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tempo de desenvolvimento (em horas pos-eclosao=hpe)........c.ccccccvvuviiiinniriiinnnnn.
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Resumo geral

Brycon gouldingi € uma espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia e estudos acerca de sua
biologia e desenvolvimento ontogenético ndo se encontram na literatura. Andlises morfométrica
e morfoldgica dos periodos embriondrio e larval desta espécie contribuirdo para o conhecimento
de sua biologia e potencial para o cultivo. Para este trabalho, foram capturados exemplares
adultos da espécie, provenientes do Rio das Mortes - MT, principal afluente do Rio Araguaia e
adaptados em cultivo por cerca de sete meses. Dez coletas foram realizadas na Piscicultura
Buriti, Nova Mutum — MT, nos meses de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, apds a
reproducdo induzida dos exemplares, sendo feitas amostragens nos seguintes tempos: extrusao,
fertilizacdo (tempo zero), 10, 20 e 30 segundos, Imin, 1min e 30s, a cada minuto até completar
10min, a cada 5Smin até atingir 30min, aos 45min, de hora em hora até completar 24 horas, a
cada 2 horas até completar 48 horas e a cada 3 horas até a absor¢ao total do vitelo. Ovdcitos,
ovos, embrides e larvas foram observados em estereomicroscopio, microscopia eletronica de
varredura e microscopia de luz. Foi realizada também a morfometria dos ovdcitos liberados por
cada fémea e das larvas desde o0 momento da eclosdo até a absorg¢ao total do vitelo, registrando-
se valores de comprimento total da larva, altura e comprimento do saco vitelinico. A
temperatura média da dgua nas incubadoras foi de 26,4+1,12 °C. O didmetro dos ovdcitos foi de
1,13£0,06 mm e 54% deles possuiam entre 1,11 e 1,20 mm. O periodo embrionario teve uma
duracdo média de 13,9+0,06 horas pos-fertilizacdo (hpf) sendo dividido em sete fases (zigoto,
clivagem, morula, blastula, gastrula, histogé€nese/organogénese e eclosdo). No momento da
eclosdo, as larvas possuiam 3,40+0,07 mm de comprimento total € o volume do saco vitelinico
era de 0,46+0,08uL. Durante o desenvolvimento larval, foi registrado o aparecimento de 6rgaos
adesivos na regido dorsal cefilica, formagdo do coracdo, pronefro, figado, pancreas e,
principalmente, do sistema digestorio. A abertura da boca foi constatada as 9 hpe e o tubo
digestivo encontrou-se aberto com 13 hpe. Os dentes comecaram a perfurar o epitélio com
aproximadamente 21 hpe. A absorcdo do saco vitelinico ocorreu entre 54 e 55 horas pds-eclosio
(hpe), quando as larvas possuiam, em média, 6,68+0,65 mm de comprimento total. O
desenvolvimento embriondrio e larval de B. gouldingi pode ser considerado rdpido, com larvas
apresentando uma diferenciacio acelerada e simultdnea de estruturas relacionadas

especialmente a habilidade natatdria e a captura de alimento.

Palavras-chave: Brycon, morfologia, ovécitos, desenvolvimento inicial.
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General abstract

Brycon gouldingi is an endemic species of Tocantins-Araguaia basin and studies about its
biology and ontogenetic development are not available in the literature. Morphometric and
morphological analyses of embryonic and larval stages of this species will increase the
knowledge about its biology and aquaculture potential. To perform this work, adult specimens
from Mortes River- MT, the main tributary of Araguaia River were collected and adapted to
captivity for seven months. Ten collections were carried out at Buriti Fishculture, Nova Mutum
— MT, between December 2007 and January 2008, after induced spawning, comprising
samplings in the following periods: extrusion, fertilization (time zero), 10, 20 and 30 seconds,
Imin, 1min e 30s, at each minute up to 10min, each Smin up to 30min, at 45min, each hour up
to 24 hours, each 2 hours up to 48 hours and each 3 hours up to total yolk absorption. Oocytes,
eggs, embryos and larvae were observed under stereomicroscope, scanning electron microscope
and light microscope. Morphometry analyses were also performed in the oocytes released by
each female and in the oocytes up to total yolk absorption taking into account total larval length,
yolk sac height and length values. The mean water temperature in the incubators was 26.4+1.12
°C. The oocyte diameter was equal to 1.13+0.06 mm and 54% of them were between 1.11 and
1.20 mm. The mean duration of the embryonic period was 13.9+0.06 hours post-fertilization
(hpf) being divided into seven stages (zygote, cleavage, blastula, gastrula,
histogenesis/organogenesis and hatching). At hatching, the total larval length was equal to
3.40£0.07 mm and the yolk sac volume was 0.46£0.08uL. During the larval development, the
appearance of adhesive organs on the cephalic dorsal region plus heart, pronephro, liver,
pancreas and, mainly, the digestive tract formation could be noticed. Mouth opening took place
at 9 hph and the digestive tube opened at 13 hph. The teeth started perforating the epithelium at
about 21 hph. The yolk sac absorption occurred between 54 and 55 hours post-hatching (hph),
when the larvae were, in average, 6.68+0.65 mm in total length. The larval and embryonic
development of B. gouldingi might be regarded as fast, with the larvae presenting an
accelerating differentiation simultaneously to structures particularly related to swimming

abilities and food intake.

Key-words: Brycon, morphology, oocytes, early development
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1. IMPORTANCIA DO ESTUDO

A fauna de peixes de dgua doce do Brasil € a mais rica do mundo, existindo ainda
muitas espécies desconhecidas (Buckup et al. 2007), dificuldade de seu reconhecimento pelo
leigo e a utilizacdo de mesmo nome popular para espécies diferentes, sendo alguns grupos,
como os géneros Leporinus, Brycon, Salminus, Hypostomus, Pimelodus e Cichla, mais
problematicos do que outros quanto a identificacdo (Godinho, 2007).

O género Brycon possui mais de 60 espécies de peixes, dentre as quais
aproximadamente 40 ocorrem na América Central e América do Sul (Howes, 1982), difundidas
do sul do México até a Argentina e dos rios da costa do Pacifico até a Colémbia, Equador e
Peru, com o seu potencial para aquicultura sendo enfatizado hd mais de duas décadas (Lima e
Castro, 2000). Os estudos sobre os peixes do género Brycon iniciaram-se em 1927, com
Rodolpho von Thering, mas até hoje muitos aspectos de sua biologia ainda sdo desconhecidos.

Segundo o IBAMA (2009), o género Brycon apresenta muitas espécies na Lista de
Espécies Aqudticas Ameacadas de Extingdo. S@o elas: Brycon devillei, Brycon insignis, ambos
conhecidos como piabanha, Brycon nattereri, vulgarmente chamado pirapitinga, Brycon
opalinus, denominado também pirapitinga ou pirapitinga-do-sul, Brycon orbignyanus, chamado
piracanjuba, picaranjuva ou bracanjuva, Brycon vermelha, conhecido como vermelha.

Os peixes da subfamilia Bryconinae (Characiformes, Characidae) possuem habitos
alimentares herbivoros ou onivoros, sdo de porte médio a grande e caracterizam-se pela
presenca de trés séries de dentes no pré-maxilar, dois no dentdrio e um no maxilar, o qual
apresenta dentes por toda extensdo. A linha lateral localiza-se abaixo do meio do flanco. A
nadadeira anal € longa e a caudal bifurcada (Britski et al., 1999).

A espécie do género Brycon enfocada neste trabalho foi descrita sistematicamente por
Lima (2004). Trata-se de Brycon gouldingi (Fig. 1) e, segundo o autor, esta espécie possui como
caracteristicas que o difere dos demais Brycon spp. o quinto osso infra-orbital mais alto que

largo, varias listras estreitas longitudinais e sinuosas (ndo-retas) ao longo do corpo, nadadeiras
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peitorais e pélvicas escurecidas, distinta mancha em forma de V no pedinculo caudal e
nadadeira caudal, e cerca de 66-82 escamas na linha lateral.

H4 relatos de que, na natureza, peixes desta espécie possam atingir 10 kg, porém em
cativeiro, observou-se peso médio de 700g a 1Kg no periodo de um ano (comunicac¢do pessoal).
E conhecido pelas comunidades ribeirinhas do Rio das Mortes - MT como “piabanha”.
Entretanto, esta denominagdo também € utilizada regionalmente para Brycon devillei, que
ocorre nos estados do Espirito Santo e Minas Gerais, e para Brycon insignis, nos estados de Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Minas Gerais.

Brycon gouldingi é uma espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia, cuja
alimentacio é baseada em frutos e insetos, vive em ambiente bentopeldgico de dgua doce, em
clima tropical (Lima, 2004). A Bacia Tocantins-Araguaia € a maior localizada inteiramente em
territorio brasileiro abrangendo os estados de Goids, Mato Grosso, Pard, Maranhdo e Tocantins,
sendo muito rica em espécies aqudticas, das quais algumas ainda ndo foram identificadas
(IBAMA, 2007).

H4 um projeto que visa a constru¢do de hidrovia e hidrelétricas na Bacia Tocantins-
Araguaia, especialmente no Araguaia, mas a sua execucdo depende de uma maior anélise sobre
os impactos que esse empreendimento podera causar como perda de muitas espécies aqudticas e
de reservas ambientais. De acordo com Junk e Nunes de Mello (1990), a constru¢cdo de uma
represa representa um impacto fundamental na perda de espécies da fauna e flora.

Além disso, o fato do peixe ser um dos principais alimentos para pessoas de menor
poder aquisitivo, principalmente as que moram onde o abastecimento de grandes centros
comerciais € inexistente (como as comunidades ribeirinhas que praticam a pesca artesanal)
contribui para o impacto de perda de espécies de peixes. Segundo Santos et al. (1991), a
explorag@o deste recurso natural deve ser racional. De acordo com Pereira Filho et al. (1991) e
Honczaryk (1995), uma das alternativas para evitar a sobrepesca dos bancos pesqueiros naturais
€ a criacdo de peixes em confinamento, que ¢ limitada pela falta de conhecimento sobre a

biologia de espécies com potencial para cultivo, incluindo espécies do género Brycon.
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Mesmo com o aprimoramento das técnicas de reproducio, alimentacdo e manejo na
piscicultura, muitos problemas precisam ainda ser resolvidos, principalmente com relacdo a
larvicultura de peixes, que representa um forte ponto de estrangulamento na produgdo de larvas
e juvenis (Beerli et al., 2004).

O desenvolvimento inicial em teledsteos compreende o periodo embriondrio e larval,
tendo inicio no momento da fertilizagao e finalizando com a completa absor¢ao do vitelo (Kunz,
2004). O periodo embriondrio estende-se da fertilizacdo a eclosdo da larva (Shardo, 1995),
enquanto o periodo larval inicia-se apds a eclosdo e termina com a reabsorc¢ao do vitelo e inicio
da alimentacdo exdgena (Helfman et al., 2000).

A maioria das larvas de peixes recém-eclodida ndo possui boca aberta, intestino, anus,
branquias, vesicula gasosa, nadadeiras pares, pigmentacdo e acuidade visual (Blaxter, 1969;
Woynarovich e Horvéth, 1983). O tempo de desenvolvimento dos sistemas organicos segue
padrdes ontogenéticos de cada espécie e determina 0 momento em que os peixes irdo adquirir a
capacidade natatdria, de fuga e de captura de seu proprio alimento (Neumann, 2004).

De acordo com Ricker (1979), devido ao fato do padrao de crescimento em peixes
mudar rapidamente no inicio do ciclo de vida, este deve ser mensurado em curtos intervalos de
tempo. Ehlinger (1991) afirma que o desafio funcional é, na maioria das vezes, a discriminacio
morfométrica do crescimento que, quando combinada com a descricdo de variacdes
morfolégicas, aumenta a probabilidade de observar transformacdes correlacionadas que levam a
diferenciacdo em jovens e adultos dentro de populagdes.

O estudo do desenvolvimento inicial dos peixes pode ter varias perspectivas (Kendall
et al. 1983). Segundo Nakatani et al. (2001), trabalhos sobre a biologia das formas iniciais
fornecem dados relevantes a sistemdtica, monitoramento de estoques e biologia pesqueira. Por
sua vez, Reynalte-Tataje et al. (2004) e Ninhaus-Silveira et al. (2006) relatam que a descricdo
dos estdgios embriondrios em teledsteos traz informacdes necessdrias para a producdo em
grande escala de peixes em laboratdrio, além de contribuir com a sistemdtica e inventario
ambiental. Pode contribuir também para avaliar a qualidade da 4gua de determinado ambiente e

efeito de substincias toxicas sobre a fauna (Flores et al. 2002).
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Devido a importancia dos estudos em relagdo aos estagios iniciais do desenvolvimento
de peixes, encontram-se na literatura trabalhos com diferentes espécies de peixes, dentre elas:
Brachidanio rerio (Hisaoka e Firlit, 1960; Warga e Kimmel, 1990; Kimmel et al., 1995),
Catostomus commersoni (Long e Ballard, 1976), Rhamdia sapo (Matkovic et al., 1985, Cussac
et al., 1985), Orechromis niloticus (Galman e Avtalion, 1989), Oryzias latipes (Iwamatsu, 1994)
e Alosa sapidissima (Shardo, 1995).

No Brasil, encontram-se, dentre outras pesquisas, as realizadas com Rhamdia hilarii
(Godinho et al., 1978), Prochilodus lineatus (Castellani et al, 1994), Colosoma macropomum
(Albuquerque et al., 1994; Ribeiro et al., 1995), Piaractus mesopotamicus (Ribeiro et al., 1995),
Pseudoplatystoma corruscans, (Cardoso et al., 1995), Brycon cephalus (Lopes et al., 1995;
Romagosa et al., 2001), Pimelodus maculatus (Luz et al., 2001), Brycon orbignyanus (Nakatani
et al., 2001) e Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al., 2001).

Mais recentemente, foram realizados estudos com a descri¢do dos estdgios iniciais em
Brycon orbignyanus (Ganeco, 2003; Maciel, 2006; Ganeco et al., 2008), Prochilodus lineatus
(Ninhaus-Silveira et al., 2006), Brycon orthotaenia, Leporinus obtusidens, Prochilodus
argenteus e Salminus brasiliensis (Nakaghi et al., 2006; Sampaio, 2006), hibrido
Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma fasciatum (Faustino et al. 2007), Brycon
amazonicus (Neumann, 2008), Pseudoplatystoma corruscans (Landines et al. 2003; Marques et
al, 2008), Zungaro jahu (Marques, 2008).

Diante destas consideragdes, ¢ nao havendo na literatura informagdes acerca de B.
gouldingi, o presente estudo teve como objetivo proporcionar conhecimentos a respeito dos
principais eventos morfoldgicos observados durante o desenvolvimento inicial desta espécie,
enfatizando as fases do periodo embriondrio e suas caracteristicas e a ontogenia dos principais
6rgdos e sistemas das larvas.

Para elucidar os resultados, a dissertacdo foi dividida em quatro artigos:

Artigo I: “Morfologia externa das fases iniciais de vida de Brycon gouldingi

(Teleostei, Characidae)”.
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Artigo II: “Brycon gouldingi (Teleostei, Characidae): aspectos do desenvolvimento
embriondrio de uma nova espécie de peixe com potencial para a aquicultura”.

Artigo III: “Ultraestrutura das larvas de Brycon gouldingi (Teleostei, Characidae):
uma abordagem voltada a aquicultura”.

Artigo IV: “Histologia das larvas de Brycon gouldingi (Teleostei, Characidae)”.

Fig. 1. Exemplar de Brycon gouldingi utilizado durante o experimento.
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RESUMO

Brycon gouldingi é uma espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia, recentemente
identificada, com potencial para aquicultura, e cuja produgdo em cativeiro vem sendo realizada
por piscicultores. Por ndo haver na literatura informagdes acerca desta espécie, tampouco dados
relacionados a morfologia, caracterizou-se, por meio de estereomicroscépio, o desenvolvimento
inicial de B. gouldingi apds captura dos exemplares provenientes do Rio das Mortes, adaptacdo
em cativeiro e reproduc@o induzida na Piscicultura Buriti, Nova Mutum, ambos no estado de
Mato Grosso, Brasil, nos meses de dezembro de 2007 e janeiro de 2008. As amostragens
ocorreram em momentos pré-determinados desde a extrusdo dos ovdécitos até a absorcdo total do
vitelo. Foram realizadas medidas do didmetro dos ovdcitos, assim como do comprimento total
das larvas e do volume do saco vitelinico desde a eclosdo até o momento da absorc¢do total do
vitelo. O diametro dos ovdcitos na extrusdo apresentou média de 1,13+0,06 mm e 54% deles
tinham entre 1,11 e 1,20 mm. O periodo médio de desenvolvimento embriondrio de B. gouldingi
foi de 13,9+0,06 horas pos-fertilizagdo (hpf) a temperatura de 26,4+1,12°C. Caracterizando este
periodo foram encontradas sete fases: zigoto, clivagem, morula, bldstula, gastrula, histogénese e
organogénese e eclosdo, sendo possivel observar caracteristicas intrinsecas a cada fase. No
momento da eclosdo, as larvas possuiam 3,40+0,07mm de comprimento total, postura
distendida, volume de saco vitelinico de 0,46+0,08 uL, sem capacidade natatéria e acuidade
visual. Durante a fase larval observou-se, principalmente, a pigmentacdo dos olhos,
desenvolvimento da boca e arcos braquiais, além de se constatar a ocorréncia de predacdo de
larvas forrageiras com sobreposicdo de alimentacdo exdgena e enddgena. Quando ocorreu a
absorcdo total do vitelo, 55 horas pds-eclosdo, as larvas apresentavam comprimento total de
6,68+0,65mm, olhos com pigmentagdo intensa e boca provida por dentes. As caracteristicas
observadas durante o desenvolvimento inicial de B. gouldingi sdo comuns as espécies do género
Brycon. Os dados deste trabalho s@o inéditos para a espécie B. gouldingi e poderdo subsidiar
questdes relacionadas a producdo em cativeiro, assim como embasar estudos filogenéticos e de

conservacao.

Running title: Fases iniciais de vida de B. gouldingi
Key-words: Brycon, morfologia, morfometria, embrides, larvas.
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INTRODUCAO

A familia Characidae possui em sua subfamilia Bryconinae o género Brycon, que
compreende espécies de porte médio e grande, com ampla distribui¢do pela América do Sul e
Central, cuja alimentacdo é baseada em insetos e vegetais, sendo denominadas espécies
onivoras. E considerado um dos mais numerosos géneros de Characiformes neotropicais, com
mais de 60 espécies nominais das quais aproximadamente 40 se distribuem pela América
Central e América do Sul (Howes, 1982).

