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CLAVIJO-AYALA, J. A. 2008. Ontogenia do sistema sensorial de pacu Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Characidae: Serrasalmidae). Dissertacdo (Mestrado
em Aguicultura). Centro de Aqicultura da Universidade Estadual Paulista - Caunesp.
Jaboticabal, SP, Brasil. 53 p.

RESUMO O pacu Piaractus mesopotamicus é uma das espécies de maior relevancia
na piscicultura de aguas quentes no Brasil, destacando-se pela qualidade de sua carne e
desempenho em sistemas de cultivo. Apesar do avango no estudo da biologia, anatomia
e morfologia da espécie, os aspectos relacionados com o desenvolvimento inicial do
sistema sensorial sdo praticamente desconhecidos. Este estudo teve por objetivo
descrever o desenvolvimento inicial de pacu Piaractus mesopotamicus, com énfase na
ontogenia das estruturas sensoriais. Para isto, amostras seriadas de embrides e larvas em
desenvolvimento foram coletadas desde as 9 horas pos fertilizacdo (hpf) até os 25 dias
pos eclosdo (dpe), e destinadas para analises morfoldgicas, histologicas e de
microscopia eletronica de varredura. O desenvolvimento embrionario da espécie é
rapido, e cerca das 19 hpf (a 26,5 + 0,5°C), as larvas eclodem num estado altricial (3,19
+ 0,04 mm comprimento notocordal - CN; 0,477 + 0,061 mm?®volume do saco vitelino -
VSV). Na ecloséo, o desenvolvimento do sistema sensorial é limitado: no epitélio
olfatério observam-se neurbnios sensoriais ciliados e neurdnios sensoriais com
microvilosidades; a presenca de mecanorreceptores é restrita ao neuromasto oOtico
imaturo; o desenvolvimento do ouvido interno é incipiente, observa-se a presencga de
dois otolitos em cada cépsula oOtica, mas a larva ainda ndo apresenta estabilidade na
coluna de 4gua nem coordenagdo nos seus movimentos; e 0s olhos apresentam-se com
pouco ou nenhum pigmento, lente diferenciada e separada da cdrnea, e retina ndo
estratificada. No entanto, o desenvolvimento pds-embrionario do sistema sensorial é
acelerado: a partir de 1 dpe o epitélio olfativo se encontra coberto por uma densa
camada de cilios ndo sensoriais que se distribuem tanto na vesicula olfatéria quanto na
regido epitelial préxima; aos 2,5-3 dpe, os olhos apresentam-se totalmente pigmentados;
aos 4 dpe, € possivel identificar células quimiossensoriais isoladas na regido pds-otica; o
sistema da linha lateral se apresenta claramente definido com a linha lateral principal,

linha lateral secundéria e linhas de neuromastos livres na regido cranial; e as larvas



exibem estabilidade horizontal na coluna de agua, assim como habilidades natatorias
desenvolvidas, e é possivel identificar as maculas e cristas no ouvido interno; aos 10
dpe ja se observa a retina estratificada e a presenca do nervo Optico; e observa-se a
presenca de botdes gustativos tanto na superficie interna do labio inferior quanto na
cavidade oral. O pacu “alinha” o desenvolvimento das estruturas sensoriais, craniais e
locomotoras e, no momento de esgotar suas reservas vitelinas (4-5 dpe), se converte em
um organismo com capacidade de perceber, identificar, perseguir e capturar presas, 0
que possibilita seu crescimento e, ao mesmo tempo, perceber, identificar e fugir de
potenciais predadores e/ou situacdes de desconforto, 0 que permite a sua sobrevivéncia.
No momento em que esgota suas reservas vitelinas, o pacu inicia uma nova forma de
interagdo organismo-ambiente, convertendo se num organismo exclusivamente
exotrofico. O rapido desenvolvimento das estruturas sensoriais na espécie possibilita

esse tipo de interacéo.

Palavras-chave: Pacu; Piaractus mesopotamicus, Quimiorrecepg¢do; Mecanorrecepcao;

Ouvido interno; Fotorrecepcao.



CLAVIJO-AYALA, J. A. 2008. Ontogeny of the sensorial system in pacu Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Characidae: Serrasalmidae). Dissertation (Master
Degree in Aquaculture). Aquaculture Research Center, S&o Paulo State University -

Caunesp. Jaboticabal, SP, Brazil. 53 p.

ABSTRACT Pacu, Piaractus mesopotamicus, is one of the species of major
importance for warmwater fish farming in Brazil due to its meat quality and
performance in culture systems. Despite the advances in the study of biology, anatomy
and morphology of the species, the aspects related to the early development of the
sensorial system are unknown. The aim of this study was to describe the initial
development of pacu Piaractus mesopotamicus, with emphasis on the ontogeny of the
sensorial structures. Embryos and larvae were serially sampled during development,
from the 9 hours after fertilization (haf) to the 25 days after hatching (dah), and
subjected to the morphology, histology and scanning electron microscopy analysis. The
embryonic development of the species is fast: about 19 haf (at 26,5 + 0,5°C), larvae
hatch in an altricial state (3.19 + 0.04 mm notochordal length - NL; 0.477 + 0.061 mm®
yolk-sac volume - YSV). At hatching, the sensorial system development is limited: in
the olfactory epithelium, there are ciliated sensorial neurons and microvillous sensorial
neurons; the mechanoreceptors are restricted to the immature otic neuromast; the
development of the inner ear is incipient, with two otoliths in each otic capsule, but
larvae do not show neither stability in the water column or coordination of their
movements; the eyes have no or few pigment, with lens differentiated and separated
from the cornea, and non-stratified retina. However, the post-embryonic development of
the sensorial system is accelerated: from the 1% dah the olfactory epithelium is covered
by a dense layer of non sensorial cilia, which are distributed in the olfactory vesicle and
in the epithelium region around it; at 2,5-3 dah, the eyes are totally pigmented; from the
4™ dah it is possible to identify solitary chemosensorial cells in the post-otical region;
the lateral line system is clearly defined with the main lateral line, secondary lateral line
and lines of free neuromasts in the cranial region; and the larvae exhibit horizontal
stability in the water column and swimming abilities developed, it is also possible to

verify maculas and cristas in the inner ear; at 10 dph, it is already observed the stratified



retina and the presence of the optical nerve, and taste buds are observed in the inner
surface of the inferior lip and in the oral cavity. Pacu “alines” the development of the
sensorial, cranial and locomotion structures and, at exhausting its yolk stock (4-5 dah),
becomes an organism capable of sensing, identify, chase and capture preys, which
makes it possible for it to grow. Moreover, it is able to sense, identify, and run away
from potential predators and/or uncomfortable situations, ensuring its survival. As soon
as pacu has no yolk stock, it begins a new kind of interaction organism-environment,
becoming an exclusive exotrofic organism. The rapid development of the sensorial

structures in this species enables this interaction.

Key words: Pacu, Piaractus mesopotamicus, Chemoreception; Mechanoreception;

Inner ear; Photoreception.



CLAVIJO-AYALA, J. A. 2008. Ontogenia del sistema sensorial de pacu Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Characidae: Serrasalmidae). Disertacion (Maestria
en Acuicultura). Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista - Caunesp.
Jaboticabal, SP, Brasil. 53 p.

RESUMEN  EIl pacu Piaractus mesopotamicus es una de las especies de mayor
relevancia dentro de la piscicultura de aguas calidas en Brasil, destacandose por la
cualidad de su carne y desempefio en sistemas de cultivo. A pesar del avance en el
estudio de la biologia, anatomia y morfologia de la especie, son practicamente
desconocidos los aspectos relacionados con el desarrollo inicial del sistema sensorial.
Este estudio tubo por objetivo describir el desarrollo inicial de pacu Piaractus
mesopotamicus haciendo énfasis en la ontogenia de las estructuras sensoriales. Para
esto, muestras seriadas de embriones y larvas en desarrollo fueron colectadas desde las
9 horas pos fertilizacion (hpf) hasta los 25 dias pos eclosion (dpe), y destinadas para
analisis morfoldgicos, histolégicos y de microscopia electrénica de barrido. El
desarrollo embrionario de la especie es rapido, y cerca de las 19 hpf (a 26,5 + 0,5°C) las
larvas eclosionan en un estado altricial (3,19 £ 0,04 mm longitud notocordal - LN;
0,477 + 0,061 mm?® volumen del saco vitelino - VSV). Al momento de la eclosién el
desarrollo del sistema sensorial es limitado: en el epitelio olfativo se observan neuronas
sensoriales ciliadas y neuronas sensoriales con micro vellosidades; la presencia de
mecano receptores esta restricta al neuromasto 6tico inmaduro; el desarrollo del oido
interno es incipiente, se observa la presencia de dos otolitos en cada capsula ética, pero
la larva no presenta estabilidad en la columna de agua ni coordinacion en sus
movimientos; y l0s 0jos se presentan con poco o0 ningln pigmento, lente diferenciada y
separada de la cornea, y retina no estratificada. Sin embargo, el desarrollo pos
embrionario del sistema sensorial es rapido: a partir de 1 dpe el epitelio olfativo se
encuentra cubierto por una densa capa de cilios no sensoriales que se distribuyen en la
vesicula olfativa como en la region epitelial proxima a ella; a los 2,5-3 dpe, los ojos se
observan totalmente pigmentados; a los 4 dpe, es posible identificar células quimio
sensoriales aisladas en la region pos otica; el sistema de la linea lateral se encuentra

claramente definido con la linea lateral principal, linea lateral secundaria y lineas de



neuromastos libres en la region craneal; las larvas exhiben estabilidad horizontal en la
columna de agua, asi como habilidades natatorias, y es posible identificar maculas y
cristas en el oido interno; a los 10 dpe ya se observa la retina estratificada y la presencia
del nervio Optico; y se observa la presencia de botones gustativos en la superficie
interna del labio inferior asi como en la cavidad oral. El pacu *“alinea” el desarrollo de
las estructuras sensoriales, craneales y locomotoras, y al momento de agotar sus
reservas vitelinas (4-5 dpe), se convierte en un organismo con capacidad de percibir,
identificar, perseguir e capturar presas, lo que posibilita su crecimiento y, al mismo
tiempo, percibir, identificar y huir de potenciales predadores y/o situaciones de
inconfortables, lo que permite su supervivencia. Al momento de agotar sus reservas
vitelinas, el pacu inicia una nueva forma de interaccion organismo-ambiente,
convirtiéndose en un organismo exclusivamente exotréfico. El rapido desarrollo de las

estructuras sensoriales en la especie posibilita ese tipo de interaccion.

Palabras-clave: Pacu; Piaractus mesopotamicus; Quimio recepcion; Mecano

recepcion; Oido interno; Foto recepcion



CAPITULOI

INTRODUCAO

A ontogenia inicial em peixes caracteriza-se por uma série de importantes
mudancas em estrutura e funcéo, reflexo da rapida evolucdo morfoldgica, fisiologica e
de habitos e comportamentos pelos quais passam embrides, larvas e juvenis durante o
inicio de seu desenvolvimento (Blaxter, 1986; Noakes & Godin, 1988; Balon, 1990).
Neste contexto, o estudo da organogénese inicial ajuda a compreender a biologia do
desenvolvimento das espécies e apoia os estudos de morfologia e fisiologia descritiva,
comparativa e experimental, além de auxiliar nos estudos sistematicos e taxondmicos,
ao apresentar elementos de juizo na tarefa de identificacdo de amostras obtidas em
ambientes naturais (Kendall et al., 1984; Nakatani et al., 2001).

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes é também uma ferramenta
fundamental nos sistemas de producdo, tanto de espécies de corte quanto ornamentais,
pois fornece informagdes definitivas sobre o tipo de manejo que pode ou deve ser
aplicado, ajudando a responder questfes criticas como, por exemplo: quais as variaveis
fisicas, quimicas, ou biologicas que afetam ou podem afetar os processos de
desenvolvimento embrionario e larval; qual € o momento (horas apos fertilizagéo - hpf)
mais adequado para se determinar as taxas de fertilizagdo e sobrevivéncia durante a
incubacéo e larvicultura controladas; quando e de que forma a larva esgota suas reservas
vitelinas, tornando-se um organismo exclusivamente exotréfico; quando a larva tem a
capacidade de identificar, perseguir e capturar suas presas €, a0 mesmo tempo, fugir de
seus possiveis ou potencias predadores ou situacdes de desconforto; quando a larva em
desenvolvimento atinge seu nivel maximo de diferenciacio morfofisioldgica,

transformando-se num juvenil?

