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ABSTRACT: Reproductive aspects of Sphoeroides greeleyi (Gilbert), Tetraodon-
tidae, from gamboa do Baguacu, Paranagud, State of Parana, Brazil. The present
study analyses the reproductive aspects of Sphoeroides greeleyi (Gilbert, 1900), such
as morphology and histochemistry of carbohydrates in the oogenesis phases, maturity
scale, time and type of spawn, sexual rate and first ripened mature size for females.
From the monthly captured animals (Nov 1998 to Nov 1999) the morphometric data
(entire length and total weight) were extracted and the sex and the gonadal maturity
were determined. Some ovaries were prepared for microscopic analysis that charac-
terized six phases for the development of the ovarian follicles. Through the carbohydra-
tes analysis the acid carbohydrates could be related to the oogenesis maintenance and
the neutral carbohydrates to the beginning of embryonic development. A maturity scale
containing six stages of gonadal development was determined. The reproductive period
is between August and January and the spawn time is from October to January. The
first ripened mature size for females occurs between 6,5cm and 7.5 cm of total length.
The sexual rate shows that there are more females than males during the reproductive
period.
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Estudrios sdo dreas de extrema importancia no crescimento e alimentagao
para juvenis e larvas de intimeras espécies de peixes e invertebrados (BARBIERI et
al. 1991).

Canais no manguezal, chamados gamboas, s@o caracteristicos de planicies
litoraneas dos complexos estuarinos da regido sudeste-sul do Brasil. Sdo vias
importantes para fluxo de matéria organica entre continente e estudrio, sao também
importantes para o desenvolvimento de exemplares jovens de peixes e crustéceos,
visto tratarem-se de dreas usadas para alimentac@o e refiigio (LANA et al. 1989).

O processo reprodutivo € de fundamental importancia para se conhecer a
biologiadas espécies icticas e visa um acréscimo de novos individuos as populagdes,
mantendo assim as espécies (SILVA & ESPER 1991). Através dos estudos de
reproducdo € possivel se determinar tipo, local, época de desova e tamanho minimo
dos individuos envolvidos neste processo (SUZUKI & AGOSTINHO 1997).
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O baiacu Sphoeroides greeleyi (Gilbert, 1900) (Tetraodontidae), importante
na manuteng¢@o da cadeia trofica, se manteve constante em sondagens preliminares,
fato que possibilitou a realizagdo de um estudo sobre ciclo reprodutivo. Tal espécie
distribui-se da Venezuela a Santa Catarina sendo raramente capturada em 4guas
profundas, habitando geralmente substratos lodosos e arenosos.

A familia Tetraodontidae compreende individuos que possuem os dentes
fundidos, formando quatro placas. Tais individuos exibem a capacidade de inflar o
corpo como forma de defesa através da ingestdo de 4gua ou ar. Peixes desta familia
possuem a tetrodotoxina, uma potente ictiotoxina encontrada na pele, figado e
godnadas, onde atua como ferormonio (MATSUMURA 1995). Por este motivo ndo sio
apreciados para o consumo, mas de grande importancia no equilibrio tréfico de
ecossistemas aquaticos apresentando como habito alimentar invertebrado sésseis.

O presente estudo tem como objetivos descrever morfologicamente os
foliculos ovarianos, caracterizando as diferentes fases que constituem a ovogénese,
detectar os grandes grupos de carboidratos (neutros e d4cidos) na ovogénese, descre-
ver uma escala de maturidade para a espécie em questdo, determinar a época da
desova, propor¢@o sexual e tamanho de primeira maturagio em fémeas.

MATERIAL E METODOS

Durante o periodo de novembro de 1998 a novembro de 1999, na gamboa
do Baguagu (Baia de Paranagud), foram realizadas coletas mensais totalizando 562
individuos de Sphoeroides greeleyi, sendo utilizada uma rede fixa do tipo “Fike”
(30 m x 1,50 m), com malha de 10 mm e 8§ mm.

De cada exemplar coletado, foram retirados os dados morfométricos (com-
primento total e peso total), sendo posteriormente seccionados ventralmente para a
exposicao das gonada para determinag@o do sexo e do estddio de maturag@o gonadal,
segundo a escala de identificacdo de estadios para teledsteos (VAZZOLER 1996).

