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RESUMO

RADAEL, Marcella Costa, M. Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Fevereiro de 2010; Efeitos da Temperatura na Ontogenia Inicial
de Melanoténia Neon (Melanotaenia praecox). Professor Orientador: Dalcio
Ricardo de Andrade.

Realizou-se um experimento, com o objetivo de descrever a ontogenia inicial em
embrides da espécie melanoténia neon (Melanotaenia praecox) e o efeito que a
temperatura exerce sobre o desenvolvimento embrionario. Os ovos foram mantidos
em incubadoras com agua a 24°C, 26°C, 28°C, 30°C ou 32°C e observados em
horarios pré-determinados para o experimento. Os estagios de desenvolvimento
foram identificados e classificados pelas caracteristicas morfofisiolégicas. O tamanho
inicial dos ovos variou entre 0,99 mm e 1,04 mm e todos continham gotas de éleo.
Foi observado no corion a presenca de filamentos para fixacdo dos ovos. O
desenvolvimento embrionéario se deu de forma semelhante ao de outras espécies do
género Melanotaenia, com a eclosdo dos ovos iniciando em 101, 49 horas pos
fecundacao e 3958,28 horas grau p6s fecundacado na incubadora de 26°C; 137,33
horas pds fecundacao e 3803,58 horas grau pds fecundacao na incubadora de 28°C
e 118,84 horas pés fecundacao e 3595,00 horas grau pés fecundacao na incubadora
de 30°C. Nas incubadoras de 24°C e 32°C, os embrides morreram antes de eclodir.
As larvas recém eclodidas apresentaram como caracteristicas principais: atividade
natatéria acentuada, vesicula vitelinica reduzida, boca aberta e com movimentagéao
e um sistema digestorio aparentemente funcional. Para verificagdo da porcentagem

de eclosédo, foram mantidas desovas nas mesmas temperaturas teste, mas sem que



houvesse manipulacdo dos ovos. Os ovos ndo manipulados eclodiram em todas as
temperaturas testadas. A melhor porcentagem de eclosdo ocorreu estatisticamente
na temperatura de 27,43°C.

Palavras-chave: Melanotaenia praecox, ontogenia, peixes ornamentais.



ABSTRACT

RADAEL, Marcella Costa, M. Sc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; February 2010; Temperature Effects on Early Ontogeny of
Melanoténia Neon (Melanotaenia praecox). Advisor: Dalcio Ricardo de
Andrade.

In this research eggs were kept in hatcheries with water of 24°, 26°, 28°, 30°, and 32°
degrees centigrade and checked out at pre established times. The development
stages were identified and classified by morphophysiological features. The eggs
initial size had a variation between 0.99 mm and 1.04 mm and all of them had oil
droplets and filaments for eggs attachment. The embrionary development was similar
to other Melanotaenia species. The eggs hatching begging with 101.49 post
fecundation hours and 3958, 28° hours-degree post fecundation at the hatchery of
26° degrees; 137.33 post fecundation hours and 3803,58 hours-degree at the
hatchery of 28° degrees and 118.84 hours post fecundation and 3595.00 hours-
degree, at the 30° degree hatchery. At the hatcheries with 24° and 32° degrees all
the embryos died before eclosion. The new hatching larvae had the following
principal features: energical swimming; vitelinic vesicle reduced; open mouth with
moviments and a digestory system apparently functional. In order to cheek out the
eggs eclosion rate, eggs were kept in the same treatments but without manipulation.
In this case the non handled eggs had a normal hatching emergence in all



temperatures tested. The better percentage of hatching emergence occurred at
27.43° degrees.

Key words: Melanotaenia praecox, ontogeny, ornamental fish.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura aparentemente teve seu inicio quando o homem, pela primeira
vez, capturou peixes em seu habitat natural e os transferiu para um ambiente
confinado. Os registros mais antigos desta atividade datam de mais de quinhentos
anos antes de Cristo, quando o0s antigos egipcios utilizavam tilapias para
povoamento de tanques, visando ornamentacdo ou acumulo de peixes para serem
consumidos em ocasides especiais. Na idade média, os romanos construiram
acudes destinados ao cultivo de peixes, alguns dos quais estdo em uso até hoje na
Europa. Ainda assim a atividade € recente quando comparada a domesticacao de
outras espécies como as cabras, suinos e 0s caes, que estima-se ter iniciado ha
10.000 anos (PROENCA & BITTENCOURT, 1994).

