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NEUMANN, Erika. Desenvolvimento inicial de jatuarana, Brycon amazonicus (Teleosteli,
Characidae). 2008. Tese (Doutorado em Agiiicultura). UNESP — Universidade Estadual
Paulista: Jaboticabal, SP.

RESUMO

Este estudo teve por objetivo descrever fases iniciais do ciclo de vida de Brycon amazonicus,
analisando momentos da fertilizacdo e do desenvolvimento inicial por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia de luz (ML) e andlise de variagdes
morfométricas corporais. A temperatura média da dgua foi de 27,98 + 0,81 °C em laboratorio,
envolvendo periodo entre a extrusdo dos gametas e 76 horas apds a fertilizacdo (PF), e de
30,30 + 1,98 °C em viveiro, onde as larvas foram estocadas de 76 h PF a 25 dias de idade. O
diametro dos ovdcitos na extrusao foi de 1,21 £ 0,06 mm, quando 87,7% deles tinham entre
1,11 e 1,30 mm. Até 180 min PF ocorreu aumento do espago perivitelino e o didmetro dos
ovos chegou a 3,81 £ 0,40 mm. A penetracdo dos espermatozodides na micrépila e formacao
de cones de protecdo ocorreram entre 10 e 30 segundos apds a ativagdo dos gametas e a
embriogénese foi concluida 13 h PF. No momento da eclosao as larvas possuiam 3,45 + 0,38
mm de comprimento padrdo, o volume do saco vitelino foi de 0,54+ 0,17 puL e sua reabsor¢ao
total ocorreu 53 horas apés a eclosdo (PE). A maior eficiéncia de consumo de vitelo ocorreu
entre 33 e 47 h PE. Com 25 h PE primérdios de dentes foram visualizados na boca conectada
ao tubo retilineo aberto com lume revestido por epitélio simples cilindrico. Com 243 h PE o
trato digestorio estava dividido em cavidade bucofaringea e esdofago revestidos por epitélio
estratificado pavimentoso, estobmago em forma de U com camada simples de células
cilindricas no lume e glandulas tubulares na regido cardica, e intestino médio com indmeros
cecos pildricos na regido proximal, dividido do intestino posterior por septo retal. O epitélio
destes dois ultimos segmentos era similar ao do estdbmago, diferenciando-se na quantidade e
distribuicdo de células claras em seu interior. Ao mesmo tempo botdes gustativos foram
visualizados na superficie dos ldbios, lingua e teto da cavidade bucofaringea. Com 339 h PE
registrou-se a formacao de escamas na regido anterior do tronco e raios estavam formados nas
nadadeiras caudal, dorsal, anal e pélvicas, quando apenas a nadadeira peitoral possuia
inser¢ao membranosa. Com 579 h PE os individuos eram juvenis, medindo 41,14 + 9,67 mm
de comprimento padrao. Estruturas envolvidas na habilidade natatdria e captura de alimento
estavam formadas, escamas recobriam completamente o tronco e dentes de vérios formatos
estavam distribuidos na pré-maxila, maxila e dentdrio. As principais alteracdes no padrao de
crescimento alométrico ocorreram no estdgio de flexdo, quando o didmetro do olho cresceu
mais que o comprimento da cabeca, que por sua vez teve maior incremento que O
comprimento padrdo, indicando desenvolvimento de estruturas cefélicas relacionadas a
captura de alimento e respiragdo. Também no estdgio de flexao e em pds-flexao, a altura do
corpo cresceu rapidamente, diretamente influenciada pelo enovelamento do intestino e
desenvolvimento de estruturas relacionadas a locomocgao. Com base nos dados apresentados, é
possivel visualizar a escassez de reservas enddgenas precedendoo total desenvolvimento do
trato digestorio e da habilidade natatéria, identificando momentos de limitacdes morfologicas
relacionados a alocacdo de recursos alimentares, habilidade natatéria e adaptacdo ao
ambiente, informagdes estas imprescindiveis para o desenvolvimento de planos de manejo,
exploracdo racional e adequacdo de técnicas de cultivo desta espécie.

Palavras-chave: Brycon amazonicus, ontogenia, morfologia, trato digestorio, alometria.



NEUMANN, Erika. Early development of jatuarana, Brycon amazonicus (Teleostei,
Characidae). 2008. Thesis (Doctor Degree in Aquaculture). UNESP - Siao Paulo State
University: Jaboticabal, SP, Brazil.

ABSTRACT

The present work aimed to describe the early phases of the life cycle of Brycon amazonicus.
Methods included the analysis of fertilization and early development by scanning electron
microscopy (SEM), light microscopy (LM) and the analysis of the variations in body
morphometry. The period from gametes extrusion and 76 hours after fertilization (AF) was
assessed in laboratory with a water temperature of 27.98 + 0.81 °C. From 76 hours AF to 25
days old the larval assessment was performed in fishery with a water temperature of 30.30 +
1.98 °C. The oocytes diameter at extrusion was 1.21 + 0.06 mm, when 87.7% of them
measured between 1.11.and 1.30 mm. Up to 180 min AF there was an enlargement of the
perivitelline space and the oocytes diameter reached 3.81 + 0.40 mm. The spermatozoa
entrance inside micropyle and the formation of protection cones occurred between 10 to 30
seconds after gametes activation and embryogenesis was achieved 13 h AF. At hatching, total
larval length was 3.45 + 0.38 mm; the yolk sac volume was 0.54 + 0.17 puL and its total
reabsorption occurred 53 hours after hatching (AH). The greater consumption efficiency of
yolk occurred between 33 to 47 h AH. At 25 h AH rudimentary teeth were observed in the
mouth. Mouth was connected to the open linear tube with lumen covered by simple
cylindrical epithelium. 243 h AH, digestory tract was divided in bucopharyngeal cavity and
esophagus covered by squamous stratified epithelium; stomach had a U shape with a single
layer of cylindrical cells at the lumen and tubular glands at cardiac region; midgut showed
countless pyloric caeca at the anterior region, separated from hindgut by rectal septum.
Midgut and hindgut had an epithelium similar to the stomach, except for the amount and
distribution of clear vesicular cells inside it. Simultaneously, gustative buttons were seen on
the lips surface, tongue and in the top region of bucopharyngeal cavity. 339 h AH scales were
observed in the anterior region of trunk and rays were present in caudal, dorsal, anal and
pelvic fins; only the pectoral fin presented a membranous insertion. 579 h AH individuals
were juveniles measuring 48.94 + 10.97 mm total length. Structures related to swimming
ability and food capture were formed, scales covered completely the trunk and teeth of several
shapes were distributed in pre-maxilla, maxilla and dentarium bones. The main changes in the
pattern of allometric growth occurred during the flexion stage, when the eye diameter grew
more than the length of the head, which in turn enlarged more than the standard length,
indicating the development of cephalic structures related to food capture and breathing. Also
in the flexion and post-flexion stages, the body height increased rapidly, directly influenced
by the gut winding and the development of structures related to locomotion. Based on the data
presented, it is possible to observe the scarcity of endogenous reserve preceding the total
development of digestory tract and swimming ability, which characterize moments of
morphological limitations related to the allocation of food resources, swimming ability and
environmental adaptation. Such informations are essential to the development of management
plans, rational exploitation and adequate techniques for the cultivation of this species.

Keywords: Brycon amazonicus, ontogeny, morphology, digestory tract, alometry.
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Capitulo 1

1. INTRODUCAO GERAL

O peixe é um dos recursos naturais mais abundantes da regido amazonica, sendo uma
das principais fontes de proteina para pessoas de menor poder aquisitivo, principalmente as
que moram onde o abastecimento de grandes centros comerciais € inexistente. O estudo deste
recurso natural € necessdrio para fornecer subsidios ao seu manejo e exploracdo racional
(SANTOS et al., 1991).

De acordo com Pereira Filho et al. (1991) e Honczaryk (1995), uma das alternativas
para evitar a sobrepesca dos bancos pesqueiros naturais € a criacdo de peixes em
confinamento, que € limitada pela falta de conhecimento sobre a biologia de espécies
amazoOnicas com potencial para cultivo.

O género Brycon possui mais de 60 espécies de peixes, dentre as quais
aproximadamente 40 ocorrem na América Central e América do Sul (HOWES, 1982),
difundidas do sul do México até a Argentina e dos rios da costa do Pacifico até a Colombia,
Equador e Peru, com o seu potencial para aqiiicultura sendo enfatizado a mais de duas
décadas (LIMA e CASTRO, 2000).

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

Virios grupos de pesquisa tém intensificado estudos visando a viabilizacdo dos peixes
do género Brycon nao sé na piscicultura, mas também no repovoamento de regides onde
estejam ameacgados de extingdo, por causa do desmatamento ciliar, da constru¢io de barragens
e poluicdo dos rios (OLIVEIRA et al., 2004).

Segundo Rapp-Py-Daniel e Ledo (1991), devido a imensiddo da regido amazonica,
inimeros rios ainda ndo foram adequadamente amostrados e parte da ictiofauna pode nao
estar descrita. Aradjo-Lima e Ruffino (2004) afirmam haver oito espécies de Brycon descritas
na bacia Amazdnica, reconhecendo que ha muitas controvérsias quanto a sua taxonomia e que

existem espécies ainda ndo identificadas.
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A espécie do género Brycon deste estudo € proveniente do rio Guaporé, sendo
conhecida pelas comunidades ribeirinhas como “jatuarana”, e classificada taxonomicamente
como Brycon amazonicus Spix & Agassiz, 1829 (LIMA, 2007")

O rio Guaporé nasce no estado de Mato Grosso, na Chapada dos Parecis. Penetra na
planicie amazonica e atinge a margem direita do rio Marmore, no estado de Rondonia. O rio
Miérmore € um dos formadores do rio Madeira, sendo este dltimo um dos mais importantes
afluentes do rio Amazonas (MINISTERIO DOS TRANSPORTES, 2004).

A “jatuarana” proveniente do rio Guaporé é um Brycon de coloragdo levemente
dourada nos flancos e escura no dorso, que € largo e abaulado. Segundo Feitosa (2004), pode
medir até 1 metro e chegar a 8 quilos, sendo encontrada principalmente em lagos formados
logo abaixo de cachoeiras e saltando espetacularmente fora da 4gua quando fisgada. Dados da
Federacdo da Agricultura e Pecudria do Estado de Mato Grosso — FAMATO (2004) indicam
que, quando cultivada, pode atingir até 2 quilos com um ano de idade.

Um dos entraves para a producdo de peixes nativos € a falta de conhecimento sobre
suas formas iniciais de desenvolvimento. Segundo Nakatani et al. (2001), larvas de peixes se
apresentam como organismos distintos dos adultos em relag¢do as necessidades ecoldgicas e na
alocacao de recursos.

O processo embriondrio inicia-se com a fecundacdo do 6vulo pelo espermatozéide via
micrdpila, e concentra-se basicamente na reorganizacdo dos elementos do ovo. Para ser
compreendido deve ser combinado com estudos da topologia dos ovos fertilizados
(DEPECHE e BILLARD, 1994).

A fase larval em peixes pode durar de alguns dias a anos. Durante esse periodo as
larvas podem duplicar seu comprimento € aumentar o peso em até 100 vezes. Ocorre
diferenciacdo progressiva de caracteres adultos, passando por um processo de transformacao
até o periodo juvenil, quando se torna igual ao adulto (KENDALL et al., 1983; NAKATANI
et al., 2001). O periodo embriondrio e o grau de diferenciacdo da larva recém eclodida
dependem, entre outros fatores, da espécie e do tamanho do ovo (BLAXTER, 1969;
WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; DEPECHE e BILLARD, 1994; BONISLAWSKA et
al., 2000).

A maioria das larvas de peixes recém eclodidas ndo possui boca, intestino, anus,

branquias, vesicula gasosa, nadadeiras pares, pigmentacdo e acuidade visual (BLAXTER,

' LIMA, F.C.T. Comunicacio pessoal, 2006. (Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo,
SP) - Autor do capitulo de livro: Characidae — Bryconinae (Characins, tetras).. In: REIS, R.E.; KULLANDER,
S.0.; FERRARIS, Jr. CJ. (eds.). Checklist of the freshwater fishes of South and Central America. Porto Alegre:
EDIPU, Brazil. 2003. p. 174-181
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1969; WOYNAROVICH e HORVATH, 1983). O tempo de desenvolvimento destes sistemas
segue padrdes ontogenéticos de cada espécie e determina 0 momento em que 0s peixes irdo
adquirir a capacidade natatéria, de fuga e de captura de seu proprio alimento (NEUMANN,
2004).

O tamanho do saco vitelino e tempo de absor¢do do vitelo também sdo espécie-
especificos. Larvas com maior quantidade de reservas enddgenas dispdem de um periodo
mais longo para se adaptar a captura de alimentos externos enquanto sido sustentadas pelas
reservas do saco vitelino (BLAXTER, 1969; WOYNAROVICH e HORVATH, 1983;
BONISLAWSKA et al., 2000; GISBERT et al., 2000).

A descricao dos eventos ontogenéticos e sua cronologia sdo indispensdveis para o
esclarecimento sobre as necessidades tréficas e de habitat dos peixes durante as fases iniciais,
sendo também indispensavel para a compreensao das causas de altas taxas de mortalidade em
alguns momentos do desenvolvimento embriondrio e larval. O acompanhamento das
transformagdes no inicio do ciclo de vida, em condi¢des controladas e utilizando técnicas de
reproducdo artificial, permite o monitoramento de cada alteracdo morfolégica ocorrida.

Entre as alteragdes morfoldgicas que mais influenciam na sobrevivéncia e crescimento
dos peixes durante o inicio do ciclo de vida, estd a formacao do sistema digestdrio, que passa
por profundas mudancas em sua estrutura e fungdo, determinando alteragdes no habito
alimentar e no processo de digestdo e assimilacdo de nutrientes. Segundo Mangetti (2006),
para o sucesso da cria¢do racional de uma espécie de peixe é essencial o conhecimento de
seus hébitos alimentares e das caracteristicas morfoldgicas do sistema digestério, em especial
durante seu desenvolvimento inicial.

Mudangas estruturais do tubo digestério, desenvolvimento muscular e de nadadeiras
(capacidade natatdria), desenvolvimento da acuidade visual (tamanho e pigmentacdo do olho),
entre outras, provocam alteracdes no padrao de crescimento alométrico entre varidveis
corporais lineares em determinados estigios de desenvolvimento inicial dos peixes
(NEUMANN, 2004).

Uma das conseqiiéncias da metamorfose em peixes € a alteracdo nas proporcdes
lineares em relagdo a drea e volume do corpo, sendo a forma de um organismo o resultado da
integracdo entre diversas respostas alométricas durante o desenvolvimento (PERES-NETO,
1995). Evidéncias quantitativas dessas transformagdes sdo observadas na variagdo progressiva
das propor¢des morfométricas corporais (FUIMAN, 1983)

De acordo com Ricker (1979), devido ao fato do padrio de crescimento em peixes

mudar rapidamente no inicio do ciclo de vida, este deve ser mensurado em curtos intervalos
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de tempo. Ehlinger (1991) afirma que o desafio funcional é, na maioria das vezes, a
discriminacdo morfométrica do crescimento, que quando combinada com a descricio de
variagdes morfoldgicas, aumenta a probabilidade de observar transformacgdes correlacionadas
que levam as diferencas entre jovens e adultos.

Estudos sobre larvas de peixes sdo necessdrios na compreensdo do papel biolégico dos
caracteres larvais para a sobrevivéncia, principalmente de mecanismos funcionais
relacionados a requerimentos vitais, como locomog¢do, alimentacdo e respiracdo (OSSE,
1990).

1.1. Desenvolvimento inicial

O ciclo de vida dos peixes € dividido em diferentes periodos. O periodo embrionério
inicia-se com a fecundacdo do ovdcito pelo espermatozdide via micrdpila, e concentra-se
basicamente na reorganizacio dos elementos do ovo (DEPECHE e BILLARD, 1994).

Os principais momentos do periodo embriondrio dividem-se em: a) ovo recém
fertilizado — periodo entre fecundacdo e diferenciagdo do pdlo animal, representado pelo
blastodisco sobre o pdlo vegetativo, no qual se localiza o vitelo; b) segmentacdo —
caracterizada por sucessivas clivagens do blastodisco, originando os blastdmeros; c)
blastulagdo — quando blastodisco apresenta-se estratificado, com pequenas cavidades entre os
blastdmeros e presenca de ldmina sincicial perivitelina; d) gastrulacdo — quando as células do
blastodisco movimentam-se e separam-se em epiblasto e hipoblasto, com o epiblasto e a
lamina sincicial perivitelina expandindo-se sobre o vitelo até o fechamento do blastéporo, que
marca a extremidade caudal do embrido (NAKATANI et al., 2001); e) organogénese — desde
o aparecimento dos primeiros somitos (que podem surgir j4 na gastrulacdo tardia) até a
eclosdo, com formacao dos esbocos dos 6rgaos das larvas (RIBEIRO et al., 1995).

O periodo larval pode durar de dias a anos. Durante esse periodo caracteristicas de
peixes adultos vao gradualmente se desenvolvendo, ocorrendo um processo de transformagao
até o periodo juvenil (NAKATANI et al., 2001). O periodo juvenil € caracterizado quando os
espécimes se parecem com pequenos adultos, com todos os raios de nadadeiras e escamas
formados, esqueleto completamente ossificado, padrdo de pigmentacdo e forma do corpo
similar ao do adulto (KENDALL et al., 1983).

Ao nascer as larvas de peixes possuem baixa capacidade natatdria, se nutrem de vitelo
e seus sistemas sensorial, circulatério, muscular e digestério estdo incompletos. Algumas
caracteristicas como padrdo de pigmentacdo, tamanho e forma do corpo, e nimero de
midmeros refletem sua heranca genética. Durante o desenvolvimento, as larvas adquirem

caracteres transitorios que sdo aparentemente adaptacdes para a fase em que se encontram
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(KENDALL et al., 1983). Um rédpido desenvolvimento de estruturas relacionadas a natacgao,
aos sistemas digestorio e respiratdrio € esperado (OSSE, 1990; VAN SNIK et al., 1997). Na
maioria das espécies as transformacdes sdo graduais e o continuo processo de adaptacdo tem
importante significado no ciclo de vida.

O estudo do desenvolvimento inicial dos peixes pode ter varias perspectivas, como
tempo de embriogénese e ontogenia, morfologia funcional de estruturas, descri¢do
taxondmica e sistematica, investigacdo da ecologia, e monitoramento de estoques. Todos estes
estudos tém em comum a subdivisdo dos estdgios iniciais do ciclo de vida e comunicacao de
informacdes baseadas em eventos momentaneos, sendo de vital importancia o uso de termos
que definam claramente cda momento (KENDALL et al., 1983).

O periodo larval foi dividido por Kendall et al. (1983) em estdgios de
desenvolvimento, denominados larval vitelino, pré-flexdo, flexao e pds-flexao, baseados em
estruturas morfoldgicas comuns a determinados momentos e com significancia morfoldgica e
funcional no ciclo de vida dos peixes.

O tempo de desenvolvimento e tamanho dos peixes em cada estdgio depende de
influéncias ambientais, como alimento e temperatura, mas € principalmente determinado
genéticamente, sendo espécie-especifico (KENDALL et al., 1983; FUIMAN et al., 1998).
Segundo Kendall et al. (1983), o desenvolvimento de estruturas envolvidas na natagcdo e
alimentacdo precisam ser estudados, assim como a convergéncia de caracteres que
aparentemente possuem funcionalidade importante na sobrevivéncia das larvas.

Em relacdo ao desenvolvimento inicial de peixes do género Brycon, os principais
estudos descrevem a morfologia de ovécitos de Brycon orbignyanus (GANECO e
NAKAGHI, 2003) e fases do desenvolvimento embriondrio e larval de Brycon cephalus
(LOPES et al., 1995; ROMAGOSA et al., 2001, VASQUES, 2003), de Brycon orbignyanus
(NAKATANI et al., 2001; GANECO, 2003, REYNALTE-TATAIJE et al., 2004, MACIEL,
2006), de Brycon insignis (ANDRADE-TALMELLI et al., 2001) e de Brycon orthotaenia
(SAMPAIO, 2006).

1.2. Trato digestorio

A observacdo da anatomia do trato digestério em peixes permite obter informacdes
fundamentais sobre seus hdbitos alimentares. Zavala-Camin (1996) sugere que um exame
atento oferece uma boa estimativa do alimento preferido e pode orientar estudos sobre sua
alimentacdo. Segundo este autor, o trato digestorio em peixes estd constituido de boca,

cavidade bucofaringea, esdfago, estbmago e intestino. A boca corresponde a abertura anterior
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da cavidade bucofaringea, incluindo os ldbios. A cavidade bucofaringea envolve o espago
interno da boca e regido internamente delimitada pelos arcos branquiais, sendo responsédvel
pela retencdo e manipulacdo do alimento, havendo relagao direta da morfologia, tamanho e
disposicdo dos rastros branquiais com o hdbito alimentar. Nas paredes da cavidade
bucofaringea encontram-se presentes grande quantidade de termina¢des nervosas da gustacao
e glandulas secretoras de muco.

Em peixes o padrao de distribuicio dos botdes gustativos varia entre as espécies,
podendo ser encontrados na cavidade bucofaringea, na superficie de nadadeiras, l4bios,
cabeca e sobre todo o corpo (MATSUOKA, 2001) e a presenca destas estruturas na cavidade
bucofaringea responde pela percepcdo da palatabilidade do alimento apreendido antes da
ingestdo, permitindo aos peixes escolher o alimento preferido entre os itens alimentares
oferecidos (MATSUOKA, 2001; KAWAMURA et al., 2003; CESTAROLLI, 2005).

Zavala-Camin (1996) e Rodrigues et al. (2006) concordam que a posi¢do, formato e
tamanho da boca dos peixes estdo intimamente relacionados ao hébito alimentar e, em
especial, a forma de apreensdo do alimento. Rodrigues et al. (2006) afirmam que a boca, a
cavidade oral e a faringe estdo associadas com a captura, orientacdo e preparacdo pré-
digestiva do alimento, sugerindo também que ldbios espessos contribuem na preensao do
alimento, assim como os dentes orais, que nas espécies onivoras servem para preparacio pré-
digestiva do material alimentar de origem vegetal, e para captura e preensdo do alimento de
origem animal, enquanto os dentes faringeanos auxiliam na preensdo e maceracdo de
organismos de corpo mole.

Quanto ao esdfago, segundo Zavala-Camim (1996), nos peixes geralmente ele é um
orgdo tubular que serve de passagem entre a cavidade bucofaringea e o estdmago, com o
ducto peneumadtico da vesicula gasosa se abrindo no esofago das espécies fisdstomas. O
estdbmago na maioria dos peixes € uma dilatagdo onde os alimentos sdo mantidos o tempo
necessdrio para realizar a digestdo 4cida, com a sua mucosa interna formando sulcos
longitudinas e sinuosos que desaparecem quando o 6rgdo estd cheio, com este segmento
podendo ser reto, ou ter forma de “U” ou “Y”, estando ausente em algumas espécies,
dependendo do hébito alimentar da espécie.

O intestino em peixes € um 6rgao geralmente tubular por onde transita o alimento e no
qual ocorre a digestdo alcalina e a absor¢do de nutrientes, podendo apresentar formas
variadas, como tubular, de vdlvula em espiral, de anéis sobrepostos e de lamina enrolada,
podendo também apresentar pregas na mucosa com func¢do de ampliar a superficie de

absor¢do. No final do intestino diferencia-se o reto, que pode estar separado por vdlvula e é
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facilmente reconhecido por ter camada muscular espessa proxima ao anus. Alguns peixes
portadores de estdmago bem desenvolvido podem possuir cecos piléricos em seu intestino,
que sdo formacdes tubulares com fundo cego e abertura geralmente situada na regido pildrica
do intestino, com estrutura histolégica semelhante ao 6rgao de origem e provavel funcio de
aumentar o pH do bolo alimentar para torna-lo alcalino e acelerar sua assimilacdo (ZAVALA-
CAMIN, 1996).

Entre as terminologias utilizadas para o trato digestério em peixes, uma das mais
referidas € a de Bértin (1958), que denominou: a) intestino cefélico, correspondendo a boca e
cavidade bucofaringea; b) intestino anterior, que equivale ao esdfago e estdmago (se
presente); ¢) intestino médio, que é o segmento apds o estdmago, podendo ser delimitado
posteriormente por uma valvula retal; d) intestino posterior, que inclui o reto (quando
presente) e o anus. Esta terminologia € aplicdvel a morfologia do trato digestorio de adultos,
porém larvas de peixes, em algumas fases do desenvolvimento, ndo possuem segmentos
definidos no trato digestorio.

Segundo Zavala-Camim (1996) diferencas na morfologia do trato digestério ocorrem
nao s6 entre espécies de peixes, mas também entre formas inciais de vida e adultos. O autor
afirma que larvas geralmente apresentam em comum trato digestdrio rudimentar, em forma de
tubo simples, passando por transformacdes para atingir as caracterisitcas da forma adulta.

Durante o desenvolvimento inicial em peixes, o comprimento € a complexidade do
trato digestorio vao se caracterizando de acordo com a espécie e seu hédbito alimentar. Quanto
mais profunda for a mudanca de habito alimentar da espécie, maior serd a variacdo nas
caracteristicas do trato digestério, com sua capacidade funcional estando possivelmente
relacionada as caracteristicas do epitélio de revestimento (MANGETTI, 2006).

Transformacdes na morfologia do tubo digestério permitem sugerir mudangas de
habitat e hdbito alimentar entre estigios de desenvolvimento larval (CAVICCHIOLI e
LEONHARDT, 1993; CASSEMIRO et al., 2008).

Von-Herbing (2001) afirma que a seqiiéncia e tempo do desenvolvimento de estruturas
relacionadas a alimentacao estd mais relacionada com a necessidade alimentar especifica nas
larvas de peixes do que a idade. No inicio da fase larval as estruturas sao similares em niimero
e tipo e sdo necessdrias para a primeira alimentagdo de qualquer espécie. Em estagios
posteriores, ocorre significante diferenca entre as espécies quanto ao tempo de
desenvolvimento das estruturas. Estas diferengas expressam a histéria de adaptacdo das

larvas, bem como diferencas de habitat e de ecologia alimentar dos juvenis.
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A disponibilidade de itens alimentares adequados € de extrema importancia para a
sobrevivéncia de larvas de peixes durante as fases iniciais da alimentacdo exdgena. Neste
sentido, o conhecimento acerca do tamanho no qual ocorre a absor¢dao de vitelo e inicio da
alimentacdo exdgena pode subsidiar o oferecimento de alimento compativel com o
desenvolvimento larval, reduzindo assim sua mortalidade nesta fase, uma vez satisfeitos
outras necessidades ambientais da espécie (SOUSA e SEVERI, 2000).

Em relacdo a alimentagdo, Cestarolli (2005) afirma que o sucesso na domesticacdo de
uma espécie, tendo em vista sua producdo em cativeiro, implica necessariamente no
desenvolvimento de protocolos alimentares para as vérias fases de cultivo. O periodo larval é
um dos mais delicados e importantes, e de seu €xito dependem as fases subseqiientes. Para
esse periodo, desempenha um papel essencial um protocolo alimentar que determine as
caracteristicas do alimento e da alimentacao, e estabeleca as condi¢cdes ambientais.