As respostas a essas perguntas somente podem ser obtidas com éxito por meio do
estudo sistematico do desenvolvimento inicial dos peixes. Além disso, 0 conhecimento

da dindmica da biologia do desenvolvimento de uma espécie é fundamental para



entender as relacdes que seus embribes, larvas e juvenis tém em ambientes naturais
(Balon, 1990; Araujo-Lima & Goulding, 1997; Nakatani et al., 2001).

Balon (1959, 1984 a, b, 1990) descreve o desenvolvimento inicial em peixes num
modelo saltatorio, onde importantes alteracdes em estrutura e fungdo séo precedidas por
periodos de menor desenvolvimento (Figura 1). O autor exemplifica como varias
estruturas associadas a um sistema ou Orgdo coordenam ou alinham suas taxas de
desenvolvimento e diferenciagdo, tornando-se simultaneamente funcionais e iniciando
uma nova funcéo vital para o organismo (...this “switch” is that | call a threshold, a
rapid transition from one quality (steady state) of the organ-organ or organism-
environment interaction, to another... Balon, 1984 b).

|« organ anlagen

THRESHOLD L/ from jerky to fluent

(/ swimming beginning

omplete structures
[reemp of schooling

<
k-]
© .
Zstepi + 2
LARVA
l<anlagen
- onset of exogenous ——
O |=complete structures feeding, from hanging
o to free swimming
= EMBRYO
@ stepi + 1
-
©
- [=aniagen [ ———————
c THRESHOLD | / from bottom to hanging
@ [=complete structures on plants,from photophobia
= to phototaxis
=
o step i
o

Age

Figura 1. Esquema apresentado originalmente por E. K. Balon em 1959 para ilustrar a
ontogenia inicial de Abramis ballerus, e, com ele, a teoria da ontogenia saltatria em
peixes. O autor delimita os periodos embrionario e larval a partir do inicio da

alimentacdo exogena.



Na Figura 1 pode-se observar como Balon (1959) identifica periodos em que o
desenvolvimento de 6rgdos é gradual; e outros em que se atinge 0 maximo nivel de
diferenciacdo e desenvolvimento desses 6rgdos, modificando dramaticamente sua
estrutura e funcdo e, portanto, as relacbes do embrido ou larva com seu entorno
(mudancas na foto-resposta, na utilizacdo / selecdo de substrato e fontes nutricionais,

desenvolvimento de habilidades natatorias).

O momento da eclosdo delimita os periodos embrionario e larval (sensu Kendall
et al., 1984*), mas néo representa, do ponto de vista do avango do desenvolvimento
morfologico, um evento decisivo na ontogenia inicial em peixes. A eclosdo ndo esta
intimamente ligada a um estadio de desenvolvimento determinado, e pode ser afetada
por fatores tais como a temperatura de incubacdo, a concentracdo de oxigénio
dissolvido, a salinidade, o pH, entre outros (Czerkies et al., 2001). Apesar disto, é
fundamental compreender como a eclosdo gera, instantaneamente, novas formas de
interacdo organismo-ambiente (Balon op. cit.). Apds a eclosdo, as larvas tém de se
adaptar a uma nova vida em aguas abertas, e sua sobrevivéncia dependerda de sua
capacidade de captar informacdes relativas ao meio e de gerar as respostas apropriadas a

elas.

Muitas espécies de peixes Neotropicais de Characiformes e Siluriformes de interesse
comercial (géneros Piaractus, Colossoma, Mylossoma, Brycon, Salminus, Prochilodus,
Leporinus, Pseudoplatystoma, Pimelodus, entre outros), realizam migracOes
reprodutivas ao inicio da temporada de cheias, e liberam seus gametas em aguas abertas,
0 que indica a auséncia de cuidado parental (Aradjo-Lima & Goulding, 1997; Machado-
Allison,1987, 1990; Vazzoler, 1996; Zaniboni-Filho & Weingartner, 2007). A liberacéo
dos gametas nos corpos principais dos rios tem importantes implicagdes no
desenvolvimento embrionario e larval e na sobrevivéncia dessas espécies. Os grandes
volumes de &gua oferecem uma estabilidade térmica Unica e uma alta provisdo de
oxigénio, necessarios para um desenvolvimento embrionario normal (Clavijo-Ayala &
Arias 2003). Além disso, a liberacdo dos gametas em &guas abertas facilita a sua

distribuicéo ao longo do leito dos rios e em zonas recentemente inundadas, locais ricos

" Ver figuras 5 e 6 em Kendall et al., (1984). Outras informacdes relevantes sobre a
terminologia do desenvolvimento inicial em peixes encontram-se em Youson (1988).



em alimento e refugio, mas que também podem albergar potenciais predadores (Mago-
Leccia, 1970; Machado-Allison, 1990, Fregadolli, 2003).

Balon (1975) observa que o reduzido contetdo de vitelo em ovos de peixes com
desenvolvimento altricial traz como consequéncia embrides e larvas de pequeno
tamanho, o que facilita a difusdo de oxigénio por todo o corpo. Observa também como
larvas pelagicas com desenvolvimento indireto ndo desenvolvem oOrgéos respiratorios
especializados e como geralmente € tardia a aparicdo de eritrdcitos no plasma
sanglineo. lgualmente, ovos pequenos originam larvas com pouca reserva vitelinica,

que € esgotada pouco tempo apos a eclosao (Osse et al. 1997).

Espécies Neotropicais de desova total ttm um desenvolvimento indireto, com
larvas que ao momento da eclosdo apresentam caracteristicas altriciais, como pequeno
tamanho, natacdo vertical erratica, auséncia dos primordios das nadadeiras peitorais,
trato digestdrio rudimentar sem aberturas oral nem anal, e rapida absor¢do do vitelo
(Machado-Allison, 1990; Nakatani et al., 2001). Apesar dos multiplos padrbes de
desenvolvimento embrionario e larval dessas espécies, pode-se afirmar que larvas
altriciais Neotropicais eclodem num estado incipiente de desenvolvimento do sistema
sensorial. Ao examinar larvas recém-eclodidas de varias espécies Characiformes
(Piaractus mesopotamicus, Brycon amazonicus e Prochilodus linneatus), pode-se
observar a presenca de olhos ndo funcionais, com pouco ou nenhum pigmento; a
presenca de mecanorreceptores é limitada ao neuromasto 6tico; o desenvolvimento do
ouvido interno é incipiente, as larvas ndo exibem movimentos natatdrios coordenados
nem estabilidade horizontal na coluna de agua; e ndo é possivel identificar botdes
gustativos. Somente no epitélio olfativo pode observar-se algum grau de diferenciacédo
celular (Clavijo-Ayala & Portella em preparacédo). Diversos autores descrevem um
padrdo similar de desenvolvimento inicial do sistema sensorial em larvas pelagicas
originarias de outras latitudes (Ilwai, 1980; Blaxter, 1986; Noakes & Godin, 1988). No
entanto, a descri¢do do desenvolvimento do sistema sensorial em espécies Neotropicais
permanece ainda em um estado inicial, em muitos casos a informagéo é fragmentada e

especulativa (Nakatani et al., 2001).



DESENVOLVIMENTO, ESTRUTURA E FUNCAO DO SISTEMA SENSORIAL
EM PEIXES

Origem embrionaria dos placodes sensoriais

O sistema nervoso central dos vertebrados se desenvolve a partir do esbogo
primario, o tubo neural. A cordamesoderme diferencia-se e induz a formacéo do tubo
neural, o qual posteriormente diferencia-se (cefalizacdo) em uma porcdo anterior
(prosencéfalo, mesencéfalo e robencéfalo) e uma posterior (medula espinal). A
cefalizacdo avanca por meio do desenvolvimento das cristas neurais e placodes. Os
placodes derivam da ectoderme adjacente ao tubo neural, e ddao origem a distintos

elementos do sistema sensorial (Balinsky, 1975).

Em peixes, muitos dos 6rgdos derivados da epiderme aparecem em forma de
placas do epitélio germinativo. Os placodes originam-se como engrossamentos pareados
do epitélio ectodérmico colunar cefalico, que posteriormente se aprofundam para
originar distintos tipos de estruturas, especialmente componentes do sistema nervoso
periférico e sensorial cranial. Desta forma, os placodes sensoriais da linha lateral
originam derivados mecano e eletrorreceptores, o placode otico origina o aparelho
vestibular e o ouvido interno, o placode 6ptico origina o cristalino, e o placode olfativo

origina os epitélios nasais e olfativos (Duque-Osorio, 2003) (Figura 2.).



Figura 2. Relagéo entre os placodes sensitivos e 0 cérebro no embrido de vertebrados.
1. Telencéfalo; 2. Diencéfalo; 3. Mesencéfalo; 4. Metencéfalo; 5. Mielencéfalo;
6. Placode olfatério; 7. Calice optico; 8. Placode O6ptico. 9. Placode auditivo;

10. Génglio do nervus octavus. (Modificada de Kunz, 2004)

Organismos aquaticos e meio aquatico

Os organismos aquaticos possuem sistemas sensoriais especializados que lhes
permitem perceber informagdes do meio onde se encontram. A difusdo de informagoes
quimicas, mecanicas, elétricas e visuais na agua € essencialmente distinta da que
acontece no ar. A agua apresenta diferentes graus de refracéo e reflex&o da luz solar, de
acordo com a sua densidade, temperatura, salinidade etc. Da mesma forma, a disperséo
de ondas sonoras e mecénicas varia de acordo com a densidade e concentracdo de

particulas dissolvidas ou em suspensao na agua (Pitcher 1993).



Os peixes possuem mecanismos sensoriais que lhes permitem distinguir sons do
ruido gerado por aguas turbulentas ou por outras fontes, tanto proximas quanto
distantes, ja que tém capacidade de detectar estimulos infra-sénicos (menos de 1 Hz).
(Hawkins, 1993). Além disso, em algumas espécies, a comunicacdo sonora &
importante, e em outras, tanto a vesicula natatoria quando os ossiculos de Weber sdo
utilizados como amplificadores acusticos (Liem et al., 2001). Hawkins (1993) apresenta
uma excelente reviséo sobre o papel do som no comportamento em peixes, e detalhes
sobre a estrutura e desenvolvimento do ouvido interno em peixes podem ser
encontrados nos trabalhos de Haddon & Lewis (1996), Whitfield et al. (2002) e
Nicolson (2005).

O comportamento dos organismos aquaticos é fortemente influenciado pela sua
capacidade quimiorreceptora, ja que no meio aquatico encontram-se diluidas uma
infinidade de moléculas. O universo quimico em &guas abertas é infinito, e 0s peixes
tém varios receptores especializados para explorar tal universo. Podem detectar
aminoécidos em concentracdes muito pequenas (< 0,1 nmol I"") (Hara & Zielinsky,
1989), e essa capacidade modula comportamentos associados com alimentagéo,
migracdes reprodutivas, reconhecimento de casais, deteccdo da aproximacgéo de presas
ou predadores, entre outros. De acordo com Kotrschal (2000), os peixes possuem trés
sistemas quimiorreceptores: olfativo; gustativo (com dois subsistemas distintos: botdes
gustativos, e células quimiossensoriais isoladas); e 0 chamado sistema quimico comum.
A estrutura e o desenvolvimento dos sistemas associados a quimiorrecepgao em peixes
sdo apresentados em Hara & Zielinsky (1989), Hara (1993), Kotrschal (1996), Hansen
et al., (2002), Northcutt (2005) e Hansen & Zielinski 2005).

Nos peixes, 0 sistema olfativo participa em multiplas tarefas como na detecgédo de
alimento, identificagdo de co-especificos e / ou predadores, migracdes reprodutivas e na
selecdo de habitat (Elston et al., 1981; Blaxter, 1986; Hara, 1993); sendo, portanto,
sensivel a uma diversidade de moléculas tais como aminoacidos, acidos e sais biliares,
peptideos, &cidos nucléicos e compostos esterdides (Kotrschal, 2000; Hansen et al.,
2003; Hansen & Zielinski 2005).

