos, os
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ovarios podem estocar espermatozdides, servir de
sitio para a fertilizacao e local de desenvolvimento
dos embrides até o nascimento, caracterizando a
gestacao do tipo folicular. As fémeas podem ser fe-
cundadas por diversos machos produzindo ninha-
da de paternidade mista (ConstanTz, 1984), enquan-
to que os machos possuem a nadadeira anal mo-
dificada para o transporte de esperma, resultando
em 6rgao copulador, o gonopddio, caracterizando
a fecundacao do tipo interna (VazzoLer, 1996).

A reproducao constitui um aspecto de extrema
importancia no ciclo de vida dos organismos, ao
promover a formacao de novos individuos e conse-
glientemente a renovacao da populacdo, compon-
do um dos fatores preponderantes que governam
o desenvolvimento individual do animal (BArBIERI,
1981), com isso, o conhecimento das caracteristicas
reprodutivas fornece subsidios para procedimentos
de manejo e conservacao de populagdes nativas
(Fracoso et al., 2002). Sendo assim este trabalho teve
como objetivo caracterizar a morfologia ovariana
de P, vivipara, com énfase na descricao das etapas
do desenvolvimento ovocitario.

MAaTERIAL E METODOS

Fémeas de P. vivipara medindo aproximadamen-
te 2,0 a 4,0 cm de comprimento foram capturadas
no Rio Ceard Mirim, em Umari, distrito de Taipu/Rio
Grande do Norte (5°37’S; 35°39" W), nos meses de
setembro de 2005 a maio de 2006 através de tarra-
fas malha “lapis” (1x1 ¢cm) lancadas na calha do rio
em diversas localizacdes, e peneiras utilizadas pré-
ximos as margens, num esforco de pesca de 4 horas
por dia.

Apbs a coleta, os animais foram transportados
ao Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia da UFRN e sacrificados, posteriormente

ao uso do anestésico eugenol dissolvido na agua,
para extracao dos ovarios de 10 exemplares desti-
nados a estudos histolégicos. Estes foram fixados
em solucao de Bouin por 24 horas, submetidos a
técnicas histoldgicas de rotina com inclusao em
parafina e cortes de 5 um de espessura. Os cortes
histolégicos foram corados com HE (Hematoxili-
na de Harris e Eosina), segundo ToLosa et al (2003).
Exemplares testemunhos estdo depositados na co-
lecao de peixes do Museu de Zoologia da Univer-
sidade de Sao Paulo (MZUSP- numero de catalogo
57037.0).

ResuLTADOS

Os ovarios do P. vivipara apresentam-se como es-
truturas pareadas e fusionadas com aspecto alarga-
do e com moderada vascularizacao, localizadas na
parede dorsal do corpo. Prolongam-se no sentido
cranio-caudal continuando em oviduto que se pro-
jeta para o meio externo através do poro genital.
Com a presenca de ovdcitos e embrides os mesmos
se expandem, ocupando grande parte da cavidade
peritoneal.

O estudo histolégico permitiu verificar a existén-
cia de uma lamina delgada de peritonio, seguido
por uma camada de tecido conjuntivo e vasos san-
guineos compondo a tunica ovariana. Esta se dirige
para o interior do ovario formando lamelas ovulige-
ras onde se observa epitélio germinal vascularizado
com células germinativas em diferentes estagios
de desenvolvimento. Nota-se ainda a presenca de
embrides em desenvolvimento dentro dos foliculos
ovarianos, caracterizando a gestacao do tipo intra-
folicular. Ndo foi possivel verificar a existéncia de
membranas materno-fetais especializadas.

De acordo com o estudo, sugeriu-se uma esca-
la de maturacdo gonadal dividida em trés estagios
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considerando a presenca de conceptos, sendo eles:
(I) Crescimento ovocitario, (Il) Pré-Natal e (Ill) Parto.