As gbonadas foram retiradas e pesadas, sendo que 175 destas foram fixadas
em Bouin por 18 horas, incluidas em parafina para posterior andlise em microscopia
de luz. Os cortes histolégicos, com Spm de espessura, foram corados com Hema-
toxilina-Eosina (HE) para descri¢cdo morfoldgica das diferentes fases de desenvol-
vimento do foliculo ovariano, determinacdo dos estddios de maturagdo gonadal,
para fémeas, e, caso necessario, corre¢do da andlise macroscopica.

Para os cortes histologicos submetidos a detec¢@o de carboidratos, foram
utilizados as seguintes técnicas de coloragdo: 1) Acido Periédico-Schiff (PAS),
utilizado para detecgdo de carboidratos neutros. As laminas foram tratadas com
Acido Periédico a 0,5% por 15 minutos, Reativo de Schiff por 30 minutos e
posteriormente tratadas com /\gua Sulfurosa (trés banhos de 15 minutos); 2) Alcian
Blue pH 2,5, (AB pH 2,5), utilizado para detecc@o de carboidratos dcidos sulfatados
e carboxilados; 3) Alcian Blue pH 1,0, (AB pH 1,0), para detecgdo de carboidratos
acidos sulfatados; 4) Controles.

Paraareagdodo Acido Periodico-Shiff (PAS) as laminas controles ndo foram
submetidas ao dacido periddico durante a reag@o.

A colorag¢do com Alcian Blue pH 2,5 e 1,0 tiveram como controle a reagdo
de metilag@o.
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Foram realizados os célculos da propor¢do sexual mensal (utilizando-se o
teste do X° com 5% de significancia) baseado em VAZZOLER (1996).

O comprimento de primeira maturacao sexual (Cpm) para fémeas foi deter-
minado através da curva que relaciona o ponto médio das classes de comprimento
total com a freqiiénciarelativa de individuos adultos. Para o ajuste dareferida curva,
utilizou-se a equagao:

b
Fr=1-¢%
onde: (Fr) freqiiéncia relativa de individuos adultos, (e) base do logaritmo neperi-
ano, (a e b) coeficientes estimados pela transformacao das varidveis e (Ls) ponto
médio das classes de comprimento.

A Relagdo Gonado-Somaético (RGS), percentual que as gdnadas representam
em relag@o ao peso total, definido pela férmula: RGS = (peso das gdnadas/peso total)
x 100, foi determinado separadamente para machos e fémeas. Através da variag@o
temporal das médias mensais da RGS, determinou-se a Curva de Maturagao.

RESULTADOS

Ovogénese

Através da andlise histoldgica foram caracterizadas 6 fases de desenvolvi-
mento dos foliculos ovarianos, utilizando como critérios o tamanho comparativo
dos foliculos ovarianos, afinidade por corantes, surgimento das células foliculares
e da membrana vitelina, vesiculas citoplasmdticas e granulos de vitelo (Fig. 1).

Fase I (ovogonias): células de tamanho reduzido, citoplasma escasso, nicleo
grande e sem afinidade por corantes contendo nucléolo tnico, baséfilo e central
(Fig. 1A).

Fase II: ovécito mais volumoso, com citoplasma basofilo; niicleo contendo
vérios nucléolos na sua periferia; células foliculares apresentam-se como uma
camada unica e pavimentosa envolvendo o ovdcito e ndo sofrem alteragdo no
decorrer do processo (Fig. 1B).

Fase III: ovdcitos mostram o seu didmetro aumentado se comparado a fase
anterior; o citoplasma apresenta uma perda na sua basofilia, surgem um grande
nimero de vesiculas inicialmente distribuidas na periferia e posteriormente ocupan-
do todo o citoplasma. O nicleo ndo sofre alteragdes visiveis; surge a membrana
vitelina como uma camada acelular e acidé6fila entre a camada de células foliculares
e o ovdcito (Fig. 1C).

Fase IV: estd fase € caracterizada pela presenca de dois tipos de inclusdes
citoplasmaticas no ovécito: as vesiculas citoplasméticas e os granulos de vitelo; a
membrana vitelina sofre um espessamento sendo possivel a visualizagdo de duas
camadas com afinidade diferente para eosina (interna mais corada e externa menos
corada), ambas as camadas apresentam estrias transversais (Fig. 1C).

Fase V: o ovécito sofre um aumento de volume; o citoplasma apresenta-se
repleto de granulos de vitelo acidéfilos; o nicleo apresenta o seu contorno irregular
contendo diversos nucléolos basofilos na periferia; a membrana vitelina permanece
inalterada (Fig. 1D).
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Fig. 1. (A) Ovogonia (seta) HE, escala = 20 um; (B) foliculo ovariano fase Il (F Il) HE, escala
=50 pm; (C) foliculo ovariano fase Ill (F Ill) e fase IV (F IV) HE, escala = 50 pm; (D) contato
entre foliculos nafase V (F V), membrana vitelina (*) HE, escala= 20 um; (E) foliculos ovarianos
hialinizados (F VI) HE, escala = 200 pm.