Os receptores celulares do epitelio olfativo de teledsteos podem ser classificados em

trés tipos: neurdnios sensoriais ciliados, neurénios sensoriais com microvilosidades e



neurdnios sensoriais cripticos (Belanger et al., 2003; Hansen et al., 2003; Hansen et al.,
2004; Hansen & Zielinski, 2005). Adicionalmente, outros tipos celulares podem ser
identificados no epitélio olfativo, como as células de sustentagdo, células basais, “rodlet
cells” (possivelmente organismos parasitas, sensu Hansen & Zielinski, 2005), e células
ciliadas nédo-sensoriais (Hara, 1971; Noakes & Godin, 1988; Hara & Zielinski 1989;
Matsuoka, 2001; Hansen & Zielinski, 2005).

Por sua parte, a visdo tem um papel definitivo no comportamento de muitas
espécies de peixes, pois lhes permite receber informacfes sobre objetos préximos da
superficie e/ou dentro da agua (Guthrie & Muntz,1993). Assim, os individuos podem
tomar decisbes a respeito da deteccdo e discriminacdo de presas, presenca ou
aproximacgdo de possiveis e/ou potenciais predadores, identificacdo de co-especificos,
identificacdo de lugares de desova ou ninhos, territorialismo (Easter & Nicola ,1996).
Kunz (2007) faz uma revisdo sobre o desenvolvimento ocular em teledsteos. Outras
informacdes sobre a estrutura e funcdo do receptor ocular encontram-se em Guthrie &
Muntz (1993), Easter & Nicola (1996), e Soules & Link (2005).

Talvez o sistema sensorial presente em organismos aquaticos que mais se afasta
do observado em organismos terrestres é o chamado sistema da linha lateral (LL). Em
peixes, assim como em formas iniciais de anfibios (Duellman & Trueb, 1994),
encontram-se uma serie de estruturas especializadas na deteccdo de movimentos e
variacfes de pressdo da agua circundante (Bleckmann, 1993). Tais estruturas sdo
conhecidas como neuromastos, e podem se distribuir tanto na LL (aproximadamente na
metade dorso-ventral do individuo, em cada um dos flancos) quanto em canais e linhas
sensoriais assessorias na cabega (Liem et al., 2001; Webb & Shirey, 2003; Ghysen &
Dambly-Chaudiére, 2007). A mecanorrecepcdo é definitiva para a sobrevivéncia de
peixes em aguas abertas, as quais nem sempre sao claras. Bleckmann (1993) apresenta
estudo especifico sobre o sistema da LL em peixes, e varias de suas modificacOes e
especializacbes. Outros detalhes sobre o desenvolvimento da LL e da estrutura deste
sistema encontram-se em Webb & Shirey (2003).

Outros tipos de receptores sensoriais presentes em peixes, mas que nao serdo
contemplados neste estudo, relacionam-se com sua capacidade de visdo ultravioleta

(Losey et al., 1999), com a fotorrecepcao extra-ocular (Mano et al., 1999; Takashima &



Hibiya, 1995), com a termorrecep¢do (Murray, 1971), com a nocicep¢do (Sneddon,
2003; Rose, 2007), com a eletrorrecepcdo (Bullock & Heiligenberg, 1986), e com a

recepcao de ondas magnéticas (Hanson & Westerberg, 1987).

O pequeno tamanho das estruturas associadas ao sistema sensorial ultrapassa o
poder de resolugdo do olho humano. Assim, para a observacdo em detalhe dessas
estruturas, é preciso a utilizagdo de técnicas de estéreo-microscopia (EM), microscopia
de luz (ML), e microscopia eletrdnica, tanto de varredura (MEV) quanto de transmissdo
(MET). Entende-se por resolucéo ou poder de resolucédo de um instrumento de Optica a
menor distancia nitidamente distinguivel entre dois pontos do material em exame. A
resolucéo do olho humano é da ordem de 0,1 mm, a de um microscopio de luz, cerca de
200 nm (0,2 pum), a de um microscopio eletrdnico de varredura, cerca de 10-50 A (1-5
nm), e a de um microscopio eletrnico de transmissdo, cerca de 1-2 A (0,1-0,2 nm)
(Kitajima & Leite, 1999) .

A EM permite observar e documentar detalhes do avango do desenvolvimento,
além de facilitar as tarefas de manipulacdo do material (e.g. remocéo de embriGes do
cérion, analises de material anestesiado ou fixado etc.) e permite a tomada de micro-

fotografias, mas o poder de aumento da EM é baixo (entre 40x e 60x).

Da mesma forma, as técnicas histoldgicas permitem obter seccdes seriadas do
material de estudo, as quais podem ser coradas, e posteriormente examinadas com 0 uso
da ML. Assim, é possivel detalhar a anatomia, topografia e estrutura interna do material.
As imagens obtidas auxiliam o estudo das relagdes entre tecidos e 6rgdos, mas o poder

de aumento na ML é limitado (cerca de 1.000X).

Por sua parte, a MEV proporciona uma excelente imagem superficial,
caracterizada pela qualidade tridimensional, profundidade de campo, e imagens tipo
“tela de televisdo”. A topografia superficial do espécime € revelada com grande detalhe.
Em muitos casos, a MEV é a ferramenta de primeira op¢do no estudo e descri¢do de

estruturas delicadas da superficie de embrides e larvas em desenvolvimento (e.g.

“ 1 mm = 1.000 pum (micrémetro); 1 pm = 1.000 nm (nanémetro); 1 nm = 10 A
(Angstrom)
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receptores do epitélio olfativo, botbes gustativos, neuromastos) (Boehlert, 1984). Na
MEV, as imagens sdo formadas pelos elétrons secundarios desprendidos da superficie
da amostra, previamente coberta por uma camada muito fina (100-200 A) de ouro, ouro-
paladio, ou paladio-platino, e bombardeada pelo feixe de elétrons emitidos pelo canhao

do microscopio.

Apesar da importancia que tem o estudo do desenvolvimento do SS, tanto na
compreensdo da biologia do desenvolvimento das espécies, quanto no estabelecimento
de sistemas de producdo, sdo poucos os trabalhos que abordam esta matéria em espécies
Neotropicais. Bernal-Sanchez (2006) descreveu a influéncia do desenvolvimento da
visdo e do tamanho do alimento na larvicultura do dourado Salminus brasiliensis
(Teleostei: Characidae). Cestarolli  (2005) apresentou alguns aspectos do
desenvolvimento dos receptores quimicos, mecanicos e elétricos em Pseudoplatystoma
coruscans (Teleostei: Siluriformes). Tesser & Portella (2006) estudaram o efeito da
estimulacdo quimica e visual sobre a taxa de ingestdo de racdo em larvas de pacu
Piaractus mesopotamicus (Teleostei: Characidae). Vicensotto (2003) estudou o efeito
da estimulacdo quimica no apetite e crescimento em Pseudoplatystoma coruscans
(Teleostei: Siluriformes). No entanto, varios destes estudos tém um enfoque causa-
efeito, e ndo do tipo descritivo, necessario para a compreensdao da ontogenia das

estruturas associadas ao SS.

Talvez o grupo de peixes Neotropicais que tem despertado maior interesse neste
campo é o formado por espécies do género Astyanax (A. fasciatus, A. mexicanus, A.
jordani, A. hubbsi ) (Teleostei: Characidae), pois apresentam populagdes que habitam
tanto cavernas quanto habitat superficiais, exibindo diversos mecanismos na modulacéo
da expressdo do SS (Franz-Odendaal & Hall, 2006; Jeffery, 2001).
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DO PACU Piaractus mesopotamicus -

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Teleostei: Characidae), €
uma das espécies de maior relevancia dentro do panorama piscicola de aguas quentes no
Brasil, ndo so6 pela qualidade e excelente sabor de sua carne, mas também pelo seu bom
crescimento e desempenho em sistemas de cultivo, seu habito alimentar onivoro, rapido
crescimento, e facil adaptacdo a alimentacdo artificial. A espécie ocorre em aguas da
Bacia do rio da Prata, e seu periodo reprodutivo abrange a temporada de cheias, quando
realiza migragdes reprodutivas, liberando seus gametas em &guas abertas (Romagosa et
al., 1988). Araujo-Lima & Goulding (1997) e Leite & Araujo-Lima (2000) reportam
como as larvas de espécies proximas, da subfamilia Myleinae, viajam a deriva nos
canais principais de rios, e posteriormente invadem as planicies de inundacdo, onde

iniciam seu desenvolvimento e alimentagéo.

Apesar do avanco no estudo e compreensao da biologia e desenvolvimento inicial
da espécie (Pinto & Castagnolli, 1984; Yamanaka, 1988; Ribeiro et al., 1995; Nakatani
et al., 2001; Jomori et al. 2003; Tesser & Portella, 2003; Jomori et al. 2005; Tesser et
al. 2005; Clavijo-Ayala et al., 2006; Tesser et al. 2006; Jomori et al. 2008), s&o
praticamente desconhecidos os aspectos relacionados com o desenvolvimento inicial

das estruturas sensoriais.

OBJETIVO

De acordo com as anteriores consideracOes, o presente estudo tem por objetivo
descrever o desenvolvimento inicial do sistema sensorial de pacu Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Characidae: Serrasalmidae), apresentando detalhes
dos aspectos estruturais e ultra-estruturais dos quimiorreceptores (epitélio olfativo,
botBes gustativos e células quimiossensoriais isoladas), dos mecanorreceptores
(neuromastos livres e associados a linha lateral), do ouvido interno e dos elementos

associados ao receptor visual.

" Esta espécie era classificada anteriormente como Colossoma mitrei (Berg 1895)
(Machado-Allison, 1982)
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CAPITULO I

ONTOGENIA DO SISTEMA SENSORIAL DE PACU Piaractus mesopotamicus
(HOLMBERG, 1887) (CHARACIDAE: SERRASALMIDAE)

RESUMO O pacu Piaractus mesopotamicus é uma das espécies de maior relevancia
na piscicultura de aguas quentes no Brasil, destacando-se pela qualidade de sua carne e
desempenho em sistemas de cultivo. Apesar do avango no estudo da biologia, anatomia
e morfologia da espécie, 0s aspectos relacionados com o desenvolvimento inicial do
sistema sensorial sdo praticamente desconhecidos. Este estudo teve por objetivo
descrever o desenvolvimento inicial de pacu Piaractus mesopotamicus, com énfase na
ontogenia das estruturas sensoriais. Para isto, amostras seriadas de embrides e larvas em
desenvolvimento foram coletadas desde as 9 horas poés fertilizagdo (hpf) até os 25 dias
pos eclosdo (dpe), e destinadas para analises morfoldgicas, histologicas e de
microscopia eletronica de varredura. O desenvolvimento embrionério da espécie é
rapido, e cerca das 19 hpf (a 26,5 + 0,5°C), as larvas eclodem num estado altricial (3,19
+ 0,04 mm comprimento notocordal - CN; 0,477 + 0,061 mm?®volume do saco vitelino -
VSV). Na ecloséo, o desenvolvimento do sistema sensorial é limitado: no epitélio
olfatério observam-se neurbnios sensoriais ciliados e neurdnios sensoriais com
microvilosidades; a presenca de mecanorreceptores € restrita a0 neuromasto Otico
imaturo; o desenvolvimento do ouvido interno é incipiente, observa-se a presenga de
dois otolitos em cada cépsula 6tica, mas a larva ainda ndo apresenta estabilidade na
coluna de 4gua nem coordenagdo nos seus movimentos; e 0s olhos apresentam-se com
pouco ou nenhum pigmento, lente diferenciada e separada da cdrnea, e retina néo
estratificada. No entanto, o desenvolvimento pds-embrionario do sistema sensorial é
acelerado: a partir de 1 dpe o epitélio olfativo se encontra coberto por uma densa
camada de cilios ndo sensoriais que se distribuem tanto na vesicula olfatéria quanto na
regido epitelial proxima; aos 2,5-3 dpe, os olhos apresentam-se totalmente pigmentados;
aos 4 dpe, € possivel identificar células quimiossensoriais isoladas na regido pés-otica; o
sistema da linha lateral se apresenta claramente definido com a linha lateral principal,
linha lateral secundéria e linhas de neuromastos livres na regido cranial; e as larvas

exibem estabilidade horizontal na coluna de agua, assim como habilidades natatorias
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desenvolvidas, e é possivel identificar as maculas e cristas no ouvido interno; aos 10
dpe j& se observa a retina estratificada e a presenca do nervo Optico; e observa-se a
presenca de botdes gustativos tanto na superficie interna do labio inferior quanto na
cavidade oral. O pacu “alinha” o desenvolvimento das estruturas sensoriais, craniais e
locomotoras e, no momento de esgotar suas reservas vitelinas (4-5 dpe), se converte em
um organismo com capacidade de perceber, identificar, perseguir e capturar presas, 0
que possibilita seu crescimento e, ao mesmo tempo, perceber, identificar e fugir de
potenciais predadores e/ou situa¢Bes de desconforto, o que permite a sua sobrevivéncia.
No momento em que esgota suas reservas vitelinas, o pacu inicia uma nova forma de
interacdo organismo-ambiente, convertendo se num organismo exclusivamente
exotrofico. O rapido desenvolvimento das estruturas sensoriais na espécie possibilita

esse tipo de interagéo.

