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Marques, Camila. (2008). Andlise histoldgica e de microscopia eletronica do desenvolvimento inicial
de Jau (Zungaro jahu). Dissertacdo (Mestrado em Agqiiicultura) — Centro de Aquicultura, Universidade

Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar o desenvolvimento embriondrio e larval do Zungaro jahu,
peixe nativo do Brasil, conhecido popularmente como jat, pertencente a ordem Siluriforme e ameacgado
de extin¢do. As coletas foram realizadas na Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza Dias — Jupia (CESP —
Castilho,SP). As amostras foram coletadas em tempos pré-determinados da extrusdo até a absorc¢do total
do vitelo, e destinadas ao processamento para andlise em microscopia de luz, eletrénica de varredura e
transmissdo. O desenvolvimento embriondrio do Z. jahu foi dividido em 7 estigios: zigoto, clivagem,
moérula, bldstula, gdstrula, organogénese e eclosdo. Durante o periodo larval observou-se o
desenvolvimento dos principais 6rgdos, dentre eles: 6rgdos do sistema digestério, coracdo, arcos
branquiais, sistema nervoso/sensorial, tiredide, pronefro e bexiga gasosa. Os ovos na extrusio
apresentaram diametro médio de 1,38+0,06 mm, e as larvas eclodidas 3,79+0,11 mm. Os ovdcitos e ovos,
apos a fertilizagdo, apresentaram formato discéide, coloracdo amarela e uma unica micrépila. Aos 10 min
pos-fertilizacdo (mpf) houve diferenciacdo dos pdlos animal e vegetativo. A formacdo da célula-ovo
ocorreu aos 15 mpf. Dos 20 aos 75 mpf ocorreram sucessivas clivagens até a fase de mérula observada
entre 90 e 105 mpf. Em seguida identificaram-se as fases de blastula e géstrula, com 120 e 180 mpf,
respectivamente. O final da fase de gastrula, 360 mpf, caracterizou-se pela formacgao do tampao vitelino.
A partir disso, iniciou-se a diferenciacdo das regides cefédlica e caudal, o alongamento do embrido,
culminando na eclosdo de larvas transparentes com pontos de pigmentacdo apds 780 mpf. A absorcao
total do vitelo foi observada com 60 horas pds-eclosdo (hpe) a uma temperatura média de 28,75+0,59 °C.
As larvas recém-eclodidas apresentaram esbogo do trato digestério, olhos bem evidentes e primeiros
movimentos natatérios. A abertura da boca ocorreu com 12 hpe e a ligacdo entre a cavidade bucal e o
intestino anterior com 24 hpe. Todos os 6rgdos analisados tornaram-se mais desenvolvidos e funcionais
com o crescimento da larva. O estudo do desenvolvimento inicial do Z. jahu é importante por fornecer
informacdes necessdrias para o desenvolvimento de planos de manejo na criacdo e exploracdo racional,

identificacdo dos ovos e larvas na natureza, possibilitando a maior preservacio desta espécie.

Palavras-chave: desenvolvimento embrionério, jad, larva, morfologia, peixe.
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Marques, Camila. (2008). Histology and electron microscopy of early development of the Jau (Zungaro
Jjahu). Master Thesis (Master Degree in Aquaculture) — Centro de Agqiiicultura, Universidade Estadual

Paulista, Jaboticabal — SP.

ABSTRACT

The aim of this study was to describe the early embrionary and larval development of Zungaro jahu, a
Brazilian fish, commonly known as Jad belonging to Siluriform Order and in danger of extinction. The
collections were carried out at the Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza Dias — Jupid (CESP -
Castilho/SP). The samples were collected in pre-established times at eggs extrusion until the yolk
absorption and processed to analysis by light, scanning and transmission electron microscopy. Early
embrionary development of Z jahu was divided in seven stages: zygote, cleavage, morula, blastula,
gastrula, organogenesis and hatching. During the larval period the main organs development was noted:
digestive tract, heart, gills arches, nervous/sensorial systems, thyroid, kidney and swim bladder. The eggs
dimensions in average diameters at extrusion were 1.38+0.06 mm and the larvae were 3.79+0.11 mm.
The fertilized oocytes and eggs presented a discoid shape, yellowish colour and a single micropyle. At 10
minutes after fertilization (maf) there was the differentiation of animal and vegetative poles. The egg cell
formation occurred at 15 maf. At 20 to 75 maf occurred successive cleavages until morula phase seen at
90 and 105 maf. Then blastula and the gastrula phases were identified at 120 and 180 maf, respectively.
The end of gastrula phase at 360 maf was characterized by formation of the yolk plug. From this there
was the differentiation of cephalic and caudal regions, embryo elongation, ending in the hatching of
transparent larvae with pigmentation sites at 780 maf. The total yolk absorption was noted at 60 hours
after hatching (hah) to an average temperature of 28.75+£0.59 °C. The newly hatched larvae presented a
rudimentary digestive tract, developed eyes and first swimming movements. The mouth opening occurred
at 12 hah and the linking among mouth cavity and the anterior intestine at 24 hah. All the analyzed organs
had become more developed and functional with larvae growing. The study of early development of the
Z. jahu is important by providing informations about rational management and rearing conditions in

identification of eggs and larvae in nature, allowing the best preservation of this species.

Key-words: embryonic development, jad, larvae, morphology, fish.
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Marques, C. Dissertacdo de Mestrado

A aqiiicultura mundial vem apresentando pleno desenvolvimento, sendo que em 1999 houve
expansao ao redor de 9%, enquanto que nesse mesmo periodo o crescimento no Brasil foi de 35%. Esse
aumento foi conseqiiéncia, principalmente, dos mercados de pesque-pague e do pescado processado
(Roubach et al., 2003).

O aumento da producao de peixes, crusticeos e moluscos, em dguas continentais, tem ocorrido a
uma taxa média de 7% ao ano, em contraste com 0s 5,4% da aqiiicultura marinha, durante as dltimas trés
décadas. Do total da producdo continental no ano de 2000, os peixes constituiram o grupo mais
representativo, com 97,7% de participacdo, com destaque para producgdo de carpas, tildpias, trutas, bagres
e enguias (FAO, 2002).

O Brasil possui grande potencial hidrico, climdtico e a mais rica fauna de peixes de dgua doce
do mundo se destacando como um dos paises de maior potencial para a expansdo da aqiiicultura.
Contudo, a piscicultura ainda apresenta resultados modestos de desenvolvimento, devido aos processos de
producdo adotados e a falta de informacdes sobre as espécies nativas com potencial zootécnico e
deficiéncia de dados cientificos acerca de sua biologia, especialmente a reprodutiva (Godinho, 2007).
Mesmo com o aprimoramento das técnicas de reproducdo, alimentacdo e manejo na piscicultura, muitos
problemas precisam ainda ser resolvidos, principalmente com relagdo a larvicultura de peixes, que
representa um forte ponto de estrangulamento na produgdo de grandes quantidades de alevinos (Beerli et

al., 2004).

Segundo Pezzato (1997 — apud Luz et al., 2001) o sucesso da aqiiicultura estd associado ao
conhecimento das caracteristicas morfofisiol6gicas e comportamental das espécies. Pinto & Castagnolli
(1984 apud Luz et al., 2001) afirmaram que o estudo dos primeiros dias de vida dos peixes é muito

importante, especialmente de espécies selvagens, potencialmente vidveis para a piscicultura.

Com relacdo ao grande nimero de espécies nativas brasileiras, muito pouco se conhece acerca
de seu desenvolvimento embriondrio. A descricdo dos estdgios embriondrios de uma espécie pode
fornecer inimeras vantagens, tais como: o reconhecimento dos embrides em ambientes naturais, o que
permite uma melhor avaliacio do local de desova daquela espécie, e a deteccdo das alteracdes
relacionadas aos fatores ambientais nas incubadoras, as quais poderdo acarretar mas-formagoes larvais e

baixa produtividade (Alves & Moura, 1992).
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Marques, C. Dissertacdo de Mestrado

As espécies pertencentes a familia Pimelodidae caracterizam-se por apresentar nadadeiras dorsal
e peitorais geralmente providas de espinhos pungentes e a nadadeira adiposa sempre presente. Possuem
um par de barbilhdes maxilares e dois pares mentonianos, os dentes sdo viliformes e localizados em
placas dentigeras no pré-maxilar e dentério, a abertura branquial estende-se além da base das nadadeiras
peitorais. A maioria das espécies apresenta hdbito noturno, passando o dia escondidas e saindo a noite
para explorar o ambiente, muitas delas apresentam Orgdos sensitivos (barbilhdes e barbelas
quimiorreceptoras) muitos desenvolvidos, o que as torna capazes de explorar eficientemente o meio,
mesmo na auséncia de luz (Nakatani et al., 2001).

Os bagres pimelodideos sdo importantes componentes nas capturas de peixes de dgua doce da
América do Sul. A familia engloba cerca de 30 gé€neros e 90 espécies com ampla variagdo de tamanhos —
desde 20 até maiores que 200 cm. (Mateus & Penha, 2007). A espécie Zungaro jahu pertence a essa
familia, é conhecido no Brasil como jaii (ya-ii = grande comedor na lingua indigena), sendo o maior peixe
encontrado nas bacias Paranéd-Paraguai e Uruguai, atingindo até 144 cm de comprimento e 150 kg de
peso. (Agostinho et al., 2004).

Silvergrip (1992) colocou o género Paulicea H. Von Ihering, 1898, na sinonimia de Zungaro
Bleecker, 1958. O jad, conhecido até pouco tempo como Paulicea luetkeni, seguindo as normas
internacionais de nomenclatura zooldgica passou a ser designado como Zungaro jahu (espécies do Sul,
Sudeste e Centro-oeste) e Zungaro zungaro (espécie amazdnica). Apesar de existirem poucos dados sobre
seu real estado de conservacgao, o Z. jahu é oficialmente considerado ameacado de extin¢cdo nos estados de
Minas Gerais e Parana. Em Sido Paulo e no Rio Grande do Sul ndo foram incluidos na lista oficial, € em
Santa Catarina, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goids ndo foi considerado, pois ainda ndo hi lista
oficial. Recentemente o Ministério do Meio Ambiente publicou a “Lista Nacional das espécies ameagadas
de extin¢do e Sobreexplotadas ou Ameagadas de Sobreexplotacdo” e agravou a situacdo do Z. jahu, pois a
espécie publicada na lista foi a amazonica (Z. zungaro) ao invés do Z. jahu. Devido a esse erro o Z. jahu
torna-se mais ameagado, ndo podendo ser contemplado com projetos financiados pelo governo, pois seu
nome nao consta na lista oficial (Alves, 2006).

Nos rios Parand e Amazonas, esses peixes cumprem todo o seu ciclo de vida, abrigando-se

primeiramente em 4reas profundas quando adultos e nas bocas de riachos e pequenos tributdrios quando
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larvas. Ao contrdrio de outras espécies migradoras, as larvas desta espécie nio t€m sido encontradas em
lagoas marginais e canais do Rio Parand. Quase ausente nas altas regides da bacia do Alto Parand, era
uma importante espécie na época da pesca no reservatério de Itaipu. Durante este periodo, juvenis foram
capturados no reservatdrio e os adultos na zona fluvial. No entanto, a producdo da espécie tem reduzido
drasticamente durante a ultima década, provavelmente devido a sobrepesca de individuos de pequeno
porte e assim impedindo o recrutamento adequado (Agostinho et al., 2004).

Esta espécie apresenta cabeca larga e deprimida, o corpo relativamente roli¢o, o focinho amplo
e a boca larga e terminal. A cor de fundo € castanho-escura amarelada, com muitas pontuacgdes castanho-
escuras sobre o dorso e os flancos. Tem preferéncia pelos rios caudalosos, vivendo no fundo destes ou no
pé das cachoeiras sendo um piscivoro noturno (Vaz et al., 2000).

Atinge a primeira maturagdo com 70 cm de comprimento total. A desova ocorre entre 0s meses
de dezembro e fevereiro. Realizam grandes deslocamentos na época da reproducdo, sendo um migrador
tipico e os ovos sdo livres (Vaz et al., 2000). Informagdes sobre sua biologia e ecologia sdo escassas, € a
maioria est4 relacionada 2 nutricdo, parasitologia ou morfologia (Agostinho ez al., 2004). E uma espécie
vulnerdvel da fauna, sujeita a extincdo devido a destrui¢do de seu habitat. Sua criacdo em cativeiro estd
ainda em estagios preliminares (Vaz et al., 2000), apesar de ser uma espécie que apresenta potencial para
a aqiiicultura (Godinho, 2007).

O desenvolvimento inicial de peixes compreende as etapas do ciclo bioldgico que abrange ovos,
embrides e larvas até a reabsorc¢do total do saco vitelino. O processo embriondrio inicia-se com a
fecundacio do ovécito pelo espermatozéide via micrdpila, e concentra-se basicamente na reorganizagao
dos elementos do ovo. Para ser compreendido deve ser combinado com estudos da topologia dos ovos

fertilizados (Depéche & Billard, 1994).

