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RESUMO

Com a estagnacdo da pesca extrativista, produzir proteina de pescado tornou-se um grande desafio
para aquicultura. Este fato, aliado a explosdo demogréfica e a busca por alimentos saudaveis
foram os principais fatores que impulsionaram o crescimento e 0 avango da aquicultura mundial.
Com base no exposto acima e considerando a importancia ecoldgica e social do pirarucu
Arapaima gigas e do jundia Rhamdia quelen, seus potenciais produtivos e econdmicos para as
regides Norte e Sul do Brasil, respectivamente, e o quadro atual de desconhecimento a respeito de
suas fisiologias reprodutivas, o presente trabalho visou caracterizar o processo de formacdo do
primordio gonadal e da gbnada em diferenciacdo destas duas espécies nativas, através de seccBes
histoldgicas seriadas, como subsidio para o desenvolvimento de tecnologias para o cultivo das
espécies em pisciculturas comerciais, em programas de conservacdo e ainda em estudos
evolutivos e de mudancas climaticas. Como na maioria dos teledsteos, o pirarucu e o jundia
apresentam diferenciacdo sexual direta, com a gbnada indiferenciada originando diretamente um
ovario ou um testiculo. Entretanto, no pirarucu a diferenciacdo ovariana foi um pouco mais
precoce que a testicular e no jundia o inicio da diferenciacdo de ovérios e testiculos ocorreu em
peixes de mesma idade. No pirarucu, marco da diferenciacdo ovariana (fémea) € a concentracdo
das células germinativas na face lateral da gbnada, cercada por células somaticas pré-foliculares,
ao mesmo tempo em que o epitélio passa de escamoso para cubico em peixes de
aproximadamente 9 cm de comprimento total. Com o desenvolvimento destas estruturas, inicia-se
a formacdo de pequenas lamelas ovigeras, que posteriormente formam as franjas ovarianas, que
sdo caracteristicas desta espécie. Os supostos machos permanecem com a gdnada com aspecto
indiferenciado por mais tempo, até que as células germinativas se rearranjam espacialmente no
6rgdo (concentrando-se em seu interior) para dar origem aos corddes testiculares. Esses corddes
posteriormente se fragmentam originando os cistos espermatogénicos. No jundid, a formacéo do
ovario se inicia com o desenvolvimento da cavidade ovariana em exemplares de quatro semanas
apos a eclosdo. Essa estrutura é formada por uma pequena projecdo do epitélio gonadal, que
eventualmente se curva e se fecha, deixando uma cavidade no interior do érgdo. Essa cavidade,
inicialmente fechada, se abre para a formagéo e desenvolvimento das lamelas ovarianas dentro
dela. Nos machos de mesma idade, a gbnada indiferenciada comega a apresentar sulcos que sao a

origem das franjas testiculares caracteristicas de algumas espécies de bagres.

Palavra-chave: Bacia Amazonica, diferenciacdo de goOnadas, ovario, célula germinativa

primordial, célula somética.
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1. AQUICULTURA NO BRASIL

Com a estagnacdo da pesca extrativista nas ultimas décadas, produzir proteina de
pescado tem se tornado uma grande desafio para aquicultura, uma vez que o consumo tem
aumentado em decorréncia do crescimento populacional e por ser um alimento saudavel. Em
2016, a producgéo advinda da aquicultura mundial foi de 171 milhdes de toneladas de pescado,
sendo 88% destinado ao consumo humano (FAO, 2018). Isso corrobora o grande desafio da
aquicultura e dos paises com potencial de producdo, como o Brasil, na oferta de proteina
oriunda do pescado.

Apesar de apresentar potenciais hidroldgico e bioldgico (rica ictiofauna) riquissimos
para ser um dos maiores produtores de pescado do mundo, o Brasil ainda esta muito aquém de
sua capacidade produtiva. O setor produtivo pesqueiro brasileiro ainda € muito instavel devido a
fatores especificos de cada regido, e também por empecilhos comuns a todo o pais, como: a falta
investimento, falta de politicas publicas eficazes, legislacbes ambientais rigidas, falta de pacotes
tecnoldgicos para espécies que possuem potencial zootécnico e climas instaveis (Peixe BR,
2018).

Fazendo um paralelo da producéo de pescado por regido entre os anos de 2014 e 2017 no
Brasil, podemos verificar a oscilagdo e consequente vulnerabilidade da producdo da aquicultura
no pais. Segundo o IBGE (2016), em 2014, a producdo nacional do pescado foi de
aproximadamente 561 mil toneladas, sendo a regido Nordeste a lider com 26,8% (e o Ceara o
principal destaque), seguida das regides Norte, com 25,7% (com Rondo6nia sendo o maior
produtor naquele ano), Sul, com 24,2% (concentrando a producdo no Parand e em Santa
Catarina), Centro-Oeste, com 12,6% (principalmente por Mato Grosso) e Sudeste, com 10,7%
(com relevancia na producdo de Sao Paulo e de Minas Gerais). Quando analisamos os dados de
producdo de 2017, apesar do crescimento da produgédo nacional, que saltou para quase 700 mil
t., verificamos mudancas na producdo por regido: o Sul tornou-se o lider com 178.500
toneladas, devido o aumento de investimento na regido, seguido das regides Norte (164.500 t),
Centro-Oeste (122 mil t.), Sudeste (115.300 t) e, em ultimo, a regido Nordeste (111.400 t) que
sofreu drasticamente com interferéncias climaticas em alguns estados (Peixe BR, 2018).

As diferentes condigdes geogréaficas de cada regido do pais abrigam uma alta diversidade
de espécies com potencial econdmico e zootécnico. Em termos de espécies com potencial de
producdo em cativeiro, o Brasil € um pais com grande diversidade de espécies de peixes nativas
gue possuem potencial para aquicultura, além das adaptadas, como a tilapia nilética

principalmente. De acordo com a Embrapa (2017), as espécies mais produzidas no pais por
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regido, sdo: i) tambaqui, pirarucu e pirapitinga na regido Norte; ii) tilipia e camardo marinho no
Nordeste; iii) tambaqui, pacu e pintado no Centro-Oeste; iv) tilapia, pacu e pintado no Sudeste;
e v) carpa, tilapia, jundia, ostra e mexilhdo na regido Sul. Apesar do elevado nimero de espécies
de relevancia para a producdo de pescado, ainda faltam pacotes tecnolégicos que permitam o
aumento da producdo e fortalegam a aquicultura brasileira para finalmente se tornar uma

atividade pecuéria consolidada.
2. CONSUMO DO PESCADO NO BRASIL E NO MUNDO

O consumo mundial de proteina animal vem crescendo de forma acelerada em
decorréncia do aumento populacional, e cabe ao agronegdcio a missdo de aumentar a oferta de
proteina animal, principalmente o pescado por ser um alimento saudavel. De 1961 a 2016,
houve um aumento anual médio do consumo do pescado de 3,2%, excedendo o crescimento
populacional (1,6%) e o consumo de todos os outros animais terrestres (2,8%), segundo 0s
dados da FAO (2018). Assim, 0 pescado é atualmente o item alimentar mais consumido do
mundo. Este fato demonstra a importancia do pescado no combate a fome e para geracao de
emprego e renda no mundo.

Em 2016, o consumo médio de peixe foi de aproximadamente 20,3 kg por habitante/ano
FAO (2018), ultrapassando a média de consumo recomentado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) de 12 kg/hab/ano. Apesar do consumo mundial per capita de pescado estar acima
da média recomendada pela OMS, existem paises como o0 Brasil, cujo consumo de peixe ainda
esta abaixo do recomendado, mesmo apresentando um potencial Unico para a aquicultura.
Entretanto, embora o consumo do pescado no Brasil seja ainda considerado baixo, ele vem
crescendo nas Ultimas duas décadas. Em 2003, o consumo de pescado era inferior a 6,5 kg per
capita e em 2011 chegou aproximadamente a 11,17 kg per capita, segundo o Ministério da
Pesca e Aquicultura (2009). A média de consumo per capita de pescado do brasileiro ndo esta
atualizada, pois ndo foram transmitidos os dados oficiais para FAO desde 2014. Uma das
estratégias para se alcancar os patamares recomendados pela OMS é aumentar a producéo e,
consequentemente, a oferta de pescado.

O Brasil apresenta um quadro de consumo de proteina inverso do restante do mundo,
sendo sua maior producdo e consumo sdo das carnes de frango e bovina, enquanto que, no
contexto mundial, os pescados e a carne suina sdo as proteinas mais produzidas e consumidas

(FAO, 2009; MPA, 2009). Provavelmente esse cenario iré se alterar nos proximos anos, devido
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0 aumento do consumo de carne de peixe pela populagdo. Isso porque a demanda por proteina

do pescado tem aumentado constantemente.
3. PIRARUCU: TAXONOMIA E CARACTERISTICAS GERAIS

O pirarucu pertence ao mais primitivo grupo dos teledsteos, sendo 0 maior peixe de agua
doce da América do Sul (Figura 1). Sua taxonomia ndo é bem definida e provavelmente exista
mais espécies. O pirarucu pertence a classe Actinopterygii, ordem Osteoglossiformes e familia
Osteoglossidae, na qual ocorrem dois géneros: Osteoglossum (aruand) e Arapaima (pirarucu).
Ambos géneros sdo nativos da Amazonia e estdo relacionados com o género Scleropages, da
Australia, e Heterotis, da Africa (Nelson, 1994). Atualmente s&o mencionadas cincos espécies
de pirarucu: Arapaima gigas descrita por Schinz, (1822); A. agassizii, A. mapae e A. arapaima,
listadas por Gunther (1868) na sinonimia de A. gigas sem apresentar andlise ou razao; e a mais
recente, descrita por Stewart (2013 b) Arapaima leptossoma. Das espécies listadas por Gunther,
somente a espécie A. agassizii foi validada em estudos realizados por Stewart (2013 a), as
demais, ainda necessitam estudos para validacdo como uma nova espécie. Existem, portanto,
trés espécies de pirarucu registradas e duas que necessitam serem validadas, e é provavel que

exista um nimero ainda maior (tabela 01).