Palavras-chave: Pacu; Piaractus mesopotamicus, Quimiorrecepc¢ao; Mecanorrecepcao;

Ouvido interno; Fotorrecepcao.
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ONTOGENY OF THE SENSORIAL SYSTEM IN PACU Piaractus mesopotamicus
(HOLMBERG, 1887) (CHARACIDAE: SERRASALMIDAE)

ABSTRACT Pacu, Piaractus mesopotamicus, is one of the species of major
importance for warmwater fish farming in Brazil due to its meat quality and
performance in culture systems. Despite the advances in the study of biology, anatomy
and morphology of the species, the aspects related to the early development of the
sensorial system are unknown. The aim of this study was to describe the initial
development of pacu Piaractus mesopotamicus, with emphasis on the ontogeny of the
sensorial structures. Embryos and larvae were serially sampled during development,
from the 9 hours after fertilization (haf) to the 25 days after hatching (dah), and
subjected to the morphology, histology and scanning electron microscopy analysis. The
embryonic development of the species is fast: about 19 haf (at 26,5 + 0,5°C), larvae
hatch in an altricial state (3.19 + 0.04 mm notochordal length - NL; 0.477 + 0.061 mm®
yolk-sac volume - YSV). At hatching, the sensorial system development is limited: in
the olfactory epithelium, there are ciliated sensorial neurons and microvillous sensorial
neurons; the mechanoreceptors are restricted to the immature otic neuromast; the
development of the inner ear is incipient, with two otoliths in each otic capsule, but
larvae do not show neither stability in the water column or coordination of their
movements; the eyes have no or few pigment, with lens differentiated and separated
from the cornea, and non-stratified retina. However, the post-embryonic development of
the sensorial system is accelerated: from the 1% dah the olfactory epithelium is covered
by a dense layer of non sensorial cilia, which are distributed in the olfactory vesicle and
in the epithelium region around it; at 2,5-3 dah, the eyes are totally pigmented; from the
4™ dah it is possible to identify solitary chemosensorial cells in the post-otical region;
the lateral line system is clearly defined with the main lateral line, secondary lateral line
and lines of free neuromasts in the cranial region; and the larvae exhibit horizontal
stability in the water column and swimming abilities developed, it is also possible to
verify maculas and cristas in the inner ear; at 10 dph, it is already observed the stratified
retina and the presence of the optical nerve, and taste buds are observed in the inner
surface of the inferior lip and in the oral cavity. Pacu “alines” the development of the
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sensorial, cranial and locomotion structures and, at exhausting its yolk stock (4-5 dah),
becomes an organism capable of sensing, identify, chase and capture preys, which
makes it possible for it to grow. Moreover, it is able to sense, identify, and run away
from potential predators and/or uncomfortable situations, ensuring its survival. As soon
as pacu has no yolk stock, it begins a new kind of interaction organism-environment,
becoming an exclusive exotrofic organism. The rapid development of the sensorial

structures in this species enables this interaction.

Key words: Pacu, Piaractus mesopotamicus, Chemoreception; Mechanoreception;

Inner ear; Photoreception.
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ONTOGENIA DEL SISTEMA SENSORIAL DE PACU Piaractus mesopotamicus
(HOLMBERG, 1887) (CHARACIDAE: SERRASALMIDAE)

RESUMEN  El pacu Piaractus mesopotamicus es una de las especies de mayor
relevancia dentro de la piscicultura de aguas calidas en Brasil, destacandose por la
cualidad de su carne y desempefio en sistemas de cultivo. A pesar del avance en el
estudio de la biologia, anatomia y morfologia de la especie, son practicamente
desconocidos los aspectos relacionados con el desarrollo inicial del sistema sensorial.
Este estudio tubo por objetivo describir el desarrollo inicial de pacu Piaractus
mesopotamicus haciendo énfasis en la ontogenia de las estructuras sensoriales. Para
esto, muestras seriadas de embriones y larvas en desarrollo fueron colectadas desde las
9 horas pos fertilizacion (hpf) hasta los 25 dias pos eclosién (dpe), y destinadas para
analisis morfologicos, histologicos y de microscopia electrénica de barrido. El
desarrollo embrionario de la especie es rapido, y cerca de las 19 hpf (a 26,5 + 0,5°C) las
larvas eclosionan en un estado altricial (3,19 £ 0,04 mm longitud notocordal - LN;
0,477 + 0,061 mm?® volumen del saco vitelino - VSV). Al momento de la eclosion el
desarrollo del sistema sensorial es limitado: en el epitelio olfativo se observan neuronas
sensoriales ciliadas y neuronas sensoriales con micro vellosidades; la presencia de
mecano receptores esta restricta al neuromasto 6tico inmaduro; el desarrollo del oido
interno es incipiente, se observa la presencia de dos otolitos en cada capsula 6tica, pero
la larva no presenta estabilidad en la columna de agua ni coordinacion en sus
movimientos; y l0s 0jos se presentan con poco 0 ningudn pigmento, lente diferenciada y
separada de la cornea, y retina no estratificada. Sin embargo, el desarrollo pos
embrionario del sistema sensorial es rapido: a partir de 1 dpe el epitelio olfativo se
encuentra cubierto por una densa capa de cilios no sensoriales que se distribuyen en la
vesicula olfativa como en la region epitelial proxima a ella; a los 2,5-3 dpe, los ojos se
observan totalmente pigmentados; a los 4 dpe, es posible identificar células quimio
sensoriales aisladas en la regién pos oOtica; el sistema de la linea lateral se encuentra
claramente definido con la linea lateral principal, linea lateral secundaria y lineas de
neuromastos libres en la region craneal; las larvas exhiben estabilidad horizontal en la

columna de agua, asi como habilidades natatorias, y es posible identificar maculas y
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cristas en el oido interno; a los 10 dpe ya se observa la retina estratificada y la presencia
del nervio Optico; y se observa la presencia de botones gustativos en la superficie
interna del labio inferior asi como en la cavidad oral. El pacu “alinea” el desarrollo de
las estructuras sensoriales, craneales y locomotoras, y al momento de agotar sus
reservas vitelinas (4-5 dpe), se convierte en un organismo con capacidad de percibir,
identificar, perseguir e capturar presas, lo que posibilita su crecimiento y, al mismo
tiempo, percibir, identificar y huir de potenciales predadores y/o situaciones de
inconfortables, 1o que permite su supervivencia. Al momento de agotar sus reservas
vitelinas, el pacu inicia una nueva forma de interaccion organismo-ambiente,
convirtiéndose en un organismo exclusivamente exotrofico. El rapido desarrollo de las

estructuras sensoriales en la especie posibilita ese tipo de interaccion.

Palabras-clave: Pacu; Piaractus mesopotamicus; Quimio recepcion; Mecano

recepcion; Oido interno; Foto recepcion
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Introducéo

O rapido desenvolvimento do sistema nervoso e das estruturas associadas ao
sistema sensorial é fundamental para a sobrevivéncia de larvas de peixes (Blaxter, 1986;
Noakes & Godin, 1988). O sistema nervoso controla a atividade de todos 0s outros
sistemas organicos. O sistema sensorial participa na recepcdo e traducdo dos estimulos
ambientais ao sistema nervoso central. As informacdes sensoriais sdo percebidas pelo
sistema nervoso periférico e conduzidas pelos nervos aferentes ao sistema nervoso
central, onde sdo geradas respostas adequadas aos estimulos, modulando o
comportamento (Pitcher, 1993). Como a transmisséo de ondas mecénicas e sonoras e de
estimulos visuais e quimicos na agua é essencialmente distinta da que acontece no
ambiente terrestre, a evolucdo do sistema sensorial levou ao desenvolvimento e
especializacdo da estruturas sensiveis a tais informacdes em peixes e outros organismos

aquaticos (Liem et al., 2001).

O pacu, Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Characidae: Serrasalmidae),
é uma das espécies de maior relevancia dentro do panorama piscicola de aguas quentes
no Brasil, ndo so pela qualidade e excelente sabor de sua carne, mas também pelo seu
bom crescimento e desempenho em sistemas de cultivo, seu habito alimentar onivoro,
rapido crescimento, e facil adaptacdo a alimentacdo artificial. Assim como outras
espécies Characiformes de grande porte, faz migragdes reprodutivas no inicio da
temporada de cheias e libera seus gametas em aguas abertas (Romagosa et al., 1988), o
que facilita a dispersdo de suas formas inicias em areas recentemente inundadas. Esses
locais sdo ricos em alimento, com grandes quantidades de fito e zooplancton, e grande
quantidade de material vegetal submerso e em suspensdo, 0s quais proporcionam areas
de descanso, mas que também podem albergar possiveis ou potenciais predadores
(Mago-Leccia, 1970; Machado-Allison, 1990).

De acordo com os critérios estabelecidos por Balon (1984), o pacu apresenta
desenvolvimento indireto. No momento da eclosdo as larvas exibem caracteristicas
altriciais e um sistema sensorial pouco desenvolvido. O rapido desenvolvimento de

habilidades sensoriais que permitam receber informacGes a respeito da alimentacgéo,
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refugio, formacdo de cardumes e retorno aos canais principais dos rios é fundamental

para a sobrevivéncia das larvas e, como consequéncia, para a continuidade da espécie.

Apesar dos avancos no estudo e compreensédo do desenvolvimento inicial do pacu
(Pinto & Castagnolli, 1984; Yamanaka, 1988; Ribeiro et al., 1995; Nakatani et al.,
2001; Clavijo-Ayala et al., 2006), sdo praticamente desconhecidos 0s aspectos

relacionados ao desenvolvimento inicial das estruturas sensoriais da espécie.

Assim, o presente estudo tem por objetivo descrever o desenvolvimento inicial do
sistema sensorial de pacu Piaractus mesopotamicus (Holmberg, 1887) (Characidae:
Serrasalmidae), apresentando detalhes dos aspectos morfologicos, estruturais e ultra-
estruturais dos quimiorreceptores (epitélio olfativo, botdes gustativos e células
quimiossensoriais isoladas), mecanorreceptores (neuromastos livres e associados a linha

lateral), ouvido interno e elementos associados ao receptor visual.

As informacGes derivadas deste estudo poderdo contribuir para o avanco do
conhecimento da biologia do desenvolvimento do pacu e apresentardo novos caracteres
uteis na identificagdo de exemplares obtidos em ambientes naturais. Além disso, essa
investigacdo podera fornecer explicagdes sobre alguns dos comportamentos observados
em embrides e larvas, e auxiliar nas tarefas de incubacéo e larvicultura, por meio de
apresentacao de claras informacg6es sobre as capacidades sensoriais da espécie durante

seus estadios iniciais de desenvolvimento.

Material e métodos

Material de estudo

O material de estudo foram embrides e larvas de pacu obtidos mediante inducéo
hormonal a reproducdo de exemplares adultos mantidos em viveiros escavados no Centro
de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista (Jaboticabal, SP). Os embriGes e larvas
em desenvolvimento foram incubados e mantidos em condi¢des controladas de

laboratério, alimentados com nauplios de Artemia. Em todos os casos, 0s animais foram
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anestesiados (0,025 g.L™ de benzocaina) previamente a sua observacdo, manipulagdo ou
fixacéo.

A coleta foi realizada na temporada de chuvas, nos meses de novembro a fevereiro,
dos anos 2005-2006, 2006-2007, e 2007-2008. Para as analises morfoldgicas, meristicas,
e morfometricas, o numero amostral foi maior ou igual a 50 (n>50), ¢ para as analises
histoldgicas e de microscopia eletrénica de varredura (MEV) o nimero amostral foi

maior ou igual a 20 (n>20).