As espécies deste género destacam-se na piscicultura nacional por apresentarem
excelentes caracteristicas para criagdo como sabor da carne, facil propagacado artificial e rapido
crescimento na fase larval e juvenil, resisténcia 2 manipulagdo e boa aceitacdo de alimentos
artificiais, fatores que permitem uma comercializa¢do rapida (Lopes et al. 1995 ). Porém, na
fase larval, apresentam uma alta taxa de canibalismo, o que dificulta seu cultivo, sendo um fator
limitante da producdo, causador de prejuizos econdmicos para aquicultura (Woynarovich e Sato,
1990; Senhorini et al., 1998).

Brycon gouldingi, espécie enfocada neste estudo, foi recentemente descrita por Lima
(2004) e, apesar de ja ser produzida em cativeiro e fonte de alimento para comunidades
ribeirinhas (comunicacdo pessoal), ndo s@o encontrados na literatura relatos com este Brycon,
tampouco relacionados com seu desenvolvimento inicial. Segundo Lima (2004), B. gouldingi é
endémica da Bacia Tocantins-Araguaia. Esta bacia é a maior localizada inteiramente em
territério brasileiro rica em espécies aquaticas, sendo que algumas ainda ndo foram identificadas
(IBAMA, 2007). Este Brycon possui como caracteristicas o quinto osso infra-orbital mais alto
que largo, vdrias listras estreitas longitudinais e sinuosas (ndo-retas) ao longo do corpo,
nadadeiras peitorais e pélvicas escurecidas, distinta mancha em forma de V no pedinculo caudal
e nadadeira caudal, e cerca de 66-82 escamas na linha lateral (Lima, 2004).

O sucesso no cultivo de uma espécie de peixe depende da compreensdo de sua
biologia inicial, incluindo caracteristicas da fertilizacdo e desenvolvimento embriondrio, que

influenciam diretamente nas taxas de fertilizacdo e eclosdo das larvas (Matkovic et al., 1985).
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Com a finalidade de fornecer um conhecimento bédsico da morfologia externa dos
momentos iniciais de vida desta espécie, realizou-se a andlise estereomicroscépica dos ovdcitos,
ovos, embrides e larvas de B. gouldingi, ap6s reproducdo induzida da espécie, além da
morfometria das larvas e do saco vitelinico a fim de acompanhar o crescimento larval

simultaneamente a absorcao da reserva endogena.

MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas na Piscicultura Buriti, Nova Mutum - Mato Grosso,
Brasil, entre dezembro de 2007 e janeiro de 2008. Reprodutores de Brycon gouldingi,
provenientes do Rio das Mortes - MT e adaptados em cativeiro por cerca de sete meses, foram
submetidos a reproduc¢do induzida, segundo as técnicas de Woynarovich e Horvéth (1983).

Nas fémeas, a primeira dose de hipéfise aplicada foi de 0,5 mg.kg" e a segunda dose,
ap6s um intervalo de 10 horas, de 5,0 mg.kg”'. A dose tinica dos machos foi de 1,0 mg.kg”, no
momento da segunda dose das fémeas. A base da nadadeira peitoral foi o local de aplica¢do do
horménio. Dez fémeas da espécie tiveram seus descendentes (geracdo F1) analisados,
considerando-se cada desova uma repeticao.

Apds a extrusdo, os ovocitos foram acondicionados em bacia e, em seguida,
receberam o sémen, que foi homogeneizado suavemente (Woynarovich e Horvath, 1983). Apds
alguns segundos, foi adicionada dgua a mistura para a hidratacdo dos ovos, sendo
posteriormente lavados com 4gua para a retirada do excesso de sémen. Os ovos foram
transportados para incubadoras conicas de fibra de vidro, com capacidade de 200 litros e
renovacio de dgua de 6 L.s™.

As amostragens ocorreram nos seguintes tempos: extrusao, fertilizacdo (tempo zero),
10, 20 e 30 segundos, Imin, 1min e 30s, a cada minuto até completar 10min, a cada Smin até
atingir 45min, de hora em hora até o momento da eclosdo da larva, de hora em hora até
completar 24 horas, a cada 2 horas até completar 48 horas e, depois disso, a cada 3 horas até
absorcdo do vitelo. As amostras foram fixadas em formol 10% tamponado e transferidas para
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dlcool 70% apdés 24 horas. As andlises ocorreram no Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/UNESP de Jaboticabal-SP.

Foi analisada a morfologia externa em estereomicroscépio dos ovos, embrides e
larvas. Para a distribuicdo de frequéncia percentual dos ovécitos em classes de comprimento, foi
verificado o didmetro dos ovécitos (em milimetros) utilizando-se uma amostragem de 30
ovdcitos de cada desova (=repeti¢do). Por apresentarem formato ovéide, nestes ovécitos foram
registrados valores de didmetro maior e menor e, posteriormente, a média entre os dois (medida
considerada o didmetro dos ovdcitos). Mensurou-se também os valores do comprimento total
das larvas, altura e comprimento do vitelo utilizando-se 10 larvas de cinco desovas, desde o
momento da eclosao larval até a absorc¢do do vitelo e, posteriormente, calculado o volume do
saco vitelinico, em pL, por meio da férmula V= (n/6)LH?, onde V é o volume, L o comprimento
e H a altura, de acordo com Blaxter (1969). Vale salientar que, para este cdlculo do volume, nao
foi levado em consideracdo o apéndice tubular presente no vitelo.

As medidas lineares e as fotodocumentac¢des foram realizadas em estereomicroscopio
LEICA MZ 8, acoplado a camera digital LEICA DFC 280 utilizando-se o programa IM 50-

LEICA.

RESULTADOS

Para este estudo, foi utilizada a classificacdo de Faustino et al. (2010) ou seja, a
expressao “ovocito” refere-se ao gameta feminino, antes da fertilizacao. O termo “ovo” referiu-
se aos estdgios compreendidos entre a fertilizacdo até o final da gastrulacdo, quando entdo
ocorre a formagdo do eixo embriondrio passando a ser denominado "embrido". A denominacio
“larva” foi utilizada desde o momento da eclosdo até a absor¢ao total do vitelo.

Os ovdcitos de B. gouldingi apresentaram formato levemente ovdide e coloracdo
verde-acinzentada no momento da liberacdo dos ovdcitos (extrusdo). A Fig. 1 mostra que, no
momento da extrusio, o didmetro dos ovécitos das dez fémeas de B. gouldingi variou entre
1,06+£0,07mm (Fémea 3) e 1,19+0,06mm (Fémea 4). A média dos didmetros das dez fémeas foi
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de 1,13+0,06mm. A Fig. 2 representa a frequéncia de ocorréncia destes ovdcitos em classes de

comprimento e mostra que a maioria dos gametas femininos da espécie (54%) possuia entre

1,11 e 1,20mm.
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Fig. 1. Diametro dos ovdcitos e respectivo desvio padrao das dez fémeas de B. gouldingi no
momento da liberacio dos ovdcitos (extrusao).
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Fig. 2. Frequéncia de ocorréncia de ovdcitos por classes de didmetro no momento da liberagio
dos ovécitos (extrusdo) em B. gouldingi. N=10.

Durante o desenvolvimento embriondrio de B. gouldingi (da fertilizacio a eclosdo da
larva) observou-se que, quando a d4gua das incubadoras apresentava temperatura maior (28°C), a
sucessdo dos eventos morfoldgicos ocorreu mais rapidamente (13 horas pés-fertilizagdo), e em
temperaturas inferiores (25,5 e 26°C) o tempo foi mais lento (14 ou 15 horas pds-fertilizacao).

Esta diferenca de temperatura da dgua deve-se ao fato das coletas terem ocorrido nos sucessivos
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meses de dezembro e janeiro, ambas no verao, época reprodutiva de B. gouldingi. Em média, o

tempo de embriogénese foi de 13,9 horas a temperatura de 26,4+1,12°C. Durante o

desenvolvimento foram observadas sete fases, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas estruturais do desenvolvimento embrionario de B. gouldingi desde o

momento da formacdo do pdlo animal até a eclosdo da larva de acordo com o tempo de

desenvolvimento (em horas pds-fertilizacdo= hpf), a temperatura de 25,5°C.

Tempos (hpf) Fases Descricao
0-0.75 Zigoto Migragao do citoplasma e formagao do pdlo animal.
1.0 Clivagem Divisoes celulares resultando em inimeros blastdmeros.
. Blastdomeros formam um macico celular semelhante a uma
2.0 Morula o o ”
meia amora”.
3.0 Blastula Blastomerps d1§p'05t0~s regglarmentf: em forma de ctpula sem
identificacdo nitida dos limites celulares.
4.0 Gastrula 30% epibolia (migragdo das células embriondrias).
5.0 Gastrula 50% epibolia (migragdo das células embriondrias).
6.0 Gastrula 70% epibolia (migragdo das células embriondrias).
. 90 % epibolia - Géstrula final - formacao do tampao vitelinico
7.0 Gastrula - . ~ . .
(por¢do de vitelo ndo recoberta pelas células embriondrias).
3.0 Histogénese e Formacao do eixo embriondrio; diferenciacio das regides
: Organogénese cefélica e caudal.
9.0 HlstogenAe see Aparecimento da vesicula Optica e dos primeiros somitos.
Organogénese
10.0 HlstogenAe see Aparecimento da vesicula 6tica e da vesicula de Kupffer.
Organogénese
11.0 HlstogenAe e Destacamento da regido caudal, tubo neural visivel.
Organogénese
12.0 HlstogenAe e Alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal
Organogénese
13.0 HlstogenAe see Alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal.
Organogénese
14.0 Eclosio Eclosdo das larvas - total rompimento do cérion — observagao do

sistema nervoso central.
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Apo6s a fertilizagdo, o pdlo animal comecou a se definir aos15 minutos (0.25 hpf),
ocorrendo seu término aos 45 minutos pés-fertilizagdo (0.75 hpf) (Fig. 3A).

As clivagens ocorreram entre 0.75 e 1 hpf, dividindo o pdlo animal em dois
blastdmeros (células embriondrias) de igual tamanho que, em seguida, sofreram divisdo
formando quatro blastdmeros e assim sucessivamente até a presenca de 32 células.

Posteriormente, com 2 hpf, observou-se a fase de moérula, caracterizada pela presenca
de mais de 64 blastdmeros. A Fig. 3B mostra a moérula em seu estdgio final, em que os
blastdmeros formaram um macigo celular semelhante a uma “meia amora”. Em seguida, as 3
hpf, a fase de blastula, caracterizada por apresentar forma de cipula acima da massa do vitelo
(Fig. 30).

Na fase de gastrula, pdde-se visualizar o movimento de epibolia das células
embriondrias, as quais realizaram um movimento de divergéncia (epibolia) do pélo animal em
direcdo ao pdlo vegetativo. O inicio desta fase (movimento de epibolia) foi observado com 4
hpf, quando aproximadamente 30% do vitelo foi recoberto. Com 5 hpf, visualizou-se 50% de
epibolia (Fig. 3D), as 6 hpf, cerca de 70 e 80% de epibolia (Fig. 3E) e, com 7 hpf, o final do
movimento, que se completou com a formagdo de uma por¢do de vitelo ndo recoberta pelo
blastoderme apds os movimentos celulares, denominada de tampao vitelinico (Fig. 3F).

No inicio da fase de histogénese e organogénese, com 8 hpf, notou-se o
desenvolvimento das regides cefdlica e caudal (Fig. 3G), assim como o a presenca de um sulco
neural ao se observar o embrido dorsalmente (Fig. 3H). As 9 hpf , observaram-se os primeiros
somitos e a vesicula Gptica (Fig. 4A). As 10 hpf, o primérdio da vesicula Gtica era visualizado
assim como a vesicula de Kupffer (Fig. 4B). Com 11 hpf, houve o desprendimento da regido
caudal, podendo ser notado também o tubo neural (estrutura embriondria que dard origem ao
sistema nervoso central) (Fig. 4C) e o inicio da diferenciagdo dos miOmeros (segmentos
musculares). O crescimento e alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal pode ser
constatado com 12 hpf (Fig. 4D). Com 13 hpf, o alongamento do embrido tornou-se mais

evidente e, finalmente, as 14 hpf, as larvas eclodiram, apés rompimento do cérion.
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No momento da eclosdo, as larvas apresentaram-se transparentes, postura distendida.
Eram desprovidas de pigmentos, boca, acuidade visual e capacidade natatéria (j4 que havia
auséncia total de nadadeiras, havendo apenas uma nadadeira embriondria recobrindo toda a
regido caudal) (Fig. 4E). A cabeca encontrava-se em posi¢cdo ventral, aderida a regido anterior
do saco vitelinico, o qual apresentava forma elipséide com apéndice tubular (Fig. 4E). Foram
constatados os esbogos do coracdo, vesicula 6tica, formacao do cristalino e cdlice 6ptico, além
da epifise (primérdio da glandula pineal) (Fig. 4F).

A regido anterior do tubo neural desenvolveu-se dando origem as trés vesiculas
primdrias: cérebro anterior (prosencéfalo) que se subdividiu em telencéfalo (mais anterior) e
diencéfalo (mais posterior), cérebro médio (mesencéfalo) e cérebro posterior (rombencéfalo)
que se subdividiu em metencéfalo (mais anterior) que formara o cerebelo e mielencéfalo (mais

posterior) que dard origem a medula espinhal (Fig. 4F e 4G).
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Fig. 3. Morfologia externa de ovos (A - F) e embrioes (G e H) de B. gouldingi nas diferentes
fases de desenvolvimento. 0,75hpf: A: pdlo animal (PA) e vegetativo (PV). 2 hpf: B: mérula. 3
hpf: C: blastula. 5 hpf: D: gistrula com vitelo recoberto em cerca de 50%. 6 hpf: E: géstrula
com vitelo recoberto em 70%. 7 hpf: F: gdstrula com vitelo recoberto em cerca de 90% com
formagdo do tampdo vitelinico (TV). 8 hpf: G: formacdo do eixo embriondrio com
diferenciacdo das regides cefdlica (CE) e caudal (CA); H: vista dorsal do embrido
evidenciando-se a presenca de sulco neural (destaque), regido cefdlica (CE) e caudal (CA).
Barra: 0,25 mm.
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Fig. 4. Morfologia externa de embrides (A - D) e larvas (E, F e G) de B. gouldingi. 9 hpf: A:
primeiros somitos (destaque) e vesicula éptica (OP). 10 hpf: B: vesicula dtica (OT) e vesicula
de Kupffer (destaque). 11 hpf: C: tubo neural (—). 12 hpf: D: alongamento do embrido pelo
eixo céfalo-caudal. 14 hpf: E: eclos@o da larva evidenciando nadadeira embriondria (V) e
apéndice tubular no vitelo (destaque); F: regido cefalica da larva eclodida - célice 6ptico (CO),
cristalino (C), coracdo (destaque), vesicula dtica (OT), protuberincia de onde surgirdo os arcos
braquiais (BR), epifise (E) e sistema nervoso central com distin¢do das trés vesiculas primarias,
prosencéfalo (PRO) subdividido em telencéfalo (T) e diencéfalo (D) mesencéfalo (MES) e
rombencéfalo (ROM) subdividido em metencéfalo (ME), que originard o cerebelo (*), e
mielencéfalo (MI); G: vista dorsal da larva eclodida destacando-se o sistema nervoso central
(SNC). Barra: A-E= 0,25 mm; F e G= 0,2 mm.
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No momento da eclosdo, o comprimento total das larvas foi de 3,40+0,07mm,
enquanto no momento da absor¢do total do vitelo atingiu 6,68+0,65mm, verificando-se que o
comprimento total das larvas aumentava continuamente com o decorrer do desenvolvimento e a
medida que o vitelo era absorvido (Fig. 5). Apds a eclosdo (14 hpf), o volume do saco vitelinico
das larvas de B. gouldingi diminuiu atingindo 0,46+0,08 uL, no momento da eclosdo, para
0,42+0,06 puL as 13 hpe e, ap6s isso, verificou-se uma diminuicao acentuada até 45 hpe, quando
apresentou volume de 0,03+0,05 pL. Com 52 hpe, o volume do saco vitelinico era quase

inexistente (0,01£0,01 uL), apresentando valor zero as 55 hpe (Fig. 5).
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Fig. 5. Comprimento total e volume do saco vitelinico das larvas de B. gouldingi a partir da

eclosdo até a absorcao total do vitelo.

Durante o desenvolvimento larval de B. gouldingi (desde a eclosdo da larva até a

absorcdo do vitelo), 55 horas pds-eclosdo (hpe), pdde-se registrar o desenvolvimento de
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estruturas como olhos, arcos branquiais, boca e também o consumo de larvas forrageiras. A
classificacdo das larvas nas fases de desenvolvimento seguiu de acordo com Nakatani et al.
(2001), que caracterizam o estagio larval vitelinico desde o momento da eclosdo até o inicio da
alimentacdo exdgena (abertura do anus e da boca) e pré-flexdo entre o inicio da alimentacdo
exdgena até o inicio da flexdo da regido terminal da notocorda. A Tabela 2 mostra tais

caracteristicas observadas durante a fase larval.

Tabela 2. Caracteristicas estruturais do desenvolvimento larval de B. gouldingi desde o
momento da eclosao da larva até absorcao do vitelo de acordo com o tempo de desenvolvimento
(em horas pés-eclosdo= hpe).

Tempos (hpe) Fases Descricao

2.0 Larval vitelinico Inicio da pigmentacdo dos olhos na regido do célice Optico.

Visualiza¢do do esboco de um arco branquial. Inicio do
7.0 Larval vitelinico desenvolvimento da membrana branquiostegial. Inicio da
abertura da boca.

Visualizag@o do esbogo de dois arcos branquiais e maior

10.0 Larval vitelinico desenvolvimento da membrana branquiostegial.
Cabeca desprendida do vitelo com posi¢ao ventral. Abertura da
12.0 Larval vitelinico boca. Pigmentagdo dos olhos em todo o célice dptico e
cristalino.
16.0 Larval vitelfnico Coracao visivel. Presenca de melan6foros dendriticos na regido
) do tubo digestivo. Surgimento do botdo da nadadeira peitoral.

18.0 Larval vitelinico Cabeca em posi¢do semiventral.
24.0 Larval vitelinico Cabega em posicao final (terminal).

) ~ Visualizag@o dos dentes. Maior distribui¢do de melan6foros na
32.0 Pré-flexao - Lo .

regido do tubo digestivo. Consumo de larvas forrageiras.
34.0 Pré-flexao Consumo de larvas forrageiras.
40.0 - 52.0 Pré-flexao Consumo de larvas forrageiras. Excre¢@o de material fecal.

