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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS
INTRODUCAO GERAL

Aquicultura mundial

A populacdo mundial vem crescendo continuamente nos ultimos anos,
resultando na necessidade de se produzir mais alimentos, especialmente maiores
guantidades de proteinas, para suprir a demanda alimentar tanto dos seres humanos
guanto dos animais. A aquicultura, sendo uma atividade multidisciplinar, abrange
varias areas de cultivos de organismos aquéticos como peixes, moluscos, crustaceos
e plantas, de tal modo que se tornou uma importante fonte de producao de alimentos
proteicos (FAO, 2020).

Assim, combinado com a estagnacdo da pesca extrativa desde os anos 80
(FAO, 2020), é consenso que a aquicultura é a Unica alternativa para aumentar a
producéo de pescados e atender a demanda crescente da populagéo por esse tipo de
proteina de alta qualidade. A aquicultura mundial vem crescendo rapidamente e
contribuindo para o aumento do consumo de pescados. Em 1961 esse consumo era
de 9 kg per capita e em 2018 houve aumento significativo dessa quantidade, atingindo
uma média de 20,5 kg de pescados consumidos anualmente (FAO, 2020).

A Agenda 2030 proposta para os paises membros das Nacdes Unidas
estabelece 17 objetivos para o desenvolvimento sustentavel (ODS). A aquicultura
pode contribuir significativamente para atender a praticamente todos 0s objetivos, com
especial relevancia para os objetivos de numeros 2, 8, 12 e 14, que tratam da
eliminacdo da fome, alcance da seguranca alimentar e melhoria da nutricdo (2);
promocado do crescimento econdmico sustentado, inclusivo e sustentavel, emprego
pleno e produtivo e trabalho decente para todos (8); garantia de padrdes de consumo
e producdao sustentaveis (12), e conservacéo e uso de forma sustentavel dos oceanos,
mares e recursos marinhos (14) (FAO, 2017). A aquicultura desempenha um papel
importante na reducao da fome, no alcance da seguranca alimentar, na melhoria da

nutricdo e na promogéao do desenvolvimento sustentavel. Em compara¢cdo com outros
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setores, esta atividade de aquicultura atende uma produgdo muito maior em espacgos
menores (Schulter e Filho., 2017).

Astyanax lacustris

Dentro da ordem dos Characiformes, a familia Characidae € amplamente
distribuida, com representantes encontrados desde a regido sul dos Estados Unidos
até a Patagbnia Argentina e a Patagbnia Chilena. No entanto, a maior parte das
espécies se concentra na bacia do Prata, na bacia Amaz6nica, nos rios guianenses e
na bacia do Rio Orinoco (Fricke et al., 2020). A familia Characidae é a quarta familia
com maior diversidade encontrada em todo o mundo, ficando atras apenas das
familias Cyprinidae, Cichlidae e Gobiidae (Eschmeyer e Fricke, 2010).

O teledsteo A. lacustris, popularmente conhecido como lambari, lambari-do-
rabo-amarelo ou tambid, pertence a familia Characidae, ordem Characiformes, a qual
inclui mais de 100 espécies (Peres et al., 2012). Anteriormente classificado como A.
bimaculatus (Linnaeus 1758), foi constatado que a denominacéo nao correspondia a
uma s6 espécie, passando a espécie encontrada no Alto Rio Parané a ser denominada
como A. altiparanae (Garutti e Britski, 2000). Mais recentemente, esta recebeu a nova
nomenclatura de A. lacustris (Litken, 1875) apos revisdo realizada por Lucena e
Soares (2016) sobre 0 género Astyanax.
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Filo: Chordata

Subfilo: Vertebrata

Classe: Actinopiterigii

Ordem: Characiformes

Familia: Characidae

Género: Astyanax

Especie: Astyanax lacustris

Figura 1. Classificagédo taxonémica do lambari-rosa A. lacustris.

Esta espécie é originaria da bacia do alto Rio Parana, com ampla distribuicao
na américa do Sul, e apresenta pequeno porte, podendo chegar a 15 cm de
comprimento e pesar 60g (Stevanato e Ostrensky, 2018). Externamente, tem corpo
prateado com a parte ventral esbranquicada, suas nadadeiras pélvicas, anal e caudal
sao levemente amareladas, e apresenta uma pequena mancha escura na nadadeira
caudal (Garutti e Britiski, 2000). Alguns exemplares da espécie tém coloracao rosada
(lambari-rosa), constituindo uma variedade da espécie A. lacustris (Schwarz et al.,
2018).

No Brasil, a producdo de lambaris foi de 595 toneladas em 2018 e 661
toneladas em 2019, representando um aumento de 11% (IBGE 2020). Esse
crescimento significativo se deve as excelentes caracteristicas da espécie, como
rusticidade, crescimento rapido, facilidade de reproducédo e um mercado consumidor
com grande aceitacéo (Jesus et al., 2017; Sussel, 2015). A espécie é utilizada como
alimento humano na forma de petisco em bares e restaurantes e também como isca
viva para a pesca esportiva, sendo produzido em escala industrial ou de subsisténcia
(Silva et al., 2012).

O habito alimentar do lambari é onivoro oportunista, alimentando-se de insetos,
algas, pequenos crustaceos, detritos e ovas de peixes e insetos. (Rautenberg, 2016).
O dimorfismo sexual da espécie € evidente, pois as fémeas apresentam corpo mais

abaulado e s&o maiores em relacdo aos machos, geralmente com forte irrigagao por
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vasos sanguineos na regido ventral do corpo e papila urogenital avermelhada. Ja os
machos sdo menores, com 0 corpo retilineo e em seu estagio reprodutivo apresentam
espiculas na nadadeira anal, apresentando um toque aspero (Porto-Foresti et al.,
2010).

Em piscicultura, a reproducdo da espécie € realizada por inducdo hormonal,
utilizando geralmente extrato bruto de hipdfise de carpa (EBHC). Nas fémeas séo
aplicadas 5 mg kg de peso corporal, fracionadas em duas doses com intervalo de 6
horas, sendo 20% aplicados como dose preparatdria e 80% na ultima aplicacdo; nos
machos é aplicada dose Unica de 3 mg kg, concomitante a segunda dose da fémea
(Orbolato et al., 2005). Segundo Lira et al. (2018) a desova ocorre naturalmente, em
145 horas-graus apoés a aplicacdo da segunda dose hormonal; no entanto Porto-
Foresti et al. (2010), indicaram 180 a 250 horas graus a 25-28°C. Ja Felizardo et al.
(2012) encontraram valores de 240 a 334 horas grau a 27 + 1°C.

Devido as caracteristicas de interesse como a alta taxa de sobrevivéncia,
geracdes curtas, proles numerosas e facil manejo em sistemas de campo e
laboratorial, A. lacustris € uma Otima espécie para cultivo em aquicultura (Porto-
Foresti, 2010).

Larvicultura de peixes

Muitas espécies de peixes passam por um periodo inicial de desenvolvimento
larval, na qual os individuos possuem caracteristicas diferentes dos individuos adultos
e passam por diversas alteracdes morfofisiologicas e comportamentais (Leitdo et al.,
2011), que podem afetar sua qualidade e sobrevivéncia desde a ecloséo até a fase
de juvenil (Karahan et al., 2012).

Apesar da grande diversidade dos peixes, em geral as larvas das espécies
criadas em aquicultura apresentam dois padrdes de desenvolvimento inicial: o direto
e o indireto. Espécies que nascem com grande quantidade de vitelo passam por
longos periodos de alimentac¢ao endotréfica e conseguem desenvolver muitas de suas
funcdes fisioldégicas e morfolégicas durante essa fase; esse grupo é chamado de
animais precoces. Ja as larvas que eclodem com escassa reserva vitelinica possuem

uma fase curta de alimentacdo endrotrofica. Assim, quando termina a reserva
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vitelinica, os animais ainda estdo com suas fun¢Bes morfoldgicas e fisiologicas
imaturas e precisam encontrar no alimento externo os nutrientes adequados para
continuar seu desenvolvimento; os animais com essas caracteristicas sdo chamadas
de altriciais (Portella et al., 2014).

