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IMPACTO POTENCIAL DA PESQUISA

Este trabalho tem grande impacto potencial, pois é importante para a sociedade, pois
estudos referentes ao desenvolvimento embrionario e larval de peixes, permitem que sejam
analisadas formas de reproducdo em cativeiro para manuseio de espécies nativas e recuperacao
de estoques naturais em meio as alteracfes dos ecossistemas, permitindo a disponibilidade de
alimento para o consumo da sociedade, além disso, serve como base para outros estudos
associados a estas espécies.

POTENTIAL IMPACT OF RESEARCH

This work has a great potential impact, as it is important for society, as studies relating
to the embryonic and larval development of fish allow for the analysis of forms of reproduction
in captivity for the handling of native species and the recovery of natural stocks amid changes
in ecosystems. , allowing the availability of food for society's consumption, in addition, it serves
as a basis for other studies associated with these species.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo analisar o desenvolvimento embrionario e larval dos hibridos
provenientes do cruzamento interespecifico entre a fémea de Leiarius marmoratus (jundia) com
macho de Pseudoplatystoma reticulatum (cachara) por meio de microscopia de luz e
microscopia eletronica de varredura. Para a obtencdo dos embrides e das larvas, foi feita a
inducdo hormonal dos reprodutores utilizando solucdo de extrato bruto de hipéfise de carpa
(Cyprinus carpio). A fertilizagdo dos odcitos foi realizada seguindo o método “a seco” e, logo
apos, os ovos foram dispostos em incubadoras do tipo vertical com circulacdo de agua
constante. As coletas dos embrifes foram realizadas da seguinte forma: seu inicio foi logo apds
a fertilizacdo, apos, em intervalos de 15 minutos durante as duas primeiras horas e, depois a
cada hora até que ocorresse a eclosdo das larvas. Apos a eclosdo, a coleta foi realizada de 6 em
6 horas nos primeiros dois dias e, a seguir, em intervalos de 12 horas até o quinto dia. O periodo
de desenvolvimento dos embrides, desde 0 momento de fertilizacdo até a eclosdo das larvas a
temperatura de 27,98°C, foi de 13 horas, sendo definido para a embriogénese do hibrido os
seguintes estagios embrionarios: zigoto, clivagem, gastrula, organogénese e eclosdo. Desse
modo, foi possivel concluir que o desenvolvimento embrionario deste hibrido ocorre em um
periodo semelhante ao de seus parentais L. marmoratus e P. reticulatum assim como para o

hibrido inverso, proveniente das fémeas de P. reticulatum com machos de L. marmoratus.

Palavras-chave: embrides; oocitos; larvas; siluriformes; embriogénese.



ABSTRACT

This study aimed to analyze the embryonic and larval development of hybrids resulting from
the interspecific crossing between the female of Leiarius marmoratus (jundia) and the male of
Pseudoplatystoma reticulatum (cachara) using light microscopy and scanning electron
microscopy. To obtain the embryos and larvae, hormonal induction of the reproductives was
carried out using a solution of crude carp pituitary extract (Cyprinus carpio). Fertilization of the
oocytes was carried out using the “dry” method and, soon after, the eggs were placed in vertical
incubators with constant water circulation. Embryo collection was carried out as follows: it
began immediately after fertilization, then at intervals of 15 minutes during the first two hours
and then every hour until the larvae hatched. After hatching, collection was carried out every 6
hours on the first two days and then at 12-hour intervals until the fifth day. The development
period of the embryos, from the moment of fertilization until the hatching of the larvae at a
temperature of 27.98°C, was 13 hours, with the following embryonic stages being defined for
the embryogenesis of the hybrid: zygote, cleavage, gastrula, organogenesis and hatching . Thus,
it was possible to conclude that the embryonic development of this hybrid occurs in a period
similar to that of its parents L. marmoratus and P. reticulatum as well as for the inverse hybrid,

originating from P. reticulatum females with L. marmoratus males.

Keywords: embryos; oocytes; larvae; siluriformes; embryogenesis.
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1 INTRODUCAO

1.1  Piscicultura e producéo de espécimes hibridos

A aquicultura ¢ um ramo vital da agropecuéria que estd em constante crescimento
global. Com o crescimento populacional observa-se o aumento do consumo de peixes,
principalmente quando comparado com o consumo de outros animais, seja por motivos pessoais,
culturais ou até mesmo de saude e, consequentemente, essa tendéncia tem levado ao
crescimento da producdo de peixes em cativeiro (Webster; Lim, 2002).

Os setores da pesca e da aquicultura em conjunto, tém sido reconhecidos por sua
colaboracéo para a seguranca alimentar e nutricional global no século XXI. A producéo total
da pesca e da aquicultura, aumentou de forma significativa nas ultimas sete décadas, passando
de 19 milhdes de toneladas (peso vivo equivalente) em 1950, para um recorde histérico de cerca
de 179 milhGes de toneladas em 2018, com uma taxa de crescimento anual de 3,3% (FAO,
2022).

A Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAQ) é uma agéncia técnica
da ONU, fundada com o objetivo de lutar contra a fome e a pobreza e que disponibiliza dados
referente ao consumo de pescado no mundo, demonstrando em seu relatério que a aquicultura
ja comprovou seu papel essencial na seguranca alimentar mundial, tendo sua producéo elevada
de cerca de 7,5% ao ano desde 1970. O peixe e os derivados deste, sdo reconhecidos como um
dos alimentos mais saudaveis do mundo. Além do que, a piscicultura e os produtos da pesca
estdo dentro do rol de atividades produtivas consideradas menos impactantes ao ambiente
natural (FAO, 2020).

Os peixes sao uma fonte de acidos graxos 6mega-3 essenciais, além disso sdo ricos em
vitaminas, minerais e proteinas de alta qualidade (FAO, 2022). A criacdo de peixes nativos tem
crescido na aquicultura nacional, destacando-se a producdo de tambaqui (Colossoma
macropomum), do pacu (Piaractus mesopotamicus) e dos surubins, como o pintado
(Pseudoplastystoma  corruscans), o cachara (Pseudoplastystoma fasciatum e
Pseudoplastystoma reticulatum) e os jundias, Leiarius marmoratus (Boscolo et al., 2011;
PEIXE, 2020).

Entretanto, devido a escassez de informacdes bioldgicas sobre as espécies de peixes
nativos com importancia zootécnica e a falta de pacotes biotecnologicos de produgdo de
espécies brasileiras de peixes e/ou espécimes melhorados geneticamente, a forma mais usual

de se obter material genético mais produtivo tem sido a producdo de hibridos de peixes, com a
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combinacdo genética entre diferentes espécies, com o intuito de producédo de descendentes mais
resistentes as intempéries climéticas, incubacéo e larvicultura mais efetiva e, muitas vezes,
maior crescimento quando comparada aos parentais (Beerli; Logato; Freitas, 2004; Hilsdorf;
Orfdo, 2011; Costa et al., 2014).

Um dos primeiros hibridos produzidos no Brasil foi o tambacu, proveniente do
cruzamento da fémea de Colossoma macropomum com o macho de Pseudoplatystoma
mesopotamicus, dai por diante, muitos outros tem sido produzidos, como: tambatinga
(Colossoma macropomum? x Piaractus brachypomusd), o pintado-da-amazonia
(Pseudoplatystoma reticulatum@ x Leiarius marmoratusc), os quais apresentam caracteristicas
zootécnicas superiores, como crescimento rapido e resisténcia ao manejo (Kubitza; Ono;
Campos, 2007; Hilsdorf; Orfao, 2011; Almeida, 2014).

A preferéncia pelos piscicultores € pela produgdo de hibridos de “catfishes”, como
provenientes do cruzamento da fémea de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum ) com o
macho do jundia-onca (Leiarius marmoratus ). Essa escolha acontece pelos seguintes fatores
técnicos, maior eficiéncia na incubagdo dos embrides e larvas, maior crescimento e, seu bom
valor de mercado, sendo que a producao deste hibrido tem crescido nos Gltimos anos (Valenti
etal., 2021).