55.0 Pré-flexao Absor¢ao total do vitelo.

Com 2 hpe, as larvas apresentavam comprimento total de 3,71£0,09 mm e volume do
saco vitelinico de 0,44+0,03 uL sendo observado o inicio da pigmentacdo dos olhos da larva
primeiramente na regido do cdlice Optico. Visualizou-se também o tubo digestivo reto, longo,
nao-funcional, curvando-se dorsoventralmente em sua regido posterior desembocando no local

onde se formard o anus (Fig. 6A).
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Com 7 hpe, o comprimento total das larvas era de 4,29+0,12 mm e volume de vitelo
de 0,45+0,06 uL. A pigmentacdo dos olhos tornou-se distribuida por todo o célice 6ptico, sendo
possivel visualizar também o esbo¢o do primeiro arco branquial, além da membrana
branquiostegial que futuramente, cobrird os arcos braquiais (Fig. 6B). Foi possivel observar
também o inicio da abertura da boca. As 10 hpe, quando as larvas apresentavam comprimento
total de 4,46+0,17 mm e volume de vitelo de 0,42+0,05 uL, eram visiveis os esbocos de dois
arcos braquiais, assim como o desenvolvimento da membrana branquiostegial que recobria parte
destes arcos (Fig. 6C). Com 12 hpe, a cabeca comecgava a se deslocar para atingir sua posi¢ao
final (terminal) e as larvas atingiram comprimento total de 4,62+0,10 mm com volume de vitelo
de 0,42+0,06 uL. A pigmentacao dos olhos era mais intensa, ocorrendo tanto na vesicula dptica
quanto no célice optico (Fig. 6D). A boca encontrava-se aberta.

As 16 hpe, notou-se a presenca de melanéforos dendriticos na parte superior e inferior
do tubo digestivo. O primérdio da nadadeira peitoral e o coracdo eram visiveis (Fig. 7A). As
larvas apresentavam 4,75+0,27 mm de comprimento total com volume de vitelo de 0,35+0,06
uL. Com 18 hpe, a cabeca encontrava-se em posi¢do semiventral (Fig. 7B). O comprimento
total das larvas perfazia 4,95+0,15 mm e o volume do saco vitelinico 0,33+0,04 L.

Com 24 hpe, a cabeca encontrava-se em sua posicdo final (terminal) (Fig. 7C), com
larvas apresentando um comprimento total de 5,42+0,41 mm e volume de saco vitelinico de
0,24+0,06 puL, e as 32 hpe, foi constatada a presenga de dentes orais e o corpo apresentava uma
maior distribuicdo de melandforos na regidao do tubo digestivo. Neste momento, as larvas
estavam com 5,89+0,27 mm de comprimento total e 0,13+0,09 uL de volume de saco vitelinico
(Fig. 7D).

O fornecimento de larvas forrageiras as larvas de B. gouldingi (como fonte de
alimentacdo exdgena) ocorreu por volta de 24 hpe e o seu consumo foi registrado em varios
momentos, a partir de 32 hpe, como registrado nas Fig. 8A (37 hpe), 8B (40 hpe) e 8C (52 hpe).
As 40 hpe, visualizou-se também a excrecio de material fecal e as larvas alcancavam um
comprimento total de 6,14+0,29 mm com volume de vitelo de 0,06+0,05 uL (Fig. 8B). O

consumo de larvas forrageiras iniciou-se quando larvas de B. gouldingi ainda possuiam saco
40



Dissertagio de Mestrado Francine Faustino

vitelinico, indicando uma sobreposi¢do de alimentagdo enddgena e exdgena. Com 52 hpe, a
presencga de material digerido no intestino da larva era bem evidente (Fig. 8C).

Certamente, a presenca de olhos bem desenvolvidos e pigmentados, a ampla abertura
da boca repleta por dentes e a capacidade de dilatacdo do abdome foram essenciais para captura
das presas. A diminuicdo do saco vitelinico pdde ser observada ao longo do desenvolvimento
das larvas de B. gouldingi, e as 55 hpe, o vitelo havia sido absorvido (Fig. 8D). A absorcdo do
vitelo ocorreu primeiramente com o desaparecimento do apéndice tubular no sentido postero-
anterior, seguindo para a reducdo do vitelo em ambos os sentidos: postero-anterior e antero-

posterior.
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Fig. 6. Morfologia externa das larvas de B. gouldingi. 2 hpe: A: inicio da pigmentacdo dos
olhos (circulo), canal do anus (A). 7 hpe: B: pigmentagdo mais intensa dos olhos (circulo),
esbogo dos arcos branquiais (*), membrana branquiostegial (—) e inicio da abertura da boca
(BO). 10 hpe: C: arcos branquiais (*) e membrana branquiostegial (—). 12 hpe: D: cabeca em
posicao ventral (seta pontilhada) e abertura da boca (BO). Barra: 0,5 mm.
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Fig. 7. Morfologia externa das larvas de B. gouldingi. 16 hpe: A: pigmentacdo restrita a
regido ventral do corpo (destaque), primérdio da nadadeira peitoral (—), coracdo (circulo),
deslocamento da cabeca (seta pontilhada), canal do dnus (A). 18 hpe: B: canal do dnus (A),
cabeca em posi¢@o semiventral (seta pontilhada). 24 hpe: C: cabeca em posi¢ao final (retilinea).

32 hpe: D: pigmentagdo mais intensa do corpo (destaque) e presenca de dentes na boca. Barra:
0,5 mm.
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Fig. 8. Morfologia externa das larvas de B. gouldingi. A: 37 hpe; B: 40 hpe; C: 52 hpe; D: 55
hpe. A, B, C - olhos da larva forrageira ingerida (circulo); B: excrecdo de material fecal (—); C:

dilatacdo do abdome e ampla abertura da boca; D: vitelo absorvido. Barra: 0,5 mm.
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DISCUSSAO

O didmetro dos ovécitos de B. gouldingi, com média de 1,13+£0,06mm, € considerado
pequeno e tipico de espécies migradoras, com desova total, de fecundacido externa e sem
cuidado parental (Vazzoler, 1996). O valor apresentado foi similar ao observado para outras
espécies do mesmo género como Brycon cephalus (Romagosa et al. 2001 e Brycon orbignyanus
(Ganeco et al. 2008).

Segundo Falk-Petersen (2005), o tempo de duracdo dos eventos durante o
desenvolvimento dos teledsteos é influenciado por fatores genéticos, como tamanho do ovo
(saco vitelinico), e por fatores ambientais, principalmente temperatura de incubacao.

O tamanho do saco vitelinico interfere no tempo de desenvolvimento, pois larvas com
maior quantidade de reservas endégenas dispdem de um periodo mais longo para se adaptar a
captura de alimentos externos enquanto sido sustentadas pelas reservas do saco vitelinico
(Blaxter, 1969; Woynarovich e Horvath, 1983; Gisbert et al. 2000; Bonislawska et al. 2004).

A observacdo de uma temperatura mais elevada culminando num tempo de
desenvolvimento embrionario menor, no presente estudo, confirma o fato do desenvolvimento
dos teledsteos ser muito sensivel a temperatura. Bonislawska et al. (2004) observaram, em G.
cernuus, que diferentes tipos de temperatura de incubacdo afetam diretamente na duracdo de
cada fase da embriogénese.

Ninhaus-Silveira et al. (2006), ao estudarem Prochilodus lineatus, também
constataram a sensibilidade da espécie a temperatura, pois observaram que a eclosdo das larvas
ocorreu apds 22 horas de desenvolvimento a temperatura de 24°C e com 14 horas de
desenvolvimento a 28°C. Faustino et al. (2007) encontraram, para hibrido de Pseudoplatystoma.
corruscans X Pseudoplatystoma fasciatum, um desenvolvimento de 13 horas a 28/29°C e de 14
horas a 27°C. Da mesma forma, Marques et al. (2008) também verificaram essa sensibilidade
em relacdo a temperatura para Pseudoplatystoma corruscans, pois a 28/29°C o periodo
embriondrio foi de 13 horas, enquanto a 27°C, 18 horas.

A sequéncia de eventos observada durante o periodo de embriogénese da espécie deste
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trabalho € similar a descrita para outras espécies do género, como B. insignis (Andrade-Talmelli
et al. 2001), B. cephalus (Lopes et al. 1995; Romagosa et al. 2001), B. orbignyanus (Reynalte-
Tataje et al. 2004) e também em outros teledsteos como hibrido de Pseudoplatystoma
corruscans com Pseudoplatystoma fasciatum (Faustino et al. 2007), Prochilodus lineatus
(Ninhaus-Silveira et al. 2006) e Zungaro jahu (Marques, 2008). Os mecanismos bdsicos de
desenvolvimento dos teledsteos sdo similares, diferenciando-se apenas na cronologia dos
eventos (Falk-Petersen, 2005).

As clivagens nos ovos de B. gouldingi ocorreram somente no pélo animal, enquanto o
polo vegetativo era constituido por vitelo. Este tipo de divisdo € tipico dos ovos de peixes,
conhecida como merobléstica ou parcial (Balinsky, 1970). A relacdo nucleocitoplasmatica
existente no polo animal é um estimulo para que ocorram as divisdes mitéticas da clivagem para
que o embrido atinja um novo equilibrio entre nidcleo e citoplasma. Durante a clivagem
embriondria, o volume citoplasmético ndo aumenta, e o enorme volume do citoplasma zigético
¢ dividido cada vez mais em células menores (Gilbert, 2003). No presente estudo, este fato foi
registrado, j4 que o ndmero de blastdbmeros aumentava enquanto seu tamanho diminuia
corroborando os relatos de Wourms e Evans (1974) e Marques et al. (2008).

O movimento de epibolia, no qual as células embrionarias divergiam no sentido do
polo vegetativo, caracterizou a fase de gdstrula. O inicio da fase de histogénese e organogénese
no B. gouldingi, ocorreu ap6s o término da epibolia e formagdo do tampao vitelinico como
também observado em Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al. 2001), Leporinus piau (Borgato
et al. 2004), Prochilodus lineatus (Ninhaus-Silveira et al. 2006).

A vesicula de Kupffer observada nos embrides de B. gouldingi também foi visualizada
por Hall et al. (2004) em Gadus morhua, Faustino et al. (2007) em hibrido Pseudoplatystoma
spp. € por Neumann (2008) em B. amazonicus. Kimmel et al. (1995) estudando Danio rerio
(zebrafish) relataram que esta vesicula apresenta-se como uma depressdo no broto da cauda,
sendo uma estrutura encontrada apenas em embrides de teledsteos, transitéria. Recentemente,
estudos mostram que esta vesicula, uma estrutura embriondria e transitoria, possui fluido e

cilios, os quais proporcionam um fluxo direcional sempre da direita para a esquerda,
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imprescindivel para a assimetria dos 6rgaos durante o desenvolvimento (Essner et al. 2005).
Perturbagdes na estrutura ou motilidade dos cilios, durante a organogénese, resultam em
defeitos da assimetria dos 6rgaos (Kramer-Zucker et al. 2005).

Durante a fase de histogénese e organogénese, ocorreu o processo de formacdo do
tubo neural, rudimento do sistema nervoso central. Este processo é chamado neurulacio e o tubo
neural se origina de um sélido cordao de células da placa neural formando uma estrutura com
aspecto de corddo que migra dentro do embrido fechando-se para formar o tubo (Gilbert, 2003).
Segundo o autor, a por¢do mais anterior do tubo sofre mudangas drasticas, expandindo-se em
trés vesiculas primdrias, cérebro anterior (prosencéfalo), cérebro médio (mesencéfalo) e cérebro
posterior (rombencéfalo). No B. gouldingi, a regido anterior do tubo neural se expandiu
formando estas trés regides, semelhante ao descrito em Danio rerio por Kimmel et al. (1995),
em Gadus morhua por Hall et al. (2004), em Prochilodus lineatus por Ninhaus-Silveira et al.
(2006) e por Marques et al. (2008) em Pseudoplatystoma corruscans.

Neste estudo, foi possivel observar a epifise, derivada do diencéfalo. Esta estrutura é o
primérdio da pineal (Kimmel et al. 1995) e aparece na regido do teto do diencéfalo (Hall et al.
2004). Ademais, a regido do primérdio do cerebelo também foi identificada em B. gouldingi
originado do metencéfalo, porcdo mais anterior do rombencéfalo, conforme constatado por
Kimmel et al. (1995) e Hall et al. (2004). Os autores também relatam que a vesicula 6tica surge
nas proximidades do rombencéfalo e que os primérdios 6pticos desenvolvem-se no inicio da
formagdo do prosencéfalo, na regido lateral do futuro diencéfalo. A posi¢@o das vesiculas optica
e Otica em B. gouldingi seguiu os relatos dos autores.

A maioria das larvas de peixes de d4gua doce eclode com boca e mandibulas ainda nao
formadas, olhos despigmentados, saco vitelinico grande e nadadeira embriondria estendendo-se
por todo o corpo (Nakatani et al. 2001), como observado para larvas recém-eclodidas de B.
gouldingi. Onal et al. (2009) relataram que larvas que eclodem com grande saco vitelinico e
trato digestdrio indiferenciado, como B. gouldingi, podem ser classificadas como larvas
altriciais.

Assim como a espécie deste estudo, a maioria das larvas de Teleostei apresenta-se
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despigmentada dando um aspecto transparente nas larvas recém-eclodias, caracteristica
importante para o animal nesta fase que estd mais susceptivel a predadores, havendo, com o
decorrer do desenvolvimento, uma pigmentagao corporal aumentada (Bone et al. 1995).

Durante o desenvolvimento larval, a presenca dos 6rgaos sensoriais ¢ importante para
a procura de alimento e fuga de predadores (Moorman, 2001). Levando-se em consideracio a
funcdo fundamental do olho na visualizagdo e captura de presas, a rdpida pigmentacdo desta
estrutura e consequente desenvolvimento da acuidade visual € prioridade durante a fase larval.

B. gouldingi, logo ap6s a eclosio, teve a pigmentacdo dos olhos iniciada progredindo
de forma rdpida. Segundo Ceccarelli (1997), peixes do gé€nero Brycon possuem olhos bem
desenvolvidos e pigmentados, caracteristica que indicam maior facilidade em direcionar
visualmente o ataque as suas presas.

Lasker et al. (1970) citam que a pigmentacdo dos olhos e a abertura da boca sdo
eventos que ocorrem simultaneamente e estdo diretamente relacionados com a preparacao das
larvas para receberem alimentacdo exodgena. De fato, em B. gouldingi, olhos e boca
desenvolveram-se simultaneamente e foram imprescindiveis para a captura das presas. B.
gouldingi apresentou-se voraz predador de larvas forrageiras a partir de 32 hpe, quando foi
registrado o consumo. Um dos grandes problemas na fase larval para o género Brycon, segundo
relatos na literatura (Senhorini et al. 1998; Romagosa et al. 2001), ocorre entre 32 e 36 horas
pos-eclosdo, momento em que as larvas iniciam o canibalismo dizimando até 95% da populacio.
Segundo Ceccarelli (1997), € fundamental conhecer o horario apropriado para inicio da
alimentacdo exdgena para evitar alimentagdo exdgena precoce, que causa prejuizo na qualidade
da 4gua, ou tardia, o que acentuaria o canibalismo com consequente baixa taxa de sobrevivéncia.

A presenca de alimento no intestino, verificada nas larvas de B. gouldingi que ainda
possuiam saco vitelinico, caracteriza um periodo de alimentacdo mista e este tipo de aquisi¢do
de alimento é uma caracteristica importante para o desenvolvimento podendo ter consequéncias
diretas no crescimento e sobrevivéncia, especialmente na fase terminal de absor¢do do vitelo
(Bialetzki et al. 2001). Esta sobreposicdo de alimentagdo enddgena é provavelmente necessaria

para o desenvolvimento da habilidade de captura de alimento e aumento da eficiéncia digestiva
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antes da exaustdo das reservas enddgenas (Neumann, 2008). Este fato também foi registrado
para outras espécies do género Brycon, como B. cephalus (Lopes et al. 1995; Romagosa et al.
2001), B. orbignyanus (Reynalte-Tataje et al. 2004), B. moorei (Vandewalle et al. 2005) e B.
insignis (Andrade-Talmelli et al. 2001).

Os dados deste trabalho sdo inéditos para a espécie B. gouldingi e poderdo subsidiar
questdes relacionadas a produg¢do em cativeiro, assim como embasar estudos filogenéticos e de

conservacao.
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Brycon gouldingi (Teleostei, Characidae): aspectos do desenvolvimento embrionario de
uma nova espécie de peixe com potencial para aquicultura

F. Faustino, L. S. O. Nakaghi and E. Neumann

Submissao do artigo: Zygote (Impact Factor 1,067)

RESUMO
Brycon gouldingi é uma espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia, fonte de alimento para

comunidades ribeirinhas e torna-se importante para a aquicultura com producdo em cativeiro.
Informagdes acerca da morfologia inicial de B. gouldingi, espécie recentemente descrita, sao
inexistentes, sendo realizada, neste estudo, a andlise do processo de fertilizagdo e do
desenvolvimento embrionario sob microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura.
Ap6s captura dos exemplares provenientes do Rio das Mortes — Mato Grosso, Brasil, adaptagao
em cultivo e reproducdo induzida na Piscicultura Buriti, Nova Mutum - Mato Grosso, Brasil,
nos meses de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, foram realizadas coletas de amostragens em
momentos pré-definidos desde a extrusdo dos ovdcitos até a eclos@o da larva que ocorreu, em
média, com 13,9+0,06 horas pds-fertilizacdo (hpf). No momento da extrusdo, os ovocitos
apresentavam formato levemente ovéide com presenca de micrdpila dnica em cada ovdcito,
com canal micropilar em forma de funil e vestibulo repleto de pregas longitudinais,
caracteristico do género Brycon. Caracterizou-se o desenvolvimento embriondrio do B.
gouldingi em sete fases com caracteristicas peculiares: zigoto (desde a fertilizacdo até formagao
da célula-ovo), clivagem (divisdes celulares), mérula (células embriondrias arranjadas em forma
de “meia amora”), blastula (células embriondrias em forma de ctpula, sem identificacdo nitida
dos limites celulares.), gastrula (movimentacao celular), histogénese e organogénese (formacao
de tecidos e oOrgdos) e eclosdo (ruptura do cérion pela larva). Ao eclodirem, as larvas
apresentaram-se sem capacidade natatéria e sem acuidade visual, com o tubo digestivo ainda
indiferenciado. As informacdes biolégicas de B. gouldingi fornecidas pelo presente trabalho sdo
inéditas para elucidar diversas questdes, especialmente relacionadas a taxonomia, ecologia,

conservacao e criacdo em cativeiro desta nova espécie de peixe.

Running title: Embriogénese de Brycon gouldingi
Key-words: Brycon, microscopia, ovos, embrides, ultraestrutura.
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INTRODUCAO

A familia Characidae € a maior e mais complexa dentre os Characiformes e engloba
um nimero de espécies maior que de todas as demais familias desta ordem (Howes, 1982;
Nakatani et al., 2001), compreendendo um grande ntimero de subfamilias com caracteristicas
bem distintas uma das outras. A subfamilia Bryconinae compreende muitas espécies de porte
mediano a grande. Estas espécies t&ém ampla distribui¢do pela América do Sul e em parte da
América Central (Britski et al., 1999).