Terminologia

Neste estudo, o termo “embrido” refere-se aos estagios de desenvolvimento dentro
do corion, apds a diferenciacdo do eixo cranio-caudal do embrido, apds o fechamento do
blastoporo, até o instante anterior a eclosdo. O termo “larva” refere-se aos estagios de

desenvolvimento apos a eclosao ateé a transformacdo em juvenil (Kendall et al., 1984).

O tempo de desenvolvimento é descrito em horas poés fertilizacdo (hpf), e dias pos
eclosdo (dpe), para embrides e larvas, respectivamente. Assim, o material de estudo

compreendeu formas embrionarias e larvais da espécie, desde 9 hpf até 25 dpe.

A terminologia utilizada na descricdo das estruturas sensoriais Ssegue,
principalmente, as propostas por Hara (1993) e Hansen & Zielinski (2005) para o
receptor olfativo; por Hawkins (1993), Haddon & Lewis (1996) e Whitfield et al., (2002)
para o ouvido interno; por Kunz (2007), Easter & Nicola (1996) e Soules & Link (2005)
para o receptor ocular; por Hansen et al.,, (2002) e Northcutt (2005) para botbes

gustativos; e por Bleckmann (1993) e Webb & Shirey (2003) para os mecanoreceptores.

Estereomicroscopia

Utilizou-se um estereomicroscépio Olympus® SZ2-ILST do Laboratério de
Nutricdo de Organismos Aquaticos (Caunesp) e estereomicroscopio Leica® MZ60 do

Setor de Carcinicultura (Caunesp) para a remocao do corion e para as medicdes de
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comprimento notocordal e comprimento e altura do saco vitelino, além de observagdes

sob pequeno aumento.

Microscopia de luz

Para analise histoldgica, amostras selecionadas foram fixadas em solugdes de
formaldeido a 4 e 10% em tampéo fosfato (6,5 g fosfato de sddio bibasico anidro + 4 g
fosfato de sédio monobésico anidro, por litro de solucéo), e em solucdo de Karnovsky
modificada (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de sddio
0,05 M, pH 7,2, CaCl2 0,001 M). O material assim fixado foi mantido sob refrigeracéo
até seu processamento histoldgico. Para isso, foi desidratado em série alcodlica, incluido
em parafina e/ou historesina (Leica®), e posteriormente seccionado entre 3 e 7 pm.
Finalmente, as secc¢Bes histologicas foram coradas com hematoxilina-eosina (H-E) ou
azul de toluidina (AT) a 1% (50 mL de agua Milli-Q + 0,5 g de borato de sodio + 0,5 g
azul de toluidina) e montadas com balsamo de Canada.

Outras amostras foram desidratadas em série de acetona sendo incluidas em resina
EMBED 812 (Electron Microscopy Sciences®). A polimerizagdo da resina foi
completada em forno a 60 °C por 48 h. O material incluido foi seccionado com navalhas
de vidro entre 150 e 450 nm, em equipamento Ultracut UCT (Leica®). As seccBes
histoldgicas foram posteriormente coradas com AT a 1% e montadas com Entellan
(Merck®).

Os preparados histoldgicos foram selecionados, observados e fotografados em
microscopio 6ptico Olympus® BX51 e Olympus® CKX41 do Setor de Carcinicultura
(Caunesp). As imagens foram capturadas com camera digital Evolution MPColor (Media
Cybernetics®), no programa QCapture Pro 5.1.1.14 (Media Cybernetics®), e
posteriormente foram analisadas e editadas utilizando o software Adobe Photoshop CS
(Adobe Systems®).
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Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para as analises de MEV, embrides removidos do corion e larvas foram fixadas em
solucdo de Karnovsky modificada. O material fixado foi mantido sob refrigeracdo até seu
processamento. Para isso, as amostras foram desidratadas em série de acetona (30%,
50%, 70%, 90%, e trés séries em acetona 100%; 20 minutos cada). A continuacgéo, 0s
espécimes foram processados em secador de ponto critico EMS 850 (Electron
Microscopy Sciences®), montados sobre suportes de bronze com fita adesiva de carbono
e recobertos com uma fina camada de ouro (cerca de 35 nm), em equipamento

metalizador Denton VVacuum Desk I1I.

O material foi examinado em microscopio eletrénico de varredura DSM 940 A
(Zeiss®), no Laboratério de Microscopia Eletrdnica do Nucleo de Apoio & Pesquisa em
Microscopia Eletrdnica Aplicada a Agricultura (NAP/MEPA) (Escola Superior de
Agricultura "Luiz de Queiroz", USP, Piracicaba, SP); e em microscopio eletronico de
varredura JSM-5410 (Jeol®), no Laboratério de Microscopia Eletronica da Faculdade de

Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP.

As elétron-micrografias obtidas foram digitalizadas, e posteriormente analisadas e
editadas utilizando o software Adobe Photoshop CS e Adobe Photoshop Elements 6.0
(Adobe Systems®).

Resultados

As observagOes do desenvolvimento inicial do pacu sdo apresentadas em duas
etapas. Na primeira, as observacdes correspondem a fase embrionéria, que compreende
desde o inicio da organogénese embrionaria até a eclosdo. No segundo, ou periodo
larval, as observacdes correspondem aos estadios larval inicial, nomeado de estadio

larval vitelino; e ao estadio de larvas em pré-flexao.
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Periodo Embrionario

A Figura 1 ilustra o padrdo tipico de desenvolvimento embrionario do pacu, a
partir do momento do fechamento do blastoporo; a Tabela 1 resume as observacoes feitas

durante este periodo.

No pacu, assim como em espécies proximas da subfamilia Myleinae (Teleostei:
Characidae), o coérion € transparente, sem filamentos ou camadas gelatinosas na
superficie, o que facilita a observacdo da evolucdo dos eventos ontogénicos e o

acompanhamento cronoldgico do aparecimento dos placodes sensoriais.

As 7 hpf, observa-se uma gastrula avancada, quando o anel germinativo se estende
sobre a maior parte da superficie do vitelo. A organogénese inicia logo apds o
fechamento do blastéporo, com a diferenciacdo do eixo créanio-caudal do embrido, e
continua com a diferenciacdo dos placodes sensoriais, liberagdo da cauda do vitelo, e
inicio dos batimentos cardiacos. As 18 hpf se observa o principio da circulacio periférica
de sangue ndo pigmentado, e fortes contracdes caudais, assim como o deterioramento

avancado do corion.

As 19 hpf se observa o inicio da eclosdo larval. Neste momento as larvas
apresentam caracteristicas altriciais, e pequeno tamanho (CN 3,19 + 0,04 mm; VSV
0,477 + 0,061 mm°®). O corpo Se apresenta transparente, sem pigmentac&o ou, quando
presente, é restrita a por¢do anterior das capsulas opticas e a porcdo posterior media do
saco vitelino. O trato digestorio é rudimentar, sem aberturas oral nem anal. Observa-se

uma nadadeira primigénia diferenciada que circunda a cauda em toda sua extensao.

As larvas apresentam natacdo vertical erratica, ainda ndo desenvolveram
nadadeiras pares nem a vesicula gasosa, e ndo se observam reacfes a estimulos visuais

(fototaxia / fotofobia).

Periodo larval

A Tabela 2 resume as observacdes feitas durante este periodo.



Tabela 1. Morfologia geral e desenvolvimento do sistema sensorial em embrides de pacu Piaractus mesopotamicus ’

Periodo Fase Estadios Hpf Descricao
Embrionario Embrido Organogénese 9 Diferenciacdo do eixo crénio-caudal do embri&o.
10 Diferenciacéo das vesiculas opticas.
11 Diferenciacdo da notocorda e inicio da
segmentacdo mesodérmica.
14 Diferenciacdo das vesiculas oOticas e da vesicula

de Kupffer.

15 Inicio da contragdo dos somitos mesodérmicos e
da liberacdo da cauda do vitelo.

16 Inicio da diferenciacdo do cristalino nas vesiculas
oOpticas.

17 Diferenciacdo das vesiculas olfatorias e cavidades
encefalicas; inicio da diferenciacdo dos otdlitos
nas vesiculas oticas; formacdo do esbogo do

coracgao.
18 Inicio da circulacdo periférica; fortes contracGes
caudais e deterioramento avangado do corion.
Ecloséo 19 Corpo sem pigmentagdo ou restrita a porcao

anterior dos olhos e posterior-média do saco
vitelino, trato digestdrio rudimentar sem aberturas
oral nem anal, nadadeira primordial diferenciada.

" A tabela apresenta as observacdes feitas a partir do inicio da organogénese. O periodo embrionario compreende desde 0 momento da
ativacdo dos gametas, até 0 momento no qual 90% de uma amostra de embrides em incubacéo eclodiu (Johnston et al. 1995).
Condicdes de incubacdo: 26,5 + 0,5°C, pH 6,5 £ 0,3, oxigénio dissolvido > 6 ppm, aménia < 0,1 ppm .



Tabela 2. Morfologia geral e desenvolvimento do sistema sensorial de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus )

Periodo Estadios Dpe

Descricao

Larval Larvasaco O
vitelina

0,5
1

1,5
2

2,5
3
3,5
4

Larva em 5
Pré-flexdao 10
15
25

Larvas altriciais, com narinas diferenciadas, vesiculas dpticas com cristalino diferenciado e éticas com
dois otdlitos, circulagdo periférica de sangue ndo-pigmentado, pigmentagdo melandfora (em alguns
dos exemplares) na porcédo anterior da capsula dptica e posterior média do saco vitelino.

Pigmentacdo da porcéo posterior do saco vitelino se estendendo pela regido ventral da cauda.

Presenca de pigmentacdo vermelha no sangue, diferenciacdo da regido anal, esbogos dos arcos
branquiais.

Diferenciacéo da regido pré-maxilar, concentragdo de material ao nivel do tubo intestinal.

Arcos branquiais diferenciados, inicio da formacao da cartilagem opercular, inicio da movimentagéo
da boca, vesicula Optica em avancado estado de pigmentagéo, anus aberto.

Abertura da boca, diferenciacdo dos rastros branquiais, forte pigmentacdo dos olhos, saco vitelino
bastante reduzido.

Formacdo dos primordios das nadadeiras peitorais, inicio da insuflacdo da vesicula gasosa, inicio da
abertura da luz intestinal, esboco da cartilagem opercular cobrindo os arcos branquiais.

Nadadeiras peitorais diferenciadas, inicia a diferenciacdo da nadadeira anal, vesicula gasosa insuflada.
Concentracdo de pigmentacdo melano6fora na porcdo superior da vesicula gasosa e em toda a regido
ventral da larva. Ventilagdo opercular ativa e habilidades natatorias desenvolvidas (velocidade e
estabilidade).

Absorgéo do vitelo pela totalidade das larvas analisadas. Sensibilidade a sons e vibragdes.

Distribuicdo de pigmentos melandforos na cabeca. Inicio da selecdo alimentar.

Distribuicdo de pigmentos melandforos nos flancos. Inicio da formagéo de cardumes

Répida captura de alimento.

) Condigdes de incubagdo: 27 £ 0,5 °C, pH 7 £ 0,5, oxigénio dissolvido > 6 ppm, aménia < 0,1 ppm .
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Desenvolvimento das estruturas sensoriais

Receptor olfativo (Figura 2)

O inicio do desenvolvimento do receptor olfativo comega com a diferenciacéo da
vesicula olfativa (VOIf) no embrido as 17 hpf. Ao examinar larvas recém-eclodidas por
meio de MEV ¢é possivel identificar, no epitélio das narinas, células receptoras ciliadas e

células receptoras com microvilosidades (Figuras 2-A, 2-B, 2-C).

No primeiro dia ap6s a eclosdo, observa-se um desenvolvimento expressivo de
cilios ndo sensoriais, chegando a cobrir o epitélio olfativo (Figura 2-D). Da mesma
forma, a partir dos 3 dpe, cilios ndo sensoriais aparecem e se distribuem densamente na
regido epitelial préxima da VOIf, regido pré-ocular e labio superior. Posteriormente, se

observa uma diminuicdo progressiva destes (Figuras 2-E, 2-F).

A partir dos 3-4 dpe se observa um aprofundamento progressivo do epitélio
olfativo, formando uma depressdo na narina (Figuras 2-E). Aos 25 dpe se observa um
claro estreitamento das bordas lateral e medial, iniciando a diferenciagdo das futuras

camaras anterior e posterior da narina (Figuras 2-G, 2-H).