Dentre os sistemas mais utilizados na producéo de surubins e seus hibridos, os viveiros
escavados em sistemas semi-intensivos ou intensivos de producdo tem se destacado (Aradjo,
et. al., 2021). Considerando que o escape de peixes cultivados em viveiros escavados ou em
tanques-rede é um acontecimento comum, que 0s espécimes hibridos ja estdo dispersos nos
corpos d’agua naturais e que, contrariando a definicdo bioldgica, muitos destes podem ser
férteis. Ainda ndo hé informacdes sobre potencial interacdo reprodutiva entre os hibridos com
as espécies parentais (Alves et al., 2014).

Devido a auséncia destas informacGes, ainda é dificil aferir os efeitos da hibridizacédo
de espécies de peixes nativos do ponto de vista ecoldgico, pois os estudos referentes ao sucesso
ecoldgico destes peixes hibridos nos corpos d agua, ainda séo iniciais no Brasil (Alves et al.,
2014; Arantes; Santos; Bazzoli, 2017).

1.2.  Embriogénese nos peixes
O conhecimento do desenvolvimento embrionario das distintas espécies de peixes abre

possibilidades para estudos referentes ao manejo dos estoques pesqueiros proporcionando um

maior conhecimento referente a biologia dessas espécies. A embriologia também abre
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oportunidades para estudos das relacOes evolutivas, da hereditariedade, dos mecanismos de
desenvolvimento e das influéncias ambientais nas caracteristicas estruturais dos organismos
(Lagler, 1959 apud Ninhaus- Silveira; Foresti; Azevedo, 2006).

Também € imprescindivel para que possa ser desenvolvida técnicas para sua
preservagao “ex Situ”, como a criopreservagdo de embrides que traria enormes beneficios para
a conservacdo dos ecossistemas aquaticos e para a humanidade, atraves da possibilidade de
aumento da producéo de alimentos (Ninhaus-Silveira; Foresti; Azevedo, 2006). Além disso, a
compreensdo dos aspectos embrionarios das espécies € de extrema importancia para a sua
ecologia e conservacao (Weber et al., 2023).

Com relagdo ao grande nimero de espécies nativas de agua doce brasileiras (existem
cerca de 2587 espécies segundo o Catalogo das espécies de peixes de agua doce do Brasil
(2007), pouco se conhece acerca da biologia reprodutiva da maioria delas, muito menos sobre
aspectos do seu desenvolvimento embrionario. Dentre as espécies neotropicais que apresentam
estudos de embriogénese destacam-se: Rhamdia hilarii (Narahara et al., 1988), Brycon
cephalus (Romagosa; Narahara; Fenerich-Verani, 2001; Alexandre et al., 2010), Leporinus
obtusidens (Sampaio, 2006), Prochilodus lineatus (Ninhaus-Silveira; Foresti; Azevedo, 2006),
Pseudoplastystoma corruscans x Pseudoplastystoma fasciatum (Faustino et al., 2007), Brycon
orbignyanus (Gomes et al., 2007), Salminus brasiliensis (Della-Flora et al., 2010), Pimelodus
maculatus (Buzollo et al., 2011), Brycon insignis (Isau et al., 2011), Prochilodus argenteus
(Ribeiro et al., 2011), Colossoma macropomum (Leite et al., 2013) , Astyanax altiparanae
(Pereira-Santos et al., 2017) e Leiarius marmoratus (Oliveira-Almeida et al., 2014).

Os estudos da embriogénese de peixes sdo complexos e devem ser elucidados
detalhadamente e observando vérios aspectos que envolvem desde o tipo dos gametas, 0
desenvolvimento das organelas e partes do corpo do embrido, quantidade de vitelo. Em especial
guando se remete a espécies de peixes neotropicais nativas, das quais pouco se conhece de sua
capacidade reprodutiva e da sua ontogenia inicial.

As informacdes obtidas nas pesquisas quanto a ontogenia das espécies de peixes nativos,
sdo fundamentais, pois servem como base para gestdo de recursos pesqueiros, estudos de
manutencgdo e ou reposicdo dos estoques naturais das espécies de peixes, visando a preservacdo
dos ecossistemas aquaticos. Todas essas informagfes sdo conhecimentos importantes para a
identificacdo de bioindicadores ambientais, que auxiliardo na avaliacdo dos efeitos de
substancias toxicas sobre a fauna aquatica. Como também, geram informagdes para a melhoria

e efetividade do processo de reproducéo de peixes em cativeiro e, sdo dados fundamentais para
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desenvolvimento de biotecnologias que sdo importantes para a piscicultura (Botero et al., 2004;
Ninhaus-Silveira; Foresti; Azevedo, 2006; Marques et al., 2008).

1.3 Ontogénese larval

As larvas de peixes sdo morfologicamente muito diferentes dos adultos, pois ainda
necessitam da finalizacdo de sua formacgdo ontogenética na maioria das espécies, apresentam
exigéncias ecologicas distintas dos adultos, com particularidades quanto ao habitat, alimentacéo
e comportamento (Leis; Trnski, 1989 apud Oliveira et al., 2012). Além disso, a grande
semelhanca entre larvas de espécies distintas e a escassez de informagdes sobre ictioplancton
de espécies nativas de dgua doce e uma literatura comparativa, dificultam muito os trabalhos
dos taxonomistas (Sanches et al, 2001; Coelho, 2021).

Estudos sobre larvas de peixes sdo necessarios ha compreensdo do papel biolégico dos
caracteres larvais para a sobrevivéncia, principalmente de mecanismos funcionais relacionados
a requerimentos vitais, como locomocdo, alimentacdo e respiracdo (Paes, 2008). Apesar da
hibridacdo entre espécies de peixes nativos ser muito utilizada, ainda sdo escassos 0s estudos
especializados referentes a sua ontogenia inicial e larval e de sua biologia reprodutiva (Oliveira-
Almeida et al., 2014; Coelho, 2021).

O conhecimento da biologia das espécies, principalmente sobre seus aspectos
reprodutivos, é essencial quando se deseja realizar a criacdo intensiva de peixes. EXxistem
diversos fatores que atuam juntos para ter uma eficiéncia reprodutiva e que produza um numero
elevado de larvas sadias, dentre eles estdo: cuidado com a realizacdo do manejo e da
manutenc¢do dos reprodutores no periodo pré-reproducdo até cuidados com os ovos no periodo
pos-fertilizacdo até as fases larvais. Alguns peixes no Brasil sdo conhecidos por peixes
piracema, ou seja, peixes que migram em distancias longas para se reproduzirem, sendo que
algumas espécies nadam mais de dois mil quilémetros para chegarem até as nascentes e iSso
pode afetar sua fisiologia reprodutiva, além de desencadear mudancas hormonais essenciais

para o preparo da reproducgéo (Andrade et al., 2015).
1.4  Classificacao das especies em estudo
a) Ordem

As espécies que fazem parte deste estudo sdo pertencentes da ordem Siluriforme, que

séo peixes denominados de peixes-de-couro e internacionalmente de “catfish”, que possuem
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como caracteristicas a auséncia de escamas pelo corpo, revestido por pele espessa ou coberto,
totalmente ou parcialmente por placas dsseas (Lundstedt, 2003).

Nesta ordem encontra-se os grandes bagres da familia Pimelodidae que sdo conhecidos
pelo seu comportamento migratorio realizado a longa distancia em rios como Amazonas,
Paraguai, Parana e Orinoco (Arantes; Santos; Bazzoli, 2017). Em destaque estdo as espécies

Leiarius marmoratus e Pseudoplatystoma reticulatum.

b) Familia e Espécies

Leiarius marmoratus (Gill, 1870), conhecido também como jundig, jandia ou jundia-
onca, pertence a familia Pimelodidae, € um peixe de porte grande, com cerca de até 50 cm,
possui nadadeira dorsal larga, com 9 a 10 raios ramificados, tem padréo de coloracéo constituido
por manchas pretas sobre um fundo marrom claro, ocorrendo com maior frequéncia em
ambientes l6ticos (Santos; Ferreira; Zuanon, 2006), se distribuindo nas bacias dos rios
Amazonas e Orinoco na América do Sul: (Fishbase, 2022a).