Alguns dos eventos que ocorrem apds a fertilizacdo incluem despolarizagdo da membrana
plasmatica do ovo, penetragdo do espermatozdide, exocitose do contetido dos alvéolos corticais, formacao
do espago perivitelino e posterior divisdo meidtica (Iwamatsu, 1992).

Os ovos da maioria dos teledsteos sdo envolvidos por uma membrana vitelina relativamente
espessa — o corion — e normalmente apresentam uma tnica micrépila no pélo animal, entretanto os ovos

de Polyodon sphatula apresentaram de 4 a 12 micrépilas no pélo animal (Linhart & Kudo, 1997). A
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micrépila consiste em uma depressdo em forma de funil, presente no cérion (Kudo, 1980; Laale, 1980;
Kobayashi & Yamamoto, 1981; Hart, 1990; Iwamatsu, 2000) e existe nos peixes, pois, diferentemente
dos espermatozdides dos mamiferos, os espermatozdides dos teledsteos ndo possuem acrossoma
(Iwamatsu, 2000).

Chen et al. (1999) sugerem que a superficie externa do cérion e microestrutura da micrépila sdo
dignas de nota como ferramenta na identificacdo de ovos e estudos filogenéticos em peixes. Porém, os
autores afirmam que a superficie externa do cérion geralmente ndo apresenta diferencas notdveis na
microestrutura entre espécies do mesmo género ou familia, com estas diferencas sendo mais bem
observadas na micrépila, que deve apresentar mecanismos para prevenir a hibridizagao interespecifica.

Brasil et al. (2002) observaram que nos peixes teledsteos o estudo morfolégico da fertilizacao
tem sido feito com diferentes enfoques, fato que dificulta a compreensdo dos mecanismos e eventos que
estdo correlacionados como causa e efeito. Estes estudos sdo importantes para uma melhor compreensio
da biologia comparada e podem contribuir na otimiza¢do do manejo reprodutivo na piscicultura.

Como a fertilizagdo em ovos de peixes é normalmente monoespermdtica (Kobayashi &
Yamamoto, 1981), apés a entrada do primeiro espermatozéide ocorrem fendomenos de prevencdo a
poliespermia. Barreiras mecéinicas como a abertura interna da micrdpila (Brummett & Dumont, 1979;
Kobayashi & Yamamoto, 1981; Hart & Donovan, 1983; Kudo et al., 1994), formacdo do cone de
fertilizacdo (Kudo, 1980; Iwamatsu et al., 1991; Brasil et al., 2002) e ativacdo da reagdo cortical levando
ao impedimento da penetragdo de espermatozéides supranumerdrios (Iwamatsu & Ohta, 1981; Iwamatsu
et al., 1993) sdo eventos que combatem a poliespermia.

Ap6s a fertilizagdo ocorre entdo a hidratacdo dos ovos, que juntamente com a exocitose dos
alvéolos corticais, contribui para o aumento do espaco perivitelino. Ribeiro et al. (1995) sugerem que a
morfologia do ovo, apresentando amplo espago perivitelino logo apés a fecundacdo, mostra que o
embrido serd protegido contra as injirias do meio ambiente e terd desenvolvimento externo harmonioso.
Kunz (2004) afirma que o espago perivitelino se forma mesmo em ovos ndo fertilizados, ativados pelo

contato do gameta feminino com a 4dgua, desencadeando a reagdo cortical.
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Apés a entrada do primeiro espermatozdide pela micrdpila inicia-se no ovdcito uma
movimentacao citoplasmatica intensa em direcdo a micrépila formando os pdlos animal e vegetativo
(Kimmel et al., 1995; Leme dos Santos & Azoubel, 1996).

Apés os eventos desencadeados pela fertilizagdo, o ovo passa a sofrer alteracdes que incluem
clivagens, movimentagdo celular e formagao dos esbocos dos 6rgdos (Ganeco, 2003).

A clivagem dos ovos de peixe é do tipo merobldstica ou parcial por ocorrer apenas no pdlo
animal (Balinsky, 1970; Lagler et al., 1977; Leme dos Santos & Azoubel, 1996). A primeira clivagem
divide o blastodisco em 2 células, de igual tamanho (Wourms & Evans, 1974; Carter & Wourms, 1991;
Iwamatsu, 1994; Kimmel et al., 1995). As clivagens iniciam do centro para as bordas do blastodisco
(Matkovic et al., 1985; Shardo, 1995) e o nimero de blastdmeros aumenta enquanto seu tamanho diminui

(Wourms & Evans, 1974; Castellani et al., 1994, Nakaghi et al., 2006).

Na fase de blastula em Fundulus (Trinkaus, 1984), Brachidanio rerio (Kimmel & Law, 1985;
Kane et al., 1992; Kimmel et al., 1995) e Prochilodus lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2007), ocorre a
formacdo da camada sincicial de vitelo, que € uma camada citoplasmdtica continua localizada entre o

disco da blastoderme e o vitelo, resultando de uma divisdo incompleta dos blastdbmeros (Ninhaus-Silveira

et al., 2007).

A fase de géastrula é caracterizada pelos movimentos de epibolia, migracdo celular e formagdo
dos folhetos germinativos (Iwamatsu, 1994; Kimmel et al., 1995; Shardo, 1995). A epibolia inicia no
final da blastula (Solnica-Kresel & Driever, 1994) e no final do periodo de gastrula, o vitelo foi
completamente coberto (Kimmel et al., 1995). Com 50% de epibolia, iniciam-se os movimentos de
migracdo (Warga & Kimmel, 1990; Kimmel et al., 1995), formando duas camadas: a superior ou
epiblasto e a inferior ou hipoblasto (Lagler et al., 1977; Warga & Kimmel, 1990; Kimmel et al., 1995;
Shardo, 1995). No final da gastrula, a parede externa é a ectoderme que formard a epiderme e o sistema
nervoso; a camada endodérmica formard o revestimento do tubo digestivo, figado e pancreas. A
mesoderme que se desenvolve entre essas duas camadas formard dois folhetos: um prende-se a
endoderme e o outro a ectoderme, formando uma cavidade interna chamada celoma ou cavidade do corpo

e os demais 6rgaos (Garcia & Ferndndez, 2001).
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O Sistema Nervoso Central origina-se a partir da ectoderme coincide com a formacio deste
sistema organico nos demais vertebrados (Romer & Parsons, 1985; Iwamatsu, 1994; Kimmel et al., 1995;
Shardo, 1995). Ao término da fase de gastrula surgem os tecidos mesodermais que se alongam em ambos
os lados da notocorda organizando-se em segmentos denominados somitos (Hisaoka & Firlit, 1960;
Galman & Avtalion, 1989; Iwamatsu, 1994; Kimmel et al., 1995). As regides do prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo sdo formadas pela expansio do tubo neural como descrito em Brachidanio
rerio (Kimmel et al., 1995) e em Rhamdia sapo (Cussac et al., 1985).

ApOs esses eventos o embrido se encontra apto a eclodir e entdo se inicia a fase larval. As
larvas, além de serem morfologicamente muito diferentes dos adultos, apresentam exigéncias ecolégicas
distintas, com particularidades quanto ao habitat, alimentacdo e comportamento (Leis & Trnski, 1989).
Além disso, a grande similaridade entre larvas de espécies diferentes e a falta de literatura comparativa
dificultam ainda mais os trabalhos dos taxonomistas. (Sanches et al., 2001).

A diferenciacdo das células, tecidos, 6rgaos e sistemas persistem desde a fase embriondria até a
metamorfose de acordo com as adaptagdes morfofuncionais. A maioria dos estudos publicados
atualmente foca apenas a diferenciacdo de sistemas ou Orgdos selecionados durante os periodos
embriondrio, larval ou durante a metamorfose (Timmermans, 1987).

O periodo larval inicia-se apds a eclosdo e termina com a reabsor¢do do vitelo e inicio da
alimentacdo exdgena (Helfman et al., 2000). O grau de diferenciag@o da larva recém-eclodida depende,
entre outros fatores, da espécie e do tamanho do ovo (Blaxter, 1969; Woynarovich & Hoérvath, 1983). A
maioria das larvas de peixes de dgua doce eclode com boca e mandibulas ainda ndo formadas, olhos
despigmentados e saco vitelino grande (Nakatani et al., 2001). Poucas espécies, como o peixe-lobo,
Anarhichas lupus, eclodem com caracteristicas externas semelhantes aos juvenis, com os 6rgdos internos
ja diferenciados, apresentando poucas caracteristicas larvais, como a presenca do saco vitelino (Falk-
Petersen & Hansen, 2001).

O padrao de desenvolvimento em teledsteos reflete sua necessidade de adaptacido ao ambiente
(Vanderwalle et al., 2005). O tempo de desenvolvimento destes sistemas segue padrdes ontogenéticos de

cada espécie e determina 0 momento em que os peixes irdo adquirir a capacidade natatéria, de fuga e
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captura de seu proprio alimento (Neumann, 2004), sendo diretamente influenciado pela temperatura
ambiental (Kendall et al., 1983; Fuiman et al., 1998).

O tamanho do saco vitelino e seu tempo de absor¢do também sdo espécies-especificos e quanto
maior for a quantidade de reservas endégenas disponiveis, mais longo serd o periodo que as larvas de
peixes possuem para se adaptar a captura de alimentos externos, enquanto sio sustentados pelas reservas
do saco vitelino (Blaxter, 1969; Woynarovich & Hérvath, 1983; Bonilawska et al., 2000; Gisbert et al.,
2000). Para espécies reofilicas, que produzem ovos pequenos, com pouca reserva endégena e nenhum
cuidado parental, o tempo de adaptacdo para enfrentar condi¢Ges ambientais adversas é curto, sendo
imprescindivel as larvas chegarem rapidamente a forma juvenil e adquirirem caracteristicas minimas
necessdrias para sobreviver as duras condicdes ambientais e aos predadores (Vanderwalle et al., 2005).

A morfogénese e a diferenciacdo s@o processos rapidos e complexos durante a ontogenia inicial
dos peixes. As larvas recém-eclodidas sofrem mudancas drasticas em sua forma de corpo, morfologia,
metabolismo, habilidades natatérias e comportamentais, normalmente em curto periodo (Maciel, 2006).

O desenvolvimento do sistema digestorio tem grande importancia prética na piscicultura, como
determinar o tipo de alimentacdo a ser utilizado nessa fase (Tengjaroenkul et al., 2002), o momento
apropriado para iniciar esta alimentacdo, e tem sido pouco explorado para espécies brasileiras de
importancia comercial (Vega-Orellana et al., 2006). Antes da abertura da boca, as larvas nutrem-se do
vitelo, que € reabsorvido através da camada sincicial (Shahsavarani et al., 2002). O trato digestério e as
glandulas anexas figado e pancreas, originam-se das células do endoderma durante a embriogénese (Ober
et al., 2003). Alguns estudos mostraram que o figado e pancreas diferenciam-se cedo nas larvas,
apresentando-se funcionais antes da absorcdo total do vitelo (Hamlin et al., 2000; Pefia et al., 2003).
Gordon & Hecht (2002) relataram que ainda durante a ontogénese larval, ocorre proliferagdo de células
secretoras de muco e aumento do tamanho do figado e do pancreas. As maiores alteragdes do aparelho
digestdrio de peixes acontecem durante o periodo larval, resultando em um aparelho funcional que pode,
em algumas espécies, ser estruturado antes mesmo do vitelo ser totalmente consumido (Maciel, 2006).

Mudangas morfofisioldgicas durante o desenvolvimento larval sdo caracteristicas que devem ser
estudadas cuidadosamente, uma vez que o programa de alimentacdo adequado deveria ser planejado

baseado no conhecimento de tais mudancas (Garcia-Gasca et al., 2006). Micale et al. (2006) relataram
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que estudos relacionados com a ingestdo, digestdo e absorcdo do alimento, podem contribuir para
aumentar o sucesso da criacdo de larvas de peixes em diferentes condi¢des. Segundo Spedicato et al.
(1998), esses estudos constituem a base de protocolos alimentares que envolvem exigéncias nutricionais
das larvas.

Estes conhecimentos podem auxiliar na identificagao de fatores limitantes, reduzindo entraves
nos processos de mudancas de alimentacdo e sincronizando a fase de desenvolvimento com a tecnologia
de cria¢do e manejos alimentares (Hamlin et al., 2000; Gisbert et al., 2004).

Os peixes apresentam grande variedade de 6rgdos sensoriais que os capacitam a responder a
condi¢des ambientais, tanto ao seu redor, pela linha lateral e visdo, quanto a distancia, por sensores
quimicos e auditivos (Liao & Chang, 2003). Dessa forma, a presenca dos drgdos sensoriais é importante,
durante o desenvolvimento larval, para a procura de alimento e fuga de predadores, principalmente
(Moorman, 2001).

O olho é o primeiro a se desenvolver, principalmente em larvas peldgicas (Shand, 1997). A
visdo adequada é fundamental para a sobrevivéncia durante e apds a transicdo da alimentacdo enddgena
para exdgena no desenvolvimento inicial dos peixes, pois a maioria deles se alimenta através da visdo
(Gerking, 1994) e usam o sinal visual para evitar predadores (Fuiman & Magurran, 1994). O
conhecimento morfoldgico e funcional do olho é importante para entender o estudo do comportamento
entre espécies biologicamente iguais ou distintas, pois os olhos dos peixes exibem adaptagdes especificas
ao ambiente aqudtico, sendo uma delas a variedade de fotorreceptores que contém pigmentos visuais
sensitivos (Vasques et al., 1998).