Estudos sobre mudancgas ontogenéticas no trato digestorio de peixes do género Brycon
foram feitos em Brycon guatemalensis, com descri¢do da acdo de enzimas digestivas durante
o desenvolvimento inicial (DREWE et al., 2004), com Brycon moorei, onde foi descrita a
formagcao das estruturas Osseas da cabeca, incluindo o desenvolvimento de dentes
(VANDERWALLE et al., 2005), e com Brycon orbignyanus, pela descri¢do histoldgica do
sistema digestério (MACIEL, 2006). Em adultos do género Brycon destaca-se a avaliacao da
anatomia funcional e morfométrica dos intestinos e cecos pildricos de Brycon orbignyanus

(SEIXA-FILHO et al., 2000).

1.3. Quantificaciao do crescimento

De acordo com Peres-Neto (1995), foi Galileu (séc. XVI) o primeiro a observar a
importancia das alteracdes proporcionais diferenciadas em organismos vivos, percebendo que,
por exemplo, a medida que uma darvore cresce suas proporcdes ndo podem continuar as
mesmas, uma vez que sua estrutura se tornaria muito pesada para seu proprio sustento.

O estudo da forma e relagdo com tamanho dos individuos é denominado morfometria,
sendo utilizado para mensurar diferencas existentes entre espécies ou entre fases de
desenvolvimento de uma mesma espécie, contribuindo na caracterizacdo de aspectos
alimentares e de habitat, e criando referéncias para comparagdes (PERES-NETO, 1995).

Por definicdo, larvas de peixes sdo diferentes na forma em relacdo aos adultos, e
assumem a forma adulta geralmente em um curto intervalo de tempo. Para atingir a forma
adulta, o crescimento € intenso €, na maioria dos casos, nao uniformemente distribuido entre

partes do corpo (FUIMAN, 1983) e estas modificacdes nas propor¢des entre partes do sistema
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organico servem para manter sua equivaléncia funcional ao longo do crescimento (PERES-
NETO, 1995).

Evidéncias quantitativas do desenvolvimento diferenciado entre relagcdes corporais sao
vistas na variacdo progressiva das propor¢des morfométricas que ocorrem com o crescimento
(FUIMAN, 1983). Esta alteracdo nas propor¢des ao longo do ciclo de vida denomina-se
alometria, sendo a forma de um organismo o resultado da integracdo entre diversas respostas
alométricas durante a ontogenia. Por esse motivo, a diferenca entre formas nao deve ser
estudada através de andlise estdtica, sendo necessario conhecer a origem das diferencas
durante o processo de desenvolvimento (PERES-NETO, 1995).

O aumento da complexidade morfoldgica e fisiolégica é quantificado linearmente em
larvas de peixes, baseado na idade, tamanho e histéria termal, com estudos comparativos da
dinamica morfoldgica, fisioldgica e comportamental realizados por meio da descricao métrica
do estado ontogenético em individuos (FUIMAN et al., 1998). Segundo Cavicchioli et al.
(1997), a maioria dos estudos morfométricos em larvas € baseada em andlises bivariadas de
medidas lineares.

Fuiman et al. (1998) observaram que eventos ontogenéticos aceleram em temperaturas
mais altas, estando mais relacionadas ao tamanho do que a idade dos peixes. Os autores
recomendam que estudos descritivos do desenvolvimento, onde sejam comparados estagios de
vida, utilizem a transformacio em log do comprimento como um dado primério de ontogenia,
a fim de facilitar comparacdes com outros estudos inter ou intra-especificos.

Trabalhos sobre a descri¢ao morfométrica de peixes do género Brycon, resumem-se a
descricdo de adultos de Brycon cephalus, a fim de esclarecer duvidas taxondOmicas
(ZANIBONI FILHO et al., 1988), a descri¢do sistemdtica e meristica, voltada a identificacao
de ovos e larvas de Brycon orbignyanus (NAKATANI et al., 2001), e o estudo morfométrico
de larvas de Brycon orbignyanus (MACIEL, 2006).

A caracterizacdo de aspectos morfolégicos e suas alteracdes ao longo do
desenvolvimento fornecem informacdes relevantes acerca da biologia e ecologia das espécies,
constituindo conhecimento imprescindivel ao estudo da biologia pesqueira e do cultivo das
mesmas (SOUSA e SEVERI, 2000).

Um estudo qualitativo e quantitativo do desenvolvimento de Brycon amazonicus,
contribuiu para o conhecimento dos estdgios iniciais do ciclo de vida deste peixe, trazendo
informacdes sobre a morfologia funcional das formas iniciais, relevantes ao cultivo e ao

entendimento das necessidades ecoldgicas da espécie.
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O objetivo deste trabalho foi descrever a cronologia dos principais eventos
morfolégicos observados durante o desenvolvimento inicial de jatuarana, Brycon amazonicus,
com énfase na diferenciacdo de estruturas relacionadas a alimentacdo e na quantificagido do

crescimento durante sua ontogenia.
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Capitulo 2 — Momentos da reproduc¢io induzida e do desenvolvimento
embriondrio de Brycon amazonicus (Teleostei, Characidae).

RESUMO

Considerando a importancia econdmica e ecoldgica de Brycon amazonicus, este trabalho teve
por objetivo descrever o diametro de ovdcitos e ovos da espécie, assim como a cronologia do
seu desenvolvimento embriondrio em condi¢des controladas. As coletas foram realizadas na
Piscicultura Buriti (S 18° 51” - W 56° 11"), em Nova Mutum — MT, em dezembro de 2004.
Peixes adultos foram submetidos a reprodugdo induzida e, posteriormente, amostras de
ovdcitos e ovos foram obtidas em diferentes momentos, previamente determinados, entre a
extrusdo e eclosdo. A temperatura média da dgua foi de 28,08 = 0,36 °C no periodo
amostrado. O material foi fixado, medido sob estereomicroscépio com ocular micrométrica,
com parte das amostras tendo as alteragdes registradas em camara clara e enquanto outra parte
foi submetida a rotina de microscopia eletronica de varredura (MEV). No momento da
extrusdo os ovdcitos eram de coloracdo verde-azulada. Seu didmetro médio foi aproximado
entre as repeticdes (n = 30), com média de 1,21 + 0,06 mm. O comprimento das fémeas
submetidas a reproducao artificial variou entre 45 e 52 cm e o volume de ovdcitos obtidos por
extrusdo foi de 130 mL a 270 mL, correspondendo a aproximadamente 10% do peso das
fémeas. A distribui¢do de freqiiéncia dos ovécitos revelou que 87,7% deles tinham entre 1,11
e 1,30 mm no momento da extrusdo. Durante a incubacdo, o didmetro total dos ovos passou
de 1,22 + 0,04 mm para 3,06 £ 0,46 mm nos primeiros 60 min apds a fertilizacdo (PF),
cessando o crescimento 180 min PF. Como o diametro da esfera de vitelo e diametro do total
do ovo eram iguais no momento de fertilizacdo e possuiam 1,16 £ 0,13 mm e 3,81 + 0,40 mm,
respectivamente, aos 180 min PF, o acréscimo no didmetro total refletiu um periodo de
hidratacdo progressiva dos ovos, com conseqiiente aumento do espago perivitelino nas trés
primeiras horas de incubacdo. Na andlise da fertilizagdo e embriogénese, verificou-se que no
momento da extrusdo os ovdcitos eram esféricos, ficando achatados apds a fecundacdo. Em
cada ovocito foi visualizada uma micrépila em forma de funil. Entre 10 e 30 segundos apds a
fertilizacdo a maioria dos ovos foi fecundada e cones de fertilizacdo ja foram observados a
partir de 10 segundos de ativacdo dos gametas. Os principais eventos da fertilizacdo
ocorreram de forma assincronica e, em poucos ovdcitos, espermatozdides foram visualizados
no vestibulo da micrépila até 90 segundos apds a fertilizagdo. A primeira célula formou-se no
centro do blastodisco 20 min PF. A fase de mérula foi visualizada 2 horas PF e 3 horas mais
tarde 70% do vitelo estava coberto pela blastoderme, com o blastéporo quase fechado 6 horas
PF. As regides cefdlica e caudal do embrido puderam ser vistas 8 horas PF e a eclosdo ocorreu
ap6s 13 horas de desenvolvimento embriondrio. As larvas nasceram desprovidas de
pigmentagdo, boca, capacidade natatoria e acuidade visual.

Palavras-chave: Brycon amazonicus, fertilizagdo, embriogénese, morfometria, MEV.
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1. INTRODUCAO

A variacdo nas estratégias reprodutivas dos peixes resulta em diferencas, entre outras
caracteristicas, no tamanho de ovos e/ou ovdcitos das espécies, que consequentemente
disponibilizam diferentes quantidades de reservas energéticas para ovogénese, influenciando
na duracio do desenvolvimento embriondrio destes (DEPECHE e BILLARD, 1994).

Segundo Vazzoler (1996), diferencgas quanto a tdtica reprodutiva dos peixes e didmetro
dos ovdcitos apresentam variacOes inter e intra-especificas, latitudinais, entre periodos
reprodutivos e entre individuos de mesmo tamanho em mesmo periodo reprodutivo.

O processo embriondrio inicia-se com a fecundagdo do ovdécito pelo espermatozéide
via micrépila, e concentra-se basicamente na reorganiza¢do dos elementos do ovo. Para ser
compreendido deve ser combinado com estudos da topologia dos ovos fertilizados
(DEPECHE e BILLARD, 1994).

O sucesso no cultivo de uma espécie de peixe depende da compreensdo de sua
biologia inicial, incluindo caracteristicas da fertilizagdo e desenvolvimento embriondrio, que
influenciam diretamente nas taxas de fertilizacdo e eclosao dos ovos. A descricao dos estagios
embriondrios em teledsteos, além de dar suporte para o conhecimento da biologia das
espécies, possui aplicacdo pratica tanto para a aqiiicultura como para a biologia pesqueira
(MATKOVIC et al., 1985), trazendo informag¢des necessdrias para a producdo em massa de
peixes em laboratdrio e contribuindo com a sistemadtica e inventdrio ambiental (REYNALTE-
TATAIJE et al., 2004; NINHAUS-SILVEIRA, et al., 2006).

A espécie Brycon amazonicus € nativa da Amazonia brasileira (LIMA 2003) e devido
a divergéncias na classificacido taxondmica da literatura, foi estudada até recentemente como
se tratando de Brycon cephalus (GOMES e URBINATI, 2005). Reprodutores de B.
amazonicus deste estudo sdo de linhagem proveniente do rio Guaporé - MT, onde a espécie é
popularmente conhecida como “jatuarana”. E um Brycon de coloracio levemente dourada nos
flancos e escura no dorso, que € largo e abaulado, e segundo Feitosa (2004), pode medir até 1
metro e chegar a 8 quilos, sendo encontrada principalmente em lagos formados logo abaixo de
cachoeiras.

Virios grupos de pesquisa tém intensificado estudos visando a viabilizacdo dos peixes
do género Brycon ndo s6 na piscicultura, mas também no repovoamento de regides onde
estejam ameacgados de extingdo, por causa do desmatamento ciliar, da construcio de barragens
e poluicdo dos rios (OLIVEIRA et al., 2004).

Considerando a importancia econdmica e ecoldgica de Brycon amazonicus, este

trabalho teve por objetivo descrever o didmetro de ovdcitos e ovos da espécie, assim como a
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cronologia do seu desenvolvimento embriondrio em condi¢des controladas, a fim de obter
informacdes sobre a biologia de suas formas iniciais que possam contribuir com programas de

manejo e produgdo da espécie.

2. MATERIAL E METODOS

As coletas foram realizadas na Piscicultura Buriti (S 18° 517 - W 56° 11"), localizada
no municipio de Nova Mutum — MT, em dezembro de 2004.

Durante o periodo amostrado as seguintes varidveis fisico-quimicas da dgua foram
analisadas: temperatura (termOmetro de bulbo de mercurio), pH (potenciometro digital),
oxigénio dissolvido (oximetro digital), alcalinidade e amodnia, sendo as ultimas duas varidveis
determinadas pelos métodos de Goltermann et al. (1978). A temperatura foi monitorada
diariamente, as 6:00, 13:00 e 18:00 horas, e as demais variaveis foram amostradas a cada
terceiro dia, a0 amanhecer. Amostras de dgua obtidas para determinar valores de amodnia
foram congeladas apds a coleta e transportadas para o Laboratério Central do Centro de
Aqiiicultura da UNESP, onde foram posteriormente andlisadas. As demais andlises foram
realizadas na propria piscicultura.

2.1. Reproducao induzida

Peixes adultos, sexualmente maduros, foram submetidos a técnica de reproducdo
induzida. Fémeas e machos selecionados foram acondicionados separadamente em caixas de
dgua de alvenaria de 2,0 mz, abastecidas com fluxo continuo e cobertas com tela.

Para a inducdo a desova foi utilizada hipdfise de carpa em sua forma comercial (secas
em acetona). As fémeas receberam a primeira dose hormonal ao chegarem ao laboratério (0,5
mg/kg) e a segunda dose apds 10 horas de intervalo (5,0 mg/kg), quando foi injetada dose
unica em machos (1,0 mg/kg).

Ao serem verificados sinais de corte, os peixes foram submersos em solugdo de
benzocaina (2 g dissolvida em 150 mL de dlcool 96°GL diluida em 20 litros de dgua) para
anestesia, sendo em seguida submetidos a massagem abdominal para extrusdo de gametas.

A fertilizagdo a seco (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983) foi feita adicionando-se
sémen aos ovoécitos e misturando-os delicadamente, acrescentando dgua a mistura para
ativacdo dos gametas e hidratacdo dos ovos, que em seguida foram lavados e acondicionados
em incubadoras cOnicas, com capacidade de 200 litros.

2.2. Amostragem
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado. Dados

biométricos, como comprimento total e peso, e reprodutivos, como volume de ovdcitos
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liberados, nimero de ovdcitos por mL e taxa de eclosdo, foram obtidos em dez fémeas da
espécie e suas respectivas proles.

Uma amostra contendo 1 mL de ovdcitos foi retirada no momento da extrusdo nas dez
fémeas submetidas a reproducdo induzida, sendo fixada em formol 10% tamponado e
transferida para dlcool 70% ap6s 24 horas.

Amostras contendo 10 ovdcitos e/ou ovos foram retiradas nos seguintes momentos:
extrusdo; fertilizacdo (momento da ativacdo dos gametas com dgua); 10 segundos (s), 20, 30,
60 e 90 s ap6s a fertilizagao (PF); a cada minuto (min) até completar 10 min PF, a cada 5 min
até 30 min PF, aos 45 min PF e de hora em hora PF até a eclosdo. Coletas de cinco fémeas
foram fixadas em Karnovsky (glutaraldeido a 2,5% e paraformoldeido a 2,5%) durante 24
horas, posteriormente lavadas e transferidas para tampao cacodilato, sendo armazenadas a
4°C, e de outras cinco fémeas foram fixadas em formol 10% tamponado e transferidas para
alcool 70% apds 24 horas.

2.3. Processamento de amostras

O material obtido foi transportado a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da
Universidade Estadual Paulista — FCAV/UNESP, no Campus de Jaboticabal - SP, sendo em
parte processado no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal e outra parte no Laboratério de Microscopia Eletronica.

Para a estimativa do ndmero total de ovdcitos extrusados, o nimero de células
contidas em 1 mL, obtido e fixado no momento da liberacao, foi multiplicado pelo volume
total da massa de ovdcitos liberados nas dez fémeas submetidas a reprodugdo induzida.

Para a distribuicdo de freqiiéncia de ovdcitos em classes de didmetro, 30 gametas de
cada uma das dez fémeas, coletados no momento da extrusdo e fixados, foram medidos (em
milimetros) sob estereomicroscopio com ocular micrométrica (Leica MZ 8).

O tamanho dos ovos durante a incubagdo foi analisado na prole de seis fémeas, obtido
por meio de duas medidas realizadas no periodo entre a fertilizacdo e a eclosdo, sendo elas:
diametro total do ovo com espaco perivitelino (distancia existente entre a massa de vitelo e o
corion) (CEP); diametro do vitelo, sem considerar o espaco perivitelino (SEP), ambas em
milimetros.

Para andlise dos eventos da fertilizacdo em microscopia eletronica de varredura, quatro
proles fixadas em solu¢do de Karnovsky e transferidas para tampao cacodilato de sddio,
foram pés-fixadas em solugdo de tetroxido de 6smio a 2% por duas horas, lavadas novamente
em tampao e submetidas a desidratacdo em bateria alcodlica de concentracdes crescentes

(30%, 50%, 70%, 80%, 90% 95%, 100%). Em seguida as amostras foram secas em secador de
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ponto critico com liquido de CO, em aparelho BAL-TEC, montadas em suporte de cobre,
metalizadas em ouro e eletronmicrografadas em microscépio de varredura (JEOL-JSM 5410).
As alteracdes ocorridas desde a extrusdo dos ovdcitos até o momento da eclosdao dos

ovos foram registradas em camara clara acoplada em estereomicroscépio (Leica MZ 95).

3. RESULTADOS
Valores médios de varidveis fisico-quimicas da dgua, obtidos durante o periodo de

coletas, estdo representados na Tabela 1.

Tabela I - Valores médios de variaveis fisico-quimicas da 4gua durante o periodo amostrado, seguidos
de seu respectivo desvio padrdo (S), valores maximo e minimo.

0, (mg/L) pH Alcalinidade (mg/LL) Aménia (mg/L) Temperatura (°C)

média 6,70 6,80 77,33 0,061 28,08
S 0,29 0,07 4,80 0,022 0,36
maximo 7,00 7,0 84,00 0,092 28,37
minimo 591 6,7 72,00 0,038 27,33

Na Tabela II sdo apresentados dados biométricos e reprodutivos obtidos durante a
reproducdo induzida de B. amazonicus. No momento da extrusdo os ovdcitos eram de cor
verde-azulada, esféricos, transparentes, semi-densos, de didmetro aproximado entre as

repeticoes (n = 30), com média geral de 1,21 £ 0,06 mm.

Tabela II — Parametros reprodutivos de B. amazonicus submetidos a reproducio induzida, seguidos de
seu respectivo desvio padrdo (S), valores minimo e maximo. CT = comprimento total, n = 10.

Parametros reprodutivos Média + S Min Max
CT das fémeas (cm) 48,10 + 2,42 45,00 52,00
Peso das fémeas (kg) 2,10+ 0,20 1,80 2,45
Volume de ovdcitos extrusados (mL) 183,00 + 47,62 130,00 270,00
N° de ovdcitos por mL 1288,30 + 102,52 1126 1406
Eclosiao (%) 87,20 + 13,55 54 100

A distribui¢do de freqiiéncia de ovdcitos liberados pelas fémeas B. amazonicus, em
classes de comprimento (Figura 1), revelou que aproximadamente metade destes (45,70%)
tinha diametro entre 1,11 e 1,20 mm, com a grande maioria dos gametas femininos da espécie

(87,7%) possuindo entre 1,11 e 1,30 mm no momento da extrusao.
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Figura 1 - Freqiiéncia de ocorréncia de ovécitos por classes de didmetro no
momento da extrusdo em B. amazonicus

A partir da fertilizacdo, o didmetro total dos ovos de B. amazonicus aumentou

rapidamente até 60 min PF, passando de 1,22 + 0,04 mm para 3,06 + 0,46 mm neste periodo.

Este aumento foi progressivo, porém menos acentuado, entre 60 e 120 min PF, chegando a

3,65 + 0,42 mm, continuando a aumentar lentamente at€ 180 min PF e estabilizando-se em

seguida (Figura 02).

Diadmetro de ovos (mm)

0,5 \
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Tempo (min)

—e— CEP —e— SEP

Figura 2 - Diametro médio dos ovos de B. amazonicus durante a incubacio. CEP:
com espago perivitelino; SEP: sem espaco perivitelino.
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Levando em consideracdo que os didmetros do vitelo (SEP) e total (CEP) do ovo eram
iguais no momento de fertilizagdo, com 1,16 + 0,13 mm e 3,81 + 0,40 mm, respectivamente,
aos 180 min PF, o acréscimo no diametro total refletiu um periodo de hidratacdo progressiva
dos ovos, com conseqiiente aumento do espago perivitelino nas trés primeiras horas de
incubacdo (Figura 2).

A descri¢do de eventos envolvidos na fertilizacdo de B. amazonicus em microscopio
eletronico de varredura revela a presenga de uma tnica micrdpila em cada ovdcito (Figura 3 —
A), caracterizando uma depressdo no cérion no pdlo animal dos gametas femininos,
lembrando um canal em forma de funil, com pregas dispostas longitudinalmente em suas
paredes. Aos 10 s PF ja havia ocorrido a penetracdo de gameta masculino em muitos gametas
femininos, como visualizado na Figura 3 — B, onde a cauda do espermatozéide estd visivel no

vestibulo da micrépila.

180pum

Figura 3 - Eletronmicrografia da fertilizacdo em B. amazonicus. A - morfologia da micrépila (seta);
B - cauda do espermatozédide (seta) penetrando no ovécito 10 s PF; C - formagao de tampao (cone de
fertilizacdo - seta) 10 s PF; D - espermatozdides (seta) migrando em dire¢do a micrépila 30 s PF; E -
vérios espermatozoides (seta) no vestibulo da micrépila 90 s PF; F - ovo fecundado.

Também aos 10 s PF alguns ovos ja estavam fecundados e protegidos da poliespermia
pela formacdo de um cone de fertilizagdo atravessando o canal micropilar (Figura 3 — C), e 30
s PF muitos espermatozdides ainda foram vistos na parede da micrépila de alguns ovdcitos ou
seguindo em direcdo a esta (Figura 3 — D), mesmo j4 tendo ocorrido penetragdo do gameta
masculino e formacdo do cone de fertilizacdo em momentos anteriores, na maioria dos

gametas amostrados.
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Apesar da maioria dos ovos analisados terem sido fecundados entre 10 e 30 s PF,
eventos da fertilizacdo em B. amazonicus ocorreram de forma assincronica e 90 s PF (Figura
3 — E) foram visualizados alguns ovécitos com espermatozdides no vestibulo da micrépila,
porém a cauda destes gametas masculinos apresentava-se distendida e descolada da superficie
do ovdcito, diferente do que foi visualizado nos primeiros 30 s PF, ndo sendo possivel afirmar
se eles ainda eram vidveis. Na Figura 3 — F observa-se um ovo fecundado (10 min PF) e
achatado devido a movimentacdo celular em direcdo ao poélo animal, dando origem ao
blastodisco.

Na Figura 4 observa-se a ocorréncia de poucas alteracdes morfoldgicas nos gametas
femininos entre a extrusdo (Figura 4 — A) e a fertilizacdo (Figura 4 — B). Um acentuado
achatamento dos ovos foi observado 10 min PF (Figura 4 — C). A diferencia¢ao do blastodisco
marcando o pdlo animal, arranjado sobre grande quantidade relativa de vitelo acumulado no
polo vegetativo, pode ser confirmada 20 min PF (Figura 4 — D).

Aos 30 min PF (Figura 4 — E) a primeira divisdo do blastodisco ja havia ocorrido, com
2 blastdmeros de mesmo tamanho sendo visualizados, seguida da formagdo de quatro e oito
blastomeros, aos 45 min (Figura 4 — F) e 1 hora PF (Figura 4 — G), respectivamente.
Sucessivas divisdes celulares resultaram em camadas sobrepostas de blastomeros arranjadas
em forma de “meia amora”, caracterizando a fase de mérula 2 h PF (Figura 4 — H). Com 3 h
PF (Figura 4 — 1) foi verificada a proliferacdo de células com movimento divergente do pdlo
animal para o pdlo vegetativo, indicando o inicio da epibolia e da fase de gastrulagdo,
recobrindo aproximadamente 30% do vitelo neste momento e atingindo em torno de 70%
duas horas mais tarde (Figura 4 —J).

A formacdo do anel germinativo e fechamento do blastéporo estavam quase completas
6 h PF (Figura 4 — K) e o eixo embriondrio e desenvolvimento do tubo neural foi registrado 7
h PF (Figura 4 — L), com regides cefélica e caudal definidas uma hora mais tarde (Figura 4 —
M), quando foram visualizados entre 8 e 12 pares de somitos. As vesiculas 6tica e dptica,
assim como a vesicula de Kiipffer, puderam ser visualizadas 10 h PF, mesmo momento em
que os embrides apresentaram cauda livre do saco vitelino (Figura 4 — N) e a ruptura do
corion ocorreu apos 13 h de desenvolvimento embrionério, liberando larvas despigmentadas e

com sistemas organicos indiferenciados (Figura 4 — O).
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Figura 4 - Desenvolvimento embriondrio de B. amazonicus. A — ovocito (extrusdo); B — ovo
fertilizado; C — 10 min PF; D - 20 min PF; E — 30 min PF; F —45 min PF; G-1 hPF; H-2hPF;1-3
hPF;J-5hPF;K-6hPF,L-7hPF;M-8hPF;N-10hPF; O - 13 h PF (eclosio). Vesiculas
Otica (=), 6ptica (—) e de Kiipffer (»). Escala = 0,5 mm.
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4. DISCUSSAO

Durante o periodo amostrado, ndo ocorreram grandes varia¢des nos valores médios de
variaveis fisico-quimicas da dgua e as médias estiveram proximas de valores 6timos para o
bom desenvolvimento de peixes tropicais (SIPAUBA-TAVARES, 1995).

A quantidade de ovdcitos liberados pelas fémeas de B. amazonicus submetidas a
reproducdo induzida corrobora a afirmada por Gomes (1998) para B. cephalus, que libera
massa de ovdcitos corresponde a aproximadamente 10% do peso das fémeas. Segundo
Vazzoler (1996), a quantidade de ovdcitos por grama desses gametas tem correlacdo inversa
com seu tamanho.

O aspecto geral dos ovdcitos de B. amazonicus no momento da extrusdo foi similar ao
observado em peixes do mesmo género. Ovos esféricos, transparentes, semidensos e de
coloragdo esverdeada também foram visualizados em B. cephalus (LOPES et al., 1995;
ROMAGOSA et al., 2001; VASQUES, 2003), em B. insignis (ANDRADE-TALMELLI et
al., 2001b) e em B. orbignyanus (GANECO, 2003; REYNALTE-TATAIJE et al., 2004).

Outra caracteristica em comum foi o pequeno diametro dos ovdcitos no momento da
extrusdo, que neste estudo teve média de 1,21 + 0,06 mm, com quase 90% destes gametas
classificados entre 1,11 e 1,20 mm, valores similares aos observados na mesma espécie por
Pardo-Carrasco et al. (2006a), onde o didmetro variou entre 1,00 e 1,45 mm, com moda entre
1,09 e 1,18 mm, para fémeas induzidas com extrato hipofisdrio de carpa. Estes didmetros
também foram aproximados aos observados em B. cephalus, com média de 1,010 mm
(ROMAGOSA et al., 2001) e de 0,91 + 0,015 mm (VASQUES, 2003), em B. insignis, onde o
diametro de maior freqiiéncia foi de 1,45 mm (ANDRADE-TALMELLI et al., 2002), e em B.
orbignyanus, com média de 1,59 + 0,15 mm (LANDINEZ et al., 2004), ocorrendo pequenas
variacoes entre as espécies.

Vazzoler (1996) afirma que tamanho dos ovdcitos estd associado ao comportamento
reprodutivo, e tanto a fecundidade quanto o didmetro dos ovdcitos maduros sdo taticas labeis,
apresentando variagdes inter e intraespecificas, latitudinais, entre periodos reprodutivos, e
entre individuos de mesmo tamanho em mesmo periodo reprodutivo. Espécies migradoras,
com desova total, de fecundacdo externa e sem cuidado parental, como a espécie deste estudo,
possuem ovos menores € fecundidade maior.