Figura 1. Pirarucu Arapaima gigas.
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Tabela 1. Classificagdo taxondmica do pirarucu Arapaima gigas.

Reino Animalia

Filo Chordata

Classe Actinopterygii

Ordem Osteoglossiformes

Familia Osteoglossidae

Género Arapaima (pirarucu)

Espécie Arapaima gigas, Schinz (1822)

A. agassizii, Gunther (1868)

A. mapae, Gunther (1868)

A. arapaima, Gunther (1868)
Arapaima leptossoma, Stewart (2013 b)

Nomes populares Pirarucu, Bodeco (Brasil), pirosca (Colémbia); paiche (Peru)

O pirarucu apresenta uma ampla distribuicdo geogréfica dentro da bacia Amazénica,
podendo ser encontrado no rio Amazonas, nos seus lagos e afluentes, e no rio Araguaia (Pereira,
1954), bem como na Amaz6nia peruana, na Coldmbia e Guiana. Seu nome popular varia de
acordo com a localidade, no Brasil, na fase juvenil é conhecido por bodeco (em funcéo de saltar
na agua), na Colémbia, pirosca e no Peru paiche.

O pirarucu apresenta uma coloracdo predominantemente escura na fase juvenil,
modificando-se na fase adulta, particularmente na época da reproducdo. Na estacdo reprodutiva,
as escamas passam a apresentar uma coloracdo avermelhada principalmente nas regides caudal e
inferior do corpo. Acredita-se que nos machos essa coloracdo seja ainda mais acentuada
podendo chegar até a regido do opérculo (Ferraris, 2003; Ono et al., 2004; Monteiro et al.,
2005). No entanto, essa caracteristica é relativa, pois nem todos os espécimes apresentam esse
dimorfismo durante o periodo reprodutivo (Leéo, 2009).

As caracteristicas anatbmicas, fisiologicas e comportamentais de Arapaima gigas séo o
resultado de uma série de adaptacGes para a sobrevivéncia ao ambiente em que vive, 0 que
certamente permitiu a sobrevivéncia dessa espécie até os dias atuais. O pirarucu possui bexiga

natatoria modificada que é responsavel por 90% de sua respiracao (respiracdo aérea) sendo que
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0s 10% restantes ocorrem pelas branquias (respiracdo aquatica complementar) (Brauner; Val
1996), as quais também possuem papel na excrecdo de CO; e regulacéo idnica.

3.1.BIOLOGIA REPRODUTIVA DO PIRARUCU

Os primeiros relatos a respeito da biologia reprodutiva do pirarucu foram os de
Fontenele (1948 e 1952), analisando o comportamento reprodutivo em regime de cativeiro em
acudes na regido nordeste do Brasil. Posteriormente, outros estudos envolvendo aspectos
reprodutivos foram desenvolvidos, principalmente a partir da observagdo de animais em vida
livre (Cebrelli, 1972; Flores 1980). No entanto, sdo poucas as informagdes existentes sobre a
fisiologia reprodutiva da espécie.

Ambos o0s sexos da espécie apresentam uma Unica génada funcional, localizada no lado
esquerdo da cavidade abdominal (Godinho et al., 2005). O pirarucu atinge a maturidade sexual
em seu habitat natural entre o terceiro e quinto anos de idade, quando alcangam tamanhos de
aproximadamente 150 cm e pesam de 40 a 50 kg (Fontenele, 1948; Ledo, 2009).

Seu comportamento reprodutivo é bastante complexo, envolvendo a construcdo de
ninhos, desova parcelada e cuidado parental com o ninho e a prole (Fontenele, 1948). O
pirarucu é uma espécie que vive em ambiente de adguas calmas, e, segundo Hoar (1969), esta
espécie nao realiza migracdes reprodutivas, construindo os ninhos em locais com pouca
movimentacdo de dgua. Este mesmo autor também relatou que 0s ovos sao maiores e em menor
nimero do que nas espécies reofilicas. Os pirarucus aparentemente formam casais
monogamicos para a reproducdo, embora estudos recentes tenham apontado uma possivel
contribuicdo de mais de dois animais em uma Unica desova (Farias et al., 2015).

Para que o cultivo do pirarucu se fortaleca e se consolide como uma espécie de
relevancia comercial na aquicultura do Brasil, é necessario que sejam desenvolvidos estudos
basicos sobre a biologia reprodutiva, visando o estabelecimento de protocolos eficientes de
indugdo hormonal para a espécie. A reproducdo em cativeiro ainda ocorre de forma natural e o
manejo mais eficiente de plantel é a identificagdo visual e separacdo de casais, e espera pelo
aparecimento dos juvenis nos tanques. Entretanto, o procedimento de sexagem visual do
pirarucu ndo é eficiente, é dificil e errdbneo (Lima et al., 2015), pois a coloracdo pode ser
influenciada por varios fatores, entre eles: a) diferenca de padrdes hormonais da espécie em
periodo reprodutivo; b) idade do animal, tendendo a se estabilizar apds a idade da primeira
maturagdo; c) variagdo de padrdo de coloragdo vermelha entre individuos de uma mesma idade
(Queiroz, 2000); e d) variacdo de coloracdo vermelha entre os individuos de diferentes regides

ou piscigranjas.
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Existem outros métodos utilizados para identificar o sexo do pirarucu. No entanto,
nenhum € capaz de identificar o sexo do peixe em fase pré-pubere. A metodologia mais
eficiente encontrada no mercado atualmente € o kit de determinacéo do sexo de Arapaima gigas
(SKULDTECH, método proteina-matriz) que se baseia na presenca da vitelogenina no sangue
de fémeas em maturacdo. O ensaio permite a deteccdo de baixas concentragdes (100 ng/ml) de
vitelogenina diluidas nas amostras de sangue. Isto é equivalente a 0,04 mg/ml no sangue de
peixe. Este valor é compativel com as concentracfes registrados no sangue do sexo feminino,
mesmo em o inicio da maturacdo (0,5 a 50 mg/ml de sangue). Contudo, esta metodologia ainda
apresenta algumas desvantagens, como: a) a necessidade que os individuos ja tenham alcangado
a primeira maturacao sexual; b) o curto prazo de validade do kit (trés meses); c) a necessidade
de importacdo do kit e seu alto custo; d) a necessidade de pessoas capacitadas para o manejo de

pirarucus adultos, coleta de sangue e realizacdo do ensaio.
4. JUNDIA: TAXONOMIA E CARACTERISTICAS GERAIS

A taxonomia do género Rhamdia ainda ndo esta bem elucidada e novas espécies ainda
podem ser incluidas neste género. Silfvergrip (1996), realizou uma ampla revisdo taxondémica
do género, baseada em caracteristicas da morfologia interna, e concluiu que o género Rhamdia é
formado por 11 espécies. No entanto, atualmente ja foram descritas 17 espécies no total e
existem 49 espécies em sinonimia a Rhnadia quelen, o que pode elevar ainda mais a quantidade
de espécies deste género em estudos futuros. Segundo o mesmo autor, Rhamdia quelen (Figura
02) pertence a seguinte divisdo taxondmica: Classe: Osteichthyes, Série: Teleostei, Ordem:

Siluriformes, Familia: heptapteridae, Género: Rhamdia, Espécie: Rhamdia quelen (Tabela 02).
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Figura 2. Jundid Rhamdia quelen.
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Tabela 02. Classificagdo taxonémica do Jundid Rhamdia quelen.

Reino Animalia

Filo Chordata

Classe Actinopterygii

Ordem Siluriformes

Familia heptapteridae

Género Rhamdia

Espécie Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)

Diversas caracteristicas morfologicas externas distinguem o jundia das outras espécies do
mesmo género e de suas espécies sinonimias, como: coloracdo variando de marrom
avermelhado claro a cinza, barbilhdes maxilares no minimo 28,8% do comprimento padrao e
com crescimento alométrico negativo (esta relacdo é provavelmente aumentada devido a grande
possibilidade de danos nos barbilhdes dos exemplares grandes), espinho da nadadeira peitoral
serrilhado em ambos os lados, nadadeira caudal com l6bulos desiguais, véu da narina posterior
aberta postero-lateralmente, e possui entre 5 a 16 arcos branquiais (Silfvergrip, 1996).

O jundia Rhamdia quelen é uma espécie de ampla distribuicdo geografica na regido
neotropical, que abrange do norte do México ao centro -sul da Argentina (Gomes, 2000). E uma
espécie que se destaca no cultivo na regido sul do Brasil, por ser um bagre onivoro de excelente
desempenho zootécnico (Epagri, 2016). Pode atingir de 600 g a 800 g de massa corporal em
apenas oito meses (Borges, 2005), apresenta facil adaptacdo a criacdo intensiva, rusticidade,
facilidade para inducgéo durante a reproducéo, alta taxa de fecundagéo, e possui carne saborosa
com baixo teor de gordura e poucos espinhos (Luchini; Avendano, 1985; Carneiro et al., 2002;
Fracalossi et al., 2002).

A rusticidade do jundia € constatada quando obervamos a capacidade da espécie em se
adaptar a diferentes ambientes e situacdes. O jundia pode ser encontrado em lagos, pogos, no
fundo dos rios e proximo as margens juntamente com a vegetacdo. Porém, os ambientes
preferenciais sdo os de aguas calmas e com fundo de areia e lama, onde se escondem entre
pedras e troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de alimentos (Guedes, 1980;
Baldisserotto, 2004). Além disso, essa espécie suporta uma ampla variagdo de temperatura e séo

considerados euritérmicos. Os alevinos sdo aclimatados a 31°C e suportam uma variagdo de


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Rhamdia_quelen&action=edit&redlink=1
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temperaturas de 15 a 34°C. Piaia et al., (1999) observaram que as larvas e alevinos de jundia

apresentam uma acentuada aversao a luz, buscando assim locais mais escuros.