O desenvolvimento dos botdes gustativos em peixes € pouco conhecido, bem como a descri¢ao
completa de sua formag@o e morfologia. O padrdo de distribuicdo dos botdes gustativos varia entre as
espécies, podendo ser encontrados, na cavidade orofaringea, boca, ldbios, superficie de barbatanas,
cabeca ou cobrindo todo o corpo (Matsuoka, 2001; Hansen et al., 2002). Em peixes, os neuromastos sao
constituidos por mecanorreceptores responsaveis por perceber movimentos na dgua, estando localizados
superficialmente na epiderme, constituindo os neuromastos livres, e/ou em sulcos e canais, formando o

sistema da linha lateral (Matsuoka, 2001; Diaz et al., 2003; Cestarolli, 2005).
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Com o surgimento do coracdo no periodo de somitogénese do embrido, inicia-se o
desenvolvimento do sistema circulatério, continuando durante o desenvolvimento larval (Langeland &
Kimmel, 1997; Yelon & Stainier, 1999; Hu et al., 2000). O coracdo é formado a partir da mesoderme, as
células do epi e miocardio sdo nutridas pela esplacnopleura. A cavidade aparece e o tubo assume uma
forma de S. A diferenciacdo do coragdo em partes é um processo gradual, inicia-se pela dilatacio da parte
anterior formando o sino-atrial, entdo o atrio, ventriculo e bulboarterial (Kunz, 2004).

A bexiga gasosa, ou natatéria, pode estar localizada na parte dorsal do corpo, acima do centro
de gravidade do animal. Este arranjo permite ao peixe manter a postura sem depender de esforco
muscular (Hildebrand, 1995). A funcdo desse 6rgdo € a recepgdo e amplificacido dos sons e pressao.

A respiracdo da maioria dos peixes ocorre através das branquias, mas durante a fase larval as
trocas gasosas acontecem através da pele. Este processo é possivel, pois, na larva existe uma grande
superficie em relacdo ao volume corporal e ndo hd escamas ou outros tecidos que representem uma
barreira contra a difusdo de gases. Essa forma de respiracdo é adequada, uma vez que muitas dessas larvas
sdo transparentes e habitam regides peldgicas, onde o oxigénio ¢ abundante e a hemoglobina ndo
requerida poderia torné-las visivel aos predadores (Maciel, 2006).

Algum tempo apds a eclosdo, a respiracdo cutinea das larvas de Teleostei torna-se inadequada
fazendo com que as branquias se desenvolvam (Blaxter, 1986). Segundo Maciel (2006), com o
crescimento das larvas, a relagdo superficie/volume torna-se menor, resultando numa menor 4rea
respiratdria cutanea e as rotas de difusdo de gases tornam-se mais distantes. O crescimento ocorre quando
a respiracdo branquial torna-se essencial para muitos peixes ativos e o desenvolvimento da hemoglobina,
a0 mesmo tempo ou mais tarde, aumenta a capacidade do sangue de transportar oxigénio.

As branquias sdo estruturas vitais para a satde dos peixes, pois além de serem o principal local
de trocas gasosas, também estdo envolvidas nos processos de osmorregulacdo, equilibrio 4cido-bésico,
excrecdo de compostos nitrogenados e desempenham ainda a funcdo sensorial da gustagdo. Portanto
qualquer alteragdo nessa estrutura certamente comprometerd a sobrevivéncia dos peixes (Morgan &
Tovell, 1973; Leonardo et al., 2001).

A embriogénese e o desenvolvimento larval sdo estdgios importantes do ciclo biolégico por

prover informagdes sobre a biologia, sistemdtica e evolu¢do dos peixes, especialmente aspectos
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relacionados a ontogenia, alimentac¢do, reproducdo e comportamento. (Gomes et al., 2007). A duragdo da
embriogénese varia de acordo com a estratégia reprodutiva da espécie e € afetada por fatores ambientais,
principalmente a temperatura (Reynalde-Tataje et al. 2001 apud Gomes et al. 2007). O tempo para a
completa reabsor¢do do saco vitelino e a abertura da boca também varia entre as espécies e sdo estagios
criticos na aqiiicultura, uma vez que indicam a necessidade de alimentacdo exdgena. (Sato et al., 2003).

O desenvolvimento inicial dos peixes €, portanto, um processo muito dindmico, com mudancas
ontogenéticas coincidindo freqiientemente com mudangas na alimentacdo, microhabitat, comportamento,
desempenho ou a combinacdo entre qualquer um destes (Sagnes et al., 1997; Gozlan et al., 1999a, b).
Habilidades de fugir de predadores e mudancas na capacidade natatéria, as quais se desenvolvem durante
a ontogenia, sdo caracteristicas que podem também influenciar a habilidade de sobrevivéncia da larva
(Fuiman & Higgs, 1997; Miklosi & Csanyi, 1999; Gozlan et al., 1999a; Pinder & Gozlan, 2004).
Informagdes relacionadas aos desenvolvimentos morfoldgico, morfométrico e comportamental dos peixes
sdo fundamentais para entender as mudangas ecoldgicas requeridas por uma espécie (Baras & Nindaba,
1999; Kovac & Copp, 1999) e os fatores que afetam o recrutamento da populacdo (Houde, 1994).

Esses dados podem ser usados para melhorar técnicas de larvicultura (Gonziles et al, 2002) por
meio de modificagdes de parametros ambientais e manejos alimentares (Gisbert et al, 2002, 2004). Além
disso, permite estimar a qualidade dos juvenis e a sua conveniéncia para estocagem ou producdo de
matrizes (Maciel, 2006).

Assim para estabelecer métodos de criagdo que visam a produgdo de larvas e juvenis de
qualidade, para estocagem nos viveiros artificiais ou cursos naturais de dgua, torna-se necessario o estudo
da biologia das larvas de peixes, em particular, das espécies nativas, até o momento pouco estudadas
(Maciel, 2006). Portanto a descrigdo morfolégica dos acontecimentos que ocorrem durante o
desenvolvimento embriondrio e ontogenia larval, numa faixa de tempo conhecida, contribuird para uma
melhor compreensdo da reproducdo do Zungaro jahu e seu manejo na piscicultura, bem como o melhor
entendimento da biologia desta espécie, uma vez que esta se encontra ameagada de extin¢do, apesar de
ndo ser citada na lista oficial, e poucos trabalhos serem encontrados na literatura caracterizando-a.

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo proporcionar conhecimentos a respeito da

cronologia dos principais eventos morfolégicos observados durante o desenvolvimento embriondrio e
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larval do Jau (Z. jahu), enfatizando as principais fases do desenvolvimento embriondrio e a ontogenia dos
principais 6rgdos e sistemas das larvas. Para isto, a dissertagdao foi dividida em dois artigos: Artigo I,
“Morfologia dos ovdcitos e ovos do Jau (Zungaro jahu) da extrusdo a eclosao” e Artigo II, “Ontogenia

das larvas do Jad (Zungaro jahu) da eclosio a absor¢édo do vitelo”.
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ARTIGO I

(Normas da Revista Zygote)

Morfologia dos ovdcitos e ovos do jad (Zungaro jahu) da extrusao a eclosao



RESUMO

O objetivo deste trabalho foi caracterizar o desenvolvimento embriondrio do Zungaro jahu, peixe nativo
do Brasil. As coletas foram realizadas na esta¢fo de piscicultura da Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza
Dias — Jupia (CESP — Castilho, SP). As amostras foram coletadas em tempos pré-determinados até a
eclosdo, sendo fixadas em solu¢do de Karnovsky para processamento em microscopia de luz, eletrénica
de varredura e transmissdo. A eclosdo ocorreu 13 horas apds a fertilizacdo, numa temperatura de
29,441,5°C. Os ovos na extrusdo apresentaram didmetro médio de 1,38+0,06 mm, essa média se manteve
estavel até a eclosdo das larvas, as quais possuiam em média 3,79+0,11 mm. Os ovécitos € ovos nos
primeiros momentos apds a fertilizagdo apresentaram formato discéide e coloragdo amarela. O
desenvolvimento embriondrio do jau foi dividido em 7 estdgios: zigoto, clivagem, moérula, blastula,
géstrula, organogénese e eclosdo. Nos primeiros momentos observou-se a presenca da micropila. Aos 10
min pés-fertilizagao (mpf) houve diferenciacdo dos pélos animal e vegetativo. A formagdo da célula-ovo
ocorreu aos 15 mpf. Dos 20 aos 75 mpf ocorreram sucessivas clivagens formando 2, 4, 8, 16, 32 e 64
blastdmeros. A fase de moérula foi observada entre 90 e 105 mpf. Em seguida identificaram-se as fases de
blastula e gastrula, com 120 e 180 mpf, respectivamente. O final da fase de gastrula caracterizou-se pela
formacgdo do tampdo vitelino, o que ocorreu com 360 mpf. A partir disso, iniciou-se a diferenciacdo das
regides cefélica e caudal, o alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal, culminando na eclosdo da

larva ap6s 780 mpf. As larvas do Jau na eclosdo apresentaram-se transparentes e pigmentadas.

Palavras-chave: desenvolvimento embriondrio, estdgios de desenvolvimento, estrutura,

histologia e peixe.
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1) INTRODUCAO

A espécie Zungaro jahu, pertence a ordem Siluriformes e conhecida no Brasil como jau (yai =
grande comedor na lingua indigena), é o maior peixe encontrado nas bacias Parand-Paraguai e Uruguai,
atingindo até 144 cm de comprimento e 150 kg de peso (Agostinho et al., 2004), sendo considerado,
assim, um peixe de grande porte. Silvergrip (1992) colocou o género Paulicea (H. Von Ihering, 1898), na
sinonimia de Zungaro (Bleecker, 1958).

Esta espécie apresenta cabeca larga e deprimida, o corpo relativamente rolico, o focinho amplo e
a boca larga e terminal. A cor de fundo € castanho-escura amarelada, com muitas pontuacdes castanho-
escuras sobre o dorso e os flancos. Tem preferéncia pelos rios caudalosos, vivendo no fundo destes ou no
pé das cachoeiras sendo uma espécie piscivora noturna (Vaz et al., 2000).

Atinge a primeira maturacdo com 70 cm de comprimento total. A desova ocorre entre os meses de
dezembro e fevereiro. Realiza migragdes rio acima na época da reproducio, e os ovos sdo livres (Vaz et
al., 2000). Informagdes sobre sua biologia e ecologia sdo escassas, € a maioria esta relacionada a nutricao,
parasitologia ou morfologia (Agostinho er al., 2004). E uma espécie vulnerdvel da fauna, sujeita a
extin¢do devido a destruicdo de seu habitat. Nenhum trabalho foi encontrado relatando a criagdo desta
espécie em cativeiro.

Apesar do fato das técnicas para a reprodugdo induzida e incubagdo estarem bem compreendidas
em diferentes espécies de peixes (Shardo, 1995; Faustino et al., 2007), ha poucos grupos de pesquisa
dedicados em estudar os aspectos bdsicos do periodo embriondrio dos peixes, que se estende da
fertilizac@o a eclosdo. O estudo das fases iniciais do ciclo da vida é de fundamental importancia, tanto
para o estudo da taxonomia quanto para o estudo da ecologia das espécies (Sanches et al., 1999).

O desenvolvimento embriondrio € um processo complexo que permite estudar a ontogenia das
espécies, podendo ser utilizado como objeto de experimentacio em processos biotecnoldgicos, como
bioindicadores da qualidade do ambiente e para avaliar o efeito de substincias toxicas sobre a fauna
aqudtica, o que torna os embrides imprescindiveis a grande variedade de estudos (Flores et al., 2002;

Botero et al., 2004; Ninhaus-Silveira et al., 2006). Os processos iniciais da embriologia, que
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compreendem a fertilizacdo e ativacdo do ovdcito, também sdo questdes importantes na biologia
reprodutiva dos peixes (Coward et al., 2002).

O desenvolvimento embriondrio de peixes foi estudado em diversas espécies, sendo
classificado em fases. Entre os Siluriformes nativos foram estudados: Rhamdia hilarii (Godinho et al,
1978), Rhamdia sapo (Matkovic et al., 1985 e Cussac et al., 1985); Pseudoplatystoma coruscans,
(Cardoso et al., 1995; Landines et al. 2003); Pimelodus maculatus (Luz et al., 2001) e hibrido da fémea
de P. coruscans com o macho de Pseudoplatystoma fasciatum (Faustino et al., 2007).

Entretanto, na maioria dos trabalhos encontrados sobre este tema, a observacdo do
desenvolvimento embriondrio foi realizada sob estereomicroscépio e poucos em microscopia de luz.
Alguns estudos também utilizaram a microscopia eletronica de varredura (MEV) como ferramenta por
fornecer imagens tridimensionais das estruturas externas dos tecidos e 6rgdos, oferecendo desta forma
uma nova perspectiva de andlise, complementando dados que ndo foram obtidos em microscopia de luz.