A répida hidratacdo e obtencdo de espaco perivitelino relativamente grande em ovos
de B. amazonicus apés a fertilizacdo, € outra caracteristica relacionada ao comportamento
reprodutivo de peixes do género Brycon, que apresentam fecundacdo e desenvolvimento

externos, sem cuidado parental, deixando sua prole livre na coluna de dgua. Ribeiro et al.
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(1995) sugerem que morfologia do ovo, apresentando amplo espaco perivitelino logo apds a
fecundacdo, mostra que o embrido serd protegido contra injirias do ambiente. Kunz (2004)
afirma que o espaco perivitelino se forma mesmo em ovos ndo fertilizados, ativado pelo
contato do gameta feminino com a dgua, desencadeando a reagdo cortical que separa o cérion
do vitelo, pela ruptura dos alvéolos corticais.

Ovos com amplo espaco perivitelino apds a hidratacio também ocorrem em B.
cephalus (ROMAGOSA et al, 2001), B. orbignyanus (NAKATANI et al., 2001;
REYNALTE-TATAIJE et al., 2004) e B. insignis (ANDRADE-TALMELLI et al., 2002),
sendo observados também em espécies de outros géneros de Characiformes com mesma tética
reprodutiva, como em Prochilodus lineatus (CASTELLANI et al., 1994) e Leporinus piau
(BORCATO et al., 2004). Segundo Andrade-Talmelli et al. (2002), espécies de migracdo
reprodutiva em época restrita do ano, com ovos livres que eclodem rapidamente e com prole
nao assistida pelos pais, devem ser melhor observadas, pois qualquer modificagdo do sistema
hidrico pode provocar alteracdes em sua diversidade bioldgica.

Ribeiro et al. (1995) relatam que em teledsteos os ovo caracterizaram-se cOmo
telolécitos, devido a presenca de polo animal e vegetativo distintos, sendo também
considerados polilécitos, devido a grande quantidade relativa de vitelo existente, e com
segmentacdo do tipo parcial ou merobdstica, ocorrendo somente no poélo animal,
caracteristicas idénticas as vizualizadas em ovos de B. amazonicus neste estudo.

A assincronia nos eventos da fertilizacdo, observada em B. amazonius, também
ocorreu em B. orbignyanus (GANECO e NAKAGHI, 2003) e B. orthotaenia (SAMPAIO,
2006), e juntamente com a morfologia da micrépila, com vestibulo micropilar em forma de
funil e presenca de varios sulcos em disposi¢do retilinea, agrupam caracteristicas reprodutivas
em comum para estas espécies do género Brycon. Segundo Rizzo e Bazzoli (1993), micrépilas
com a forma afunilada sdo observadas na maioria dos teledsteos e permitem a passagem de
apenas um espermatozdide pela abertura interna. Chen et al. (1999) sugerem que a
microestrutura da micrépila € digna de nota como ferramenta na identificacio de ovos e
estudos filogenéticos em peixes, com diferencas podendo ocorrer entre espécies do mesmo
género ou familia, que devem apresentar mecanismos para prevenir a hibridizacdo inter-
especifica.

Rizzo et al. (2002) atribuiram o cérion liso, ndo adesivo e com poros canais regulares
de B. orbignyanus, similar ao observado em B. amazonicus neste trabalho, a estratégia
reprodutiva da espécie, que € migradora e de ovos livres. Ricardo et al. (1996) afirmam que a

morfologia da micrépila varia em teledsteos de dgua doce e as diferencas estdo relacionadas a
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variacdes na morfologia dos espermatozoéides, podendo ocorrer padrdes similares em alguns
grupos sistematicos.

Assim como foi observado em B. amazonicus, Brasil (2002) relata que o primeiro
evento apos a ativacdo dos gametas em Prochilodus lineatus foi a chegada e passagem do
espermatozoéide através da micrdpila, seguido da formacdo do cone de fertilizagdo. Porém, o
tempo de ocorréncia desses eventos ocorreu de forma assincronica na massa de ovos, ou seja,
em uma mesma amostra foram observados diferentes eventos morfolégicos, como também foi
observado em B. amazonicus, com espermatozdides chegando ao vestibulo da micrépila de
alguns ovdcitos aos 30 s PF, enquanto a fecundacdo e formacdo do cone de fertilizacdo ja
haviam ocorrido na maioria dos ovos.

Os espermatozdides visualizados no vestibulo da micrépila aos 90 segundos apds a
inseminacao, com cauda distendida e ndo aderida a superficie do ovécito (disposicao diferente
da observada em momentos anteriores) provavelmente ndo eram mais vidveis. Em estudos
sobre motilidade de espermatozoéides de B. amazonicus um curto periodo de atividade destes
gametas foi identificado, estando entre 26 e 50 segundos (PARDO-CARRASCO et al.,
2006b). Outros estudos sobre gametas masculinos de peixes do género Brycon também
relatam curto tempo de atividade, durando aproximadamente 40 segundos em B. insignis
(ANDRADE-TALMELLI et al., 2001a) e 41 + 7 segundos em B. siebenthlae (CRUZ-
CASALLAS et al., 2005). Em estudo sobre caracteristicas seminais de Brycon cephalus,
Ninhaus-Silveira et al. (2006) observaram que espermatozdides desta espécie sao do tipo
“aquasperm”, apresentando uma pequena cabeca arredondada e sem vesicula acrosomal.

Quanto a formagdo do cone de fertilizagdo logo apds a penetracdo do espermatozdéide
no canal micropilar, observado em B. amazonicus deste estudo, segundo Kudo (1980), a
formacgao desta estrutura ocorre por movimentos citoplasméticos que levam a projecao do
citoplasma para dento do canal da micrdpila, formando uma estrutura semelhante a uma
bolha. O autor observou que no momento da projecdo do material citoplasmético para dentro
do canal da micrépila, o nicleo do espermatozdide fica na base do cone em expansao, ficando
inserido no citoplasma do ovdcito. Para Brasil et al. (2002), a formacdo deste cone reforga a
necessidade de estratégias para evitar a entrada de espermatozodides supranuméricos, que
podem atravessar o canal micropilar mesmo que ja tenha ocorrido a passagem do
espermatozdide fertilizante.

O tempo de desenvolvimento embriondrio de B. amazonicus deste estudo foi similar
ao descrito para a mesma espécie por Mira-Lépez et al. (2007), que relatam periodo de

embriogénese de 13,5 horas em 28,2 + 1,5 °C. A seqiiéncia de eventos observada na
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embriogénese da espécie deste trabalho € similar a descrita para outras espécies do género,
como B. insignis (ANDRADE-TALMELLI et al., 2001b), B. cephalus (LOPES et al., 1995;
ROMAGOSA et al., 2001; VASQUES, 2003), B orbignyanus (GANECO, 2003; LANDINEZ
et al., 2004; REYNALTE-TATAIE et al., 2004) e Brycon orthotaenia (SAMPAIO, 20006),
seqiiencia observada também em outros Characiformes, como Piaractus mesopotamicus €
Colossoma macropomum (RIBEIRO et al., 1995), Prochilodus lineatus (CASTELLANI et
al., 1994; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), Leporinus piau (BORCATO et al., 2004) e em
Hoplias unitaeniatus, H. malabaricus ¢ H. lacerdae (GOMES et al., 2007). Diferencas
ocorreram na cronologia dos eventos, mesmo entre as espécies do género Brycon, o que pode
estar relacionado a variacdes inter-especificas e a diferengas na temperatura da 4gua durante a
incubacao.

Em B. amazonicus o inicio da somitogénese ocorreu apds o término da epibolia e
fechamento do blastéporo, como observado em outros Characiformes (CASTELLANI et al.,
1994; LOPES et al., 1995; RIBEIRO et al., 1995; ANDRADE-TALMELLI et al., 2001b;
GANECO, 2003; BORCATO et al., 2004; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; SAMPAIO,
2006 e GOMES et al., 2007). Ribeiro et al. (1995) afirmam que em ovos pequenos o
movimento de epibolia termina antes do aparecimento dos somitos. Morrison et al. (2001)
relatam que em Oreochromis niloticus os dois primeiros pares de somitos surgiram antes do
final da gastrulacdo, e a extremidade caudal do embrido ndo alcancava o pélo vegetativo, o
que segundo os autores, estd relacionado ao grande tamanho dos ovos desta espécie,
caracteristica de peixes que apresentam cuidado parental, como os ciclideos (Perciformes).

Os resultados deste estudo revelaram que B. amazonicus apresenta tatica reprodutiva
comum a maioria das espécies reofilicas, que precisam migrar para reproduzir, liberando um
grande nimero de pequenos ovos na coluna de dgua a mercé de predadores e de condig¢des
ambientais adversas, adquirindo rapidamente um grande espaco perivitelino com provavel
func¢do de protecdo mecanica ao embrido, passando por um curto periodo de desenvolvimento
embriondrio, o que aumenta a chance de sobrevivéncia, ja que as larvas adquirem condi¢des
de sobreviver precocemente (ver Capitulo 3, 4 e 5), e consequentemente, terdo mais condi¢des

de enfrentar situac¢des de risco comparado aos embrides.
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Capitulo 3 - Estruturas associadas a alimentagdo durante o desenvolvimento inicial
de Brycon amazonicus.

RESUMO

O padrio de desenvolvimento inicial em teledsteos reflete sua adaptacdo ao ambiente,
havendo mais tempo para se adaptar a captura de alimento e a condi¢des ambientais adversas
quanto maior for a reserva enddgena disponivel. O objetivo deste estudo foi descrever
estruturas envolvidas na alimentacdo enddgena e exdgena durante o desenvolvimento larval
de Brycon amazonicus, visando obter informagdes sobre alocacdo de recursos alimentares das
formas iniciais da espécie. O monitoramento de larvas em condicdes de cultivo foi realizado
na Piscicultura Buriti (S 18° 517 - W 56° 11"), em Nova Mutum — MT, de dezembro de 2004
a janeiro de 2005. Os individuos foram coletados em momentos previamente determinados
entre a eclosdo e 25 dias de idade. A temperatura da dgua foi de 30,07 £ 1,95 °C durante o
periodo amostrado. O material foi fixado, medido e submetido a rotina de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Foram realizadas andlises de volume e eficiéncia de consumo
de vitelo ap6s a eclosdo (PE), e em MEV estruturas envolvidas na habilidade natatéria e de
captura de alimento foram descritas. O volume do saco vitelino passou de 0,54+ 0,17 uL no
momento da eclosdo para 0,02 £ 0,01 uL com 41 h PE, restando apenas vestigios 53 h PE,
quando sua visualizacdo deixou de ser possivel. A maior eficiéncia de consumo de vitelo
ocorreu entre 33 e 47 h PE. A eclosdo ocorreu 13 h apoés a fertilizagdo, liberando larvas com
média de 3,52 + 0,38 mm de comprimento total, desprovidas de pigmentos, boca, acuidade
visual e capacidade natatéria. A formacdo da cavidade bucal e diferenciacio de arcos
branquiais comecou com 4 h PE e com 11 h PE surgiu o botao da nadadeira peitoral. A cabeca
estava em posi¢do retilinea com boca em posicdo terminal 25 h PE, quando o inicio de
formagdo de dentes foi visualizado. Com 35 h PE os arcos branquiais estavam cobertos pelo
opérculo e membrana branquiostegial, mesmo momento em que delicadas cuspides de dentes
perfuravam o epitélio da regido frontal da pré-maxila e do dentdrio. O inicio da formacao de
raios nas nadadeiras caudal, dorsal e anal foi visualizado 79 h PE, dentes pontiagudos foram
observados na maxila com 171 h PE e o botdo da nadadeira pélvica surgiu com 243 h PE,
quando botdes gustativos ornamentavam a lingua e o teto da cavidade bucofaringea. Com 339
h PE a cavidade olfativa encontra-se dividida em dois orificios, a formacdo de escamas
iniciava-se na regiao anterior do tronco, o avancado desenvolvimento das estruturas dsseas da
cabeca e dos raios das nadadeiras caudal, dorsal, anal e pélvicas era nitido, e apenas a
nadadeira peitoral ainda possuia insercio membranosa, sem raios totalmente formados. Com
579 h PE os individuos eram juvenis, medindo 48,94 + 10,97 mm de comprimento total.
Neste periodo todas as estruturas envolvidas na nata¢do e captura de alimento estavam
formadas, como raios nas nadadeiras e amadurecimento de suas inser¢des, escamas
recobrindo o tronco e dentes de varios formatos e dimensdes distribuidos na pré-maxila,
maxila e dentdrio. A alimentacdo exdgena em larvas de B. amazonicus iniciou-se 29 h PE,
antes da escassez de reservas enddgenas e do desenvolvimento de habilidade natatéria
eficiente, refletindo a necessidade de se especializar na captura de alimento exdgeno enquanto
o alimento enddgeno ainda estava disponivel, caracterizando uma fase de adaptagdo ao
ambiente, a captura de presas e fuga de predadores.

Palavras-chave: Brycon amazonicus, saco vitelino, morfometria, desenvolvimento, MEV.
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1. INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento inicial dos peixes, larvas apresentam-se como organismos
distintos dos adultos em relacdo a alocagdo de recurso, ocorrendo um processo de
metamorfose com diferenciacao progressiva de caracteres morfolégicos até o periodo juvenil,
quando possuem caracteristicas idénticas as de adultos (NAKATANI et al., 2001).

O padrdo de desenvolvimento em teledsteos reflete sua necessidade de adaptacdo ao
ambiente (VANDEWALLE et al., 2005). A maioria dos peixes recém eclodidos nao possui
boca, intestino, anus, branquias, vesicula gasosa, nadadeiras pares, pigmentacdo e acuidade
visual (BLAXTER, 1969; WOYNAROVICH e HORVATH, 1983). O tempo de
desenvolvimento destes sistemas segue padrdes ontogenéticos de cada espécie e determina o
momento em que os peixes irdo adquirir a capacidade natatéria, de fuga e de captura de seu
proprio alimento (NEUMANN, 2004), sendo diretamente influenciado pela temperatura
ambiental (KENDALL et al., 1983; FUIMAN et al., 1998).

O tamanho do saco vitelino e seu tempo de absorcdo também sdo espécie-especificos e
quanto maior for a quantidade de reservas endégenas disponiveis, mais longo serd o periodo
que as larvas de peixes possuem para se adaptar a captura de alimentos externos, enquanto sao
sustentadas pelas reservas do saco vitelino (BLAXTER, 1969; WOYNAROVICH e
HORVATH, 1983; BONISLAWSKA et al., 2000; GISBERT et al., 2000).

Para as espécies reofilicas, que produzem ovos pequenos, com pouca reserva
endégena e nenhum cuidado parental, o tempo de adaptacdo para enfrentar condig¢des
ambientais adversas € curto, sendo imprescindivel as larvas chegarem rapidamente a forma
juvenil e adquirirem caracteristicas minimas necessdrias para sobreviver as duras condicdes
ambientais e aos predadores (VANDEWALLE et al., 2005).

Geralmente larvas precisam se alimentar de presas relativamente pequenas, sendo
esperado que o sucesso na obtencdo da limitada quantidade de energia obtida da alimentacdo
exdgena seja prioridade para a sobrevivéncia e crescimento. Assim, o estudo da importancia
funcional de estruturas durante o desenvolvimento deve ser mais explorado e voltado a
mudancas relacionadas a requerimentos funcionais vitais, como locomocao, alimentacdo e
respiragdao (OSSE, 1990).

A seqiiéncia e o tempo do desenvolvimento de estruturas relacionadas a alimentacdo
em larvas de peixes estd mais associada com a necessidade alimentar especifica do que com a
idade. De acordo com Von-Herbing (2001), no inicio da fase larval as estruturas sdo similares
em numero e tipo e s@o necessdrias para a primeira alimentacdo de qualquer espécie. Em

estdgios posteriores, ocorrem significantes diferencas entre as espécies quanto ao tempo de
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desenvolvimento das estruturas, que expressam a histéria de adaptacdo das larvas, bem como
diferencas de habitat e de ecologia alimentar dos juvenis.

A espécie Brycon amazonicus é nativa da Amazodnia brasileira (LIMA, 2003). E uma
espécie reofilica amplamente cultivada no Brasil (GOMES E URBINATI, 2005). Neste
estudo foram utilizadas larvas de B. amazonicus oriundas de reprodutores provenientes do rio
Guaporé — MT, onde popularmente este peixe € conhecido como “jatuarana”.

Estudos visando a viabilizacdo dos peixes do género Brycon nao s6 na piscicultura,
mas também no repovoamento de regides onde estejam ameagados de extingdo, por causa do
desmatamento ciliar, da poluicdo dos rios e da construcio de barragens tem sido
intensificados por vérios grupos de pesquisa (OLIVEIRA et al., 2004).

Segundo Cestarolli (2005), as pesquisas ndo t€ém sido adequadamente direcionadas
para a adaptacdo de técnicas de cultivo que tragam solucdes para as inumeras dificuldades
existentes nos sistemas de criagdo de vdrias espécies, principalmente as nativas, que sao mais
suscetiveis as bruscas e intensas alteragdes ambientais que ocorrem cada vez com mais
freqii€ncia.

Em peixes cultivados a transi¢cdo alimentar é um dos maiores entraves para o
desenvolvimento da aqiiicultura, e estudos sobre estruturas associadas a alimentacio durante o
desenvolvimento inicial dos peixes devem ser correlacionados com alteragdes morfolégicas,
comportamentais e de eficiéncia na utilizagdo de recursos.

Neste sentido, este estudo teve por objetivo descrever o padrio de estruturas
envolvidas na alimentacao enddgena e exdgena durante o desenvolvimento larval de Brycon
amazonicus, visando obter informacdes sobre necessidades tréficas e alocacdo de recursos
alimentares das formas iniciais da espécie, contribuindo na adequacao de técnicas de cultivo e

na compreensao de sua adaptacdo ao ambiente.

2. MATERIAL E METODOS

Entre dezembro de 2004 e janeiro de 2005 coletas foram realizadas na Piscicultura
Buriti (S 18°51” - W 56° 11"), em Nova Mutum — MT.

Foram monitoradas a temperatura da dgua (termdmetro de bulbo de mercitrio), pH
(potencidmetro digital), oxigénio dissolvido (oximetro digital), alcalinidade e amonia, sendo
as ultimas duas varidveis determinadas pelos métodos de Goltermann et al. (1978).

Peixes adultos foram submetidos as técnicas de reproducdo induzida, utilizando-se
como estimulo hormonal hip6fise de carpa na forma comercial (secas em acetona), com dose

inicial de 0,5 mg/kg em fémeas, seguida de 5,0 mg/kg apds 10 horas de intervalo, quando os
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machos receberam dose tnica de 1,0 mg/kg. Para extrusdo dos gametas os peixes foram
anestesiados em solugdo de benzocaina (2 g dissolvida em 150 mL de dlcool 96°GL e diluida
em 20 litros de &4gua) e submetidos a massagem abdominal, aplicando-se técnica de
fertilizagio a seco (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983).

As proles foram mantidas em incubadoras até aproximadamente 63 horas apds a
eclosdo, sendo alimentadas com larvas forrageiras. Em seguida, as larvas monitoradas foram
transferidas para bercarios de 1,5 m x 1,0 m x 0,75 m (volume util de 0,75 m3), com malha de
2.0 mm de didmetro, colocados em viveiros de 600 m? abastecidos com dgua de represa, onde
permaneceram até completarem 25 dias de idade. Em cada berc¢ario foram estocadas 3000
larvas (4 larvas/litro), que foram alimentadas com racdo comercial farelada (40% de proteina
bruta) fornecida quatro vezes ao dia, distribuida uniformemente sobre a l1amina de dgua.

Para andlise do desenvolvimento 10 larvas foram coletadas em diferentes momentos
amostrados, como descrito a seguir: a cada hora até 11 horas apdés a eclosdo (PE), em
intervalos de duas horas até 35 h PE, de trés horas até 59 h PE, de quatro horas até 83 h PE, de
seis, oito e 12 horas, até 107, 123 e 147 h PE (7° dia), respectivamente, seguidas de coletas
didrias no 8°,9°, 11°, 13°, 15°, 18°, 22° ¢ 25° dia.

Duas proles foram fixadas em Karnovsky (glutaraldeido a 2,5% e paraformoldeido a
2,5%) durante 24 horas, posteriormente lavadas e transferidas para tampao cacodilato, sendo
armazenadas a 4°C. Cinco proles foram fixadas em formol 10% tamponado e transferidas para
alcool 70% apo6s 24 horas. Depois de fixado, o material foi transportado a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias da Universidade Estadual Paulista — FCAV/UNESP, no
Campus de Jaboticabal - SP, sendo processado no Laboratério de Histologia do Departamento
de Morfologia e Fisiologia Animal e no Laboratorio de Microscopia Eletronica.

Para andlise em microscopia eletronica de varredura, duas proles fixadas em
Karnovsky e transferidas para tampao cacodilato de sédio, foram poés-fixadas em solucao de
tetroxido de 6smio a 2% por duas horas, lavadas novamente em tampio e submetidas a
desidratacdo em bateria alcodlica de concentragdes crescentes (30%, 50%, 70%, 80%, 90%
95%, 100%). Em seguida as amostras foram secas em secador de ponto critico com liquido de
CO, em aparelho BAL-TEC, montadas em suporte de cobre, metalizadas em ouro e
eletronmicrografadas em microscépio de varredura (JEOL-JSM 5410).

Para avaliar o volume do saco vitelino foram determinados o comprimento e a altura
desta estrutura em larvas de em seis proles (cinco fixadas em formol 10% e uma fixada em
Karnovsky). As medidas lineares foram obtidas sob estereomicroscépio (Leica MZ 8) com

ocular micrométrica, em milimetros (mm).
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O volume do saco vitelino, em UL, foi calculado pela formula V= (Tc/6)LH2, onde V €
o volume, L o comprimento e H a altura (BLAXTER, 1969). O indice de eficiéncia de
consumo de vitelo (S) foi obtido pela equacdo V=Ve St onde V é o volume do saco vitelino
no momento amostrado, Vo é o volume no momento anterior, S é o indice de eficiéncia de
consumo de vitelo e t é o tempo decorrido (POLO et al., 1991). O parametro S foi estimado
pela expressao V=V/V(= e desenvolvida em logaritmo, sendo V; o volume do saco vitelino
no momento amostrado, Vy o volume no momento anterior. Foram considerados tempos entre
a eclosdo e total absorcao do vitelo nas larvas (visualizado em estereomicroscopio).

O desenvolvimento morfolégico nas larvas e em estruturas relacionadas a captura de
alimento, ex6geno, como formacgao da boca, dos dentes, botdes gustativos e nadadeiras, foram

descritas em microscopia eletronica de varredura (MEV).

3. RESULTADOS

Valores médios de varidveis fisico-quimicas da dgua durante o periodo de coletas
foram de 6,49 + 1,57 mg/L de oxigénio dissolvido, a alcalidade de 87,82 + 10,13 mg/L, a
amonia de 0,64 + 0,51 mg/L, pH 7,65 + 0,84 e temperatura média de 30,07 + 1,95 °C.

Ap6s a eclosao (13 h PF), o volume do saco vitelino (Figura 1) das larvas de B.
amazonicus diminui de maneira acentuada, passando de 0,54 + 0,17 uL no momento da
eclosdao para 0,02 + 0,01 puL com 41 h PE, com os vestigios de vitelo ndo sendo mais

visualizados macroscopicamente 53 h PE.
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Figura 1. Volume do saco vitelino em larvas de B. amazonicus a partir da eclosdo.
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A Figura 2 mostra o indice de eficiéncia de consumo de vitelo (S) durante o
desenvolvimento inicial de B. amazonicus, demonstrando eficiéncia crescente entre 16 € 34 h

PE, e decrescente 47 h PE, momento em que o volume de vitelo era quase nulo.
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Figura 2. Indice de eficiéncia de consumo de vitelo (S) a partir da eclosio em
larvas de B. amazonicus.

Desenvolvimento larval de B. amazonicus
Larvas com 13 h PF (eclosao)

A eclosdo em B. amazonicus ocorreu 13 h PF (Figura 3 - A), quando as larvas tinham
de 2,80 a 4,05 mm de comprimento padrao (média de 3,52 + 0,38 mm). As larvas possuiam
cabeca voltada para baixo, aderida a regido anterior do saco vitelino, com corpo em postura
distendida, grande saco vitelino e auséncia total de nadadeiras (Figura 3 — A.a). Um par de
placas olfatérias em forma de depressao circular rasa, preenchida por células ciliadas, foi
visualizado na regido frontal lateral da cabec¢a (Figura 3 — A.b), anteriormente ao esbogo de
vesiculas Opticas totalmente indiferenciadas (Figura 3 — A.c). Na regido ventral da cabeca,
proximo ao limite com o saco vitelino, um sulco raso com tegumento desorganizado
sinalizava o local do primérdio bucal (Figura 3 — A.d), enquanto na regido dorsal anterior um

sulco cefélico longitudinal foi observado (Figura 3 — A.e).
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Figura 3 — Eletronmicrografia do desenvolvimento larval de 0 a 11 h PE em B. amazonicus. Eclosio:
A.a - vista lateral completa; A.b — placa olfatéria; A.c — vista lateral da regido anterior; A.d —vista
ventral da cabeca; A.e — vista dorsal da regido anterior. 4 h PE: B.a — vista lateral completa e
membrana embriondria (seta); B.b - vista lateral da regido anterior; B.c - vista ventral da cabeca; B.d -
vista dorsal da regido anterior. 11 h PE: C.a - vista lateral completa C.b - vista frontal da cabeca; C.c -
vista lateral da regido anterior. Placa olfatéria (1), vesicula dptica (2), boca (3), arcos branquiais (4),
opérculo (5) e botdo da nadadeira peitoral (6), saco vitelino (sv), sulco cefélico (asterisco).

Larvas com 4 h PE
As larvas tinham de 3,40 a 4,50 mm (média de 4,03 + 0,31 mm). O limite entre o saco

vitelino e o tronco das larvas estava mais pronunciado e a tnica nadadeira presente era a
embriondria (“finfold”), em forma de membrana distendida sagitalmente na regido corporal

média posterior (Figura 3 — B.a). O inicio da diferenciacdo dos arcos branquiais foi
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visualizado neste momento, caracterizado pela presenca de protuberiancias transversais
delimitadas da cabeca por fenda pronunciada, ao mesmo tempo em que protuberincias
esféricas formavam as vesiculas opticas (Figura 3 — B.b). Na regido ventral da cabeca a
cavidade bucal estava em formagdo, porém ainda apresentava-se superficial (Figura 3 — B.c),
enquanto em sua regido dorsal o sulco cefdlico encontrava-se mais profundo (Figura 3- B.d).