Peixes do género Brycon, por serem de piracema (reofilicos) e dependentes de
alimentacdo aléctone, como frutos e sementes, sdao muito prejudicados com a construcao de
barragens e desmatamento da mata ciliar nos rios (Castagnolli, 1992). Segundo o IBAMA
(2009), o género Brycon consta da Lista de Espécies Aquaticas Ameacadas de Extin¢do. Entre
elas: Brycon devillei, Brycon insignis, ambos conhecidos como piabanha, Brycon nattereri,
vulgarmente chamado pirapitinga, Brycon opalinus, denominado também pirapitinga ou
pirapitinga-do-sul, Brycon orbignyanus, chamado piracanjuba, picaranjuva ou bracanjuva,
Brycon vermelha, conhecido como vermelha.

De acordo com Junk & Nunes de Mello (1990), a construcao de represas nos rios
representa impacto fundamental na perda de espécies da fauna e flora, algumas ainda
desconhecidas pela ciéncia ou pouco estudadas, como é o caso de Brycon gouldingi, fonte de
estudo desta pesquisa.

E uma espécie que foi recentemente descrita por Lima (2004) como endémica da
Bacia Tocantins-Araguaia, cuja alimentacio é baseada em frutos e insetos, vive em ambiente
bentopelédgico de dgua doce, em clima tropical. Na literatura, ainda ndo hd relatos acerca desta
espécie que vem sendo fonte de alimento para comunidades ribeirinhas e também criada em
cativeiro (comunicagdo pessoal).

De acordo com Lima (2004), esta espécie é caracterizada por possuir 0 quinto 0sso

infra-orbital mais alto que largo, com listras estreitas longitudinais e sinuosas (nao-retas) ao
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longo do corpo, nadadeiras peitorais e pélvicas escurecidas, distinta mancha em forma de V no
pedunculo caudal e nadadeira caudal, e cerca de 66-82 escamas na linha lateral.

O sucesso no cultivo de uma espécie de peixe depende da compreensdo de sua
biologia inicial por trazer informagdes imprescindiveis para a producdo em massa em
laboratério (Matkovic et al., 1985). O processo embriondrio inicia-se com a fecundagdo do
ovdcito pelo espermatozdide via micrépila, e concentra-se basicamente na reorganizacdo dos
elementos do ovo. Para ser compreendido deve ser combinado com estudos da topologia dos
ovos fertilizados (Depéche & Billard, 1994).

No Brasil, encontram-se pesquisas realizadas com Rhamdia hilarii (Godinho et al.,
1978), Prochilodus lineatus (Castellani et al., 1994), Colosoma macropomum (Albuquerque et
al., 1994; Ribeiro et al., 1995), Piaractus mesopotamicus (Ribeiro et al., 1995),
Pseudoplatystoma coruscans, (Cardoso et al., 1995), Brycon cephalus (Lopes et al., 1995;
Romagosa et al., 2001), Pimelodus maculatus (Luz et al., 2001), Brycon orbignyanus (Nakatani
et al., 2001) e Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al., 2001).

Recentemente, pesquisas com Brycon orbignyanus (Maciel, 2006; Ganeco et al.,
2008), Prochilodus lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006), Brycon orthotaenia, Leporinus
obtusidens, Prochilodus argenteus e Salminus brasiliensis (Nakaghi et al., 2006; Sampaio,
2006), hibrido Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma fasciatum (Faustino et al.,
2007), Brycon amazonicus (Neumann, 2008), Pseudoplatystoma corruscans (Landines et al.,
2003; Marques et al., 2008), Zungaro jahu (Marques, 2008).

O conhecimento dos aspectos bdsicos do desenvolvimento embriondrio dos peixes é
especialmente importante para a filogenética, biologia, producdo. Nao havendo estudos
dedicados ao B. gouldingi, esta pesquisa teve a finalidade de proporcionar informagdes a
respeito da estrutura e ultraestrutura dos ovdécitos e desenvolvimento embriondrio desta espécie

com potencial para aquicultura.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizadas dez coletas nos meses de dezembro de 2007 e janeiro de 2008, na
Piscicultura Buriti, Nova Mutum, estado do Mato Grasso, Brasil, apds a reprodugdo induzida de
exemplares de B. gouldingi provenientes do Rio das Mortes - MT e adaptados em cativeiro por
cerca de sete meses.

Dez fémeas da espécie tiveram seus descendentes (geracdo F1) analisados,
considerando-se cada desova uma repeticdo. Seguiu-se a metodologia utilizada por
Woynarovich e Horvath (1983), sendo a base da nadadeira peitoral o local de aplicacdo do
hormdnio. Nas fémeas, a primeira dose de hipéfise aplicada foi de 0,5 mg.kg"' e a segunda dose,
ap6s um intervalo de 10 horas, de 5,0 mg.kg"'. A dose tinica dos machos foi de 1,0 mg.kg", no
momento da segunda dose das fémeas.

A fertilizacdo foi realizada a seco adicionando-se sémen aos ovdcitos e, apds alguns
segundos, foi adicionada agua, homogeneizando-os para obter a hidratacdio dos ovos. Em
seguida, estes ovos foram suavemente lavados com dgua para a retirada do excesso de s€émen e
cada lote experimental foi individualizado em incubadoras conicas de fibra de vidro, com
capacidade de 200 litros e renovacio de dgua de 6 L.s™.

As amostragens ocorreram nos momentos de liberacdo dos ovdcitos (extrusio),
fertilizacdo (tempo zero), nos tempos 10, 20 e 30 segundos, 1min, 1min e 30s, a cada minuto até
completar 10min, a cada Smin até atingir 45min, de hora em hora até o momento da eclosdo da
larva. As amostras foram fixadas em Karnovsky modificado (glutaraldeido a 2,5% e
paraformaldeido a 2,5%) durante 24 horas. Apds este periodo foram lavadas e transferidas para
tampao Cacodilato de Sédio 0,1M, pH 7,4 e armazenadas sob baixas temperaturas.

Este material foi transportado a Faculdade de Ciéncias Agrdrias e Veterindrias da
Universidade Estadual Paulista FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal - SP. O processamento
das amostras para andlise em microscopia de luz foi realizado no Laboratério de Histologia do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal enquanto o processamento das amostras para

microscopia eletronica de varredura ocorreu no Laboratério de Microscopia Eletronica.
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Microscopia de luz

Foram selecionadas amostras e processadas de acordo com a seguinte metodologia:
desidratadas por 24 horas em dlcool 80% e por 30 minutos cada em dlcool 95% e 100%.
Permaneceram, posteriormente, 4 horas na solugdo de pré-infiltracito GMA (Glycol
Methacrylate) + dlcool 100% na proporc¢ao 1:1, 16 horas na etapa de infiltracdio (GMA). A
inclus@o ocorreu com GMA + endurecedor em histomoldes, sendo as amostras levadas para
estufa a 50°C, por 24 horas. Os cortes semi-seriados, com 2 um de espessura, foram obtidos em
micrétomo LEICA RM?2255, descartando-se 5 cortes, utilizando-se navalha de tungsténio. A
coloracdo foi feita com Hematoxilina-Floxina (Tolosa et al., 2003). A andlise das laminas e
fotodocumentacdo foram realizadas em fotomicroscépio Leica DM 5000 B utilizando o

software Leica Application Suite (LAS).

Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram selecionadas e pds-fixadas em solugdo de tetréxido de ésmio a 1%,
por 2 horas, e lavadas novamente no mesmo tampao. A desidratagdo ocorreu em série crescente
de 4lcool: 30%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e trés banhos a 100% por 7 minutos em cada
concentracdo. Em seguida, foram levadas para Secadora de Ponto Critico com CO, liquido
(aparelho BAL-TEC), montadas em suporte de cobre, metalizadas com ouro (aparelho
DENTON VACUM DESK II) e eletronmicrografadas em microscépio eletronico de varredura

(JEOL-JSM 5410).

RESULTADOS

Para este estudo, foram utilizada a classificacdo de Faustino et al. (2010), ou seja, a
expressao “ovocito” refere-se ao gameta feminino, antes da fertilizacao. O termo “ovo” referiu-
se aos estdgios compreendidos entre a fertilizacdo até o final da gastrulacdo, quando entdo
ocorre a formacdo do eixo embriondrio passando a ser denominado "embrido". A denominacio

“larva” foi utilizada desde o momento da eclosao até a absor¢ao total do vitelo.
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Os ovécitos de B. gouldingi apresentaram formato levemente ovéide, com média do
didmetro de 1,13+0,06mm, e colorac¢do verde-acinzentada no momento da extrusdo. Visualizou-
se uma unica micropila (regiao de entrada do espermatozéide) em cada ovocito (Fig. 1A), a qual
se constituiu por canal micropilar e vestibulo, este em forma de depressdo com pregas dispostas
longitudinalmente em suas paredes (Fig. 1B). Na andlise destes ovdcitos foi possivel constatar a
presenca de alvéolos corticais de tamanhos variados na regido periférica (citoplasma cortical) e
corion (que confere protecdo ao ovécito) (Fig. 1C e 1D).

O tempo de desenvolvimento embriondrio de B. gouldingi nas dez coletas (do
momento da fertilizacdo a eclosdo das larvas) foi, em média, 13,9 horas, a 26,4+1,12°C e
durante este desenvolvimento foram observadas sete fases: zigoto, clivagem, mdrula, blastula,
géstrula, histogénese/organogénese e eclosio, cada uma com caracterfsticas intrinsecas descritas

a seguir:

Zigoto

Esta fase estendeu-se desde o momento da fertilizacdo até a formacdo do zigoto (ou
célula-ovo), com distincdo dos pdlos animal e vegetativo. No tempo zero (momento da
homogeneizacdo de espermatozdides e ovodcitos), os espermatozdides foram observados
penetrando no vestibulo da micrépila em direcdo ao canal micropilar (Fig. 2A), sendo visiveis
até 1 minuto pos-fertilizacdo (mpf) (Fig. 2B). Com 30 segundos pés-fertilizagdo (spf) ja eram
visiveis cones de fertilizacido obstruindo a entrada do canal micropilar (Fig. 2C), demonstrando
que vdrios ovos estavam fecundados e protegidos da poliespermia pela formacao deste tampao
atravessando o canal micropilar. Estes cones mostraram-se externamente semelhante a uma
estrutura esférica.

Com 1 minuto e 30 segundos pds-fertilizacdo, os espermatozdides ndo era mais
visualizados e os ovos apresentavam aspecto achatado devido a movimentagdo citoplasmatica
em direcdo ao pdlo animal, sugerindo que os espermatozodides tenham fertilizado os ovécitos até

este momento.
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Aos 3 mpf, os ovos encontravam-se acentuadamente achatados devido a
movimentagdo citoplasmadtica (Fig. 2D), que predefiniu os p6los animal e vegetativo, sendo que
a concentracao dos alvéolos corticais na regiao do pdlo vegetativo era maior quando comparada
a do pdlo animal (Fig. 2E e 2F). Este fato permite inferir que a reacdo cortical (quebra dos
alvéolos), em B. gouldingi, teve inicio no p6lo animal seguindo em dire¢do ao pdlo vegetativo,
sendo este também um bloqueio a polispermia. Com 5 mpf, ndo era possivel visualizar os
alvéolos corticais. Aos 10 mpf, a diferenciaciio dos pdlos animal e vegetativo era bem evidente

(Fig. 2G) e aos 45 mpf os dois pdlos estavam completamente diferenciados, formando-se entio

a célula-ovo (Fig. 2H).

Clivagem

Esta fase ocorreu entre 45 mpf e 1 hora pés-fetilizacdo (hpf), na regido do pdlo
animal, que primeiramente foi dividido em dois blastdmeros (células embriondrias) que
sofreram divis@o resultando em quatro blastdmeros, e assim sucessivamente até o total de 32

células, sendo observado um ndmero cada vez maior de células de tamanho menor.

Morula
As 2 hpf, as sucessivas divisdes celulares (caracteristico da fase de clivagem)
resultaram em camadas sobrepostas de blastomeros (superior a 64 blastdmeros) arranjados em

forma de “meia amora”, caracterizando a fase de morula.

Blastula

A fase de blastula foi visualizada com 3 hpf, sendo possivel distinguir as regides da
blastoderme (células embriondrias) e periblasto. Esta fase se estendeu desde o momento em que
o polo animal apresentou-se em forma de cipula, ndo se identificando o limite de cada célula

embriondria, até 0 momento em que se iniciou a movimentacao celular.
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Gastrula

Esta fase foi caracterizada pela movimentagdo celular entre 4 e 7 hpf. As Fig. 3A e 3B
mostram as regides da blastoderme (células embriondrias) e do periblasto no inicio da
movimentacdo celular. Este primeiro movimento observado € chamado epibolia, no qual as
células blastodérmicas envolvem o ovo. A partir de aproximadamente metade do ovo recoberto
pelas células blastodérmicas, o segundo movimento, o de involu¢do das células mais
superficiais, teve inicio (Fig. 3C). Este movimento, chamado involucdo, produziu um
espessamento ao longo da margem do ovo conhecido como anel germinativo (Fig. 3D). O
movimento de involugdo seguiu em direcdo ao pdlo animal, enquanto a epibolia seguiu em
sentido contrdrio (para o pdélo vegetativo), levando a formacdo de duas camadas: epiblasto
(camada externa) e hipoblasto (camada interna), finalizando com a formacdo do tampao

vitelinico (porcao do vitelo ndo recoberta pelas células embrionarias) (Fig. 3E e 3F). Durante

esta fase, constatou-se intensa divisao celular (Fig. 3D).

Histogénese e organogénese

A formacgdo do eixo embriondrio, assim como a diferenciacdo das regides cefélica e
caudal foram observadas 8 hpf (Fig. 4A e 4B), caracterizando-se a fase de histogénese e
organogénese. Na regido cefélica era visivel um sulco neural (Fig. 4B). A visualizacdo dos
primeiros somitos ocorreu 9 hpf (Fig. 4C, 4D e 4E) e a notocorda também pdde ser visualizada
(Fig. 4C). A vesicula optica foi constatada as 10 hpf (Fig. 4G) e com 11 hpf, notou-se o
destacamento da regido caudal, o alongamento do embrido pelo eixo céfalo-caudal (Fig. 4H) e
inicio da diferenciacdo dos midmeros. As 12 hpf, observou-se o desenvolvimento das placas
olfatédrias (Fig. 5A e 5B), desenvolvimento do sistema nervoso central (Fig. 5C) e vesicula 6tica
(Fig. 5C e SE), além da visualizacdo da notocorda em uma grande extensao do corpo (Fig. 5D).
Neste momento, o célice dptico envolvia o primérdio do cristalino (Fig. SF).

As 13 hpf, constatou-se a presenca de um coracio rudimentar (Fig. 5G), e o epitélio
idéntico ao tegumento penetrava continuamente logo a frente do saco vitelinico (Fig. SH),

marcando o local onde ocorrerd o desenvolvimento da boca. O cristalino estava totalmente
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envolvido pelo célice optico (Fig. 5H). Neste momento também foi observado o
desenvolvimento do sistema nervoso central originando as trés vesiculas primdrias: cérebro
anterior (prosencéfalo), cérebro médio (mesencéfalo) e cérebro posterior (rombencéfalo). O
local de formagdo do cerebelo (regido anterior do rombencéfalo) também foi observado, assim

como a epifise, derivada da regido mais posterior do prosencéfalo (Fig. 5G).

Eclosdo larval

A eclosdo das larvas ocorreu com14 hpf e, neste momento, possuiam cabecga aderida a
regido anterior do saco vitelinico, postura distendida, (Fig. 6A e 6B) e auséncia total de
nadadeiras, havendo apenas uma nadadeira embriondria recobrindo toda a regido caudal (Fig.
6A). Na regido dorsal anterior, o sistema nervoso central encontrava-se em desenvolvimento
sendo visualizado como um sulco neural (Fig. 6C e 6E).

As larvas possuiam o esbogco dos arcos branquiais e o primérdio da membrana
branquiostegial, que futuramente cobrird tais arcos, encontrava-se em formacdo (Fig. 6C). As
placas olfatérias, em forma de depressdo circular rasa, encontravam-se preenchidas por
pequenos cilios rudimentares (Fig. 6D). O trato digestdrio era indiferenciado, havendo apenas
um epitélio demarcando o local do posterior desenvolvimento da cavidade bucofaringea (Fig.
6F) reduzindo-se a uma camada simples de células acompanhando a extensdo do saco vitelinico,
transformando-se em vdarias camadas de células indiferenciadas no local onde se diferencia o
intestino (Fig. 6E). O pronefro (rim primitivo) encontrava- se em formacao, ventralmente ao
intestino (Fig. 6E). Foi possivel observar a diferenciacio dos midmeros (segmento muscular)

(Fig. 6E).
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Fig. 1. Eletronmicrografias de varredura (A e B) e fotomicrografias (C e D) dos ovdcitos
de B. gouldingi. Extrusdo: A: ovécito com micrépila (circulo); B: micrépila do ovdcito em
forma de funil com pregas longitudinais; C: ovécito com cérion (C); D: ovécito com vitelo (V),
citoplasma cortical (CC), alvéolos corticais (—) e cérion (C).