Assim, a identificacdo estrutural dos eventos que ocorrem durante o desenvolvimento inicial
numa faixa de tempo conhecida, contribuird para uma melhor compreensido da reproducido dos peixes
dsseos e seu manejo na piscicultura, além de permitir um melhor entendimento da biologia da espécie
proposta, uma vez que esta se encontra ameacada de extincdo e poucos trabalhos foram encontrados
caracterizando-a.

Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar a morfometria dos ovdcitos e ovos, andlise estrutural
e ultra-estrutural da extrusao, fertilizacao e desenvolvimento embriondrio do jad, Z. jahu, bem como fazer

um estudo detalhado do ovécito da espécie, analisando a morfologia da micrépila.

2) MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na estag@o de piscicultura da Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza
Dias — Jupid, pertencente & Companhia Energética do Estado de Sdo Paulo (CESP — Castilho, SP), e as

amostras processadas no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal

da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias (FCAV/UNESP - Jaboticabal, SP), no Laboratério de
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Microscopia Eletronica da FCAV/UNESP, Jaboticabal e no Laboratério de Microscopia Eletronica do
Departamento de Morfologia da Faculdade de Medicina (USP — Ribeirdo Preto, SP).

As coletas foram realizadas em dezembro de 2006, durante o periodo reprodutivo da espécie que
se estende de dezembro a fevereiro. Foi realizada a reproducao induzida do Z. jahu e a fertilizagio a seco,
segundo as técnicas de Woynarovich & Hoérvath (1983).

As amostras foram coletadas durante a extrusdo dos ovocitos, no momento da mistura de ovocitos
e sémen (fertilizacdo — tempo zero), e apds a fertilizacdo nos tempos 10 e 30 segundos, 1, 2, 5, 7, 10, 15,
20, 30, 45 minutos, a cada quinze minutos até completar 2 horas e a cada hora até o0 momento da eclos@o.

Ap6s a extrusdo, os ovocitos foram acondicionados em bacia e, em seguida, receberam o s€émen,
que foi homogeneizado suavemente. A hidratagdo dos ovos ocorreu logo apds a fertilizacdo. Os ovos
foram transferidos para incubadoras, com capacidade de 60 L e fluxo continuo, onde permaneceram
durante todo o periodo experimental. Foram amostradas as seguintes varidveis fisico-quimicas da dgua:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido (mg/L), alcalinidade (mg/L), condutividade (puS/cm) e amodnia
(ng/L).

Cinco horas apds a mistura dos gametas masculino e feminino (momento da fertilizag¢do), foi
calculada a taxa de fertilizacao.

Foram coletados 25 ovdcitos/ovos em cada um dos tempos determinados. Estes foram fixados em
solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2,5%) por 24 horas, lavados em solugdo
tampdo Cacodilato de Sédio 0,1M, pH 7,4 e armazenados em alcool 70% para posterior andlise de acordo
com as seguintes metodologias:

Analise estereomicroscopica e morfometria: Os ovdcitos e ovos coletados foram observados e
fotografados em estereomicroscépio LEICA MZ8, acoplado ao equipamento fotomicrografia LEICA DC
280.

O didmetro dos mesmos foi medido em estereomicroscépio acoplado ao programa IM 50-LEICA.
Foram medidos 20 ovécitos/ovos de cada um dos tempos de coleta.

Microscopia de Luz (ML): As amostras foram processadas seguindo-se as técnicas para

inclusdo em historesina segundo recomendacdes do fabricante, kit Leica Historesin.
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Os cortes histoldégicos tiveram 3 pum de espessura e foram corados com Hematoxilina-floxina
(HF) (Tolosa et al., 2003). A andlise das laminas e fotodocumentacdo foram realizadas em
fotomicroscépio LEICA DM 2500.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): Os ovos foram pds-fixados em solugdo de
tetroxido de 6smio a 1% por 2 horas e lavados novamente no mesmo tampao. A desidratagdo ocorreu em
série crescente de etanol passando por cinco minutos em cada concentracdo. Em seguida foram
processados em Secadora de Ponto Critico com CO, liquido (BAL-TEC), montadas em suporte de cobre,
metalizados com ouro-palddio, e observados em microscopio eletrdnico de varredura (JEOL-JSM 5410).

Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET): Foram analisadas amostras coletadas durante
a primeira hora de desenvolvimento. Tais amostras, apds a fixacdo e lavagem, foram pés-fixadas em
solucdo de tetroxido de 6smio a 2 % por duas horas. Em seguida, desidratadas em concentracdes
crescentes de etanol, a infiltracdo foi feita com araldite e acetona e a inclusdo em araldite. Foram
realizados cortes semi-finos em micrétomo com Idmina de vidro com 0,5 um de espessura, e corados com
azul de toluidina a 1% em acido bdrico saturado. Os melhores cortes foram selecionados, obtendo-se os
cortes ultrafinos com navalha de diamante a 60 nm de espessura, os quais foram contrastados, observados

e eletronmicrografados em microscépio eletronico de transmissdo (JEOL - JEM 1010).

3) RESULTADOS

O periodo embriondrio do Z. jahu se estendeu da fertilizacdo a eclosdo compreendendo um
periodo de 13 horas, a temperatura de 29,4+1,5°C. A taxa de fertilizacdo foi considerada alta, em média
95%. As varidveis fisico-quimica da dgua foram: amoénia = 11,13 pg/L; pH = 8,14 U.pH; condutividade =
34 uS/cm; oxigénio dissolvido = 7,26 mg/L e alcalinidade = 21 mg/L.

A extrusdo, os ovocitos mostraram didmetro médio de 1,38+0,06 mm, e este didmetro se manteve
estavel, até a eclosdo das larvas, as quais apresentaram um didmetro médio de 3,79+0,1 1mm.

Os ovos do Z jahu apresentaram formato esférico, coloragdo amarelada, amplo espaco

perivitelino (Figura 1a e 4b) e uma camada gelatinosa sobre o cérion. Os ovos foram classificados como
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telolécitos devido a distribuicdo e quantidade de vitelo, dessa forma a clivagem dos ovos foi do tipo
merobldstica ou parcial, ocorrendo somente no pélo animal.

O desenvolvimento embrionério do Z. jahu foi dividido em 7 estdgios. A Tabela 01 relaciona as
principais fases e suas caracteristicas durante o desenvolvimento dos ovos apés a fertilizagdo. Os estagios

relacionados estdo representados nas figuras 1 (b-j)e 2 (a-f).

“Tabela 1” (pagina 51)

Estagio Zigoto (0 — 15 mpf)

Este estdgio se estendeu da fertilizacdo a formagdo do pdlo animal, conhecido como célula-ovo
ou zigoto.

No momento da extrusdo, observou-se a presenga de uma tnica micrdpila, sendo esta uma
pequena abertura por onde o espermatozéide penetra durante a fertilizacdo (Figura 3a). O aparelho
micropilar do jau encontrou-se constituido por dois vestibulos e um canal micropilar curto (Figuras 3a e
4a).

No tempo zero (fertilizagdo), em ML, notaram-se nos ovdcitos coletados um movimento
citoplasmatico em dire¢do a regido da micrdpila, caracterizando o pdlo animal. O pdlo vegetativo estava
formado por vitelo e o pélo animal pela unido dos pronidcleos masculino e feminino mais o citoplasma
que se deslocou. O pdlo animal mostrou-se baséfilo, com aparéncia homogénea.

O coérion apresentou aspecto de “peneira” ao corte transversal (MET) demonstrando a presenca de
poros responsdveis pela entrada de 4gua e a troca de substincias necessdrias ao desenvolvimento
embriondrio (Figura 3b); bem como a presenga de uma fina camada gelatinosa (Figura 4c).

Em ML e MET foram observados muitos alvéolos corticais, de tamanhos variados, alinhados em
toda a periferia do ovdcito na extrusdo e fertilizagdo, constituindo uma fina camada baséfila (ML),
formando o citoplasma cortical (Figuras 3c e 4c). Estes alvéolos se romperam apds a fertilizacao,
contribuindo com a elevagcdo do cérion e conseqiiente aumento do espago perivitelino. Com 5 mpf
observou-se a auséncia de alvéolos corticais. A formacdo do espago perivitelino no jau, e seu conseqiiente

aumento, resultou na separag@o do cérion da membrana do ovo.
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Constatou-se ainda que a regido do citoplasma cortical, além dos alvéolos corticais, apresenta
mitocdndrias, ribossomos e vesiculas de secrecdo (Figura 3c).

Em MEYV, desde a fertilizacdo até 1 mpf, encontraram-se varios espermatozéides na entrada da
micrépila (Figura 3d). Com 30 segundos apds a fertilizagdo, alguns ovos ja estavam fecundados e
protegidos da poliespermia pela formacido de um cone de fertilizag@o, estrutura esférica que extravasou
pela micrépila, obstruindo sua abertura.

Ap6s os eventos desencadeados pela fertilizacdo, o ovo passou a sofrer alteragdes que incluiram
clivagens, movimentagdo celular e formagdo dos esbogos dos 6rgdos. A primeira fase, que ocorre antes da
primeira clivagem, termina com a formacdo do zigoto ou célula-ovo, na qual o pélo animal estd preparado

para iniciar a segmentacdo. A célula-ovo foi encontrada com 15 mpf (Figura 1b e 4d).

Estagio Clivagem (20 — 75 mpf)

Este estdgio se iniciou com a primeira clivagem, no plano vertical, que dividiu o blastodisco em
duas células (blastdmeros) de igual tamanho (Figuras 1c, 3e e 4e). Em seguida, ocorreu nova divisdo no
plano vertical, perpendicular ao primeiro, formando 4 blastdomeros (Figuras 1d e 3f). A terceira divisao foi
vertical e paralela a primeira, resultando em 8 blastdmeros, mostrando arranjo 4X2 (Figuras le, 4f e 5a).
A quarta foi vertical e paralela a segunda, originando 16 blastomeros num arranjo 4X4 (Figuras 1f e 5b).
A quinta divisdo foi vertical e paralela a primeira originando 32 blastdmeros com formacgdo 4X8 (Figuras
lg, 5c e 6a) e a sexta clivagem teve um plano horizontal, resultando duas camadas de células e 64
blastdmeros (Figuras 1h e 6b).

Pdde-se observar que com o decorrer do tempo, o nimero de blastdbmeros aumentou enquanto o
seu tamanho diminuiu. Verificou-se ainda que pequenos glébulos de vitelo penetram na 4rea dos

blastdmeros de uma forma fragmentada.
Estagio Moérula (90 — 105 mpf)

Com a presenca de mais de 64 blastdomeros, caracterizou-se o estigio de moérula, em que os

blastdmeros formaram um macigo celular semelhante a uma meia amora (Figuras 1i, 5d e 6c). Nesse
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estdgio também foi possivel observar a formacdo da camada sincicial de vitelo chamada de periblasto

(Figura 6c).

Estagio Blastula (120 mpf)
Este estagio caracteriza-se pela formacgao da blastoderme, formacao de um grande espaco entre o

vitelo e os blastdmeros, a blastocele, e intensa divisdo celular (Figuras 1j, 6d).

Estagio Gastrula (180 — 360mpf)

O estdgio de gastrula caracterizou-se pelo inicio do movimento de epibolia, ou seja, a migragao
das células embriondrias (Figura 2a). Apds a cobertura de 50% do vitelo iniciou-se o movimento de
involugdo que se projetou abaixo e em sentido contrario ao movimento de epibolia da blastoderme,
formando assim o epiblasto e o hipoblasto (Figuras 2b e 6e). Essa fase se completou com o fim da
epibolia, tendo o envolvimento total do vitelo pelas células embriondrias, formando o tampao vitelino ou

blastéporo (Figuras 2c e 6f).

Estagio Organogénese (420 — 720 mpf)

Iniciou-se com a diferenciacdo das regides cefdlica e caudal do embrido (Figuras 2d, Se e 7a),
seguindo com o aparecimento dos somitos, notocorda e vesiculas Optica, otica e de Kupffer. Ocorreu
entdo o alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal (Figura 2e e 7b), a diferenciacdo dos mioblastos,
com ntcleos esféricos e grandes, em midomeros, com nticleos achatados (figura 7c) e a pigmentacdo do
corpo e saco vitelino. A regido anterior do tubo neural se expandiu formando as regides do prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo (Figura 7d). A cauda se tornou livre, iniciou-se a movimentagdo dos

embrides e, assim, ao final deste estagio, estes se encontraram aptos para eclosio.

Estagio Eclosao (780 mpf)
Caracterizou-se pelo total rompimento do cérion (Figuras 2f, 5f e 7e). No momento da eclosdo
observou-se em MEV: os primérdios do primeiro par de barbilhdes maxilares, a cavidade oral, as

branquias inicialmente desenvolvidas, o 6rgdo olfativo com pequena quantidade de cilios e a membrana
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embriondria recobrindo toda a regido caudal (Figura 5f — destaque). Em estereomicroscopio visualizou-se
um sistema digestério rudimentar, na regiio médio-posterior do embrido (Figura 2f), e em ML, o esboco
do coragdo na regifo anterior ao vitelo (Figura 7e).