Larvas 11 h PE
A Figura 3 — C demonstra larvas de B. amazonicus com 11 h PE, com comprimento

total entre 3,90 e 5,20 mm (média de 4,74 + 0,41 mm). Em vista panoramica da larva
verificou-se o inicio da delimitacdo entre a cabeca e o saco vitelino, com um pronunciado
desenvolvimento da musculatura do tronco sendo visualizado (Figura 3 — C.a). As placas
olfatérias encontravam-se mais distendidas na regidao frontal da cabeca e a cavidade bucal
estava profunda, ornamentada por labios com protuberancias enfileiradas que sinalizavam o
inicio da formacgao dos dentes (Figura 3 — C.b). Em vista lateral ampliada, a vesicula ptica
em forma de esfera protuberante encontrava-se continua aos tecidos tegumentares da cabeca e
o inicio de fissuras comecava a delimitar os arcos branquiais externos, posteriores ao opérculo
em diferenciacdo e anteriores ao botdo da nadadeira peitoral que surgia neste momento
(Figura 3- C.c).
Larvas com 25 h PE

O comprimento total das larvas variou de 4,65 a 6,50 mm (média de 5,78 + 0,48 mm).
Observou-se 0 saco vitelino bastante reduzido e a cabega descolada do saco vitelino, em
posicdo retilinea com boca em posi¢cdo terminal. Um estreitamento da nadadeira embriondria
na regido posterior indicou o inicio da delimitacdo da nadadeira caudal, enquanto a
diferenciacdo da abertura anal pode ser visualizada na regido mediana ventral da nadadeira
embriondria (Figura 4 — A.a). O desenvolvimento do sistema nervoso preencheu o sulco
cefdlico visualizado em momento anterior (Figura 4 — A.b). A vesicula Optica encontrava-se
mais protuberante, porém ainda continua ao tegumento da cabeca, jd no assoalho da placa
olfatéria visualizou-se o inicio da formagdo de uma depressdo, toda revestida por cilios
sensoriais, a0 mesmo tempo em que nos labios os dentes encontravam-se mais protuberantes,
recobertos por epitélio, e distribuidos em trés fileiras ndo paralelas e aparentemente
desorganizadas na pré-maxila (1abio superior) e duas no dentério (labio inferior), também
desalinhadas (Figura 4- A.c). O botdo da nadadeira peitoral migrou em direcdo a cabega e
neste momento sua base encontrava-se proxima ao limite posterior da membrana
branquiostegial, que juntamente com o opérculo em formacdo cobria os arcos branquias,

deixando apenas parte dos dois ultimos arcos expostos externamente (Figura 4 — A.d). A



Tese de Doutorado — Capitulo 3 Erika Neumann 40

partir deste momento amostrado, neuromastos estiveram presentes distribuidos as bordas da

vesicula Optica, externamente a pré-maxila e na regido externa ventral da boca.
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Figura 4 - Eletronmicrografia do desenvolvimento larval de 25 a 59 h PE em B. amazonicus. 25 h PE:
A.a - vista lateral completa, com local de formacdo da abertura anal (seta) e saco vitelino (sv); A.b -
vista dorsal da regido anterior; A.c — ampliacdo lateral da cabega, com cavidade olfativa (1), vesicula
optica (2), boca (3) e neuromastos (ponta de seta); A.d — destaque do opérculo (4), arcos branquiais (5)
e nadadeira peitoral (6) em vista lateral. 35 h PE: B.a - vista lateral completa; B.b - destaque do
opérculo (4), arcos branquiais (5) e nadadeira peitoral (6) em vista lateral; B.c — ampliacdo lateral da
cabeca e neuromastos (ponta da seta). 59 h PE: C.a - vista lateral completa, nadadeira dorsal (seta
escura) e anal (seta clara); C.b — vista frontal da boca; C.c - destaque do opérculo (4) e nadadeira
peitoral (6) em vista lateral; C.d — destaque da cavidade olfativa (1) e neuromastos (ponta da seta).

Larvas com 35 h PE
Neste momento as larvas tinham comprimento total entre 5,40 e 7,60 mm (média de

6,57 + 0,64 mm). Em vista lateral completa dos individuos, o saco vitelino apresentava-se
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quase completamente reabsorvido (Figura 4 — B.a). Os arcos branquiais encontravam-se
totalmente encobertos pelo opérculo em formacdo, estrutura que por sua vez ji tinha seu
limite posterior atingindo a base da nadadeira peitoral (Figura 4 — B.b). Ao mesmo tempo um
sulco estava em formacdo em torno da vesicula Optica e a regido central desta vesicula
apresentava-se protuberante em relacdo as bordas, indicando o inicio da formacdo do
cristalino (Figura 4 — B.c). No lugar da placa olfatédria, inicialmente visualizada, encontrava-
se uma cavidade olfativa completamente revestida por cilios em seu interior € em suas bordas.
As protuberancias dentais estavam na mesma disposicao descrita anteriormente, porém mais
afiladas nos dpices, sendo verificadas na face labial frontal da pré-maxila e do dentério
delicadas cuspides de dentes perfurando o epitélio, que envolvia completamente os dentes das
faces labiais laterais (Figura 4 — B.c).
Larvas com 59 h PE
O comprimento total das larvas variou de 6,40 a 9,00 mm (média de 7,78 + 0,70 mm)
(Figura 4 — C). O saco vitelino havia desaparecido completamente e as nadadeiras dorsal e
anal comecavam a delimitar-se devido a reabsor¢cdo (e conseqiiente estreitamento) da
nadadeira embriondria (Figura 4 — C.a). Os dentes encontravam-se revestidos por epitélio
(Figura 4 — C.b) e o opérculo cobria os arcos branquiais e a base da nadadeira peitoral (Figura
4 — C.c). A cavidade olfativa passou de forma circular para alongada na direcdo antero-
posterior (Figura 4 — C.d).
Larvas com 79 h PE
O comprimento total de larvas estava entre 6,40 a 10,20 mm (média de 8,44 = 1,10
mm). Em visdo geral das larvas foram observadas nadadeiras dorsal e anal mais delimitadas e
a regido final do tronco flexionada, enquanto a membrana embriondria continuava
amplamente distendida na regido pré-anal ventral (Figura 5 — A.a). Em relacdo ao momento
anterior a unica diferenca observada nos dentes foi seu crescimento, tornando-os mais longos
(Figura 5 — A.b). Em vista dorsal foi observada a base da nadadeira peitoral encoberta pelo
opérculo (Figura 5 — A.c) e a cavidade olfativa estreita e alongada na direcao antero-posterior
(Figura 5 — A.d).
Larvas com 107 h PE
A Figura 5 — B apresenta larvas com 107 h PE, medindo entre 7,60 a 12,20 mm
(média de 10,25 + 1,16 mm) de comprimento total. Poucas alteragdes morfolégicas ocorreram
em relacdo a0 momento anterior, entre elas estava a delimitagdo e formacdo de raios nas
nadadeiras caudal, dorsal e anal (Figura 5 — B.a), enquanto os dentes estavam mais

desenvolvidos, pontiagudos e curvados para dentro (Figura 5 — B.b).
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Figura S - Eletronmicrografia do desenvolvimento larval de 79 a 171 h PE em B. amazonicus. 79 h
PE: A.a - vista lateral completa; A.b — vista frontal da boca; A.c - vista dorsal da regifo anterior; A.d -
destaque da cavidade olfativa. 107 h PE: B.a - vista lateral completa; B.b - vista frontal da boca. 171 h
PE: C.a - vista lateral completa; C.b — destaque da cavidade olfativa; C.c - vista frontal da boca; C.d —
vista lateral dos dentes anteriores; C.e — vista lateral dos dentes posteriores. Membrana embrionaria
(asterisco escuro), nadadeira peitoral (asterisco claro), nadadeira dorsal (seta vazada), nadadeira anal
(seta cheia) e nadadeira caudal (seta escura).

Larvas com 171 h PE
Apds mais 64 horas de desenvolvimento, com 171 h PE (Figura 5 — C), as larvas
mediam entre 9,20 e 13,90 mm de comprimento total (média de 11,70 = 0,92 mm). A
principal alteracdo visualizada foi o desenvolvimento de raios nas nadadeiras e delineamento
do esqueleto da cabeca, com limites perceptiveis por meio de saliéncias e reentrancias da

superficie desta (Figura 5 — C.a). A cavidade olfativa comecava a sofrer um estreitamento
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transversal na regido mediana (Figura 5 — C.b) e os dentes encontravam-se bem desenvolvidos
(Figura 5 — C.c), longos e pontiagudos na regido frontal da boca (Figura 5 - C.d),
apresentando-se mais curtos nas regides laterais da pré-maxila e dentdrio (Figura 5 — C.e). O
maxilar estava em formagao, e nele encontrava-se fileira tinica e alinhada de pequenos dentes.
A vesicula Optica encontrava-se mais diferenciada, com uma esfera central em destaque,
marcando a presenca do cristalino (Figura 5 — C.a).

Larvas com 243 h PE

As larvas mediam entre 10,20 e 18,00 mm de comprimento total (média de 13,30 +
1,80 mm) (Figura 6 — A). Neste momento, as estruturas esqueléticas da cabeca estavam bem
protuberantes, indicando seu desenvolvimento e, consequentemente, o olho encontrava-se
alojado entre o sulco orbital, com cristalino bem evidente (Figura 6 — A.a), enquanto os dentes
da pré-maxila e dentdrio estavam curvados para dentro e foram deslocados para a borda
interna da boca devido a estruturacdo desses ossos (Figura 6 — A.d), ficando visiveis
externamente apenas os dentes do maxilar. O septo transversal na regido mediana na cavidade
olfativa estava mais pronunciado (Figura 6 — A.b) e os raios encontravam-se bem
desenvolvidos nas nadadeiras dorsal, anal (Figura 6 — A.c) e caudal, estando ausentes na
nadadeira peitoral (Figura 6 - A.a).

Um par de pequenos botdes da nadadeira pélvica foi visualizado 243 h PE na regido
ventral média do tronco e entre este par a nadadeira embriondria continuava distendida
(Figura A.c). Na lingua, presente no assoalho da cavidade bucofaringea (Figura 6 — A.e),
estiveram presentes varios botdes gustativos (Figura 6 — A.f, destaque de A.e), visualizados
também no teto da cavidade (Figura 6 — A.h), mais precisamente na superficie dos arcos
branquiais (Figuras 6 — A.g).

Larvas com 339 h PE

Neste momento (Figura 6 — B) as larvas tinham entre 12,30 e 32,00 mm de
comprimento total (média de 18,89 + 3,75 mm), a cavidade olfativa encontra-se dividida em
dois orificios, disposta no sentido antero-posterior (destaque da Figura 6 — B, seta clara),
apresentando em seu assoalho um ornamento circular em forma de “roseta”, formado por
lamelas de epitélio, visivel no orificio maior da cavidade (préximo ao olho). Iniciava-se a
formag¢do de escamas na regido anterior do tronco, proximo ao opérculo (destaque da Figura 6
— B, seta escura) e a nadadeira pélvica estava presente. Estruturas do esqueleto da cabeca e
dos raios das nadadeiras caudal, dorsal, anal e pélvicas estavam bem delineadas e

evidenciadas. Apenas a nadadeira peitoral ainda possuia sua insercao na forma membranosa,
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sem raios totalmente formados. Restavam vestigios da nadadeira embriondria na regido

ventral, entre as nadadeiras pélvicas.
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Figura 6 - Eletronmicrografia do desenvolvimento larval de 243 a 339 h PE em B. amazonicus. 243 h
PE: A.a - vista lateral da regido anterior; A.b — destaque da cavidade olfativa; A.c — vista lateral da
regido mediana do tronco; A.d — boca e dentes; A.e — assoalho da boca; A.f — destaque de A.e = botdes
gustativos (setas); A.g — ramos superiores dos arcos branquiais; A.h - destaque de A.g = botdes
gustativos (seta). 339 h PE: B — vista lateral completa, com destaque da cavidade olfativa (seta clara) e
formacgdo de escamas (seta escura). Nadadeira peitoral (1), nadadeira dorsal (2), nadadeira pélvica (3),
nadadeira anal (4), nadadeira (membrana) embriondria (5) e nadadeira caudal (6).

Larvas de 412 h PE
A partir de 412 h PE apenas algumas estruturas envolvidas na alimentagdo exdgena
foram documentadas em MEV. Com 412 h PE as larvas mediam entre 17,80 e 31,40 mm de
comprimento total (média de 25,79 + 3,01 mm). Os ldbios formavam uma borda protuberante
externamente aos dentes (Figura 7 — A.b), totalmente ornamentada por botdes gustativos

(Figura 7 — A.a). Os dentes possuiam base revestida e encontravam-se voltados para dentro,
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apresentando-se longos e pontiagudos na maxila (seta na Figura 7 — A.b), e largos na regido
frontal do dentério (Figura 7 — A.c) e pré-maxila. Assim como os 14bios, a lingua apresentava

superficie repleta de botdes gustativos (Figura 7 — A.d).

#

Figura 7 - Eletronmicrografia do desenvolvimento larval com 412 e 579 h PE em B. amazonicus. 412
h PE: A.a —botdes gustativos no labios (destaque de A.b); A.b —boca (seta escura = dentes da maxila);
A.c — dentdrio; A.d — lingua com botdes gustativos (destaque). 579 h PE: B.a — vista frontal da boca;
B.b — cavidade olfativa; B.c — dentes da pré-maxila; B.d — pré-maxila; B.e - botdes gustativos do labio
inferior (seta); B.f — dentério e lingua (seta); B.g — dente da regido frontal do dentério.

Juvenis com 579 h PE
Devido ao amadurecimento da insercdo da nadadeira peitoral, desaparecimento da
nadadeira embriondria, corpo completamente recoberto por escamas e total formacgdo de raios

nas nadadeiras, a partir de 579 h PE os individuos foram considerados juvenis. Neste
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momento o comprimento total esteve entre 34,40 e 77,40 mm (média de 48,94 + 10,97 mm).
Todas as estruturas esqueléticas da boca estavam delineadas (Figura 7 — B.a). Os dentes da
pré-maxila apresentaram-se mais grossos em direc¢ao a regido frontal da boca (Figura 7 — B.d),
possuindo base larga e dpice pontiagudo formado por uma unica cuspide (Figura 7 — B.c),
diferente da regido frontal do dentério (Figura 7 — B.f), onde os dentes também eram grossos e
largos, porém abaulados em sua face externa (vestibular), planos na face interna (lingual) e
multicuspidados, com uma cuspide central entre vertentes laterais mais curtas (Figura 7 —
B.g). Na maxila e nas laterais do dentério os dentes eram finos, pontiagudos e préximos entre
si, alinhados em fila Unica na maxila e desalinhados em fila dupla no dentario (Figura 7 —
B.f). A estrutura da cavidade olfativa, com um orificio menor seguido posteriormente de
orificio maior que alojava um “leque” formado por septos, pode ser claramente visualizada na
Figura 7 — B.b, e os botdes gustativas dos labios (seta da Figura 7 — B.e) e da lingua (seta da

Figura 7 — B.f) encontravam-se bem desenvolvidos.

4. DISCUSSAO

Durante o periodo analisado os peixes foram mantidos em dois diferentes ambientes,
dentro do laboratério (incubadoras) e nos viveiros, para onde foram com aproximadamente 63
h PE. No laboratério ndo ocorreram grandes variacdes nas médias das varidveis fisico-
quimicas da dgua, ao contrdrio do que foi observado no viveiro, onde os valores foram mais
varidveis, porém aceitdveis para o crescimento de peixes tropicais (SIPAUBA-TAVARES,
1995).

O tempo de presenca das reservas alimentares enddgenas, observado em B.
amazonicus deste estudo, € similar ao observado para a mesma espécie por Mira-Lopez et al.
(2007), onde as reservas enddgenas deixaram de ser visualizadas 42 h apds a eclosdo. Em
larvas de B. amazonicus aqui estudadas, com temperatura da dgua de 27,98 + 0,81 °C em
laboratorio, apenas vestigios de vitelo restavam por volta de 47 horas de vida livre, periodo
proximo ao relatado para outras espécies de Brycon. Em B. insignis o vitelo foi totalmente
absorvido aproximadamente 40 horas apés a eclosdo em 26 = 1 °C (ANDRADE-TALMELLI
et al., 2001), em Brycon orthotaenia o saco vitelino ndo esteve mais presente no inicio do
terceiro dia apds a eclosdo em 25 °C (SAMPAIO, 2006) e em B. cephalus, Lopes et al. (1995)
e Romagosa et al. (2001) relataram que com o inicio da alimentacio exdgena,
aproximadamente 26 horas apés a eclosdo, ainda havia saco vitelino presente, com 30 °C e 26

+ 2 °C, respectivamente.
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Segundo Kamler (2007), nos primeiros momentos de vida a taxa de absorcdo de vitelo
em geral é reduzida e aumenta lentamente com a ontogenia, devido a aumento da taxa
metabodlica, conseqiiéncia do desenvolvimento da habilidade natatéria e da respiracdo
branquial. Em B. amazonicus, o periodo em que ocorreu a maior queda do volume do saco
vitelino correspondeu ao intervalo em que o indice de eficiéncia de consumo de vitelo cresceu
acentuadamente, entre 17 e 33 horas apds a eclosdo, mesmo intervalo em foram notadas
importantes alteragdes morfologicas. O deslocamento da boca para posicdo terminal,
desenvolvimento do sistema nervoso central, de estruturas musculares e esqueléticas da
cabeca e do tronco, com conseqiiente aprimoracdo da habilidade natatdria verificada neste
periodo, certamente resultaram em alta taxa metabdlica e acentuado gasto energético,
comparado as primeiras horas da fase larval, quando os individuos ndo se locomoviam por
conta prépria, ficando a mercé do fluxo de dgua e dispensando poucos gastos energéticos.

A habilidade natatdria foi gradualmente se tornando mais eficiente e a partir de 29 h
PE, quando o tubo digestério estava aberto e a vesicula gasosa inflando (ver Capitulo 4),
larvas forrageiras foram oferecidas, e as larvas de B. amazonicus mostraram-se cagadoras
vorazes, 0 que nos primeiros momentos pode ter resultado em altos gastos energéticos, que
aceleraram o consumo de vitelo, ja bastante reduzido até entdo, chegando a exaustdo poucas
horas depois. Kamler (2007) afirma que o aumento de energia despendida para o
desenvolvimento do aparelho locomotor resulta em aumento de consumo do vitelo, com o
acesso a alimentacdo externa podendo acelerar a absorcdo da reserva energética endogena
devido a sintese de tecidos corporais.

O deslocamento da boca para a posi¢do terminal, a pigmentacdo da vesicula Optica
(ver Capitulo 5) e nitido desenvolvimento da respiragdo branquial, da musculatura no tronco e
aprimoramento da habilidade natatéria, antes do inicio da alimentagdo exdgena em B.
amazonicus, sugere a prioridade de obtencdo de caracteristicas minimas necessdrias para a
captura de alimento exdgeno antes da exaustao das reservas endégenas em larvas da espécie.

Assim como em B. amazonicus, foi observado em larvas de B. orbignyanus e B.
orthotaenia, o desenvolvimento de um conjunto de caracteristicas morfoldgicas favoravel a
predagdo, como desenvolvimento de arcos branquiais, das nadadeiras peitorais, da cavidade
olfatéria e presenca de neuromastos livres logo apds a eclosdo, seguido da presenca de
alvéolos dentdrios, desenvolvimento do sistema nervoso central e inicio da pigmentacdo do
olho no primeiro dia de vida livre (MACIEL, 2006 e SAMPAIO, 2006, respectivamente).

Em B. orbignyanus, os primeiros botdes gustativos foram visualizados 20 horas apds a

eclosdao (MACIEL, 2006), enquanto em B. orthotaenia eles s6 foram vistos apds o inicio da
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alimentacdo exdgena (SAMPAIO, 2006). Em ambos os casos, assim como em B. amazonicus,
eles aumentaram em numero € em tamanho durante o desenvolvimento larval. Segundo
Matsuoka (2001), em peixes o padrao de distribuicdo dos botdes gustativos varia entre as
espécies, podendo ser encontrados na cavidade bucofaringea, na superficie de nadadeiras,
ldbios, cabeca e sobre todo o corpo. O autor afirma que os 6rgdos olfatérios e botdes
gustativos operam como quimiorreceptores, com funcao de captar, respectivamente, o cheiro
e 0 gosto de substancias saturadas na dgua.

Cestarolli (2005) observou que no inicio do fornecimento de racdo larvas de
Pseudoplatystoma coruscans faziam a apreensdo de particulas de alimento e sua eventual
devolucdo apds alguns instantes, sugerindo que a presenca de botdes na cavidade
bucofaringea da espécie deve responder pela percepcdo da palatabilidade do alimento
apreendido antes da ingestdo, permitindo as larvas de peixes selecionarem o alimento
ingerido. Pela distribuicdo e quantidade de botdes gustativos observados em B. amazonicus
deste estudo, possivelmente larvas da espécie aqui estudada também sdo capazes de realizar
seletividade alimentar.

Appelbaum e Riehl (1997) verificaram que em Cyprinus carpio o sentido da visio
predominava na busca e captura de alimento, e no inicio da fase larval o olho crescia de forma
expressiva, considerando o sentido visdo de fundamental importancia nas fases inicias do
ciclo de vida de predadores visuais. Em B. amazonicus o rapido crescimento do olho também
foi visualizado nos primeiros estdgios larvais (ver Capitulo 5), indicando ser uma estrutura
fundamental neste periodo.

A presenca de lamelas no assoalho da cavidade olfatéria, visualizada em B.
amazonicus, também teve sua formacdo inicial observada em B. orbignyanus (MACIEL,
2006). Em B. amazonicus estas lamelas estavam dispostas paralelamente em forma de
“roseta”, como descrito em Sardinops melanostictus (MATSUOKA, 2001), em Thunnus
orientalis (KAVAMURA et al., 2003) e em Engraulis japonicus (anchova) (UYAN et al.,
2006). Matsuoka (2001) e Uyan et al. (2006) verificaram que cada lamela é recoberta por
epitélio sensorial na base e nas laterais, e ndo sensorial na margem. Os autores sugerem que
este tipo de estrutura indica que o peixe tem alta acuidade olfatéria.

A placa olfatdria revestida por epitélio ciliado ja no inicio do desenvolvimento de B.
amazonicus, também foi observada em larvas de outros teledsteos, como em Cyprinus carpio
(APPELBAUM E RIEHL, 1997), em Pseudoplatystoma coruscans (CESTAROLLI, 2005) e
nos peixes marinhos Sardinops melanostictus (MATSUOKA, 2001) e Thunnus orientalis

(KAVAMURA et al.,, 2003), nos quais, segundo os autores, o epitélio era composto
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principalmente por trés tipos celulares: células ciliadas sensoriais, células receptoras com
numerosas e curtas microvilosidades, e células ciliadas ndo sensoriais. Segundo Appelbaum e
Riehl (1997) e Matsuoka (2001), cilios ndo sensoriais no inicio do desenvolvimento sao
responsaveis pela movimentacdo ativa da dgua sobre o epitélio olfativo enquanto as larvas
possuem pouca ou nenhuma mobilidade, com seu nimero diminuindo apds o
desenvolvimento da habilidade natatéria.

A alteragdo na posicdo da boca, em conjunto com a forma e distribui¢do dos dentes B.
amazonicus durante o desenvolvimento larval, esta relacionada ao seu habito alimentar neste
periodo. Segundo Leite e Aradjo-lima (2002) na fase larval os individuos se alimentam de
zooplancton, principalmente de larvas de outros peixes. Leite (2004) observou que apds o
periodo larval, o habito de comer ictioplancton permaneceu em juvenis de todos os tamanhos
analisados, sendo observada também a ocorréncia de microcrustaceos € insetos na maioria dos
individuos. Eventualmente plantas e sementes estiveram presentes no conteido ingerido, em
maior ou menor quantidade, dependendo da época e local de coleta, com a autora
classificando juvenis da espécie como oportunistas.

Zavala-Camin (1996) classifica como onivoros peixes que selecionam alimento animal
e vegetal vivo, em quantidades equilibradas, podendo ser onivoros com tendéncia a
carnivoros quando a por¢do animal predomina entre os itens alimentares, passando a ser
oportunistas quando precisam aproveitar alimentos disponiveis em determinado local e época
do ano, como relatado para juvenis de B. amazonicus neste trabalho.

Rodrigues et al. (2006) afirmam que a boca, a cavidade oral e a faringe estdo
associadas com a captura, orientacdo e preparacdo pré-digestiva do alimento e que peixes
onivoros geralmente apresentam boca em posicdo terminal. Os autores estudaram piau
Leporinus macrocephalus, e observaram que os ldbios apresentavam muitas papilas. Tal fato
também foi visualizado no final do periodo larval em B. amazonicus, sugerindo que os ldbios
contribuem na preensdo do alimento.

Em B. amazonicus deste estudo, apesar do marcante desenvolvimento dos dentes orais
e de sua postura voltada para trds nos individuos maiores, desde o inicio da alimentacao
exdgena foi verificada a ingestdo de presas (larvas forrageiras) inteiras, sugerindo a funcio
dos dentes na preensdo da presa para que esta pudesse ser ingerida, como afirmou Zavala-
Camin (1996) quando relatou que, nos peixes que engolem suas presas inteiras, os dentes tém
fun¢do de segurar o alimento. Rodrigues et al. (2006) sugerem que em espécies onivoras 0s
dentes orais servem para preparacdo pré-digestiva do material alimentar de origem vegetal e

para captura e preensdo do alimento de origem animal. A funcdo de preensdo do alimento
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também foi atribuida aos dentes orais para fases iniciais de Brycon moorei (VANDEWALLE
et al., 2005) e em adultos de Rita rita (YASHPAL et al., 2006).

Dentes cobertos em parte por epitélio, como visualizados mesmo nos maiores
individuos analisados de B. amazonicus, também foram observados em B. moorei
(VANDEWALLE et al., 2005) e em adultos de Rita rita (YASHPAL et al.,, 2006).
Vandewalle et al. (2005) estudaram o desenvolvimento do esqueleto da cabeca de B. moorei e
observaram que no momento da eclosdo estruturas esqueléticas eram ausentes. Em B. moorei
o primeiro dente oral apareceu trés horas apés a eclosdao, permanecendo ocluso até 42 horas
mais tarde, quando a maioria dos dentes apresentava-se pontiaguda e fina, perfurando o
epitélio. Com 199 horas apds a eclosio os dentes de B. moorei estavam curvados para trés, e
dentes multicuspidados estiveram presentes 512 horas apds a eclosdo, como também foi
observado em B. amazonicus.

Segundo Vandewalle et al. (2005), o inicio da alimentacdo exdgena implica na
necessidade de uma cavidade bucal razoavelmente rigida na periferia para evitar que partes da
cabeca, especialmente do cérebro, sejam danificadas. Os autores afirmam que em B. moorei
ndo havia isolamento esquelético entre a cavidade bucal e o cérebro quando a alimentagao
exdgena comegou, sugerindo que a ingestao alimentar € mais importante para a sobrevivéncia
do que o isolamento da cavidade bucal em espécies que precisam crescer rapidamente para
reduzir a pressdo ambiental da predacdo, apresentando ser uma estratégia arriscada. Em larvas
de B. amazonicus o desenvolvimento de estruturas 6sseas da cabe¢a nao foi analisado, porém,
por serem peixes do mesmo género e pelo aspecto superficial da cabe¢a no momento em que
a alimentacdo exdgena iniciou-se, provavelmente este isolamento também estava ausente
neste momento.

Em relacdo a func¢do da nadadeira embriondria, distendida amplamente no plano
sagital mediano das larvas de B. amazonicus até o surgimento dos primeiros raios das
nadadeiras impares, quando passou a ser lentamente reabsorvida, foi sugerido por Van Snik et
al. (1997) que esta membrana (“finfold”) possivelmente estd relacionada ao modo de
locomoc¢ao nos momentos iniciais, mas principalmente a respira¢do, aumentando a area da
superficie para a respiragdo cutanea nos primeiros dias de vida. Segundo estes autores, sua
fungdo essencial para a sobrevivéncia € sugerida pelo fato das larvas usarem energia para
construir a nadadeira embriondria, que em sua maior parte serd reabsorvida em curto intervalo
de tempo, em um momento de fonte limitada de recursos.