Revta bras. Zool. 19 (1): 65 — 76, 2002



Aspectos Reprodutivos de Sphoeroides greeleyi ... 69

Fase VI: (hialinizados) nesta fase ocorre a hidratagdo do ovécito fazendo
com que ocorra a fusdo dos granulos de vitelo no citoplasma, o qual apresenta
aspecto manchado réseo; o niicleo € de dificil visualizagdo devido ao grande
aumento de volume sofrido pelo ovécito (Fig. 1E).

Foliculos atrésicos e vazios ndo foram considerados como fase de desenvol-
vimento no processo de ovogénese.

Deteccao de carboidratos nos foliculos ovarianos

A andlise citoquimica demonstrou que os carboidratos neutros foram detec-
tados em todas as fases do foliculo ovariano, apresentando reacdo intensa na
membrana vitelina e granulos de vitelo. Os carboidratos dcidos (carboxilados e
sulfatados) surgem na fase II do foliculo ovariano, diminuindo no decorrer do
processo de ovogénese (Fig. 2).

Os dados das reagdes para detecc@o de carboidratos encontram-se resumidos
na tabela I.

Tabela I. Detecgao de carboidratos na ovogénese. Dados obtidos utilizando as coloragées
Acido Periédico-Schiff, Alcian Blue pH 2,5 e pH 1,0. (+) Reagao positiva suave, (++) reagéo
positiva forte, (-) reac@o negativa, (cf) células foliculares, (ct) citoplasma do ovécito, (mv)
membrana vitelina, (mvi) camada interna da membrana vitelina, (mve) camada externa da
membrana vitelina, (vc) vesiculas citoplasmaticas, (gv) granulos de vitelo.

Técnicas empregadas

Fases Estruturas
PAS ABpH 2,5 ABpH 1,0

| - - -
1l Cf + + +
ct # + +

cf + + +

L] ct + + +*
mv + - -

ve - = =

Cf + + +

Ct + - +

\Y Mvi + - -
Mve + - -

Ve S &

Gv + = B

cf + + +

\ mvi + - -
mve - - -

gv * - -

cf + + +

Vi Ct + - +
mvi + - -

mve + - -

Escala de Maturidade — desenvolvimento ovariano

O desenvolvimento ovariano foi descrito tendo como critérios a quantidade
de foliculos e as diferentes fases de desenvolvimento presentes no ovério. Foram
caracterizados seis diferentes estddios de maturacgdo ovariana (Fig. 3).
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Fig. 2. (A) Foliculos ovarianos nas fases Il, Ill, IV (F II, F Ill, F IV) PAS, escala = 50 pm; (B)
contato entre foliculos na fase V (F V), membrana vitelina (*) PAS, escala = 50 um; (C) foliculos
nas fases Il (seta), Il (F Ill), fase IV (F IV) PAS, escala = 200 um; (D) foliculos nas fases Il (F
Il) e I (F1Il) AB pH 2,5, escala = 50 pm; (E) foliculos na fase IV (F V), granulos de vitelo (seta)
AB pH 2,5, escala = 50 pm; (F) foliculos ovarianos na fase VI (F VI) AB pH 2,5, escala = 200
pm.
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Estddio A (imaturo): lamelas ovigeras com um grande nimero de ovdcitos
em fase II e ovogodnias (fase I) agrupadas em ninhos (Fig. 3A).

Estadio B (maturagdo): neste estadio foram abundantes os ovdcitos nas fases
IIT e IV, ocorrendo também ovdcitos em fase IT em menor quantidade (Fig. 3B).

Estddio C (maduro): caracterizado pela presenga de muitos ovécitos nas
fases V e VI (hialinizados), e poucos em fase IV. Ovdcitos em fase II ainda estdo
presentes formando o estoque de reserva (Fig. 3C e D).

Estadio D (semi-desovado): foliculos vazios e ovécitos nas fases III e IV em
grande quantidade. Foliculos na fase II, observados em menor quantidade (Fig. 3E).