Estdgio I: Crescimento Ovocitdrio

Compreende a maturagao das células germinati-
vas do ovdrio, sendo caracterizado pela presenca de
ninhos de ovogonias e ovécitos em diferentes fases
de desenvolvimento (Fig. 1A), diferenciados histolo-
gicamente em cinco fases ao longo desse processo,
baseando-se nas caracteristicas do nucleo, citoplas-
ma e parede folicular. Sendo elas:

Fase I: Cromatina-nucléolo — Ovogbnias e ovocitos
geralmente agrupados em “ninhos’, inseridos as la-
melas. Estas apresentam tamanho reduzido, nucleo
grande e arredondado, geralmente um unico nuclé-
olo ocupando a posicao central, e pouca afinidade
por corantes evidenciando um citoplasma escasso
e basofilo. Os ovécitos possuem envoltorio folicular
composto por uma camada de células achatadas,
configurando o foliculo primordial (Fig. 1B).

Fase llI: Perinucleolar - Nesta fase os ovocitos en-
contram-se separados por tecido conjuntivo e pos-
suem tamanhos variados. O citoplasma torna-se
menos baséfilo e mais abundante que na fase an-
terior. Seu nucleo apresenta numerosos nucléolos
periféricos. As células foliculares estdo dispostas
ainda em uma simples camada de células achata-
das (Fig. 1C).

Fase Ill: Formacao dos Alvéolos Corticais — Nes-
sa fase o nucleo aumenta de tamanho e continua
apresentando numerosos nucléolos periféricos. Os
alvéolos corticais encontram-se posicionados pri-
meiramente préximos a membrana celular e pos-
teriormente ocupam grande parte do citoplasma.
E possivel a visualizacdo de uma camada acelular
disposta entre o citoplasma e as células foliculares
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denominada zona radiata. As células foliculares até
entao achatadas tornam-se cubdides, e alguns gra-
nulos de vitelo ja podem ser vistos inicialmente na
regido cortical do ovécito e posteriormente ocu-
pando todo o citoplasma (Fig. 1D).

Fase IV: Vitelogénese - Os ovécitos sao maiores que
na fase anterior, visto que o citoplasma apresenta
grande quantidade de granulos de vitelo aciddfilos.
Os alvéolos corticais se deslocam em direcao a pe-
riferia do citoplasma, percebe-se a camada acelular
denominada de Zona Radiata e as células foliculares
tornam-se mais evidentes sendo possivel distinguir
a Teca folicular, compondo as camadas do envolté-
rio folicular (Fig. 1E).

Fase V: Maduro - Verifica-se o rapido crescimento
do ovocito em decorréncia do aumento acelerado
de granulos de vitelo e ocorre o deslocamento do
nucleo para a periferia. Nesse estagio o ovocito en-
contra-se pronto para ser fertilizado (Fig. 1F).

Estdgio Il: Pré-natal:

Apresenta ovario alongado e turgido, de cor
amarela, com irrigacao sanguinea diminuida. Esta-
gio bastante abrangente no qual a analise micros-
copica revela presenca de embrides em diferentes
fases de desenvolvimento, desde indicios da pig-
mentacao dos olhos até a completa formacdo do
corpo, e a presenca do saco vitelinico com bastan-
te vitelo. Verifica-se ainda, entre os individuos em
formacao, a presenca de ovogoénias e ovocitos em
diferentes fases de desenvolvimento (Fig. 2A).

Estdgio lll: Parto.

Nele estdo incluidos os ovarios com embrides
maduros e em nascimento. Este se apresenta alon-
gado, turgido ou flacido (apds iniciada a liberacdo
dos individuos), e de coloracdao vermelho a verme-

Revista Brasileira de Zoociéncias 14 (1, 2, 3): 103-111. 2012



106.  NAsSCIMENTO et al.

Iho escuro. Com a analise histoldgica verificam-se  senca de ninhos de ovogoénias, ovocitos em dife-
individuos formados, com auséncia parcial ou total rentes fases de crescimento e foliculos em fase de
do vitelo e pigmentacao caracteristica dos jovens pds-parto.