Segundo Van Snik et al. (1997), durante a absorcdo da “finfold” ocorre o

desenvolvimento e acomodacdo das branquias e o comprimento da cabeca aumenta
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proporcionalmente (como foi visualizado em B. amazonicus, Capitulo 5), enquanto
importantes funcdes a respeito de captura de alimento, ingestio e digestdo sdo desenvolvidas,
a0 mesmo tempo em que ocorre o crescimento e estruturagdo das nadadeiras esqueléticas.
Quando a nadadeira embrionadria é finalmente reabsorvida, a respiragao branquial € eficiente e
os individuos deixaram de utilizar o tipo ‘“anguiliforme” de natagcdo inicial para assumir
padrdao natatério similar ao do peixe adulto. Neste contexto, sua reabsor¢do encerra um
periodo de mudancas drésticas na forma do corpo.

Em B. amazonicus resquicios da nadadeira embriondria estiveram presentes na regiao
ventral, entre as nadadeiras pélvicas, mesmo nos dltimos momentos do periodo larval, estando
ausente apenas a partir de 25 dias de idade (579 horas apds a eclosdo), sendo esta uma das
caracteristicas que marcou o inicio do periodo juvenil (ver Capitulo 5). Van Snik et al. (1997)
sugerem que este resquicio em larvas mais velhas tenha a mesma funcao da cauda em girinos
de anuros, que serve para reduzir a turbuléncia e manter o equilibrio.

Com base nos dados obtidos, o padrio de desenvolvimento de B. amazonicus foi
rapido, priorizando as estruturas alimentares que permitem a expressdo da piscivoria ja no
inicio do desenvolvimento, antes da exaustdo das reservas energéticas enddgenas,
assegurando um crescimento acelerado e aumentando as chances de sobrevivéncia durante a
fase larval. A diferenciagdo simultanea de estruturas natatdrias e alimentares ficou clara,
assim como a presenca e posicdo de estruturas relacionadas a captura de alimento deixou
claro que mesmo as formas iniciais possuem caracteristicas que as classificam como seletivas

em relacdo a qualidade do alimento.
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Capitulo 4 — Ontogenia do trato digestorio de Brycon amazonicus (Teleostei, Characidae).

RESUMO

Entre as alteracOes morfoldgicas que mais influenciam na sobrevivéncia e crescimento dos
peixes durante o inicio do ciclo de vida, estd a formacdo do sistema digestério, com sua
complexidade variando de acordo com a espécie e seu habito alimentar. A espécie Brycon
amazonicus tem hdabito alimentar onivoro e ndo existem na literatura estudos conclusivos
sobre sua necessidade nutricional durante a ontogenia. Este estudo visa descrever o
desenvolvimento do trato digestério de B. amazonicus por meio de andlise anatdmica e
histolégica de suas estruturas, a fim de contribuir na compreensdo das necessidades
alimentares no inicio do ciclo de vida da espécie. Coletas foram realizadas na Piscicultura
Buriti (S 18° 51”7 - W 56° 11"), em Nova Mutum — MT, de dezembro de 2004 a janeiro de
2005. Os peixes foram mantidos em laboratério até 63 h PE, com temperatura média da dgua
de 27,98 + 0,81 °C, sendo entdo transferidos para viveiros com temperatura média no periodo
amostrado de 30,30 + 1,98 °C. Foram coletados individuos de 1 a 25 dias de idade, com o
processo de amadurecimento do tubo digestério sendo registrado em camara clara.
Posteriormente o material foi submetido a rotina de histologia com obtencdo de cortes com 5
um de espessura, corados em HE. Ao nascer as larvas tinham trato digestério como um tubo
simples, composto por corddo de células indiferenciadas localizado posteriormente ao saco
vitelino. Com 24 h PE a cavidade bucofaringea estava aberta, porém em regido posterior o
tubo digestoério continuava fechado. Com 25 h PE o tubo digestério apresentou-se aberto em
toda sua extensdo, podendo ser dividido em cavidade bucofaringea, es6fago e intestino, e este
ultimo estava revestido por tecido epitelial cilindrico. Neste mesmo momento deu-se o inicio
da formacao da vesicula gasosa com ducto ligado ao es6fago. A alimentacdo exdgena iniciou-
se 29 h PE, quando a cavidade bucofaringea e es6fago estavam revestidos por epitélio
estratificado pavimentoso, passando para cilindrico simples no intestino. Com 35 h PE um
septo surgiu na por¢do final do intestino, € uma bolsa intestinal se formou em sua porcao
proximal, a0 mesmo tempo em que pregas da mucosa se formaram no intestino médio. O
inicio da diferenciacdo do estomago ocorreu 83 h PE, quando o esdfago apresentava dobras
longitudinais na mucosa e seu epitélio estava revestido por células de muco. Trés regides
estiveram diferenciadas no estdmago com 171 h PE: cardica, cecal e pildrica, com as
primeiras glandulas estomacais surgindo na regido cardica. Com 243 h PE foram visualizados
inimeros cecos piléricos em formacdo na por¢do anterior do intestino e a forma de U do
estdbmago estava claramente definida. Apesar do trato digestério estar aberto 25 h PE e do
inicio da alimentacdo ter sido verificado 29 h PE, todas as estruturas que compdem o sistema
digestorio sé estiveram presentes a partir de 243 h PE.

Palavras-chave: Brycon amazonicus, sistema digestério, desenvolvimento inicial, anatomia,
histologia.



Tese de Doutorado — Capitulo 4 Erika Neumann 56

1. INTRODUCAO

Um dos entraves para a producdo de peixes nativos € a falta de conhecimento sobre
suas fases inicias de desenvolvimento. Ao nascer, larvas de peixes em geral se nutrem de
vitelo e seus sistemas organicos estdo incompletos. Durante o desenvolvimento, as larvas
adquirem caracteres transitérios que sdo aparentemente adaptacdes para a fase em que se
encontram (KENDALL et al., 1983).

Entre as alteragdes morfoldgicas que mais influenciam na sobrevivéncia e crescimento
dos peixes durante o inicio do ciclo de vida, estd a formagao do sistema digestdrio, que passa
por profundas mudancas em sua estrutura e fungdo, determinando alteragdes no habito
alimentar e no processo de obtencdo de nutrientes. De acordo com Mangetti (2006), para o
sucesso da criacdo racional de uma espécie de peixe € essencial o conhecimento de seus
habitos alimentares e das caracteristicas morfoldgicas do sistema digestério, em especial
durante seu desenvolvimento inicial.

Larvas de peixes apresentam em comum trato digestério rudimentar, que precisa
passar por transformacdes para obter a forma adulta e, devido a simplicidade de seu trato
digestorio no inicio do ciclo de vida, sdo menos eficientes na obtengdo de nutrientes e muito
sensiveis a mudancas de dieta (ZAVALA-CAMIN, 1996). Sua alimentacdo, nesta fase inicial,
depende principalmente de alimentos vivos (GALVAO et al., 1997).

O crescimento de larvas de peixes e a complexidade do trato digestério vao se
caracterizando de acordo com a espécie e seu hdbito alimentar. Quanto mais profunda for a
mudanca de hdbito alimentar da espécie durante a ontogenia, maior serd a variagdo nas
caracteristicas do tubo digestério MANGETTI, 2006).

Cestarolli (2005) afirma que o periodo larval € um dos mais delicados e importantes, e
de seu éxito dependem as fases subseqiientes. Para esse periodo, desempenha um papel
essencial um protocolo alimentar que determine as caracteristicas do alimento e da
alimentacdo, e estabeleca as condi¢cdes ambientais necessarias.

A espécie Brycon amazonicus é amplamente cultivada no Brasil. Ocorre na Amazonia
brasileira (LIMA 2003) e foi estudada até recentemente como se tratando de Brycon cephalus
(GOMES e URBINATI, 2005). De acordo com estes autores, seu habito alimentar é onivoro e
ainda ndo existem na literatura estudos conclusivos sobre seu requerimento nutricional
durante o desenvolvimento inicial.

Neste estudo, os peixes foram provenientes do rio Guaporé - MT, onde B. amazonicus
é popularmente conhecida como “jatuarana”. E um Brycon de coloracio levemente dourada

nos flancos e escura no dorso, que € largo e abaulado, e segundo Feitosa (2004), pode medir
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até 1 metro e chegar a 8 quilos, sendo encontrada principalmente em lagos formados logo
abaixo de cachoeiras.

Peixes do género Brycon sdo muito sensiveis as alteracdes em seu habitat natural, e
estdo ameacgados pelas agressdes ambientais causadas por causa do desmatamento ciliar, da
construcdo de barragens e poluicio dos rios, levando vérios grupos de pesquisa a
intensificarem estudos visando a viabilizacao destes peixes na piscicultura (OLIVEIRA et al.,
2004), visando também a compreensao de suas necessidades tréficas e de habitat.

Buscando oferecer informagdes que possam contribuir na compreensao da obtengado e
assimilacdo de nutrientes durante o desenvolvimento inicial de B. amazonicus, este estudo
teve por objetivo descrever o desenvolvimento do trato digestério por meio de andlise

anatdmica e histoldgica de suas estruturas.

2. MATERIAL E METODOS

Foram relizadas coletas na Piscicultura Buriti (S 18° 517 - W 56° 11"), no municipio
de Nova Mutum — MT, de dezembro de 2004 a janeiro de 2005.

A temperatura da 4gua (termOmetro de bulbo de mercirio), o pH (potencidmetro
digital), o oxigénio dissolvido (oximetro digital), a alcalinidade e amOnia foram monitorados,
sendo as duas dltimas varidveis determinadas pelos métodos de Goltermann et al. (1978).
Amostras de dgua para determinar os valores de amonia foram congeladas para andlise no
Laboratério Central do Centro de Aqiiicultura da UNESP. As demais andlises de d4gua foram
realizadas na propria piscicultura.

Peixes sexualmente maduros foram submetidos a reprodu¢do induzida. Como estimulo
hormonal foi utilizado hipdfise de carpa na forma comercial (seca em acetona), sendo
ingetadas, em fémeas, doses de 0,5 mg/kg e 5,0 mg/kg, com intervalo de 10 horas entre as
aplicacdes. Os machos receberam dose de 1,0 mg/kg no momento da dltima dose em fémeas.

Os peixes foram anestesiados em solug¢do de benzocaina (2 g dissolvida em 150 mL de
dlcool 96°GL e diluida em 20 litros de dgua) para extrusdo dos gametas. A fertilizagdo foi
feita adicionando-se s€émen aos ovocitos, com adi¢do de dgua apdés a homogenizagcdo dos
gametas para ativacdo destes e hidratacdo dos ovos, que em seguida foram lavados e
acondicionados em incubadoras conicas, com capacidade de 200 litros.

As larvas foram mantidas nas incubadoras até aproximadamente 63 h apds a eclosdo,
periodo em que foram alimentadas com larvas forrageiras. Em seguida foram transferidas para
ber¢arios de 1,5 m x 1,0 m x 0,75 m com malha de 2,0 mm de didmetro, colocados em

.. 2 . , L, . .
viveiros de 600 m” abastecidos com dgua de represa, onde permaneceram até 25 dias de idade.
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Em cada bercario foram estocadas 3000 larvas (4 larvas/litro), que foram alimentadas com
racdo comercial farelada (40% de proteina bruta) fornecida quatro vezes ao dia.

Duas proles da espécie foram analizadas, coletando-se 10 larvas de cada prole nos
diferentes momentos amostrados: a cada hora até 11 horas apds a eclosdo (PE), em intervalos
de duas horas até 35 h PE, de trés horas até 59 h PE, de quatro horas até 83 h PE, de seis, oito
e 12 horas, até 107, 123 e 147 h PE (7° dia), respectivamente, seguidas de coletas didrias no
8%,9° 11°, 13° 15° 18°, 22° ¢ 25° dia.

As amostras foram fixadas em formol a 10% tamponado por 24 horas e transferidas
para dlcool 70%, sendo transportadas a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da
Universidade Estadual Paulista — FCAV/UNESP, no Campus de Jaboticabal - SP, e
processadas no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal.

Momentos de alteragdes anatOmicas foram registrados por meio de contorno em
nanquim sobre imagem refletida em camara clara acoplada a estereomicroscopio (Leica MZ
95), quando o termo “tubo digestério” foi utilizado devido a ndo inclusdo da cavidade
bucofaringea, segundo Zavala-Camim (1996).

Para andlise em microscopia de luz o material foi desidratado em baterias de solucdes
alcodlicas de etanol em concentracdes crescentes (80%, 90% e 100%), diafanizado em Xilol,
infiltrado e incluido em parafina, e cortado em micrétomo com 5 um de espessura. Os cortes
foram montados em laminas, corados com Hematoxilina e Eosina - HE (TOLOSA et al.,
2003), sendo posteriormente documentados em fotomicroscépio (Leica DM 2500).

Para a descricdio do desenvolvimento do trato digestorio, de acordo com a
diferenciagdo de regides distintas, foram assumidas as divisdes morfoldgicas segundo Bértin
(1958): intestino cefdlico, que corresponde a cavidade bucal e faringe; intestino anterior, que
equivale ao segmento envolvendo esdfago e estdmago (quando presente); intestino médio, ou
intestino propriamente dito, que nesta pesquisa corresponde ao segmento entre o estdmago e o
septo (quando presente) identificado na regido posterior do tubo digestério; e intestino

posterior, que corresponde ao segmento localizado apds o septo intestinal.

3. RESULTADOS

Valores médios de varidveis fisico-quimicas da dgua, obtidos durante o periodo de
coletas, estdo representados na Tabela I. Durante o periodo analisado os peixes foram
mantidos em dois diferentes ambientes, dentro do laboratério (incubadoras) e nos viveiros,

para onde foram com aproximadamente 63 h PE.
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Tabela I. Valores médios de varidveis fisico-quimicas da 4gua durante o periodo estudado, em dois
diferentes ambientes utilizados, seguidos de seu respectivo desvio padrdo (S), valor mdximo e minimo.

0, (mg/L) pH Alcalinidade @~ Amoénia Temperatura Local
(mg/L) (mg/L) °C)
média 6,70 6,80 77,33 0,061 27,98
S 0,29 0,07 4,80 0,022 0,81 Incubadoras
maximo 7,00 7,0 84,00 0,092 29,40
minimo 5,91 6,7 72,00 0,038 25,50
média 6,39 8,02 92,89 0,855 30,30
S 1,86 0,71 8,07 0,413 1,98 Viveiro
maximo 10,00 8,90 104 1,300 34,80
minimo 4,11 7,10 82 0,237 27,00

Descri¢ao anatomica do tubo digestorio

A Figura 1 apresenta o desenvolvimento ontogenético do tubo digestério de B.
amazonicus, monitorado em estereomicroscépio. A forma de tubo simples, sem regides
definidas, foi identificada 25 h PE (Figura 1 — A), quando apenas uma constricdo leve foi
visualizada apds a extremidade anterior do tubo, delimitando o esofago, seguido de uma
curvatura descendente que marca o local de unido do tubo ao saco vitelino das larvas.

A formacdo de uma “bolsa” originada a partir de dilatacdo da regido anterior do tubo
digestério foi registrada 35 h PE (Figura 1 — B), quando pregas intestinais transversais
surgiram na metade posterior do tubo simples, seguidas de pregas longitudinais dispostas
paralelamente em sua extremidade final. Neste momento, o tubo digestério pode ser
macroscopicamente dividido em dois segmentos: esdfago (intestino anterior) e intestino
médio, sendo o intestino médio subdividido em bolsa intestinal na regido proximal, tubo
retilineo com pregas transversais na regido média, e intestino afunilado na regido distal, com
pregas paralelas longitudinais no segmento retal. Com 59 h PE (Figura 1 — C), as diferencas
observadas em relagdo ao momento anterior foram constricdes se formando entre as
subdivisdes intestinais descritas, além de um sulco entre o esdfago e a bolsa intestinal.

Com 83 h PE (Figura 1 — D) pregas paralelas longitudinais marcavam o esdfago e uma
dilatacdo circular entre o esd6fago e a bolsa intestinal sugeria o inicio da formacdo do
estdbmago, que se encontrava bem desenvolvido 135 h PE (Figura 1 -E), seguido de bolsa
intestinal bastante reduzida em relacdo ao momento anterior, sulcos mais evidentes no

intestino médio e regido retal bem diferenciada.
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Figura 1 - Desenvolvimento morfolégico inicial do tubo digestério de B. amazonicus. A — 25 h PE; B
—35hPE;C-59hPE;D-83hPE; E-135hPE; F- 171 h PE; G—-243 h PE; H-412 h PE. Escala
= 1 mm. Es6fago (asterisco), bolsa intestinal (b) e cecos pildricos (setas). Obs.: a partir de 135 h PE
foram ilustrados lado direito e esquerdo devido a distribuicdo assimétrica das estruturas.

A Figura 1 — F mostra protuberancias em fileiras paralelas dispostas em forma de
“colarinho” entre o intestino e um estdbmago muscular em forma de U, dobrado sobre a regiao
dilatada e levemente curvada do intestino, marcando o inicio da formacao dos cecos piléricos
171 h PE. A partir deste tempo e da presenca destas caracteristicas, o tubo digestdrio pode ser
dividido em intestino anterior contendo esdfago e estdmago, intestino médio com pregas
transversais em toda sua extensdo e cecos pildricos em sua regido proximal, e intestino

posterior com reto e anus.
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No momento seguinte, 243 h PE (Figura 1 — G), o tubo digestério adquiriu formato
enovelado, com estdbmago em forma de U disposto lateralmente a uma porcao retilinea do
intestino, ornamentada em sua porcao ventral por dezenas de curtos cecos pildricos, intestino
que ao término da por¢do pildrica se dobra em forma de N invertido e volta a ser retilineo
apos a dobra que se sobrepdem a regido cecal do estdmago. No ultimo momento amostrado,
com 412 h PE (Figura 1 — H), o estdbmago apresentou-se completamente diferenciado,
recoberto posteriormente pela dobra intestinal em forma de N e anteriormente por indmeros e

longos cecos pildricos.

Descricao histolégica do trato digestorio

Ao nascer (13 h PF) as larvas possuiam trato digestério indiferenciado, com um
epitélio idéntico e continuo ao tegumento penetrando logo a frente do saco vitelino, marcando
o local do posterior desenvolvimento da cavidade bucofaringea (Figura 2 — A). Este epitélio
se reduzia a uma camada simples de células globosas que se prolongou sobre o saco vitelino,
transformando-se em um cordao de células indiferenciadas que marcaram o local onde mais
tarde iria diferenciar-se o intestino (Figura 2 — B), em posi¢do dorsal e posterior ao saco
vitelino.

Com 4 h PE surgiu um primérdio de cavidade bucofaringea (Figura 2 — C), porém o
tubo digestério permanecia indiferenciado posteriormente ao saco vitelino e dorsalmente ao
prolongamento do saco vitelino (Figura 2 — D). Trés horas mais tarde (7 h PE) a cavidade
bucofaringea estava formada, porém os ldbios permaneciam aderidos (Figura 2 — E) e um
pequeno lume surgiu na regido mediana do tubo digestdrio, apresentando-se revestido por
epitélio cilindrico simples. Na regido posterior do tubo a abertura surgiu 2 horas mais tarde (9
h PE), quando a luz do reto e do pronéfron puderam ser visualizadas (Figura 2 — F).

Com 11 h PE a cavidade bucofaringea apresentava-se aberta e com os ldbios
separados, porém a regido anterior do tubo digestdrio continuava fechada por uma membrana
conjuntiva (Figura 3 — A) e o lume da regido mediana do tubo digestério aumentou
longitudinalmente (Figura 3 — B). A porc¢ao anterior do tubo digestdério se tornou mais espessa
e se separou, formando um lume 13 h PE (Figura 3 — C), a0 mesmo tempo em que o anus € 0

rim apresentavam-se abertos (Figura 3 — D).
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Figura 2 — Fotomicrografia do trato digestdrio de B. amazonicus entre a eclosdo e 9 h PE. eclosdo: A
— primérdio de boca (seta); B — primérdio da regido posterior do tubo digestdrio (seta). 4 h PE: C -
inicio da abertura da cavidade bucal (seta); D — primérdio da regido posterior do tubo digestério (seta)
e prolongamento do saco vitelino (SV). 7 h PE: E — cavidade bucal (seta). 9 h PE: F - porcéo final de
rim (R) e tubo digestério (TD).

Com 25 h PE o tubo digestério apresentou-se aberto em toda sua extensdao, podendo
ser dividido em cavidade bucofaringea, esdfago e intestino (Figura 3 — E), com este dltimo
apresentando regido proximal mais dilatada e encontrando-se totalmente revestido por tecido

epitelial cilindrico (Figura 3 — G). Também com 25 h PE iniciou-se a formagdo da vesicula
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gasosa, ligada ao es6fago por um ducto conector (Figura 3 — F) e botdes gustativos surgiram

no teto da cavidade bucofaringea (Figura 3 — H).

S n Py

B
b il

3,"&3.;'_ Ry?
' ]

' "
Y 3

- 30 pm

—

Figura 3 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus entre 11 e 25 h PE. 11 h PE: A -
cavidade bucal, com por¢do inicial do tubo digestdrio fechada (seta); B — lume na por¢cao média do
tubo digestério (seta). 13 h PE: C — lume (*) na por¢ao anterior do tubo digestério; D — anus (seta) e
pronefron (R). 25 h PE: E — vista panoramica da regido anterior, F - es6fago (ES), primérdio de
vesicula gasosa (seta) e inicio da formacdo de bolsa intestinal (IN); G — por¢do média do tubo
digestdrio; H — botdes gustativos no teto da cavidade bucal (seta).
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A Figura 4 — A apresenta 0 momento em que uma larva forrageira estava sendo
ingerida, 29 h PE, marcando o inicio da alimentacdo exdgena e da funcionalidade do tubo
digestério. Com 35 h PE longos dentes incisiviformes puderam ser visualizados perfurando os
alvéolos dentdrios e se exteriorizando na pré-maxila (Figura 4 — B), enquanto nas laterais da

mandibula muitos alvéolos dentédrios estiveram presentes e dentes incisivos formavam

protuberancias, indicando que a exterioriza¢do ocorreria em breve (Figura 4 — C).

Figura 4 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus com 29 e 35 h PE. 29 h PE: A -
ingestdo de larva forrageira (seta). 35 h PE: B — dente (seta) no pré-maxilar; C - alvéolos de dentes na
mandibula; D - faringe (seta), esdfago (ES), bolsa intestinal (IN) e vesicula gasosa (VG); E - intestino
médio (IN); F - septo (seta) entre intestino médio e posterior (IP); G - anus (seta).
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A vesicula gasosa apresentou-se parcialmente inflada com 35 h PE, com seu ducto
conector abrindo-se no esdfago (Figura 4 — D). Neste momento um epitélio pavimentoso
estratificado recobria a cavidade bucofaringea e o es6fago, sendo menos espesso na faringe,
onde as células superficiais apresentaram prolongamentos citoplasmaticos se projetando para
o interior da faringe (Figura 4 - D). No esdfago, que apresentou espessa camada circular de
miusculo esquelético externamente a sua lamina propria, ocorreu a transicdo de epitélio
pavimentoso estratificado para cilindrico simples em sua extremidade distal, marcando o
limite entre o es6fago e o intestino (Figura 4 — D).

Com 35 h PE, o trato digestorio adquiriu divisodes diferentes dos momentos anteriores,
passando a ser segmentado em: 1 - intestino cefdlico, composto pela cavidade bucal e faringe,
2 — intestino anterior, representado pelo esdfago, 3 - intestino médio, sendo o segmento entre
0 esOfago e o septo que surgiu na regido posterior do tubo digestério (Figura 4 — F), e 4 -
intestino posterior, representado pelo segmento apds o septo intestinal em formacgdo e
segmento retal (Figura 4 — G).

A regido proximal do intestino médio apresentou-se dilatada, em forma de bolsa
intestinal com 35 h PE, revestida por epitélio cilindrico simples préoximo a jun¢do com o
esofago (Figura 4 — D), que diminuiu em espessura transformando-se em epitélio cubico
simples nas paredes dorsal e ventral da bolsa, ou sua regido mais dilatada, voltando a ser
cilindrico em todo o intestino apds sua dilatagdo. Na regido distal do intestino médio, onde a
bolsa intestinal diminuiu sua espessura para dar lugar a um tubo retilineo, surgiram pregas
intestinais que foram gradualmente aumentando em altura da regido anterior para a posterior
(Figura4 — E).

Uma vesicula grande e clara ocupando todo o citoplasma das células epiteliais foi
verificada no intestino médio com 35 h PE, com sua ocorréncia iniciando-se ainda nas paredes
da bolsa intestinal e aumentando muito sua freqiiéncia em direcao ao término da mesma,
ocupando o citoplasma de quase todas as células da regido mediana do intestino médio
(Figura 4 — E), ndo sendo visualizada no intestino posterior (Figura 4 — F). Na regido do anus
o epitélio passou a ser pavimentoso estratificado (Figura 4 — G).

A Figura 5 — A apresenta a faringe, esofago e parte da bolsa intestinal com 59 h PE.
Internamente a camada muscular circular que envolvia o es6fago, surgiu uma camada de
miusculo longitudinal, sendo as duas tinicas compostas por musculo esquelético (barras clara
e escura na figura), envolvendo também a faringe, além do esdfago. Logo apds o esdfago, o

espessamento da musculatura indica que o inicio da diferencia¢do do estdmago estd proximo.
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Na superficie do epitélio da porcao distal da faringe e por¢ao proximal do esdfago, surgiram

células mucosas globosas e isoladas (seta).

Figura 5 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus com 59 h PE. A — faringe (FA) com
células de muco (seta), esdfago (ES) e bolsa intestinal (IN) (barra escura = miisculo longitudinal, barra
clara = musculo circular); B - por¢éo distal do intestino médio; - C — septo (seta) entre intestino médio
e posterior (IP); D - por¢do mediana do intestino médio (IN); E — anus (seta).

A densidade de células preenchidas por vesicula clara diminuiu sensivelmente no
intestino médio 59 h PE (Figura 5 — D), assim como o tamanho das vesiculas também
apresentou reducdo gradativa da por¢cdo mediana do intestino médio para a porcdo distal
(Figura 5 — B). Com 59 h PE o septo formado entre o intestino médio e posterior apresentou-
se mais desenvolvido e as células do epitélio do intestino posterior possuiam minudsculas
vesiculas em seu citoplasma (Figura 5 — C). Neste momento foi visualizado um epitélio
estratificado pavimentoso revestindo o segmento anal (Figura 5 — E).

Com 83 h PE foi verificado o inicio da diferenciacdo do estdomago (Figura 6 — A),

caracterizado pelo espessamento da camada muscular logo apds o esdfago, com este dltimo



Tese de Doutorado — Capitulo 4 Erika Neumann 67

apresentando-se neste momento como um tubo curto e estreito, revestido internamente em sua
por¢dao proximal (apés a faringe) por células mucosas. Nas paredes do esdfago pregas
paralelas estavam dispostas ao longo do tubo, que se prolongavam até o estdmago em

formacdo (Figura 6 — C). O epitélio de revestimento do esdfago manteve-se pavimentoso

estratificado.

Figura 6 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus com 83 ¢ 89 h PE. 83 h PE: A -
esofago (ES), estdomago em formacgdo (ET), bolsa intestinal (IN) e ducto da vesicula gasosa (seta); B -
vista panoramica do intestino (IN); C — es6fago (ES) e bolsa intestinal (IN); D — por¢dao mediana do
intestino médio (IN) e dobra logo ap6s bolsa intestinal (seta); E - por¢ao distal do intestino médio; F -
intestino posterior; G - anus (1) e uretra (2). 89 h PE: H — dentes faringeos (seta).