4.1 BIOLOGIA REPRODUTIVA DO JUNDIA

O jundia é uma espécie que atinge sua maturidade sexual com aproximadamente um ano
de idade em ambos 0s sexos, sendo que 0s machos iniciam o processo de maturacao gonadal ao
comprimento de 13,4cm e as fémeas com 16,5cm. Entretanto, machos e fémeas so estdo aptos
para reproducéo a partir de 16,5cm e 17,5cm, respectivamente (Narahara et al., 1985.

O comportamento reprodutivo de R. quelen assemelha-se ao de muitas espécies de agua
doce (Mardini et al., 1981). Quando prontos para desova, 0s cardumes procuram lugares de agua
rasa, limpa, pouco corrente e com fundo pedregoso. A fecundacdo da espécie € externa
(ovulipara) no habitat natural e os ovos sdo demersais e ndo aderentes. H4 um bom sincronismo
entre machos e fémeas na hora da desova, que ocorre logo ao amanhecer (Godinho et al., 1978;
Andreatta, 1979).

Durante periodo reprodutivo, a sexagem de machos e fémeas € facil. Os machos liberam
com facilidade o sémen sob leve pressdo abdominal e o orificio genital é entdo protraido. Em
contrapartida, as fémeas maduras apresentam o orificio genital hiperémico, avermelhado e com
dilatacdo ventral (Mardini et al., 1981). Essas caracteristicas visuais ajudam a identificacdo de
individuos que estdo aptos para reproducdo, facilitando o manejo durante a reproducédo induzida
nas criagoes.

As fémeas de R. quelen respondem bem em relacdo a inducdo artificial (Radunz Neto,
1981). O tempo de eclosdo dos ovos varia conforme a temperatura da agua. Na temperatura de
16°C, a eclosdo ocorre em torno de 3 dias, e com 24°C a eclosdo demora aproximadamente 24h.

Em cultivo de engorda, as fémeas de jundia apresentam um melhor desempenho
zootécnico, crescendo aproximadamente 30% a mais que 0s machos até a fase da primeira
maturacdo sexual. Isso ocorre porque os machos ficam precocemente maduros e as fémeas
atrasam um pouco mais a sua maturidade sexual (Graeff et al., 2008). Assim, Amaral Junior et
al. (2008) utilizaram dosagens do hormonio 17p-estradiol na racéo para definir um protocolo de
feminizacdo do jundia e constataram que foi efetivo o aumento do nimero de fémeas nos lotes
tratados. Com tudo, melhores resultados seriam obtidos se fosse conhecido 0 momento exato de

diferenciacdo sexual.
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5. DETERMINACAO E DIFERENCIACAO SEXUAL

Para entender melhor o processos fisiologicos reprodutivos é necessario que 0s conceitos
de determinacdo sexual e diferenciacdo sexual sejam bem esclarecidos, pois Sdo processos que
ocorrem de forma e tempos diferentes e ambos séo extremamente importantes para qualquer
espécie de vertebrado. Determinacdo sexual € o mecanismo que estabelece o sexo (género) de
um organismo ainda em desenvolvimento e pode durar minutos ou até mesmo segundos. E
diferenciacdo sexual é o processo morfologico pelo qual uma gbnada indiferenciada passa ao se
transformar em ovério ou testiculo, sendo um processo mais longo que o anterior. Ambos
processos estdo intimamente relacionados nos peixes, apesar de apresentarem diferencas
importantes em suas defini¢cGes (Pandian, 2012; Morais, 2016).

Para os mamiferos, a determinacdo sexual ja estd bem estabelecida e ocorre no momento
da fertilizagdo, com a presenca dos cromossomos sexuais de ambos parentais. Os genes
presentes nestes cromossomos definem o sexo do zigoto através da expressdo de receptores
hormonais, horménios e fatores de transcri¢do, que sdo determinantes para definir o género das
gbnadas ainda indiferenciadas e o sexo fenotipico do individuo (Domenice et al., 2002; Mello et
al., 2005). Assim, a determinagdo sexual em mamiferos ocorre no momento da fertilizacdo e
permanece para o resto da vida, sem alteracfes posteriores. Ja nos os teledsteos, a determinacao
e diferenciacdo das gonadas ocorrem em tempos diferentes e variam grandemente de espécie
para especie.

Muitos estudos ja foram realizados sobre determinacéo e diferenciacdo sexual em peixes,
e pouco foi esclarecido até o momento devido a grande variedade de mecanismos que
influenciam a formacdo e identidade sexual em teledsteos (Devlin & Nagahama, 2002;
Penmam; Piferrer, 2008). Em geral, a maioria dos teledsteos apresentam individuos com sexos
separados, ou seja, sdo didicos (gonocoristicos/gonocéricos). Entretanto, diferente dos
mamiferos, ao inicio da embriogénese, os peixes ndo possuem sexo definido, uma vez que as
gbnadas ndo estdo diferenciadas em testiculos ou ovarios. Existem apenas precursores
embriologicos que dardo inicio ao processo de diferenciagdo como: as células germinativas
primordiais e as células somaéticas. Neste estagio de desenvolvimento, estas células sdo
pluripotentes, podendo dar origem a ambos o0s sexos. Na época/tamanho da diferenciagéo, que €
especie-especifica, 0s peixes gonocoricos podem apresentar dois tipos de desenvolvimento
gonadal: indiferenciado (desenvolvimento indireto) ou diferenciado (desenvolvimento direto).
Na diferenciacdo indireta, as gbnadas de todos os individuos iniciam seu desenvolvimento com

caracteristicas semelhantes a um ovario e, posteriormente, em parte dos individuos essa
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estrutura regride dando vez ao desenvolvimento testicular, enquanto a outra parte dos individuos
continua o desenvolvimento ovariano. Ja na diferenciacdo direta, as gbnadas diferenciam-se
diretamente em testiculos ou ovarios (Yamamoto, 1969). N&o é raro encontrarmos espécies de
peixes com altos indices de individuos intersexo. As espécies gonocodricas que apresentam
intersexo sdo, na maior parte, espécies de desenvolvimento gonadal indireto, enquanto que,
dentre os gonocdricos diferenciados, a taxa de intersexo é quase nula (Yamamoto, 1969; Sadovy
de Mitcheson; Liu, 2008). A tabela 3 lista as espécies de peixe cujo tipo de diferenciacao sexual
ja foi identificado e descrito, servindo de base para o desenvolvimento de manejos reprodutivos

e implantagdo de novas tecnologias.

Tabela 03. Teledsteos com o tipo de diferenciagdo sexual conhecido.

Espécie Diferenciagéo sexual Referéncias
Oncorhynchus mykiss Direta Takashima et al., 1980
Barbus tetrazona Indireta Takahashi; Shimizu, 1983
Oncorhynchus kisutch Direta Piferrer; Donaldson, 1989
Cyprinus carpio Direta Komen et al., 1992
Abramis brama Direta Talikina, 1995
Sebastes schlegeli Direta Lee et al., 1996
Esox masquinongy Direta Linetal., 1997
Dicentrarchus labrax Direta Blazquez et al., 1998
Siganus guttatus Direta Komatsu et al., 2006
Gadus morhua Direta Chiasson et al., 2008
Solea senegalensis Direta Vinas et al., 2013
Anguilla anguilla Direta Geffroy et al., 2013
Danio rerio Indireta Chen; Ge, 2013

Carroll; North, 2014
Vliegenthart et al., 2014
Wager et al., 2014




23

Cyprinus carpio Direta Mazzoni, 2014
Gymnocorymbus ternetzi Indireta Mazzoni, 2015
Pseudoplastystoma fasciatum Direta Valentin, 2016
Tanichthys albonubes Direta Mazzoni, 2017
Corydoras schwartzi Direta Mazzoni, 2017
Amatitlania nigrofasciata Direta Mazzoni, 2017
Poecilia reticulata Direta Mazzoni, 2017

E importante lembrar que o processo de desenvolvimento gonadal dos tele6steos pode
ser influenciado por uma série de fatores, como fatores abidticos, ambientais, hormonios e
disruptores enddcrinos em qualquer fase da diferenciacdo. Portanto, somente quando o processo
de diferenciacdo estiver completo, é que o individuo pode ser considerado fisiologicamente
macho ou fémea (Cesar et al., 2004).

Esta relativa labilidade da diferenciacdo sexual de peixes foi a condicdo fundamental
para o desenvolvimento de populagdes monossexuadas de peixe. Na piscicultura, a criacdo do
género superior zootecnicamente (em ganho de peso, crescimento, coloracdo nos ornamentais,
producdo de caviar, dentre outros) tem trazido grandes vantagens econémicas para piscicultores
nos USA, Europa, Asia e até Brasil.

Partindo desse presuposto, determinar e identificar 0 momento que ocorre a
diferenciacdo sexual das espécies pode também favorecer a aplicacdo de manejos reprodutivos
adequados, beneficiando diretamente a cadeia produtiva das espécies, um vez que um género

pode apresentar um melhor desempenho zootécnico que o outro.

5.1. MORFOGENESE E DIFERENCIACAO GONADAL

Nos teleosteos, as células do saco vitelino ddo origem as células germinativas
primordiais. Ao inicio da embriogénese, essas células migram pelo intestino anterior para
povoarem a crista genital (Nakamura et al., 1974; Foyle, 1993; Braat et al., 1999a; Molyneaux;
Wylie, 2004; Otani et al., 2005). Em seguida, as células germinativas primordiais dispem-se
entre as células somaticas da crista genital e proliferam por mitose constituindo o primordio
gonadal (Patifio; Takashima, 1995; Braat et al., 1999a; Kobayashi et al., 2000). O primoérdio

gonadal é formado no periodo de morfogénese, quando ocorre a proliferacdo das células a partir
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de sucessivas divisdes celulares (mitose), originando uma gonada indiferenciada (Strissmann et
al., 1996; Lin et al., 1997; Meijide et al., 2005; Mazzoni et al., 2014). Esta gonada por sua vez,
passa por uma série de modificacBes estruturais, determinando a formacdo de uma gbnada
feminina ou masculina. Assim, a diferenciacdo gonadal nos peixes inclui mudancas tanto nas
células somaticas, quanto nas células germinativas (Strissmann & Nakamura, 2002), como
divisdes mitoticas de oogbnias ou espermatogbnias a partir das células germinativas primordiais
(Garcia-Alonso et al., 2009), até mudancas estruturais, incluindo proliferacdo mitotica das
células somaticas. Quanto as alteracbes morfologico-estruturais que ocorrem nas gonadas ao
inicio da diferenciacdo, ndo esta claro se o desenvolvimento é determinado em nivel bioquimico
ou celular e nem mesmo se € iniciada nas células germinativas ou nas células somaticas
presentes nas gonadas, ou ainda se acontece nas duas ao mesmo tempo (Devlin e Nagahama,
2002).