Botdes Gustativos (BGs) (Figura 3)

Na superficie interna do labio inferior, e na regido proxima ao local onde emergem
0s dentes, se observam BGs a partir dos 10 dpe (Figuras 3-A, 3-B, 3-C). Neste momento
é possivel identificar, por meio de MEV, tanto células receptoras com multiplas
microvilosidades curtas, quando células receptoras com uma unica microvilosidade

alongada (Figura 3-D).

Em seccdes histologicas sagitais da cavidade oral, € possivel observar BGs aos 10
dpe. (Figura 3-E) e BGs em pequenas papilas (Figura 3-F). Aos 25 dpe se observa uma

alta densidade de BGs no epitélio labial externo (Figura 3-G).
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Células quimiossensoriais isoladas (CQIs) (Figura 4)

A partir dos 4 dpe se observa a presenca de CQIs como terminacgdes neuronais livres

(&pices) entre células epidérmicas na regido pos-6tica (Figuras 4-A a 4-D).

Mecanorreceptores (Figuras 5 e 6)

O desenvolvimento dos neuromastos livres (NL) comeca com a formacdo do
neuromasto Gtico (NOtic), ao final da organogénese embriondria. No momento da
eclosdo, o NOtic apresenta-se imaturo (sem cupula) (Figuras 5-A, 5-B, 5-C), a qual se

observa a partir de 2 dpe (Figura 5-D).

No momento da ecloséo, por meio de MEV, é possivel identificar a ultra-estrutura
do NOtic, com grupos de estereocilios ao redor de um unico quinocilio (Figura 5-B). O
desenvolvimento dos NL da cabecga, assim como dos associados com a LL principal
(LL1) e LL secundaria (LL2), avanca rapidamente ap0s a eclosdo. Os primeiros
neuromastos da LL1 e LL2 se observam a partir de 1 dpe. As cupulas destes neuromastos
se observam a partir de 2 dpe (Figuras 5-E, 5-F, 5-G). Na regido cranial é possivel
diferenciar varios NL a partir de 2 dpe (Figuras 6-A a 6-E), e séries de NL a partir de 4
dpe definindo um padréo de linhas (supra-orbitaria, infra-orbitaria, hyo-mandibular, pré-
opercular) (Figuras 6-F, 6-G, 6-H).

Ouvido interno (Figura 7)

O ouvido interno se desenvolve a partir da metade da organogénese embrionaria,
com a diferenciacdo das vesiculas dticas (VOtic) as 14 hpf. As 17 hpf se observam dois
otolitos em cada VOitic.

Secgdes histologicas sagitais e transversais de larvas com 1 dpe permitem observar
celulas ciliadas e células de sustentacdo diferenciadas na porgdo ventral da VOtic
(Figuras 7-A, 7-B, 7-C, 7-E, 7-F). Secc¢0es histoldgicas sagitais de larvas com 4 dpe
permitem a identificacdo das cristas anterior, lateral e posterior (Figura 7-D). Outra
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estrutura associada ao ouvido interno € a vesicula gasosa, que pode ser observada a partir

de 3 dpe, e a partir de 4 dpe se mostra totalmente insuflada.

Receptor visual (Figura 8)

No embrido, a partir das 10 hpe e possivel reconhecer a vesicula Optica na regido
cranial, e a partir das 16 hpf diferencia-se o cristalino. No momento da ecloséo néo se
observam reacdes a estimulos luminosos (fotofobia / fototaxia) e nenhuma, ou muito
pouca pigmentacdo (melandforos) no olho, a qual se restringe na sua porgao anterior. Na
medida em que avanca o desenvolvimento, aumenta a pigmentacdo ocular até os 2,5-3

dpe, quando se observam olhos totalmente pigmentados (Figuras 8-A, 8-B, 8-C).

No momento da eclosdo, em cortes dorso-ventrais do olho, pode-se observar uma
retina compacta, sem estratificacdo. A cornea ja se encontra separada da lente, e ainda

ndo se observa o nervo optico (Figura 8-D).

Cortes seriados de larvas de 0 a 25 dpf inclusas em resina EMBED 812 e coradas
com AT possibilitaram a identificagdo do nervo dptico somente nos animais a partir dos
10 dpf. Nessa fase, se observa, em cortes dorso-ventrais do olho, uma cérnea multi-
estratificada, onde se diferencia o epitélio pigmentado, camada nuclear externa, camada
plexiforme externa, camada nuclear interna, camada plexiforme interna e a camada
ganglionar; e o nervo optico (Figuras 8-E, 8-F, 8-G). Aos 25 dpe é possivel identificar o
epitélio cuboidal na superficie lateral da lente, a qual apresenta sua estrutura tipica de

camadas concéntricas (Figura 8-H).



Figura 1. Estadios no desenvolvimento embrionario de pacu Pigractus mesoporamicus.
A. Gastrula avancada (8 hpf) Vitelo (sefa). B. Fechamento do blastoporo (8,5 hpf).
C. Organogénese inicial (OT). Diferenciacdo do eixo cranio-caudal do embrido (sefas)
(9 hpf). D. OL Diferenciacdo das vesiculas opticas (sefa) (10hpf). E. Organogénese
media (OM). Diferenciacio da notocorda e primeiros somitos (sefa) (11 hpf). F. OM.
Diferenciacdo de wvesiculas oticas (sefa) e vesicula de Kupffer (cabeca de sefa)(14
hpf). G. Organogeénese avancada. Liberacio da cauda do vitelo (17 hpf). H. Larva
recem eclodida (19 hpf). Barras de escala= 1 mm em A-G, 500 pm em H.



Figura 2. Desenvolvimento do epitélio olfativo. A. Vesicula olfatoria (0 dpe). B. Ce-
lulas receptoras ciliadas (sefas brancas) (0 dpe). C. Células receptoras com microvi-
losidades (setas brancas) (0 dpe). D. Células néo sensoriais (sefa) (1 dpe). E. Quino-
cilios ndo sensoriais (sefa) (3 dpe). F. Quinocilios ndo sensoriais (sefa) (10 dpe).
G. Narina (25 dpe). H. Estreitamento das bordas lateral e medial da narina (sefas pre-
fas) (25 dpe). Bamrasdeescala=10 pmem A, Il pmem B, S ymem C, 10 pmem D,
I0umemE, 50 pmem F, 100 pm em G, 50pum em H.



Figura 3. Desenvolvimento inicial dos Botdes Gustativos (BGs). A. Epitelio interno do
labio inferior. BGs (sefas) (10 dpe). B. BG (10 dpe). C. BG na base do dente (sefa)
(10 dpe). D. BG. Celulas receptoras com microvilosidades (sefas). Celulas receptoras
com uma unica microvilosidade alongada (cabeca de seia). (10 dpe). E. Seccdo sagi-
tal da cavidade oral. BG (sefa) AT 40x (10 dpe). F. BGs (sefas) encontrados em pe-
quenas papilas do labio superior (10 dpe). G. Alta densidade de BGs no epitélio ex-
terno do labio inferior. BGs (sefas) (25 dpe). Barras de escala = 10um em A. 5 pm
emB. SpymemC, 1 pmemD, 50 ymemE, 100 ymemF. 5 pm em G.



Figura 4. Células Quimiossensoriais Isoladas (CQIs) na regido pos-oOtica. A. CQIs
(setas) (4 dpe). B. CQIs (sefa) (4 dpe). C. CQIs (seta) (10 dpe). D. CQIs (sefas) (25
dpe). Bamrasdeescala=35umemA. 1l ymem B, CeD.



Figura 5. Desenvolvimento inicial de Mecanorreceptores. A. Neuromasto oOtico
(NOtic) imaturo (0 dpe). B. NOtic. Estereocilios na base dos quinocilios (sefas bran-
cas). Quinocilios (setas pretfas) (0 dpe). C. NOtic imaturo (1 dpe). D. NOtic. Cupula
(seta) (2 dpe). E. Neuromastos da linha lateral principal (LL1) (sefas) e linha lateral
secundaria (LL2) (quadro) (2 dpe). F. 1° Neuromasto da LL1. Cupula (sefa) (2 dpe).
G. 1° Neuromasto da LL2. Cupula (sefa) (2 dpe). Barras de escala =5 pmem A, 1
pmemB, Spmem C, 10 pmem D, 100 pmem E, 10 pmem F, 10 pm em G.



Figura 6. Desenvolvimento de Neuromastos livres (NL) craniais. A. NL supra-
orbitario (2 dpe). B. NL infra-orbitario (2 dpe). C. Vista ventral NL hyo-
mandibulares (2 dpe). D. NL hyo-mandibular (2 dpe). E. Seccdo transversal NL su-
pra-orbitario (quadro) AT 40x (10 dpe). F. Serie de NL supra-orbitarios (4 dpe). G.
Serie de NL hyo-mandibulares (4 dpe). H. Serie de NL infra-orbitarios (4 dpe ) Bar-
ras deescala=5 pmem A, 5 pmem B, 10 pm em C, 5 pm em D, 50 pm em E, 100
pmemPF, 100 pymem G. 100 pm em H.

Vi
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Figura 7. Desenvolvimento inicial do Ouvido interno. A. Seccdo transversal da Vesicu-
la otica (VOtic). Otélito (seta preta). Célula sensorial (*). Células de sustentacdo
(sefa branca) AT 100x (1dpe). B. Seccdo sagital da VOtic. Otolitos (sefas prefas). Ce-
lulas sensoriais (*). Células de sustentagio (sefa branca) AT 100x (1 dpe). C. Secgdo
horizontal VOtic (sefas) H-E 10x (1 dpe). D. Seccéo sagital da VOtic . Crista anterior
(ca). Crista lateral (cl). Crista posterior (cp) AT 20x (4 dpe). E. Seccio horizontal
VOtic AT 10x (25 dpe). F. Secg¢ao horizontal VOtic. C€lulas sensoriais (sefas pretas).
Células de sustentacdo (seta branca) AT 40x (25 dpe). Barras de escala = 100 pum em
C.200 pmemE, 50 pmem F.
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1. Ll BT CY Y

Figura 8. Desenvolvimento inicial do receptor visual. A, B e C. Pigmentacio do olho
ao 1°, 29 e 3° dpe. respectivamente (barras de escala = 200 pm). D. Secc¢do transversal
do olho Comea (sefa). Lente (I). Retina (r) AT 100x (Ohpe ). E. Seccdo transversal do
olho AT 20x (10 dpe. ). F. Seccdo transversal do olho. Nervo dptico (sefa) AT 40x
(10 dpe). G. Seccdo transversal do olho. ep: epitélio pigmentado. cne: camada nucle-
ar externa. cpe: camada plexiforme externa. cni: camada nuclear interna. cpi: camada
plexiforme interna. c¢g: camada ganglionar. AT 100x (10 dpe)
H. Seccao transversal do olho. Epitélio cuboidal (quadro) AT 20x (25 dpe).
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Discussao

O pacu realiza migragdes reprodutivas no inicio da temporada de cheias (Romagosa
et al., 1988), libera ovocitos de pequeno tamanho em aguas abertas que, ao serem
fertilizados, exibem um rapido desenvolvimento embrionario (Ribeiro et al. 1995), e
que originam larvas altriciais que se convertem aos 4 ou 5 dias apos a eclosdo em
organismos exclusivamente exotroficos (Clavijo-Ayala et al., 2006). Ao esgotar
rapidamente suas reservas vitelinas e se desenvolver em ambientes com potencial risco
de predacéo, as larvas de pacu devem ter como prioridade o rapido desenvolvimento de

estruturas alimentares, sensitivas e locomotoras que possibilitem sua sobrevivéncia.

A réapida diferenciacdo dos neurdnios quimiorreceptores especializados no epitélio
olfativo de pacu pode indicar a relevancia deste mecanismo sensorial no
desenvolvimento inicial e a precoce sensibilidade quimica da espécie. A diferenciacédo
das vesiculas olfatorias se inicia as 17 hpf, e no momento da ecloséo (19 hpf), o epitélio
olfatério se encontra exposto, e é possivel identificar células receptoras ciliadas e

células receptoras com microvilosidades.

Tanaka et al., 1991 observaram como larvas recentemente eclodidas de Pagrus
major apresentam células sensoriais ciliadas no epitélio olfatério e descrevem
sensibilidade quimica com tendéncia a permanecer perto da fonte de estimulo. A rapida
diferenciacdo das células sensoriais & também assinalada como evidéncia da
funcionalidade do epitélio olfativo por Appelbaum & Riehl, 1997; Hara & Zielinski,
1989; Kawamura & Washiyama, 1989; Arvedlund et al., 2000; e Matsuoka, 2001.