Larvas altriciais necessitam de alimentos vivos, como por exemplo zooplancton
e fitoplancton como alimento inicial (Portella et al., 2014). Tal necessidade € devida
ao seu sistema digestorio rudimentar, com auséncia de estobmago e de atividade de
varias enzimas; com isso, grande parte da digestdo ocorre nas células epiteliais do
intestino posterior (Portella et al., 2014). Em tal estagio de desenvolvimento, o sistema
digestério na maioria dos casos € incapaz de digerir e absorver os nutrientes
presentes nas dietas formuladas, ao contrario do que ocorre com 0s alimentos Vivos.
Estes apresentam diversas caracteristicas favoraveis, como a natacdo que provoca
atratividade para a presa, alto teor de agua (>80%) e baixa concentracdo de
nutrientes, sendo mais palataveis e mais digestiveis em comparacdo as dietas

comerciais (Conceicéo et al., 2010).

Os alimentos vivos mais utilizados na aquicultura sdo os nauplios de artémia e
os rotiferos, devido a facilidade de manuseio e possibilidade de cultivo em escala
comercial (Conceicéo et al., 2010). As artémias (Artemia spp.) apresentam um tipo de
reproducao que origina cistos latentes altamente resistentes as condicdes ambientais
adversas e podem ser mantidos viaveis por anos, sendo de facil transporte,
armazenamento e uso (Lavens e Sorgeloos, 2000). Artémias recém eclodidas
apresentam composicdo aproximada de 56,2% de proteina, 17,0% de lipidios, 3,6%

de carboidratos e 7,6% de cinzas (Garcia-Ortega et al., 1998)

Por outro lado, a producédo de alimento-vivo € um processo caro e demanda
muita mao de obra (Jomori et al., 2005; Conceicdo, 2010). Além disso, diversos
estudos tém sido realizados buscando o desenvolvimento de dietas formuladas que
possam substituir parcial ou totalmente o uso dos alimentos vivos, buscando facilitar

0 manejo e reduzir os custos de producao (Lazo et al., 2000; Koven et al., 2001 ).

Artémias e rotiferos sdo organismos de agua salgada, empregados inicialmente

na larvicultura de peixes e camardes marinhos, mas desde a década de 90 passaram
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a ser usados na larvicultura de peixes de agua doce (Luz e Portella, 2002), Jomori et
al., 2008; 2012; Portella et al., 2000; 2014).

As artémias sao organismos extremdofilos, ou seja, altamente resistentes a
amplas condi¢des de salinidade, tolerando variagdes entre 3 e 300%o. (Treece, 2000).
Por serem animais tipicos de regides salinas, tendem a apresentar sobrevivéncia
reduzida em agua doce. Jomori et al. (2012) verificaram que nauplios (origem INVE
Aquaculture, Great Salt Lake, UT, USA) de até 24 horas pds-eclosdo permaneciam
ativos na coluna d’agua por cerca de 2 horas apos transferéncia para agua doce, e
morriam ap0s 6 horas. Por outro lado, em agua salinizada (> 2 %o) verificaram 100%
de sobrevivéncia durante as 24 horas de observagao. Outro estudo (Beux, 2006)
demonstrou que os nauplios de artémia comecaram a morrer 40 minutos apés a
exposicdo em agua doce. Em agua levemente salinizada (1,7 %), por sua vez, a
mortalidade iniciou apds 2 horas de exposi¢ao, mas em 5 %o apenas apos 24 horas.

O lambari A. lacustris € uma espécie de agua doce que eclode com escassa
reserva vitelinica para seu desenvolvimento larval inicial, que se esgota em torno de
74 horas apos a eclosdo. Esse momento marca a transicédo da alimentacéo enddégena
para a exdgena, mas pode se estender até 86 horas pos ecloséo (Stevonato, 2018).
Devido as suas caracteristicas altriciais, as larvas de lambari tém necessidade de
ingestao de alimentos vivos no inicio da alimentacdo exdgena, e em sistema intensivo

de producédo geralmente sédo alimentadas com nauplios de artémia.

Desenvolvimento esquelético em peixes

A formacao das estruturas do esqueleto dos animais se da por meio de duas
formas de desenvolvimento, o processo filogenético ao longo de sua evolugéo e o
processo ontogenético que ocorre durante a vida do animal (Prendergast, 2002).

Nos animais vertebrados é possivel encontrar quatro tipos de tecidos
mineralizados: tecido 6sseo, tecido cartilaginoso, dentina e esmalte que sédo formados
por células como condroblastos, condrocitos, osteoblastos, células de revestimento
0sseo, ostedcitos, osteoclastos, odontoblastos, ameloblasto. (Boglione et al., 2013).
Durante a ontogenia, a remodelagéo 0ssea é desencadeada devido as necessidades

de desenvolvimento e crescimento alométrico. Apdés o crescimento, ocorre a
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necessidade de adaptacdo de crescimento corporal para proporcionar sustentacao
mecanica do corpo do animal (Witten e Huysseune, 2009).

Em peixes, a remodelacdo esquelética é adaptativa ao meio em que vivem,
iniciando pelo fortalecimento das estruturas que constituem a mandibula e a cauda,
fundamentais para garantir as habilidades predatoria e de natacdo, sendo importantes
para apreensdo do alimento e fuga de predadores (Portella et al., 2012; Witten e
Huysseune, 2009).

Nos mamiferos, 0s 0ssos sdo uma fonte disponivel de calcio, assim contribuem
para a homeostase mineral nos animais. Ja nos peixes, no ambiente em que vivem
h&d uma grande disponibilidade de caélcio dissolvido na &agua, que € facilmente
absorvido pelas branquias; assim, 0s 0ss0s tém pouca importancia para a
disponibilidade de calcio na homeostase (Witten e Huysseune, 2009). Os ossos dos
peixes sdo formados por tecido mesenquimal especializado, que é vascularizado e
demanda alto consumo de oxigénio (Boglione et al., 2013).

Nos teledsteos, basicamente ocorrem quatro formas de ossificacdo, a
endocondral, pericondral, paracondral e intramembranosa. Na ossificacdo
endocondral, primeiramente ocorre uma alteragdo na cartilagem hialina, com
hipertrofia dos condrdcitos e reducao e calcificacdo da matriz cartilaginosa, seguida
de apoptose dos condrdcitos. As cavidades deixadas no processo séo invadidas por
capilares sanguineos que trazem células mesenquimais, que dardo origem a
formacao dos osteoblastos. Assim, passa a haver tecido 6ésseo onde antes havia
cartilagem (Hall e Eckhard Witten, 2019). A formacéao pericondral € a mais encontrada
em larvas de peixes (Witten e Huysseune, 2009), e € o0 modo mais comum de
ossificacdo em teledsteos, tendo um precursor inicial (o pericbndrio) que ira se
mineralizar até dar origem ao peridsteo, mas agora assumindo caracteristicas dos
osteoblastos secretando a matriz 6ssea (Huysseune e Sire, 1992; Verreijdt et
al., 2002 ). A formacéo paracondral se da através da mineraliza¢do de uma cartilagem
envolta por uma camada de tecido conjuntivo, onde esse tecido sofrerd modificacdes
até a formacao dos osteoblastos (Benjamin, 1989 ). Em peixes, a Unica estrutura de
formacao paracondral descrita € a cartilagem de Meckel, vista no salméo-do-atlantico
(Benjamin, 1989 ). A ossificacdo intramembranosa se da a partir de células

mesenquimais que se diferenciam-se em osteoblastos e formam 0sso sem um molde
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cartilaginoso primario; estruturas assim formadas séo designadas 0ssos dérmicos ou
de membrana, (Franz-Odendaal et al., 2007). As estruturas derivadas sao dentes,
denticulos, ossos dérmicos cranianos, escudos, placas dérmicas poés-cranianas,
escamas ganoides de polypeterideos, escamas gandides de lepisosteideos, escamas
elasmoides e raios das nadadeiras (Sire e Huysseune 2003).

Diversos fatores podem causar alteracbes no desenvolvimento celular, na
cartilagem ou na sua matriz 6ssea durante o periodo da osteogénese nas larvas de
peixes (Waagbo, 2006), levando a anomalias esqueléticas. As principais causas de
deformidades séo a baixa qualidade dos ovos, fatores genéticos, patologias 6sseas,
condicbes de criacdo dos animais, estresse no manejo, nutricdo, hidrodinamica,
turbuléncia na agua, condicbes de crescimento acelerado, regime de luz, fatores
mecanicos, parasitas, toxinas, radiacdo, variacdo de salinidade, tipo de substrato,

variacdo de temperatura, antibioticos e xenobidticos (Waagbo 2006).