Na maioria dos teledsteos, as sucessivas divisdes celulares das células germinativas
primordiais indicam o principio da diferenciacdo gonadal, seja ela ovariana ou testicular, e mais
especificamente quando se inicia o processo de meiose nas fémeas (Nakamura e Takahashi,
1973; Strussmann et al., 1996; Nakamura et al. 1998; Maack e Segner, 2003; Meijide et al.,
2005; Mazzoni et al., 2014). No entanto, existem algumas espécies que ndo seguem essa ordem
de desenvolvimento e a diferenciagcdo inicia-se com a formagdo da cavidade ovariana
precedendo o inicio da atividade mei6tica das oogbnias, como no bagre-americano Ictalurus
punctatus (Patifio et al., 1996), bacalhau do Atlantico Gadus morhua (Haugen et al., 2012) e
tilapia nilética Sarotherodon niloticus (Nakamura e Nagahama, 1985), ou ainda com ambas
ocorrendo de forma concomitante, como na tilapia Mozambique Oreochromis mossambicus
(Nakamura e Takahashi, 1973) e na eelpout viviparo Zoarces viviparus (Rasmussen et al.,
2006). Isso ocorre quando as células somaticas comecam a penetrar os corddes continuos de

CGP’s e reorganizam a estrutura espacial antes do inicio da meiose.

Em estagios mais avancados da diferencia¢do ovariana, e inicio da meiose, as oogonias
originam 0s od6citos e células somaticas presentes nas gonadas diferenciam-se em células
foliculares (Nakamura et al., 2006; Saito et al., 2007; Nakamura et al., 2008). A partir da
formacéo das células primordias, diferentes processos no desenvolvimento gonadal ocorrem de
acordo com o0 género que ira se desenvolver. No estroma ovariano feminino, células
mesenguimais diferenciam-se em células tecais (Wallace; Selman 1990; Grier, 2000, 2007,
2009; Mazzoni et al., 2014) e nos testiculos, as células somaticas que envolvem as

espermatogonias diferencian-se em células de Sertoli (Grier et al., 2005; Meijide et al., 2005,
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Grier; Uribe, 2009; Mazzoni et al., 2014). No intersticio notam-se fibroblastos, células midides,
fibrilas de colageno, granuldcitos e capilares sanguineos (Meijide et al., 2005).

6. CONCLUSAO

Com base no exposto acima e se considerando: i) a importancia ecoldgica e social do
jundié e do pirarucu, ii) seus potenciais produtivos e econdmicos para as regides Norte e Sul do
Brasil respectivamente e iii) o quadro atual de desconhecimento a respeito de suas fisiologias
reprodutivas, o presente trabalho visa caracterizar processo de formacgéo do primoérdio gonadal e
da gbnada em diferenciacdo destas duas espécies nativas, através de sec¢des histoldgicas
seriadas, como subsidio para o desenvolvimento de tecnologias para o cultivo da espécies em
pisciculturas comerciais, em programas de conservacdo e ainda em estudos evolutivos e de

mudancas climaticas.
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Abstract

The pirarucu Arapaima gigas is a giant bony-tongue fish from the Amazon and a promising
species for the Brazilian aquaculture. However, the farming industry of the species is still not
consolidated due to the lack of information about its reproductive physiology. Reproduction in
captivity cannot be manipulated or stimulated and the identification of males and females in a
broodstock is not easy. We aimed at revealing the morphological sex differentiation of pirarucu
as studies involving gonad development are essential for understanding the reproductive
physiology of any species. We performed histological analysis on the whole body and extracted
gonads of 60 (from 2.7 to 17 cm total length-TL) and 90 (from 15 to 80 cm TL) juveniles,
respectively. The first sign of ovary differentiation on pirarucu is the sex-specific rearrangement
of the germ cells. In females of around 9 cm TL, the germ cells become grouped in nests and
restricted to the lateral side of the gonad, in a close contact with the abdomen wall. With further
development, this region suffers invaginations that later develop into the ovigerous lamellae.
Meiosis starts very soon after ovary differentiation. In the presumptive males, the germ cells are
scattered along the elongated differentiating testis at first, and then become more restricted to
the central region where the spermatogonial cysts develop. In pirarucu, the somatic cells appear
to be involved in the process of germ cell reorganization during gonadal differentiation,
specifically when the germ cells of undifferentiated gonads begin to establish new associations
during the development of both the germinal epithelium and stroma.

Keywords: Amazonian basin, gonad differentiation, ovary, primordial germ cell, somatic cell.
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1.INTRODUCTION

In the recent decades, changes in food habits and the growth of the world population have
fostered a growing search for fish meat as a healthy animal protein. This global situation
represents a challenge for the aquaculture industry, since natural fish stocks are decreasing and
directly affecting the extractive fishing.

For a future scenario, Brazil has all the favorable conditions to outstand against the largest
fish producing countries in the world. However, in order to reach this potential, it is necessary to
develop technologies for the sustainable economic exploitation of the natural resources existing
in each region of the country. In the Amazon basin, the pirarucu Arapaima gigas (Schinz, 1822)
has been distinguished for its potential for continental fish farming. There are numerous
advantages that justify an effort to subsidize and develop the cultivation of the species. For
instance, the size (it is the largest freshwater fish in the world, Goulding, 1980; Santos et al.,
2004), high carcass yield, rapid growth, good feed conversion, and competitive price have
stimulated the farming of pirarucu in the last years. Moreover, the international interest for its
meat voided of small bones (Lima et al., 2015) and wide geographic distribution (Pereira, 1954)
make the pirarucu a valuable fish. However, in spite of several economic advantages, there are
still some relevant bottlenecks in the pirarucu production cycle. Among them, the lack of
technology for manipulating the reproduction stands out, and farmers still depends on the
natural mating and reproduction to produce fingerlings. This situation means a huge hindrance
and delay for the commercial production of the species.

Sexual differentiation is a minutely coordinated cascade of morphological events that
occur during gonadal development that allow the expression of the genetic sex into the
appropriate phenotypic sex. It involves the formation of the gonadal ridge, including the
migration of primordial germ cells, the establishment of the gonadal primordium, and the
consolidation of the undifferentiated gonads into testes or ovaries (Bruslé & Bruslé, 1983). The
characterization of gonadal morphophysiology is fundamental for the establishment of any
livestock, evolutionary studies, climate change and comparative biology. In fish, gonad
differentiation and development was first characterized by Padoa (1937) in rainbow trout
Oncorhynchus mykiss, and today the processes are described for more than 30 fish species.

The sexual differentiation in fish can be direct, in which the gonad differentiates directly
and definitively into an ovary or testis, or indirect, when all the individuals first develop an
ovary-like gonad and later in part of the population this initial ovary regresses and a stable
testicular development occurs (Yamamoto, 1969; Maack & Segner, 2003; Chen & Ge, 2013). In
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most fish species, the ovarian differentiation occurs before than the testicular and develops in a
species-specific manner. Ovarian differentiation has been identified as high germ cell
proliferation, onset of meiosis or even formation of the ovarian cavity in different species
(Devlin & Nagahama, 2002). In addition, the period in which differentiation occurs is also
species-specific, ranging from 1 day post hatching (medaka Oryzia latipes; Satoh & Egami,
1972) to 8 months of age (sturgeon Acipenser baerii; Vizziano-Cantonnet et al., 2016).
Considering the ecological, evolutive and social importance of the pirarucu, its economic
potential, and the gap of knowledge regarding the reproductive physiology, we performed the
histological characterization and timing of the sexual differentiation of the species. This
represents the beginning of a series of studies involving the reproduction of pirarucu by our
group in Embrapa, as a subsidy for the development of technologies for pirarucu farming,

conservation programs, and studies on evolution, comparative biology and climate change.
2. MATERIAL AND METHOD
2.1. FISH AND SAMPLING

Pirarucu (Arapaima gigas) juveniles of different sizes (2.7 to 80.0 cm total length -TL)
were purchased in commercial farms from different regions of Brazil: Coari (Amazonas),
Presidente Figueiredo (Amazonas), Pimenta Bueno (Ronddnia), Santarém (Pard) and Palmas
(Tocantins). The specimens of 2.7 to 6.9 cm TL (n = 20) were anesthetized with 0.01%
benzocaine (Acros®, New Jersey, USA) and sacrificed by cerebral concussion. A central
section of the abdomen, near the urogenital pore (Figure 1a), was cut and immediately fixed in
5% glutaraldehyde in phosphate buffer (0.1M at pH 7.2) for a minimum of 24 hours. The
samples were dehydrated and included in glycol methacrylate (Leica®, Heidelberger,
Germany). The 5 um thick serial histological were stained with toluidine blue (1%) borax (1%).

The specimens of 7.0 to 17 cm TL (n = 40) were anesthetized with 0.06% Eugenol
(Sigma®; Saint Louis, MO - USA), sacrificed by concussion and immediately fixed in 10%
formaldehyde for 48 hours. After fixation, a section of the central part of the abdomen, near the
urogenital pore (Figure 1a), was cut, dehydrated in alcohol, embedded in paraffin, sectioned
serially at 4 um and stained with hematoxylin-eosin.

The specimens from 15 to 80 cm TL (n = 90) were sedated with 0.01% benzocaine and
sacrificed by cerebral concussion, after biometry. Afterwards, the left gonad (Figure 1b) was
identified, photographed, removed and immersed in 5% glutaraldehyde in phosphate buffer
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(0.1M at pH 7.2) for 24 hours individually. After dehydration, the gonad was included in glycol
methacrylate, cut serially in 5 um thick sections and stained with hematoxylin-eosin.