No Brasil os primeiros registros de cultivo de peixes datam de 1920, com a
introducdo de animais para consumo como as trutas e as carpas. Na mesma
década, ainda foram introduzidos mais de 50 espécies asiaticas de peixes
ornamentais (VIDAL Jr., 2003).

A Dpiscicultura de espécies ornamentais se destaca devido ao alto valor
agregado, sendo comum um unico exemplar, de alguns gramas, atingir valores
muito superiores a de um quilograma das espécies de corte (LIMA, 2004). Este é o
principal fator que coloca o cultivo de peixes ornamentais dentre as cadeias mais
lucrativas da piscicultura. Esta cadeia produtiva movimentou aproximadamente trés
bilhdes de dolares ao ano na década de 1990 e a industria aquaristica chegou a
movimentar quinze bilhdes de dblares ao ano no mesmo periodo (MEYERS, 2001),
além de ostentar um crescimento anual da ordem de 14% ao ano. Este indice é

expressivo quando comparado ao crescimento médio anual referente a piscicultura
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de corte, 9,2%, e a pesca extrativista, 1,4% (LIMA, 2004). Segundo as ultimas
estatisticas do IBAMA, o Brasil exportou, em 2007, 5,9 milhbes de reais em
pequenos peixes de agua doce, sendo que 90% desse valor foi proveniente da
venda de espécies capturadas no Para e no Amazonas (IBAMA, 2010).

Apesar do crescente aumento na producdo nacional e mundial de peixes
ornamentais e de corte, observa-se que apdés anos de desenvolvimento de
tecnologias e avanco da atividade aquicola no Brasil, ainda ha necessidade do
preenchimento de lacunas da piscicultura nacional. Somente a alta produtividade
nao significa mais certeza de lucro ou mesmo sucesso do empreendimento (MELO &
CHABALIN, 2004), pois ha necessidade de reducdo do custo de transporte e
marketing dos produtos de origem aquicola, além da maior consolidacado da cadeia a
nivel nacional. O emprego de tecnologias modernas de reprodugdo e manejo da
criacdo de peixes ornamentais torna-se cada vez mais necessario, visando maior
producéo e melhor qualidade dos peixes destinados ao mercado.

Sabe-se que o interesse pelo cultivo de uma espécie de peixe esta
intimamente ligado a facilidade de obtencdo de alevinos. De acordo com Val &
Honczaryk (1995), quando for dificil ou irregular a reposi¢cdo dos alevinos, nédo
havera interesse comercial na espécie. Nesse sentido, a ontogenia vem dar suporte,
uma vez que conhecendo o processo inicial de desenvolvimento da espécie, poder-
se-a desenvolver tecnologias mais efetivas para a produgao dos alevinos.

O estudo dos ovos e larvas tem-se mostrado de grande importancia por
fornecer informagdes para o inventdrio ambiental, monitoramento de estoques e
manejo da pesca, também a incorporacao de novas espécies ao sistema de cultivo,
que tem nas fases iniciais de desenvolvimento a maior restricdo ao sucesso da
criacdo (NAKATANI et al., 2001).