Anomalias esqueléticas em peixes cultivados muitas vezes sao visiveis e sao
consideradas como um dos problemas mais serios na aquicultura intensiva, atingindo
muitas espécies. Anomalias e deformidades esqueléticas envolvem também questdes
bioldgicas, econdmicas e de bem-estar dos animais. Parte dos animais deformados
consegue se desenvolver, porém com perda de desempenho e incorrendo em
dificuldades para processamento desse animal na industria. Por isso, sao
frequentemente descartados e destinados a producao de farinha de peixe; outra parte

nao consegue sobreviver, gerando prejuizos na producao (Boglione et al., 2009).

Peixes deformados também geram preocupacao ética, pois 0s que apresentam
bocas, nadadeiras ou coluna vertebral deformada tém desempenho alimentar e
natatério prejudicados. Consequentemente, a reducdo da eficiéncia de alimentacéo
afeta o desenvolvimento e crescimento do animal; portanto, peixes com deformidades
severas ndo podem ser considerados saudaveis (Boglione et al.,, 2013), além da

possibilidade de sentirem dor, algo de dificil percepg&o nos peixes.

Estudos referentes a osteologia contribuem para o entendimento da forma
funcional e de como o ambiente pode modificar sua formacdo durante o periodo da

ontogenia nas larvas de peixes. Estes conhecimentos sdo importantes ferramentas
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para o conhecimento dos causadores de anomalias morfo-anatdmicas em diferentes
casos (Boglione et al., 2013). Diversos estudos foram realizados para descrever as
caracteristicas morfoldgicas e meristicas que diferem cada espécie em seu estagio de
desenvolvimento osteoldgico, como, por exemplo, em Gadus morhua (Saele et al.,
2017); Lates calcarifer (Kohno et al., 1996); Sparus aurata (Koumoundouros et al.,
1997); Solea senegalensis (Gavaia, 2006); Danio rerio (Bird e Mabee, 2003); Pagellus
erythrinus (Sfakianakis e Koumoundouros, 2004); Centropomus undecimalis
(Wittenrich et al., 2009); Piaractus mesopotamicus (Lopes, 2014); Epinephelus akaara
(Park et al., 2016); Tridentiger obscurus (Hwang e Lee, 2007); Liobagrus obesus (Seo
et al., 2018); Zebrasoma flavescens (Burgess e Callan, 2018) e Favonigobius
gymnauchen (Jin et al., 2021).

Para as andlises osteologicas de larvas e juvenis geralmente sdo utilizados
métodos considerados padrées, tais como coloracdo e radiografias. A diafanizacéo,
técnica de coloracao diferencial para cartilagens e tecidos mineralizados (0ss0s),
consiste em clarear os tecidos, possibilitando o estudo de estruturas internas.
Juntamente com o uso de coloracfes especificas, a técnica € util para o estudo de
esqueletos delicados, uma vez que mantém todos 0s seus componentes em suas
posicdes originais (Souza, 2002).

A fim de buscar uma melhor produtividade e bem-estar dos peixes cultivados,
faz-se necessario estudar o desenvolvimento osteoldgico de suas larvas e juvenis de
modo que as deformidades esqueléticas sejam rapidamente identificadas e seus
provaveis fatores causativos sejam controlados. As informacdes geradas pelo estudo
da esqueletogénese também auxiliam na identificacdo e filogenia das espécies e
também no reconhecimento das caracteristicas osteoldgicas dos peixes adultos, por
meio de estudos sistematicos aprofundados (Koumoundouros et al., 1997).

Por fim, é importante ressaltar que muitas espécies de peixes passam por
mudancas morfoldgicas, fisioldgicas e comportamentais extremas desde a fase larval
até chegarem a fase de juvenil. Assim, o conhecimento osteolégico detalhado ao
longo da ontogenia possibilita orientar a utilizagdo de melhores técnicas de manejo

para o desenvolvimento dos peixes (Koumoundoros et al., 1997).
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CAPITULO 2- DESENVOLVIMENTO ESQUELETICO DE LAMBARI-ROSA
(ASTYANAX LACUSTRIS).

Resumo- O desenvolvimento osteoldgico de lambari-rosa A. lacustris desde o
momento de ecloséo das larvas até se tornarem juvenis foi analisado, de modo a gerar
informacdes para futuras avaliagbes de deformidades esqueléticas e investigacédo
sistematica filogenética. As larvas foram obtidas por meio da reproducdo de matrizes
obtidas da piscicultura Jomar — Buritizal, SP e acondicionadas em temperatura média
de 28,1 £ 0,5 ° C, e salinidade de 2,0 %0. Foram realizadas coletas periddicas de 20
larvas nos dias 1, 3, 5, 7, 9, 10, 14, 18 e 21 po6s-eclosdo dpe (dias poés ecloséo) e as
larvas foram analisadas por meio do processo de diafanizacéao e dupla coloragéo (azul
de Alcian e vermelho de alizarina). As larvas recém eclodidas (2,33 mm comprimento
total, CT) ndo apresentam nenhum tipo de calcificacdo, apresentando apenas
formacao condroide. A primeira estrutura observada a iniciar a mineralizacao foi o
parassenoide, em larva medindo 2,6 mm CT. Com 6,63 mm CT, aos 9 dpe, se iniciou
0 aparecimento dos primeiros pontos de mineralizacdo na regido cefalica, nas
estruturas do dentario, otdlitos, subopérculo e opérculo. Posteriormente, verificou-se
ossificacdo dos primeiros seis centros vertebrais aos 8,49 mm CT. Quando as larvas
atingiram 13,46 mm CT, ocorreu a ossificacdo da pré-maxila, maxila, dentario, angulo
articular, retro articular e arcos branquiais e nadadeiras anal e caudal. Com 15,8 mm
CT, ocorreu ossificacao total das regides apendicular e axial, mas os animais ainda

estavam em processo final de ossificagéo da regiao cranio-facial.

Palavras-chave: Astyanax lacustris, osteologia, larvicultura, diafanizacao.
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CHAPTER 2- SKELETAL DEVELOPMENT OF PINK LAMBARI (ASTYANAX
LACUSTRIS).

Abstract- We observed the osteological development of pink lambari A. lacustris from
the moment of hatching to juvenile in order to generate data for the assessment of
skeletal deformities and systematic phylogenetic investigation. The larvae were
acquired by breeding broodstock obtained from the Jomar fish farm — Buritizal, SP.
The larvae were stored at average temperature of 28.1 £ 0.5 ° C, and salinity of 2.0 %o.
Periodically, 20 larvae were collected on days 1, 3, 5, 7, 9, 10, 14, 18 and 21 post-
hatching dpe. They were analyzed by clearing and double staining (Alcian blue and
alizarin red). The newly hatched larvae (2.33 mm total length, CT) did not show
calcificated structures, having only chondroid formation. The first structure to initiate
mineralization was the parassenoid in larva measuring 2.6 mm CT.With 6.63 mm CT
the beginning of the first points of mineralization began in the cephalic region, in the
first structures, from the beginning, otoliths, suboperculum and operculum.

Afterwards, there was observed ossification of the first six vertebral centers in larvae
8.49 mm CT. With 6.63 mm CT, at 9 dpe, the first mineralization points began to appear
in the cephalic region, in the dentario structures, otoliths, suboperculum and
operculum. Later, there was ossification of the first six vertebral centers at 8.49 mm
CT. When the larvae reached 13.46 mm CT, there was ossification of the premaxilla,
maxilla, dentario, articular angle, retro articular and branchial arches, and in the anal
and caudal fins. At 15.8 mm CT, there was total ossification of the appendicular and
axial regions, but the animals were still in the final process of ossification of the

craniofacial region.

Keywords: Astyanax lacustris, osteology, larviculture, diaphanization.
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INTRODUCAO

Desenvolvimento esquelético de larvas de lambari-rosa Astyanax lacustris

Atualmente a aquicultura é responsavel pelo fornecimento de 52% dos peixes
destinados para consumo humano no mundo. De acordo com os dados da FAO, em
2018 foram produzidas 82,1 milhdes de toneladas de pescado em sistemas aquicolas,
sendo a América do Sul a quarta regido com maior producdo com cerca de 2,69
milhdes de toneladas, das quais o Brasil foi responsavel pela producdo de
aproximadamente 50% (FAO, 2020).