63



Dissertagio de Mestrado Francine Faustino

Fig. 2. Eletronmicrografias de varredura (A - C) e fotomicrografias (D - H) de ovos de B.
gouldingi. A: Fertilizacdo (tempo zero) - espermatozoéides no vestibulo da micrépila. 1 mpf: B:
espermatozoides no vestibulo da micrdpila; 30 spf: C: formacdo do cone de fertilizacdo (CF); 3
mpf: D: inicio da movimentacdo citoplasmadtica (setas) para definicio do poélo animal e
vegetativo; E: polo animal (PA) do ovo; F: pélo vegetativo (PV) do ovo com alvéolos corticais
(—). 10_mpf: G: movimentacdo citoplasmdtica definindo o pdélo animal (PA) e o pdlo
vegetativo (PV). 45 mpf: H: completa formacao do pdlo animal (PA) e vegetativo (PV).
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Fig. 3. Fotomicrografias de ovos de B. gouldingi. 4 hpf: A: inicio do movimento de epibolia;
B: blastoderme (bl) e periblasto (pe). 6 hpf: C: movimento de epibolia () e de involugao M
com formacdo do anel germinativo (circulo); D: células embriondrias sofrendo varias mitoses
(—). 7 _hpf: E: gastrula final destacando-se os movimentos de epibolia W) e involugdo M
sofridos pelas células embriondrias e formacao do tampao vitelinico (TV); F: formagao das duas
camadas: epiblasto (e) e hipoblasto (h).
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Fig. 4. Eletronmicrografias de varredura (B, D, G e H) e fotomicrografias (A, C, E, F) de
embrioes de B. gouldingi. 8 hpf: A e B: formagdo do eixo embriondrio com diferenciacdo das
regides cefilica (CE) e caudal (CA) e presenca do sulco neural (*); 9 hpf: C e D: observacio
dos primeiros somitos (S) e da notocorda (no); E: detalhe dos somitos; F: detalhe da notocorda;
10 hpf: G: vesicula 6ptica (destaque); 11 hpf: H: destacamento da regido caudal (seta).
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Fig. 5. Eletronmicrografias de varredura (A e B) e fotomicrografias (C - H) de embrioes de
B. gouldingi. 12 hpf (A - F) e 13 hpf (G e H): A: alongamento do embrido pelo eixo céfalo-
caudal e desenvolvimento das placas olfatdrias (seta); B: placa olfatéria; C: sistema nervoso
central (SNC) e vesicula 6tica (OT). D: notocorda; E: vesicula 6tica; F: cdlice 6ptico (CO) e
primérdio do cristalino (PC); G: regido cefdlica da larva: vesicula dtica (OT), coracdo
(destaque); sistema nervoso central com divisdo em prosencéfalo (PRO), mesencéfalo (MES) e
rombencéfalo (ROM), epifise (E) e primérdio do cerebelo (*); H: regidao cefdlica da larva:
calice 6ptico (CO), cristalino (C), primédrdio da boca (BO), placa olfatéria (PO).
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Fig. 6. Eletronmicrografias de varredura (A - D) e fotomicrografias (E - G) de larvas de B.
gouldingi. 14 hpf: Eclosdo larval. A: postura distendida, saco vitelinico (SV) e nadadeira
embriondria (—); B: vista dorsal da larva eclodida com saco vitelinico (SV); C: regido cefélica
da larva eclodida com esboco dos arcos branquiais (*), vesicula 6tica (OT), membrana
branquiostegial (MB) e sistema nervoso central (destaque); D: placa olfatéria preenchida por
células ciliadas; E: postura distendida, saco vitelinico (SV); F: regido cefdlica da larva com
primérdio da boca (BO), cdlice 6ptico (CO), cristalino (C), sistema nervoso central (SNC); G:
diferenciacdo dos midmeros (—), pronefro (PRO) e intestino (IN).
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DISCUSSAO

A constatagdo da micrépila com vestibulo em forma de funil e a presenca de sulcos
em disposicdo retilinea, visualizada nos ovdcitos de B. gouldingi, ¢ uma caracteristica
reprodutiva apresentada entre as espécies do género Brycon, também constatada por Ganeco &
Nakaghi (2003) e Ganeco et al. (2008) em B. orbignyanus, por Sampaio (2006) em B.
orthotaenia e por Neumann (2008) em B. amazonius. A micrdpila caracteriza-se como uma
pequena abertura localizada no pdélo animal da célula (Laale, 1980), através da qual o
espermatozo6ide penetra no ovécito (Riehl, 1993). Segundo Rizzo & Bazzoli (1993), micrépila
com forma afunilada é observada na maioria dos teledsteos e permitem a passagem de apenas
um espermatozoéide pela abertura interna.

Riehl (1993) e Li et al. (2000) afirmam que a microestrutura da micrépila € um dos
critérios necessdrios para caracterizagdo e identificacdo dos ovos de peixes. Chen et al. (1999)
também sugerem que a micropila é importante ferramenta na identificacdo de ovos e estudos
filogenéticos em peixes, podendo haver diferencas entre micrépilas de espécies do mesmo
género ou familia, como um dos mecanismos para prevenir a hibridizacdo inter-especifica.
Porém, estudos relatam semelhancas entre o aparelho micropilar em diferentes espécies,
mostrando possiveis relacdes entre grupos sistemadticos (Rizzo et al., 2002).

A sequéncia de eventos observada na embriogénese da espécie deste trabalho é similar
a descrita para outras espécies do género, como B. insignis (Andrade -Talmelli et al., 2001), B.
cephalus (Lopes et al., 1995; Romagosa et al., 2001), B orbignyanus (Landinez et al., 2004;
Reynalte-Tataje et al., 2004) e também em hibridos de P. corruscans com P. fasciatum
(Faustino et al., 2007), P. lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006) e P. corruscans (Marques et
al., 2008), diferenciando-se apenas na cronologia dos eventos.

A observacdo de varios espermatozdides no vestibulo da micrépila, desde o momento
da homogeneizagdo de s€men com os ovdcitos até 1 minuto pds-fertilizacdo (mpf) sugere que a
fertilizac@o tenha ocorrido neste intervalo. Kudo (1980) relata que o tempo entre a fusdo dos

gametas e a formagao subseqiiente do cone de fertilizacdo ocorre de forma muito rdpida. O autor
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afirma que este cone é composto de um material granular com poucas organelas celulares.
Iwamatsu (2000) relatou que o cone de fertilizacdo é formado por fluido perivitelinico expelido
através do canal micropilar, formando uma bolha. O inicio da formacdo deste cone ocorre
simultaneamente a exocitose dos alvéolos corticais (Iwamatsu & Ohta, 1981).

Logo apds a fertilizacdo, os ovos de B. gouldingi tornaram-se achatados. Esta
caracteristica também foi verificada por Neumann (2008) em B. amazonicus. A autora também
relaciona este “achatamento” a movimentacdo celular para formagcdo do pdlo animal. As
clivagens nos ovos de B. gouldingi ocorreram somente no poélo animal, enquanto o pdlo
vegetativo era constituido por vitelo. Este tipo de divisdo é tipico dos ovos de peixes, conhecida
como meroblastica ou parcial, por ocorrer apenas no pélo animal (Balinsky, 1970; Leme dos
Santos & Azoubel, 1996).

As divisdes mitdticas da clivagem ocorrem para que a relag@o existente entre o nicleo
e citoplasma no pélo animal atinja um novo equilibrio, ou seja, o enorme volume do citoplasma
zigédtico é dividido cada vez mais em células menores, enquanto o volume citoplasmatico ndo
aumenta (Gilbert, 2003). Tal fato foi visualizado em B. gouldingi: o nimero de blastdmeros
aumentava enquanto seu tamanho diminuia corroborando os relatos de Wourms & Evans (1974)
e Castellani et al. (1994), sendo possivel observar ocorréncias destas divisdes mitdticas, assim
como relatado por Marques (2008).

Segundo Kimmel et al. (1995), o termo mais apropriado para descrever a fase de
blastula seria estereobldstula, pois a blastocele nido estd presente havendo apenas pequenos
espacos extracelulares irregulares existentes entre as células, como em B. gouldingi. Nesta fase,
foi possivel observar a diferenciacdo das regides da blastoderme (células embriondrias) e do
periblasto. A camada de “periblasto” (também chamada camada sincicial vitelinica) &
importante, pois antes de iniciar a alimentacdo exdgena, embrido/larva nutre-se do vitelo, que é
reabsorvido constantemente via camada sincicial vitelinica (Balinsky, 1970). De acordo com
Kimmel et al. (1995) esta camada € encontrada apenas em teledsteos, posicionando-se de forma
extra-embriondria ndo contribuindo, portanto, para a formacao do embrido.

O surgimento do periblasto também foi relatado na fase de bléstula por Cardoso et al.
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(1995) em Pseudoplatystoma corruscans, Ninhaus-Silveira et al. (2006) em Prochilodus
lineatus e Gonzélez-Doncel et al. (2005) em Oryzias latipes. Porém, é importante salientar que
o aparecimento desta camada foi observado na fase de mérula por Long e Ballard (1976) em
Catostomus commersoni, por Matkovic et al. (1985) em Rhamdia sapo e por Marques (2008)
em Zungaro jahu.

O inicio da movimentagdo celular caracterizou a epibolia (Warga & Kimmel, 1990,
Leme dos Santos, 1996). Durante a gastrulacdo, ocorre o deslocamento das células do
blastodisco, levando a diferenciacdo dos folhetos germinativos com separa¢do do epiblasto e
hipoblasto e também inicio da formac@o da notocorda (Stickney et al., 2000). Na epibolia, o
epiblasto e a camada sincicial vitelinica (periblasto) expandem-se sobre o vitelo até ocorrer o
fechamento do blastéporo (Kimmel et al., 1995), conforme observado em B. gouldingi e
também em Brycon insignis (Andrade-Talmelli et al., 2001), Leporinus piau (Borcato et al.,
2004), Prochilodus lineatus (Ninhaus-Silveira et al., 2006).

Durante a fase de histogénese e organogénese, também conhecida como fase de
somitogénese, ocorre o surgimento dos somitos, imprescindivel na organizacdo do padrao
segmentar dos embrides de vertebrados, pois sdo estruturas que se desenvolvem em blocos de
células, transitdrias e precursoras musculares (Gilbert, 2003).

A observagdo da notocorda em B. gouldingi ocorreu nesta fase e segundo Gilbert
(2003) ¢ um 6rgdo transitdrio cuja principal fung¢do inclui a indug@o da formacdo do tubo neural
(futuro sistema nervoso central) e estabelece o eixo corporal antero-posterior. A maior parte da
notocorda degenera, mas a por¢do existente entre as vértebras forma o tecido dos discos
intervertebrais. Segundo Falk-Petersen (2005), a notocorda é formada por células vacuoladas
separadas por finas membranas celulares.

No B. gouldingi, a regido anterior do tubo neural se expandiu formando as regides do
prosencéfalo (cérebro anterior), mesencéfalo (cérebro médio) e rombencéfalo (cérebro
posterior) conforme descrito em Danio rerio por Kimmel et al. (1995), em Gadus morhua por
Hall et al. (2004), em Prochilodus lineatus por Ninhaus-Silveira et al. (2006) e por Marques et

al. (2008) em Pseudoplatystoma corruscans. De acordo com Gilbert (2003), o cérebro anterior
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subdivide-se em telencéfalo (mais anterior) e diencéfalo (mais posterior), o cérebro médio nao
apresenta divisdo e o cérebro posterior subdivide-se em metencéfalo (mais anterior) que formara
o cerebelo e mielencéfalo (mais posterior) que dard origem a medula espinhal.

Neste estudo, foi possivel verificar a epifise, derivada do diencéfalo, primérdio da
pineal (Kimmel et al., 1995) que aparece na regido do teto do diencéfalo (Hall et al., 2004). O
primérdio do cerebelo também foi identificado em B. gouldingi e, de acordo com Kimmel et al.
(1995) e Hall et al. (2004), é originado do metencéfalo, por¢do mais anterior do rombencéfalo.

Na fase de somitogénese do embrido, surge o coracdo iniciando-se, assim, a formacado
do sistema circulatério (Langeland & Kimmel, 1997; Yelon & Stainier, 1999; Hu et al., 2000).
Segundo Hu et al. (2000), o coragdo é o primeiro 6rgdo definitivo a se desenvolver e tornar-se
funcional durante a embriogénese. O primérdio do coragdo visualizado na regido anterior do
vitelo em B. gouldingi, também foi constatado por Morrison et al. (2001); Hall ez al. (2004), os
quais relatam que o coracdo aparece inicialmente como um tubo simples com uma parede de
cama multicelular.

Ap6s a fase de organogénese/histogénese segue a eclosdo larval. A maioria das larvas
de peixes de dgua doce eclode com boca e mandibulas ainda ndo formadas, olhos
despigmentados e saco vitelinico grande (Nakatani ez al., 2001), como as larvas de B. gouldingi.
Ademais, as larvas desta espécie, ao eclodirem, apresentavam auséncia de esbocos das
nadadeiras (uma nadadeira embriondria circundava a cauda em toda a sua extensdo) e tubo
digestério rudimentar sem aberturas oral e anal. Segundo Onal et al. (2009), larvas que eclodem
com grande saco de vitelo e trato digestério indiferenciado, como B. gouldingi, podem ser
classificadas como larvas altriciais.

As informagdes obtidas neste trabalho sdo inéditas, pois descrevem caracteristicas
bioldgicas de uma nova espécie de Brycon endémica da bacia brasileira Tocantins-Araguaia,
que vem despertando interesse de piscicultores para criagdo em cativeiro e como fonte de
alimento para muitos ribeirinhos, mas cuja sobrevivéncia estd em risco devido impacto

provocado pela constru¢@o de hidrelétricas nesta bacia.
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RESUMO

Brycon gouldingi, espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia, foi recentemente descrita e,
apesar de estar iniciando sua producdo com matrizes mantidas em cativeiro e ser um peixe
consumido por comunidades ribeirinhas, ndo foram encontradas na literatura pesquisas com esta
espécie. Com o objetivo de proporcionar conhecimentos acerca da cronologia do
desenvolvimento larval de Brycon gouldingi, foi realizado o acompanhamento acerca do
periodo larval sob microscopia eletronica de varredura. Apds captura dos exemplares
provenientes do Rio das Mortes, adaptacdo em cultivo e reproducdo induzida na Piscicultura
Buriti, Nova Mutum, Mato Grosso, Brasil, nos meses de dezembro de 2007 e janeiro de 2008,
foram realizadas coletas de amostragens em momentos pré-definidos apds a eclosio das larvas
que ocorreu, em média, com 13,9+0,06 horas pés-fertilizagdo (hpf), quando apresentavam
comprimento total de 3,40+0,07mm. Foi registrado o aparecimento de 6rgaos adesivos na regiao
dorsal cefdlica das larvas. O sulco neural, presente nas larvas recém-eclodidas, foi preenchido
pelo desenvolvimento do sistema nervoso central. A abertura da boca foi constatada as 9 hpe e
os dentes comecaram a perfurar o epitélio com 23 hpe. Neuromastos foram visualizados na
regido cefélica da larva, especialmente ao redor das orbitais dos olhos, na por¢ao anterior da
linha lateral e por toda a extensdo da linha inferior até a nadadeira caudal. As nadadeiras
peitoral e caudal foram as primeiras a se desenvolver, enquanto as nadadeiras dorsal e anal
apenas se delimitaram. A absorcdo do saco de vitelo ocorreu com 54 horas pds-eclosdo (hpe),
momento em que as larvas possuiam, em média, 6,68+0,65 mm de comprimento total. Este
estudo traz informagdes para a larvicultura desta nova espécie de Brycon, podendo contribuir

para um melhor desempenho e producao em cativeiro.

Running title: Ultraestrutura das larvas de B. gouldingi
Key-words: Brycon, microscopia eletronica de varredura, larvas.
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INTRODUCAO

A espécie Brycon gouldingi foi recentemente descrita por Lima (2004) como
endémica da Bacia Tocantins-Araguaia e ainda ndo hd relatos sobre este peixe, que pertence a
Familia Characidae, maior e mais complexa dentre os Characiformes (Howes, 1982), e a
Subfamilia Bryconinae, que engloba espécies de porte mediano a grande, com ampla
distribuicao pela América do Sul e em parte da América Central (Britski et al. 1999).

B. gouldingi possui alimentacdo baseada em frutos e insetos, vive em ambiente
bentopeldgico de dgua doce, de clima tropical, e € caracterizada por possuir o quinto osso infra-
orbital mais alto que largo, vérias listras estreitas longitudinais e sinuosas (ndo-retas) ao longo
do corpo, nadadeiras peitorais e pélvicas escurecidas, distinta mancha em forma de V no
pedunculo caudal e nadadeira caudal, e cerca de 66-82 escamas na linha lateral (Lima, 2004).

As espécies do género Brycon apresentam grande potencial para a aquicultura por
apresentarem 6timo desempenho em cativeiro e alta qualidade e sabor da carne (Zaniboni-Filho
et al. 2006). Ademais, tém-se intensificado estudos visando a viabilizagdo dos peixes deste
género ndo somente com vistas a piscicultura, mas também para o repovoamento em regides
onde estejam ameagados de extinc¢do, devido ao desmatamento ciliar, construcio de barragens e
poluicdo dos rios (Oliveira et al. 2004).

Durante o desenvolvimento inicial, as larvas apresentam-se como organismos distintos
dos adultos, ocorrendo um processo de metamorfose com diferenciacdo progressiva de
caracteres morfoldgicos até o periodo juvenil, quando passam a possuir caracteristicas idénticas
as dos adultos (Nakatani et al. 2001). O padrdo de desenvolvimento em teledsteos reflete sua
necessidade de adaptagdo ao ambiente (Vandewalle et al. 2005).

O acompanhamento descritivo da morfogénese de larvas obtidas por técnicas de
reproducdo artificial permite o monitoramento das diferenciagdes morfoldgicas ocorridas,
fornecendo informacdes sobre as exigéncias ambientais e alimentares dos peixes durantes as

fases iniciais da vida. Ainda, segundo Sanches et al. (2001), estudos sobre a ecologia de peixes
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nao podem ser considerados adequados sem o conhecimento prévio do desenvolvimento inicial
das espécies.

Kawamura et al. (2003) sugerem que o desenvolvimento de O6rgdos sensoriais
acompanham mudangas comportamentais com importantes implicacdes para a ecologia e
criacdo das espécies de peixes, pois altas taxas de mortalidade de larvas podem estar
relacionadas ao estresse causado por forte agitacdo na dgua, aeracdo e fluxo exagerados, entre
outros parametros da qualidade da d4gua que atuam sobre a sensibilidade quimica e mecénica nas
diferentes fases do ciclo de vida.

Com o intuito de propiciar informacdes sobre o desenvolvimento das larvas de B.
gouldingi, especialmente sobre o conhecimento de estruturas sensoriais e relacionadas a captura
de alimentos, este trabalho teve por objetivo descrever o desenvolvimento larval desta espécie,
do momento da eclosdo das larvas até a absorcdo total do vitelo, por meio de microscopia
eletronica de varredura, que fornece imagens tridimensionais permitindo, assim, o acompanhar

o desenvolvimento de estruturas externas das larvas.

MATERIAL E METODOS

Reprodutores de Brycon gouldingi provenientes do Rio das Mortes — MT, Brasil,
foram adaptados em cultivo por cerca de sete meses na Piscicultura Buriti, Nova Mutum - Mato
Grasso, Brasil e selecionados para reproducdo induzida nos meses de dezembro de 2007 e
janeiro de 2008. Dez fémeas da espécie tiveram seus descendentes (geracdo F1) analisados,
considerando-se cada desova uma repeticao.

Para a inducdo hormonal, seguiram-se as técnicas de Woynarovich e Horvath (1983).
Nas fémeas, a primeira dose de hipéfise aplicada foi de 0,5 mg.kg"' e a segunda dose, apés um
intervalo de 10 horas, de 5,0 mg.kg"'. A dose tinica dos machos foi de 1,0 mg.kg"', no momento
da segunda dose das fémeas. A base da nadadeira peitoral foi o local de aplica¢cdo do hormdnio.

Apés a extrusdo, os ovdcitos foram acondicionados em bacias e, em seguida,

receberam o s€men, que foi homogeneizado suavemente (Woynarovich e Horvath, 1983). Apds
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alguns segundos, foi adicionada 4dgua a mistura para a hidratacdo dos ovos, sendo
posteriormente lavados com dgua para a retirada do excesso de sémen. Os ovos foram
transportados para incubadoras cdnicas de fibra de vidro, com capacidade de 200 litros e
renovagio de dgua de 6 L.s™.