Todavia, para o piscicultor brasileiro, ainda é pouco viavel produzir algumas
espécies ornamentais nativas, uma vez que o custo de producao supera o valor de
mercado, pressionado pelo baixo custo da pesca extrativista (RIBEIRO et al., 2008).
Baseado nisso, a piscicultura ornamental brasileira tem utilizado espécies exoéticas e
dentre essas tém-se dado bastante atencdo aos exemplares da familia
Melanotaeniidae, que possui 7 géneros e 66 espécies. Estes peixes integram um
grupo de pequenos, coloridos e valiosos peixes ornamentais, originarios da Australia
e Nova Guiné, onde o clima tropical é predominante, o que facilitou a adaptacdo no
Brasil e as condigdes de cultivo nacional, sendo importados desde a década de 90.
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O periodo entre a desova e a comercializagdo dos animais da familia
Melanotaeniidae é de, aproximadamente, seis meses. Em relacdo a algumas
espécies de peixes ornamentais, produzidas em cativeiro, esse é um periodo
considerado longo, ou ao menos médio. Este fato esta relacionado ao aparecimento
das suas caracteristicas sexuais secundarias, que irdo determinar o momento mais
seguro para a sexagem dos animais e, consequentemente, sua comercializacao.

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes € uma ferramenta importante
nos sistemas de producdo, uma vez que a maior restricdo ao sucesso da criacao
esta nas fases iniciais, onde ocorre grande mortalidade e consequente perda
econbmica devido, principalmente, aos problemas relacionados a correta
manipulagao.

Entretanto, autores da area de embriologia pouco descrevem o0
desenvolvimento embrionario de peixes e ainda sdo poucos 0s estudos realizados,
relacionados a essa area. Devido a escassez de trabalhos nessa area, surgiu a idéia
de estudar o desenvolvimento embrionario de Melanotaenia praecox.

O desenvolvimento desses peixes pode sofrer influéncia positiva através da
alimentacdo adequada nos periodos mais criticos do seu desenvolvimento.
Geralmente o inicio da alimentagdo exdgena é considerado como uma fase critica,
necessitando de informacdes que estimem o tempo de vida para entrar em tal fase,
bem com o grau de desenvolvimento da larva neste momento, podendo, assim,
fazer inferéncias sobre 0 manejo alimentar. Este conjunto de informagdes podera ter
um efeito benéfico na reducao do periodo para a comercializacao.

A melanoténia neon apresenta excelente aceitacdo no mercado, chegando, o
exemplar, a atingir um preco médio de R$8,00 no mercado interno e de US$10,00
nos EUA. Este fato, associado a elevada capacidade de produgédo, vem aumentando
o interesse por esta espécie e pelas demais melanoténias, o que torna os estudos a
respeito destas espécies relevantes. Informacdes sobre a biologia reprodutiva da
espécie sao necessarias para intensificar sua producgao, principalmente levando-se
em consideracdo que a fase inicial é uma das fases mais criticas do
desenvolvimento dos peixes. Estudos como a ontogenia inicial sdo importantes para
ampliar o conhecimento sobre a biologia reprodutiva desta espécie, resultando

inclusive em uma manipulagdo mais adequada do tempo de incubagéao.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:
Descrever a sequéncia dos eventos morfofisioldégicos durante a evolugéo dos
embrides de Melanotaenia praecox;

Mensurar o tempo requerido para o desenvolvimento morfofisiologico durante

a incubacao de embrides de Melanotaenia praecox;

Avaliar o efeito da temperatura no tempo de surgimento das principais

estruturas embrionarias;

Determinar a temperatura 6tima para incubagéao de embrides de M. praecox.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Panorama da piscicultura

Segundo a Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentagéao,
no ano de 2005, a aquicultura teve um crescimento de 5,2% na producéo total,
alcangando o valor de 63 milhdes de toneladas, dos quais 30,3 milhdes sdo de
peixes; por outro lado, a pesca extrativista apresentou uma producdo de 94,6
milhdes de toneladas, representando queda de 1,2% em relagcdo ao ano anterior. No
total foram 157,6 milhdes de toneladas de pescado produzidas, das quais
aproximadamente 40% sao provenientes da aquicultura (FAO, 2006).

No Brasil, a producdao em 2005 foi de um milhdo de toneladas, das quais 75% foram
provenientes da pesca extrativista e 25% da aquicultura. A aquicultura brasileira é
responsavel por 10,4% da producao aquicola da América Latina.