As larvas de Z. jahu, no presente trabalho, apresentaram corpo levemente pigmentado, esboco do

trato digestdrio, olhos bem evidentes e primeiros movimentos natatorios.

“Figuras 1-7” (paginas 52 — 58)

4) DISCUSSAO

As variaveis fisico-quimicas da agua ficaram proximos a valores considerados bons para o
desenvolvimento de peixes (Sipauba-Tavares, 1995);

Os ovos de peixe sdo classificados como telolécitos, devido a grande quantidade e distribuicio do
vitelo (Ribeiro et al., 1995; Leme dos Santos & Azoubel, 1996). Os ovos de Z. jahu encaixam-se nessa
classificacdo, por isso apresentam clivagem do tipo meroblastica ou parcial, ocorrendo apenas no pélo
animal. Tal clivagem é caracteristica dos ovos de peixes (Lagler et al., 1977; Leme dos Santos &
Azoubel, 1996).

O tamanho dos ovdcitos estd associado ao comportamento reprodutivo e tanto a fecundidade
quanto o diametro dos ovdcitos maduros sdo varidveis, apresentando variacdes inter e intraespecificas,
entre periodos reprodutivos. Espécie migradoras, com desova total, de fecundagdo externa e sem cuidado
parental possuem ovos menores e fecundidade maior (Vazzoler, 1996). Fato este também observado neste
trabalho, pois o didmetro médio dos ovécitos de Z. jahu, no momento da extrusdo foi de 1,38+0,06 mm, e
na eclosdo as larvas apresentaram didmetro médio de 3,79+0,11 mm. Nakatani et al. (2001) observaram
para esta mesma espécie, um didmetro médio de 1,97 mm para ovos recém-fecundados, e para as larvas

eclodidas 3,52 mm. O diametro dos ovos também influencia no tempo de incubacio, ou seja, ovos com

um didmetro maior apresentam um longo periodo de incubagdo (Sargent et al., 1987), como ocorre em
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Oreochromis niloticus, onde os ovdcitos apresentaram didmetro médio de 2,06 mm e a eclosdo das larvas
ocorreu 124 hpf (Morrison et al., 2001). Tais estudos corroboram com o presente trabalho, pois sem
apresentar cuidado parental e apresentando fertilizagao externa, o ovos de Z. jahu possuem um pequeno
diametro, além de curto periodo de incubagio.

Outro fator de grande influéncia sobre o tempo de incubacdo é a temperatura. O tempo de
incubacgdo é menor em temperaturas mais altas, esse tempo aumenta em temperatura mais baixas (Leme
dos Santos & Azoubel, 1996; Ninhaus-Silveira et al., 2006), fato este observado neste experimento.

Observou-se nos ovos de Z. jahu, durante todo o desenvolvimento embrionario um amplo espaco
perivitelino, cuja fungdo, segundo Lake (1967) e Matsumura (1972), é proteger o embrido contra as
injurias do meio ambiente e contribuir para maior sobrevivéncia em dguas correntosas.

Analisando o aparelho micropilar dos ovdcitos, percebeu-se que este apresentou dois vestibulos,
superficie lisa e canal micropilar curto e estreito. Segundo Rizzo et al. (2002) e Ganeco & Nakaghi
(2003) a micrdpila € uma regido concava localizada no cérion, composta de um vestibulo continuo, com
canal interno, que se afunila em direcio a2 membrana plasmética do ovo. Segundo Rizzo & Bazzoli
(1993), micrépilas com a forma afunilada sdo observadas na maioria dos teledsteos e permitem a
passagem de apenas um espermatozdide pela abertura interna. Além desse meio de prevencdo a
poliespermia, ou seja, entrada de um dnico espermatozéide, hd ainda outros meios como a formagao do
cone de fertilizacdo, o qual obstrui o canal micropilar, bem como a liberacdo do conteido dos alvéolos
corticais — processo denominado reacdo cortical (Hart, 1990), que aumenta o espago perivitelino apds a
entrada do espermatozdide fertilizante. De acordo com Riehl (1980), a micrépila é espécie-especifica e
estd presente no mecanismo inicial de isolamento na especiacdo simpdtrica sendo uma caracteristica
utilizada na seleg¢@o espermatica.

O Z. jahu é uma espécie migradora, portanto apresenta ovos livres e ndo adesivos e dessa forma o
cérion apresentou uma fina camada gelatinosa. Segundo Rizzo et al. (2002) esta camada gelatinosa é
encontrada nos Siluriformes sendo constituida por um emaranhado de fibrilas delicadas, era fina nos
ovlcitos ndo-adesivos (P. coruscans, Z. jahu, P. maculatus) e mais grossa nos ovocitos adesivos

(Franciscodoras marmoratus, Lophiosilurus alexandri).
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No momento da fertiliza¢do iniciou-se, nos ovdcitos, um movimento citoplasmdtico em dire¢do a
regido da micrépila, caracterizando o p6lo animal. O mesmo foi constatado por Kimmel et al. (1995), em
zebrafish, e por Ninhaus-Silveira et al. (2006) em Prochilodus lineatus, que relataram essa movimentacao
citoplasmadtica estimulada apés a fertilizagdo. Entretanto, Ganeco (2003) observou essa movimentagdo
citoplasmatica em ovos coletados durante a extrusdao dos ovdcitos, antes mesmo da fertilizacdo, em
Brycon orbignyanus.

O periodo embriondrio estende-se da fertilizacao a eclosao e inclui clivagem, gastrulagao e inicio
da organogénese (Shardo, 1995). A primeira clivagem dividiu o blastodisco em dois blastdbmeros de igual
tamanho. Esse mesmo fato também foi verificado em outras espécies como zebrafish (Kimmel er al.,
1995), Oryzias latipes (Gonzélez-Doncel et al., 2005) e também no P. lineatus (Ninhaus-Silveira et al.,
2006). As clivagens iniciaram-se do centro para as bordas do blastodisco como observado em Rhamdia
sapo e Alosa sapidissima (Matkovic et al., 1985; Shardo, 1995). Ocorrem sucessivas clivagens até a fase
de 64 blastbmeros, sendo que o nimero de blastdmeros aumenta, enquanto seu tamanho diminui, também
analisado em Xiphister atropurpureus (Wourms & Evans, 1974), P. lineatus (Castellani et al., 1994;
Ninhaus-Silveira et al., 2006). Notou-se que os glébulos de vitelo fragmentam-se penetrando nos
blastdmeros, o que provavelmente facilita a sua absor¢ao pelas células (Ninhaus-Silveira et al., 2006).

Ja na fase de moérula, observou-se a formacdo da camada sincicial de vitelo — periblasto. De
acordo com Kimmel er al. (1995) esta camada constitui um 6rgdo e € encontrada apenas em teledsteos, se
posicionando de forma extra-embriondria, portanto, ndo contribuindo para a formag¢do do embrido
(Balinsky, 1970), sendo importante na quebra do vitelo tornando-o vidvel para o desenvolvimento do
embrido. O periblasto é uma camada continua citoplasmatica, localizada entre o disco da blastoderme e o
vitelo, € resultante da divisdo incompleta dos blastdmeros (Ninhaus-Silveira et al., 2007). O surgimento
do periblasto também foi relatado na fase de moérula por Long & Ballard (1976) em Catostomus
commersoni e Matkovic et al. (1985) em R.. sapo; enquanto foi observado na fase de blastula por outros
autores como Cardoso et al. (1995) em P. coruscans, Ninhaus-Silveira et al. (2006) em P. lineatus e
Gonzélez-Doncel et al. (2005) em Oryzias latipes.

No Z. jahu observou-se que, apds a fase de moérula, ocorreu a fase de blastula, caracterizada pela

formacdo da blastocele e entdo a fase de gdstrula que se caracteriza pelo movimento de epibolia (Leme
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dos Santos & Azoubel, 1996) e se completa com o fechamento do blastéporo pela blastoderme e
formacdo do botdo da cauda (Kimmel et al., 1995). Essas observagdes também foram descritas por
Ninhaus-Silveira et al. (2006) para P. lineatus e por Ganeco (2003) em B. orbignyanus.

O inicio da somitogénese, no Z. jahu, ocorreu apds o término da epibolia e fechamento do
blastéporo como também observado em Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al., 2001); Leporinus piau
(Borcgato et al., 2004); P. lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006) e trés espécies de trairas (Gomes et al.,
2007).

No Z. jahu, a regido anterior do tubo neural se expandiu formando as regides do prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo, semelhante ao descrito em B. rerio por Kimmel et al. (1995), em R. sapo
por Cussac et al. (1985), B. orbignyanus por Ganeco (2003), e P. lineatus por Ninhaus-Silveira et al.
(2006).

O desenvolvimento embriondrio de Z. jahu segue a mesma seqiiéncia de eventos descrita em
outras espécies da familia, sendo dividido em 7 estdgios, como no hibrido fémea P. coruscans e macho P.
fasciatum (Faustino et al., 2007) e P. coruscans (Marques et al., 2008) diferenciando-se apenas na
cronologia dos eventos.

Diante de tais consideracOes acerca do desenvolvimento embriondrio no Z. jahu, conclui-se que
o desenvolvimento embriondrio em todas as espécies de peixes segue os mesmos padrdes, apresentando
as principais fases descritas, divergindo apenas na duragcdo destas fases e caracteristicas especificas dos

ovOcCitos e ovos.
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Tabela 01 — Descricao do desenvolvimento embrionario do Z. jahu, a 29,4°C.

Tempo (min)  Estagio Descri¢ao

Oals Zigoto Migracdo do citoplasma com a formaca@o do pdlo animal
20 Clivagem 100% com 2 blastomeros

30 Clivagem 100% com 4 blastdomeros

45 Clivagem 100% com 8 blastomeros

60 Clivagem 13% com 16 blastdomeros; 87% com 32 blastémeros

75 Clivagem 45% com 32 blastomeros; 55% com 64 blastdmeros

90 Mboérula 70% morula inicial; 30% mérula final

105 Moérula 14% moérula inicial; 86% morula final

120 Blastula 100% blastula

180 Gdéstrula 100% gatrula (25% epibolia)

240 Gastrula 20% gastrula (25%epibolia); 80% gastrula (50% epibolia)
300 Géstrula 19% géstrula (50%epibolia); 81% gastrula (75% epibolia)
360 Gastrula 100% tampao vitelino

420 Organogénese Diferenciacdo das regides ceflica e caudal

480 Organogénese Regido cefilica se destacando

540 Organogénese 100% vesicula 6ptica e Kupffer, 9 somitos

100% alongamento caudal, inicio pigmentagcdo corpo e

600 Organogénese
vitelo, 17 somitos
660 Organogénese 100% cauda livre, 24 somitos
720 Organogénese 100% cauda livre, 30 somitos, aumento da pigmentagdo
780 Eclosao 100% eclodidas
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Figura 1. Fotomicrografias do ovdcito (a) e ovo (b — j) de Z. jahu. a: Ovdcito; b: Fase zigoto, visualiza-se a
formacdo da célula-ovo ou zigoto (*); ¢ — h: Fase clivagem: ¢ — presenca de 2 blastdmeros, d — 4 blastomeros, e —
8 blastomeros, f — 16 blastdmeros, g — 32 blastdmeros, h — 64 blastdmeros; i: Fase moérula; j: Fase blastula (ep =

espaco perivitelino, vit = vitelo) (barras = 100 pm).
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Figura 2. Fotomicrografias do ovo (a — c¢), embrido (d, e) e larva eclodida (f) de Z. jahu. a — ¢: Fase
gastrula: a — inicio da epibolia (25%), b — 50% epibolia, ¢ — formagdo do tampao vitelino; d — e: Fase
organogénese: d — diferenciacdo da regido cefélica e caudal, e — alongamento caudal do embrido, presenca
dos somitos, vesiculas dptica (cabecas de seta) e de Kupffer (setas) e inicio da pigmentacdo; f: Fase
eclosdo, detalhe do intestino primitivo (circulo) (ca = regido caudal, ce = regido cefdlica, tv = tampado

vitelino) (barras = 100 pm).
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Figura 3: Eletronmicrografias de varredura (a,d,e,f) e transmissao (b,c) do ovdcito (a — d) e ovos (e, f)
de Z. jahu. a: ovocito, mostrando a presenga de uma tnica micrépila (seta e destaque); b: visualiza-se o
citoplasma cortical com alvéolos corticais dispostos na periferia, cérion com poros; c: nota-se o
citoplasma cortical com a presenca de mitocOndrias (cabeca de seta) e alvéolos corticais jd rompidos; d:
presenga de vérios espermatozodides na entrada da micrdpila do ovdcito; e: presenca de 2 blastdmeros
(%); f: presenca de 4 blastomeros. (ac = alvéolo cortical, cc = citoplasma cortical, co = cérion)(barras: a