Um dia ap6s a eclosdo se observa a répida proliferacdo de células ciliadas néo-
sensoriais no epitélio olfativo de pacu. De acordo com Hansen & Zielinski (2005), tais
celulas estdo envolvidas na movimentacdo de muco e / ou &gua no epitélio olfativo.
Igualmente, a partir dos 3 dpe, se observa o aparecimento e distribuicdo de cilios néo-
sensoriais na regido adjacente as narinas (regido pre-ocular e labio superior). Na medida
em que avancou o desenvolvimento e a larvas ganharam maior mobilidade, os cilios

ndo-sensoriais foram desaparecendo. Esse padrdo de aparecimento, distribuicdo e
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posterior retracdo de cilios ndo-sensoriais perto da cavidade olfativa em pacu coincide
com o observado para Micropteus salmoides por Kawamura & Washiyama (1989). De
acordo com lIwai (1980), Appelbaum & Riehl (1997), Kawamura & Washiyama (1989)
e Matsuoka (2001) os cilios ndo-sensoriais sdo quinocilios que atuam criando correntes
de agua no epitélio olfativo, aumentando suas possibilidades receptoras durante os
estadios nos quais as larvas tém baixa movimentacdo. Uma vez que as larvas de pacu
desenvolveram habilidades natatorias, 0s quinocilios ndo-sensoriais foram

desaparecendo gradativamente.

Ao contrario do reportado para outras espécies (Elston et al., 1981; Appelbaum &
Riehl, 1997; Matsuoka, 2001; Kawamura et al., 2003; Belanger et al., 2003) durante
este estudo ndo se observou a formacgédo das cavidades anterior e posterior nas narinas,
mas ao final das observagdes (aos 25 dpe) evidenciou-se um ligeiro estreitamento das
bordas medial e lateral da cavidade olfatoria. A diferenciacdo das cavidades anterior e
posterior nas narinas tem lugar em posteriores estadios de desenvolvimento, ja que as

duas cavidades sdo encontradas em exemplares juvenis e adultos da espécie.

A presenca desse istmo ou “ponte” entre as bordas medial e lateral das cavidades
nasais, formando as cavidades anteriores e posteriores das narinas (salmo type of nostril
formation, sensu Hansen & Zielinski, 2005), é um caréater filogenético antigo em
teledsteos (Hansen & Zielinski, 2005) e ja& foi descrito para outras especies
Neotropicais: Pseudoplatystoma coruscans (Teleostei: Siluriformes) (Cestarolli, 2005) e

Brycom amazonicus (Teleostei: Characiformes) (Neumann, 2008).

Por sua vez, Mana & Kawamura (2002) reportaram que exemplares de Pagrus
major e Acanthopagrus schlegeli capturados em ambientes naturais podem apresentar
ou ndo essas cavidades anteriores e posteriores das narinas, observando-se, em algumas
ocasides, uma unica abertura nasal. Porém, os autores observaram, no mesmo estudo, a
frequente incidéncia de uma unica abertura nasal em larvas obtidas em operacfes de
larvicultura, relacionando tal “anormalidade” com as condic¢Ges de cultivo, tais como
densidade larval, fatores nutricionais e metabdlicos das larvas, ou com a pressdo de
aeracdo nos tanques de larvicultura. Os autores argumentam que oS exemplares
capturados no ambiente natural que apresentam uma Unica abertura nasal, poderiam ser

provenientes de programas de repovoamento. No entanto, o fato de que Pagrus major e
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Acanthopagrus schlegeli (Perciformes: Percoidei: Sparidae) pertengcam a Superordem
Acanthopterygii (Nelson, 2006) poderia explicar a presenca de uma Unica abertura nas
cavidades nasais, mesmo em individuos capturados na natureza. De acordo com Hansen
& Zielinski (2005) a morfologia da cavidade nasal em Teledsteos pode ser variada, e no
caso dos Acanthopterygii podem se encontrar diversos padroes de formacdo das

cavidades nasais, entre elas a presenca de uma Unica abertura.

Assim como em Mana & Kawamura (2002), ndo pode ser descartada a possivel
influéncia das condigdes de cultivo na formacdo de narinas com uma Unica cavidade;
mas, no caso das larvas empregadas neste estudo, nenhuma evidéncia direta (causa-
efeito) permite aceitar tal hipotese. Como notado anteriormente, a hipdtese aqui aceita é
a formacdo das cavidades anterior e posterior nas narinas de pacu em estadios

ontegenéticos posteriores.

Neste estudo ndo se observaram lamelas na cavidade olfativa, e sua presenca ou
auséncia na espécie deve ser corroborada ao analisar exemplares com um
desenvolvimento ontogenético mais avangado. Neumann (2008) reportou a formacéo de
lamelas em Brycon amazonicus (Teleostei: Characidae). De acordo com Matsuoka
(2001) o desenvolvimento de lamelas no epitélio olfativo aumenta progressivamente
durante a ontogenia até atingir o numero espécie-especifico. Hansen & Zielinski (2005)
descrevem como o epitélio olfativo de peixes TeleOsteos apresenta estruturas multi-
lamelares (usualmente formando rosetas), mas descrevem que alguns Acanthopterygii

apresentam epitélio olfativo plano ou com uma, duas ou trés lamelas.

Outro elemento importante do sistema quimiorreceptor em peixes sdo 0s chamados
botbes gustativos (BGs). Diversos autores enfatizaram a dificuldade na discriminagéo
dos estimulos que podem ser percebidos pelo epitélio olfativo daqueles percebidos pelos
BGs, pois ambos 0s sistemas sdo sensiveis as sustancias quimicas dissolvidas na dgua
(Noakes & Godin, 1988; Hara & Zielinski, 1989). No entanto, a seqliéncia de aparigéo e
localizagcdo dos BGs indicam seu papel na identificacdo quimica e selecdo de alimento,
assim como sua capacidade mecanorreceptora (Appelbaum & Rielh, 1997; Kotrschal
2000).



40

Em pacu, foram identificados BGs a partir do 10 dpe, tanto no epitélio interno do
labio inferior quanto no interior da cavidade oral. Os BGs puderam ser observados perto
da regido onde emergem os dentes, na base dos mesmos ou em pequenas protuberancias
(papilas) proximas a eles. Aos 25 dpe observou-se uma alta densidade de BGs no
epitélio externo dos labios. Tais observacdes concordam com o reportado para outras
espécies (Hansen et al., 2002; Cestarolli, 2005; Uyan et al., 2006, Neumann, 2008). De
acordo com Hansen et al. (2002), Zuwata et al. (2002), Kasumyan & Dgving (2003),
Fishelson (2004), Reutter & Witt (2004), o epitélio sensorial dos BGs é formado tanto
pelas células com uma uUnica terminagdo apical, quanto pelas celulas com multiplas
microvilosidades apicais (células claras e escuras, respectivamente, de acordo com sua

densidade eletrénica na microscopia eletrénica de transmissao).

Segundo Kotrschal (1996), em varios Ostariophysi (e.g. Cypriniformes e
Siluriformes ) os BGs podem se encontrar em toda a superficie corporal, e agregarem-se
em areas de freqliente contato e/ou localizagdo de alimento, como labios, barbilhdes e
nadadeiras. Por sua vez, Northcutt (2005) descreve a presenca de BGs ao longo do
corpo de Ictalurus punctatus. Tais BGs extra-orais teriam a funcéo de deteccdo quimica
e mecanica. Nos exemplares de pacu analisados neste estudo ndo foram encontrados

BGs extraorais.

Por sua parte, os BGs intraorais (cavidades oral, branquial, faringea, e esofagica)
podem ter, além da sensibilidade quimica, propriedades mecanorreceptoras, tendo como
funcdo testar a palatabilidade (consisténcia, textura e sabor) dos alimentos, permitindo a

selecdo do alimento capturado antes da sua ingestdo (Uyan et al. 2006).

Neste estudo, foi observado durante a segunda e a terceira semanas de alimentagéo
exogena, que as larvas de pacu identificaram, perseguiram e capturaram alimento inerte,
mas em algumas ocasides, ap0s alguns segundos, rejeitaram o alimento. Similares
observacOes foram feitas para larvas de Pseudoplatystoma coruscans (Cestarolli, 2005).
Essas observacgdes foram claras quando oferecidas dietas formuladas, o que pode indicar
a pouca palatabilidade das mesmas, gerando falta de interesse para sua ingestdo por

parte das larvas.
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Uma vez em que as larvas de peixes esgotam as reservas vitelinas, seu crescimento
dependera de sua habilidade para capturar alimentos, vivos ou inertes. O bom
desempenho de crescimento e sobrevivéncia de larvas de pacu depende do fornecimento
de alimentos e dietas com adequado contetdo energético e balango nutricional
apropriado (Jomori, 2005), mas também com uma alta palatabilidade, conforme
verificado no presente estudo, tanto pelo comportamento alimentar das larvas como pela
presenca de estruturas receptivas do paladar. De forma contréaria, a larva perdera
interesse pelas dietas formuladas e deixard de se alimentar, podendo causar Sérios
prejuizos pelo baixo crescimento e alta mortalidade. Nesse sentido, 0 uso de
aminoacidos com alta solubilidade pode fornecer claras alternativas no desenvolvimento
de técnicas de transicdo alimentar e formulacdo de dietas inertes para larvas de peixes
(Hara & Zielinsky 1989, Kawamura et al.2003). No caso do pacu, Tesser (2005)
demonstrou a eficacia no uso de glicina, lisina e betaina como estimuladores do

comportamento alimentar de larvas da espécie.

Outra evidéncia que pode indicar a importancia da quimiorrecepcdo no
desenvolvimento inicial do pacu é a presenca de células quimiorreceptoras isoladas
(CQIs) na epiderme da regido pos-Otica a partir dos 4 dpe. As CQIs sdo observadas
como terminacGes neuronais livres (apices) entre células epidérmicas, e de acordo com
Kotrschal (1995); Kotrschal (1996), Kotrschal et al. (1997), Kotrschal et al. (1998),
Kotrschal (2000), tém um papel importante na identificagdo intra e inter-especifica
(sendo sensiveis a feroménios e componentes de acidos e sais biliares), mas também

podem ter participacdo na deteccdo de alimentos.

Baseado nas informacGes proporcionadas no presente estudo, pode-se afirmar que o
padrdo de desenvolvimento do sistema quimiorreceptor em pacu é similar ao reportado
para Danio rerio por Hansen et al. (2002), no qual os BGs aparecem depois do
desenvolvimento de outros elementos do sistema quimiorreceptor: 0s neurénios

quimiorreceptores do epitélio olfatorio e as CQIs.

Da mesma forma que o sistema quimiorreceptor, elementos mecanossensoriais sao
observados precocemente rapidamente durante o desenvolvimento embrionario e larval
de pacu. Ao analisar embrides tardios (ao final da organogénese embrionéria) e larvas

recém-eclodidas, constatou-se a presenca do neuromasto Otico ainda imaturo (sem
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cupula). No entanto, a auséncia dessa cupula permitiu a observacéo, por meio da MEV,

de quatro eixos de sensibilidade dos quinocilios (cranio-caudal e dorso-ventral).

De acordo com Tavolga (1971), Bleckmann (1993) e Ghysen & Dambly-Chaudiére
(2004), a posicdo do quinocilio em relacdo aos estereocilios agrupados na sua base,
determina o eixo de sensibilidade do neuromasto, podendo observar-se dois (créanio-
caudal) ou quatro (crénio-caudal e dorso-ventral) eixos de sensibilidade. Segundo
Kawamura et al. (2003), os neuromastos que apresentarem quatro eixos de
sensibilidade, seriam presumivelmente mais efetivos na deteccdo de objetos em

movimento.

Da mesma forma ao observado em pacu, Shardo (1996) e Otsuka (2003)
descreveram neuromastos 6ticos imaturos no momento da eclosdo em larvas de Alosa
sapidissima (Teleostei: Clupeiformes) e Paralichthys olivaceus, (Teleostei:
Pleuronectiformes), respectivamente. No entanto, ambos o0s autores reportaram

neuromastos oticos com polaridade (sensibilidade) de tipo radial.