The study was approved by the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA) of
Embrapa Amazonia Ocidental, under the protocol number 01/2018. The project has

Authorization of Access to Genetic Heritage under number A5784B5.

Figure 1. Sampling of A. gigas for histological studies.
a) Sample of a central section of the abdomen sampled
form fish of 2.7 to 17 cm total length (TL); b) Removal
of the left gonad (pointed by the scissors) from fish of
15 to 80 cm TL. Scale bar represents 0.54 cm in a.

2.2. ANALYSIS

The abdomen fragments and gonads were analyzed for the shape, location and presence of
germ cells. We also analysed the formation of the main gonadal structures, such as ovigerous

lamellae, germinal epithelium and germ cell cords.

3. RESULTS
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3.1. GONADAL PRIMORDIUM AND UNDIFFERENTIATED GONAD

The gonadal primordium of pirarucu was observed in individuals from 2.7 cm TL. It is a
single organ, suspended in the left portion of the abdomen by a thick fibrous mesogonadium,
below the adapted swimming bladder (Figure 2a). The gonadal primordium could be
characterized by the presence of somatic cells and rare primordial germ cells (PGCs). The PGCs

were present isolated or in pairs in between the abundant somatic cells (Figure 2b).

Figure 2. Gonadal primordium (gp) of A. gigas (2.8 cm total length). a) Localization of the
gonadal tissue in the abdominal cavity; b) Magnification of the single (left) gonadal tissue.
Adapted swimming bladder (asb), intestine (i), body wall (bw), right mesogonadium (rm),
primordial germ cell (pgc) and somatic cell (sc).

Only the left gonad was present in all analyzed fish, regardless of the size. There was no
indicative of a gonad precedent formation on the right side that eventually underwent
regression. However, in the majority of individuals analyzed, remnants of the right
mesogonadium could be observed, somehow longer than the left mesogonadium.

The undifferentiated gonads were observed in individuals from 4.5 cm TL. The
undifferentiated gonad was larger than the gonadal primordium because of a major increase in

the number of somatic cells.
3.2 OVARIAN DIFFERENTIATION

The undifferentiated gonads of A. gigas originated directly ovaries or testes, and the
ovarian differentiation occurred earlier than the testicular.
The ovarian differentiation was observed in individuals from 9.2 cm TL, when the

epithelial cells of the lateral region of the gonadal primordium, originally squamous, began to
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gain a cuboid shape resulting in a lateral enlargement of the gonad (Figure 3a and b). With
further development, the germ cells became restricted to this region of the gonad, grouped in
nests and surrounded by somatic cells. Structurally, these nests together with the epithelial cells
formed the germinal compartment of the ovary. At this stage, the germ cells could be identified
as oogonia and the somatic cells as pre-follicle cells. In females of 15 cm TL, the ovarian
stroma and the germinal compartment could easily be identified (Figure 3c and d). In larger
females, the germinal tissue suffered invaginations, which lead to the establishment of the
germinal epithelium. These invaginations become more prominent, originating the ovarian
lamellae. In differentiating ovary, the number of germ cells was high due to their intense
proliferation by successive mitoses.

In the presumptive males of same size, the gonads remained homogeneous and apparently
with a reduced number of PGCs (Figure 3e and f). In these gonads, the germ cells were not

restrict to a specific area, but instead distributed scattered over the gonad.
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10 pm

Figure 3. Differentiating ovary (do) and testes (dt) of A. gigas. Ovary in: a and b) 9.2 cm total length
(TL) female; c and d) 16 cm TL female; and testes of 14 cm TL male in e and f. Intestine (i), body wall
(bw), germ cell (gc), cuboid epithelial cell (cec) and germinal epithelium (ge).

3.3 PRIMARY GROWTH AND PRE-VITELOGENESIS

Soon after ovary differentiation, some oogonia entered meiosis, originating the prophase
oocytes, which remained within the germline cysts (Figure 4). The oocytes were round, with a
slight acidophilus cytoplasm and nucleus containing chromatin in different forms of

organization, according to the stage of the prophase in which they were. At this stage, the gonad
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- already established as an ovary - consisted of isolated oogonia, cysts of oogonia and oocytes,
follicle cells, and somatic (including epithelial) cells.

Preceding the primary growth, the diplotene oocytes were gradually and individually
involved by the follicle cells originating the ovarian follicles. As they grew and increased their
volume, they formed the previtelogenic oocytes. The constant entry of the oogonia into meiosis
and the increase in cellular volume of the pre-vitellogenic oocytes resulted in a rapid and
constant expansion of the germinal epithelium of the ovary. Consequently, there was a major
development and increase of the ovigerous lamellae invaginations on the lateral side of the
ovary. However, this ovarian growth was not uniform in all females. For instance, the females
from Presidente Figueiredo presented larger and more developed ovaries (in amount of pre-
vitellogenic oocytes) than females from Tocantins, for instance (Figure 4a and b versus e and f).

During pirarucu ovarian differentiation and development, the ovary remained flat and
elongated in the abdominal cavity, suspended by the thick and firm mesovary. This structural
pattern was observed until the complete differentiation of the gonad, constantly increasing in

volume according to the fish body size.
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Figure 4. Growing ovary of A. gigas. a and b) Initial formation of the ovigerous lamellae (15 cm total
length — TL fish); ¢ and d) Further development and growth of the germinal epithelium (35 cm TL fish);
Small ovary in 46 cm TL female in e and f. Diplotene oocyte (do) surrounded by follicle cells (fc)
forming the ovarian follicles; oogonia (0g), previtelogenic oocyte (pvo) and germinal epithelium (ge).

3.4 TESTICULAR DIFFERENTIATION

The testicular differentiation of the pirarucu was also characterized by the spatial

rearrangement of germ and somatic cells in the undifferentiated gonad. PGCs were first
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homogeneously distributed among a large number of somatic cells (Figure 3f) in the
differentiating testis.

With the constant development of the testis, the germ cells, now differentiated in
spermatogonia, became gradually concentrated in the central portion of the organ, and there was
no germ cells left in the periphery of the gonad (Figure 5a), as observed in the ovaries.
Spermatogonia were round, with abundant cytoplasm and condensed chromatin (Figure 5b).
With constant mitosis, the spermatogonia formed testicular cords that are typical of the
testicular germinal epithelium and eventually originates the spermatogonial cysts, surrounded

by the somatic Sertoli cells.

Figure 5. Growing testis (t) of A. gigas. a and b) Immature testis (75 cm total length male). Germinal
epithelium (ge), interstitium (i), spermatogonia (sg) and Sertoli cell (Sc).

The largest male evaluated in this study had 75 cm TL and none male contained

spermatocyte (meiotic) cysts.

4. DISCUSSION

The pirarucu A. gigas, native from the Amazon basin, is the most promising fish for the
consolidation of the Brazilian native fish farming. Different features contribute to this potential:
it is a docile and easily domesticated fish, large (reaching up to 200 kg), air breathing, highly
resistant to temperature variations and, especially, its meat has already a high market value.
Nowadays, the greatest obstacle for the consolidation of the pirarucu industry is the absence of a
constant production of seeds to sustain the production line. In farms, the production of pirarucu

fingerlings depends on natural reproduction of isolated couples, which beforehand must be
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properly sex identified. Hence, pirarucu farmers completely relay on natural mating and
breeding. The lack of scientific information on the reproductive physiology of the species
contributes to this technological delay for the reproduction of farmed pirarucu. We present here
the histological description of pirarucu sexual differentiation, contributing with knowledge of
the development and subsequent gonadal activity as a basis for the improvement of the
commercial production of the species.

As the majority of the teleost, at hatch the pirarucu does not present the phenotypic sex,
and the gonad-component cells are pluripotent, i. e., can give rise to both genders (Cesar et al.,
2005). Several genetic and/or environmental factors may influence the definition of the sex in
this case due to the great plasticity during the development of their structures, and the variety of
sex determination systems that occur in the teleost species (Devlin & Nagahama, 2002).

The pirarucu, species belonging to the most primitive group of teleost, possess only the
left gonad, located dorsum-laterally in the abdominal cavity, suspended by a thick and fibrous
mesogonadium (Godinho et al., 2005; and present work). Based on macroscopic and
histological analyzes of 150 juveniles from 2.7 to 80 cm total length (TL), there is no evidence
of formation and subsequent regression of the right gonad, as suggested by Fontenele (1948).
However, in the majority of the individuals analyzed up to 17 cm (of which a part of the
abdomen was included entirely, without the removal of the gonad), a remnant of the right
mesogonadium was present.

As in most fish species (reviewed in Mazzoni & Grassiotto, 2014), the undifferentiated
gonad of pirarucu is characterized by the presence of somatic cells and primordial germ cells
(PGCs). The PGCs are initially isolated or in pairs among the abundant somatic cells. Generally
in teleost, the successive cellular divisions of PGCs can indicate the onset of gonadal
differentiation, ovarian or testicular, as well as meiosis points the future females (Nakamura &
Takahashi, 1973; Striissmann et al., 1996; Nakamura et al., 1998; Maack & Segner, 2003;
Meijide et al., 2005; Mazzoni et al., 2014). However, there are some species that do not follow
this order of development and the differentiation starts with the formation of the ovarian cavity
before the intensification of the PGC mitotic and/or meiotic activity, as for the American catfish
Ictalurus punctatus (Patifio et al., 1996), tilapia Sarotherodon niloticus (Nakamura &
Takahashi, 1973) and Atlantic cod Gadus morhua (Haugen et al., 2012). There are still some
species in which both events occurs simultaneously, as the Mozambique tilapia Oreochromis
mossambicus (Nakamura & Takahashi, 1973) and the viviparous eelpout Zoarces viviparus
(Rasmussen et al., 2006). This occurs when the somatic cells begin to penetrate the continuous

strands of PGC's and reorganize the spatial structure before the onset of meiosis.
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An important factor for fish sex expression is the process of cellular development and the
spatial distribution of the cells along the (still) undifferentiated gonadal tissue. According to
Nakamura et al. (1998), the morphological differences in the stroma can give a more correct
indication of the moment of the sexual differentiation than the germ cell morphology itself. The
sexual differentiation of A. gigas is gonochoric direct, and begins in fish of approximately 9 cm
TL. It is a process initially characterized by i) changes on the epithelial cell format and ii)
spatial restriction of the germ cells. The squamous epithelial cells of the lateral area of the
gonad become cuboid, which is typical of ovarian epithelial cells. At the same time the germ
cells concentrate in this lateral region, in pairs or groups. These cell clusters are surrounded by a
particular type of somatic cells, known as pre-follicle cells. With this spatial arrangement it is
easy to distinguish the germinal epithelium of the pirarucu growing ovary. At this stage, the
ovary has two distinct compartments - the germinal epithelium, containing the germ cells, and
the stroma, both separated only by a continuous basement membrane.