Estadio E (desovado): gonada desorganizada, sendo observados espacos entre
as lamelas nas quais encontram-se foliculos vazios em grande quantidade, alguns
foliculos atrésicos e ovécitos em fase II e poucos ninhos de ovogonias (Fig. 3F).

Estadio F (recuperagdo): gonada contendo lamelas espagadas entre si com
ovogonias e ovécitos na fase II, auséncia de foliculos vazios.

Ciclo reprodutivo, tipo de desova e proporg¢ao sexual

Através da andlise da curva de maturag@o e da freqiiéncia relativa dos estadios
de desenvolvimento ovariano, determinou-se que o periodo reprodutivo estende-se de
agosto a janeiro (Fig. 4). A maior percentagem de individuos maduros foi encontrada
entre os meses de setembro a dezembro. No periodo de janeiro a agosto, individuos
em maturagdo e desovados foram encontrados em maior nimero (Fig. 5).

A espécie apresenta desova do tipo parcelada, a qual foi caracterizada através
da andlise histoldgica, onde foram observados ovérios semi-desovados.

Foi observado que o tamanho no qual 50% das fémeas iniciam o processo
reprodutivo corresponde a 7,02cm de comprimento total (Fig. 6). A curva do
tamanho de primeira maturagao foi estlmada a partir da transformac@o linear, dada
Ee]a e%uaﬁol A g{u6 112’722)( 12,369 (R = 0,96130) e ajustada pela equagdo: fr

A espécie estudada apresentou proporg¢ao sexual de 1:1 apenas nos meses de
janeiro, fevereiro e marco. No periodo reprodutivo o nimero de fémeas foi superior
ao de machos (Tab. II).

Tabela Il. Proporgao sexual por més de individuos de Sphoeroides greeleyi.

Machos Fémeas
Més Xt
Absoluto Porcentagem Absoluto Porcentagem
Novembro/1998 6 12,25 44 87,75 57,00
Dezembro/1998 4 12,90 27 87,10 55,06
Janeiro/1999 21 43,75 28 56,25 1,56 *
Fevereiro/1999 14 43,75 18 56,25 1,56
Margo/1999 20 50,00 . 20 50,00 0,00 *
Abril/1999 2 H,1 15 88,89 60,50
Maio/1999 14 28,00 37 72,00 19,36
Junho/1999 8 19,05 39 80,95 38,31
Julho/1999 4 23,53 14 76,47 28,03
Agosto/1999 16 32,65 34 67,35 12,04
Stembro/1999 9 18,00 41 82,00 40,96
QOutubro/1999 9 15,00 51 85,00 49,00
Novembro/1999 5 10,00 45 90,00 64,00

*) Nao significativo.
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Fig. 8. Cortes histologicos de ovarios de Sphoeroides greeleyi corados com HE. (A) Imaturo,
escala = 200 pm; (B) maturagao, escala = 200 pm; (C) maduro, escala = 200 um; (D) maduro,
escala = 400 um; (E) semi-desovada, foliculos vazios (seta), escala = 200 pm; (F) desovada,
escala = 200 pm.
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Fig. 4. Curva de maturagao para machos e fémeas de Sphoeroides greeleyi.
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Fig. 5. Porcentagem de estadios de maturagdo gonadal por estagées do ano (novembro 1998
a novembro 1999). (B) Maturagdo, (C) maduro, (D) desovado, (SD) semi-desovado. Os
numeros localizados em cima das barras, correspondem ao numero de individuos.

DISCUSSAO

Os trabalhos envolvendo o género Sphoeroides [Lacepede], 1798, estdao em
sua maioria relacionados com taxonomia e alimentag@o, sendo poucos os que
relatam caracteristicas da biologia reprodutiva das espécies.

A determinag@o do nimero de fases de desenvolvimento do foliculo ovariano
depende dos critérios utilizados pelos diversos autores. Para Sphoeroides greeleyi
foram determinadas seis fases desenvolvimento, utilizando-se como critérios o
tamanho dos foliculos, surgimento da membrana vitelina e células foliculares,
afinidade por corantes e surgimento de inclusdes citoplasmaticas (vesiculas e
granulos).
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Curva de Tamanho de 1° Maturago de fémeas
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Fig. 6. Tamanho médio de primeira maturacao para fémeas de Sphoeroides greeleyi.

A descri¢do das diferentes fases da ovogénese ¢ importante na determinagao
microscépica da escala de maturidade para a espécie em questao, auxiliando na
determinagdo do tipo e época de desova.