A maior parte da producao mundial em aquicultura é dedicada a producao de
alimento, no entanto, a producdo de peixes ornamentais € um componente
importante da industria da aquicultura em varios paises. Este mercado e o de
produtos para a aquariofilia € uma atividade consolidada, que movimenta por ano
cerca de 500 milhdes de doblares, sendo de grande importancia econdmica em
muitas regides, principalmente nos paises em desenvolvimento (ANDREWS, 1990;
CHEONG, 1996; CHAPMAN et al., 1997; BARTLEY, 2000). No mundo, cerca de 350
a 400 milhdes de peixes ornamentais sdo comercializados por ano, sendo 70%
destes produzidos em cativeiro (CHAO et al., 2001), movimentando 278 milhdes de
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dolares por ano (FAO, 2005). Isto faz com que surja interesse no desenvolvimento
de métodos para producao de novas espécies de agua doce.

O cultivo de peixes ornamentais pode ajudar a diminuir o impacto da captura
de animais do meio ambiente, além disso, a aquicultura contribui para que a
demanda dos mercados seja principalmente estabelecida com produtos
provenientes de cultivo (TLUSTY, 2002). Nos Estados Unidos a producdo de peixes
ornamentais é o quarto maior setor da producao total de aquicultura, depois da
industria do catfish, truta e salméo. E um setor de destaque mesmo representando
apenas 7% do total de producéo da aquicultura (JSA, 1999).

No Brasil, o crescimento da aquicultura ornamental vem seguindo a mesma
tendéncia de crescimento apresentada no cenario mundial. Paralelo ao crescimento
da producao brasileira existe também um desenvolvimento e melhoramento das
técnicas de criacao, principalmente aquelas relacionadas a producao de ovos, larvas
e juvenis (AYRES, 2006).

O Estado de Minas Gerais destaca-se como o maior centro de producdo de
peixes ornamentais do Brasil. Entretanto, o Brasil participa com apenas 6,5% das
importacoes realizados pelo mercado norte-americano, indicando a necessidade de
maior apoio e incentivo a atividade, tendo em vista o grande potencial nacional
(PEZZATO & SCORVO FILHO, 2000).

3.2. A Espécie
3.2.1. Caracterizacao

A Melanotaenia praecox (Weber & de Beaufort, 1922), conhecida
popularmente como melanoténia neon ou “Dwarf Neon Rainbowfish”, é uma espécie
pertencente a familia Melanotaeniidae, origindria da Australia e Nova Guiné
(FISHBASE, 2009). Sao consideradas espécies forrageiras, tendo, portanto,
importante participagdo na cadeia trofica (LLEWELLYN, 1971, citado por REID &
OLDWAY, 1995).

Seu corpo é de cor azul brilhante intenso, apresenta dimorfismo sexual, sendo
0s machos maiores e mais coloridos com nadadeiras dorsais, anais e caudais

vermelhas, enquanto nas fémeas estas se apresentam na cor amarelo-alaranjada
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(Fig. 1). A expectativa de vida desses animais estd em torno de 4 a 5 anos
(FISHBASE, 2009).

Figura 1 — Exemplares de Melanotaenia praecox. (F) Fémea, (M) Macho.

3.2.2. Habitat Natural

A M. praecox é encontrada principalmente no Rio Mamberamo, tendo sido
relatada a ocorréncia também no Rio Wapoga, ambos localizados na Nova Guiné,
Oceania (ALLEN et al., 2002).

O Rio Mamberamo, habitat natural da M. praecox, € o maior rio do norte de
Papua, drenando uma bacia hidrografica que abrange todas as correntes que fluem
para o norte descendo as montanhas centrais da Nova Guiné, entre a fronteira da
Papua Nova Guiné e aproximadamente 137° Oeste de longitude (POLHEMUS &
RICHARDS, 2002).

Segundo os mesmos autores, a densidade populacional humana ao longo de
toda a extensdo do Rio Mamberamo e seus afluentes é excepcionalmente baixa e,
como resultado, a bacia hidrografica do Rio Mamberamo é uma das maiores areas

tropicais preservadas no mundo.
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3.2.3. Reproducao

Em seu habitat natural, as desovas se iniciam em outubro e terminam em
dezembro. As desovas de M. praecox ocorrem em cativeiro de forma natural, nao
havendo, portanto, necessidade de indugcdo hormonal. Em geral, envolve a liberacédo
simultdnea dos gametas masculinos e femininos. Em condi¢ées controladas de
laboratério ou de sistemas de cultivo, desovam o ano inteiro (VIDAL JUNIOR, 2005).