Soon after the spatial restriction of the oogonia in the future ovigerous lamellae, some of
them initiate the process of cell division, multiplying their number by successive mitosis
(originating new oogonial groups) or entering into meiosis originating the oocytes (meiotic
prophase). The high mitotic activity of germ cells in developing ovaries is very common in
different fish species (Strussman & Nakamura, 2002; Lewis et al., 2008; Haugen et al., 2012).
Some 15 cm TL females of pirarucu have already ovaries with distinctive germinal epithelium,
ovigerous lamellae and oocytes in dipotene (Figure 4). Diplotene oocytes are individually
involved by the follicle cells, which also proliferate, originating the ovarian follicles. According
to Le Menn et al. (2007), Grier & Uribe (2009) and Mazzoni et al. (2014), the primary follicles
are settled on the basement membrane that isolates them from the other cellular components. As
they grow and enlarge, the early diplotene oocytes enter into primary growth, known as pre-
vitellogenic oocytes.

It is interesting to note that even in this initial phase of A. gigas organogenesis, there is
already a difference in the gonadal development among females from different locations, a trait
already reported by Godinho et al. (2005) working with prepubertal pirarucu. In the present
work, we observed that some 15 cm TL females from Presidente Figueiredo (Amazonas) had
well-developed lamellae with prophase oocytes, while 46 cm TL females from Palmas
(Tocantins) presented oocytes in pre-vitellogenesis, but smaller and less developed (Figure 4a
and b versus e and f). If this asynchronous ovarian development is due to differences in
temperature, body condition, or if it is intrinsic of different populations, it remains to be

properly investigated.
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From the beginning of its development, the pirarucu ovary is a compact organ and does
not present any type of cavity, except for the blood vessels. Indeed, in adult females of pirarucu,
the ventral part of the ovary is foliaceous, without any ovarian capsule or oviduct (Fontenele,
1948; Godinho et al., 2005). Due to these morphological characteristics, the oocytes are
released into the abdominal cavity and thereafter into the environment by the urogenital papilla.

On the other hand, in the males the testicular differentiation appears to be later and slower,
especially regarding to the germ cell proliferation. Unfortunately, the quality of the smaller
specimens (paraffin embedded) did not allow us to perform any stereological approach, such as
the germ cell number in this study. At the beginning of pirarucu testicular differentiation, the
germ cell distribution is disperse throughout the organ and arranged in fine cell cords. Theses
cords eventually fragment giving rise to several groups of spermatogonia, isolated by one or
more Sertoli cells, called the spermatogonial cysts. Eventually the spermatogonial cysts become
restricted to the central area of the testis. As meiosis in male pirarucu begins only in fish above
100 cm TL (Godinho et al., 2005), most probably during this juvenile stage the testis undergoes
only allometric growth, with slow but constant proliferation of isolated type A spermatogonia.

The knowledge on the process of gonadal differentiation in fish is important for adequacy
of reproductive management and development of new technologies. The present work presents a
temporal description of the morphological aspects that characterize the sexual differentiation of
A. gigas. The ovarian differentiation occurs before the testicular and begins with sex-specific
changes in the epithelial cells, which from squamous (in the undifferentiated gonad) become
cuboid in the region of the future ovigerous lamellae. At the same time, the germ cells
concentrate in this region, forming nests of oogonia and characterizing, together with the pre-
follicle cells, the germinal epithelium of the developing ovary. There is no ovarian cavity
formation. Soon after the consolidation of this spatial conformation, the oogonia differentiate
into oocytes, which then initiate the meiotic prophase. In fish from different location the
development and growth of the oocytes and consequently of the ovary itself appears to be
uneven. It would be interesting to investigate whether this occurs by influence of local factors,
such as temperature and body condition of the individuals or by genetic differences between the
populations. In males, germ cells are initially scattered along the gonad, posteriorly being
restricted to the central region of the gonad (in the ovaries, the germinal epithelium is restricted
to the periphery). With further testis development, each spermatogonium originates a

spermatogenic cyst that will initiate the meiosis in fish above 80 cm TL.
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ASPECTOS MORFOLOGICOS DA DIFERENCIACAO SEXUAL DO JUNDIA Rhamdia
quelen (Quoy & Gaimard, 1824)
LAmaral, A.C., 2Almeida, F.L.

Parte de manuscrito a ser submetido a revista Gene sobre diferenciacao sexual fenotipica e
genética do jundia Rhamdia quelen.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o crescimento populacional se tornou um grande desafio para o
agronegocio, reforcando a necessidade de intensificacdo da produgdo agricola e pecuaria em
todo o mundo. Dentre as atividades pecudrias, a aquicultura vem se destacando, pois, segundo
dados da FAO (2018), o item alimentar mais consumido de 1961 a 2016 foi o pescado, com um
aumento médio anual de 3,2%, excedendo o crescimento populacional (1,6%) e o consumo de
todos os outros animais terrestres (2,8%). Isso demonstra a importancia da aquicultura, uma vez
que a0 mesmo tempo em que o pescado é o item alimentar mais consumido no mundo, 0s
estoques naturais de peixes estdo diminuindo constante e rapidamente.

Assim, cabe a piscicultura a missdo de aumentar a oferta do pescado, principalmente em
paises como o Brasil, que possuem caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento da
aquicultura, mas ainda ndo alcancaram seu potencial de producdo aquicola. Para isso, €
necessario que sejam desenvolvidas tecnologias adequadas para a exploracdo econdmica
sustentavel dos recursos naturais existentes em cada regido do pais. Neste sentido, na regido Sul
do Brasil, o Jundid Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824) vem se destacando por apresentar
diversas caracteristicas peculiares que favorecem seu cultivo e justificam o esforco para
subsidiar e desenvolver o cultivo da espécie. Esta espécie se destaca no cultivo por ser um bagre
onivoro (Epagri, 2016), atingir 600 g a 800 g de massa corporal em apenas oito meses (Borges,
2005), apresentar um excelente desempenho zootécnico, destacando o répido crescimento, a
facil adaptacdo a criagdo intensiva, rusticidade, facilidade para inducéo a reproducéo, alta taxa
de fecundacdo, possuindo ainda carne saborosa com baixo teor de gordura e com poucas
espinhas (Luchini; Avendano, 1985; Carneiro et al., 2002; Fracalossi et al., 2004). Em 2017 o
jundia ja era a terceira espécie mais produzid ano Rio Grande do Sul, em mono ou policultivo,
junto com tilapia (Peixe Br, 2018).

Em cultivo, as fémeas de jundid apresentam desempenho zootécnico muito superior ao
dos machos, crescendo aproximadamente 30% a mais até a fase da primeira maturacdo sexual.
Isso ocorre porque 0s machos apresentam maturacdo sexual bem mais precoce que as fémeas
(Ghiraldelli et al., 2007; Graeff et al., 2008). Em casos como este, o cultivo de populagéo
monossexo de fémeas aumenta enormemente a lucratividade da atividade, além de propiciar
lotes mais uniformes e, consequentemente, mais valorizados. Ha alguns anos, Amaral Junior
(2008) ja havia iniciado os estudos para a formacdo de lotes monosexuados de jundia, porém a

eficiéncia néo foi alta (70 a 80%). Isso muito provavelmente devido a lacuna de conhecimento
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acerca do momento certo da diferenciacdo sexual da espécie. Para se reverter o sexo fenotipico
de peixes, é fundamental identificar quando os individuos se diferenciam sexualmente. Somente
com base nesses dados, os protocolos de inducdo de sexo fenotipico podem ser eficazes.
Segundo Piferrer (2001) e Wang et al. (2008), inversdes sexuais inferiores a 100% geralmente
ocorrem por dosagem hormonal insuficiente e/ou tempo curto de tratamento.

A diferenciagdo sexual é uma processo minucioso de eventos morfoldgicos que ocorrem
durante o desenvolvimento gonadal e que permitem a expressdo do sexo genético para 0 sexo
fenotipico apropriado. Atualmente, aproximadamente 30 espécies de peixes j4 tém o seu
processo de desenvolvimento gonadal caracterizado, possibilitando o desenvolvimento de
técnicas de cultivo de peixes de valor econémico, além de fornecer dados para estudos
evolutivos, de mudanca climatica e de biologia comparada.

Considerando o potencial econémico do jundia na regido Sul do Brasil, e a lacuna de
conhecimento a respeito de sua fisiologia reprodutiva, realizamos a caracterizacdo histologica
do processo de diferenciacdo sexual da espécie. Este estudo tem como objetivo auxiliar na
otimizacdo de um protocolo eficiente de feminizacdo, e foi desenvolvido em paralelo com

estudos genéticos acerca da determinacdo sexual da espécie.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. PEIXES, AMOSTRAGENS E PROCESSAMENTO DO MATERIAL

Larvas de jundid (Rhamdia quelen) foram adquiridos de piscicultura comercial em
Campos do Jorddo, SP e mantidas em tanques experimentais nas instalacbes da Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegdcios - APTA, da Secretaria de Agricultura e Abastecimento em
Campos do Jorddo. Os peixes foram mantidos com renovacdo parcial de agua, fotoperiodo e
temperaturas normais da regido e receberam dieta ad libitum na taxa diéria de 5% da biomassa.