A utilizag@o de técnicas de microscopia para corrigir as possiveis falhas da
andlise macroscépica € tratada por DIAS et al. (1998), visto que somente a analise
macroscopica das gdnadas permite inferir uma maior quantidade de erros.

CHAVES (1989) demonstra uma relagdo direta de ovdcitos hialinizados
(hidratag@o pré-ovulatéria) com espécies marinhas, podendo tal processo ocorrer
nos peixes dulciculas apés a desova. Em Sphoeroides greeleyi, cortes histolégicos
destes ovocitos foram de dificil obtengao, que segundo SILVA & ESPER (1991), estd
relacionado aos fixadores provocarem exosmose nos cortes contendo ovécitos
hialinizados, causando redug@o do volume e deformando as células.

Poucos individuos em Sphoeroides greeleyiforam encontrados contendo nas
gonadas ovdcitos hialinizados, sugerindo que a hidratac@o pré-ovulatéria, ocorra de
maneira muito rdpida antes da liberagdo do ovdcito.

A detec¢do de agticares demonstrou que carboidratos dcidos estao presentes
em grande quantidade nas fases iniciais de desenvolvimento do foliculo ovariano,
diminuindo nas fases finais (V e VI), estando relacionados com a manutengao do
processo de ovogénese.

Através de andlise morfoldgica foi possivel a detec¢do de duas camadas na
membrana vitelina, tal caracteristica foi também observada por BARA (1960), Po-
LLARD (1972) e NARAHARA (1983) apud AGOSTINHO et al. (1987) e MAYER (1988).

Na andlise citoquimica, a membrana vitelina manteve o carater duplo, sendo
que acamada externareagiu de maneira muito intensa ao PAS e a interna apresentou
uma reagdo suave. O mesmo ndo ocorreu no trabalho de MAYER (1988), com
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Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758), que detectou reacdo forte a PAS na camada
externa e reag@o negativa na interna. Comparando estas espécies, pode-se demons-
trar a distribuicao diferenciada de carboidratos neutros na mesma estrutura.

A detec¢do de carboidratos neutros em grande quantidade na membrana
vitelina e granulos de vitelo nas fases finais da ovogénese, sugerem estes estarem
associados ao reconhecimento do espermatozdide especifico e manutengdo do
processo de desenvolvimento embriondrio respectivamente.

Através da andlise dos dados da curva de maturagdo e da freqiiéncia relativa
dos estadios de desenvolvimento gonadal, foi definido o periodo reprodutivo como
sendo a época em que ocorre 0 aumento na freqiiéncia de individuos maduros e
semi-desovados que, para Sphoeroides greeleyi, corresponde aos meses de agosto
a janeiro. Este periodo compreende as estacdes de primavera e verdo, onde sdo
encontradas as maiores médias de temperatura.

A época de desova corresponde aos meses de novembro a janeiro, onde
foram encontradas as maiores porcentagens de individuos no estadio semi-desovado
e a ocorréncia de individuos desovados. Segundo DIAS er al. (1998), apenas a
presenca de foliculos pds-ovulatérios (foliculos vazios) e de ovécitos hidratados
sdo indicadores seguros respectivamente de desova recente ou eminente.

Para determinacdo do estadio semi-desovado utilizou-se como critério a
andlise microscdpica das gonadas sendo consideradas como semi-desovadas apenas
as gdnada nas quais foram encontrados foliculos vazios e ovécitos nas fases III e
IV em grandes quantidades.

As variagdes na curva de maturagdo para machos e fémeas mostram-se
semelhantes, demonstrando que ambos iniciam o periodo reprodutivo na mesma
época. Através dos dados de proporcido sexual pode-se detectar que o nimero de
fémeas € superior ao de machos durante a maior parte do ano, sendo igual apenas
nos meses de janeiro, fevereiro e mar¢o que correspondem ao final do periodo
reprodutivo e pds-desova.

Como forma integrante do estudo da biologia reprodutiva da espécie, foi
determinado o tamanho de primeira matura¢@o para fémeas o qual € utilizado para
espécies comerciais determinando o menor tamanho em que os individuos podem
ser capturados. No presente estudo foram considerados jovens aqueles individuos
cujas gonadas foram encontradas no estddio imaturo (A), e adultos os peixes cujas
gonadas ja tivessem iniciado a maturagio (B), segundo VAZZOLER (1996). Para S.
greeleyi, cujo valor comercial é baixo, mas que apresenta grande importancia na
cadeia tréfica, este dado pode ser aplicado nos estudos de comunidades demons-
trando como a espécie utiliza dreas do estudrio.
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