No Brasil, a maior parte da producéo de pescado é feita em dgua doce (Valenti
et al., 2021). Dentre as espécies produzidas, uma que tem atraido a atencao recente
dos produtores é o lambari A. lacustris, pois possui caracteristicas favoraveis que
despertaram interesse para producao comercial. A producao desta espécie foi de 595
toneladas em 2018 e 661 toneladas em 2019, o que representa um aumento de 11%
(IBGE, 2020). Esse incremento significativo se deve as excelentes caracteristicas da
espécie, como rusticidade, crescimento rapido, reproducdo e um mercado comercial
com grande aceitacdo (Jesus et al., 2016), demonstrando que o lambari apresenta
potencial produtivo e considerada promissor para a aquicultura sul-americana
(Valladao et al., 2016).

A intensificacdo dos sistemas de producdo de peixes vem se tornando uma
realidade no Brasil, tanto pela demanda de pescados pelo mercado consumidor,
guanto pela necessidade constante de juvenis. A larvicultura intensiva € uma das
alternativas que possibilita alcancar maior disponibilidade de juvenis e reducéo do
custo de producdo (Jomori et al.,, 2003). Contudo, a incidéncia de anomalias
esqueléticas na larvicultura intensiva também tem se intensificado, sendo um dos
problemas relatados na aquicultura, atingindo varias espécies sob o0s aspectos
biol6gicos, econémicos e de bem-estar dos animais. Parte dos animais deformados
consegue se desenvolver mesmo com perdas de desempenho, mas outra parte morre

e deve ser removida, gerando prejuizos na producédo (Boglione et al., 2009).
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Os animais no presente estudo foram classificados quanto ao grau de
desenvolvimento larval segundo Kendall et al. (1984). Essa classificacao € dividida
em quatro fases de desenvolvimento, a primeira sendo a fase vitelina compreendido
entre a eclosao até o inicio da alimentacdo exdgena, a segunda fase de pré flexao da
notocorda com o aparecimentos das estruturas que darao suporte a nadadeira caudal,
a terceira é a fase de flexdo que se caracteriza pelo inicio da flexdo da notocorda até
a formacéao dos raios das nadadeira dorsal e anal, a quarta fase é pos flexao, que se
caracteriza pela completa flexdo da notocorda, aparecimento do botdo da nadadeira
pélvica e inicio da segmentacdo dos raios das nadadeiras dorsal e anal, até a
completa formagdo dos raios da nadadeira peitoral, absor¢do da nadadeira
embrionaria e o aparecimento das escamas. A partir de entdo o peixe passa a ser
considerado juvenil.

Estudos referentes a osteologia de larvas de peixes contribuem para o
entendimento de sua forma funcional e de como o ambiente pode modificar sua
formacdo durante o periodo da ontogenia. Estes conhecimentos sdo importantes
ferramentas para se saber os fatores causadores de anomalias morfo-anatémicas em
diferentes casos (Boglione et al., 2013). Nesse sentido, a fim de buscar melhorar a
produtividade de peixes na aquicultura, € necesséario estudar o desenvolvimento
osteoldgico de larvas e juvenis, de modo que as deformidades esqueléticas sejam
identificadas logo no inicio do desenvolvimento e que possibilite o controle. Além
disso, as informacbes sobre esqueletogénese auxiliam para a identificacdo das
espécies e também para o reconhecimento das caracteristicas osteoldgicas dos
peixes adultos, por meio de estudos sistematicos e aprofundados (Koumoundouros et
al., 1997 e Park et al., 2015).

O objetivo deste trabalho foi descrever o desenvolvimento esquelético de larvas

de lambari-rosa A. lacustris do momento da ecloséo até o estagio de juvenil.

MATERIAL E METODOS

Matrizes de lambari-rosa A. lacustris foram adquiridas da piscicultura Jomar em
Buritizal, SP, e encaminhadas ao laboratorio de reproducéo de peixes do Centro de

Aquicultura da Unesp, Campus de Jaboticabal, SP. Ao chegarem, os animais foram
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inicialmente aclimatados durante 30 minutos para estabilizacdo dos peixes frente as
condic0es fisicas e quimicas do novo ambiente.

As larvas de lambari-rosa foram obtidas por meio de reproducédo de 150 animais
(50 fémeas e 100 machos). Foram feitas indu¢gdes hormonais por aplicacao de extrato
bruto de hipdfise de carpa (EBHC). As fémeas receberam duas doses com intervalo
de 6 horas, sendo 1 mg kg como dose preparatéria (primeira dose) e 4 mg kg? na
segunda aplicacdo; os machos receberam apenas uma dose de 3 mg kg de peso
corporal concomitante a segunda dose das fémeas. As desovas ocorreram
naturalmente, e logo apo6s os ovos foram alocados em uma incubadora onde
permaneceram até que grande parte dos ovos tivessem eclodido. As larvas entdo
foram separadas, contadas manualmente e distribuidas nas unidades experimentais.

As unidades experimentais consistiram de 10 aquarios de vidro de 30 litros
cada, em sistema de recirculacdo de agua. O sistema de recirculacdo era composto
pelos 10 aquérios interligados e um sistema de filtragem, formado por um tanque de
polietileno de 130 litros, filtragem mecanica através de manta acrilica, filtragem
bioldgica por meio de midias biologicas (Bio Rings), filtragem ultravioleta e aeracao
continua. A agua dos aquarios foi levemente salinizada com 2%. de NaCl. No tanque
de 130 L foi instalado um aquecedor e termostato para manutencao da temperatura
da agua ao redor de 28,5 °C. As larvas foram estocadas na densidade de 20 larvas L-
1, totalizando 600 larvas por aquario.

A idade das larvas é apresentada em dias pds-ecloséo (dpe) e a nomenclatura
das fases de desenvolvimento segue o proposto por Kendall et al. (1984). O periodo
larval é considerado entre a ecloséo e a perda completa dos caracteres larvais. Nesse
periodo, ocorrem as principais mudancas morfofisiolégicas e diferenciacdo de novas
estruturas, como a formacdo e pigmentacdo das nadadeiras. Um dos principais
eventos para caracterizar as fases do periodo larval € o desenvolvimento da notocorda
posterior da nadadeira caudal e a dorsiflexdo da notocorda. Assim o periodo larval
pode ser facilmente subdividido em fase de larva vitelinica, pré-flexao, flexdo e pos-

flexao.

Manejo alimentar
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As larvas foram alimentadas cinco vezes ao dia com nauplios de artémia
(HIGH5 Inve) recém eclodidos em solugéo salina 35%o., a 30°C. Apds a ecloséo das
artémias, uma amostra de nauplios foi avaliada segundo Jomori (1999) para
estimativa do numero de nauplios e calculo dos volumes necessarios para a
alimentacao das larvas em cada refeicdo (Tabela 1). As quantidades estabelecidas
foram baseadas em protocolos desenvolvidos para larvas de pacu (Jomori, 1999;
Jomori, 2005) adaptados para larvas de lambari pela Dra. R.K. Jomori, no Laboratoério
de Aquicultura da Faculdade de Ituverava, Dr. Francisco Maeda - FAFRAM/ FE.

Apés 30 minutos da ultima alimentacdo diaria os aquarios foram sifonados
removendo 20 % da agua para a remocao de sujeiras e sobras da alimentagéo, em

seguida a 4gua dos aquarios foram adicionadas novamente com salinidade de 2%o.

Tabela 1. Quantidades diarias de nauplios fornecidas as larvas de lambari-rosa
durante o experimento. As quantidades foram fracionadas em cinco refei¢cdes ao longo

do dia (dpe, dias pés ecloséo).

DPE Nauplios Larval
1 50
2 75
3 100

6-7 150

8-10 300

11-12 600
13 900
14 1000
15 1200
16 1500
17 1800
18 2100
19 2400
20 2700
21 3000
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Condicdes experimentais

O monitoramento da qualidade da agua foi feito diariamente as 9 horas da
manha durante todo o experimento. Os seguintes parametros foram aferidos com o
auxilio de uma sonda multiparametro Horiba (U-50 Multiparameter Water Quality
Checker): Temperatura (°C), pH, oxigénio dissolvido (mg L), condutividade (ms cm-
1) e salinidade (%0). A amonia (ppt) e o nitrito (ppt) foram aferidos por meio de kits
Labcon (Alcon). Os valores médios aferidos foram: 28,57 + 1,12 °C; 7,24 + 0,27 de
pH, 3,99 * 0,52 ms cm % condutividade elétrica, 5,92 + 1,07 mg L de oxigénio
dissolvido; 76,46 + 12,31 % de saturacao e 2,15 + 0,20 ppt de salinidade.