As coletas foram realizadas na segunda, quarta e sexta semanas de vida, e foram
realizadas individualmente. Em cada amostragem, 12 espécimes foram capturados
aleatoriamente (n total = 36), sedados com benzocaina 0.01% e eutanasiados. Uma seccdo do
abdomen, perto do poro urogenital, foi removida e imediatamente imersa em solucéo fixadora
para histologia (Bouin) por pelo menos 24 horas. Apos fixagédo, as amostras foram desidratadas
em série crescente de etanol, infiltradas e incluidas em glicol metacrilato (Leica®; Heidelberger,

Alemanha). Foram realizados cortes histoldgicos seriados transversais no sentido cranio-caudal
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de 5 um de espessura e corados com azul de Toluidina (1%) bérax (1%). A documentagdo
histolégica foi realizada através de microscépio acoplado a uma camera digital e um
computador com o programa Leica QWIN.

O trabalho foi previamente aprovado pela comissdo de Etica para 0 Uso de Animais
(CEUA) da Embrapa Amazonia Ocidental, sob o protocolo nimero 01/2018. E também possui
cadastro para Autorizacao de Acesso ao Patrimdnio Genético sob o nimero A5784B5.

2.1 ANALISES

Os fragmentos abdominais foram primeiramente analisados quanto a presenca, localizacao
e forma das gbnadas. Nas gonadas foram avaliadas a presenca de células germinativas, além de

outras estruturas importantes, como lamelas ovigeras e epitélio germinativo.

3. RESULTADOS
3.1. LOCALIZACAO DA GONADA

Desde as gbnadas indiferenciadas, ambas gonadas estavam presentes em todos 0s peixes
analisados. As gdnadas ficam na porcéo dorsal da cavidade celomatica, suspensas por um curto
mesogonadium, tornando-se bem visiveis ao final da bexiga natatoria e inicio do rim (Figura 1).
As gbnadas ficam localizadas em quase toda extensdo da cavidade celomatica, logo, através de
cortes seriados transversais, foi possivel identificar sua localizacdo (posi¢cdo) nas diferentes
regides analisadas. Na regido cranial, as gonadas foram observadas nas extremidades laterais
entre rim e figado (Figura 1B). No entanto, a medida que os cortes foram avancando e se
aproximando da regido caudal, observou-se que a localizacdo foi se modificando, ocorrendo a
aproximacdo das mesmas, quando estdo proximas de se fundirem a papila urogenital (Figuras 1
CeD).
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Figura 01: Localizacdo das gbnadas em cortes histoldgicos seriados transversais de jundid R. quelen
com quatro semanas pos-eclosdo. A) Regido cranial, inicio da bexiga natatoria e sem indicios de génada.
B) Regido cranial, proximo ao fim da bexiga natatdria e inicio do rim, primeiras imagens da gbnada
indiferenciada (circulo vermelho). C) Presenca de ambas gbnadas entre rim e figado. D) Regido caudal,
préximo ao orificio urogenital, quando as génadas se aproximam. Notar que a bexiga natatoria divide-se
em dois compartimentos. BN - Bexiga natatoria; F - Figado; I - Intestino; PA- parede do abdominal; R -
Rim. (Colorag&o: Azul de toluidina).

Em jundia, ndo foi possivel localizar a gbnada em peixes com duas semanas pos-eclosdo
(spe) por problemas de processamento do material. Mesmo assim, nos peixes de 4 spe, foram
verificadas gonadas ainda indiferenciadas ou em inicio de diferenciacdo ovariana. A gdnada
indiferenciada caracteriza-se pela presenca de células somaéticas e raras células germinativas
primordiais, grandes, com formato inicialmente eliptico e nucléolos evidentes. Na maioria das
gbnadas analisadas, essas células estavam isoladas entre as células somaticas (Figura 2).



Figura 2: Gonada indiferenciada de jundia R. quelen com quatro semanas
pos-eclosdo. A) Peixe 1. Regido proximal; B) Peixe 4. Regido mais caudal.
Célula germinativa primordial (seta) apresentando formato arredondado (em
A) ou eliptico (em B), com nucléolo evidente, e isolado entre as células
somaticas. | - Intestino; VS — vaso sanguineo; R - Rim. (Coloracdo: Azul de
toluidina).

3.2. DIFERENCIACAO GONADAL
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Muito provavelmente com o desenvolvimento da génada primordial, o nimero de CGP
aumentou da quarta & sexta semana de vida, com sucessivas mitoses, que é caracteristico da
gbnada indiferenciada. As gbnadas indiferenciadas de jundia originaram diretamente ovarios ou
testiculos e o inicio da diferenciacdo ovariana pode ser observada em alguns exemplares de 4
spe, enquanto que a diferenciacdo testicular foi observada somente em individuos de 6 spe.

A diferenciacdo do ovario iniciou-se com pequenas projecoes do epitélio gonadal que
formaram uma curva no 6rgdo, marcando o inicio da formacdo de uma cavidade, a cavidade
ovariana (Figura 3), ainda em gbnadas bem pequenas. Com isso, houve uma alteracdo na
organizacdo espacial da gbnada e esta passou a ter um formato mais abaulado, com uma
cavidade fechada em seu interior. Avaliando os exemplares com 6 spe, 0S OVArios em
diferenciacdo mostravam-se maiores, e com cavidade ovariana também maior, embora ainda
fechada (Figura 3 D).

Figura 03: Diferenciacdo ovariana de jundia R. quelen. A) Inicio de projecGes (*) do epitélio
germinativo em peixe de 4 semanas pos-eclosdo (spe), magnificado em B. C) Formacdo de uma
curva na face mediana da génada em peixe de 4 spe. D) Ovério com cavidade fechada (setas) em
peixe de 6 spe. CG — Célula germinativa; CS — Célula somatica; I - Intestino; VS- vaso sanguineo;
R - Rim. (Coloragdo: Azul de toluidina).
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Nos provaveis machos de 4 spe, as gbnadas permaneceram com aspecto indiferenciado,
ou seja, as células germinativas estavam no interior da gbnada, sem arranjos celulares ou
morfologicos especificos (Figura 4 A). J& nos machos de 6 spe, foi possivel obsevar o inicio da
diferenciacéo testicular, com o surgimento de 2 a 3 I6bulos na regido lateral das génadas (Figura
4 B). No inicio, as céelulas sométicas dessa regido das génadas alteraram seu arranjo espacial,
causando um abaulamento na gbnada, que se tornou bem rendonda e depois sofreu algunas
invaginacdes profundas. Essas invaginacfes formaram entdo os l6bulos, que continham células
germinativa isoladas ou em pares, entre células somaticas achatadas ou elipticas. Com o
crescimento do 6rgdo, o numero de I6bulos aumentou gradativamente, causando um aumento no
tamanho dos testiculos em desenvolvimento (Figuras 4 C e D). Nesses peixes em diferenciacdo
testicular, as células germinativas, ja diferenciadas em espermatogonias, apresentavam-se
envoltas por células somaticas achatadas, as células de Sertoli. Outros tipos celulares somaticos

estavam agrupados formando nichos celulares arredondados.

Figura 04: Diferenciacdo testicular de jundid R. quelen. A) Gbnadas indiferenciadas em peixe
de 4 semanas pos-eclosdo (SPE). B) Formacdo de sulcos (setas) no epitélio germinativo e
intersticio gonadal em peixe de 6 spe. C) Aumento do nimero de sulcos em peixes maiores,
magnificado em D. CG — Célula germinativa; CS — Célula somética; VS- vaso sanguineo; R -
Rim. (Coloragdo: Azul de toluidina).

AN
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4. DISCUSSAO

Em piscicultura, uma vez identificada a superioridade de um género em relagdo ao outro,
busca-se a producdo de lotes monossexo, com o objetivo de otimizar a producdo ao maximo e
com isso alcancar maior rentabilidade, sem negligenciar a sustentabilidade e seguranga
bioldgica da atividade. A técnica de se produzir peixes de um unico sexo somente ¢ possivel
porque os mecanismos de determinagdo e diferenciagdo sexual em tele6steos séo variados e,

principalmente, muito labeis.

Entretanto, para se desenvolver essa tecnologia para uma determinada espécie, estudos
prévios espécie-especificos sa0 fundamentais. Dentre eles, destacam-se a identificacdo do
mecanismo de determinagdo sexual e a caracterizacdo temporal do processo de diferenciacdo
das gonadas.

O jundia Rhamdia quelen é uma espécie que vem se destacando na piscicultura da regido
sul do Brasil e se demonstra promissora para a industria aquicola brasileira. Como a fémea
chega a ser 30% mais pesada que o macho de mesma idade, a busca por um protocolo eficiente
de populacdo monossexo de fémeas de jundia tem sido alvo de diferentes estudos (Graeff et al.,
2008; Amaral Junior et al., 2008). Apesar desta busca, este € o primeiro trabalho voltado a
caracterizacdo histologica da diferenciacdo sexual do jundia, para o qual foram analisados
exemplares de 4 e 6 semanas pos-eclosdo (spe).

Assim como a maioria dos teledsteos, o jundia ndo apresenta o sexo definido no periodo
de embriogénese. Neste estagio, as células das gbnadas sdo pluripotentes, podendo dar origem a
ambos os sexos (Cesar et al., 2005). A eclosio, as larvas de telesteos ndo apresentam gonadas
bem definidas e primeiros forma-se um primérdio gonadal, que é a crista gonadal povoada por
células germinativas, de origem extra-embrionaria. Com o desenvolvimento desta estrutura
primordial, a gbnada indiferenciada é entdo caracterizada pela presenca de células somaticas e
células germinativas primordiais (CGP's), que ficam inicialmente isoladas ou em pares entre as
células somaticas (Mazzoni et al., 2014).