Coletaram-se amostragens a partir da eclos@o da larva (tempo zero), a cada hora até
nove horas pés-eclosao (hpe), a cada 2 horas até completar 33 hpe e, depois disso, a cada 3
horas até a absorcdo do vitelo pela larva. As amostras foram fixadas em Karnovsky modificado
(glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2,5%) durante 24 horas para andlise em microscopia.
Ap06s este periodo foram lavadas e transferidas para tampao Cacodilato de Sédio 0,1M, pH 7.4 ¢
armazenadas sob baixas temperaturas. O material fixado foi transportado a Faculdade de
Ciéncias Agrdrias e Veterindrias da Universidade Estadual Paulista — FCAV/UNESP, no
Campus de Jaboticabal - SP, para ser processado no Laboratério de Microscopia Eletronica.

Tais amostras foram pds-fixadas em solucao de tetréxido de 6smio a 1%, por 2 horas e
lavadas novamente no mesmo tampdo. A desidratacdo ocorreu em série crescente de alcool,
iniciando-se por alcool 30%, passando para dlcool 50%, 70%, 80%, 90%, 95% e trés banhos a
100% por 7 minutos em cada concentragdo. Em seguida, foram processadas em Secadora de
Ponto Critico com CO, liquido (aparelho BAL-TEC), montadas em suporte de cobre,
metalizadas com ouro (aparelho DENTON VACUM DESK II) e eletronmicrografadas em

microscopio eletrdnico de varredura (JEOL-JSM 5410).

RESULTADOS

1° dia de vida das larvas (0 a 24 hpe)

A eclosdo em B. gouldingi ocorreu com 15 horas de desenvolvimento, quando as
larvas possuiam, em média, 3,40+0,07mm de comprimento total. A cabeca estava aderida a
regido anterior do saco vitelinico, corpo em postura distendida e auséncia total de nadadeiras,
com presenca apenas da nadadeira embrionaria (Fig. 1A). As placas olfatérias, na regido frontal

lateral da cabega, possuiam uma depressdo rasa e forma circular, preenchidas por células
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olfativas contendo pequenos cilios rudimentares (Fig. 1B e 1C), e as vesiculas Opticas estavam
totalmente indiferenciadas sendo caracterizadas apenas por protuberancias esféricas (Fig. 1B).

O esbogo dos arcos branquiais foi visualizado neste momento, enquanto a membrana
branquiostegial despontava e um neuromasto primordial era observado acima desta e
anteriormente a vesicula otica (Fig. 1B). Na regido dorsal da cabeca, estava presente um sulco
neural longitudinal, sinalizando que o sistema nervoso central encontrava-se em continuo
desenvolvimento (Fig. 1D).

Pode-se observar que o limite entre o saco vitelinico e o corpo das larvas estava mais
pronunciado com 5 hpe (Fig. 1E). Os arcos branquiais encontravam-se mais delimitados e a
membrana branquiostegial mais desenvolvida, enquanto na boca, os ldbios comegcam a se
separar por meio de fissuras (Fig. 1F). O neuromasto primordial desenvolvia-se (Fig. 1G) e a
placa olfatdria era composta por cilios mais alongados (Fig. 1H).

A delimitacdo entre a cabeca e o saco vitelinico era mais evidente as 9 hpe,
observando-se também a abertura da boca, ap6s separacio dos labios (Fig. 2A e 2B). Na regido
dorsal da cabeca das larvas surgiram 6rgaos adesivos e o sulco neural ainda persistia, porém ja
parcialmente preenchido pelo desenvolvimento do sistema nervoso central (Fig. 2C e 2D).

As 15 hpe, a cabeca deslocava-se para atingir sua posi¢io terminal, encontrando-se
desprendida do saco vitelinico (Fig. 2E). Um estreitamento da nadadeira embriondria na regido
posterior indicou o inicio da delimitacdo da nadadeira caudal (Fig. 2E). A membrana
branquiostegial comecgava a cobrir os arcos branquiais (Fig. 2F). As placas olfatérias possuiam
cilios mais desenvolvidos, porém ainda se encontravam em depressdo rasa (Fig. 2F e 2G). As
vesiculas Opticas encontravam-se mais protuberantes e o botdo da nadadeira peitoral pdde ser
visualizado (Fig. 2F). A boca estava bem delimitada e ornamentada com protuberancias
enfileiradas que sinalizavam o local onde os dentes despontariam futuramente (Fig. 2H).

As 21 hpe, os 6rgdos adesivos, na regido dorsal da cabeca das larvas, encontravam-se
com seu desenvolvimento maximo (Fig. 3A e 3B), passando a regredir a partir deste momento.
O cdlice 6ptico envolvia o cristalino e a membrana branquiostegial cobria quase que totalmente

os arcos braquiais enquanto a nadadeira peitoral desenvolvia-se (Fig. 3A).
83



Dissertagio de Mestrado Francine Faustino

No assoalho da placa olfatdria visualizou-se o inicio da formacdo de uma depressao
mais profunda revestida por cilios sensoriais (Fig. 3C). Neste momento, além do neuromasto
primordial, visualizado inicialmente préximo a regido da vesicula Otica, outros neuromastos
também eram visiveis, principalmente préximos a orbital da vesicula dptica (Fig. 3A) e na
regido médio-lateral do corpo da larva (linha inferior do corpo) (Fig. 3D, 3E e 3F).

As 23 hpe, a cabeca encontrava-se em posicio retilinea com boca em posi¢do terminal

(Fig. 3G). A maioria dos dentes ainda encontrava-se recoberta por epitélio, com algumas

cuspides apontando fora deste (Fig. 3H).

2° dia de vida (25 a 48 hpe)

Com 29 hpe, observou-se o volume do saco vitelinico bem reduzido e as nadadeiras
dorsal e anal comecavam a se delimitar enquanto a nadadeira caudal encontrava-se bem
delimitada (Fig. 4A). O botdo da nadadeira peitoral encontrava-se préxima ao limite posterior
da membrana branquiostegial, a qual cobria os arcos branquiais, deixando apenas parte destes
expostos (Fig. 4B).

Neste momento, os neuromastos também encontravam-se distribuidos na regido da
linha lateral, anteriormente ao corpo das larvas (Fig. 4B e 4C). As protuberancias dentais
estavam na mesma disposi¢do descrita anteriormente, porém mais afiladas nos 4pices, sendo
verificados dentes perfurando o epitélio e a presenca de botdo gustativo na pré-maxila (1abio
superior) da larva (Fig. 4D).

Com 33 hpe, o sulco neural, observado inicialmente, estava completamente
preenchido sugerindo o desenvolvimento do sistema nervoso central (Fig. 4E), e no lugar da
placa olfatéria, encontrava-se uma cavidade olfativa completamente revestida por cilios em seu
interior e em suas bordas, passando de forma circular para alongada na direcio antero-posterior
(Fig. 4F). Os 6rgaos adesivos, na regido dorsal da cabeca das larvas, ainda estavam presentes,
porém em menor nimero e com aspecto de regressio (Fig. 4F). As 45 hpe, os neuromastos
estavam presentes em maior quantidade na regido da linha lateral e também na regido ventral da

cabeca das larvas (Fig. 4G e 4H).
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3° dia de vida (49 a 72 hpe)

Com 54 hpe, o saco de vitelo havia sido absorvido pelas larvas, que possuiam, em
média, 6,68+0,65 mm de comprimento total. Na boca, foi possivel observar a formacido da
lingua (Fig. 5A) e os dentes encontravam voltados para dentro da cavidade bucal, demonstrando
a capacidade de preensdo da presa. As glandulas adesivas, presentes inicialmente na parte dorsal
da cabeca, ainda se encontravam em regressdao (Fig. SB e 5C). Os neuromastos estavam
presentes nas regides dorsal e ventral da cabeca (Fig. SA, 5D e SE), na por¢ao anterior da linha
lateral (Fig. 5G), como descrito anteriormente, e também estendendo-se por toda a regido
médio-lateral do corpo até a nadadeira caudal (Fig. SH). A cavidade olfativa encontrava-se mais

profunda e completamente revestida por cilios longos (Fig. SF).
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Fig. 1. Eletronmicrografias de varredura de larvas de B. gouldingi. Eclosdo: A: vista lateral
completa; B: regido cefilica; C: placa olfatéria; D: regido cefdlica dorsal com sulco neural. 5
hpe: E: vista lateral completa; F: regido cefalica; G: neuromasto primordial; H: placa olfatdria.
Arcos branquiais (*). Vesicula 6ptica (OP). Vesicula 6tica (OT). Membrana branquiostegial
(MB). Neuromasto (P ). Placa olfatéria (PO). Saco vitelinico (SV). Nadadeira embrionaria (—).
Boca (BO).
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Fig. 2. Eletronmicrografias de varredura de larvas de B. gouldingi. 9 hpe: A: regido cefilica
lateral; B: regido cefdlica ventral; C: regido cefélica dorsal com 6rgdos adesivos (circulo); D:
detalhe dos 6rgdos adesivos. 15 hpe: E: vista lateral completa; F: regido cefdlica lateral; G:
detalhe da placa olfatéria; H: regido cefélica ventral.

Arcos branquiais (*). Vesicula éptica (OP). Vesicula 6tica (OT). Membrana branquiostegial
(MB). Neuromasto (P). Placa olfatéria (PO). Saco vitelinico (SV). Boca (BO). Nadadeira
caudal (NC). Nadadeira peitoral (NP). Primérdio do dente (D).
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Fig. 3. Eletronmicrografias de varredura de larvas de B. gouldingi. 21 hpe: A: regido
cefélica lateral com o6rgdos adesivos (circulo); B: detalhe dos o6rgdos adesivos; C: placa
olfatdria; D: corpo das larvas com neuromastos; E: detalhe dos neuromastos; F: detalhe de um
neuromasto. 23 hpe: G: vista lateral completa; H: detalhe da boca.

Arcos branquiais (*). Célice 6ptico (CO). Cristalino (C). Membrana branquiostegial (MB).
Neuromasto (P ). Placa olfatoria (PO). Saco vitelinico (SV). Boca (BO). Nadadeira caudal
(NC). Nadadeira peitoral (NP). Dente (D).
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Fig. 4. Eletronmicrografias de varredura de larvas de B. gouldingi. 29 hpe: A: vista lateral
completa; B: porcao anterior do corpo; C: detalhe de um neuromasto da linha lateral; D: detalhe
da boca com botdo gustativo (destaque). 33 hpe: E: regido cefélica dorsal com 6rgdos adesivos
em regressdo (circulo); F: detalhe da placa olfatéria. 45 hpe: G: lateral do corpo; H: regido
cefélica ventral.

Membrana branquiostegial (MB). Neuromasto (). Saco vitelinico (SV). Nadadeira peitoral
(NP). Nadadeira dorsal (seta pontilhada). Nadadeira anal (—). Dente (D).
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Fig. 5. Eletronmicrografias de varredura de larvas de B. gouldingi. 54 hpe: A: regido
cefdlica lateral; B: regido cefdlica dorsal com 6rgaos adesivos em regressdo (circulo); C:
detalhe dos drgdos adesivos em regressdao; D: regido ventral cefdlica; E: detalhe de um
neuromasto da regido cefélica; F: detalhe da placa olfatéria; G: por¢do mediana do corpo; H:
porcao final do corpo.

Lingua (L). Neuromasto (» ). Nadadeira caudal (NC).
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DISCUSSAO

O desenvolvimento das estruturas corporais das larvas de peixes, juntamente com o
inicio da alimentagdo exdgena, sdo eventos que garantem sua sobrevivéncia (Balon, 1986). O
conhecimento das estruturas sensoriais € a compreensdo do comportamento larval,
particularmente o alimentar mediado por essas estruturas, sdo essenciais para o estabelecimento
de uma dieta apropriada e seu uso efetivo, uma vez que sem a adequada interacdo, qualquer
dieta, se ndo for suficientemente ingerida, torna-se insatisfatéria (Appelbaum e Riehl, 1997).

Rodrigues et al. (2006) afirmaram que a boca, a cavidade oral e a faringe estdo
associadas com a captura, orientacdo e preparagdo pré-digestiva do alimento. Os mesmos
autores relatam que ldbios espessos contribuem na preensdo do alimento, assim como os dentes
orais, que nas espécies onivoras servem para preparacdo pré-digestiva do material alimentar de
origem vegetal, e para captura e preensdo do alimento de origem animal. O fornecimento de
larvas forrageiras (como fonte de alimento externo) para B. gouldingi foi realizado por volta de
24 hpe, momento em que as larvas encontravam-se aptas para captura das presas, uma vez que
j4 se apresentavam com boca aberta (constatada as 9 hpe), labios bem delimitados e espessos as
21 hpe, e dentes orais perfurando o epitélio com 23 hpe.

O desenvolvimento dos dentes orais com postura voltada para trds, observado na
espécie deste estudo, assim como a observacdo de ingestio de presas inteiras (larvas forrageiras)
sugerem que tais dentes t&ém a funcdo de preensdo da presa para que possa ser ingerida, como
afirmou Zavala-Camin (1996). Este fato também foi constatado por Neumann (2008) em B.
amazonicus. A funcio de preensdo do alimento também foi atribuida aos dentes orais para fases
iniciais de Brycon moorei (Vandewalle ef al. 2005) e em adultos de Rita rita (Yashpal et al.
2006).

O surgimento de botdes gustativos permite as larvas escolher o alimento preferido
entre os itens alimentares oferecidos, sendo responsdvel pela ndo aceitacdo de dietas artificiais
por larvas de algumas espécies de peixes (Matsuoka, 2001; Kawamura et al. 2003; Cestarolli,

2005). Em peixes, o padrao de distribuicdo destes botdes gustativos varia entre as espécies,
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podendo ser encontrados no epitélio dos Idbios, cavidade orofaringeal, barbilhdes, cabeca e pelo
corpo (Hansen et al. 2002).

Em B. gouldingi, estes botdes foram observados com 29 hpe na regido dos labios e, de
acordo com relatos de Matsuoka (2001), Kawamura et al. (2003) e Cestarolli (2005), a presenca
destas estruturas na cavidade bucofaringea responde pela percepcao da palatabilidade do
alimento apreendido antes da ingestdo, permitindo aos peixes escolher o alimento preferido
entre os itens alimentares oferecidos.

Ademais, Matsuoka (2001) afirma que os 6rgdos olfatérios atuam também como
quimiorreceptores, com finalidade de captar o cheiro das substincias saturadas na agua e,
consequentemente, do alimento fornecido. Neste estudo, B. gouldingi possuia uma cavidade
olfatéria revestida por cilios longos as 21 hpe, sugerindo a capacidade olfativa da larva. Na
medida em que avangava o desenvolvimento ontogenético, a depressdo olfativa tornou-se mais
larga e profunda, como também relatado por Cestarolli (2005), passando de forma circular para
alongada na direcdo antero-posterior, assim como constatado por Neumann (2008) para B.
amazonicus.

Nos teledsteos, o olfato parece atuar como mediador geral dos sinais quimicos
envolvidos no comportamento de selecdo de habitats, migracdo, cuidados parentais e prevencao
a predadores (Hara, 1971), enquanto o paladar parece estar envolvido nas fases do
comportamento alimentar de busca e ingestao do alimento (Noakes e Godin, 1988).

Outra estrutura sensitiva, os neuromastos, a unidade basica da linha lateral, constituem
os principais receptores de estimulos externos vibratdrios e gravitacionais em peixes (Cestarolli,
2005). Estas estruturas s@o constituidas por mecanorreceptores 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).

Os neuromastos superficiais sdo capazes de detectar movimentos suaves na dgua na
auséncia de ruidos, contribuindo também para a localizacdo da presa, além de permitir que as
larvas sejam capazes de escolher entre a presa viva, congelada e particulas de alimento,

selecionando o adequado. (Diaz et al. 2003).
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Segundo Nakatani et al. (2001), todas as larvas recém-eclodidas de peixes possuem
neuromastos na cabeca e no corpo. Em geral, o primérdio do primeiro neuromasto (neuromasto
primordial) surge ainda no embrido, sob a epiderme, entre as vesiculas Optica e Otica,
desenvolvendo-se e emergindo na superficie antes da eclosdo (Maciel, 2006).

Nas larvas de B. gouldingi, o neuromasto primordial estava presente na regiao
cefdlica, entre as vesiculas Optica e o6tica, no momento da eclos@do. Com o decorrer do
desenvolvimento, os neuromastos alojam-se também na regido cefdlica da larva, especialmente
ao redor das orbitais dos olhos, na por¢ao anterior da linha lateral e por toda a extensao da linha
inferior até a nadadeira caudal. Em B. amazonicus, os neuromastos estiveram presentes a partir
de 25 hpe, distribuidos principalmente as bordas da vesicula dptica, externamente a pré-maxila e
na regido externa ventral da boca (Neumann, 2008).

A linha lateral, com base em critérios anatdmicos, eletrofisiologicos e
comportamentais, é considerada como funcional na detec¢cio de movimentos locais de dgua, de
ondas superficiais nas proximidades do corpo do animal e de ondas sonoras de baixa freqii€ncia
e, além de estar envolvida na alimentacdo e no comportamento de formacao de cardumes, atua
também na mediacdo do comportamento de prevencao a predadores e de comunicagao social em
peixes teledsteos (Bleckmann, 1993).

Assim, pode-se inferir que, desde 21 hpe, quando os neuromastos estavam presentes
na regido cefdlica e médio-lateral do corpo das larvas (linha inferior do corpo), B. gouldingi
possuia a capacidade de percepcao do ambiente bem desenvolvida, aumentando com o decorrer
do processo de desenvolvimento.

Com 9 hpe, as larvas de B. gouldingi apresentavam 6rgios adesivos na regido cefélica
dorsal. A presenca de 6rgio adesivo em larvas de peixes varia entre as espécies, dependendo da
estratégia reprodutiva adotada (Britz et al. 2000). Em espécies sedentdrias, como Cichlasoma
dimerus, o 6rgao adesivo ajuda a prevenir a dispersao do cardume pelas correntes, facilitando o
cuidado parental (Meijide e Guerrero, 2000).

Porém, segundo Britz et al. (2000), os 6rgios adesivos podem evitar que as larvas

sejam lancadas para habitats menos favordveis, tais como locais com menor concentragdo de
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oxigénio, e manté-las aderidas a locais seguros contra predadores. Ainda, de acordo com
Godinho et al. (2003), o 6rgio adesivo das larvas de espécies migradoras, como é o caso de B.
gouldingi, teria um papel importante na dispersdo larval, aderindo-as a superficie da 4gua,
permitindo que sejam conduzidas pela correnteza. Com isso, o 6rgdo adesivo também poderia
manter as larvas aderidas a substratos encontrados em remansos e lagoas marginais durante a
fase inicial do desenvolvimento, periodo em que, provavelmente, estio mais susceptiveis a
predacdo.