aptos a movimentarem-se (Fig. 2B). Ha ainda a pre-

Figura 1. Corte longitudinal do ovario de P. vivipara evidenciando (A) ovocitos em diferentes fases de maturagéo, sendo eles os ovocitos |, II, Il
IV e V. Barra 0,1 mm; (B) Ninho de ovogonias (ov) e ovdcitos primarios na Fase | cromatina-nucléolo; (C) Ovécitos de estoque de reserva- Fase Il
perinucleolar- presenca de nucléolos (NC); (D) Fase Ill evidenciando a presenca de alvéolos corticais (AC); (E) Fase IV- Vitelogénese, evidenciando
a zona radiata (ZR), envoltérios foliculares (EF) e granulos de vitelo distribuidos por todo o citoplasma (GV); (F) Foliculo maduro contendo

granulos de vitelo (GV). Barra 0,05 mm.
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Figura 2. Corte transversal do ovério de P. vivipara, evidenciando embrides (emb) em desenvolvimento dentro do ovério, e ovdcitos (ov) em

crescimento, representando o Estagio Il - Pré-natal (A); e embriées com auséncia do saco vitelino, aptos ao nascimento no Estégio Ill- Parto (B).

Barra 0,1 mm.

Discussio

Os ovarios de P. vivipara possuem morfologia
tipica dos teledsteos de fertilizacdo interna, com o
tamanho e a forma variando quanto ao seu estagio
de desenvolvimento em funcao do ciclo reproduti-
Vo, especialmente quanto a presenca ou auséncia
de gestacao intrafolicular. A presenca de conceptos
nos foliculos localizados no ovério confirma a fe-
cundacgao interna em Pvivipara, diferentemente do
modo reprodutivo denominado associagdo gaméti-
cainterna, no qual apesar do encontro dos gametas
acontecer no lumen ovariano, a fecundacéo so se
completa apds sua deposicdo na agua (Grir et al
2005). Relatos semelhantes de fecundacao interna
e gestacao intrafolicular foram descritos para P. vivi-
para coletados em rios no Estado de Goids (RocHa et
al., 2011) e para os poecilideos Heterandria formosa
da Cidade do México (Urise & Grier, 2011), do género
Girardinus (G. microdactylus, G. creolus, G. denticula-
tus, G. uninotatus, G. metallicus e G. falcatus), Gambu-
sia puntacta, Gambusia puncticulata, Limia vittata e
Quintana atrizona, provenientes de diversas regides
de Cuba (Leon et al 2011) .

Wourms & Lomearpl (1992) sugerem que a fecun-
dagao interna em teledsteos resulta em vantagens
seletivas para os progenitores e sua prole, tais como
0 aumento na sobrevivéncia, a compensacao pela
baixa fecundidade, aumento do nicho reprodutivo
reduzindo a competicao, a possibilidade de colo-
nizacdo de novos habitats e aumento na eficién-
cia energética da viviparidade. Enquanto que por
outro lado, tem como desvantagens a reducao na
fecundidade, o maior custo para fémea e risco de
perda da ninhada devido a morte materna. Tais in-
formacgdes foram corroboradas por Léon et al. (2011)
ao citar a importancia do equilibrio entre a taxa de
fecundidade e o tempo e energia investidos no de-
senvolvimento da prole configurando a fecundacéo
interna em teledsteos, uma importante adaptacao
reprodutiva.

A presenca de ovogOnias e ovécitos em cresci-
mento nas fases cromatina-nucléolo (1), perinucleolar
(I, formacao dos alvéolos corticais (1), vitelogénese
(IV) e maduro (V) para P. vivipara, é corroborada por
estudos com teledsteos de fertilizacao exterrna, nos
quais a ovogénese pode ser dividida em duas etapas
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gerais. A primeira, chamada crescimento primario,
compreende as fases | e Il da maturagdo ovocitaria,
sendo caracterizada pela proliferacdo das organelas;
a segunda ou crescimento secunddrio abrange as fa-
ses lll, IV eV e consiste na formacao dos alvéolos cor-
ticais e vitelogénese (WALLACE & SELmAN, 1989), culmi-
nando com a ovulacao. Nos peixes viviparos como P,
vivipara, a fecundacdo é intrafolicular e os embrides
desenvolvem-se dentro do foliculo ovariano (Brown-
-PeTerson et al, 2011; Grier et al., 2005) .

Tais mudancas no ovdcito, orquestradas pela
maturacao folicular (Luszens et al, 2010) sdo impor-
tantes para os eventos da fecundagao, assim como
as etapas seguintes de segmentacao, morfogénese
e diferenciacdo do concepto que dependem de nu-
tricdo adequada proveniente do vitelo armazenado
durante a maturacdo ovocitaria.