Pseudoplatystoma reticulatum, peixe conhecido como surubim ou cachara, também faz
parte da familia Pimelodidae e pertence ao género Pseudoplatystoma (Linnaeus, 1766). E
encontrado em &gua doce, é demersal, e apresenta-se distribuido pela América do Sul:
Amazénia Central e Rio Parana na Argentina, Bolivia, Brasil, Paraguai e Uruguai (Fishbase,
2022h).

Dentre os diversos métodos reprodutivos que existem entre 0s peixes, as espécies do
género Pseudoplatystoma possuem fecundidade elevada, desova total e periodo curto de
reproducdo. A desova ocorre na cabeceira dos rios, na época das chuvas, ocasido em que 0S rios
estdo cheios com &guas correntes, turbulentas e oxigenadas, propicias ao desenvolvimento
larval e que possibilitam o transporte dos ovos e larvas rio abaixo (Resende et al., 1995).

Visto que informacdes sobre a biologia reprodutiva dos peixes hibridos provenientes de
espécies neotropicais nativas sdo praticamente inexistentes e que a exploragdo em grande escala
destes animais pode levar a impactos ambientais (Faustino et al., 2007). Este estudo objetiva
produzir dados sobre a ontogénese inicial do hibrido produzido pelo cruzamento de duas
espécies de siluriformes de grande importdncia econdmica Leiarius marmoratus 9 e

Pseudoplatystoma reticulatum &, hibrido este popularmente denominado de jundiara.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o desenvolvimento embrionério e larval do hibrido obtido por meio do
cruzamento interespecifico entre fémeas de Leiarius marmoratus com machos de

Pseudoplatystoma reticulatum.

2.2  Especificos

1) Identificar e analisar os eventos morfologicos que ocorrem durante a embriogénese
do hibrido obtido por meio do cruzamento entre fémeas de L. marmoratus (jundid onca) e

machos de P. reticulatum (cachara).

2) Descrever morfo-temporalmente as modificacBes estruturais durante a ontogenia

larval do jundiara até o 5° dia ap0s a ecloséo.

2.3 Hipdtese

O periodo e o desenvolvimento morfolégico durante a embriogénese do hibrido
proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas de Leiarius marmoratus com machos

de Pseudoplatystoma reticulatum é semelhante a dos seus parentais?
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  Espécies estudadas e local de coleta

Para a obtengdo dos embrides e das larvas foi realizada a sele¢éo das fémeas e dos
machos para a reproducdo. Para este trabalho foram utilizados e 5 fémeas de Leiarius
marmoratus (Fig.1A) e 5 reprodutores machos de Pseudoplatystoma reticulatum (Fig.1B) em
periodo de reproducdo. Os espécimes eram pertencentes ao plantel da Piscicultura Pirai
(Fig.2A), localizada na cidade de Terenos, Mato Grosso do Sul, Brasil. A utilizacdo destes
animais seguiu as normas do Comité de Etica do Uso de Animais pela UNESP de llha Solteira,
tendo o codigo de aprovacdo CEUA- FEIS/UNESP 09/2023. Os reprodutores foram coletados
com rede de arrasto no tanque escavado onde eram mantidos (Fig.2B) e transferidos para
tanques de concreto localizado no laboratdrio da Piscicultura para a indu¢éo hormonal.

A média do peso das fémeas foi de 4,06+0,35 kg e a média do peso dos machos foi de
3,28+0,38 kg. O estudo foi conduzido no periodo reprodutivo das espécies parentais, tendo

inicio no dia 23 de novembro de 2022.

Figura 1 - Fotografia das espécies estudadas. A - Leiarius marmoratus e B -

Pseudoplatystoma reticulatum.

Fonte: Silveira e Pereira.
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Figura 2 - Local da coleta. A - Piscicultura Pirai, utilizada para a coleta dos reprodutores e B
- Tanque escavado da Piscicultura Pirai no momento da captura das espécies.
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Fonte: Proprio autor.

3.2  Obtencado dos embrides

Para a obtengdo dos embrides, machos de P. reticulatum e fémeas de L. marmoratus,
foram induzidos hormonalmente a reproducéo por meio de aplicacdo de solucdo de extrato bruto
de hipdfise de carpa (EBH) (Cyprinus carpio). Para isso, foram aplicadas duas doses de extrato
hipofisario nas fémeas, sendo a primeira dose de 0,4 mg/kg de peso vivo e apds 12 horas foi
realizada a segunda aplicacdo, na dosagem de 1,0 mg/kg. Os machos receberam uma dosagem
de 1 mg/kg de peso vivo, na segunda aplicacdo das fémeas (Fig. 3A). O hibrido jundiara,
proveniente deste cruzamento serd também denominado de hibrido JC neste trabalho para
melhor identificacdo ao longo do estudo.

Cerca de 6 horas apds a aplicacdo da ultima dose do horménio, foi realizada a extrusdo
dos od6citos e a coleta dos espermatozoides por meio de massagens abdominais no sentido
cefalo-caudal, logo em seguida foi realizado um pool deles para realizar a fertilizacdo. A
fertilizacdo dos odcitos foi realizada seguindo o método “a seco”, utilizado pela propria
piscicultura, que consistiu em misturar os espermatozoides com 0s 06citos em um recipiente
seco, sem contato com a agua e, logo apos, de imediato foi adicionado 4gua para a ativacdo dos
espermatozoides e para que ocorresse a fertilizagdo e hidratagdo dos ovos. Depois de
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fecundados, os ovos foram depositados em 4 incubadoras do tipo vertical de 200 litros cada.
Em cada incubadora foram colocados aproximadamente 200 gramas de ovos, com vazdo de

agua constante (Fig.3B). A incubacéo ocorreu sob a temperatura média de 27,98+0,42 °C.

Figura 3 - Inducdo hormonal dos parentais e incubacgéo. A - Aplica¢do do hormdnio indutor a
reproducéo e B -Incubadora vertical.

Fonte: Proprio autor.

3.3 Meétodo de coleta

A coleta dos embrides teve inicio logo apds a fertilizacdo, sendo realizada em intervalos
de 15 minutos durante as duas primeiras horas de embriogénese. Apos esse tempo, as coletas
ocorreram em intervalos de uma hora até a eclosdo das larvas. Apds a eclosdo, as coletas foram
realizadas de 6 em 6 horas nos primeiros dois dias e a seguir em intervalos de 12 horas até o
quinto dia.

3.4  Processamento do material para analise

A cada coleta foram retiradas duas amostras de 50 embri6es, no qual foram fixadas em

solucéo fixadora de glutaraldeido 2,5% em tampé&o fosfato com pH a 7,2 e outra em solucgéo
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composta por paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2% em tampdo fosfato sorensen pH a 7,2
(karnovsky) e, ap6s 24 horas, as amostras fixadas em karnovsky foram desidratadas em &lcool
70% para posterior analise. Todo o material fixado foi levado para o Laboratdrio de Ictiologia
Neotropical (L.I.NEO), localizado na UNESP, Campus de llha Solteira, Sdo Paulo, Brasil, para

posteriores processamentos e analises.
3.5  Analise em Microscopia de Luz

Para a analise do material “in tot0”, os embrides ¢ as larvas foram analisados por meio
de estereomicroscépio (MOTIC SMZ-168). Para o estudo da estrutura do desenvolvimento dos
hibridos, foram selecionadas amostras de cada fase do desenvolvimento e incluidas em
historesina. Para obter os cortes histoldgicos, eles foram submetidos a sec¢des de 3 micrémetros
por meio de micrétomo (LEICA RM2245) que foram colocadas em laminas histoldgicas para
coloracdo em hematoxilina de Harris-eosina (HE), e logo ap6s foram analisadas e
fotomicrografadas sob o microscopio éptico de luz (ZEISS Scope A1 AX10), com o programa
ZEN 3.6 (blue edition), utilizando a Camera (AxioCam MRc5 ZEISS).

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura

Para analise em microscopia eletrénica de varredura (M.E.V.), as larvas fixadas em
glutaraldeido 2,5% e tampao fosfato pH: 7,2 foram lavadas em agua destilada, sendo efetuadas
trés trocas de 5 minutos cada (Fig.4A), pés fixada em tetréxido de 6smio por cerca de 30 min.