Na maioria dos teledsteos, as sucessivas divisdes celulares das CGP's indicam o principio
da diferenciacdo gonadal, seja ela ovariana ou testicular, e mais especificamente quando se
inicia o processo de meiose nas fémeas (Nakamura e Takahashi, 1973; Strissmann et al., 1996;
Nakamura et al. 1998; Maack e Segner, 2003; Meijide et al., 2005; Mazzoni et al., 2014). No
entanto, no jundid essa alta proliferacdo das células germinativas ndo foi observado em nenhum
exemplar e o inicio da diferenciacdo dos ovarios foi marcada pelo desenvolvimento da cavidade

ovariana em peixes a partir de 4 spe. A formacdo da cavidade ovariana em jundia da-se por uma
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reorganizacao das células epiteliais, que comecam a se projetar e se encurvam, formando um C
e reorganizando a estrutura espacial da gonada, originando, finalmente, uma cavidade dentro
dela. Esse tipo de diferenciacdo ovariana ocorre em outros bagres, como o bagre americano
Ictalurus punctatus (Patifio et al., 1996), o bagre africano Clarias gariepinus (Santi et al., 2016)
e o0 cachara Pseudoplatystoma fasciatum (Valentin et al., 2016).

Apb6s a formacgdo da cavidade ovariana, o nimero de células germinativas, agora
diferenciadas em oog6nios aumenta, por uma alta atividade mitdtica. A alta proliferacdo de
células germinativas € comum durante o desenvolvimento de ovarios de muitas espécies de
teledsteos (Strussman e Nakamura, 2002, Lewis et al., 2008). Com isso, 0 ovario de jundia em
diferenciagdo aumenta de tamanho e fica mais arredondado, sempre com a cavidade fechada em
seu interior. Como a cavidade ovariana de jundia ndo se abre em fémeas de até 6 spe, nao foi
possivel analisar a formacdo das lamelas ovarianas nesta espécie com os exemplares utilizados
neste estudo.

Por outro lado, nos machos o desenvolvimento testicular parece ser um pouco mais
tardio, em peixes de 6 spe. Os primeiros sinais da diferenciacdo dos testiculos em jundia é o
surgimento de invaginacdes no epitélio gonadal, que origina de dois a trés I6bulos nas gdnadas.
Com o tempo o numero de Idbulos aumenta, e todo o testiculo fica maior. As células
germinativas também aumentam seu nimero. Esses l6bulos também foram bem caracterizados
no cachara, e marcam o inicio das franjas testiculares, que sdo estruturas tipicas de alguns
bagres (Valentin et al., 2019).

O identificacdo do processo de diferenciacdo gonadal dos peixes serve como base para o
desenvolvimento de tecnologias de producdo e também para estudos de fisiologia, evolucao e
efeitos de mudancas climéticas. O presente trabalho apresenta uma curta descricdao temporal dos
aspectos morfologicos que definem a diferenciacdo sexual do jundia, identificando
principalmente a idade em que ocorre a diferenciagdo ovariana, marco inicial da diferenciagéo
na espécie, e da diferenciacédo testicular, que ocorre mais tardiamente. Embora este estudo nédo
tenha acompanhado o desenvolvimento das gonadas até o inicio da meiose em machos e fémeas
de jundid, os dados aqui apresentados ja contém informagdes suficientes para o direcionamento
de técnicas de inversdo sexual na espécie. Somados aos estudos de expressdo génica das vias de
diferenciacdo ovariana versus testicular que estdo sendo conduzidas em nosso projeto, essas
informacOes caracterizardo, conjuntamente, todo o processo de diferenciacdo sexual desta tdo

importante espécie nativa, contribuindo com dados sobre sua fisiologia reprodutiva.
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CONSIDERACOES FINAIS

A explosdo demogréfica aliada a busca por alimentos saudaveis e a diminuicdo dos
estoques naturais de peixes pela sobrepesca sdo os principais fatores que impulsionaram o
crescimento e o avango da aquicultura mundial. Em geral, a indUstria da piscicultura cresceu
aproximadamente 12 vezes nas Ultimas trés décadas, periodo em que a aquicultura ndo somente
se disseminou, mas também evoluiu em termos de inovacdo tecnoldgica e adaptacdo para
atender as novas exigéncias de mercado, alcancando a producdo mundial de 60 milhdes de
toneladas em 2010. Da mesma forma, embora com um certo atraso, a piscicultura no Brasil se
difundiu e se intensificou, com altos investimentos no aperfeicoamento das técnicas de cultivo,
com o objetivo de melhorar o desempenho produtivo e econdmico na criacdo de peixes. Todas
as espécies de peixe hoje mais produzidas e/ou valorizadas no mundo j& passaram por processos
intensivos de domesticacao, selecdo, manipulacdo sexual e fertilidade. Assim, no Brasil atual,
que apresenta uma aquicultura infante em pleno desenvolvimento, é urgente que sejam
desenvolvidas pesquisas voltadas ao aperfeicoamento de pacotes tecnologicos para as espécies
de peixes com destaque zootécnico em todas as regibes do pais. Com esse intuito, esta
dissertacdo apresenta a caracterizacdo morfoldgica do processo de diferenciacdo sexual de duas
espécies de regides geogréaficas distintas, mas com semelhante interesse para a piscicultura
nacional: o pirarucu (Arapaima gigas) e o jundid (Rhamdia quelen), para 0 embasamento de
tecnologias de producdo em cultivo, visto que a falta de informacdes acerca da fisiologia
reprodutiva destas espécies sdo entraves em suas cadeias produtivas. Ambas sdo espécies que
possuem potencial para alcancar altos niveis de crescimento e de qualidade de carne através de
programas melhoramento genético e por producdo de lotes monossexuados de fémeas.

O pirarucu é um peixe Amazonico com caracteristicas biolégicas muito distintas por ser
uma das espécies mais remotas na cadeia evolutiva dos teledsteos. Devido seu tamanho e sua
carne desprovida de espinhas, este apresenta um grande potencial para a inddstria de aquicultura
da regido Norte, principalmente. Para que o cultivo do pirarucu chegue a nivel industrial, é
necessario que sejam estabelecidos protocolos eficientes de sexagem de formas jovens e de
inducdo hormonal para a espécie. A consolidacdo de qualquer cadeia pecudria se inicia com a
constante oferta de formas jovens de boa qualidade que sustentem a cadeia produtiva. Diferentes
estudos sobre a maturagdo gonadal do pirarucu, os cuidados parentais da espécie e analises
transcriptomicas de tecidos de machos e fémeas ja foram desenvolvidos, demonstrando o grande
interesse da comunidade académica em solucionar os gargalos tecnoldgicos da producéo

industrial do pirarucu.
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No caso do jundid, espécie de crescente importancia na piscicultura da regido Sul, a
criacdo de lotes monosexo de fémeas é muito interessante economicamente, pela superioridade
da fémea (em peso) em comparacdo ao macho. Para isso é fundamental caracterizar o processo
de diferenciacdo sexual da espécie de forma a orientar os protocolos de inducdo sexual
fenotipica.

Como na maioria dos teledsteos, ambas espécies apresentam diferenciacdo sexual direta,
ou seja, as gbnadas indiferenciadas se diferenciaram diretamente em ovario ou em testiculo.
Entretanto, enquanto que no pirarucu a diferenciacdo ovariana foi um pouco mais precoce que a
testicular, no jundia o inicio da diferenciacdo de ovarios e testiculos ocorreu em peixes de
mesma idade. Até o momento, ndo se sabe se as alteracbes morfoldgico-estruturais que ocorrem
nas génadas ao inicio da diferenciacdo é determinado em nivel bioquimico ou celular e nem
mesmo se € iniciada nas células germinativas ou nas células somaticas presentes nas gonadas,
ou ainda se acontece nas duas ao mesmo tempo. Além disso, as estruturas morfoldgicas que
marcam o processo de diferenciacdo sexual (forma) podem variar de acordo com a espécie e
género, o que dificulta ainda mais o processo de caracterizacdo. No pirarucu, marco da
diferenciacdo ovariana (fémea) € a concentracdo das células germinativas na face lateral da
gbnada, cercada por células somaticas pré-foliculares, ao mesmo tempo em que o epitélio passa
de escamoso para cubico em peixes de aproximadamente 9 cm de comprimento total. Com o
desenvolvimento destas estruturas, inicia-se a formagdo de pequenas lamelas ovigeras, que
posteriormente formam as franjas ovarianas, que sdo caracteristicas desta espécie. Os supostos
machos permanecem com a gbnada com aspecto indiferenciado por mais tempo, até que as
células germinativas se rearranjam espacialmente no 6rgdo (concentrando-se em seu interior)
para dar origem aos corddes testiculares. Esses corddes posteriormente se fragmentam
originando os cistos espermatogénicos, ou seja, a intrinseca relacdo das células germinativas
(espermatog6bnias) com as células somaticas. No jundia, a formacdo do ovario se com o
desenvolvimento da cavidade ovariana em exemplares de 4 semanas apés a eclosdo. Essa
estrutura é formada por uma pequena projecéo do epitelio gonadal, que eventualmente se curva
e se fecha, deixando uma cavidade no interior do 6rgdo. Neste trabalho, ndo conseguimos
exemplares de tamanhos suficientes para uma completa caracterizacdo do desenvolvimento
ovariano ou testicular do jundid, mas essa cavidade, inicialmente fechada, mais tarde abre-se
para a formacéo e desenvolvimento das lamelas ovarianas dentro dela. Nos machos de mesma
idade, a gbnada indiferenciada comecga a apresentar sulcos que sdo a origem das franjas

testiculares caracteristicas de algumas espécies de bagres.
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Com base no exposto acima e se considerando: a importancia ecoldgica e social destas
espécies, seus potenciais produtivos e econdmicos para suas respectivas regides e o quadro atual
de desconhecimento a respeito de suas fisiologias reprodutivas, o presente trabalho caracterizou
0 processo de formacdo do primérdio gonadal e da gdnada em diferenciacdo destas duas
espécies, através de estudo em seccdes histoldgicas seriadas, como subsidio para o
desenvolvimento de tecnologias para o cultivo da espécies em pisciculturas comerciais, em

programas de conservacdo e ainda em estudos evolutivos e de mudancas climaticas.