Na fase Il, assim como para a espécie em estudo,
0s ovocitos dos teledsteos encontram-se distribui-
dos pelo estroma ovariano, apresentando diversos
tamanhos e formas, devido possivelmente ao au-
mento de volume gradativo do seu citoplasma, que
se mostra abundante e menos baséfilo que na fase
anterior. Nesta fase, os ovécitos perinucleolares po-
dem atuar como estoque de reserva, onde uma par-
te é recrutada para a vitelogénese, enquanto o res-
tante permanece em repouso para o proximo ciclo
reprodutivo (UriBe & Grier, 2011; RocHa et al,, 2011;
VAazzoLER, 1996).

O inicio do crescimento secundario do ovdci-
to correspondente a fase lll para P. vivipara, sendo
caracterizada pela formacao dos alvéolos corticais,
que sao estruturas esféricas encontradas na peri-
feria do citoplasma e evidenciados pela técnica do
HE. Os alvéolos corticais sao descritos como vacuo-
los corticais, vitelo intravesicular, ou vesicula de vi-
telo, no entanto nao apresentam vitelo para nutrir o

embridao em desenvolvimento (West, 1990). As vesi-
culas corticais sdo importantes durante fertilizacao,
pois seu conteudo é liberado no espaco periviteli-
nico, impedindo a poliespermia (GRIer, URIBE & PAREN-
T, 2007; NARAHARA, 1995). Alguns granulos de vitelo
protéico, importantes para a manutencao do con-
cepto até a eclosdo, ja podem ser vistos inicialmen-
te na regido cortical do ovécito e posteriormente
ocupando todo o citoplasma.

Ainda nesta fase percebe-se o surgimento de
uma camada acidofila, acelular e disposta entre o
citoplasma e as células foliculares para os animais
em estudo. Esta camada, de origem ainda discutida,
é formada por proteinas e polissacarideos e pode
ser denominada como zona radiata, zona peluci-
da, envelope coridnico vitelinico, cérion, membra-
na vitelinica ou envelope do ovo (RocHa et al, 2011;
Quaacio-GrassioTto & GuIMARAES, 2003). Sequndo JALA-
BERT (2005), essa camada constitui a futura casca do
Oovo com numerosos canais radiais que interligam
0 ovdcito e a camada granulosa conectados por
numerosas juncdes “gap”, estes controlando a pas-
sagem de substancias para o interior do ovécito
durante a vitelogénese, protegendo contra danos
fisicos, e quando necessario promovendo a aderén-
cia dos ovos ao substrato apds a desova (RocHa et
al,2011). Outras funcdes dessa camada citadas pelo
autor acima, sdo o reconhecimento de gametas e
a participacao no bloqueio a poliespermia durante
a fecundacao, e no desenvolvimento inicial duran-
te a clivagem do zigoto mantendo os blastémeros
agrupados. Resultados semelhantes foram descri-
tos para P. vivipara (RocHa et al, 2011), Heterandria
formosa (Urige & Grier, 2011) e demais teledsteos
(Grier et al, 2011).

No presente trabalho, o acimulo de vitelo no
ovocito permitiu a caracterizacdo da fase IV que ini-
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ciou-se com a vacuolizacao do citoplasma e forma-
cao das granulos de vitelo. O citoplasma apresen-
tou-se ainda disperso, devido a grande quantidade
de granulos de vitelo e alvéolos corticais, o que
pode provocar a reducdo da basofilia, como citado
por Martkovic & Pisano (1989).

Quando o ovécito apresenta sua vitelogénese
completa, verificada por um rapido crescimento em
decorréncia do aumento acelerado de granulos de
vitelo que distribuem-se por todo o citoplasma, o
nucleo desloca-se para a periferia e o ovdcito en-
contra-se pronto para ser fertilizado, caracterizando
a fase V (Luszens, 2010). WesT (1990) corroborado por
Grier et al. (2005) afirma que nesta fase, os granulos
de vitelo podem manter sua integridade ao longo
do crescimento ovocitario tornando-se fluidos ape-
nas proximo a ovocitacao, enquanto que para 0s
dos peixes Atheriniformes esses granulos fundem-
-se continuamente ao longo de toda a vitelogéne-
se, formando uma massa de vitelo glicoprotéico
fluido (Grier et al, 2005) como verificado no presente
trabalho para P. vivipara.