Apos, estas foram desidratadas com solucdes crescentes de etanol: 1 - alcool 7,5%, 2x/
10 min; 2- alcool 15%, 2x/10 min; 3 - &lcool 30%, 2x/10 min; 4 - &lcool 50%, 2x /10 min; 5 -
alcool 70%, 3x/15 min; 6 — alcool 90% 2x/15 min e por fim; alcool 100%, 2x/15 min.

Em seguida, as amostras foram colocadas em cestas de metal (Fig. 4B) sendo levadas a
um equipamento de ponto critico (LEICA EM CPD030) (Fig.4C) para a secagem do material.
Finalizado o processo, estas foram coladas em stubs (Fig. 4D) e levadas ao metalizador (BAL-
TEC- SCD 050 Sputter Coater) (Fig. 4E) por cerca de 30 minutos, onde foram cobertas por

uma pelicula de ouro. Posteriormente, foram analisadas e eletromicrografadas em microscopio
eletronico de varredura (MEV- EVO LS15 — Carl Zeiss® (Fig.4F). Estes procedimentos foram

realizados no Instituto de Biociéncias, no Centro de Microscopia Eletrénica da UNESP/
Campus de Botucatu.
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Figura 4 - Processamento das amostras para a microscopia eletrénica de varredura. A -
hidratacdo do material em agua destilada; B - larvas na cesta de metal; C - equipamento de
ponto critico; D - larvas coladas no stub; E - metalizador e F - microscopio eletrénico de

varredura.

Fonte: Proprio autor.

3.7  Medigdes morfomérticas

Foram realizadas medi¢6es morfométricas por meio do estereomicroscépio (MOTIC
SMZ-168) juntamente do programa e da camera (OptView), esta foi feita por meio de medicGes
da altura e didmetro do espaco perivitelino, do didmetro do globo ocular, da altura da cabeca e

do comprimento total da larva.
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4 RESULTADOS

Os ovos embrionados dos espécimes hibridos séo esféricos, apresentam coloracao
amarelada, corion nitido e pequeno espacgo perivitelino apos a hidratacdo, com média do
didmetro de 40,89+10,81um, ndo sendo observada a presenca de gota de 6leo na vesicula

vitelinica durante todo o periodo do desenvolvimento embrionario.

4.1  Embriogénese das amostras “in toto”

O periodo de desenvolvimento dos embrides hibridos, desde o0 momento de fertilizacao
até a eclosdo das larvas foi de 13 horas sob a temperatura media de 27,98°C, a qual foi medida
a cada coleta por meio de um termoémetro. Ap6s a fecundacdo foram estabelecidos os seguintes
estagios de embriogénese do hibrido: zigoto, clivagem, géastrula, organogénese e eclosao
(Tabela 1).

Tabela 1- Desenvolvimento embrionario do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico

de Leiarius marmoratus ({) x Pseudoplatystoma reticulatum (2 sob a temperatura de 27,98°C

Periodo de Estagio Observacoes
Incubacdo
0 Zigoto 94,4% zigoto; 5,6%: ndo fertilizados
0, 25h Clivagem 90,6%: 2 blastdmeros; 9,4%: ndo fertilizados
0,50h Clivagem 93,1%: 4 blastomeros; 5,4%: n3o fertilizados;
1,5%: desenvolvimento anormal
0,75h Clivagem 1,1%: 4 blastébmeros; 54,8%: 8 células; 60,4%: ndo fertilizados; 5%: desenvolvimento anormal
1h Clivagem 5,9%: 8 blastdmeros; 47,1%: 16 blastdmeros
44,1%: nao fertilizados; 2,9%: desenvolvimento anormal
1h 15m Clivagem 1,5%: 16 blastdmeros; 53,9%: 32 blastdmeros;
42,3%: ndo fertilizados; 2,3%: desenvolvimento anormal
1h 30min Clivagem 2,2%: 32 blastomeros; 56,2%: 64 blastdmeros
29,9: ndo fertilizados; 11,7%: desenvolvimento anormal
1h 45min Clivagem 54%: Morula; 40,5%: néo fertilizados; 5.5%: desenvolvimento anormal
2h Clivagem 62,64%: Morula avancada; 23,6%: ndo fertilizados; 13,8%: desenvolvimento anormal
3h Géstrula 70,7%: 25% de epibolia; 14,2%: desenvolvimento anormal; 15,1%: ndo fertilizados
4h Gastrula 37,4%: Epibolia 50%; 28,1%: Epibolia; 75%
6,4%: desenvolvimento anormal; 28,1%: ndo fertilizados
5h Géstrula 5,1%: Epibolia 75%; 85,3%: Epibolia 90%; 9,6%: n3o fertilizados
6h Organogénese 91%: 5 somitos; 1,1%: desenvolvimento anormal; 7,9%: ndo fertilizados
7h Organogénese 86,6%: 10 somitos; 10,4%: ndo fertilizados; 3%: desenvolvimento anormal
8h Organogénese 78,7%: 15 somitos; 21,3%: nao fertilizados
9h Organogénese 72,2%: 18 somitos; 18,3% ndo fertilizados; 9,5%: desenvolvimento anormal
10h Organogénese 92,3: 20 somitos; 7,7%: nao fertilizados
11h Organogénese 66,6%: Fase larval com + de 25 somitos; 2,4%: ndo fertilizados; 23,8%: + de 20 somitos;
7,2%: desenvolvimento anormal
12h Organogénese 84,2%: Fase larval com + de 30 somitos; 15,8% ndo fertilizados
13h Eclosdo 42,8%: larvas eclodidas; 57,2: ndo fertilizados

Fonte: Préprio autor.
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4.2 Zigoto (0 - 0,25h)

Com a fertilizacdo, a fusdo dos pro-nucleos masculino e feminino e, a migragdo
citoplasmatica, foram estabelecidos o polo animal e vegetativo (vesicula vitelina) (Fig. 5A). O
polo animal é constituido pelo citoplasma ativo e um nucleo, com uma colora¢do amarela mais
clara e translicida e, o polo vegetativo, mais denso e com colora¢do amarelada mais escura
(Fig. 6A). A média do diametro da vesicula vitelinica neste estagio foi de 703,43+35,43um.
Durante o desenvolvimento ndo foi identificada gota de 6leo na vesicula vitelinica e 0s ovos

apresentaram-se com a casca lisa.

4.3  Estagio de Clivagem (0,25h — 3h)

A clivagem foi do tipo meroblastica discoidal, também conhecida como parcial ou
incompleta, ou seja, ela ocorre somente no polo animal, sendo observado o seguinte padréo de
clivagem: a primeira vertical, dando origem a 2 blastdmeros (Fig.5A; 6B) a segunda vertical e
perpendicular a primeira, dando origem a 4 blastémeros (Fig.5B; 6C), a terceira vertical,
paralela a primeira dando origem a 8 blastdmeros (Fig.5C; 6D), a quarta vertical ocorrendo
paralelamente a segunda, originando 16 blastémeros (Fig.5D; 6E), a quinta ocorreu
verticalmente e paralela a primeira, dando origem a 32 blastomeros (Fig.5E) e a sexta clivagem
foi horizontal, dando origem a duas camadas de células, totalizando 64 blastomeros (Fig.5F;
6F).
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Figura 5. Esquema do processo de clivagem com vista superior: A - Fase de 2 blastdmeros; B
— Fase de 4 blastomeros; C — Fase de 8 blastomeros; D - Fase de 16 blastdmeros; E — Fase de
32 blastbmeros e F — Fase de 64 blastdbmeros. Legendas: Cor amarela: polo animal; Regido

branca: polo vegetativo; Linhas pontilhadas: cortes.

A B C

Fonte: Proprio autor.

A primeira clivagem foi observada as 0,25 horas apo6s a fertilizacdo, onde 90,6% dos
ovos foram observados com dois blastdmeros e a meédia do didmetro vesicula vitelinica foi de
712,96+67,16um. A segunda clivagem ocorreu as 0,50 horas ap6s a fertilizacdo e 93,1% dos
embribes se apresentaram com 4 blastbmeros. A terceira clivagem ocorreu com 0,75 horas de
desenvolvimento, no qual 54,8% dos embrides se apresentaram com 8 blastbmeros e apenas
1,1% ainda com 4 blastdmeros.