Tese de Doutorado — Capitulo 4 Erika Neumann 68

O intestino médio e parte do posterior podem ser visualizados na Figura 6 — B, que
apresenta a disposi¢ao destes na cavidade celomdtica. As grandes vesiculas visualizadas em
células epiteliais do intestino médio em momentos anteriores desapareceram e a bolsa
intestinal, quando vazia, apresentava-se delimitada do restante do intestino por uma grande
dobra da mucosa (Figura 6 — D). Em todos os segmentos do intestino as células cilindricas
apresentavam borda estriada, melhor evidenciada nos segmentos do intestino médio distal
(Figura 6 — E) e intestino posterior (Figura 6 — F), onde também foi observado o nicleo das
células do epitélio em posicdo basal, enquanto no intestino médio proximal pequenas
vesiculas estiveram presentes na regido supra nuclear das células de revestimento (Figura 6 —
D). No intestino médio distal, pequenas vesiculas também ocorreram, porém estiveram
presentes em poucas células do epitélio, que se apresentou mais basofilo em relagdo ao
epitélio do intestino médio proximal e em suas células foi verificado citoplasma com aspecto
granular (Figura 6 — E).

No epitélio do intestino posterior a regido supra nuclear das células tinha aspecto
mucoso em quase toda a extensdo deste segmento (Figura 6 — F), e a camada simples de
células cilindricas foi observada até no segmento retal, com tecido pavimentoso estratificado
ocorrendo apenas na borda do anus (Figura 6 — G). Com 89 h PE a presenca de dentes
faringeos foi registrada (Figura 6 — H).

A Figura 7 — A apresenta a morfologia da por¢@o anterior do trato digestorio com 147
h PE. O segmento denominado intestino anterior passou a ser composto pelo estobmago, além
do esdfago que ja fazia parte dele. O estbmago neste momento possuia forma levemente
curvada, regido proximal com luz mais alargada que a porcao distal, enquanto pregas da
mucosa, paralelas entre si, distendiam-se ao longo de todo o 6rgdo recoberto externamente por
espessa camada muscular e revestido internamente por epitélio cilindrico simples (Figura 7 —
B), com a parte apical das células apresentando-se mais clara e dilatada, com aspecto
vesiculoso.

Posterior a constricdo entre estdmago e intestino, com 147 h PE a bolsa intestinal da
por¢ao proximal do intestino médio apresentava-se reduzida em relagdo a estagios anteriores.
Pregas da mucosa surgiram em suas paredes, sendo mais altas e com fossetas mais profundas
na parede ventral em relacdo a parede dorsal da bolsa (Figura 7 — A). O epitélio de
revestimento da bolsa intestinal, que em estdgios anteriores era cubico nas paredes dorsal e
ventral, neste momento era composto por camada simples de células cilindricas com borda

estriada (enterdcitos) e ndcleo basal (Figura 7 — C), como no restante do intestino.
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Figura 7 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus com 147 h PF. A — vista panoramica
da por¢ao anterior do trato digestério, com estdmago (ET) em diferenciacdo e bolsa intestinal (IN); B
— estdmago (ET) e ducto da vesicula gasosa (seta); C — por¢do proximal do intestino médio (bolsa
intestinal) com células claras (seta); D — intestino posterior; E - septo (seta) entre intestino médio e
posterior (IP); F — reto e anus (seta).

Com 147 h PE, no revestimento do intestino médio, células raras e isoladas, com
citoplasma preenchido por grande vesicula clara, estiveram presentes entre os enterdcitos,
desde a bolsa intestinal (Figura 7 — C) até a porcao distal deste segmento, proximo ao septo
entre intestino médio e posterior (Figura 7 — E). No intestino posterior, as vilosidades
intestinais apresentavam-se mais baixas e pequenas vesiculas na regido supra orbital das
células tornavam seu dpice mais alargado (Figura 7 — D), enquanto o segmento retal
diferenciou-se do restante do intestino pela auséncia de pregas na mucosa e células do epitélio
com dpice menos vesiculoso, além de camada muscular espessa (Figura 7 — F).

Em vista panoramica da organizacgdo do trato digestério com 171 h PE (Figura 8 — A),
foi possivel diferenciar trés regides do estdmago: regido cardica, apds o esdfago; regido cecal,

local da curvatura do 6rgdo; e regido pildrica, separada do intestino pelo esfincter pildrico.
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A quantidade de células mucosas na faringe e es6fago aumentou sensivelmente com
171 h PE em relacdo aos momentos anteriores. A mucosa da faringe tornou-se mais espessa e,
além das células mucosas no epitélio pavimentoso estratificado (Figura 8 — B). Ao mesmo
tempo, o esdfago, que neste momento apresentou forma tubular longa e com espessa lamina

propria, encontrava-se totalmente revestido por células mucosas, que eram mais globosas

quanto maior a distancia entre elas (Figura 8 — C).

Figura 8 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus com 171 h PE. A - — vista
panoramica da por¢do anterior do trato digestdrio, com estdmago dividido em regifo cardica (1), cecal
(2) e pildrica (3); B — faringe (FA); C — esofago (ES); D — estdmago (ET) e glandulas géstricas (seta);
E — esfincter pildrico (seta) entre estdmago (ET) e intestino; F - intestino posterior.
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Uma estreita camada muscular envolvia a regido cérdica do estdmago, se tornando
espessa nas regides cecal e pilérica 171 h PE (Figura 8 — A). A lamina prépria da regido
cardica também se tornou espessa e nela foram observadas as primeiras glandulas estomacais,
em forma de estruturas tubulares revestidas por camada simples de células ctbicas (Figura 8 —
D), enquanto o epitélio de revestimento do estdbmago ndo sofreu alteracdes em relacdo ao
estdgio anterior.

O esfincter pilérico entre o estdbmago e por¢ao proximal do intestino médio,
visualizado 171 h PE, € evidente na Figura 8 — E. Neste momento a regido proximal do
intestino médio apresentava lume mais alargado comparado aos demais segmentos intestinais,
porém a bolsa intestinal visualizada nos estdgios anteriores desapareceu (Figura 8 — A). No
epitélio do intestino médio ndo foram observadas grandes alteragdes, mais a ocorréncia de
vesiculas preenchendo o citoplasma das células do epitélio aumentou no intestino posterior,
principalmente no segmento retal (Figura 8 — F).

A Figura 9 apresenta o ultimo momento analisado em microscopia de luz, com 243 h
PE. A forma de U do estdmago estava claramente definida, com glandulas ocupando extensa
lamina prépria da primeira metade do 6rgdo, enquanto a segunda metade era composta por
espessa parede muscular envolvendo lume estreito (Figura 9 — A). O epitélio gastrico na
regido cardica apds o esOfago era composto de camada simples de células cilindricas com
nucleo basal e regido supra nuclear clara e dilatada, em forma de grande vesicula alongada
com dpice voltado para a luz do 6rgdo (Figura 9 — D). Alteracdes no epitélio ndo foram
verificadas em relagdo ao estagio anterior nas demais regidoes do estdmago e glandulas, que
apenas ocupavam area maior do estdbmago em relacao ao momento anterior (Figura 9 — D).

Na regido cecal do estdbmago foi observada uma irregularidade em direcdo as pregas
da mucosa com 243 h PE, onde as pregas primdrias apresentaram-se em sentido longitudinal
ao 6rgdo, porém as secunddrias (menos profundas) entremeavam as demais em vdrias dire¢oes
(Figura 9 — A). Uma espessa camada de musculo liso que formava a parede da metade
posterior do estdbmago apresentou fibras dispostas em sentido circular ao 6rgdo na espessa
camada interna e fibras musculares longitudinais na camada externa (Figura 9 — E), ao
contrério da direcao de musculo esquelético que envolve o esdfago, onde a camada interna €
longitudinal e a externa € circular (Figura 9 — C). Na por¢ao pildrica do estdmago com 243 h
PE, as pregas da mucosa estavam dispostas ao longo do 6rgdo e preenchiam um estreito lume.
Na Figura 9 — E verifica-se um corte do estdmago muito préximo a vélvula pildrica,

mostrando cecos pildricos em formagao nas regides externas.
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Figura 9 — Fotomicrografia do trato digestério de B. amazonicus com 243 h PE. A - vista panoramica
do esofago (ES), estomago (ET), com porg¢do cardica (1), cecal (2) e pildrica (3), e intestino médio
(IN); B — alvéolos dentédrios (*) e botdes gustativos (seta) no teto da faringe; C — es6fago; D —
glandulas estomacais (seta); E — lume da por¢do pilérica do estdmago (ET), intestino (IN) e cecos
piléricos (C); F e G - cecos pildricos; H — vista panordmica do intestino médio; I - por¢ao distal do
intestino médio; J - reto e anus (seta), com detalhe de células com aspecto mucoso.

Na faringe ocorreu espessamento de lamina prépria da regido dorsal, onde foram
visualizados alvéolos dentdrios e botdes gustativos (Figura 9 — B). No epitélio estratificado
pavimentoso do esdfago, as células mucosas globosas apresentam poros nos édpices (Figura 9

-0O).
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Indmeros cecos piléricos formavam-se na regido proximal do intestino médio com 243
h PE (Figura 9 — F). O epitélio de revestimento destas estruturas apresentou-se idéntico ao do
intestino em que se encontravam, formado por camada simples de células cilindricas com
borda estriada e nucleo basal, entre as quais surgiam raras células isoladas com interior
tomado por vesicula grande e clara (Figura 9 — G). Notou-se um aumento gradativo da
ocorréncia de células vesiculosas do inicio para o final do intestino médio (Figura 9 — H),
porém na porcdo distal deste segmento, todas as células do 4pice das dobras intestinais
possuiam regido apical dilatada por aglomerado de pequenas vesiculas, enquanto no interior
da fosseta formada entre as dobras ndo foram verificadas vesiculas no epitélio (Figura 9 — I).
No intestino posterior foi observado o aspecto mucoso do dpice das células do epitélio de

revitimento (Figura 9 —J).

4. DISCUSSAO

Durante o periodo amostrado os valores das varidveis fisico-quimicas da dgua foram
aceitdveis para o crescimento de peixes tropicais (SIPAUBA-TAVARES, 1995).

A descrig¢do anatomica do tubo digestério de Brycon amazonicus permitiu visualizar a
disposi¢do do tubo na cavidade peritoneal, contribuindo também para a andlise prévia da
localizagdo das estruturas em diferenciacdo em cada fase do desenvolvimento larval, servindo
como orientacdo para a identificacdo de partes especificas em cortes histolégicos. De acordo
com o observado por Seixas-Filho et al. (2000) em Brycon orbignyanus, a disposi¢cdo do trato
digestorio estd diretamente relacionada com a forma da cavidade peritoneal, que por sua vez,
relaciona-se a forma do corpo, sendo caracteristica do género Brycon, a cavidade peritoneal
longa e ampla, ovalada na sec¢do transversal cranial e comprimida em sentido caudal.

A morfologia macroscépica do tubo digestério dos maiores individuos analisados de
B. amazonicus corrobora ao observado em B. orbignyanus (SEIXAS-FILHO et al., 2000) e
em Brycon guatemalensis (DREWE et al., 2004), em relagdo a forma e diversidade de
estruturas presentes, diferenciando-se apenas nas propor¢des do estdmago e intestino, com B.
amazonicus apresentando estdmago relativamente menor, intestino mais curto e com calibre
maior, variacdes que podem ser atribuidas principalmente as diferencas na idade dos
individuos. Em ambas as espécies os cecos pildricos encontravam-se voltados em maior
nimero para o antimero direito da cavidade peritoneal, em plano sagital diferente do
estdmago, distendo-se sobre a lateral da regido céardica e parte da cecal deste, aspectos que em
conjunto com o arranjo das alcas intestinais em N, s@o possivelmente caracteristicas do

género.
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Seixas-Filho et al. (2000) relatam que a acentuada curvatura nas al¢as intestinais logo
ap6s cada circunvolugdo retardam a passagem de alimento, aumentando a absorcdo de
nutrientes no intestino médio, ndo ocorrendo este tipo de arranjo no intestino posterior,
sugerindo uma adaptagdo a alimentagdo com valores nutricionais intermedidrios entre os
observados em peixes icti6fagos e herbivoros.

A forma de tubo retilineo, sem delimitacdes entre segmentos e auséncia de pregas na
mucosa, quando se iniciou a alimentacdo exdgena em B. amazonicus (29 horas apds a
eclosdo), facilitou a entrada das presas relativamente grandes neste momento. Entre 29 e 47
horas ap6s a eclos@o houve sobreposicao de alimentacdo enddgena e exdgena, resultando em
acentuada queda no volume do saco vitelino logo apds o inicio da obtencdo de alimento
externo (ver Capitulo 2), indicando que a assimilacio de nutrientes provenientes da
alimentacdo exdgena ndo era eficiente. O mesmo fato foi observado por Mangetti (2006) em
larvas de Pseudoplatystoma coruscans, com o autor sugerindo que a pouca eficiéncia
digestiva nesta fase é compensada pela ingestdo de um grande numero de presas vivas e
presenca de reservas endogenas.

A sobreposicdo de alimentacdo enddgena e exdgena também foi observada em outras
espécies do género Brycon, como B. cephalus (LOPES et al., 1995; ROMAGOSA et al,,
2001; VASQUES, 2003), B. orbignyanus (LANDINEZ et al., 2004; REYNALTE-TATAIJE et
al., 2004; MACIEL, 2006), B. moorei (VANDEWALLE et al., 2005), B. insignis
(ANDRADE-TALMELLI et al, 2001) e B. orthotaenia (SAMPAIO, 2006), sendo
provavelmente necessdria para o desenvolvimento da habilidade de captura de alimento e
aumento da eficiéncia digestiva antes da exaustdo das reservas endogenas.

Aproximadamente 10 horas apds a total abertura do trato digestério ocorreu a
distensdo da por¢ao proximal do intestino médio, resultando em diferenciacdo de uma bolsa
intestinal onde o alimento ficava retido. Paralelamente a formacdo desta bolsa surgiram
pregas transversais na mucosa da por¢ao distal deste segmento intestinal, 20 mesmo tempo em
que um septo delimitou o intestino médio do posterior. Este conjunto de alteracdes, assim
como a presenca de dentes orais bem desenvolvidos e botdes gustativos na cavidade
bucofaringea, sugere mudancgas na forma de captura e assimilagdo de nutrientes.

Segundo Gonzdlez et al. (2002) a presenca de pregas no intestino, como observado em
B. amazonicus com 35 h PE, indica aumento na eficiéncia da digestdo e absorcdo dos
alimentos. Seixas-Filho et al. (2000) sugerem que pregas transversais na mucosa retardam o
avan¢co do alimento em sentido aboral, possibilitando maior periodo digestivo e melhor

aproveitamento dos nutrientes, além do aumento da capacidade de absor¢do.
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A presenca de dilatagdo na porcdo proximal do intestino médio, para retencdo do
alimento antes da diferenciacdo do estbmago em larvas de peixes, visualizada em larvas com
35 h PE deste estudo, também foi observada em B. orbignyanus (MACIEL, 2006) e em
espécie de outro género, porém que também pratica piscivoria ja nas fases iniciais do
desenvolvimento, como em Pseudoplatystoma coruscans (MANGETTI, 2006).
Histologicamente, a diferenciacdo da bolsa intestinal de B. amazonicus foi marcada pela
transi¢do das células na regido caudal do es6fago, com o epitélio passando de pavimentoso
estratificado para cilindrico simples, com células voltadas na dire¢do da luz intestinal, fato
também relatado por Maciel (2006) e Mangetti (2006). Este dltimo autor afirma que, devido
ao grande volume de sua luz e evidente sali€éncia anatdmica, a bolsa intestinal pode ser
macroscopicamente confundida com o estdmago antes da diferenciagcao deste.

Dentes funcionais e botdes gustativos na boca e cavidade bucofaringea, no momento
da primeira alimentacdo exdgena de B. amazonicus, também foram observados em B. moorei
(VANDEWALLE et al., 2005), B. orthotaenia (SAMPAIO, 2006) e B. orbignyanus
(MACIEL, 2006). Rodrigues et al. (2006) afirmam que a boca, a cavidade oral e a faringe
estdo associadas com a captura, orientacdo e preparagdo pré-digestiva do alimento e que
dentes orais servem para preparacao pré-digestiva do material alimentar de origem vegetal e
para captura e preensio do alimento de origem animal, enquanto dentes faringeos auxiliam na
preensdo e maceragdo de organismos de corpo mole. J4 os botdes gustativos, que sao
quimioreceptores com funcdo de captar o cheiro e o gosto de substancias saturadas na dgua
(MATSUOKA, 2001), permitem escolher o alimento preferido entre os itens alimentares
oferecidos, sendo responsdvel pela ndo aceitacdo de dietas artificiais por larvas de algumas
espécies de peixes (MATSUOKA, 2001; KAWAMURA et al., 2003; CESTAROLLI, 2005).

A descricdo histoldgica da ontogenia do trato digestorio de B. amazonicus corrobora
ao observado em B. orbignyanus (MACIEL, 2006) em todas as estruturas presentes e padrdo
da mucosa, havendo similaridade inclusive em relacdo a cronologia das diferenciacdes do
epitélio, indicando que o padrio de desenvolvimento ontogenético observado seja
caracteristico do género. A visualizacdo da diferenciacdo do estdmago antes do surgimento
dos cecos pildricos em B. amazonicus foi a unica diferenca observada entre as duas espécies,
com este 6rgdo ndo sendo observado nos cortes histoldgicos relatados para B. orbignyanus
(MACIEL, 2006). O trato digestério indiferenciado, em forma de arranjo tubular de células,
sem lume evidente logo apds a eclosdo, ocorrendo abertura de lume recoberto por camada

simples de células cilindricas com borda estriada no primeiro dia de vida livre, também foi
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visualizado em Brycon cephalus (VASQUES, 2003) e Brycon orthotaenia (SAMPAIO,
2006).

A presenca de grandes vesiculas claras ocupando o citoplasma dos enterdcitos ao
longo do intestino com 35 h PE em B. amazonicus, logo apés o inicio da alimentacido exdgena
e diferenciacdo da bolsa intestinal, também foi observada em B. cephalus (VASQUES, 2003),
B. orbignyanus (MACIEL, 2006) e em espécies de outros géneros, como Pseudoplatystoma
coruscans (MANGETTI, 2006) e Mugil platanus (GALVAO et al., 1997), sendo atribuida
pelos trés ultimos autores a absorcdo e acimulo de lipidios. Pefa et al. (2003) relacionaram a
presenca de vacuolos supranucleares do intestino médio ao armazenamento de lipideos, que
ap6s a digestdo luminal sdo absorvidos como 4cidos graxos pelos enterdcitos, onde sdo
ressintetizados e direcionadas para outros locais do organismo.

Em B. amazonicus, com o inicio do desenvolvimento do estdbmago, as vesiculas claras
foram gradativamente diminuindo em nimero e tamanho, localizando-se apenas no dpice das
dobras da porc¢do distal do intestino médio com 243 horas apds a eclosdo, quando todas as
demais estruturas do trato digestério estavam presentes, sugerindo que segmentos com
fungdes especificas encontravam-se diferenciados. O acimulo de vesiculas claras no dpice das
dobras intestinais também foi visualizado com 172 horas apds a eclosdo em B. orbignyanus
(MACIEL, 2006) e no 11° dia de vida livre em Pseudoplatystoma coruscans (MANGETTI,
2006).

Também foi verificada em larvas de peixes a ocorréncia inclusdes nos enterdcitos do
intestino posterior, antes da diferenciacio do estdmago, indicando a pinocitose de
macromoléculas protéicas (GALVAO et al., 1997; GISBERT et al., 2004; MACIEL, 2006).
Um aspecto granular do citoplasma de células do epitélio da porcao distal do intestino médio
também foi visualizado em B. amazonicus 83 h PE. Segundo Sarasquete et al. (1995), a
pinocitose tem sido sugerida como um caminho alternativo para a digestdo de proteinas em
larvas de teledsteos, uma vez que o sistema digestorio é pouco desenvolvido. Govoni et al.
(1986), apud Maciel (2006), propuseram a atividade pinocitica e a digestdo intracelular como
0s principais mecanismos para a absor¢do de proteinas durante o desenvolvimento inicial e
Gordon e Hecht (2002) afirmam que esse mecanismo compensa a digestao incompleta neste
periodo.

A presenca de células de muco na faringe e esdfago j4 no inicio da alimentacdo
exdgena de B. amazonicus, com crescente aumento em tamanho e nimero ao longo do
desenvolvimento, sugere a participagao destas células no deslizamento das presas e protecao

do epitélio contra possiveis abrasdes. A ocorréncia crescente das células de muco nesta
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regido, assim como sua abertura para a luz do 6rgdo através de poro apical, também foi
relatada por Galvao et al. (1997), Gonzélez et al. (2002), Maciel (2006) e Mangetti (2006). Os
autores concordam que as células mucosas protegem e lubrificam a superficie do epitélio e,
conjuntamente com o desenvolvimento das pregas no esdfago, que precedem a diferenciacio
do estdmago, facilitam a rdpida transicio do alimento para o segmento posterior. O
desenvolvimento da musculatura esquelética que envolve o esdfago provavelmente também
contribui para a rdpida condugdo das presas através deste segmento.

O desenvolvimento do estbmago em B. amazonicus, iniciando-se pela diferenciacao
de espessa camada muscular e pregas na mucosa, continuas as pregas do esdfago, indica
digestdo mecanica funcional. Galvao et al. (1997) também sugerem que a espessa camada
muscular na regido pildrica do estdmago tem fung¢do de quebra mecanica do alimento antes da
funcionalidade da digestao acida que surge com a diferenciac@o das glandulas géstricas. Apos
o desenvolvimento da funcionalidade do estbmago em B. amazonicus, a dimensdo da bolsa
intestinal foi gradativamente reduzindo, indicando a transferéncia da fun¢do de retencdo do
alimento ao 6rgdo que a precede.

Quando as glandulas géastricas surgiram na lamina prépria do estdmago de B.
amazonicus, com 171 horas apds a eclosdo, o estdmago encontrava-se bem desenvolvido e
revestido por epitélio simples cilindrico, com a parte apical das células preenchida por muco.
Este padrao do epitélio neste momento também foi observado em larvas de outros teledsteos
(GALVAO et al., 1997; MANGETTI, 2006). Segundo George et al. (1998), no epitélio do
estdbmago em peixes, o terco superior das células é geralmente preenchido por muco 4cido, e a
funcdo desta regido celular mucosa € provavelmente proteger as células epiteliais do acido
cloridrico produzido pelas glandulas géstricas.

Em B. amazonicus as glandulas géstricas cresceram em ndmero apds 171 horas PE.
George et al. (1998) afirmam que as células do epitélio destas glandulas secretam enzimas
(pepsinogénio) que agem em meio 4cido, capazes de digerir proteinas, com o acido cloridrico
também sendo produzido por estas células. A caracteristica oxintopéptica (producdo tanto de
acido cloridrico como de pepsinogénio) das células de revestimento das glandulas gastricas
foi visualizada em Pseudoplatystoma coruscans (MANGETTI, 2006) e Mugil platanus
(GALVAO et al., 1997). Segundo Galvio et al. (1997), o desenvolvimento tardio destas
glandulas retarda a digestdo em meio 4cido, e antes do seu surgimento os peixes contam
apenas com a capacidade de selecdo de alimentos apropriados, com a digestdo mecanica e
com a acdo de enzimas pancredticas e intestinais que atuam em meio alcalino, fato que

dificulta a assimilacdo de dietas artificiais.
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Apo6s a diferenciacdo do estdmago e das glandulas géstricas em B. amazonicus, nao
foram mais observadas alteragdes no padrao do epitélio do intestino médio e posterior. Entre
os enterdcitos do intestino médio estavam presentes, de forma rara e isolada, células claras,
diferentes das células vesiculosas observadas em fases anteriores devido a sua distribui¢do e
forma definida. Estas células também foram visualizadas por Maciel (2006) e Mangetti
(2006), sendo classificadas como células caliciformes. Segundo George et al. (1998), as
células caliciformes sao secretoras de muco bdsico, com funcdo de neutralizar a acidez
proveniente do estdmago e preparar o bolo alimentar para a atuacao das enzimas pancredticas
e intestinais, que agem em meio basico.

As células caliciformes também estavam presentes no epitélio dos cecos pildricos,
estruturas que surgiram em B. amazonicus 243 horas apds a eclosdo, com epitélio idéntico ao
do intestino médio, onde se localizavam. Elbal et al. (2004) observaram que a estrutura e
ultraestrutura de sua mucosa dos cecos sdo idénticas a do intestino e afirmam que seu estagio
de diferenciacdo € um indicativo da transformacdo da morfologia do trato digestdrio da fase
larval para a forma definitiva, marcando um completo desenvolvimento do trato. Zavala-
Camin (1996) sugere que os cecos sejam importantes nao sé para aumentar a area de absor¢ao
de nutrientes, mas também na neutraliza¢dao do baixo pH proveniente do estdbmago, visto que
nao had cecos em peixes agdstricos. Esta sugestdo € reforcada pela diferenciacdo destas
estruturas apenas apds a diferenciacdo das glandulas géstricas, como foi visualizado em B.
amazonicus € em outras espécies de teledsteos (Galvao et al., 1997; Gonzélez et al., 2002;
Elbal et al., 2004; Mangetti, 2006). Precedendo o surgimento dos cecos pildricos, foi
verificado no intestino posterior de B. amazonicus, a presenca de grande quantidade de células
mucosas € o aumento da espessura do envoltério muscular na regido, indicando a funcao de
facilitar o deslizamento do bolo fecal e sua expulsio.

Em relacdo ao padriao de desenvolvimento ontogenético do trato digestério em peixes,
Bértin (1958) sugere que o padrao da mucosa intestinal pode ser mais elaborado em algumas
espécies e menos em outras, existindo desta forma uma grande variabilidade entre as espécies,
e ainda, entre as diferentes partes do intestino em uma mesma espécie, como foi verificado
durante o desenvolvimento de B. amazonicus. Segundo Mangetti (2006), para a distin¢cao mais
precisa entre as diferentes regides sdo necessdrios estudos mais elaborados, como
ultraestrutural e histoquimicos, que podem permitir a diferenciacdo entre dreas de absorcao de
gorduras, de proteinas, de d4gua e de ions.