Em B. gouldingi apés 33 hpe (segundo dia de vida das larvas), a regressdao destes
orgdos foi obervada. Em estudos realizados por Sampaio (2006), em S. brasiliensis e B.
orthotaenia, os 6rgaos adesivos estavam presentes na cabeca das larvas a partir da eclosao, com
seu desenvolvimento médximo no primeiro e segundo dias, regredindo totalmente apds o terceiro
dia.

O desenvolvimento dos 6rgios 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 (Matsuoka, 2001). De acordo com Neumann (2008), a
formacgdo das nadadeiras peitorais, da cavidade olfatéria, alvéolos dentdrios, sistema nervoso
central, presenca de neuromastos livres logo apds a eclosdo, fatos observados em B. gouldingi
neste estudo, além do desenvolvimento de arcos branquiais e inicio da pigmenta¢cdo do olho nos
primeiros dias de vida livre, constituem um conjunto de caracteristicas morfoldgicas favoravel a
predacdo, também relatado por Maciel (2006) em B. orbignyanus e por Sampaio (2006) em B.
orthotaenia.

O padrao de desenvolvimento de B. gouldingi foi rapido, comum entre as espécies de
teledsteos de dgua doce, priorizando as estruturas alimentares que permitem a expressdo da
piscivoria no inicio do desenvolvimento, antes da exaustio das reservas energéticas endogenas,
que ocorreu com 54 hpe. As larvas encontravam-se aptas a reconhecer estimulos quimicos e
sensoriais, reconhecendo as caracteristicas do ambiente, aumentando as taxas de sobrevivéncia

durante a fase larval.
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Esta pesquisa forneceu dados principalmente relacionados ao desenvolvimento do
sistema sensorial (neuromastos e cavidade olfatéria), nadadeiras, boca e 6rgios adesivos em B.
gouldingi, espécie que vem despontando com grande potencial para a aquicultura. Tais
informacdes sdo importantes para a larvicultura, fase em que a obtencdo de larvas/juvenis ¢ um

dos principais obsticulos ao desenvolvimento de cultivos comerciais.
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RESUMO

Espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia, Brycon gouldingi foi descrita recentemente e
vem despertando interesse tanto de piscicultores, que iniciaram sua criagdo em confinamento,
como de ribeirinhos, que o apreciam como fonte de alimento. Por ndo constarem na literatura
relatos sobre a espécie, este estudo visou fornecer informacdes acerca do desenvolvimento
morfolégico inicial deste peixe através da descricdo de sistemas organicos por meio de andlise
histolégica, a fim de contribuir na compreensdo da biologia desta espécie. Foi realizada a
captura dos exemplares no Rio das Mortes - MT, adaptacido em cultivo e reprodu¢do induzida na
Piscicultura Buriti, Nova Mutum, ambos no estado do Mato Grosso, Brasil, nos meses de
dezembro de 2007 e janeiro de 2008. As coletas de amostragens ocorreram em momentos pré-
definidos apés a eclosdo das larvas que ocorreu, em média, com 13,9+0,06 horas pés-
fertilizacdo (hpf), quando apresentavam 3,40+0,07mm de comprimento total. Foi possivel
constatar que, ao eclodirem, as larvas possuiam sistema digestorio indiferenciado, apresentando-
se como um tubo simples, composto por corddo de células indiferenciadas localizado
posteriormente ao saco vitelinico. A cavidade bucofaringea estava aberta com 9 hpe, a por¢ao
posterior do tubo digestivo encontrou-se aberta as 13 hpe e a ligacdo entre intestino cefdlico e
anterior deu-se as 29 hpe. A alimentacdo exdgena iniciou-se 24 hpe, e a partir de 32 hpe foram
constatadas larvas forrageiras no tubo digestivo das larvas de B. gouldingi. Neuromastos foram
visualizados na regido cefdlica da larva, especialmente ao redor das orbitais dos olhos. Foi
constatada a presenca das glandulas anexas, figado e pancreas, que se tornaram funcionais com
o decorrer do desenvolvimento. A absor¢do do saco vitelinico ocorreu com 55 horas pés-eclosiao
(hpe), momento em que as larvas possuiam, em média, 6,68+0,65 mm de comprimento total. As
informacdes fornecidas por este estudo podem ser uteis para subsidiar a criagcdo em cativeiro de

B. gouldingi durante a fase larval.

Running title: Histologia das larvas de B. gouldingi
Key-words: Brycon, microscopia de luz, larvas, peixe.
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INTRODUCAO

A producdo de peixes do género Brycon, com caracteristicas para a criagdo
experimental e comercial, tem se destacado na piscicultura nacional. Este género, pertencente a
familia Characidae, distribui-se amplamente na América Central e do Sul (Howes, 1982).
Brycon gouldungi é uma espécie endémica da Bacia Tocantins — Araguaia e foi recentemente
descrita sistematicamente (Lima, 2004).

Apresenta alimentacdo baseada em frutos e insetos, vive em ambiente bentopelagico
de dgua doce, de clima tropical, e se diferencia dos demais Brycons por possuir o quinto 0sso
infra-orbital mais alto que largo, listras estreitas longitudinais e sinuosas (ndo-retas) ao longo do
corpo, nadadeiras peitorais e pélvicas escurecidas, distinta mancha em forma de V no pedinculo
caudal e nadadeira caudal, e cerca de 66-82 escamas na linha lateral (Lima, 2004).

Nao foram encontrados na literatura realtos com esta espécie, que vém despertando a
atencdo de piscicultores, que iniciaram sua criagdo em cativeiro, e de comunidades ribeirinhas,
que o apreciam como fonte de alimento (comunicacdo pessoal). Dentre as caracteristicas
apresentadas pelas espécies do género Brycon pode-se destacar taxas de crescimento elevadas e
alta qualidade e sabor da carne quando mantidas em confinamento (Zaniboni-Filho et al. 2006).

A fase larval ¢ um fator limitante na criacdo de Brycons, pois aproximadamente 36
horas pds-eclosdo, as reservas nutritivas contidas no saco vitelinico esgotam-se e as larvas
iniciam a alimentacdo exdgena e a pratica do canibalismo (Oliveira ef al. 2004). Larvas de
Brycon apresentam canibalismo, ingerindo larvas de tamanho menor ou similar, podendo néo
conseguir engolir completamente a presa levando-as a morte (Ceccarelli, 1997). O sucesso na
criacdo depende de fatores como qualidade e quantidade de zooplancton disponivel, densidade
de estocagem das larvas, qualidade de dgua e homogeneidade no tamanho das larvas (Ceccarelli
e Senhorini, 1996).

O desenvolvimento inicial dos peixes é um periodo critico no qual ocorre a
diferenciacdo dos 6rgdos e sistemas (Brown e Nufiez, 1994). Ademais, nos primeiros dias pds-

eclosdo a alimentacdo é enddgena, sendo obtida do vitelo e uma vez esgotada esta reserva, a
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alimentacdo passa a ser exdgena e, geralmente, neste momento, o tubo digestivo ndo estd
completamente desenvolvido, havendo limitacdes morfoldgicas, como tamanho de boca que
restringe nimero e tamanho de presas disponiveis, e fisioldgicas, como desenvolvimento
incompleto de glandulas digestivas ou atividade enzimadtica incipiente, levando a altas taxas de
mortalidade nesta fase (Govoni ef al. 1986).

Segundo Zavala-Camim (1996), larvas de peixes geralmente apresentam em comum
trato digestorio rudimentar, em forma de tubo simples, passando por transformagdes até atingir
as caracteristicas da forma adulta. De acordo com Bértin (1958), o trato digestério assume as
seguintes divisdes morfoldgicas: intestino cefdlico, que corresponde a cavidade bucal e faringe;
intestino anterior, que equivale ao segmento envolvendo esdfago e estdmago (quando presente);
intestino médio (intestino propriamente dito) e intestino posterior, que corresponde ao segmento
do reto (quando presente) e anus. Esta terminologia € aplicdvel a morfologia do trato digestério
de adultos, pois as larvas de peixes, nas fases iniciais do desenvolvimento, ndo possuem
segmentos definidos no trato digestorio.

Estudos relacionados ao desenvolvimento ontogenético de sistemas e Orgaos,
abordando especialmente o sistema digestério, permitem a identificacdo de estruturas
morfolégicas relacionadas com a selecdo, captura, digestdo e absorcdo, podendo auxiliar na
avaliacdo dos fatores envolvidos na mortalidade das larvas (Maciel, 2006).

Com o objetivo de fornecer informagdes a respeito do desenvolvimento morfoldgico
inicial de B. gouldingi, este trabalho caracterizou, por microscopia de luz, os sistemas organicos,

desde o momento da eclosdo da larva até a absorcao total do vitelo.

MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras foi realizada na Piscicultura Buriti, Nova Mutum - Mato
Grosso, Brasil e o processamento das mesmas ocorreu no Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da FCAV/UNESP em Jaboticabal, Sdo Paulo. Reprodutores de Brycon

gouldingi provenientes do Rio das Mortes — MT, Brasil, foram adaptados em cultivo por cerca
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de sete meses e selecionados para reproducio induzida conforme as técnicas de Woynarovich &
Hérvath (1983), entre os meses de dezembro de 2007 e janeiro de 2008.

Nas fémeas, a primeira dose de hipéfise aplicada foi de 0,5 mg.kg” e a segunda dose,
ap6s um intervalo de 10 horas, de 5,0 mg.kg". A dose tinica dos machos foi de 1,0 mgkg", no
momento da segunda dose das fémeas. A base da nadadeira peitoral foi o local de aplicacdo do
hormoénio. Dez fémeas da espécie tiveram seus descendentes (geracdo F1) analisados,
considerando-se cada desova uma repeticao.

Ap6s extrusdo, os ovocitos foram acondicionados em bacia e, em seguida, receberam
o sémen, que foi homogeneizado suavemente. Apds alguns segundos, foi adicionada dgua aos
gametas para a hidratacdo dos ovos, sendo posteriormente lavados com dgua para a retirada do
excesso de s€men. Os ovos foram transportados para incubadoras conicas de fibra de vidro, com
capacidade de 200 litros e renovacio de dgua de 6 L.s™.

Coletaram-se amostragens a partir da eclos@o da larva (tempo zero), a cada hora até
nove horas pds-eclosdo (hpe), a cada 2 horas até completar 33 hpe e, depois disso, a cada 3
horas até a absorcdo total do vitelo. As amostras foram fixadas em Karnovsky modificado
(glutaraldeido a 2,5% e paraformaldeido a 2,5%) durante 24 horas para andlise em microscopia
de luz.

Ap6s este periodo foram lavadas e transferidas para tampao Cacodilato de Sédio
0,1M, pH 7,4 e armazenadas sob baixas temperaturas, sendo selecionadas e processadas para
inclus@o em historresina: desidratadas por 24 horas em solucao de dlcool 80% e realizadas
lavagens de 30 minutos cada em dlcool 95% e 100%. Permaneceram, posteriormente, 4 horas na
solucdo de pré-infiltracio GMA (Glycol Methacrylate) + dlcool 100% na propor¢ao 1:1, 16
horas na etapa de infiltracio (GMA) e incluidas em histomoldes utilizando a mistura de GMA +
endurecedor. As amostras foram levadas para estufa a 50°C, por 24 horas. Os cortes semi-
seriados, descartando-se 5 cortes, foram obtidos em micrétomo LEICA RM2255 com 2 um de
espessura, utilizando-se navalha de tungsténio. A coloragdo foi feita com Hematoxilina-Floxina
(Tolosa et al. 2003). A andlise das laminas e fotodocumentagdo ocorreram em fotomicroscépio

Leica DM 5000 B utilizando o software Leica Application Suite (LAS).
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RESULTADOS

As larvas de B. gouldingi eclodiram 15 horas apds a fertilizacdo, momento em que
apresentavam em média 3,40+0,07mm de comprimento total, e a absor¢do total do saco
vitelinico ocorreu com 55 hpe, quando as larvas possuiam comprimento total de 6,68+0,65mm.
O acompanhamento do desenvolvimento larval de B. gouldingi permitiu constatar
caracteristicas  relacionadas aos sistemas digestério, excretor, cardiorrespiratorio,

nervoso/sensorial e também da vesicula gasosa.

Sistema digestorio

No momento da eclosdo (tempo zero), o trato digestdrio encontrava-se indiferenciado,
com um epitélio idéntico e continuo ao tegumento penetrando logo a frente do saco vitelinico,
marcando o local da futura cavidade bucofaringea (Fig. 1A). Este epitélio ora era visualizado
como uma camada simples de células que se prolongava sobre o saco vitelinico, e ora em varias
camadas de células indiferenciadas no local onde mais tarde iria diferenciar-se o intestino (Fig.
1B).

O primérdio da cavidade bucofaringea e a observacdo de uma incisura oral, que
demarcava o local da futura separacdo dos labios, foram registrados 1 hpe (Fig. 1C). Um
pequeno lume surgiu no tubo digestivo, na regido do intestino, as 2 hpe (Fig. 1D), porém sua
porc¢do final encontrava-se fechada, sem presenca de luz (Fig. 1E).

A cavidade bucofaringea estava formada com 5 hpe, porém os ldbios permaneciam
aderidos e a regido anterior do tubo digestivo também apresentava-se fechada por uma
membrana conjuntiva (Fig. 1F).

A separagdo dos ldbios e a abertura da cavidade bucofaringea ocorreram com 9 hpe, e
a porcdo inicial do tubo digestivo permanecia fechada (Fig. 2B), sendo observados os primeiros
alvéolos dentais na pré-maxila (labio superior) e no dentério (labio inferior) (Fig. 2C). Com 11

hpe estes dentes se encontravam mais alongados (Fig. 2D).
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As 13 hpe o trato digestério apresentava-se formado por cavidade bucofaringea,
esOfago (apresentando-se neste momento como um tubo curto e estreito) e intestino, porém
ainda ndo era identificada a comunicag@o entre intestino cefdlico e anterior (Fig. 2E), sendo
visualizada a porcdo posterior do tubo digestivo aberta (Fig. 2F). Foi possivel identificar
também uma porc¢ao do pancreas (Fig. 2E).

Com 23 hpe, notou-se o pregueamento das algas intestinais (Fig. 3D). Os dentes na
regido dos ldbios encontravam-se mais protuberantes, recobertos por epitélio simples indefinido
(Fig. 3C).

A faringe pode ser visualizada com 29 hpe, sendo formada por células epiteliais de
muco, enquanto o es6fago apresentava-se revestido por um epitélio simples cilindrico (Fig. 3E).
Uma pequena por¢do de figado e pancreas pdde ser observada (Fig. 3E). Neste tempo,
visualizou-se o tubo digestivo aberto em toda sua extensdo. O intestino encontrava-se dilatado,
com vilos e revestido por epitélio cilindrico simples, com grande luz visivel (Fig. 3F).

A presenca de larva forrageira no tubo digestivo das larvas de B. gouldingi foi
constatada a partir de 32 hpe, ocorrendo praticamente em todos os tempos a partir desse
momento, marcando a funcionalidade do tubo digestivo. As 33 hpe, as células superficiais da
faringe apresentaram prolongamentos citoplasmadticos se projetando para o interior e dentes
faringeanos foram encontrados (Fig. 4C).

O pancreas apresentava aspecto acinar com ntcleo basofilico e citoplasma apical
aciddficlo com granulos de zimogénio (Fig. 4D), enquanto os hepatdcitos do figado
apresentavam-se com citoplasma vacuolar (provavelmente por conter alta concentragdo lipidica
e de glicogénio advindas do vitelo ou de larvas consumidas) (Fig. 4E).

O epitélio intestinal apresentava borda em escova, podendo ser notada a presenca de
material digerido na luz do intestino (Fig. 4F). Neste momento, a parede do intestino era
composta por um epitélio cilindrico simples incluindo células caliciformes (Fig. 4F).

No teto da faringe, as 36 hpe, também eram visiveis alvéolos dentdrios que,

futuramente, originariam dentes faringeanos (Fig. 5B).
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A Fig. 5C, as 39 hpe, representa o momento em que uma larva forrageira estava sendo
ingerida retratando uma alimenta¢do mista, ji que a ingestio de larvas ocorreu antes da reserva
endogena se esgotar. Muitos alvéolos dentdrios estiveram presentes e dentes incisivos
formavam protuberancias, indicando que a exteriorizacdo de dentes ocorreria em breve, além de
ser notado também botdo gustativo (Fig. SD).

Com 48 hpe, foi possivel identificar o septo de separacdo entre o intestino médio
(propriamente dito) e o intestino posterior (Fig. 6A), sendo verificado material digerido
(provavelmente larvas forrageiras consumidas) no intestino médio deixando-o amplamente
dilatado (Fig. 6A). Neste momento, o vitelo ji era quase inexistente.

Com 55 hpe, o saco vitelinico ja havia sido totalmente absorvido, sendo observadas
larvas de B. gouldingi com mais de uma larva forrageira visualizada em seu tubo digestivo (Fig.
6B).

Neste instante, o sistema digestério era composto por intestino cefélico (cavidade
bucal e faringe), intestino anterior (representado pelo esofago), intestino médio (intestino
propriamente dito) e intestino posterior. Ao longo deste estudo, o esdfago ndo apresentou
modificagdes considerdveis em sua estrutura. A maioria dos dentes continuava recoberta pelo
epitélio, sendo observados muitos alvéolos dentais e alguns dentes exteriorizados.

Nao houve, também durante o periodo estudado, diferenciacao/formacdo do estdbmago
e das glandulas gastricas que, provavelmente, em B. gouldingi, ocorre tardiamente. Também

ndo foi constatada a diferenciac@o da porcao retal e do anus.

Sistema excretor

O pronefro (rim primitivo) pode ser observado desde o momento da eclosdo, logo
acima do intestino, acompanhando toda a extensdo deste, composto por um epitélio cilindrico
simples (Fig. 1B). Um pequeno lume surgiu no pronefro as 2 hpe (Fig. 1D) bem como a porcéo

(Fig. 1E).
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Com o desenvolvimento larval, as 39 hpe, a por¢ao cranial do pronefro, localizada na
parte dorsal da cavidade corporal e acima da vesicula gasosa, tornou-se enovelada e seu limen

mais aparente (Figura 5E), enquanto a regido caudal permanecia retilinea (Fig. SC).

Sistema cardiorrespiratorio

Um coragdo rudimentar encontrava-se localizado na cavidade pericérdica,
anteriormente ao saco vitelinico e a cavidade abdominal no tempo zero (eclosdo larval) (Fig.
1A). As 5 hpe eram visualizadas as duas caAmaras (atrio e ventriculo) no coracao (Fig. 1F). A

ramificacdo dos arcos branquiais foi constatada com 17 hpe (Fig. 3A).