Andlises esqueléticas

Foram amostrados 20 animais em diferentes fases de desenvolvimento nos
dias 1, 3,5, 7, 9, 10, 14, 18 e 21 pés eclosado (dpe). Os animais foram eutanasiados
com solucéo alcodlica de cloridrato de benzocaina a 0,25 g.L™?, e fixados em solugéo
de paraformaldeido 4% tamponado em solucéo tampéao de fosfato de sodio 0,2 M, em
pH 7,2, por 24 horas.

Posteriormente, os animais foram transferidos para &lcool 70°, onde
permaneceram até o inicio da desidratacdo com alcool 95° por um periodo de 24
horas. Em seguida, iniciou-se a coloracdo da cartilagem com solu¢cdo composta por
30 % de acido acético glacial, 70% de alcool absoluto, e 0,3 mg Lt Azul de Alcian, por
um periodo de 4h.

Apos a primeira coloracdo, foi feita neutralizacdo em solucdo saturada de
borato de sddio durante 12h. Em seguida, foi realizada a digestao do material, que foi
imerso em solucao de 65% de agua deionizada + 35% de solugéo saturada de borato
de sédio + tripsina 0,3 g L'1. Quando os animais estavam 60% mais claros, iniciou-se
a etapa de coloracdo 6ssea, por meio de solugéo de hidroxido de potassio 1% com

0,1 mg Lt de vermelho de alizarina, onde permaneceram por 12 horas.
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Apo6s a segunda coloragdo, seguiu-se a etapa de preservacdo, quando o
material passou por sucessivas concentragdes de hidroxido de potassio com glicerina:
Glicerina I (30% glicerina + 70% solucéo de hidréxido de potassio 1%); Glicerina 1I
(60% glicerina + 40 % de solucao de hidroxido de potassio 1%); Glicerina I (glicerina
100%). O referido processo foi modificado de Potthoff (1984).

Para avaliacdo biométrica das larvas, foram considerados o comprimento total
(CT, da ponta do focinho ao final da nadadeira embrionaria ou da nadadeira caudal),
comprimento notocordal (CN, da ponta do focinho ao final da notocorda), comprimento
padrdo (CP, da ponta do focinho a base do uréstilo) e altura (Alt). Para isso, foi
utilizado um estereoscoépio (Olympus SZX7) acoplado ao software analisador de
imagens CellSens Standard. Estas amostras foram utilizadas para a descricao da
osteogénese de lambari-rosa, com énfase nas estruturas dos esqueletos craniofacial,

axial e apendicular.
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RESULTADOS

Os valores médios, maximos e minimos, das variaveis biométricas das larvas de
lambari-rosa em cada fase de desenvolvimento larval estdo mostradas na Tabela 2.

A fase mais longa até a flexdo da notocorda foi a fase de pré-flexdo, que se estendeu
por 7 dias.

Tabela 2. Valores médios, maximos e minimos do comprimento total, comprimento
notocordal ou padrdo e altura das larvas de A. lacustris, desde a eclosdo até o término
do periodo de desenvolvimento inicial, segundo a classificacdo de Kendall et al.,
(1984).

Comprimento Comprimento

Estagio Dpe total (mm) notoc~ordal* ou Altura (mm)
padrdo** (mm)

Média 3,02+0,71 2,77+ 0,64 0,46 + 0,10
Vitelino * 1 Maximo 3,70 3,40 0,61
Minimo 2,07 1,89 0,34

Média 4,63 +2,01 4,32+1,89 0,66 + 0,33
Pré-Flexao* 3-10 Maximo 10,81 10,16 1,75
Minimo 1,95 1,81 0,22

Média 7,69+1,11 6,92 £ 0,79 1,16 £ 0,37
Flexao** 9-14 Maximo 9,66 8,10 1,70
Minimo 6,26 5,90 0,63

Média 13,59 + 3,06 10,62 + 2,43 3,46 £ 0,91
Pos-Flexao** 14 -21 Maximo 20,25 15,89 5,42
Minimo 7,69 5,98 2,14

A sequéncia de mineralizacdo dos elementos do esqueleto das larvas em relacdo ao
comprimento total estd apresentada na Fig. 2. A primeira estrutura a apresentar
ossificacao é o parassenoide, seguido do pré opérculo, dentario, opérculo e otdlito, 0s

altimos séo o supraoccipital e a nadadeira peitoral.
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Figura 2. Sequéncia de desenvolvimento dos os elementos do esqueleto em relagcéo
ao comprimento total (CT) durante o desenvolvimento inicial de A. lacustris. Elemento

em estado cartilaginoso em cor azul; elemento em ossificagédo na cor rosa.
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Desenvolvimento esquelético de lambari-rosa Astyanax lacustris

Logo apos a eclosao, a larva de A. lacustris com 1 dpe medindo 2,33 mm CT,
2,17 mm CN e 0,37 mm Alt, apresenta na fase larval vitelina, demonstrando postura
distendida, auséncia de nadadeiras derivadas e pouca pigmentacdo, mas ja apresenta
moldes cartilaginosos formados, que proporcionam alguma rigidez e sustentacao para
0 animal, saco vitelino, notocorda, urostilo e nadadeira embrionaria ao redor da maior
parte do tronco (Figs. 3 A e A2). O esqueleto craniofacial da larva vitelina € ainda
cartilaginoso, mas ja se observa a abertura da boca (Fig. 3 A1) e auséncia de flexao
da parte posterior da notocorda (Fig. 3 A2).

Larva com 3 dpe, medindo 4,36 mm de CT, 4,12mm CN e 0,61 mm Alt, entra
na fase de pré-flexdo apresentando ainda estruturas cartilaginosas. Na regido
craniofacial destacam-se as estruturas dentarias e pré-maxila, enquanto na regiao
axial nota-se a notocorda e uréstilo. Constituindo o esqueleto apendicular, destacam-
se a nadadeira peitoral e hipurais, embora ainda persistam partes da nadadeira
embrionéria (Fig. 3 B). Ainda na fase de pré-flexdo, é possivel observar no esqueleto
craniofacial das larvas de lambari-rosa a transformagéo da boca, passando de posi¢cao
ventral para terminal, destacando-se a maxila, cartilagem Meckel, cartilagens
basibranquiais e placa etmoide, (Fig. 3 B1). O esqueleto axial € formado por notocorda
com estruturas cartilaginosas, apresentando a parte terminal ainda distendida e inicio
da mineralizacdo do primeiro 0sso, o parassendide (Fig. 3). A menor larva observada
com aparecimento de mineralizacao apresentava 2,6 mm CT, sendo o parassendide
0 primeiro 0sso a sofrer ossificacdo. A nadadeira embrionaria apresenta-se reduzida.
Observa-se também o inicio da formacao das cartilagens hipurais (Hip) na nadadeira
caudal (Fig. 3B e B2).
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Figura 3. Desenvolvimento esquelético craniofacial e da nadadeira caudal do lambari-rosa A.

lacustris; A- Larva com 1 dpe, 2,33 mm CT; B- Larva com 3 dpe, 4,36 mm CT; B = boca; Bb

basibranquial; Cv= coluna vertebral; D = dentatio; Hip = hipurais; Inf = infraorbital; M = maxila; Mc
cartilagem de Meckel; Ne = nadadeira embrionaria; No = notocorda; Np = nadadeira peitoral; Pm = pré-
maxila; Pr = Parassendide; Sv= saco vitelino; Ur = uréstilo. Notar as estruturas do molde cartilaginoso
corados em azul pelo azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em purpura pelo

Vermelho de Alizarina.
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Larva com 9 dpe, medindo 6,63 mm CT, 6,23 mm CN e 1,12mm Alt, ainda se
apresenta na fase de pré-flexdo, embora outras estruturas estejam mais diferenciadas
e desenvolvidas, como dentario, pré-maxila, basibranquial, opercular e subopérculo
no esqueleto cranial (Figs.4 A e A1). No esqueleto axial, verifica-se inicio da formacao
das vértebras, ainda cartilaginosas, regido terminal da notocorda (uréstilo) ainda
distendida, hipurais mais desenvolvidos e nadadeira caudal e peitorais ja
diferenciadas e cartilaginosas (Figs.4 A e A2). Nessa fase pode-se observar o
aparecimento dos primeiros pontos de mineralizacdo na regido craniofacial, no
dentéario, otélitos, subopérculo e opérculo (Fig. 4 Ai). Outras estruturas estao
diferenciadas, mas ainda cartilaginosas, tais como a pré-maxila, cartilagem de Meckel,
maxila, trabecular, brasibranquial e infraorbital (Fig. 4 A1).