A quarta clivagem foi observada 1 hora apos a fertilizacdo, encontrando embrides com
16 blastdmeros, porém ainda foram observados 5,9% dos embries com 8 blastdmeros. A quinta
clivagem foi observada ap6s 1h e 15 minutos de desenvolvimento onde 53,9% dos embrides
estavam com 32 blastdmeros e 1,5% com 16 blastdmeros.

A sexta clivagem foi observada com 1h e 30 minutos ap0s a fertilizacdo, apresentando
56,2% dos embrides com 64 blastdmeros, considerado ja um estagio de moérula, sendo as células
arranjadas em duas camadas e 2,2% com 32 blastdmeros. Com 1h e 45 minutos, 54% dos

embrides ja estavam na fase de morula com mais de 100 células (Fig. 6G).
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O estagio de clivagem finaliza com o inicio dos movimentos morfogenéticos, sendo o
mais visivel o movimento de epibolia, que promove um achatamento dos blastdmeros
periféricos mediante ao encurtamento do seu eixo apico-basal, sendo possivel observar a partir
de 3 horas incubacdo (Fig. 6H). Como nao foi observado o surgimento de um espaco
blastocélico ou espacgos irregulares bem definidos entre os blastémeros e o periblasto, ndo foi

considerada a existéncia de um estagio de blastula caracteristico.

4.4  Estagio de Géstrula (3h- 5h)

O estagio de gastrula caracterizou-se pelo inicio dos movimentos morfogenéticos com
maior evidéncia ao movimento de epibolia, convergéncia e involucdo celular que
posteriormente originaram os folhetos embrionarios: ectoderme, mesoderme e endoderme e
eixos embrionarios caudo-cefalico e latero-lateral.

O movimento de epibolia iniciou 3 horas apds a fertilizacdo e se estendeu até a quinta
hora de desenvolvimento e neste periodo 70,7% dos embrides coletados e analisados estavam
em 25% de epibolia (Fig. 61) e a média do didmetro da vesicula vitelinica foi de
695,96+13,34um, ou seja, foi observado uma pequena reduzida.

Com 4 horas de desenvolvimento, 37,4% dos embrides estavam com 50% de epibolia
(Fig. 6J) e 28,1% com 75% de epibolia (Fig. 6K). Nessa etapa, foi observado 0os movimentos
morfogenéticos de epibolia, convergéncia e involugdo das células a partir da borda do
blastoderme, com a formacéo do anel germinativo ou escudo embrionario.

Apos 5 horas de desenvolvimento, foram encontrados 5,1% dos embrifes com 75% de
epibolia, ou seja, 75% do vitelo recoberto pelo blastoderme e, 85,3% com 90% de epibolia

(Fig. 6L) com apenas uma pequena porc¢do do polo vegetativo exposto, o tampao vitelino.
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Figura 6. Estagios do desenvolvimento embrionério do hibrido proveniente do cruzamento
entre fémea de L. marmoratus com macho de P. reticulatum A - Zigoto; Estagio de clivagem:
B - Fase de 2 blastomeros; C - Fase de 4 blastdmeros; D - Fase de 8 blastdmeros; E - Fase de

16 blastdmeros; F - Fase de 64 blastdmeros; G - Fase de moérula; Estagio de gastrula: H -
Inicio de epibolia; | - Fase de 25% de epibolia; J - Fase de 50% de epibolia; K - Fase de 75%
de epibolia e L - Fase de 90% de epibolia. Legendas: PA: polo animal; PV: polo vegetativo;

b: blastémero; SV: Saco Vitelino e Asterisco: tampao vitelino.

C D

200pm 200pm

Fonte: Préprio autor.

Por meio das analises histoldgicas foi possivel visualizar de forma mais detalhada o
desenvolvimento embrionario, como €é possivel ver no estagio de zigoto, o acumulo de
citoplasma no estabelecimento do polo animal, os granulos de vitelo transferidos do polo
vegetativo para o polo animal (Fig.7A; 8A; 8B).

As clivagens parciais ou incompletas no inicio do estagio de clivagem e, na fase de
morula avangada, a formagdo da “franja” do periblasto e o inicio do achatamento das células

periféricas, como preparacao para 0 movimento de epibolia (Fig.7 B a 7F).
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Também foi observado o estdgio de gastrula, onde a vesicula vitelina, nas fases finais
do movimento de epibolia, aparece quase que toda recoberta pelo blastoderme, mas j& envolvida

pelo periblasto, como um tampao vitelino, dando forma ao blastéporo (Fig. 7H; 71).

Figura 7. Histologia do desenvolvimento embrionario proveniente do cruzamento entre
fémeas de L. marmoratus com machos de P. reticulatum. A - Zigoto; B - Fase de 4
blastdmeros; C- Fase de 8 blastdmeros; D- Fase de 16 blastdmeros; E- Fase de 64
blastdbmeros; F- Fase de + de 100 blastdmeros; G- Inicio do processo de epibolia; H- Fase de
90% de epibolia e 1- Fechamento do blastoporo. Legendas: PA- polo animal; PV- polo

vegetativo; b: blastdmeros; gv: granulos de vitelo; csv: camada sincicial do vitelo e *: tampéo

vitelino.

500um e 500pum

Fonte: Proprio autor.
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Figura 8. Detalhes dos granulos de vitelo no polo animal do hibrido. A - Estagio de Zigoto e B
— Grénulos de vitelo no polo animal na fase de 8 blastdmeros. Legendas: gv e quadrado:

granulos de vitelo.

Fonte: Préprio autor.

A partir do estagio de clivagem na fase de 32 blastdmeros foi possivel identificar os
nucleos das células. Até a quinta clivagem as divisdes sdo perpendiculares ao vitelo e o fuso

mitotico ndo consegue clivar as células que estdo em contato direto com o polo vegetativo
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(Fig.9A). Estas celulas irdo formar o periblasto ou camada sincicial do vitelo que pode ser
melhor observada na fase de moérula (Fig.9B). No estdgio de gastrula também foi possivel ver

mais nitidamente os nucleos das células (Fig.9C) e também o tampdo vitelino (Fig. 9D).

Figura 9. Histologia dos embrides hibridos. A — Blastdmeros em diferentes tamanhos e em
contato com o povo Vvegetativo; B — Presenca da camada sincicial do vitelo. Estagio de

Gastrula: C — Detalhe dos nucleos dos blastdmeros e D — Tampao vitelino. Legendas: gv:

granulos de vitelo; Seta: ntcleo da célula; csv: camada sincicial do vitelo.

Fonte: Proprio autor.

45  Estagio de Organogénese (6h a 9h)

Com 6 horas de desenvolvimento 91% dos embrides se encontravam em néurula inicial
(Fig.10A). Este estagio foi marcado pela diferenciacao céfalo-caudal, presenca do sulco neural

e a mesoderme segmentada em mais de 5 pares somitos.
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Apos 7 horas de desenvolvimento 86,6% dos embrides apresentaram-se com mais de 10
pares de somitos. Nesta etapa, também pode-se observar o aparecimento da vesicula Otica e
vesicula éptica e uma maior distin¢do da cabeca e cauda (Fig. 10B).

Com 8 horas ap06s a eclosao 78,7% dos embrides apresentaram-se com mais de 15 pares
de somitos e crescimento da cauda (Fig. 10C) e na nona hora eles estavam com mais de 18
pares de somitos (Fig. 10D). Ap6s 10 horas de desenvolvimento 92,3% ja haviam mais de 20
pares de somitos, assim como também foi observada a diferenciagéo estrutural para formacéo
do intestino (Fig. 10E).

Com 11 horas de 66,6% dos embrides ja haviam mais de 25 pares de somitos e pela
microscopia eletronica de varredura foi possivel observar o inicio do desenvolvimento do
opérculo (Fig.11A). Os somitos e veias no saco vitelino (veias vitelinicas) (Fig.11B), e
nadadeira embrionaria foram observados de forma mais nitida (Fig. 11C).