Os neuromastos podem ser encontrados associados a linha lateral, distribuidos
livremente no epitélio ou, em alguns casos, formando linhas de neuromastos livres na
cabeca, inclusive constituindo parte de canais sensoriais craniais (Liem et al., 2001;
Webb & Shirey, 2003). Em pacu, foram observados neuromastos associados a linha
lateral principal e a linha lateral secundaria a partir do 1° dpe, tornando-se maduros
(com a presenga de cupula) a partir do 2° dpe. Da mesma forma, foi possivel identificar
neuromastos livres na cabeca a partir do 2° dpe, os quais definem um padréo de linhas a

partir dos 4 dpe (supra-orbitaria, infra-orbitaria, hyo-mandibular, e pré-opercular).

A répida apari¢do e maturacdo dos neuromastos, e a sua distribuicdo tanto na cabeca
quanto nas regides dorsal e lateral do corpo, pode indicar a importancia da
mecanorrecep¢do no desenvolvimento inicial do pacu. De acordo com Iwai (1980),
Blaxter (1986), Bleckmann (1993), Liem et al. (2001), Webb & Shirey (2003), e
Ghysen & Dambly-Chaudiére (2007), a mecanorrecepcao tem um papel fundamental na
adaptacdo das larvas a aguas abertas apds da eclosdo, e participa na deteccdo de
estimulos mecénicos, identificando a aproximacgdo de particulas méveis ao seu redor.

Isto e fundamental para larvas recém-eclodidas, as quais ainda ndo tém desenvolvido a
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fotorrecepcao e acuidade visual, ou para aquelas que se desenvolvem em ambientes com
pouca ou nenhuma luminosidade. Por outro lado, Cestarolli (2005) concluiu que a
mecanorrecep¢do ndo deve ocupar posicdo relevante para a alimentagcdo de larvas de
Pseudoplatystoma coruscans, uma vez que os canais da linha lateral cefélica e os
neuromastos superficiais somente se encontram bem desenvolvidos na época da

metamorfose, aos 16 dpe.

Appelbaum & Riehl (1997) destacam o papel da mecanorrecep¢do na detecgédo de
particulas mdveis e, portanto, na captura de alimento. Por sua vez, Moyle & Cech
(2004) destacaram o papel da mecanorrecepc¢do na orientacdo espacial dentro da agua; e
no trabalho de Pitcher et al. (1976), ficou demonstrada a importancia dos receptores da

linha lateral na orientagéo e natagdo de peixes nos cardumes.

Ao contrario do reportado para Pseudoplatystoma coruscans (Cestarolli, 2005),
durante este estudo nao se observou a formacéo de canais sensoriais na cabeca de pacu.
Futuras observacOes sdo necessarias para confirmar ou descartar a presenca destas

estruturas na espécie.

Por outro lado, o desenvolvimento do ouvido interno em pacu é rapido. As 14 hpf se
observou a diferenciagcdo das vesiculas oOticas no embrido e as 17 hpf foi possivel
identificar os otdlitos. Ao 1° dpe, observou-se a diferenciacdo celular das maéculas,
constituidas por células sensoriais e células de sustentacdo. Aos 4 dpe ja se observou a
diferenciacdo das cristas anterior, média (ou lateral) e posterior, e 0 inicio da
diferenciacdo dos canais semicirculares. Assim, 0 pacu apresenta, poucos dias apos a
eclosdo, os cinco elementos sensoriais fundamentais do ouvido interno (i.e. duas
maculas e trés cristas em cada ouvido, segundo Whitfield et al., 2002 e Nicolson, 2005).
Os otolitos associados as células sensoriais das méaculas permitem a captagdo de
vibragbes na agua, além de participar da sensibilidade gravitacional, localizagdo
espacial e equilibro da larva (Hawkins, 1993; Whitfield et al., 2002; Nicolson, 2005).
Por sua vez, as células sensoriais das cristas participam na captacdo de sons (Haddon &
Lewis, 1996; Bever & Fekete, 2002; Nicolson 2005)

A Superordem Ostariophysi (formada pelas Ordens Gonorynchiformes,

Cypriniformes, Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes) caracteriza-se pela
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distintiva modificacdo das quatro ou cinco primeiras vertebras, as quais apresentam uma
série de ossiculos (chamados ossiculos de Weber em homenagem a E. Weber que os
descreveu em 1820) que, junto com os ligamentos associados, conectam a vesicula
gasosa ao ouvido interno, transmitindo vibracdes e sons. Os ossiculos (Tripus,
Intercalarium, Scaphium e Claustrum), seus ligamentos e as vertebras associadas
conformam o Aparelho de Weber, que proporciona aos Ostariophysi uma alta
sensibilidade auditiva (Liem et al, 2002; Nelson, 2006). Da mesma forma, ao transmitir
vibragbes aos otdlitos, o aparelno de Weber pode ter um papel importante no

desenvolvimento das habilidades natatorias em Ostariophysi.

Em pacu se observou a vesicula gasosa insuflada a partir dos 3,5-4 dpe (Clavijo-
Avyala et al., 2006) e, de acordo com Yamanaka (1988) as estruturas do aparelho de
Weber ja sdo visiveis, mas ainda incompletas, em larvas de 12 mm de comprimento
padrdo. No entanto, assim como no trabalho de Clavijo-Ayala et al., (2006), neste
estudo se observaram larvas com habilidades natatorias desenvolvidas (controle
direcional, equilibrio e estabilidade) com 4 dpe (5,53 £ 0,54 mm CN, no trabalho de
Clavijo-Ayala et al., 2006; e 5,62 £ 0,08 mm CN, neste estudo). Posteriores estudos séo
necessarios para determinar o momento em que o aparelho de Weber ¢é funcional, assim

como seu papel no comportamento natatorio da espécie.

Por outro lado, e de acordo com as evidéncias morfoldgicas observadas pode se
afirmar que o desenvolvimento do receptor ocular em pacu é rapido, mas ainda ndo fica
claro qual é o momento (ou momentos) em que se inicia a funcionalidade do mesmo, ou
de alguns de seus elementos. As 10 hpf se observou a diferenciacdo das vesiculas
Opticas, e a partir das 16 hpf se constatou a diferenciacdo da lente. No momento da
eclosdo (19 hpe) ndo se verificaram respostas a estimulos luminosos
(fotofobia/fototaxia), mas foi possivel evidenciar a separacdo da cdrnea da lente e uma

retina ainda sem estratificacao.

De acordo com Blaxter (1986) e Noakes & Godin (1988), uma grande parte das
larvas de peixes eclodem com o receptor ocular ainda imaturo (ndo funcional), o qual s6
atinge sua capacidade receptora a partir do momento da pigmentacdo da vesicula dptica.
Neste estudo observou-se a pigmentacdo total dos olhos aos 2,5-3 dpe. No entanto a
presenca do nervo dptico foi constatada aos 10 dpe. Sem a presenca do nervo optico, €
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impossivel concluir sobre a funcionalidade do receptor ocular. De acordo com Junqueira
& Carneiro (2004), a retina € a estrutura receptora-integradora do olho, pois apresenta
camadas de células especializadas na fotorecep¢do, camadas de células bipolares que
unem funcionalmente as células dos cones e dos bastonetes as células ganglionares, e

camadas de células ganglionares que convergem os axonios formando o nervo éptico.

O répido desenvolvimento dos elementos quimiorreceptores e mecanorreceptores do
sistema sensorial pode indicar a sua prevaléncia frente a funcionalidade do receptor
ocular durante os primeiros dias de vida livre do pacu. No entanto, Yamanaka (1988)
descreveu que o comprimento do olho e o comprimento total da espécie se mantém
numa relagéo de 30 e 40% durante o desenvolvimento larval. De acordo com a autora,
essa alta relagdo indicaria a importancia da visao no desenvolvimento larval da espécie.
No mesmo trabalho é descrito que essa relagcdo diminui (20%) quando o pacu atinge o
periodo juvenil. Assim, é clara a necessidade de estudos eletro-fisioldgicos e
comportamentais acurados que detalhem a ontogenia funcional do receptor ocular na

espécie.

Apesar dos avangos no conhecimento do desenvolvimento inicial do sistema
sensorial de pacu derivados deste estudo, diversos aspectos anatémicos, morfoldgicos,
estruturais, ultra-estruturais e funcionais permanecem ainda sem o adequado
detalhamento. Porém, a tarefa de descrever a ontogenia do sistema sensorial de qualquer

espécie precisa de multiplos esforgos, e de equipes especialistas em distintas areas.

No entanto, podemos afirmar com veeméncia, que muitos dos aspectos
fundamentais da ontogenia inicial do sistema sensorial da espécie sdo apresentados, pela
primeira vez, neste estudo, enquanto que outros permanecem, ainda, in terra incognita.
Essa certeza estimula a continuidade dos estudos nesta area, ndo s6 com 0 pacu, mas
também em outras espécies, imersos no espirito das palavras de Lucien Cuénot, quando
afirmou que sO6 se compreende algo quando se conhece sua génese. Neste caso, a

ontogénese.
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Conclusodes

De acordo com a analise dos resultados obtidos neste estudo e da discussdo feita a
luz da informacdo disponivel relativa ao desenvolvimento do sistema sensorial em

peixes, pode se concluir que:

- O répido desenvolvimento e especializagcdo das estruturas sensoriais em pacu €

prioritario para a sobrevivéncia larval da espécie;

- No momento da eclosdo se observa um epitélio olfatério diferenciado com células
quimiorreceptoras especializadas (neurdnios sensoriais ciliados e neurdnios sensoriais
com microvilosidades). Essa rapida diferenciacdo do epitélio olfatorio pode indicar a

precoce funcionalidade do mesmo;

- No momento do inicio da alimentacdo exdgena nao se evidencia a presenca de BGs, 0s
quais sO se observam a partir dos 10 dpe, o que pode explicar a selecdo alimentar

observada em larvas dessa idade.

- A presenga precoce de CQIs é indicativo da importancia do desenvolvimento do

sistema quimiorreceptor para larvas da espécie;

- O desenvolvimento do sistema mecanorreceptor é expressivo durante os primeiros dias
apos a eclosdo, indicando a sua importancia no desenvolvimento inicial das larvas da

espécie;

- O desenvolvimento do ouvido interno é rapido. Aos poucos dias apds da eclosdo (4
dpe) se observam claramente os cinco elementos fundamentais do ouvido interno, o que
pode indicar a rapida sensibilidade de larvas de pacu a sons e o papel do ouvido interno
na localizacdo espacial, controle direcional e equilibrio, j& que nesse momento do

desenvolvimento se observam larvas com claras habilidades natatérias;
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- Diversos elementos do receptor ocular se desenvolvem rapidamente. Aos 10 dpe €
possivel identificar uma retina estratificada e a presenca do nervo dptico, mas sdo
necessarios estudos mais acurados que definam qual € 0 momento em que as larvas

demonstram funcionalidade do receptor visual,

- O padréo de desenvolvimento inicial observado em pacu se ajusta claramente ao
proposto por Balon (1959, 1984 a, b, 1990) na Teoria de Ontogenia Saltatoria. O pacu
“alinha” o desenvolvimento das estruturas sensoriais, craniais (desenvolvimento de
mandibula e maxila) e locomotoras (desenvolvimento das nadadeiras peitorais,
insuflacdo da vesicula gasosa, diferenciacdo de elementos na nadadeira caudal) e, no
momento de esgotar suas reservas vitelinas, se converte em um organiSmo com
capacidade de perceber, identificar, perseguir e capturar presas, o que possibilita seu
crescimento e, a0 mesmo tempo, perceber, identificar e fugir de potenciais predadores
e/ou situacOes de desconforto, o que permite a sua sobrevivéncia. No momento em que
esgota suas reservas vitelinas, o pacu inicia uma nova forma de interagdo organismo-
ambiente, convertendo se num organismo exclusivamente exotr6fico. O rapido

desenvolvimento das estruturas sensoriais na espécie possibilita esse tipo de interacéo.

Considerac0es finais

O estudo do desenvolvimento inicial, da ontogenia das estruturas sensoriais, e das
mudancas no comportamento larval é fundamental para o entendimento de multiplos
aspectos da ecologia larval em aguas abertas, assim como para o desenvolvimento de
técnicas adequadas a implementar durante a incubacdo e larvicultura de peixes. Na
atualidade, a execucdo destes estudos é prioritaria para o desenvolvimento de pacotes

tecnoldgicos de espécies de peixes Neotropicais.

*khkkkk
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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