Durante todo crescimento ovocitario em P. vivi-
para, ocorre mudanca progressiva na estrutura dos
envoltorios foliculares que passou de uma camada
de células achatadas para cubdides, complementa-
da pelo surgimento da zona radiata e em seguida
da teca folicular. Essa variacdo na morfologia do
epitélio folicular foi verificada por RocHa et al. (2011)
para P. vivipara, mostrando-se delgado e pavimen-
toso nos estagios iniciais, e cubico na fase de vite-
logénese inicial, indicando assim alteragdes funcio-
nais dessa camada durante a maturagao ovocitaria.
O autor sugere que essas mudangas podem estar
relacionadas a transferéncia de nutrientes durante
a vitelogénse e ainda, que a atividade secretéria do
epitélio folicular esteja associada a protecdo meca-
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nica dos ovos.

Em peixes viviparos, o desenvolvimento ovoci-
tario assemelha-se aos demais teledsteos, inclusive
quanto a vitelogénese, na qual verifica-se a produ-
¢ao e acumulo de nutrientes fundamentais para a
manutencao e desenvolvimento do embridao. No
entanto, nesses animais outras notdveis adapta-
¢Oes reprodutivas também podem ser verificadas
dentre as quais, a transferéncia materno-fetal de
nutrientes denominada de matrotrofia, que geral-
mente ocorre em espécies viviparas de ovos peque-
nos onde a quantidade de vitelo produzida nao é
suficiente para nutrir o embrido até o final do seu
desenvolvimento. Caso a quantidade de vitelo ar-
mazenada dentro do ovo seja suficiente, essa trans-
feréncia materno-fetal parece nao se estabelecer,
sendo denominada de lecitotrofia (Wourms, 1981;
Brown-PETERSON, 2011). Estudos com Poecilideos vi-
viparos demonstram que a maioria deles possui o
modo reprodutivo de lecitotrofia, sendo percebido,
dentre outros fatores, pela morfologia do ovocito
e abundancia de vitelo resultando em ovos com
diametros de tamanho intermediario entre peixes
oviparos e matrotroficos (Urise & Grier, 2011). Tais in-
formagoes foram corroboradas por Leon et al. (2011)
ao investigar a fecundidade materna de dez poeci-
lideos provenientes de diferentes regides de Cuba,
que demonstraram variacao de 1,62 a 2,94 mm de
diametro dos ovocitos maduros, indicando a lecito-
trofia.

A matrotrofia em poecilideos foi destacada por
Urige & Grier (2011) para H. formosa, no qual encon-
traram ovécitos com 400 micrometros de diametro,
e a presenca de intensa rede de vasos sanguineos
envolvendo o concepto, promotores da respiracao,
deposicdo de metabdlitos e transporte de nutrien-
tes. Dentre as vantagens desse modo reprodutivo,
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tem-se a reducdo do espago necessdrio para arma-
zenamento dos conceptos, aumento na duragao
da transferéncia materno-fetal, a reducao na perda
energética usada para a producdo dos gametas e
a possibilidade de uso de diferentes recursos ali-
mentares durante a fase gestacional. Considerando
a presenca de vitelo nos ovécitos maduros de P, vi-
vipara no presente trabalho, nota-se a presenca de
ovocitos na fase V com dimensdes aproximadas de
1,0 mm sugerindo um acumulo de vitelo suficiente
para o desenvolvimento embriondrio sem que haja
contribuicdo materna notdria. Tal informacao foi
confirmada por Betito (2006), ao afirmar que Poecilia
vivipara nao apresenta sinais de matrotrofia, suge-
rindo, portanto, que essa espécie seja lecitotrofica.

E assim, sugere-se que Poecilia vivipara, repro-
duz-se por fecundacao interna, com gestacéo in-
trafolicular e conforme sua denominagdo possui
modo reprodutivo de viviparidade, apresentando
desta forma, diversidade quanto a sua adaptacao
reprodutiva.
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