Outra larva de lambari-rosa com 9 dpe, medindo 7,88 mm CT, 6,83 mm CN e
1,21 mm Alt, ainda esta em fase de pré-flexdo, mas demonstra avanco de
desenvolvimento das estruturas esqueléticas, principalmente do esqueleto
apendicular, com formac0@es cartilaginosas da nadadeira dorsal, anal e caudal (Fig. 4
B), que apresenta os hipurais mais desenvolvidos (Fig. 4 B2). Observa-se também
nessa larva o inicio da mineralizacao do esqueleto axial, na parte proximal da coluna
vertebral (Fig. 4 B1). Além das estruturas anteriormente descritas no cranio, nessa

fase observa-se também a placa etmoide (Fig. 4 B1).
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Figura 4. Desenvolvimento esquelético craniofacial e da nadadeira caudal do lambari-rosa A. lacustris;
A- Larva com 9 dpe, 6,63 mm de CT; B- Larva com 9 dpe, 7,88 mm CT; Ah = arcos hemais; Bb =
basibranquial; Cv = coluna vertebral; D = dentéario; Ep = epurais; Hio= hiomandibular; Hip = hipurais; Inf
= infraorbital; M = maxila; Mc = cartilagem de Mackel; Nd = nadadeira dorsal; Ne = nadadeira
embrionéria; No = notocorda; Np = nadadeira peitoral; Op = opérculo; Ot = otélitos; Pm = pré-maxila;

Rn = raios da nadadeira; So = suboperculo; Ur = uréstilo; Notar as estruturas do molde cartilaginoso
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corados em azul pelo azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em purpura pelo

vermelho de alizarina.

Larva de lambari aos 10 dpe, com 8,49 mm CT, 7,30 mm CP e 1,55 mm Alt,
apresenta na fase de flexdo da notocorda (Fig. 5 A). Na regido craniofacial, as
estruturas da maxila, dentario e hiomandibular apresentam mineralizacdo mais
avancada, notada pela intensificacdo da coloracdo por vermelho de alizarina (Fig. 5
A1). No esqueleto axial, verifica-se intenso processo de calcificagéo da regido proximal
da coluna, com as primeiras seis vertebras cervicais intensamente coradas, e primeira
evidéncia da diferenciagdo dos espinhos hemais e neurais (Fig. 5 A1). A nadadeira
caudal apresenta hipurais e epurais totalmente formados, porém cartilaginosos, assim

como raios diferenciados e urostilo totalmente flexionado (Fig. 5 A2).

2mm

500 um 1mm

Figura 5. Desenvolvimento esquelético craniofacial, axial e apendicular do lambari-rosa A. lacustris; A-
Larva com 10 dpe, 8,49 mm CT; Ab = arco branquial; Bb = basibranquial; Cv = coluna vertebral; D =

dentério; Ep = epurais; Hip = hipurais; Inf = infraorbital; 1o = intra-opérculo; M = maxila; Mc = cartilagem
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de Meckel; Na = nadadeira anal; Nc = nadadeira caudal; Nd = nadadeira dorsal; O = opérculo; Op =
opérculo; Pm = pré-maxila; Rn = raios da nadadeira; So = subopérculo). Notar as estruturas do molde
cartilaginoso corados em azul pelo azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em

purpura pelo vermelho de alizarina.

Larva de lambari-rosa aos 14 dpe, com 10,87 mm de CT, 9,46 mm CP e 2,8
mm Alt apresenta na fase final de flexdao da notocorda (Fig. 6 Az2), demonstrando
mineralizagao na regido craniofacial nas estruturas hiomandibular. O esqueleto axial
apresenta mineralizacdo em todas as vértebras da coluna, com o urdstilo iniciando
sua calcificacdo sendo levemente corado pelo vermelho de alizarina (Fig.6 A e A1). No
esqueleto apendicular, os raios da nadadeira anal estdo parcialmente formados, mas
ainda cartilaginosos; ja na nadadeira dorsal ocorre a formacdo completa das
estruturas cartilaginosas, prontas para iniciar o processo de mineralizacéo pericondral
(Figs.6 A2, Ase As).
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2 mm

Figura 6. Desenvolvimento esquelético craniofacial, axial e apendicular de lambari-rosa A. lacustris; A-
Peixe com 14 dpe medindo 10,87 mm CT; Ab = arcos branquiais; An = arcos neurais; Cv = coluna
vertebral; D = dentério; He = arcos hemais; Hio = hiomandibular; Na = nadadeira anal; Na = nadadeira
anal; Nc = nadadeira caudal; Np = nadadeira peitoral; Pt = pterigiéfaro; Ra = retroarticula; Rd = raios
distais; Rp = raios proximais; So = suboperculo; Ur = ur6stilo. Notar as estruturas do molde cartilaginoso
corados em azul pelo azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em purpura pelo

vermelho de alizarina.
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Lambari-rosa aos 14 dpe, medindo 13,46 mm CT, 10,40 mm CP e 3,20 mm Alt,
esta na fase de pos-flexdo (Fig. 7 Az2). No esqueleto craniofacial, a regido do aparato
bucal apresenta forte coloracdo de vermelho de alizarina mostrando intensa
mineralizacdo dos tecidos das estruturas da pré-maxila, maxila, dentario, angulo
articular, retro articular e arcos branquiais (Fig. 7 A, Ai). A coluna vertebral esta
totalmente mineralizada, sendo a calcificacdo mais intensa nas partes proximais e
distais, ou seja, iniciando nas extremidades em direcdo ao centro. No esqueleto
apendicular, a nadadeira caudal inicia a mineralizacao dos hipurais e se estende para
a parte proximal dos raios. Na Figura 7, Az observa-se os hipurais, epurais
intensamente corados e a progressao da mineralizacao dos raios da nadadeira caudal
do sentido proximal para distal, notado pela coloracédo purpura na parte 6éssea e azul
na cartilagem. Na nadadeira anal se inicia a mineralizacdo dos primeiros raios
proximais (Fig. 7 As) e na nadadeira dorsal os pterigiofaros cartilaginosos estéo
totalmente formados (Fig. 7 A2, As e Aa4).
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Figura 7. Desenvolvimento esquelético craniofacial, axial e apendicular de lambari-rosa A. lacustris; A-
Peixe com 14 dpe, 13,46 mm CT; Ab =arcos branquiais; Cv = coluna vertebral; Cv = coluna vertebral;
D = dentério; Ep = epurais; Hi= hiomandibular; Hip = hipurais; M = maxila; Na = nadadeira anal; Nc =
nadadeira caudal; Nd = nadadeira dorsal; Np = nadadeira peitoral; Npe = nadadeira pélvica; Op
=opérculo Pm = pré-maxila; Pt = pterigi6éfaros; Ra = retroarticular; Rd = raios distais; Rn = raios da
nadadeira; Rp = raios proximais; So = subopérculo. Notar as estruturas do molde cartilaginoso corados
em azul pelo azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em purpura pelo vermelho de

alizarina.
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Lambari-rosa aos 18 dpe, medindo 14,25 mm CT, 11,00 mm CP e 3,65 mm Alt,
apresenta em fase de pés flexdo (Fig. 8 A2). O esqueleto craniofacial demostra
estruturas em processo avangado de mineralizacdo na regiao bucal se estendendo na
parte inferior e frontal. Na Figura. 8 A1, destacam-se 0s 0ss0s antroocipital, pré-maxila,
maxila, dentario, retro articular, pré-opérculo, subopérculo, opérculo, antro-orbital,
arcos branquiais e pterético. O esqueleto axial apresenta intensa coloracdo por
vermelho de alizarina ao longo de toda a coluna vertebral, sendo visivel o processo
de mineralizacdo dos espinhos neurais e hemais no sentido proximal-distal (Fig. 8 A).
A nadadeira pélvica apresenta mudanca de coloracdo de azul com pontos vermelhos
indicando o inicio de mineralizacdo. A nadadeira caudal apresenta os raios totalmente
mineralizados (Fig. 8 Az). A nadadeira anal apresenta coloracdo de vermelho de
alizarina na maioria dos raios proximais e mediais, ja na parte distal ocorre a coloracao
do azul indicando que a regido ainda é cartilaginosa (Fig. 8 As). A nadadeira dorsal
apresenta raios mineralizados, mas seus pterigiéfaros ainda apresentam a coloracéo