Sistema nervoso/sensorial

O sistema nervoso central era caracterizado por se apresentar como vesiculas
primdrias, visualizadas a 1 hpe (Fig. 1C).

Com 7 hpe, a artéria hial6ide e a camada de pigmento surgiram na regido periférica do
calice 6ptico (Fig. 2A). Com 9 hpe, o desenvolvimento do sistema nervoso central era bem
evidente, observando-se o preenchimento celular das vesiculas primitivas (Fig. 2B).

A lente do olho encontrava-se bem formada as 17 hpe, e a camada plexiforme
comecgava a despontar (Fig. 3A). As larvas apresentavam neuromastos livres no interior do
ouvido (Fig. 3A) e também na superficie corporal, na regiao cefélica (Fig. 3B).

Préximo as orbitais das vesiculas dpticas, as 23 hpe, eram visiveis varios neuromastos
(Fig. 3C). As 31 hpe, a camada plexiforme do olho era mais bem visualizada, sendo também
distinguida a dupla camada de fotorreceptores, encontrando-se neuromastos superficiais (Fig.
4A).

A placa olfatéria era composta por um epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado
(Fig. 4B). O sistema nervoso central foi bem visualizado as 36 hpe, notando-se as trés regides

do cérebro (prosencéfalo, mesencéfalo e rombencéfalo) desenvolvidas (Fig. SA).
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A notocorda, bem visualizada com 39 hpe, (Fig. 5C e SE) sendo encontrada por toda
extensdo corporal da larva. As células apresentavam-se com citoplasma vacuolar, fornecendo ao
tecido a caracteristica de sustentacdo da medula espinhal.

O olho estava bem desenvolvido as 55 hpe, composto por uma lente bem delimitada,
camadas de pigmento (externa) e plexiforme bem proeminentes, além de dupla camada de

fotorreceptores (Fig. 6C). Varios neuromastos era vistos ao redor da orbital dos olhos (Fig. 6D).

Vesicula gasosa

Com 21 hpe, iniciou-se a formagao da vesicula gasosa, ligada ao es6fago por um ducto
conector (Fig. 3B). Esta vesicula encontrava-se formada e revestida por um epitélio estratificado
pavimentoso (Fig. 4D), localizada abaixo da notocorda e acima do tubo digestivo, com 33 hpe e

com 39 hpe, apresentou-se parcialmente inflada (Fig. SE).
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Fig. 1. Fotomicrografias de larvas de B. gouldingi. Eclosdo: A: epitélio do tegumento penetrando e
demarcando o local da cavidade bucofaringea, coracdo; B: pronefro e intestino sendo delimitados. 1
hpe: C: primérdio da cavidade bucofaringea e incisura oral demarcando o local da separacdo dos
labios. 2 hpe: D: pronefro e intestino com pequena luz visivel; E: porc¢ao final do pronefro e intestino.
5 hpe: F: cavidade bucofaringea formada, ldbios aderidos, regido anterior do tubo digestivo fechada
(destaque), coracdo com duas camaras.

Epitélio da cavidade bucofaringea (*). Célice 6ptico (CO). Cristalino (C). Coragao (circulo). Pronefro
(PRO). Intestino (IN). Incisura oral (IO). Abertura da cavidade bucofaringea (—). Saco vitelinico
(SV).
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Fig. 2. Fotomicrografias de larvas de B. gouldingi. 7 hpe: A: regido anterior do tubo digestivo
fechada (destaque), visualizacdo da artéria hialdide, cristalino, camada plexiforme e cdlice 6ptico. 9
hpe: B: labios separados e regido anterior do tubo digestivo fechada (destaque); C: surgimentos dos
primeiros alvéolos dentais. 11 hpe: D: primérdio dos dentes. 13 hpe: E: faringe, esdfago, intestino e
pancreas; F': por¢ao final do tubo digestivo aberta.

Cdlice optico (CO). Cristalino (C). Camada de pigmento (PI). Artéria hialéide (AH). Pronefro (PRO).
Intestino (IN). Primérdio dos dentes (D). Es6fago (ES). Saco vitelinico (SV). Faringe (FA). Pancreas
(P).
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Fig. 3. Fotomicrografias de larvas de B. gouldingi. 17 hpe: A: arcos branquiais se ramificando,
ouvido interno com neuromasto, lente do olho bem formada, camada de pigmento desenvolvendo e
camada plexiforme despontando. B: 21 hpe: esdfago, intestino, pancreas, neuromasto superficial e
vesicula gasosa (destaque). 23 hpe: C: desenvolvimento dos dentes e neuromasto préximo a vesicula
optica; D: pronefro e circunvolugdes do intestino. 29 hpe: E: faringe, esofago, intestino, figado,
pancreas e vesicula gasosa; F: porcdo mediana do intestino dilatada.

Lente do olho (L). Camada de pigmento (PI). Camada plexiforme (PLE). Arcos branquiais (—).
Primérdio dos dentes (D). Pronefro (PRO). Intestino (IN). Esdfago (ES). Ouvido interno (OI).
Pancreas (P). Neuromasto (P ). Placa olfatéria (PO). Saco vitelinico (SV). Faringe (FA).
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Fig. 4. Fotomicrografias de larvas de B. gouldingi. 31 hpe: A: olho. B: cavidade olfatéria. 33 hpe:
C: faringe com prolongamentos citoplasmaticos, esofago, figado, arcos branquiais e dente faringeano;
D: vesicula gasosa, pancreas e por¢do cranial do pronefro tornando-se enovelada; E: figado; F:
material digerido no intestino.

Neuromastos (P). Lente do olho (L). Camada de pigmento (PI). Camada plexiforme (PLE). Camada
de fotorreceptores (*). Cavidade olfatéria (OLF). Cilios (C). Arcos branquiais (—). Pronefro (PRO).
Intestino (IN). Es6fago (ES). Pancreas (P). Figado (F). Faringe (FA). Prolongamentos citoplasmaticos
da faringe (estrela). Vesicula gasosa (VG). Placa olfatéria (PO). Dente faringeano (Seta pontilhada).
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Fig. 5. Fotomicrografias de larvas de B. gouldingi. 36 hpe: A: trés por¢des do cérebro bem
delimitadas; B: presenca de alvéolo dentdrio no teto da faringe. 39 hpe: C: ingestdo de larva
forrageira; D: dentes e botdo gustativo (destaque); E: vesicula gasosa parcialmente inflada, por¢ao
cranial do pronefro enovelada.

Cérebro anterior (CA). Cérebro médio (CM). Cérebro posterior (CP). Faringe (FA). Pronefro (PRO).
Intestino (IN). Notocorda (NO). Vesicula gasosa (VG). Dente (D). Saco vitelinico (SV). Neuromasto
(»). Primérdio do dente faringeano (seta pontilhada).
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Fig. 6. Fotomicrografias de larvas de B. gouldingi. 45 hpe: A: material digerido no intestino.

55 hpe: vitelo absorvido: B: presenca de larvas forrageiras no intestino (destaque) e septo entre
intestino médio e posterior (—); C: olho; D: cavidade olfatdria e neuromastos ao redor dos olhos.
Notocorda (NO). Lente do olho (L). Camada de pigmento (PI). Camada plexiforme (PLE). Camada de

fotorreceptores (*). Nervo 6ptico (NOP). Cavidade olfatéria (OLF). Neuromastos (P ). Saco vitelinico
(SV).
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DISCUSSAO

Na maioria das espécies de peixes, as larvas apresentam trato digestorio simples e
indiferenciado, desenvolvendo, a seguir, os 6rgaos digestorios (Govoni et al. 1986). De fato, B.
gouldingi no momento da eclosdo apresentava um tubo digestivo rudimentar, enquanto no
momento da absorcdo total do vitelo o trato digestério podia ser dividido em intestinos cefélico,
anterior, médio e posterior, mesma classificacdo adotada por Bértin (1958) e também relatada
por Marques (2008) em Z. jahu e por Neumann (2008) em B. amazonicus.

Rodrigues et al. (2006) afirmam que a boca, a cavidade oral e a faringe, que
constituem o intestino cefdlico, estdo associadas com a captura, orientacdo e preparacao pré-
digestiva do alimento, sugerindo também que ldbios espessos contribuem na preensdo do
alimento, assim como os dentes orais, que nas espécies onivoras servem para preparagdo pré-
digestiva do material alimentar de origem vegetal, e para captura e preensdao do alimento de
origem animal. Segundo os autores, dentes faringeanos, visualizados em B. gouldingi, auxiliam
na preensdo e macera¢do de organismos de corpo mole. Tais dentes também ocorreram em Z.
jahu Marques (2008) e em B. amazonicus Neumann (2008).

Na faringe, também foram encontradas células de muco no inicio da alimentacdo
exdgena de B. gouldingi, sugerindo, segundo Galvao et al. (1997) a participacdo destas células
no deslizamento das presas. Foi constatada a presenca destas células de muco também no
esofago (Gonzdles et al. 2002; Maciel, 2006; Mangetti, 2006; Marques, 2008; Neumann, 2008)
indicando que, conjuntamente com o desenvolvimento das pregas no esdfago, que precedem a
diferenciacdo do estdmago, estas células facilitam a rdpida transicdo do alimento para o
segmento posterior.

Até o momento da absorcao total do vitelo, o esdfago em B. gouldingi ndo apresentou
diferenciacdo significativa. Segundo Zavala-Camim (1996), nos peixes geralmente o esdfago é
um orgao tubular que serve de passagem entre a cavidade bucofaringea e o estdbmago, com o
ducto pneumdtico da vesicula gasosa se abrindo no eséfago das espécies fisOstomas, assim

como ocorreu em B. gouldingi.
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Até 55 hpe, nas larvas de B. gouldingi, nao foi verificada a formacao do estdmago e
das glandulas gastricas. Nesse periodo, segundo Watanabe & Kiron (1994), os peixes dependem
da capacidade de selecao do alimento, digestdo mecanica e enzimas pancredticas e intestinais,
que agem em meio alcalino, para compensar a falta de enzimas gastricas.

De acordo com Gonzdles et al. (2002), a eficiéncia da digestdo e absorcdo dos
alimentos € decorrente da presenca de pregas e microvilosidades no intestino, sendo que figado
e pancreas maduros ajudam na digestdo do alimento por produzirem secrecdes digestivas que
digerem as proteinas, gorduras e agucares.

Figado e pancreas ja diferenciados sdo observados em larvas que iniciam a
alimentacdo exdgena logo apds a eclosdo, apresentando-se funcionais antes do término da
absorcdo do vitelo, como ocorreu em B. gouldingi e também verificado em P. maculofasciatus
(Pefia et al. 2003), A. percula (Gordon & Hecht, 2002), A. lupus (Falk-Petersen & Hansen,
2001) e M. aeglefinus (Hamlin et al. 2000), Z. jahu (Marques, 2008), B. amazonicus (Neumann,
2008).

Segundo Gonzdlez et al. (2002), a presenca de pregas no intestino, como observado
em B. gouldingi com 33 hpe, indica aumento na eficiéncia da digestdo e absorcéo dos alimentos.
Seixas-Filho er al. (2000) sugerem que pregas transversais na mucosa retardam a passagem de
alimento, possibilitando maior periodo digestivo e melhor aproveitamento dos nutrientes no
intestino médio, ndo ocorrendo este tipo de arranjo no intestino posterior.

A partir de 33 hpe, foram visualizadas células caliciformes na por¢do do intestino
médio. Segundo George et al. (1998), as células caliciformes sdo secretoras de muco bdsico,
com funcdo de neutralizar a acidez proveniente do estdmago e preparar o bolo alimentar para a
atuacdo das enzimas pancredticas e intestinais, que agem em meio bdasico.

O pronefro estava presente desde a eclosdo das larvas deste estudo e, de acordo com
Kimmel et al. (1995), desenvolve-se na fase inicial da somitogénese, diferenciando-se em
mesonefro somente nos individuos juvenis/adultos (Drummond et al.1999).

Segundo Hu et al. (2000), o coragdo € o primeiro 6rgao definitivo a se desenvolver e

tornar-se funcional durante a embriogénese. Em B. gouldingi, o coragdo apresentava-se
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rudimentar no momento da eclosdo da larva, localizado na cavidade pericardial, anteriormente
ao saco vitelinico e a cavidade abdominal, como também registrado em larvas recém-eclodidas
de outros estudos (Hu et al. 2000; Falk-Petersen, 2005; Marques, 2008).

Segundo Bone ef al. (1995) a maioria das larvas de Teleostei eclode apresentando
trocas gasosas por via cutinea, sendo este tipo de respiracdo adequada, uma vez que muitas
dessas larvas sdo transparentes e habitam regides peldgicas onde o oxigénio é abundante e a
hemoglobina necessdria poderia tornd-las visiveis aos predadores.Porém, com o crescimento das
larvas, a respiracao cutanea torna-se inadequada, passando a ser realizada através das branquias.

O esbogo dos arcos branquiais em B. gouldingi foi constatado logo apds a eclosio,
estando bem desenvolvidos apds a absor¢ao total do vitelo. De acordo com Leonardo et al.
(2001), as branquias sdo estruturas vitais para a saude dos peixes, pois além de serem o
principal local de trocas gasosas, também estdo envolvidas nos processos de osmorregulacao,
equilibrio 4cido-basico e excrecdo de compostos nitrogenados.

Nas larvas de B. gouldingi, os olhos, a cavidade olfatdria, seguida do ouvido interno e
neuromastos, foram as primeiras estruturas sensitivas a serem visualizadas, sendo os botdes
gustativos os ultimos a serem identificados, como relatou Marques (2008) para larvas de Z
Jjahu.

A visao € fundamental para a sobrevivéncia dos peixes, especialmente apds o inicio da
alimentacdo exdgena, pois a maioria é consumidor visual usando também este sentido para
evitar predadores (Carvalho et al. 2004). O desenvolvimento do olho, em B. gouldingi, ocorreu
de forma progressiva e, nas larvas com vitelo absorvido, dltimo momento analisado,
encontrava-se desenvolvido com as principais camadas formadas e os nicleos dos cones e
bastonetes comegando a formar duas camadas, assim como observado em larvas de O. niloticus
(Morrison et al. 2001) e em Z. jahu (Marques 2008). A artéria hial6ide, constatada neste estudo,
provavelmente irrigava o cdlice 6ptico e o cristalino (lente do olho) em desenvolvimento,
conforme relatou Maciel (2006) para larvas de B. orbignyanus.

A placa olfatéria estava presente em B. gouldingi desde o momento da eclosdo das

larvas, corroborando o relato de Hansen e Zeiske (1993), os quais afirmam que a diferenciagdo
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da placa olfatéria em embrides e larvas de peixes é rapida, porém o processo até sua completa
formagdo € lento. Segundo Matsuoka (2001), os 6rgdos olfatérios atuam como
quimiorreceptores, com finalidade de captar o cheiro das substincias saturadas na dgua e,
consequentemente, do alimento fornecido.

Em relagdo aos neuromastos, mecanorreceptores 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), foram observados, neste estudo, proximos as
orbitais dos olhos.

O esbogo da vesicula gasosa em B. gouldingi foi constatado as 21 hpe. De acordo com
Hidelbrand (1995), este 6rgdo possui variadas fungdes como recepcdo de sons e pressio,
ressonador de sons produzidos pelo ranger de dentes faringeanos, atrito de ossos, acdo de
musculos da prépria vesicula e até mesmo sons produzidos por meio do controle da passagem
de ar entre a vesicula e o intestino anterior (esd6fago), no caso de peixes fiséstomos.

Ademais, a localizacdo da vesicula gasosa, na parte dorsal do corpo, acima do centro
de gravidade do peixe, permite a manutencdo da postura sem depender de esforco muscular.
Segundo Blaxter (1986), muitas larvas de peixes enchem a vesicula momentos apds a eclosdo
devido a ingestdo de ar da superficie.

O desenvolvimento de B. gouldingi foi rapido, caracteristica comum entre as espécies
de teledsteos de dgua doce, com diferenciacdo simultinea de estruturas que permitem a captura
de alimentos no inicio do desenvolvimento, antes da exaustdo das reservas energéticas
endogenas, e também asseguram a fuga de predadores, aumentando as chances de sobrevivéncia
durante a fase larval.

Estas informagdes sao inéditas para a espécie B. gouldingi e imprescindiveis para o
piscicultor que realiza ou pretende iniciar a larvicultura desta nova espécie de Brycon, podendo

contribuir para um melhor desempenho e producdo em cativeiro.
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De acordo com os resultados obtidos durante as fases iniciais de vida de B. gouldingi,
foi possivel concluir que, nas condi¢des deste estudo:

Os principais eventos envolvidos na fertilizacdo (penetracdo de espermatozdide no
canal micropilar e formagdo do cone de fertilizacdo) ocorrem até 1 minuto e 30 segundos pds-
fertilizacao.

O desenvolvimento embriondrio perfez um total de 13,9+0,06 horas pds-fertilizacio
sendo dividido em 7 fases com caracteristicas intrinsecas (zigoto, clivagem, morula, blastula,
gdstrula, histogénese/organogénese e eclosao).

As larvas eclodem com sistemas incompletos.

A espécie apresenta periodo de sobreposicao alimentar (enddgena e exdgena).

O desenvolvimento de estruturas natatérias e alimentares ocorre simultaneamente
fornecendo as larvas um conjunto de caracteres morfoldgicos favoravel a predacao.

O desenvolvimento larval perfez 54/55 horas pds-eclosao.
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Este estudo € pioneiro em Brycon gouldingi, espécie recentemente descrita. Os
resultados apresentados contribuem para o conhecimento da biologia desta espécie por meio de
caracteristicas morfoldgicas relacionadas ao desenvolvimento das fases iniciais de vida sob
estereomicroscopio, microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura.

Vale ressaltar que, por se tratar de um estudo descritivo, o projeto nao testou nenhuma
hipétese. Neste tipo de estudo, ocorrem a observacao, registro, descricdo, andlise e relacao de
fatos ou fendmenos, envolvendo o uso de coleta de dados, questiondrio e observacio
sistemadtica, fornecendo informacdes essenciais para subsidiar pesquisas posteriores.

Nas condigdes deste estudo, a espécie apresentou desenvolvimento embrionario e
larval rdpido, com larvas adquirindo diferenciacdo acelerada e simultdnea de estruturas
relacionadas especialmente a habilidade natatéria e a captura de alimento, o que,
provavelmente, aumentam as chances de sobrevivéncia. Estes resultados podem contribuir para
esclarecer o piscicultor que realiza ou pretende iniciar a larvicultura desta nova espécie de
Brycon, podendo aumentar a produg¢do quando reprodutores tiverem mantidos em confinamento.

Por ser uma espécie endémica da Bacia Tocantins-Araguaia, B. gouldingi sofre risco
de se tornar uma espécie ameacada de extin¢do devido a projetos de construgdo de hidrelétricas

na referida bacia, antes mesmo de sua exploragdo racional e conservacao.
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