=100 pum; b, e, f = 10 pm; destaque, d = 2 um).
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Figura 4: Fotomicrografias do ovécito (a — c) e ovo (d — f) de Z. jahu.. a: detalhe da micrdpila; b: ovdcito
durante a fertilizagdo; ¢: visualiza-se o citoplasma cortical com alvéolos corticais dispostos na periferia, cérion
com fina camada gelatinosa (seta); d: formacdo da célula-ovo; e: presenca de 2 blastdmeros; f: presenga de 8
blastdmeros (ac = alvéolo cortical, cc = citoplasma cortical, ep = espago perivitelino, m = micrépila, pa = pdlo

animal, pv = pdlo vegetativo, vit = vitelo)(barras: a = 20 um; b, d — f = 100 pm; ¢ = 30 pm).
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Figura 5: Eletronmicrografias de varredura do ovo (a — d), embrifo (e) e larva (f) de Z. jahu. a — c:

presenca de 8, 16, 32 blastdmeros, respectivamente; d: fase de morula; e: diferenciacdo da regido
cefdlica e caudal; f: larva eclodida visualiza-se no destaque os primérdios dos barbilhdes (*), cavidade
bucal, cavidade respiratéria (seta) e regido da narina (cabeca de seta) (ca = regido cefélica, ce = regido

caudal)(barras: a — e, destaque = 100 pm, f = 500 pm).
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Figura 6: Fotomicrografias do ovo de Z. jahu, a: presenca de 32 blastdmeros; b: presenca de 64
blastdmeros; ¢: fase de moérula, visualizagdo da camada sincicial de vitelo (seta), d: grande nimero de
mitoses (cabegas de seta); e — f: fase de gastrula, e — destacando o movimento de epibolia com a formagao
do epiblasto e hipoblasto; f — formacao do tampao vitelino (bla = blastocele, e = epiblasto, h = hipoblasto,

tv = tampao vitelino) (barras: a —c; e, f = 100 um, d = 20 pm).
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Figura 7: Fotomicrografias do embrifo (a — d) e larva (e) de Z. jahu. a: diferenciacio da regido cefalica
e caudal; b: alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal; ¢: diferenciagdo dos midémeros (cabega de
seta); d: detalhe do prosencéfalo; e: larva eclodida, visualizacdo do coragdo rudimentar (seta). (ca =
regido caudal, ce = regido cefélica, me = mesencéfalo, no = notocaorda, ot = vesicula 6tica, pr =

prosencéfalo, so = somitos, vit = vitelo) (barras: a, b, e = 100 um; ¢ = 20 pm; d = 50 pm).
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(Normas da Revista The International Journal of Developmental Biology)

Ontogenia de larvas de jat (Zungaro jahu) da eclosao a absorcao do vitelo



RESUMO

A espécie Zungaro jahu pertence a ordem Siluriforme, é encontrada nas bacias dos rios Amazonas e do
Prata. E uma espécie vulnerdvel da fauna, sujeita 2 extincdo devido a destruicdo de seu habitat. O objetivo
deste estudo foi caracterizar o desenvolvimento larval do Z. jahu. As coletas foram realizadas na estacio
de piscicultura da Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza Dias — Jupid (CESP — Castilho, SP). As amostras
foram coletadas em tempos pré-determinados desde a eclosao da larva até a absor¢ao total do vitelo, e
fixadas em solugdo de Karnovsky para processamento em microscopia de luz e eletronica de varredura. A
absor¢do total do vitelo foi observada com 60 horas pds-eclosdao (hpe) a uma temperatura média de
28,75+0,59 °C. As larvas recém-eclodidas apresentaram corpo levemente pigmentado, esboco do trato
digestorio, olhos bem evidentes e primeiros movimentos natatérios. A abertura da boca ocorreu 12 hpe e
a ligacdo entre a cavidade bucal e o intestino primitivo com 24 hpe. Foi observado o desenvolvimento dos
principais sistemas das larvas, dentre eles: os 6rgaos do sistema digestdrio, coracdo, arcos branquiais,
sistema nervoso/sensorial, tiredide, pronefro e vesicula gasosa. (Todos estes Orgdos tornaram-se mais
desenvolvidos e funcionais com o desenvolvimento da larva. Este trabalho pode servir como base para
muitos estudos, como por exemplo taxonomia, ecologia, preservacdo e cultivo, fornecendo informagdes

sobre a ontogenia do jat.

Palavras-chave: Desenvolvimento inicial, Ultra-Estrutura, Histologia, Peixe.



M arques, C. Dissertagdo de Mestrado

1) INTRODUCAO

O desenvolvimento inicial dos peixes ¢ um processo altamente dindmico, com mudangas
ontogenéticas refletindo em mudancas morfofuncionais dos principais sistemas organicos, consequéncia
da rapida evolucdo morfolégica e fisioldgica pela qual atravessam os embrides e larvas de peixes durante
seu desenvolvimento (Osse et al., 1997).

O estagio larval em peixes pode durar de alguns dias a meses. Durante esse periodo, a larva
duplica seu comprimento e aumenta o peso em até 100 vezes. Ocorre diferenciacdo progressiva dos
caracteres adultos, passando por um processo de morfogé€nese até o periodo juvenil, quando se torna igual
ao adulto (Nakatani ef al., 2001). Portanto, muitos peixes teledsteos sofrem grandes mudangas na forma
do corpo, afetando diretamente o crescimento e a sobrevivéncia dos espécimes jovens (Blaxter, 1969;
Gisbert et al., 2000).

Larvas de peixes, além de serem morfologicamente diferentes dos adultos, apresentam exigéncias
ecoldgicas distintas, com particularidades quanto ao habitat, alimentagdo e comportamento (Leis &
Trnski, 1989 apud Sanches et al., 2001). Dessa forma, estudos sobre a ecologia de peixes ndo podem ser
considerados adequados sem o conhecimento prévio do desenvolvimento inicial das espécies (Sanches et
al., 2001). Além disso, a grande similaridade entre larvas de espécies diferentes e a falta de literatura
comparativa dificultam os trabalhos de identificacao.

A espécie Zungaro jahu, popularmente conhecida como jat, ocorre nas bacias Parani-Paraguai e
Uruguai. E um dos maiores peixes neotropicais, sendo considerado de grande porte, por alcancar até 150
kg e 144 cm de comprimento (Agostinho et al., 2004). Realiza migra¢do durante o periodo reprodutivo,
possui ovos livres, atinge a primeira maturagdo com 70 cm de comprimento total e a desova ocorre entre
os meses de dezembro e fevereiro. Tem preferéncia pelos rios caudalosos, vivendo no fundo destes ou no
pé das cachoeiras sendo uma espécie piscivora noturna (Vaz et al., 2000). Informagdes sobre sua biologia
e ecologia sdo escassas, € a maioria estd relacionada a nutricao, parasitologia ou morfologia (Agostinho et

al., 2004). E uma espécie vulnerdvel, sujeita a extingdo devido a destrui¢do de seu habitat.
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O acompanhamento da morfogénese, em condi¢Oes controladas, de larvas obtidas por meio de
técnicas de reproducdo artificial, permite o monitoramento de diferencia¢cdes morfoldgicas ocorridas,
fornecendo informacdes sobre as exigéncias ambientais e alimentares dos peixes durantes as fases
iniciais. Portanto, estudos que atentem para a compreensdo do desenvolvimento dos sistemas organicos
em larvas estdo dentre os mais Uteis para a aplicacdo de melhores técnicas de producgado de larvas e juvenis
que, conseqiientemente, propiciardo maiores chances de sucesso nos processos de incubagao, larvicultura
e producao de juvenis.

Este estudo, portanto, teve como objetivo descrever a ontogenia de sistemas do jaud, Z. jahu,
utilizando andlises em estereomicroscOpio, microscopia de luz (ML) e microscopia eletronica de

varredura (MEV).

2) MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido na estagdo de piscicultura da Usina Hidrelétrica Engenheiro Souza
Dias — Jupid, pertencente a Companhia Energética do Estado de Sao Paulo (CESP - Castilho, SP). As
amostras foram processadas no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal e no Laboratério de Microscopia Eletronica da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias
(FCAV/UNESP) — Jaboticabal, SP.

As coletas foram realizadas em dezembro de 2006. Peixes da espécie Z. jahu em periodo
reprodutivo, que ocorre no verdo, foram submetidos a reproducdo induzida e a fertilizagdo a seco,
segundo as técnicas de Woynarovich & Hérvath (1983).

As proles foram alojadas em incubadoras com capacidade de 60 L, de fluxo continuo, onde
permaneceram durante todo o periodo amostrado, sendo alimentadas com artémia e plancton existentes na
dgua no 2° dia e com larvas de lambari e curimbatd a partir do 3° dia pds-eclosao.

Foram amostradas as seguintes varidveis fisico-quimicas da dgua: pH, oxigé€nio dissolvido

(mg/L), alcalinidade (mg/L), condutividade (uS/cm) e amoénia (pg/L). A temperatura da édgua foi

monitorada diariamente as 8:00 e 20:00 horas.
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As amostras foram obtidas no momento da eclosdo (tempo zero) e posteriormente de quatro em
quatro horas pds-eclosao (hpe) das larvas, até o0 momento da absorcdo total do vitelo. Em cada coleta, 10
amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2,5%) por 24
horas, lavadas em solucéo tampéo cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.4 e armazenadas em édlcool 70% para
posterior andlise de acordo com as seguintes metodologias:

Analise estereomicroscopica e morfometria: As larvas foram observadas e fotomicrografadas
em estereomicroscopio LEICA MZS, acoplado ao equipamento de fotomicrografia LEICA DFC 280. O
comprimento total das mesmas foi medido em estereomicroscopio acoplado ao programa IM 50-LEICA.

Microscopia de Luz (ML): As amostras foram processadas para inclusdo em historesina
segundo recomendacdes do fabricante, kit Leica Historesin. Obtiveram-se cortes semi-seriados, com 4um
de espessura, desprezando-se 4 cortes, montados em laminas e corados com Hematoxilina-floxina (HF) e
Acido Periédico de Shiff (PAS) (Tolosa et al., 2003). A andlise das laminas e fotodocumentagao foram
realizadas em fotomicroscoépio LEICA DM 2500.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): Apés lavagem em tampao Cacodilato de Sodio,
as larvas foram pds-fixadas em solucdo de tetroxido de ésmio a 1%, por 2 horas, lavadas novamente no
mesmo tampdo, desidratadas em série crescente de etanol, secas em secadora de ponto critico, com CO,
liquido (BAL-TEC), montadas em suporte de cobre, metalizadas com ouro-palddio, observadas e

elétronmicrografadas em microscépio eletronico de varredura (JEOL-JSM 5410).

3) RESULTADOS

As larvas de Z. jahu eclodiram 13 horas ap6s a fertilizacdo. A eclosio, mediram em média
3,79+0,11mm e no momento da absorcdo total do vitelo apresentaram 7,05+0,33mm de comprimento
total. A absorc¢do total do saco vitelino ocorreu 60 hpe.

A eclosdo, as larvas apresentaram-se transparentes, com pigmentacdo no saco vitelino e nas
regides cefdlica e ventral (Figura la), sendo que esta pigmentacdo foi aumentando conforme o

desenvolvimento das larvas. Também se observou a nadadeira embrionaria bem desenvolvida em toda a

extensdo dorsal e ventral do corpo (Figura 1a).
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A temperatura da dgua durante toda a ontogénese larval foi de 28,75 + 0,59 °C. As médias das
variaveis fisico-quimicas da dgua apresentaram os seguintes valores: amonia = 12,47 + 1,79 ng/L; pH =
8,18 £ 0,035 U.pH; condutividade = 32 + 2 uS/cm; oxigénio dissolvido = 7,33 + 0,21 mg/L e alcalinidade
= 19,00 = 1,73 mg/L. Durante a ontogénese larval observam-se o desenvolvimento dos seguintes sistemas

€ estruturas:

Sistema Digestorio

O sistema digestério foi dividido em intestino cefalico (cavidade bucal e faringe), intestino
anterior (es6fago e estdmago, quando presentes), intestino médio (intestino propriamente dito), intestino
posterior (reto e anus).

No tempo zero, visualizou-se um tubo reto e simples na regido ventral da larva, representando o
esboco do intestino primitivo (Figura la). Em ML, este apresentou uma unica camada de células
prismdticas em toda a sua extensio, sem conexao com a cavidade bucal. Com 8 hpe, o intestino comecou
a apresentar pequenas invaginagdes (Figura 1b) e com 36 hpe, constatou-se a primeira dobra do trato
digestdrio, apds a regido proximal do intestino médio (Figuras 1c, d). De 24 hpe até 60 hpe, observou-se
um aumento das invaginagdes, resultando num intestino médio com muitas pregas. Apds a total absorcao
do vitelo, o intestino médio apresentou epitélio de revestimento simples, prismatico, com borda estriada e
células produtoras de muco (Figura le).

A abertura da cavidade bucal da larva ocorreu com 12 hpe (Figura 2a). A partir de 16 hpe houve o
inicio do alongamento da fenda bucal. Em MEV, visualiza-se o epitélio de revestimento da fenda bucal
sofrendo elevagdo devido a formacdo dos dentes, bem como um elevado nimero de botdes gustativos
visualizados nas bordas labiais e no interior da boca com 20 hpe (Figura 2b). Com 24 hpe, pequenos
dentes foram observados na maxila e mandibula em fase inicial de desenvolvimento (Figuras 2c, d). Em
ML, notou-se um grande niimero de células produtoras de muco nas bordas labiais (Figura 2d).