Com 12 horas de desenvolvimento, 84,2% j& haviam mais de 30 pares de somitos e uma
cauda solta (Fig. 10F). Nesse momento foi observado uma cabeca mais arqueada, a abertura do
futuro opérculo mais profundo (Fig. 12A), a fosseta nasal se desenvolvendo (Fig.12B) e uma

nadadeira embrionaria bem visivel na regido da cauda (Fig.12C).
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Figura 10. Estagio de Organogénese. A - Fase de neurula 6h de incubacéao; Fase de
segmentacgéo: B — 10 somitos com 7h de incubacdo; C - + de 15 somitos com 8h de
incubacdo; D - + de 18 somitos com 9h de incubacéo; E - + de 20 somitos ap6s 10h de
incubacdo; F - 12 horas de desenvolvimento e G - Larva com 13 horas de desenvolvimento.
Legendas: SV: saco vitelino; op- vesicula Optica; ot: vesicula otica; s- somitos; Seta:

desenvolvimento do intestino e ca: cauda.

200pm

200pm 200pm

Fonte: Préprio autor.



35

Figura 11. Embrido de hibrido em estagio de organogénese apos 11 horas de
desenvolvimento. A - Embrido em desenvolvimento; B - Regido do saco vitelinico e C -
Cauda. Legendas: ponta de seta: vesicula éptica: Circulo: opérculo; sv: Saco Vitelinico; S:

somitos; v: veias vitelinicas; ne: nadadeira embrionaria e seta dupla: intestino posterior.

\ETel — L OO0 8102
198x(12.5 kV|ETD|10.9 mm CME-IBB-UNESP

Mag| HV Det WD
400x/12.5 kV. ETD!10.3 mm

Fonte: Proprio autor.

Figura 12. Estagio de Organogénese 12 horas apos a fertilizacdo. A - Regido da cabeca; B -
Opérculo; C - Desenvolvimento do anus e D - Cauda. Legendas: sv: saco vitelino; Circulo:
Opérculo; Seta: anus; fn: fosseta nasal; s: somitos; ne: nadadeira embrionaria.
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o :
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Fonte: Proprio autor.

4.6  Eclosdo das larvas (13h)

Com 13 horas de desenvolvimento, houve o inicio de eclosdo das larvas e 0 movimento
natatdrio, sendo possivel observar o coragdo pulsando, a cauda reta, notocorda e 0s somitos

bem visiveis (Fig.13). Nesta etapa 0 comprimento da larva foi de 1127,6pum.
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Figura 13. Larva eclodida do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas
de L. marmoratus e machos P. reticulatum com 13 horas de desenvolvimento. Legendas: SV:

saco vitelino e s: somitos.

S00pum

Fonte: Proprio autor.

4.6.1 Estagio larval com 12 horas apos a eclosao

Apos a ecloséo das larvas a média do comprimento delas foi de 3070,9+238,6pm para
este momento (Fig.14A), assim como também foi visivel dois pares de barbilhbes em
desenvolvimento. O opérculo ja estava aparentemente com maior profundidade (Fig.14B) e a
fosseta nasal estava mais visivel e com sensores (Fig.14C), o anus (Fig.14D) e a nadadeira
caudal mais visiveis (Fig14E).
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Figura 14. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas de L.
marmoratus e machos P. reticulatum 12 horas ap6s a eclosdo. A — Larva com barbilhdes em
desenvolvimento; B - opérculo; C - fosseta nasal; D - anus e E - nadadeira caudal. Legendas:
SV: saco vitelino; Ponta de seta: vesicula optica; hashtag: barbilhdes; Circulo: opérculo; fn:

fosseta nasal; Seta: anus e nc: nadadeira caudal.

Mag| HV Det WD e— 011111
108x/12.5 kVIETD|11.4 mm CME-IBB-UNESP

¥

Fonte: Proprio autor.
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4.6.2 Estégio larval 24 horas ap6s a eclosao

As estruturas da cabeca estavam mais desenvolvidas, em destaque: a vesicula dptica
pigmentada e a boca proeminente. Notou-se uma maior quantidade de cromatoforos espalhados
pela cauda e na regido do saco vitelino (Fig. 15A). Foi possivel observar o inicio do
desenvolvimento do intestino (Fig.15B) e a cauda comegou a tomar formato da estrutura.

Figura 15. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas de L.
marmoratus e machos de P. reticulatum 24 horas apds a ecloséo. A- Regido anterior da larva
e B- regido da cauda. Legendas: go: globo ocular; seta: cromat6foros; n: notocorda; es:

estbmago; m: miémeros; : otdlitos; b: barbilhGes; in: intestino e ne: nadadeira embrionaria.

200E\ 200&1

Fonte: Proprio autor.

Com 24 horas ap6s a eclosdo, por meio das analises histoldgicas, pode-se notar o inicio
da formacdo do estbmago, do intestino e do anus de forma mais nitida. Além disso, o globo
ocular ja estava em estagio de desenvolvimento mais avangado, j& era nitida a nadadeira pélvica
em desenvolvimento e os miémeros em grande quantidade, que posteriormente dardo origem a

musculatura do animal (Fig.16).
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Figura 16. Histologia da larva hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea
de L. marmoratus com machos P. reticulatum 24 horas apos a eclosdo. Legendas: go: globo

ocular; np: nadadeira pélvica; gv: granulos de vitelo; m: miémeros; es: estbmago e in:

intestino.

Fonte: Proprio autor.

4.6.3. Estagio larval 30 horas apods a ecloséo

Nesta fase, notou-se aumento no comprimento da larva, que passou a medir
3754+68um (Fig.17A) e o globo ocular bem desenvolvido com maior capacidade visual, sendo
a média do diametro de 81,7+10,9um e a média da altura: 84,8+3,6um (Fig. 17B).

Figura 17. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas de L.
marmoratus e machos de P. reticulatum 30 horas apés a eclosdo. A- Larva e B- Regido
anterior da larva. Legendas: hashtag: barbilhGes; n: notocorda; es: estbmago; nc: nadadeira
caudal; SV: saco vitelino; : otélitos e go: globo ocular.

B AN

200pm

Fonte: Préprio autor.

O opérculo ja apresentava o formato caracteristico (Fig.18A), a fosseta nasal apresentou
uma maior quantidade de sensores olfativos (Fig.18B) que tornardo mais profunda e 0 anus com
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uma cavidade mais acentuada (Fig.18C). Na boca foram observados vérios dentes em
desenvolvimento (Fig.18D), 2 pares de barbilhdoes mandibulares, 2 anteriores menores e 2

posteriores maiores € uma cauda comecou a tomar formato (Fig.18E).

Figura 18. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 30 horas apds a eclosdo. A- Regido da cabeca; B-
Fosseta nasal com sensores; C- Larva; D - Boca com dentes e E- Nadadeira caudal. Legendas:
circulo: opérculo; Hashtag: barbilhdes; Ponta de seta: vesicula optica; fn: fosseta nasal; Seta:

anus; b: boca com dentes e nc: nadadeira caudal.

Det WD —1 A%, ¥ 11}
kVIETD|[11.2 mm CME-IBB-UNESP

Fonte: Préprio autor.
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4.6.4 36h apo6s a eclosdo

Foi notdrio a presenca de uma maior quantidade de cromatéforos espalhados pelo saco
vitelino e pela regido da cauda (Fig.19A). Além de ser possivel observar mais nitidamente o

desenvolvimento do estomago (Fig.19B).

Figura 19. Larva “in toto” do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas
de L. marmoratus e machos de P. reticulatum 36 horas apds a eclosdo. Legendas: SV: saco

vitelino; go: globo ocular; Hashtag: barbilhdes; Seta: cromatdforos; ~: otolitos e es: estdmago.

B /T
,/
% S
3 -
‘«.~‘
N
b e :
<

e

5008 ] 200um

Fonte: Préprio autor.