azul de Alcian indicando que estéo cartilaginosos (Fig. 8 Aa).
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Figura 8. Desenvolvimento esquelético craniofacial, axial e apendicular de lambari-rosa A. lacustris; A-
Peixe com 18 dpe, 14,25 mm CT; Aa = angulo articular; Ab = arcos branquiais; Ah = arcos hemais; Ao
= antroocipital; Cv = coluna vertebral; D = dentario; Ep = epurais; Hip = hipurais; M = maxila; Na =
nadadeira anal; Na = nadadeira anal; Nc = nadadeira caudal; Nd = nadadeira dorsal; Op = opérculo;
Pm = pré-maxila; Po = pré-operculo; Pt = pteragi6faro; Ra = retroarticular; Rd = raios distais; Rn = raios
da nadadeira; Rp = raios proximais; So = suboperculo. Notar as estruturas do molde cartilaginoso
corados em azul pelo azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em purpura pelo

vermelho de alizarina.
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Lambari-rosa aos 18 dpe, medindo 15,80 mm CT, 12,18 mm CP e 4,30 mm Alt
em fase de pdés-flexdo (Fig. 9 A2) ja apresenta caracteristicas de juvenis, ou seja, €
possivel visualizar as caracteristicas morfolégicas e meristicas de um animal adulto,
inclusive presencga de escamas (Fig. 9 A). A maioria dos 0Ssos que constituem o
esqueleto craniofacial estd mineralizada, como a maxila, premaxila, antro-orbital,
dentario, hiomandibular, anguloarticular, retroarticular, pré-opérculo, subopérculo,
opérculo, arcos branquiais, parietal, pterético e frontal (Fig. 9 A1). O esqueleto axial
apresenta coluna vertebral mineralizada com espinhos neurais e hemais se
estendendo em direcdo dorsal e ventral, respectivamente (Fig. 9 A). O esqueleto
apendicular apresenta a nadadeira caudal com todas as estruturas ossificadas (Fig. 9
A2). A nadadeira anal apresenta todos os raios e pterigiriofaros anais mineralizados
(Fig. 9 A3). Na nadadeira dorsal é possivel visualizar todos os raios mineralizados e a
mineralizacdo dos pterigiofaros (Fig. 9 As).

A ossificacdo esquelética de lambari-rosa é completa quando atingem cerca de

20,25 mm CT com 21 dias pos ecloséao.
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Figura 9. Desenvolvimento esquelético craniofacial, axial e apendicular de lambari-rosa A. lacustris; A-
Peixe com 18 Dpe medindo 15,80mm CT; Aa = angulo articular; Ab = arco branquial; Ah = arcos hemais;
An = arcos neurais; Ao = antro orbital; Cv = coluna vertebral; D = dentério; Ep = epurais; F = frontal;
Hio = hiomandibular; Hip =hipurais; Inf = infraorbital; M = maxila; Na = nadaeira anal; Nc = nadadeira
caudal; Np = nadadeira peitoral; Npe = nadadeira pélvica; Op = opérculo; Pa = parietal; Pm =pré-maxila;
Po = pré-opérculo; Pte = pteréico; Ra = retroarticular; Rd = raios distais; Rn = raios da nadadeira; Rp =
raios proximais; So = subopérculo. Notar as estruturas do molde cartilaginoso corados em azul pelo

azul de Alcian e estruturas 6sseas mineralizadas coradas em purpura pelo vermelho de alizarina.
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DISCUSSAO

Os animais foram classificados no presente estudo de acordo com 0s estagios
de desenvolvimento proposto por Kendall et al. (1984), em que o periodo larval é
dividido em quatro fases de desenvolvimento: vitelino; pré-flexao; flexao e pés-flexao.
Esta classificacdo considera o periodo larval desde a ecloséo até a formacao final das
escamas e nadadeiras, sendo seguido pela fase de juvenil, que se estende até que
atinja a maturidade sexual.

Considerando a temperatura média da agua de 28,57 + 0,43°C, as diferentes
fases de desenvolvimento de A. lacustris foram registradas quando as larvas atingiram
0s seguintes valores de comprimento total e intervalos de tempo: fase vitelina no 1
dpe, medindo 3,02 + 0,71 mm; fase de pré-flexdo entre 3 a 10 dpe, medindo 4,63 +
2,01 mm; fase de flexdo de 9 a 14 dpe, medindo 7,69 £+ 1,11mm e fase de pos-flexdo
de 14 a 21 dpe, medindo 13,18 + 2,62mm. Stevonato et al. (2018) estudaram A.
lacustris segundo a fase de desenvolvimento durante a ontogenia em temperatura de
25°C, e observaram a fase vitelinica entre 0-26 horas pos ecloséo (hpe), pré-flexdo
27-230 hpe , flexdo 231-314 hpe e pos-flexdo aos 315 a 542 hpe, periodos de
desenvolvimentos proximos aos encontrados no presente estudo.

O desenvolvimento inicial dos peixes é caracterizado por marcantes alteracées
morfologicas e fisiologicas em diversos sistemas organicos (Zambonino Infante e
Cahu, 2001). Dentre elas, destaca-se a remodelacdo condroide e dssea que é
desencadeada durante a esqueletogénese. Assim, durante o desenvolvimento inicial
as larvas passam por transformacdes profundas até se tornarem juvenis
(Koumoundouros et al., 1997).

Diversos fatores abiéticos podem alterar a velocidade de desenvolvimento das
espécies de peixes (Waagbo, 2006), impossibilitando uma analise temporal
comparativa. Por esse motivo, o desenvolvimento osteologico do presente estudo foi
feito em relacdo ao comprimento total dos individuos, com o aparecimento inicial,
caracterizando o ponto do desenvolvimento das estruturas 0sseas.

Entre os Ostariophysi, 0 conhecimento sobre a sequéncia geral de ossificacéo
em peixes neotropicais de agua doce é bem escasso. Os poucos estudos abrangentes

disponiveis sdo com os ciprinideos Danio rerio (Cubbage e Mabee, 1996; Bird e
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Mabee, 2003) e Cyprinus carpio (Kuzir et al.,2020) characidae Salminus brasiliensis
(Mattox et al., 2014). Por outro lado, existem mais estudos com peixes marinhos de
producdo como Sparus aurata (Koumoundouros et al., 1997); Epinephelus akaara
(Park et al., 2016), Liobagrus obesus (Seo et al., 2018) e Trident goby (Hawang et al.,
2018), devido a alta incidéncia de deformidades esqueléticas em peixes de agua
salgada, na fase de larvicultura (Cahu et al., 2003)

O grau de mineralizacdo da matriz 6ssea € variavel e depende do tipo de 0sso
acelular ou celular, estilo de vida de natacéo ativa ou pouco ativa e da natureza do
ambiente aquéatico em que os peixes habitam, &gua do mar ou agua doce (Meunier e
Huysseune, 1992; Sfakianakis et al., 2011; Dean e Shahar, 2012).

As larvas de A. lacustris recém eclodidas até atingirem 2,6 mm de CT, nao
apresentam qualquer tipo de ossificacdo neste periodo. Esse achado é amplamente
relatado na literatura com outras espécies de peixes altriciais, cujas larvas nao
apresentaram nas estruturas mineralizadas ao nascer, como em Danio rerio (Cubbage
et al, 1996); Salminus brasiliensis (Mattox et al., 2014); Sparus
aurata (Koumoundouros et al., 1997); Epinephelus akaara (Park et al., 2016),
Liobagrus obesus (Seo et al., 2018), Trident goby (Hawang et al., 2018). Entretanto,
em espécies precoces, como em alguns salmonideos, a ossificagcdo das estruturas do
cranio e das nadadeiras iniciam a mineralizacdo antes da eclosao (Park et al., 2016).

A primeira estrutura esquelética a apresentar mineralizacao no A. lacustris foi
0 parassendide, osso da base do cranio, em larvas medindo 2,60 mm CT. A
mineralizacdo precoce dessa estrutura também foi observada em outras espécies
como Danio rerio aos 3,4 mm CT (Cubbage et al., 1996), Salminus brasiliensis (Mattox
et al., 2014) Epinephelus akaara (Park et al., 2016), Liobagrus obesus (Seo et al.,
2018), Trident goby (Hawang et al., 2018), sugerindo que o parassenodide é uma
estrutura importante que dara sustentacao da regido cranial a parte axial.