Com 24 hpe identificou-se a comunicacao entre o intestino cefdlico e o intestino anterior, com a
abertura do esdfago (Figura 2e). Também teve inicio a diferenciacdo da porcdo proximal do intestino
médio, que apresentou um aumento de sua luz, e com 28 hpe, visualizaram-se algumas células produtoras

de muco, cujo nimero aumentou com o progresso da diferenciacdo (Figura 3a). O esofago, constituido
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por uma tnica camada de células globosas, apresentou algumas células produtoras de muco, coradas em
PAS. A faringe, também formada por células globosas, ndo teve modificacdes considerdaveis em sua
estrutura. Com 28 hpe visualizaram-se os primeiros dentes faringeanos (Figura 3b). A abertura anal
ocorreu 16 hpe.

O figado surgiu 16 hpe, tornando-se mais evidente com 20 hpe e ocupando toda a extensdo
anterior ao saco vitelino, atrds da cavidade pericardial (Figura 3c). Este apresentou reacdo positiva ao
PAS, nas larvas com 37 hpe, como um sinal de armazenagem de glicogénio. Com o decorrer do tempo,
houve um aumento no nimero de hepatdcitos e na quantidade de glicogénio hepético (Figura 3d).

O pancreas, localizado entre o figado e o saco vitelino, também visualizado com 16 hpe,
inicialmente apresentou poucos granulos de zimogénio (Figura 3d), sendo que este niimero aumentou
consideravelmente até a absor¢ao total do vitelo. A primeira ilhota pancreética foi visualizada com 24 hpe
(Figura 3e).

A reabsor¢do do saco vitelino ocorreu através da camada sincicial de vitelo, mas antes da
completa reabsor¢do notaram-se sinais de alimento no tubo digestério das larvas, indicando sobreposicao
de alimenta¢do end6gena e exdgena.

N3ao houve durante o periodo estudado, diferenciacdo do estbmago e das glandulas géstricas.

Arcos Branquiais

O esboco dos arcos branquiais em Z. jahu formou-se logo apds a eclos@o. O inicio da
condrogénese e da irrigagdo sanguinea deu-se com 20 hpe, e com 24 hpe as brinquias estavam se
ramificando (Figura 4a). Com 8 hpe iniciou-se o desenvolvimento da membrana branquiostegial, estando
totalmente formada e cobrindo os arcos branquiais com 28 hpe (Figuras 4b, c, respectivamente). Os arcos

branquiais encontravam-se bem desenvolvidos apés a absorcdo total do saco vitelino (Figura 4d).

Coracao
Um coragdo rudimentar, ja presente no momento da eclosdo da larva, encontrava-se localizado na
cavidade pericardial, anteriormente ao saco vitelino e a cavidade abdominal. Foram visualizadas duas

camaras no coracdo (4trio e ventriculo) com 24 hpe. O 4trio apresentou uma fina parede, enquanto trés
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camadas de células formavam o miocdrdio do ventriculo, que apresentou o inicio da formagdo de
trabéculas 28 hpe (Figura 4e). Com 32 hpe o sangue percorria o caminho completo no cora¢io chegando
através do orificio sinoatrial ao 4trio, seguindo pelo orificio atrioventricular e atingindo o ventriculo,
alcancando entdo o bulbo-arterial pelo orificio ventriculo-bulbar (Figura 4f), e saindo do coracdo através

da aorta ventral, indo para os arcos branquiais para ser oxigenado.

Pronefro: rim primitivo

O pronefro estava presente logo apds a eclos@o, na forma de dois tibulos laterais retos, formados
por epitélio simples cubico. Encontravam-se acima do intestino e acompanhavam toda a extensdo deste.
A regido cranial comecou a se tornar enovelada com 16 hpe, enquanto a regido caudal continuava
retilinea (Figura 5a). Com o desenvolvimento larval, o pronefro tornou-se mais enovelado e seu ltimen
mais aparente (Figura 5b). Os tibulos do pronefro se uniram e desembocaram na papila urogenital,

juntamente com o intestino (Figura 5c).

Bexiga Natatoria

Com a abertura do esdfago, 24 hpe, notou-se a presencga de bexiga natatéria reduzida situada entre
o estdmago e o pronefro (Figura 5d) sendo formada por uma fina camada de células pavimentosas, com
um ducto pneumatico ligando-a com o esofago. Esta ndo apresentou grandes alteracdes ao longo do

desenvolvimento.

Tiredide
Os primeiros foliculos tireoideanos foram visualizados com 56 hpe, em ML. Estavam localizados
acima da aorta ventral e apresentaram uma tnica camada de células cibicas, com coléide em seu interior

(Figura 5e).

Sistema nervoso/ sensorial
Encéfalo: A diferenciacdo das regides do tubo neural em prosencéfalo, mesencéfalo e

rombencéfalo ocorreram simultaneamente a somitogénese. Com 24 hpe notou-se a diferenciagdo das
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regides do telencéfalo e diencéfalo da porcdo anterior do cérebro, por¢do mediana ventral e dorsal do
cérebro, e cerebelo transverso proeminente que separa o cérebro médio do cérebro posterior (Figura 2e).

Ouvido interno: o ouvido interno se desenvolveu a partir da vesicula 6tica. Com 8 hpe iniciou-se,
no interior do ouvido, o desenvolvimento de estruturas semelhantes a neuromastos livres (Figura 5f).
Estes estavam formados 24 hpe. Ao mesmo tempo o ouvido comecava a desenvolver seus canais anterior
e posterior. No momento da absorc¢do total do saco vitelino, o ouvido interno ji apresentava os canais
anterior, lateral e posterior definidos (Figura 5g).

Olho: a vesicula Optica se desenvolveu durante a somitogénese. Com 8 hpe, em
estereomicroscopio, visualizou-se o inicio da pigmentacdo, que apresentava-se intensa ao final da
absorc¢do total do vitelo. Com 12 hpe, em MEV, observou-se o inicio da proeminéncia da vesicula 6ptica,
e a formacdo de um sulco ou ranhura estreita e profunda na epiderme, ao redor do olho (Figura 6a). No
momento da absor¢do total do vitelo, o olho estava bem desenvolvido, apresentando a camada
pigmentada, as camadas nucleares (interna e externa), que estavam conectadas através da camada
plexiforme, esta ultima ainda pouco espessa (Figura 6b), enquanto nucleos dos cones e bastonetes
comecgavam a diferenciar-se em duas camadas.

Fossas nasais: logo apds a eclosdo notou-se o desenvolvimento inicial das fossas nasais, que
apresentavam células olfativas contendo poucos e pequenos cilios (Figura 6¢). Com 8 hpe, a fossa nasal
tornou-se mais evidente, tendo inicio a formagdo da dobra nasal (Figura 4b). Apds 16 hpe, os 6rgios
olfativos estavam bem desenvolvidos, com feixes de cilios na placa sensorial. Com 28 hpe ocorreu o
aparecimento de uma protuberancia no interior das fossas nasais, inicio da formacao das lamelas (Figura
6d). Com 48 hpe iniciou-se a divisdo destas e muitos botdes sensoriais foram visualizados ao seu redor
(Figura 6e) e 60 hpe as fossas nasais eram revestidas por um neuroepitélio pseudoestratificado prismatico
ciliado (Figura 6f).

Neuromastos: Em ML, foram visualizados alguns neuromastos, principalmente na regido cefilica
de larvas com 44 hpe (Figura 7a). Estas estruturas caracterizavam-se como um grupo de células sensitivas
recobertas externamente por uma ctpula gelatinosa, e uma camada simples de células suporte sobre a

lamina basal.
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Barbilhdes: os primérdios do primeiro par de barbilhdes (barbilhdes maxilares) foram
visualizados logo apds a eclosdo (Figura 6¢). Com 4 hpe surgiram primérdios do segundo par de
barbilhdes (primeiro par mentoniano). Estes comecaram a se alongar e, com 16 hpe, visualizou-se os
primérdios do terceiro par de barbilhdes (segundo par de mentoniano) (Figura 7b). Com 28 hpe os dois
primeiros pares de barbilhdes estavam alongados e afilados, sendo que os barbilhdes maxilares eram
pouco mais longos que o primeiro par mentoniano (Figura 4c), enquanto que o terceiro par de barbilhdes
comecou a se afilar no dltimo momento analisado. Com 24 hpe foi possivel notar muitas papilas na
superficie ventral dos barbilhdes, onde se formaram botdes gustativos (Figura 7c). Em ML, os barbilhdes
apresentaram uma camada de células epiteliais e trés camadas de células, duas longitudinais externas a

uma transversal (Figura 7d).

“Figuras 1- 77 (paginas 78 — 84)

4) DISCUSSAO

As médias das varidveis fisico-quimicas da dgua ficaram préximas a valores considerados bons
para o desenvolvimento inicial de peixes (Sipatiba-Tavares, 1995).

As larvas recém-eclodidas de Z. jahu apresentaram pequeno tamanho (3,79+0,11mm), corpo
levemente pigmentado, trato digestério rudimentar, rdpida absorcdo do saco vitelinico, natagdo vertical
errdtica, auséncia de esbocos das nadadeiras peitorais podendo, dessa forma, serem classificadas como
altriciais (Balon, 1990 apud Clavijo-Ayala 2006).

O grau de diferenciagdo da larva recém-eclodida varia entre as espécies, dependendo do tamanho
do ovo (Blaxter, 1969). Espécies que apresentam ovos pequenos e alta fecundidade tém o
desenvolvimento embriondrio mais rdpido e larvas menos desenvolvidas, enquanto as que apresentam
ovos grandes e baixa fecundidade possuem desenvolvimento embriondrio prolongado e maior grau de

desenvolvimento das larvas (Sato et al., 2003). Por outro lado, algumas espécies como o peixe-lobo,
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Anarchias lupus, apresentam ovos grandes e larvas recém-eclodidas semelhantes aos juvenis, mantendo
poucas caracteristicas larvais como a presenca do saco vitelino (Falk-Petersen & Hansen, 2001). Nesse
sentido as larvas da espécie estudada apresentam desenvolvimento embriondrio rdpido e larvas menos
desenvolvidas, como também ocorre em Pimelodus maculatus (Luz et al., 2001), Leporinus piau (Borgato
et al., 2004), Prochilodus lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006), hibrido de Pseudoplatystoma
coruscans e Pseudoplatystoma fasciatum (Faustino et al., 2007).

O desenvolvimento das estruturas corporais das larvas de peixes, juntamente com o inicio da
alimentacdo exdgena, sdo eventos importantes que garantem sua sobrevivéncia (Balon, 1986). A abertura
da boca das larvas no presente trabalho ocorreu 12 hpe, préximo ao tempo encontrado por Reynalte-
Tataje et al. (2004) em Brycon orbignyanus, 10,5 hpe. Ja Pereira et al. (2006) observaram essa fase em
larvas de jundid (Rhamdia quelen) 24 hpe, Pérez et al. (2001) em P. fasciatum, 48 hpe, e Osman et al.
(2008) em African catfish (Clarias gariepinus) 104 hpe. A reabsorcdo do saco vitelino ocorreu com 60
hpe, semelhante ao obtido por Landines er al. (2003) em larvas de pintado (P. coruscans). Esta
reabsor¢do ocorreu através da camada sincicial de vitelo, como também observado por Gomes et al.
(2007) em larvas de trés espécies de trairas (Erythrinidae sp).

A mudanca da alimentagdo enddgena para exdgena é uma fase critica do desenvolvimento inicial,
apresentando, freqiientemente, altos indices de mortalidade (Gordon & Hecht, 2002). Na maioria das
espécies de peixes as larvas apresentam trato digestério simples e indiferenciado, desenvolvendo mais
tarde os orgaos digestérios (Govoni et al., 1986). Tal fato foi observado nas larvas de jaud, que na eclosio
apresentavam um tubo digestério rudimentar, e na absor¢do total do vitelo ji se encontrava mais
desenvolvido, podendo ser dividido em intestino cefélico, intestino anterior, intestino médio e intestino
posterior, mesma classificacdo adotada por Bértin (1958).

Até 60 hpe, nas larvas do Z. jahu, ndo foi verificada a formagdo do estobmago e das glandulas
gastricas. Nesse periodo, segundo Watanabe & Kiron (1994), os peixes dependem da capacidade de
selecdo do alimento, digestdo mecénica e enzimas pancreéticas e intestinais, que agem em meio alcalino,
para compensar a falta de enzimas géstricas.

De acordo com Gonziles et al. (2002), a eficiéncia da digestdo e absor¢cdo dos alimentos no

intestino € decorrente da presenca de pregas e microvilosidades, mesmo assim a presenca de figado e
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pancreas maduros ajuda na digestdo do alimento, uma vez que elas podem produzir secre¢des digestivas
que digerem as proteinas, gorduras e agucares.