4.6.5 60 horas apo6s a eclosdo

Nesta fase, notou-se um melhor desenvolvimento do estdmago (Fig.20A) e ndo foi
observado o saco vitelino, além disso, a nadadeira caudal ja estava com uma estrutura
heterocerca em formacdo (Fig.20B). Os dois pares de barbilhdes estavam maiores, além de
comecar a se formar um terceiro par (Fig.21A). A boca apresentou varios dentes (Fig.21B), o
estdmago e intestino ja estavam bem formados, além de o anus estar em um aspecto formato

bem caracteristicos para esses 6rgéos (Fig.21C).
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Figura 20. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L. marmoratus
com machos P. reticulatum 60 horas apds a eclosdo. Legendas:boca; go: globo ocular; seta:

cromatoforos e es: estbmago.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 21. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 60 horas apds a eclosdo. A - Estruturas mais
desenvolvidas; B - Regi&o da cabeca e C - Anus. Legendas: Ponta de seta: vesicula optica;

Hashtag: barbilhdo; b: boca com dentes es: estbmago e Seta: anus.

Mag| HV |Det| WD 1.0mm
167x/12.5 kV|ETD/10.8 mm CME-IBB-UNESP

\

\

Fonte: Proprio autor.
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4.6.6 72 horas apoés a eclosédo

Nesta fase, teve inicio a alimentacdo das larvas com artémia, pois o saco vitelino havia
regredido, o sistema digestorio estava bem desenvolvido e em funcionamento, com estémago,
intestino e anus com alimentos em seu interior (Fig. 22A e 22B). Também foi possivel verificar
0 crescimento das mesmas e os barbilhdes apresentaram-se mais longos. Nesta fase observou-

se que houve aumento na média do comprimento total da larva, passando a medir 4961,2pum.

Figura 22. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 72 horas apds a eclosdo. Legendas: es: estbmago; m:

mibémeros; in: intestino e hashtag: barbilhdes.

B

200pm 200pm

Fonte: Proprio autor.

Nesta fase de desenvolvimento, notou-se muitos midmeros formando a musculatura
dessas larvas, 0 estdmago estava com suas estruturas mais desenvolvidas, assim como no

intestino, que foram observadas vilosidades (Figs.23A; 23B).
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Figura 23. Histologia da larva 72 horas apds a eclosédo (3° dia de desenvolvimento). A -

Estdmago e B — Intestino. Legendas: es: estbmago; in: intestino e seta: musculatura.

Fonte: Proprio autor.

4.6.7 84 horas apds a eclosédo

Ap0s 84 horas de desenvolvimento, a larva estava maior, passando a ter 5439,6+61um
de comprimento (Fig.24A) e a fosseta nasal comecou a fechar-se (Fig.24B). O opérculo estava
bem formado (Fig.24C) e a nadadeira pélvica (Fig.24D), a nadadeira embrionaria (Fig.24E) e
0s raios da nadadeira caudal (Fig.24F) eram mais visiveis.
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Figura 24. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 84 horas apds a eclosdo. A - Larva; B - regido da
cabeca; C - barbilhdes; D - nadadeira pélvica; E - nadadeira embrionaria e F - nadadeira
caudal. Legendas: fn: fosseta nasal; Ponta de seta: vesicula Optica; Hashtag: barbilhdes;
Circulo: opérculo; np: nadadeira pélvica; nc: nadadeira cudal; ne: nadadeira embrionéria;
Seta: &nus e r: raios da nadadeira caudal.

Fonte: Préprio autor.
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4.6.8 96 horas ap06s a eclosao

Com 96 horas de desenvolvimento foi observado o aumento no comprimento do terceiro
par de barbilhdes, o estbmago estava bem cheio de alimentos (artémia) na qual teve seu inicio
no terceiro dia, assim como o intestino (Fig.25A) e os raios da nadadeira caudal mais visiveis
(Fig.25B).

Figura 25. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 96 horas apds a eclosdo. Legendas: hashtag:

barbilhGes; es: estdmago; go: globo ocular e setas: raios da nadadeira caudal.

200pum 200pm

Fonte: Proprio autor.

4.6.9 108 horas ap0s a ecloséo

Nesta fase, foi observada que a fosseta nasal estava quase fechada, a boca com varios
dentes e o globo ocular bem formado (Fig.26A) passando a ter didmetro de 216,3+20,8um e
altura de 223,3+27,9um. A nadadeira pélvica ja estava com um formato mais adequado a
estrutura (Fig.26B) e foi possivel visualizar o opérculo (Fig.26C) e os arcos branquiais bem
desenvolvidos (Fig.26D).



49

Figura 26. Larvas do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 108 horas ap0s a eclosdo. A - Estruturas da cabega
em desenvolvimento; B - Nadadeira pélvica; C- Opérculo; D - Branquias com arcos
branquiais. Legendas: fn: fosseta nasal; Ponta de seta: globo ocular; b: boca; np: nadadeira

peitoral; Circulo: opérculo; hashtag: barbilhGes e setas: arcos e filamentos branquiais.

Det| WD [ —————— ¢ 0 ————— P | ————  400.0pm
CME-IBB-UNESP 9x 12.5 KV CME-IBB-UNESP

Mag| HV |Det| WD e ] —————
159x|12.5 kV ETD|10.4 mm CME-IBB-UNESP 170x/12.5 kV | ETD|9.8 mm CME-IBB-UNESP

Mag| HV |[Det| WD —— 10 11111

Fonte: Proprio autor.

4.6.10 120h apds a ecloséo

No quinto dia, os barbilhdes e os olhos estavam maiores, sendo a média do didmetro dos
olhos de 231,8422,8um altura 228,4+26,4um além de também ser visivel maior
desenvolvimento do estdmago, intestino e anus. Observou-se também o aumento no
comprimento da larva que passou a medir 7863+171,2 pm.

Ultraestruturalmente foi observado que os barbilhdes se apresentaram bem mais longos,
densos e curvados (Fig.27A), enquanto 0 corpo apresentava aspecto mais alongado (Fig.27B),

em que os mibmeros se destacavam (Fig.27C).
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Figura 27. Larva do hibrido proveniente do cruzamento interespecifico entre fémea de L.
marmoratus com machos P. reticulatum 120 horas ap6s a eclosdo. A - Regido da cabeca; B -
Larva e C - Miémeros. Legendas: Ponta de seta: globo ocular; hashtag: barbilhdes; np:

nadadeira peitoral; m: musculatura e seta: anus.

CME-IBB-UNESP
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Fonte: Proprio autor.
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Por meio da anélise histoldgica foi observado que o olho apresentou o globo ocular bem
formado ja mais adequado a estrutura e as branquias apresentaram varios filamentos branquiais.

Além disso, foi possivel visualizar a muculatura bem formada (Fig. 28).

Figura 28. Histologia da larva 120 horas pds eclosédo (5° dia de desenvolvimento). Legendas:
go: globo ocular; Retangulo: bréanquias com arcos e filamentos branquiais; m: musculatura e

np: nadadeira peitoral

200pm

Fonte: Proprio autor.

4.7  Gréficos das medigbes dos embrides e larvas provenientes do cruzamento
interespecifico entre fémeas de Leiarius marmoratus com machos Pseudoplatystoma

reticulatum

A altura da cabeca das larvas aumentou de acordo com o seu desenvolvimento,
chegando a atingir 1200um na Ultima coleta, ocorrida apds 120 horas de desenvolvimento,
havendo uma diferenca de 783,16um quando comparada com a média das larvas 6 horas apos a
eclosdo, podendo ser observado abaixo (Fig.29).
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Figura 29. Médias das alturas das cabecas das larvas provenientes do cruzamento

interespecifico entre fémeas de L. marmoratus com machos de P. reticulatum em micrémetros
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Fonte: Préprio autor.
Ao longo do desenvolvimento, o didmetro dos olhos das larvas teve um aumento de

160,6pm observado no periodo entre 18 horas apos a eclosdo das larvas até 120 horas apos a
ecloséo, a qual foi a ultima coleta (Fig. 30).

Figura 30. Medias dos didmetros dos olhos das larvas proveniente do cruzamento

interespecifico entre fémeas de L. marmoratus com machos de P. reticulatum em micrémetros
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Fonte: Préprio autor.
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Na figura abaixo pode-se observar o aumento na altura dos olhos ao longo do
desenvolvimento das larvas (Fig. 31).