Neste estudo, ficou claro que a alimentacdo exdgena de B. amazonicus inicia-se antes

do trato digestério apresentar caracteristicas que indiquem eficiéncia na assimilacdo de
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nutrientes, fato que s6 ocorre 10 horas apds a eclosdo, quando uma série de modificacdes
indica o aprimoramento da capacidade digestiva, que parece ser concluida apds o
aparecimento das glandulas gastricas e cecos pildricos. Neste contexto, os resultados deste
trabalho possibilitam a visualizacdo de periodos criticos e das necessidades alimentares em
diferentes fases do desenvolvimento larval, podendo contribuir no estabelecimento de

programas de melhorias de manejo da espécie.
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Capitulo 5 — Crescimento alométrico de Brycon amazonicus desde a eclosdo até 25

dias de idade.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi descrever o padrdo de crescimento morfométrico de varidveis
corporais de Brycon amazonicus em diferentes estagios de desenvolvimento inicial. Para isso,
coletas foram realizadas de dezembro de 2004 a janeiro de 2005 na Piscicultura Buriti (S 18°
517 - W 56° 11"), em Nova Mutum — MT, desde a eclosdo até 25 dias de idade em diferentes
momentos previamente determinados. Durante o periodo amostrado a temperatura da dgua
apresentou média de 30,07 £ 1,95 °C. Os peixes foram fixados, medidos e separados de
acordo com o surgimento de determinadas caracteristicas morfoldgicas, nas seguintes fases de
desenvolvimento inicial: estdgios larval vitelino, pré-flexao, flexao e pods-flexdo, além do
periodo juvenil. No momento da eclosdo iniciou-se o primeiro estidgio larval e os peixes
tinham 3,45 + 0,38 mm de comprimento padrdo (CP), com 0,99 + 0,13 mm de altura do corpo
(AC) e o comprimento da cabeca (CC) foi de 0,50 + 0,06 mm. O didmetro do olho (DO) s6
pdde ser mensurado 3 horas (h) apds a eclosdo (PE), quando surgiram os primeiros sinais de
pigmentacdo na borda da vesicula Optica e sua média foi de 0,22 + 0,02 mm. Quando o
estagio de pds-flexao foi visualizado pela tltima vez, com 579 h PE, as larvas tinham 33,20 +
3,82 mm de CP, 10,92 + 1,13 mm de AC, 10,16 + 0,83 mm de CC e 2,91 + 0,28 mm de DO.
Também com 579 h PE o periodo juvenil foi identificado, com peixes medindo 43,55 + 9,57
mm de CP. A AC era de 14,66 + 3,54 mm, o CC 12,99 + 2,90 mm e o DO 3,34 +0,44 mm. O
valor do coeficiente alométrico indicou que na relacio DO x CC houve alometria negativa
(DO < CC) em todos os estdgios, com excecdo do estigio de flexdo, assim como a relacdo
entre CC x CP foi alométrica positiva (CC > CP) durante todo o desenvolvimento inicial e
teve valor mais acentuado também em flexdo, indicando desenvolvimento acelerado de
estruturas cefélicas esqueldticas e nervosas neste momento. O crescimento entre AC x CP,
que teve alometria negativa (AC < CP) nos dois primeiros estdgios larvais, também mudou o
padrdo de crescimento em flexdo e pds-flexdo, quando a alometria foi positiva (AC > CP),
apontando a influéncia do desenvolvimento de estruturas esqueléticas e musculares do tronco,
seguido de isometria (AC = CP) no periodo juvenil, quando todos os sistemas organicos
estavam formados. Na relacdo entre o CP x comprimento total (CT) o valor numérico do
coeficiente alométrico distanciou-se positivamente da isometria apenas no estagio de flexao,
momento em que foi verificado o desenvolvimento das estruturas dsseas da nadadeira caudal.
Com base nos dados apresentados, foi possivel identificar fases de limitacdes morfoldgicas
relacionadas a habilidade natatdria e, consequentemente, a captura de alimento e fuga de
predadores. Tais informagdes poderdo contribuir com o manejo, a exploracao racional e com a
adequacdo de técnicas de cultivo desta espécie.

Palavras-chave: Brycon amazonicus, ontogenia, relagdes corporais, alometria.
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1. INTRODUCAO

Uma das conseqiiéncias da ontogenia ¢ o aumento da complexidade morfolégica e
fisiolégica dos organismos. Estudos comparativos da dindmica morfoldgica, fisioldgica e
comportamental em larvas de peixes t€m sido realizados por meio da descricio métrica de
estados ontogenéticos em individuos (FUIMAN et al., 1998).

A forma de um organismo é o resultado da integracdo entre diversas respostas
alométricas durante seu desenvolvimento inicial. Em peixes, alteracdes nas propor¢des
lineares corporais sdo conseqiiéncia da metamorfose (PERES-NETO, 1995). Evidéncias
quantitativas dessas transformacdes sdo observadas na variacdo progressiva das proporcdes
morfométricas corporais (FUIMAN, 1983)

Grande parte dos sistemas funcionais em adultos estd incompleta no momento da
eclosdo na maioria das espécies de peixes. Um rdpido desenvolvimento de estruturas
envolvidas na natacdo, do sistema digestorio e respiratério é esperado, influenciando no
padrao de crescimento entre varidveis corporais. Mello et al. (2006) afirmam haver uma
lacuna no conhecimento sobre a biologia basica de peixes neotropicais, sendo estes estudos
necessarios para desenvolver planos de conservacdo e manejo. Segundo estes autores, andlises
do padrdo de crescimento entre relagdes corporais permitem visualizar fases de limita¢des
morfoldgicas relacionadas a captura de alimento, habilidade natatéria e fuga de predadores.

Kendal et al. (1983) sugerem que, devido ao importante significado do processo de
adaptagdo entre a larva recém eclodida e o adulto no ciclo de vida dos peixes, sua descri¢ao
seja dividida em estdgios basedos em estruturas comuns a determinado momento, para que os
dados comunicados possam auxiliar outros estudos e serem comparados com peixes em
mesmo momento de desenvolvimento, sendo essencial o uso de termos que definam
claramente cada momento.

O padrao de crescimento muda rapidamente no inicio do ciclo de vida dos peixes e por
1sso precisa ser mensurado em curtos intervalos de tempo (RICKER, 1979). Segundo Ehlinger
(1991), estudos combinando a discrimina¢do morfométrica do crescimento com a descricao
de variacdes morfoldgicas, aumentam a probabilidade de observar transformagdes
correlacionadas que levam as diferencas entre jovens e adultos.

A quantificacio do crescimento inicial dos peixes além de contribuir com seu manejo
e exploragdo racional, auxilia na adequagdo de técnicas de producdo das espécies, sendo o
cultivo muitas vezes limitado pela falta de conhecimento sobre as formas iniciais de
desenvolvimento. De acordo com Pereira Filho et al. (1991) e Honczaryk (1995), uma das

alternativas para evitar a sobrepesca dos bancos pesqueiros naturais € a criacdo de peixes em
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confinamento, que é limitada pela falta de conhecimento sobre as espécies com potencial para
cultivo.

A espécie de Brycon deste estudo é de linhagem proveniente do rio Guaporé — MT,
onde este peixe € conhecido como “jatuarana”, sendo identificado taxonomicamente como
Brycon amazonicus por Lima (2007%). E nativa da Amazonia brasileira (LIMA, 2003),
amplamente cultivada no Brasil e até recentemente foi estudada como B. cephalus (GOMES e
URBINATI, 2005).

Oliveira et al. (2004) afirmam que grupos de pesquisa estdo intensificando estudos
visando a viabilizacdo do cultivo dos peixes do género Brycon ndo s6 na piscicultura, mas
também para repovoamento de regides onde estejam ameacados de exting¢do, devido ao
desmatamento ciliar, da construc@o de barragens e poluicao dos rios.

Visando obter dados que possam contribuir para o cultivo, 0 manejo pesqueiro e a
conservacdo de Brycon amazonicus, o objetivo deste estudo foi descrever o padrao de
crescimento morfométrico de varidveis corporais da espécie em diferentes estigios de

desenvolvimento larval e periodo juvenil.

2. MATERIAL E METODOS

Foram realizadas de dezembro de 2004 a janeiro de 2005, na Piscicultura Buriti (S 18°
517 - W 56° 11"), em Nova Mutum — MT,.

No periodo amostrado, as seguintes varidveis fisico-quimicas da dgua foram
monitoradas: temperatura (termdmetro de bulbo de mercurio), pH (potenciometro digital),
oxigénio dissolvido (oximetro digital), alcalinidade e amonia, sendo as ultimas duas
determinadas pelos métodos de Goltermann et al. (1978). Os valores de amoOnia foram
determinados no Laboratério Central do Centro de Aqiiicultura da UNESP, a partir de
amostras congeladas apds a coleta, e as demais andlises de d4gua foram realizadas na prépria
piscicultura.

Para reproducdo induzida peixes adultos foram estimulados com hipéfise de carpa na
forma comercial (seca em acetona). As fémeas receberam duas doses hormonais com
intervalos de 10 horas entre as aplicacdes (0,5 mg/kg e 5,0 mg/kg, respectivamente) e uma

dose tnica (1,0 mg/kg) foi aplicada nos machos no momento da ultima aplicacdo em fémeas.

> LIMA, F.C.T. Comunicacio pessoal, 2006. (Museu de Zoologia da Universidade de Sao Paulo, Sio Paulo,
SP) - Autor do capitulo de livro: Characidae — Bryconinae (Characins, tetras).. In: REIS, R.E.; KULLANDER,
S.0.; FERRARIS, Jr. CJ. (eds.). Checklist of the freshwater fishes of South and Central America. Porto Alegre:
EDIPU, Brazil. 2003. p. 174-181
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Ao serem verificados sinais de corte, os peixes foram anestesiados em solugcdo de
benzocaina (2 g dissolvida em 150 mL de dlcool 96°GL e diluida em 20 litros de dgua), sendo
submetidos a massagem abdominal para extrusao de gametas.

A fertilizacdo a seco (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983) foi feita adicionando-se
sémen aos ovocitos e misturando-os delicadamente, acrescentando dgua a mistura para
ativacdo dos gametas e hidratacdo dos ovos, que em seguida foram lavados e acondicionados
em incubadoras cOnicas, com capacidade de 200 litros.

Para monitoramento do desenvolvimento inicial as larvas foram mantidas nas
incubadoras até adquirirem capacidade de nadar horizontalmente (OLIVEIRA et al., 2004), e
em seguida foram transferidas para bercarios de 1,5 m x 1,0 m x 0,75 m com malha de 2,0
mm de didmetro, colocados em viveiros de 600 m? abastecidos com dgua de represa, onde
permaneceram até completarem 25 dias de idade. Em cada bercario foram estocadas 3000
larvas (4 larvas/litro).

Foram coletadas 10 larvas em diferentes momentos amostrados durante o
desenvolvimento de seis proles, que foram fixadas em formol 10% tamponado por 24 horas e
transferidas para dlcool 70% para anélise. Os tempos de coleta foram: a cada hora até 11 horas
apos a eclosdo (PE), em intervalos de duas horas até 35 h PE, de trés horas até 59 h PE, de
quatro horas até 83 h PE, de seis, oito e 12 horas, at¢ 107, 123 e 147 h PE (7° dia),
respectivamente, seguidas de coletas didrias no 8°, 9°, 11°, 13°, 15°, 18°, 22° ¢ 25° dia.

O material obtido foi transportado a Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterindrias da
Universidade Estadual Paulista — FCAV/UNESP, no Campus de Jaboticabal - SP, sendo
processado no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal.

Para avaliar o crescimento relativo, de cada larva fixada foram determinados o
comprimento total (CT) e padrio (CP), didmetro do olho (DO), altura do corpo (AC),
comprimento da cabeca (CC) (AHLSTROM et al., 1976). As medidas lineares foram obtidas
sob estereomicroscopio (Leica MZ 8) com ocular micrométrica, em milimetros (mm).

As larvas coletadas foram separadas em fases de desenvolvimento segundo Kendall Jr.
et al. (1983), modificado por Nakatani et al. (2001), de acordo com o grau de flexdo da
notocorda e desenvolvimento dos elementos de sustentacdo da nadadeira caudal, como
descrito a seguir: 1- larval vitelino (LV): estdgio entre a eclosdo e o inicio da alimentagdo
exdgena (abertura do anus e da boca); 2- pré-flexao (PrF): se estende desde o inicio da
alimentacdo exdgena até o inicio da flexdo da regido terminal da notocorda; 3- flexdo (FL):

caracteriza-se pelo inicio de flexdo da notocorda e aparecimento dos elementos de sustentacdao
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da nadadeira caudal até a completa flexdo da regido terminal da notocorda e aparecimento da
nadadeira pélvica; 4- pos-flexdo (PoF): inicia-se apds total flexdo da regido terminal da
notocorda, completa formagao dos ossos hipurais e raios na nadadeira caudal e aparecimento
do botdo da nadadeira pélvica. Além dos estdgios larvais, o periodo juvenil (JV) foi
identificado, estendendo-se desde a total formagdo dos raios nas nadadeiras e de escamas,
absor¢do da nadadeira embriondria, até a primeira maturagdo sexual do individuo.

Os diferentes estagios de desenvolvimento larval e juvenil foram registrados por meio
de contorno em nanquim de figura refletida em camara clara acoplada a estereomicroscopio
(Leica MZ 95).

Os dados morfométricos obtidos das larvas foram logaritmizados (log natural) e
ajustados 2 equacdo alométrica y=ax”, que apGs transformacdo logaritmica passou a ser
InY=InA+BInX, sendo Y a varidvel dependente, X a varidvel independente, A o valor em
logaritmo do intercepto € B o coeficiente angular, denominado coeficiente alométrico em
estudos morfométricos (PERES-NETO, 1995). Os conceitos de alometria e isometria foram
definidos pela andlise do coeficiente angular (B) na correlagdo entre X e Y: se B éiguala 1 a
correlagdo € isométrica, com Y e X crescendo na mesma velocidade; se B € maior que 1 a
correlagcdo € alométrica positiva e Y cresce mais rdpido que X; se B € menor que 1 a correlagdo
¢ alométrica negativa e Y cresce mais devagar que X (PERES-NETO, 1995). O desvio de B
(Sp) e o coeficiente de correlacdo (r) foram estimados pelo método de andlise de regressdo
(VANZOLINI, 1993). As correlacdes foram: diametro do olho (Y) em relagdo ao comprimento
da cabeca (X); altura do corpo (Y) e comprimento da cabeca (Y) em relagdo ao comprimento
padrdo (X), comprimento padrao (Y) em relacdo ao comprimento total (X). Cada correlagdo foi
representada por um diagrama de dispersdo, verificando-se a ocorréncia de alteracdo no valor
da taxa de crescimento (RICKER, 1979). As nuvens de pontos obtidas foram ajustadas a uma
linha reta a partir da equagao alométrica descrita.

Para definir a isometria-alometria o valor de B foi testado estatisticamente pela
expressao tg= | B-1 /Sg, sendo B o valor do coeficiente angular e Sg o desvio de B. O resultado
da expressao foi verificado em um teste monocaudal com n-2 graus de liberdade (FOWLER et
al., 1998), no qual foi confirmado o valor de B igual, menor ou maior que 1. Para comparar a
mesma correlacdo entre diferentes estagios, foi feito uso do intervalo de confianca de Gabriel,
que compara simultaneamente diferentes coeficientes angulares (SOKAL e ROHLF, 1981).

O desempenho das espécies foi avaliado pela taxa de crescimento instantaneo (G),
expressa pela férmula G=(InL2-InL1)/t2-tl, sendo InL2 e InLl1 os logaritmos dos

comprimentos médios em instantes distintos e t2 e t1 esses instantes (RIKER, 1979).
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3. RESULTADOS

Valores médios de varidveis fisico-quimicas da dgua durante o periodo de coletas
foram de 6,49 + 1,57 mg/L de oxigénio dissolvido, a alcalidade de 87,82 + 10,13 mg/L, a
amonia de 0,64 + 0,51 mg/L, pH 7,65 + 0,84 e temperatura média de 30,07 + 1,95 °C.

A Figura 1 mostra os diferentes estigios de desenvolvimento larval e juvenil

identificados desde a eclosdo até 25 dias de idade em B. amazonicus.

0,5 mm

Figura 1. Estagios de desenvolvimento de B amazonicus. A — 2 h PE: larval vitelino; B — 11 h PE:
larval vitelino; C - 59 h PE: pré-flexao; D — 83 h PE: inicio de flexdo; E — 171 h PE: final de flexdo; F
— 243 h PE: inicio de pds-flexdao; G - 411 h PE: final de pds-flexdo; H — 583 h PE: juvenil. Flexao da
notocorda (seta cheia), botdo da nadadeira pélvica (seta vazada) e inser¢io membranosa da nadadeira
peitoral (ponta de seta).

Estagio larval vitelino (Figura 1 - A e B)
O estagio larval vitelino de B. amazonicus prolongou-se desde a eclosdo (13 h PF) até

23 h PE, envolvendo larvas de 2,75 a 5,90 mm de comprimento padrdo. Na eclosdo as larvas
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mediam 3,45 + 0,38 mm de comprimento padrdo, com 0,99 + 0,13 mm de altura do corpo e
0,50 £ 0,06 mm de comprimento da cabeca.

Durante o estdgio larval vitelino, com 3 h PE, surgiram os primeiro sinais de
pigmentacdao do olho, tornando-o possivel de ser mensurado a partir de 7 h PE, quando
possuia didmetro médio de 0,22 + 0,02 mm, estando quase totalmente pigmentado ao final
deste estagio.

Com 5 h PE comecaram a surgir também melandcitos dendriticos sobre o saco
vitelino, que até o final deste estdgio distribuiam-se sobre o intestino em formacao. O mesmo
tipo de melandcito foi visualizado na regido ventral do saco vitelino 19 h PE.

Ao nascer, a Unica nadadeira presente é a embriondria, que envolve todo o corpo das
larvas no plano sagital mediano e aumenta sua extensdo durante este estigio. O botdo da
nadadeira peitoral iniciou sua diferenciacao 6 h PE e, na maioria das larvas, parte do vitelo
prolongava-se em forma de filamento abaixo do intestino até 11 h PE.

No tltimo momento em que larvas em estdgio larval vitelino estiveram presentes, 23 h
PE, estas tinham em média 5,26 + 0,44 mm de comprimento padrao, a altura do corpo foi de
1,10 £ 0,08 mm, o comprimento da cabeca media 0,97 = 0,11 mm e a média do diametro do
olho era de 0,30 + 0,02 mm.

Estagio pré-flexao (Figura 1 - C)

As larvas de B. amazonicus estiveram em pré-flexdao entre 25 h e 83 h PE, com
comprimento padrao variando entre 4,50 e 7,20 mm. Com 63 h PE, quando larvas em estigio
de desenvolvimento mais avangado foram visualizadas, dos peixes analisados 93,3% ainda
estavam em pré-flexao.

Com 25 h PE o comprimento padrdo médio das larvas foi de 5,50 + 0,46 mm, a altura
do corpo teve média de 1,11 £ 0,05 mm, o comprimento da cabega foi de 1,02 + 0,08 mm e o
diametro do olho de 0,30 £ 0,01 mm. Neste momento as larvas possuiam trato digestério
completo, com boca, anus e luz do tubo digestdrio abertos, e a vesicula gasosa comecgou a
inflar, sendo visualizada por transparéncia. Com 63 h PE a vesicula gasosa estava
visivelmente inflada, ocupando grande espaco acima do tubo digestorio.

Neste estdgio, a nadadeira embriondria comecou a ser reabsorvida gradualmente e as
nadadeiras caudal, dorsal e anal comecaram a ser delimitadas. Os melandcitos que no estagio
anterior se distribuiam sobre o tubo digestério e regido ventral pré-anal, com 27 h PE
apareceram também na regido anterior do tronco, logo apds o opérculo, mesmo tempo em que
a cornea adquiriu aspecto metalizado, diferenciando-se nos olhos bem pigmentados.

Melandcitos dendriticos apareceram na regido dorsal da cabega 47 h PE e na regido ventral
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pos-anal 63 h PE. A pigmentacdo estava dispersa de forma pouco densa por todo o corpo das
larvas 83 h PE.

No tultimo momento de ocorréncia de pré-flexao, 83 h PE, apenas 13% das larvas
amostradas estavam neste estigio e possuiam média de 6,64 + 0,40 mm de comprimento
padrdo, 1,30 £ 0,08 mm de altura do corpo, 1,45 + 0,11 mm de comprimento da cabeca e 0,35
+ (0,06 mm de didmetro do olho.

Estagio de flexao (Figura1-D e E)

Larvas em flexdo tiveram o comprimento padrdo variando entre 7,90 e 11,80 mm, e
sua ocorréncia foi observada entre 63 h e 339 h PE. No momento em que larvas neste estdgio
surgiram (63 h PE), a média do comprimento padrdo foi de 8,06 + 0,16 mm, da altura do
corpo foi de 1,66 = 0,07 mm, do comprimento da cabeca de 1,83 + 0,06 mm e do didmetro do
olho de 0,41 + 0,01 mm.

Ao iniciar-se a flexdo da notocorda, alteracdo morfolégica que marca este estagio, a
formagdo de raios na nadadeira caudal também foi visualizada. Com 75 h PE foram
visualizados primordios de raios nas nadadeiras dorsal e anal. A notocorda estava totalmente
flexionada 107h PE e deixou de ser visivel por transparéncia 195 h PE. Devido a reabsor¢ao
da nadadeira embriondria, que continuava presente entre as demais nadadeiras e regido
ventral, a nadadeira adiposa comecou a ser delineada 147 h PE.

Durante este estdgio a pigmentacdo se intensificou gradualmente por toda a superficie
do corpo e olhos, mais intensamente na regido dorsal, e alguns melandcitos puntiformes
surgiram na regido antero-dorsal do tronco.

Com 195 h PE, quando o proximo estdgio foi visualizado, 81% das larvas
continuavam em flexdo, e com 339 h PE, este estidgio foi observado pela dltima vez em
apenas 9% das larvas, que apresentavam média de comprimento padrdo, altura do corpo,
comprimento da cabe¢a e o diametro do olho de 11,38 + 0,28 mm, 2,66 + 0,11 mm, 3,18 +
0,08 mm e de 0,99 + 0,06 mm, respectivamente.

Estagio de pos-flexao (Figural -Fe G)

As larvas em poés-flexdo foram observadas entre 195 h e 579 h PE, com comprimento
padrao variando entre 10,90 e 39,50 mm. Até no ultimo momento amostrado (579 h PE),
23,3% dos individuos ainda estavam neste estagio.

O inicio da ocorréncia de pds-flexdo, com 195 h PE, foi marcado pelo aparecimento
do botdao da nadadeira pélvica. Neste momento, o comprimento padrao médio dos peixes foi
de 11,78 + 0,58 mm, a altura do corpo foi de 2,83 + 0,39 mm, o comprimento da cabeca de

3,25 £ 0,25 mm e o didmetro do olho de 0,97 + 0,09 mm.
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Durante o estigio de pds-flexdo, uma macula com forma de “seta”, com a ponta
voltada para a nadadeira caudal, formada pelo adensamento de melandcitos dendriticos,
surgiu abrangendo o pedinculo caudal e a base da nadadeira caudal 195 h PE, seguida da
formagao de outra mécula circular, visualizada 291 h PE logo apds o opérculo, na altura da
linha lateral.

O inicio da segmentacdo dos raios da nadadeira caudal foi observado 291 h PE e a
formacdo dos raios nas nadadeiras pélvica e peitoral foi visualizada com 291 h e 339 h PE,
respectivamente. O inicio da formagao de escamas foi visualizado na regido anterior do tronco
em pos-flexdao, com 339 h PE, quando parte da nadadeira embriondria ainda era visivel entre
as nadadeiras pélvicas, que por sua vez ji apresentavam raios segmentados nos maiores
individuos amostrados neste momento. A nadadeira peitoral, apesar de conter raios em
formacao, ainda possuia inser¢do membranosa até o final deste estagio.

Com 579 h PE, os peixes em p0s-flexdo tinham média de 33,20 + 3,82 mm de
comprimento padrao, 10,92 + 1,13 mm de altura do corpo, 10,16 + 0,83 mm de comprimento
da cabeca e de 2,91 + 0,28 mm de diametro do olho.

Juvenil (Figura 1 - H)

Peixes em fase juvenil foram visualizados apenas no ultimo momento amostrado, 579
h PE, com comprimento padrao entre 32,00 e 64,90 mm. A média do comprimento padrdo, da
altura do corpo, comprimento da cabeca e diametro do olho foi de 43,55 £ 9,57 mm, 14,66 +
3,54 mm, 12,99 + 2,90 mm e 3,34 £0,44 mm, respectivamente.

Na fase juvenil os peixes possuiam corpo completamente coberto por escamas, a
nadadeira embriondria havia sido totalmente reabsorvida e todas as nadadeiras estavam
completamente formadas, com a tnica diferenca em relagdo a fase adulta sendo a imaturidade

sexual.

Relagoes corporais lineares

O padrao de crescimento de diferentes varidveis corporais, durante o desenvolvimento
inicial de B. amazonicus, pode ser visualizado nas Figuras 2, 3, 4, 5 e 6, que demonstram as
relacOes lineares entre o didmetro do olho x comprimento da cabeca e entre o comprimento da
cabeca, altura do corpo e comprimento total X comprimento padrdo, nos estdgios larval
vitelino, pré-flexao, flexao, pos-flex@o e na fase juvenil, respectivamente. Nos estagios larval
vitelino e pré-flexdo foi verificada uma maior dispersdo de dados para quase todas as

correlagdes, com excecao do comprimento total em relacdo ao comprimento padrao.
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Nao foram observadas alteragdes no padrio de crescimento das varidveis
morfométricas relacionadas dentro de cada estidgio de desenvolvimento inicial de B.
amazonicus (Figura 2, 3, 4, 5 e 6), porém o padrdo de crescimento de algumas correlagdes foi

diferenciado entre os estdgios, como visualizado na Tabela 1.
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Figura 2 - Relagdes lineares entre didmetro do olho (DO) e comprimento da cabeca (CC), e entre
comprimento da cabega, altura do corpo (AC), comprimento total (CT) em relagdo ao comprimento
padrdo (CP), observados durante o estagio larval vitelino de B. amazonicus, obtidos a partir de dados
logaritmizados.

Na Tabela I, observa-se pela significancia do coeficiente de correlacdo (r), que todas
as varidveis analisadas estiveram estatisticamente correlacionadas em todos os estagios de
desenvolvimento inicial de B. amazonicus, porém algumas correlagdes como DO x CC nos
estdgios larval vitelino e pré-flexdo, CC x CP e AC x CP no estdgio larval vitelino,

apresentaram coeficiente de correlagdo com baixo valor numérico.
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Figura 3 - Relagdes lineares entre didmetro do olho (DO) e comprimento da cabeca (CC), e entre
comprimento da cabecga, altura do corpo (AC), comprimento total (CT) em relacdo ao comprimento
padrdo (CP), observados durante o estagio de pré-flexao de B. amazonicus, obtidos a partir de dados
logaritmizados.
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Figura 4 - Relagoes lineares entre didmetro do olho (DO) e comprimento da cabeca (CC), e entre
comprimento da cabega, altura do corpo (AC), comprimento total (CT) em relagdo ao comprimento
padrdo (CP), observados durante o estigio de flexdo de B. amazonicus, obtidos a partir de dados
logaritmizados.
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Figura 5 - Relagdes lineares entre didmetro do olho (DO) e comprimento da cabeca (CC), e entre
comprimento da cabega, altura do corpo (AC), comprimento total (CT) em relagdo ao comprimento
padrdo (CP), observados durante o estagio de pés-flexao de B. amazonicus, obtidos a partir de dados
logaritmizados.
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Figura 6 - Relagdes lineares entre didmetro do olho (DO) e comprimento da cabeca (CC), e entre
comprimento da cabega, altura do corpo (AC), comprimento total (CT) em relagdo ao comprimento
padrido (CP), observados durante a fase juvenil de B. amazonicus, obtidos a partir de dados
logaritmizados.
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O valor do coeficiente alométrico (b) na relacdo entre DO x CC (Tabela I), indicou
que em todos os estdgios analisados, com excecdo do estagio de flexdo, o diametro do olho
cresceu menos que o comprimento da cabeca (alometria negativa). No estdgio de flexdo o
olho se desenvolveu rapidamente e o valor do coeficiente alometrico apresentou-se alto em
relacdo aos demais estdgios, com o diametro do olho crescendo mais que o comprimento da

cabeca (alometria positiva) apenas nesta fase de desenvolvimento de B. amazonicus.

Tabela I — Dados obtidos de valores logaritmizados das relacdes lineares entre didmetro do olho (DO)
e comprimento da cabeca (CC), e entre comprimento da cabeca, altura do corpo (AC), comprimento
total (CT) em relacdo ao comprimento padrdo (CP), observados nos diferentes estdgios de
desenvolvimento larval e juvenil de B. amazonicus.