Encontrou-se no esdfago algumas células produtoras de muco, logo apds a conexao deste com o
intestino médio. A presenca precoce dessas células nas larvas de jad indica que este encontra-se
morfologicamente preparado para se proteger contra a agdo abrasiva de alimentos (Galvao et al., 1997). A
ocorréncia crescente dessas células mucosas, também foram relatadas por Gonziles et al. (2002) em
Chirostoma humboldtianum; Maciel (2006) em B. orbignyanus e Mangetti (2006) em P. coruscans. Até a
absorc¢do total do vitelo, o es6fago ndo apresentou diferenciagdo significativa.

Os dentes faringeanos, nos peixes carnivoros, possuem a funcio de auxiliar na apreensdo do
alimento evitando o escape da presa (Rodrigues et al., 2006). Assim em Z. jahu, tais dentes apareceram
com 28 hpe, logo apds a abertura do es6fago, momento em que as larvas iniciaram a alimentacdo
exdgena.

A diferenciacdo e morfogénese do figado iniciaram com 16 hpe. Em Brycon orthoataenia e
Salminus brasiliensis essa fase foi notada nas larvas recém-eclodidas, ja em Leporinus obtusidens e
Prochilodus argenteus observou-se em larvas com 1 dia pés-eclosdo (Sampaio, 2006). Alguns autores
verificaram que os hepatdcitos possuem atividade de armazenar glicogénio na fase larval (Hamlin ef al.,
2000; Pefia et al., 2003; Micale et al., 2006). Segundo Hamlin et al. (2000), o armazenamento de
glicogénio no figado pode ser considerado um inicio da funcionalidade dos hepatécitos que permanece ao
longo dos estdgios larvais e juvenis. Em larvas de Z jahu, houve um aumento na quantidade de
glicogénio hepdtico, com o decorrer do desenvolvimento sugerindo o aprimoramento do funcionamento
do figado.

No atual estudo, as larvas apresentavam pancreas com porcao exdcrina e enddcrina diferenciadas
antes da absorcdo total do vitelo, semelhantemente ao relatado por Sampaio (2006) nas larvas de B.
orthoataenia, S. brasiliensis, L. abtusidens e P. argenteus. A por¢ao enddcrina do pancreas € representada
pelas ilhotas de Langerhans, segundo Gonziles et al. (2002). Em razdo da presenca dessas ilhotas pode-se
inferir que as larvas podem assimilar acticares eficientemente. Figado e péncreas ja diferenciados sdo
observados em larvas que iniciam a alimentag@o exégena logo ap6s a eclosdo, apresentando-se funcionais

antes do término da absor¢do do vitelo, tais como em Paralabrax maculofasciatus (Pefa et al., 2003),
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Amphirion percula (Gordon & Hecht, 2002), A. lupus (Falk-Petersen & Hansen, 2001) e Melanogrammus
aeglefinus (Hamlin et al., 2000).

Observou-se o esboco dos arcos branquiais em Z. jahu logo apds a eclosdo, estando estes bem
desenvolvidos apds a absorc¢do total do vitelo. De acordo com Maciel (2006), as branquias sdo estruturas
vitais para a satide dos peixes, pois além se serem o principal local de trocas gasosas, também estio
envolvidas nos processos de osmorregulacdo, equilibio 4cido-bdsico e excrecdo de compostos
nitrogenados.

O desenvolvimento do coracdo de Z. jahu foi semelhante ao observado em zebrafish, com seu
aparecimento durante a somitogénese, e espessamento somente do miocardio do ventriculo ao longo da
ontogénese larval (Yelon & Stainier, 1999; Hu et al., 2000). Segundo Hu et al. (2000), o coracdo é o
primeiro 6rgio definitivo a se desenvolver e tornar-se funcional durante a embriogénese.

O pronefro estava presente desde a eclosdo das larvas de jai. De acordo com Kimmel et al.
(1995), o pronefro desenvolve-se na fase inicial da somitogénese entre o segundo e o terceiro somito. Nos
peixes, o pronefro se diferencia em mesonefro apenas em individuos juvenis/adultos (Drummond et al.,
1999).

O esboco da bexiga natatéria surgiu 24 hpe, apds a abertura do es6fago em larvas de jad. Segundo
Gatz Jr. (1981) bexiga natatéria desenvolvida aparece em espécies comuns em dguas calmas e distantes
do fundo. Todavia no Z. jahu esta vesicula € de tamanho reduzido por se tratar de uma espécie de dguas
correntosas e de fundo.

Em larvas da espécie em estudo, os olhos, o ouvido interno e a fossa nasal foram as primeiras
estruturas sensitivas a serem visualizadas, enquanto os botdes gustativos foram os ultimos, sendo
identificados apds a abertura da boca e com o crescimento dos barbilhdes. Os botdes gustativos podem
estar situados no epitélio dos 14bios, cavidade orofaringeal, barbilhdes, cabeca e algumas vezes por todo o
corpo (Hansen et al., 2002). De acordo com Falk-Petersen & Hansen (2001) a presenca dessa estrutura
indica que as larvas de A. lupus ja estdo prontas para iniciar a alimentagdo exdgena. Em zebrafish, os
botdes gustativos foram observados com 3-4 dias nos ladbios e com 4-5 dias nos arcos branquiais (Hansen

et al.,2002).
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A presenca de lamelas no assoalho da cavidade olfatéria, visualizada em Z. jahu, também teve
sua formacao inicial observada em B. orbignyanus (Maciel, 2006). Matsuoka (2001) e Uyan et al. (2006)
verificaram que cada lamela € recoberta por epitélio sensorial na base e nas laterais, e ndo sensorial na
margem. Os autores sugerem que este tipo de estrutura indica que o peixe tem alta acuidade olfatdria.

Os olhos de Z. jahu tornaram-se totalmente pigmentados a partir de 12 hpe, o que, de acordo com
Blaxter (1969), coincide com a funcionalidade do receptor visual. Na absor¢do total do vitelo, dltimo
momento analisado, o olho encontrava-se desenvolvido com as principais camadas formadas e os nticleos
dos cones e bastonetes comecando a formar duas camadas, assim como observado em larvas de
Oreochromis niloticus (Morrison et al., 2001).

O desenvolvimento dos d6rgdos sensoriais € importante para a sobrevivéncia das larvas e estd
intimamente relacionado com o inicio da alimentacdo exdgena, fuga de predadores e migracdo vertical na
coluna d’agua, contribuindo na coleta de dados ambientais (Matsuoka, 2001). Kawamura et al. (2003)
sugerem que o desenvolvimento de 6rgdos sensoriais acompanham mudangas comportamentais com
importantes implica¢des para ecologia e criagdo das espécies, pois altas taxas de mortalidade em larvas
em situagdes de criacdo podem estar relacionadas ao estresse causado por forte agitacdo na dgua, aeracio
e fluxo exagerados, entre outros distirbios ambientais que atuam sobre a sensibilidade quimica e
mecanica em diferentes fases do ciclo de vida.

A absorcdo total do vitelo ocorreu com 60 hpe, apresentando desse modo um desenvolvimento
larval rdpido como o das espécies de teledsteos de dgua doce. Romagosa et al. (2001) observaram em
larvas de matrinxa (B. cephalus), um desenvolvimento mais rdpido, com um periodo larval de 36 horas, ja
em C. gariepinus esta fase foi observada 124 hpe (Osman et al., 2008) e em P. fasciatum as larvas se
encontram com o saco vitelino totalmente reabsorvido com quatro dias de vida (Pérez et al., 2001).

O padriao de desenvolvimento do Z. jahu foi rdpido, priorizando as estruturas alimentares que
permitem a expressdo da piscivoria ji no inicio do desenvolvimento antes da exaustdo das reservas
energéticas enddgenas, assegurando um crescimento acelerado e aumentando as chances de sobrevivéncia

durante a fase larval.
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Figura 1. Fotomicrografias (a — e) das larvas de Z. jahu. a: Eclosdo — intestino primitivo; b: 8 hpe — intestino
primitivo, com pequenas invaginagdes (setas); ¢, d: 36 hpe — primeira dobra do trato digestdrio (circulos); e: 60 hpe
— detalhe da parede do intestino, célula produtora de muco (cabeca de seta) (ab = arcos branquiais, f= figado, i =
intestino, ne = nadadeira embriondria, no = notocorda, oi = ouvido interno, p = pancreas, sn = sistema nervoso, sv =

saco vitelino) (barras: a, d = 500 pm; b = 100; ¢ = 50 pum; e e destaque = 30 um, ; coloracio: b, ¢ = HF; e = PAS).



M arques, C. Dissertagdo de Mestrado

Y

cm
no

ca pro

co

SV

(o) _

Figura 2. Fotomicrografias (a, d, e), eletronmicrografias (b, c) das larvas Z. jahu. a: 12 hpe — abertura da
cavidade bucal; b: 20 hpe — formacg@o dos dentes, botdes gustativos nas bordas labiais e interior da boca
(seta); ¢, d: 24 hpe —dentes na maxila e mandibula, botdes gustativos (*), células produtoras de muco
(cabeca de seta); e: 24 hpe — abertura do esdfago. (b = boca, ca = cérebro anterior, cm = cérebro médio, co =
cavidade oral, cp = cérebro posterior, d = dente, i = intestino, no = notocorda, pro = pronefro, sv = saco

vitelino) (barras: a = 500 um; b, e = 100 pm; ¢ = 50 um; d = 30 um; coloracdo: d, e = HF).
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Figura 3. Fotomicrografias das larvas Z. jahu. a: 28 hpe — células produtoras de muco (cabeca de seta,
coradas em rosa); b: 28 hpe — dentes faringianos (seta); c: 20 hpe — figado e pancreas; d: 60 hpe — detalhe
do figado; e: 24 hpe: ilhota pancredtica (es = esdfago, f = figado, fa = faringe, i = intestino, im = intestino
médio, ip = ilhota pancredtica, n = narina , no = notocorda, p = pancreas, pro = pronefro, sv = saco

vitelino) (barras:c = 100 um; a, b = 30, d, e = 20 um; coloragdes: b — e = HF; a = PAS)
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Figura 4. Eletronmicrografias (b, c, d) e fotomicrografias (a, e, f) das larvas Z. jahu. a: 24 hpe — branquias se
ramificando (seta); b: 8 hpe — membrana branquiostegial, dobra nasal (cabeca de seta); ¢: 28 hpe — membrana
branquiostegial cobrindo os arcos branquiais, dois primeiros pares de barbilhdes; d: 60 hpe — arcos branquiais; e:
28 hpe — coracdo, detalhe do atrio e ventriculo com trabéculas e orificio atrio-ventricular (*); f: 32 hpe —
coracgdo, detalhe do orificio ventriculo-bulbar (®). (a = atrio, ab = arcos branquiais, I b = primeiro par de
barbilhdes, II b = segundo par de barbilhdes, mb = membrana branquiostegial, n = narina, o = olho, v =

ventriculo, sv = saco vitelino) (barras: b, ¢ = 100 pum; a, e, f = 30 um, d = 500 um; coloragio: a, e, f = HF).
o1
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Figura 5. Fotomicrografias das larvas Z. jahu. a: 16 hpe — pronefro; b: 60 hpe — pronefro com limen aparente;
c: 48 hpe — papila urogenital; d: 24 hpe — bexiga natatéria; e: 56 hpe — foliculos da tiredide (circulo); f: 8 hpe —
ouvido interno, detalhe do neuromasto (seta); g: 60 hpe — ouvido interno apresentando os canais anterior (%),
laterais (#) e posterior (®). (i = intestino, im = intestino médio, fa = faringe, pro = pronefro, bn = bexiga
natatéria) (barras: a, d = 50 um; b, e, f = 30 um; c, g = 20 um; coloragdo: a — g = HF).
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Figura 6. Elétronmicrografias (a, c, e) e fotomicrografias (b, d, ) das larvas Z. jahu. a: 12 hpe — abertura da
boca; b: 60 hpe — olho; ¢: 0 hpe — fossas nasais com cilios (cabeca de seta), primdrdios de barbilhdes (seta);
d: 28 hpe —fossas nasais com detalhe da protuberancia (seta); e: 48 hpe — divisdo das fossas nasais (seta),
com botdes sensoriais ao redor (cabecas de seta); f: 60 hpe — camada celular ciliada das fossas nasais (ab =
arcos branquiais, I b = primeiro par de barbilhdes, I b = segundo par de barbilhdes, mb = membrana
branquiostegial, n = narina, o = olho) (barras: a, c = 100 um; b, d = 30 um; e = 50 um; f = 20 um; coloragéo:

b, d, f = HF).
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Figura 7. Fotomicrografias (a, d) e elétronmicrografias (b, c) das larvas Z. jahu. a: 44 hpe — neuromastos; b:
16 hpe — primérdios do terceiro par de barbilhdes (seta); ¢: 24 hpe — detalhe do barbilhdo com papilas
saciformes na superficie ventral (cabecas de seta); d: 40 hpe — barbilhdo. (mb = membrana branquiostegial,
n = narina, ne = neuromasto, o = olho, sn = sistema nervoso) (barras: a, d = 30 pm; b = 100 um, ¢ = 50 pm;

coloragdo: a, d = HF).
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