Figura 31. Médias das alturas dos olhos das larvas provenientes do cruzamento interespecifico

entre fémeas de L. marmoratus com machos de P. reticulatum em micrometros
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Fonte: Préprio autor.
Pdde-se observar houve uma diferenca de 6735,6 um no comprimento total das larvas

do momento da ecloséo até as 120 horas de desenvolvimento, podendo visualizar melhor na
figura abaixo (Fig.32).

Figura 32. Médias dos comprimentos totais das larvas provenientes do cruzamento

interespecifico entre fémeas de L. marmoratus com machos de P. reticulatum em micrémetros
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Fonte: Proprio autor.
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4.8 Embrides e larvas provenientes do cruzamento interespecifico entre fémeas de L.

marmoratus com machos de P. reticulatum com desenvolvimentos anormais

Durante o periodo de desenvolvimento embrionario, foram observados néo fertilizados
e embrides com desenvolvimentos anormais (Fig. 33A a 33D). Além disso, também foram
observadas larvas com desenvolvimento anormal, apresentando a coluna e a cauda curva
(Fig.33E) e coluna em “s” (Fig. 33F).

Figura 33. Malformagdes no desenvolvimento ontogenético dos embrides e larvas dos
hibridos provenientes do cruzamento interespecifico entre fémeas de L. marmoratus com
machos P. reticulatum. Legendas: A- 0,75h de desenvolvimento; B - 1h15 min. de
desenvolvimento; C - 1h30min. de desenvolvimento; E e F - Larvas 24h ap6s a ecloséo.

Legendas: quadrado: blastoderme torta e Circulo: cauda com deformidade.
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Fonte: Proprio autor.
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5 DISCUSSAO

O periodo de desenvolvimento do hibrido JC foi de 13 horas sob temperatura de 27,98°C
para o presente estudo. J& o periodo de desenvolvimento embrionério dos parentais do hibrido
JC, L. marmoratus, desde a fertilizacdo até a eclosdo da larva foi de 14 horas sob temperatura
média de 28,3 °C e 12h 30 min sob a temperatura de 27,98 °C (Almeida, 2011; Oliveira, 2013;
Mira-Lopes, 2014). Para P. reticulatum o periodo de desenvolvimento desde a fertilizacdo a
ecloséo foi de 14 horas, sob a temperatura média de 28,2°C (Andrade, 2013).

Os estagios de desenvolvimento embrionario estabelecidos para o hibrido JC, foram:
zigoto, clivagem, gastrula, organogénese e eclosédo, alem disso nao foi identificada gota de 6leo
na vesicula vitelina. Estes estagios descritos para o presente estudo, foram semelhantes aos de
seu parental L. marmoratus, além disso, 0s ovos de L. marmoratus sao esféricos, amarelados
e demersais e ndo apresentaram gotas de 6leo no saco vitelino durante todo o desenvolvimento
do embrido (Oliveira-Almeida, et. al., 2014), para o desenvolvimento de P. reticulatum néo foi
relatado (Andrade, 2013). Portanto a gota de 6leo é uma caracteristica que pode ser um fator
comum para estas espécies, que nao interfere no desenvolvimento do animal.

Para o estudo do hibrido JC ndo foi observado apéndices em suas cascas, logo a
classificacdo do mesmo foi dada como liso, entéo este hibrido provavelmente realiza migracoes
para se reproduzir. Pois 0s peixes de piracema, 0s animais migram em sentido aos locais de
reproducdo, a superficie de sua casca lisa facilita que os ovos sejam transportados rio abaixo.
Para as espécies que ndo realizam essa migracao para a reproducdo, a casca possui externamente
delicados apéndices que a tornam aspera e permitem ao ovo utilizar-se de distintas estratégias
para a sobrevivéncia do embrido (Godinho, 2003).

Para estudo do hibrido inverso do JC, foram identificados granulos de vitelo no polo
animal, também de forma fragmentada (Oliveira, 2013). Assim como para o hibrido JC foi
identificado semelhante, no qual o vitelo entra no polo animal fragmentado, de forma a nutrir
0 embrido ao longo do seu desenvolvimento, sendo um aspecto essencial.

No estudo realizado com o hibrido proveniente da fémea de P. reticulatum e do macho
de L. marmoratus, (cachadia) hibrido inverso do JC o desenvolvimento teve duracdo de 13
horas sob a temperatura de 28,16+0,12um°C até a ecloséo das larvas. O estagio de clivagem
com 2 blastémeros ocorreu de 30 a 40 minutos de desenvolvimento e o estagio de gastrula apds
220 minutos, além disso, foram identificados muitos ovos gorados, 0 que gerou uma baixa taxa
de fertilizacdo, 0 mesmo ocorreu para 0s parentais L. marmoratus e P. reticulatum (Oliveira,

2013). Apesar de o periodo de desenvolvimento para o hibrido JC ter sido semelhante sob
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temperatura muito préxima, alguns estagios, como os citados acima ocorreram em um tempo
menor. Assim como também foram identificados em quase todas as etapas de desenvolvimento
dele ovos gorados, podendo este fator estar ligado com as condi¢fes genéticas ou até mesmo a
qualidade dos o6citos que apesar de ter observado varios embrides com anomalias, nos estudos
analisados de seus parentais ndo foram abordados sobre este aspecto, embora seja comum.

A heterogeneidade se fez presente em varios estagios de desenvolvimento do hibrido
JC, uma caracteristica comum, também identificada por outros autores, como para 0s embrides
de hibridos cachadia e para L. marmoratus (Oliveira, 2013) Prochilatus lineatus (Ninhaus-
Silveira; Foresti; Azevedo, 2006), Steindachneridion parahybaeforam (Honji et. al., 2012).

Os cromatdforos das larvas do hibrido JC se agrupavam nas regides anteriores e
posteriores do saco vitelino e algumas dispersas na regido ventral do corpo, da mesma forma
foi identificado para L. marmoratus, que apresentou um padrdo de distribuicdo semelhante,
além disso a absorcao do saco vitelino se deu no terceiro dia apés a eclosdo (Coelho, et. al.,
2018), o que também foi observado para o hibrido JC, pois no terceiro dia ja ndo foi mais
identificado o saco vitelino, ja havendo o estdmago desenvolvido.

O padréo de pigmentacdo de P.reticulatum, e do hibrido cachadia, logo ap6s a eclosao
foi semelhante, sendo o padréo de coloracdo das larvas de grande importancia ja que é um dos
fatores que auxiliam na distin¢éo dos hibridos com seus parentais, evitando até mesmo fraudes
no intercdmbio comercial de larvas dessas espécies (Oliveira, 2013; Coelho et. al., 2021).

Os peixes provenientes do cruzamento deste estudo apresentaram trés pares de
barbilhGes, sendo um par deles localizado abaixo da boca. A presenca de barbilhGes sensoriais
localizados abaixo da boca indicio de que o peixe “fareja” seu alimento se movimentando sobre
0 substrato, sendo descrito para bagres. Os barbilndes sdo de grande importancia, eles
apresentam células sensoriais que ajudam na localizacdo de alimento sobre o fundo (Bemvenuti;
Fisher, 2010).

Quanto a funcionalidade do sistema digestivo como a boca e o intestino, no jundiara foi
semelhante ao encontrado para L. marmoratus, identificada quando foi absorvida toda a reserva
vitelina, na transigdo entre estagio vitelino e a pré-flexdo, junto com o fim do consumo do vitelo
e inicio da alimentacdo exdgena (Coelho, et. al., 2018).

O comprimento total da larva do parental L. marmoratus foi de 2160 micrometros até
aproximadamente 7773 micrometros (Coelho, et. al., 2018) semelhante ao do hibrido jundiara,

que partiu de 1127,60 e foi até 7863,2 microbmetros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Por meio desta pesquisa foi possivel concluir que o desenvolvimento embrionario do
hibrido jundiara proveniente do cruzamento interespecifico entre fémeas de L. marmoratus com
machos de P. reticulatum ocorreu em um periodo de desenvolvimento semelhante ao
encontrado em estudos de seus parentais L. marmoratus e P. reticulatum, assim como também
para o hibrido inverso, proveniente das fémeas de P. reticulatum com machos de L.

marmoratus, sob temperaturas semelhantes.
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