Relacoes Estagios b r n
Larval vitelino 0,49 (<1) 0,67* 591
Pré-flexdo 0,53 (<1) 0,75* 913
In DO xIn CC Flexao 1,23 (>1) 0,95* 776
Pés-flexao 0,91 (<1) 0,98* 266
Juvenil 0,57 (<1) 0,92% 47
Larval vitelino 1,19 (>1) 0,80%* 955
Pré-flexao 1,10 (>1) 0,84* 913
In CCxIn CP Flexao 1,40 (>1) 0,94* 776
Pos-flexdo 1,07 (>1) 0,99* 266
Juvenil 1,02 (>1) 0,97* 47
Larval vitelino 0,40 (<1) 0,63* 955
Pré-flexao 0,95 (<1) 0,87* 913
In AC xIn CP Flexao 1,16 (>1) 0,89* 776
Poés-flexao 1,32 (>1) 0,99%* 266
Juvenil 1,07 (=1) 0,97* 47
Larval vitelino 1,05 >1) 0,99* 955
Pré-flexdo 0,99 (<1) 0,99* 913
In CT xIn CP Flexao 1,16 (>1) 0,99* 776
Pos-flexdo 1,05 (>1) 0,99* 266
Juvenil 0,96 (=1) 0,99* 47

b= valor numérico do coeficiente angular ou alométrico (estatisticamente =, < ou > que 1);
r= valor do coeficiente de correlagdo (*P < 0,01);
n= ndmero de dados analisados em cada fase de desenvolvimento.
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A relagcdo entre o comprimento da cabeca e o comprimento padrdo foi alométrica
positiva (Tabela 1) durante todo o desenvolvimento inicial de B. amazonicus, apresentando
valor do coeficiente alométrico acentuadamente maior no estidgio de flexdo em relagdo aos
demais momentos analisados.

A altura do corpo em relagdo ao comprimento padrdo apresentou trés diferentes
padrdes de crescimento ao longo do desenvolvimento de B. amazonicus. Nos dois primeiros
estagios (larval vitelino e pré-flexdo), a altura do corpo cresceu menos que o comprimento
padrao (alometria negativa). O contrario ocorreu nos dois estdgios seguintes (flexao e pds-
flexdo = alometria positiva), com estabilizacdo desta relacio morfométrica no periodo juvenil,
quando a altura do corpo e comprimento padrdo cresceram na mesma velocidade (isometria).

Na Tabela I, verifica-se que o valor numérico do coeficiente alométrico para a relagao
entre AC x CP foi crescente durante o desenvolvimento larval, indicando que o crescimento
da altura do corpo foi gradativamente acelerado da eclosao ao final da metamorfose, com os
valores minimo (0,40) e maximo (1,32) do coeficiente alométrico ocorrendo, respectivamente,
no primeiro (larval vitelino) e dltimo (pds-flexao) estagio larval.

Na relacdo entre o comprimento total e padrao (Tabela I), o valor estatistico do
coeficiente alométrico indicou que comprimento total cresceu menos que o comprimento
padrdao apenas no estigio de pré-flexdo de B. amazonicus, com o contrdrio ocorrendo nos
demais estdgios larvais, seguido de isometria no periodo juvenil. Porém, verificando-se o
valor numérico do coeficiente alométrico, note-se que o padrio de crescimento esteve
proximo da isometria em todos os estdgios, com excecdo de flexdo, onde o coeficiente
alométrico se distanciou positivamente de um, indicando crescimento mais rdpido do
comprimento total em relacio comprimento padrdo neste estagio.

Na comparagdo simultdnea dos coeficientes angulares entre os estigios de
desenvolvimento inicial de B. amazonicus (Figura 7), verifica-se que na relagdo didmetro do
olho e comprimento da cabeca, os estdgios larval vitelino, pré-flexdo e flexao diferiram entre
si, com o primeiro estdgio diferindo também de pds-flex@o e juvenil. As Unicas semelhancas
de coeficientes angulares observadas foram entre os estdgios de flexao e pds-flexdo, pré-
flexao e juvenil, e pds-flexao e juvenil. Os coeficientes angulares do comprimento da cabeca
em relacdo ao comprimento padrdo tiveram intervalos de confianca equivalentes e foram
semelhantes em todos os estagios de desenvolvimento larval e juvenil.

Ao comparar os coeficientes angulares da relagdo entre altura do corpo e comprimento
padrao e seus respectivos intervalos de confianga (Figura 7), verificou-se que o estagio larval

vitelino diferiu dos demais estdgios e periodo juvenil, ocorrendo diferenca também entre pré-
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flexdo e pds-flexdo. Quanto ao comprimento total em relagdo ao comprimento padrdo, apenas

os intervalos de confianca dos estdgios de pré-flexao e flexao ndo foram semelhantes.
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Figura 7 — Comparacdo dos coeficientes angulares (b) e respectivos intervalos de confianca das
relagdes didmetro do olho (DO) x comprimento da cabeca (CC), comprimento da cabegca (CC) x
comprimento padrdo (CP) e altura do corpo (AC) x comprimento padrio (CP) e comprimento total
(CT) e comprimento padrdo (CP), entre os estidgios de desenvolvimento inicial de B. amazonicus. LV
= larval vitelino, PrF = pré-flexao, FL = flexao, PoF = p6s-flexao.

Os valores da taxa de crescimento instantdneo para comprimento total, analisados ao

longo do desenvolvimento inicial de B. amazonicus, estdo representados na Figura 8.
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Figura 8 — Taxa de crescimento (G) em comprimento total durante o desenvolvimento larval de
B. amazonicus.



Tese de Doutorado — Capitulo 5 Erika Neumann 98

Nas primeiras 80 h PE foram verificadas grandes alteragdes nas taxas de crescimento
instantaneo de B. amazonicus, com os maiores e menores valores ocorrendo neste periodo. A
maior taxa de crescimento foi verificada entre 0 e 3 h PE, com queda entre 3 e 15 h PE. Outra
reducdo no crescimento foi verificada entre 31 e 41 h PE, seguida de queda no crescimento

entre 59 h e 67 h PE, momento marcado pela transferéncia de ambiente e transi¢do alimentar.

4. DISCUSSAO

No periodo analisado as condi¢cdes ambientais foram varidveis, porém com valores
préximos ao maximo aceitivel para o crescimento de peixes tropicais (SIPAUBA-
TAVARES, 1995).

Ao nascer, a auséncia de pigmentacdo, de boca e presenca de vesicula Optica
indiferenciada observada em B. amazonicus corrobora ao observado em larvas recém-
eclodidas da mesma espécie (MIRA—LOPEZ et al., 2007) e de outras, como B. cephalus

(LOPES et al., 1995; ROMAGOSA et al., 2001), B. insignis (ANDRADE-TALMELLI et al.,
2001) e B. orbignyanus (REYNALTE-TATAIJE et al., 2004). O inicio da pigmentacdo do
olho, ocorrendo nas primeiras horas apds a eclosdo, como observado neste estudo, também foi
relatado para B. amazonicus por Mira-Lopez et al. (2007) e para outras espécies do género
Brycon (LOPES et al., 1995; ANDRADE-TALMELLI et al., 2001; NAKATANTI et al., 2001;
REYNALTE-TATAIJE et al.,, 2004), assim como o aparecimento do botdo da nadadeira
peitoral nos primeiros momentos de desenvolvimento larval (ANDRADE-TALMELLI et al.,
2001; NAKATANI et al., 2001; MIRA-LOPEZ et al., 2007), com o desenvolvimento destas
estruturas demonstrando ser prioritario nesta fase do ciclo de vida.

Segundo Osse et al. (1997), o desenvolvimento funcional de estruturas envolvidas na
natacdo e captura de alimento ocorre rdpido e simultaneamente nas fases iniciais do ciclo de
vida dos peixes. Osse (1990) afirma que pequenos ovos (1-2 mm), como os produzidos por B.
amazonicus (ver Capitulo 2), produzem larvas capazes de se alimentar de presas relativamente
pequenas, sendo esperado que o sucesso na obtencdo limitada de energia proveniente da
alimentacdo exdgena seja prioridade para a sobrevivéncia.

De maneira geral, logo apds a eclosdo, larvas de peixes se movimentam por
movimentos ondulatérios da metade posterior do corpo, enquanto a metade anterior apresenta-
se fixa a cabeca inerte. O aparecimento das nadadeiras peitorais antes das demais permite as

larvas mudarem de direcdo durante a captura de alimento (OSSE, 1990), sendo a provavel
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explicacdo para o surgimento prematuro destas em larvas B. amazonicus, mesmo na forma
membranosa.

Levando em consideragdo a funcdo fundamental do olho na visualizagdo de presas
(distancia, tamanho, posi¢do), a rdpida pigmentacdo desta estrutura e conseqiiente
desenvolvimento da acuidade visual também € prioridade durante a fase larval, pois é
imprescindivel na obtencdo de alimento exdgeno por predadores visuais. Segundo Ceccarelli
(1997), peixes do género Brycon possuem olhos bem desenvolvidos e pigmentados,
caracteristica que indicam maior facilidade em direcionar visualmente o ataque as suas presas.

A seqiiéncia de inicio de formagdo de raios nas nadadeiras em B. amazonicus,
comegando pela caudal, seguida da dorsal, anal, pélvica e peitoral, foi a mesma descrita para
B. orbignyanus (NAKATANI et al., 2001) e também para outros Characiformes, como
Serrasalmus spilopleura (CAVICCHIOLI et al., 1997) e Prochilodus scrofa (CAVICCHIOLI
e LEONHARDT, 1993), podendo representar uma caracteristica desta ordem. De acordo com
Osse (1990), a ossificacao dos raios das nadadeiras em larvas de peixes indica alteracdo na
forma de natacdo, sendo prioridade seu inicio pelos ossos hipurais da nadadeira caudal,
devido a funcdo ativa desta nadadeira na movimentagdo inicial das larvas, através de
movimentos ondulatérios da metade posterior do corpo.

O padrao de melandcitos e distribuicdo da pigmentacdo foram semelhantes ao
observado em B. orbignyanus NAKATANI et al., 2001), diferenciando-se apenas em relagdao
aos estagios de desenvolvimento larval em que as alteracdes foram visualizadas, ocorrendo
precocemente em B. amazonicus comparado a B. orbignyanus. Segundo Kendal et al. (1983),
algumas caracteristicas como padrdo de pigmentacdo, tamanho e forma do corpo refletem
heranca genética especifica, porém o tempo de desenvolvimento € altamente dependente das
condi¢des ambientais, principalmente da temperatura.

As madculas de pigmentos observadas em B. amazonicus a partir do estdgio de pds-
flexdo, uma no peddnculo caudal e outra posterior ao opérculo, juntamente com o perfil de
distribuicao da pigmentag¢do nos maiores individuos analisados neste trabalho, correspondem
ao padrao de pigmentacdo presente em adultos de B. amazonicus (GOMES e URBINATI,
2005), representando uma caracteristica da espécie. A intensa pigmentagcdo visualizada a
partir do estdgio de flexdo pode estar associada a camuflagem, diminuindo o risco das larvas
serem predadas em seu habitat natural e contribuindo também na ofuscacdo destas durante a
perseguicio as presas.

A sobreposicao de estagios de desenvolvimento corporal, visualizada durante as fases

iniciais do ciclo de vida de B. amazonicus, onde em alguns momentos amostrados larvas
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menores encontravam-se em estdgio diferente e anterior as larvas maiores, sugere que o
desenvolvimento morfoldgico esteja mais relacionado ao tamanho dos espécimes do que a
idade. Van Snik et al. (1997), estudando Cyprinus carpio e Clarias gariepinus, também
observaram diferencas no comprimento padrdo em mesmo momento amostrado e atribuiram a
competi¢do por alimento e canibalismo. Fuiman et al. (1998) afirmam que o comprimento em
relacdo a idade das larvas € muito varidvel e dependente das condi¢des ambientais,
recomendando que estudos descritivos de uma unica espécie, onde sejam comparados
diferentes estdgios de desenvolvimento larval, a transformacdo em logaritmo do comprimento
dos peixes seja utilizada como um dado primério e obrigatério de ontogenia, facilitando
comparagdes com outros estudos ontogenéticos inter ou intra-especificos.

A alta dispersao de dados observada em algumas correlagdes nos estdgios larval
vitelino e pré-flexao sao reflexo de marcantes transformacdes morfolégicas neste momento,
comprovadas pelo relativamente baixo valor numérico do coeficiente de correlacdo obtido
para algumas relacdes lineares. Uma das causas da grande variacdo no diametro do olho pode
ter sido a presenca indiferenciada desta estrutura nestes estdgios, com seu didmetro sendo
baseado apenas em sua pigmentacdo progressiva até o surgimento de um sulco em sua borda
com 35 h PE (ver Capitulo 3), que passou a ser referéncia de didmetro a partir de sua
formacgdo, sendo posteriormente substituido pela cavidade intra-orbital formada devido ao
desenvolvimento do esqueleto da cabeca.

O comprimento da cabeca também sofreu alteragdes em sua delimitacdo durante os
estagios larval vitelino e pré-flexdo. Enquanto a cabeca estava aderida ao saco vitelino seu
comprimento foi baseado no limite desta adesdo, passando a ser delimitado posteriormente
pela primeira fenda branquial, pela borda posterior da membrana branquiostegial e pela borda
posterior do opérculo, sendo baseado, respectivamente, no surgimento destas estruturas. Outra
medida morfométrica bastante dispersa nos primeiros estdgios de desenvolvimento foi da
altura do corpo, que sofreu influéncia direta do volume do saco vitelino e do grau de
diferencia¢do do tubo digestorio neste periodo.

Fuiman (1983) afirma que o crescimento intensivo e ndo uniformemente distribuido
em larvas de peixes, como observado neste estudo, segue na direcao a isometria entre todas as
partes do corpo em adultos, com poucas alteracdes na forma entre adultos de diferentes
tamanhos, sexos e época do ano.

O padrao de crescimento alométrico de B. amazonicus, com algumas alteracdes entre
os estagios de desenvolvimento analisados, reflete prioridades na diferenciagao de algumas

estruturas em determinados momentos analisados. Osse et al. (1997) e Van Snik et al. (1997)
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afirmam que o crescimento descontinuo, com mudancas na taxa de crescimento de partes do
organismo, ocorre devido ao desenvolvimento prioritario da funcionalidade de estruturas
relacionadas a alimentagdo, natagao e respiracao.

Em B. amazonicus, o crescimento alométrico positivo do diametro do olho em relagao
ao comprimento da cabeca no estdgio de flexdo corresponde a momentos de diferenciacio
desta estrutura visualizada em MEV (ver Capitulo 3), quando o desenvolvimento dos 0ssos
orbitais promoveu a delimitacdo da vesicula dptica, que até entdo era continua aos demais
tecidos da cabeca. Considerando que a pigmentagdo do olho comegou ainda no estdgio larval
vitelino, seguido do inicio da alimentacdo exdgena no estigio de pré-flexdo, o rdpido
desenvolvimento do olho no estigio de flexdo deve estar relacionado ndo s6 ao
desenvolvimento dos ossos orbitais, mas também a funcdo desta estrutura na visualizacdo e
andlise de presas.

O crescimento alométrico positivo do olho nos primeiros estdgios larvais também foi
observado em larvas de vdrias ordens e géneros, como Cyprinus carpio (OSSE, 1990), Sebates
saxicola (LAIDIG et al., 1996), Plagioscion squamosissimus (NAKATANI et al., 1997),
Serrasalmus spilopleurae e Serrasalmus marginatus (CAVICCHIOLI et al., 1997),
Hypophthalmus edentatus (NAKATANI et al., 1998), Helostoma temminckii (SOUSA e
SEVERI, 2000) e Eucinostomus currani (JIMENEZ—ROSENBERG et al., 2006), com seu
rapido desenvolvimento, juntamente com outras estruturas relacionadas a alimentagdo, sendo
essencial na selecao de presas (CASSEMIRO et al., 2008).

O gradual aumento dos valores de alometria positiva observado no comprimento da
cabeca em relacdo ao comprimento padrdo em B. amazonicus, com crescimento acelerado
desde a eclosdao até o estidgio de flexdo, reflete o nitido desenvolvimento de estruturas
relacionadas a respiracdo branquial e estruturas ¢sseas da cabeca relacionadas a alimentagdo
(ver Capitulo 3). Larvas de outras espécies também apresentaram este padriao de crescimento,
como Cichalasoma managuense (RODRIGUES et al., 1989), Prochilodus scrofa
(CAVICCHIOLI e LEONHARDT, 1993), Sebates saxicola (LAIDIG et al., 1996),
Plagioscion squamosissimus (NAKATANI et al., 1997), Cyprinus carpio (OSSE et al., 1997),
Cyprinus carpio e Clarias gariepinus (VAN SNIK et al., 1997), Helostoma temminckii
(SOUSA e SEVERI, 2000) e Eucinostomus currani (J IMENEZ-ROSENBERG et al., 2006).

A alometria positiva do crescimento da cabeca durante o desenvolvimento larval em
peixes estd relacionada ao desenvolvimento de estruturas sensoriais (FUIMAN, 1983), a
diferenciacdo das estruturas bucais (FUIMAN, 1983; OSSE et al., 1997; VAN SNIK et al.,

1997; CASSEMIRO et al., 2008), e a rdpida expansdo do opérculo e diferenciacio do
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aparelho branquial (FUIMAN, 1983; VAN SNIK et al., 1997), indicando aprimoramento da
captura de alimento e transi¢cdo da respiracao cutanea para branquial.

A grande variacao no padrdo de crescimento da altura do corpo em larvas de B.
amazonicus ocorreu pela influéncia de diferentes fatores dentro de cada estigio de
desenvolvimento. No estdgio larval vitelino a alometria negativa sofreu influéncia direta do
alto consumo de vitelo e conseqiiente redu¢dao no volume do saco vitelino (ver Capitulo 3),
que nesta fase estava inserido na medida linear em questdo. No estdgio de pré-flexao, apesar
da absorcao do saco vitelino continuar influenciando negativamente, o crescimento da altura
do corpo esteve proximo a isometria, ocorrendo provdavel influéncia do desenvolvimento da
bexiga natatéria e da formacdo de uma dilatagcdo intestinal (ver Capitulo 4), que devem ter
contribuido com o maior valor do coeficiente alométrico neste estagio em relagdo ao anterior.
Nos estagios de flexdo e pés-flexao o desenvolvimento do trato digestério, enovelamento do
intestino (ver Capitulo 4) e desenvolvimento da musculatura corporal influenciaram no
crescimento alométrico positivo da altura do corpo, seguido de crescimento isométrico em
juvenis, onde todas as diferenciacdes ja citadas haviam cessado.

As alteragdes morfoldgicas que influenciam no padrdo de crescimento da altura do
corpo em relacdo ao comprimento, durante o desenvolvimento larval em peixes, foram
relatadas em outros estudos. Cassemiro et al. (2008) afirmam que tais alteracOes estdao
relacionadas ao aumento no comprimento do intestino e crescimento dos ossos. Fuiman
(1983) e Rodrigues et al. (1989) relacionam alteragdes no tronco ao aprimoramento da
habilidade natatéria e conseqiiente desenvolvimento do sistema muscular. Osse e Van Den
Boogaart (1999) sugerem que a absor¢do do saco vitelino aumenta a flexibilidade da regido
anterior do corpo, influenciando no desenvolvimento muscular desta parte.

O crescimento visualizado na relagdo entre comprimento total e padrao em larvas de
B. amazonicus esteve relacionado ao desenvolvimento da nadadeira caudal, que foi préximo a
isometria em todos os estdgios analisados com exce¢do de flexdo, onde o comprimento total
foi mais acelerado, sinalizando o aprimoramento da habilidade natatéria. Segundo Rodrigues
et al. (1989) e Osse (1990), a nadadeira caudal atua nos movimentos ondulatérios iniciais e
aumenta a velocidade de propulsao das larvas. Osse et al., (1997) afirmam que o crescimento
desta estrutura, somado a alometria positiva do comprimento da cauda, € importante na
velocidade de escape e de captura de presas pelas larvas.

Em relacdo a taxa de crescimento de B. amazonicus, analisada com base no
comprimento das larvas durante o desenvolvimento, os momentos de oscilagdo ocorridos nas

primeiras 75 horas apos a eclosdo (4° dia de vida) representaram fases de transi¢do alimentar
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ou ambiental. Apds 15 horas de desenvolvimento larval, o rdpido crescimento do
comprimento pode ser atribuido ao desenvolvimento da locomog¢do. O crescimento mais lento
a partir de 30 h PE coincide com o grande gasto energético despendido na captura de presas,
fornecidas por volta de 28 horas apds a eclosdo (PE), devido a habilidade natatéria ineficiente
no momento. Osse (1990) afirma que nos primeiros momentos as larvas movimentam por
propulsdo originada pela ondulacdo da cauda e metade posterior do corpo, gastando muita
energia para romper a for¢a de resisténcia da 4gua com o corpo preso a cabeca inerte, com 0s
gastos energéticos diminuindo apds enchimento da vesicula gasosa e desenvolvimento do
aparelho locomotor.

A ultima queda na taxa de crescimento de B. amazonicus, visualizada entre 60 ¢ 75 h
PE, corresponde ao momento de transferéncia das larvas das incubadoras para o viveiro,
ocorrendo redugdo da velocidade de crescimento provavelmente devido a adaptagdo ao novo
ambiente e, principalmente, devido a transicdo alimentar, pois a partir deste momento o
fornecimento de larvas forrageiras como alimento foi substituido por racdo comercial
farelada, que a principio nao teve boa aceita¢do pelas larvas de Brycon (observagao pessoal,
pelo ndo comparecimento das larvas a superficie da d4gua quando o alimento era fornecido e
pela auséncia de contetddo no trato digestorio, visualizado em estereomicroscopio).

O padrdo de crescimento observado neste estudo entre as relacdes corporais de B.
amazonicus, sugere que o desenvolvimento acelerado de partes do corpo onde se situam
estruturas relacionadas a habilidade natatéria e a captura de alimento seja prioridade durante a
fase larval da espécie, como sugerido por Osse et al. (1997), que afirmam que o sistema
alimentar e natatério devem desenvolver-se de forma simultinea para que a captura de
alimento seja otimizada, ndo apenas na chance de captura de presas como na captura de presas
maiores, pois € o fator determinante da sobrevivéncia das formas iniciais em peixes.

Com base na andlise do conjunto de dados morfométricos obtidos em B. amazonicus
durante as fases inicias de seu ciclo de vida, € evidente a prioridade no desenvolvimento

simultaneo de estruturas funcionais relacionadas a natacio e alimentacao.
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Capitulo 6 — Consideracdes finais

Com base nos dados apresentados neste trabalho e nas referidas condi¢des de cultivo,
a espécie Brycon amazonicus apresentou tatica reprodutiva baseada em pequenos ovos e alta
fecundidade, com os ovos adquirindo rapidamente grande espago perivitelino com provavel
func¢do de protecdo mecanica ao embrido, passando por um curto periodo de desenvolvimento
embriondrio, o que aumenta a chance de sobrevivéncia, ja que as larvas adquirem condi¢des
de sobreviver precocemente, devido a diferenciacdo acelerada e simultinea de estruturas
relacionadas a habilidade natatéria e a captura de alimento. O ripido desenvolvimento
embriondrio e larval é um fator vantajoso, ndo s6 no habitat natural, como também em
cultivo, pois reflete em curto periodo de ocupagdo de ambientes internos (laboratdrios), ja que
as larvas adquirem rapidamente condi¢des de sobreviver em ambientes externos (viveiros).

A expressdo da piscivoria ja no inicio do desenvolvimento, antes da exaustdo das
reservas energéticas endégenas e da obtencdo de eficiéncia digestiva do trato digestorio,
sugere ser uma necessidade de adquirir habilidade na captura de alimento enquanto ainda h4
energia endégena disponivel, aumentando as chances de sobrevivéncia durante a fase larval.
Porém, em situacdo de cultivo, pode ser confundida com a capacidade de assimilagdo de
nutrientes externos, quando na verdade € um momento de alto consumo de reservas
enddgenas.

Foi comprovada a necessidade de alimento adequado para trés diferentes fases durante
a ontogenia do trato digestério de B. amazonicus, distribuidas da seguinte forma: fase de
sobreposicdo da alimentagdo enddgena e exdgena, com o alimento exdgeno provavelmente
nao sendo eficientemente digerido, resultando em rdpido consumo de reservas enddgenas;
fase com indicios de aprimoramento da capacidade digestiva, que se iniciou 10 horas apds a
abertura do trato digestério, com caracteristicas de sua mucosa possibilitando a retengdo e
assimilacdo de nutrientes; e fase marcada pela diferenciacdo das glandulas gastricas e dos
cecos piloricos, quando aparentemente a funcionalidade do trato digestorio estd completa.

Para um melhor entendimento da fun¢do de diferentes segmentos do trato digestorio
de B. amazonicus em momentos distintos, estudos complementares sdo necessarios, como de
ultra-estrutura e histoquimicos. Também ficou claro que a otimizac¢do da alocac¢do de energia
endégena deve ser relacionada ao conhecimento das condi¢cdes ambientais adequadas ao
peixe, que influenciam diretamente sobre a taxa metabdlica e, conseqiientemente, sobre o
consumo de vitelo.

De acordo com os resultados obtidos durante o desenvolvimento inicial de B.

amazonicus, € possivel concluir que:
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¢ Os ovos adquirem amplo espaco perivitelino uma hora apds a ativagao dos gametas;

e Em 28 °C, o periodo da embriogénese é de 13 horas;

e Os principais eventos envolvidos na fertilizagdo, como movimentagdo espermatica
em dire¢do a micropila, penetracdo de espermatozdide no canal micropilar e formagao do
cone de protecdo ocorrem nos primeiros 30 segundos de ativa¢do dos gametas;

e Larvas de B. amazonicus nascem com sistemas incompletos;

e [Espécie possui tatica reprodutiva similar a outros peixes reofilicos: grande quantidade
de pequenos ovos, amplo espago perivitelino, rdpido desenvolvimento embrionario;

e (O desenvolvimento de estruturas natatorias e alimentares ocorre simultaneamente;

e A espécie apresenta periodo de sobreposi¢ao alimentar (endogena e exdgena);

e No momento da total abertura do lume do trato digestorio, as larvas possuem um
conjunto de caracteristicas morfoldgicas favordvel a predacao;

e Nas condi¢des de cultivo deste estudo, o indice de consumo de vitelo aumenta
durante o desenvolvimento da habilidade natatéria e respiratoria;

¢ O maior indice de consumo de vitelo ocorre durante o periodo de sobreposi¢io
alimentar;

e Antes do surgimento do estdmago, a presenca de bolsa intestinal tem fun¢do de
retencao do alimento no trato digestorio;

e O trato digestério das larvas estd preparado para armazenar alimento e absorver
parcialmente os nutrientes 10 horas apds sua abertura;

e Com 243 horas apds a eclosdo o trato digestério apresenta-se completo, com
segmentos especificos diferenciados, estando apto para digestdo e assimilagdo de
nutrientes;

e Qs estagios de desenvolvimento larval mudam em relagdo ao tamanho das larvas;

e Alteracdes no padrao de crescimento morfométrico ocorrem principalmente no
estdgio de flexdo (crescimento acelerado do DO, CC, AC e CT);

¢ Uma acentuada queda na taxa de crescimento ocorre no momento em que o alimento

vivo € substituido por alimento artificial.
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