A partir do momento em que as larvas atingiram comprimento total de 6,63 mm,
ou seja, entre as fases de pré-flexdo e flexdo, comecaram a apresentar ossificacao
nas estruturas da boca, no dentario e na regido do opérculo e pré opérculo. Esse
padrdo de desenvolvimento osteoldgico foi visto de forma semelhante em Piaractus
mesopotamicus (Lopes et al., 2014); Trident goby (Hawang et al., 2018), Luciogobius
guttatus (Kim et al., 1992). Em Danio rerio o dentario, retro articular, inter opérculo se
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mineralizam aos 5,1 mm CT (Cubbage et al.,, 1996) e em Salminus brasiliensis o
dentario e a pré maxila se mineralizam aos 5,1 mm CT (Mattox et al., 2014).

Posteriormente, quando as larvas de A. lacustris medem por volta de 14,25 mm
notam-se a maioria dos 0ssos que constituem a mandibula visivelmente
mineralizados, como o premaxila e dentario, assim como algumas estruturas néo
mandibulares na regido craniofacial, destacando os 0ssos antroocipital, retro-articular,
pré-opérculo, suborperculo, opérculo, antro occipital, arcos branquiais e pteraético.

Em geral, observa-se que conforme as habilidades de alimentacéo e natatéria
se desenvolvem e se aperfeicoam, as principais estruturas ligadas a essas fungdes
vao mineralizando e ossificando, fornecendo maior rigidez, facilitando a apreenséo do
alimento e a rapidez do nado. Segundo Ozawa (1976) o esqueleto visceral e 0s 0ss0s
da mandibula estéo relacionados a ingestdo de alimentos e a respiracdo e tém uma
maior tendéncia a se ossificar inicialmente. Dessa forma é esperado que um
desenvolvimento minimo do aparato bucal seja necessario para a captura eficiente de
alimento pelas larvas recém-eclodidas (Faustino e Power, 2001). Durante o
desenvolvimento, o numero de dentes mandibulares e faringeos usados para ingestéo
de alimentos aumenta com a mudanca dos habitos alimentares (Kohno et al., 1983).
Outros Characiformes como Brycon e Moenkhausia também usam seus dentes orais
para ataque e captura, e seus 0ssos da mandibula ossificam no inicio da ontogenia
(Vandewalle et al., 2005; Walter, 2013)

O inicio da ossificacdo da coluna vertebral de A. lacustris foi observado aos
8,49 mm CT em dois pontos, por um lado se iniciando com 6 ou 7 centros vertebrais
na parte cervical e se estendendo para parte medial da coluna e, por outro, da parte
caudal também em direcdo a medial, sendo sua ossificacao finalizada aos 10,87 mm
CT. Os ossos dos arcos hemais e neurais iniciaram a mineralizagdo no final da
mineralizacdo das vértebras. O intervalo em que ocorreu a mineralizacdo da coluna
vertebral de larvas de lambari correspondeu a fase de flexao da notocorda. Em larvas
de pacu Piaractus mesopotamicus, a ossificacéo inicial da coluna vertebral foi vista
aos 5,74 mm de CP, e sua mineralizacdo estava completa na fase de pos-flexdo com
7.75 = 0.28 mm de CP (Lopes et al., 2014). Em Danio rerio a coluna vertebral inicia
sua mineralizacdo aos 3,0 mm CT (Cubbage et al., 1996). Em larvas de Salminus

brasiliensis foi observado o inicio da mineralizacdo da coluna vertebral aos 9,9 mm,
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0s arcos neurais 11,10 mm e os arcos hemais aos 12,00 mm CT (Mattox et al., 2014).
Em garoupa vermelha a ossificacdo das vértebras se inicia com 7 centros vertebrais,
guando as larvas medem 2,49 mm CT. Em Tridentiger obscurus a mineralizacéo da
coluna ocorreu no décimo dpe, as larvas em estagio de flexdo medindo entre 3,83-
4,43 mm com média 3,96 mm (Hwang et al., 2018). A progressao de ossificacdo se
iniciando na porcao cervical em direcdo a abdominal e da caudal para abdominal foi
vista em outras espécies como Cyprinus carpio (Kuzir et al., 2020), llisha elongata
(Han et al., 2000), baiacu ( Han et al., 2005) e pacu (Portella et al. 2014). Portanto
pode se pensar que a direcdo da ossificagdo da coluna vertebral ndo varia
significativamente entre as espécies de peixes osteichthyes. J& o tempo de
mineralizacao da coluna vertebral esta diretamente ligada ao sistema de cultivo devido
a fatores abioticos, podendo ser reduzido em sistemas de recirculagdo como visto no
salmédo Salmo salar que exposto a diferentes correntes de agua alterou a sequéncia
de ossificacao (Robinson et al., 2021).

As nadadeiras de A. lacustris demonstraram um padrdo de ossificagdo se
iniciando pela nadadeira caudal aos 10,84 mm CT, posteriormente na hadadeira anal
aos 13,46 mm, dorsal 14,25 mm , pélvica 15,80 mm e peitoral 20,25 mm. O padrao de
ossificacdo das nadadeiras de A. lacustris € bem similar ao das outras espécies de
ostariophysis estudadas, diferindo apenas a ordem de mineralizacdo da nadadeira
anal e dorsal, como visto no Piaractus mesopotamicus (Lopes et al., 2014), Leporinus
friderici (Sanches et al., 2008), Bryconamericus stramineus (Galuch et al., 2003),
Hoplias malabaricus (Bialetzki et al., 2008) e Salminus brasiliensis (Mattox et al.,
2014).

As estruturas diretamente ligadas a locomocao e alimentacéo sdo as primeiras
a se desenvolverem. Esse padrdo de desenvolvimento visto em larvas de teledsteos
retrata um mecanismo de sobrevivéncia usado para fugir de predadores e aproveitar
os alimentos disponiveis para garantir sua sobrevivéncia (Osse e van den Boogaart
2004). As estruturas envolvidas nessas fungbes principais exibem crescimento
alométrico durante o desenvolvimento larval, uma abordagem alternativa para lidar
com dificuldades no inicio da vida, como mudancgas corporais, pois 0 crescimento
diferencial das regides craniofacial e axial aumentam a probabilidade de sobrevivéncia

e 0 desempenho dos peixes (Osse e van den Boogaart 2004).
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A mineralizagdo das estruturas das nadadeiras esta diretamente ligada as
condi¢gbes ambientais, como visto por Fiaz et al., (2012) em peixes zebra Danio rerio.
Os autores verificaram que quando as larvas foram expostas a um aumento de fluxo
de natag&o ocorreu priorizacdo da ossificagdo das nadadeiras. A reducao do tempo
para ossificacdo das nadadeiras também foi vista em salmdo, Salmo salar, quando
expostos a sistemas de recirculacdo de agua (Robinson et al., 2021). Assim podemos
considerar que o tempo para mineralizacado de algumas estruturas esta diretamente
ligado ao meio abidtico.Neste estudo foi observado o desenvolvimento osteologico de
larvas de lambari-rosa A. lacustris a fim de gerar informacdes para futuras avaliacbes
de deformidades esqueléticas e para embasar pesquisas de sistemética filogenética.
O conhecimento da esqueletogénese e da sequéncia de desenvolvimento de algumas
estruturas pode contribuir para melhorar a producdo de larvas de peixes, gerando
base para identificar as deformidades esqueléticas nos estdgios iniciais de
desenvolvimento, e tomada de decisdo para minimizacado e controle dos possiveis
fatores causativos. Finalmente, esses resultados também podem contribuir para a
identificacdo das espécies e também nas caracteristicas osteoldgicas dos peixes

adultos.

CONCLUSAO

Conclui-se que as larvas de A. lacustris ao eclodir ndo apresentam estruturas
esqueléticas mineralizadas e os moldes cartilaginosos se formam no inicio de seu
desenvolvimento. As primeiras estruturas a se mineralizar sdo o parassendide e 0s
0ssos da boca e da cauda, estruturas ligadas a sustentacdo da natacéo e alimentacao.
As ultimas estruturas que se ossificam sdo as nadadeiras peitorais e o supraoccipital.
As larvas com 15,8 mm CT (proximo aos 18 dpe) ja apresentam ossificacao total das
regides apendicular e axial, mas ainda estdo em processo final de ossificacdo da

regiao cranio facial.
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