Utilizam como substrato para ovoposicao raizes de plantas flutuantes, onde
os ovos ficam aderidos. Taylor (1999) descreveu que as desovas ocorrem sobre
plantas de folhas finas (tipo ceratopteris, cabombas, myriophyllum, ambulias, musgo
de Java etc.) ou fibras sintéticas. Os ovos sao pequenos e tém adesividade, ficando
aderidos as plantas e substratos do aquario. Essa adesividade ocorre em filamentos
de fixagao presentes no coérion (REID & HOLDWAY, 1995; HUMPHREY et al., 2003).

A eclosdo ocorre entre 0 sétimo e oitavo dia apds a desova, dependendo da
temperatura. Nas primeiras etapas do desenvolvimento ap6s sair do ovo a larva

apresenta dieta zooplanctéfaga (carnivora) (FISHBASE, 2009).

3.3. Ontogenia

Segundo Graciano (1997), ontogenia pode ser definida como o processo de
transformacao e desenvolvimento de um ser vivo desde a fecundagdo a maturidade
reprodutiva. A ontogenia inicial em peixes caracteriza-se por uma série de
importantes mudancas em estrutura e funcédo, reflexo da rapida evolugcao
morfolégica, fisiolégica e de habitos e comportamentos pelos quais passam
embrides, larvas e juvenis durante o inicio do seu desenvolvimento (BALON, 1984;
BLAXTER, 1986; NOAKES & GODIN, 1988).

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes € uma ferramenta importante
nos sistemas de producao, tanto de peixes de corte como ornamentais, pois fornece
informacdes sobre o tipo de manejo que pode ou deve ser aplicado, ajudando a
responder questdes criticas como, por exemplo: quais as variaveis fisicas, quimicas
ou biolégicas que afetam ou podem afetar os processos de desenvolvimento
embrionario e larval; qual € o momento (horas apés fertilizagdo — hpf) mais
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adequado para se determinar as taxas de fertilizacdo e sobrevivéncia durante
incubacgéo e larvicultura controladas, dentre outros (CLAVIJO-AYALA, 2008).

Nakatani et al. (2001) descrevem que 0 processo embriondrio inicia-se com
fecundacao do évulo pelo espermatozéide através da micrépila. Com a absorcao de
agua que ocorre apos a fertilizagcéo, inicia-se a formacao do espaco perivitelino com
a separacao do cérion da membrana vitelina. Com entrada do gameta masculino no
ovulo, este é estimulado e reage, passando a apresentar um intenso movimento
citoplasmatico, em direcao ao p6lo superior do ovo. Desta maneira, o vitelo fica
segregado do citoplasma ativo, permanecendo na parte inferior do ovo, que se
transforma em polo vegetativo. O nucleo, formado pela unido dos pronucleos
masculino e feminino, mais o citoplasma que se deslocou, constituem o pélo animal
(SANTOS & AZOUBEL, 1996).

Por apresentarem o vitelo concentrado no pélo vegetativo e o citoplasma com
suas organelas no disco germinativo, que constitui o p6lo animal, os ovos de peixes
sao denominados telolécitos. Devido a grande quantidade de vitelo que possuem,
sao classificados como polilécitos e apresentam segmentacdo parcial ou
meroblastica. Esse vitelo ird nutrir o embrido durante a embriogénese e também a
larva por algum tempo ap6s a eclosdo (SANTOS & AZOUBEL, 1996).

Segundo Bagenal; Braum (1978); Woyanarovich; Horvath (1980), citados por
Nakatani et al. (2001), o desenvolvimento embrionario pode ser dividido em fases
(Tabela 1). Este autor descreve que essas fases sdo o ovo recém-fertilizado, a
segmentacéao, a blastulacdo, a gastrulacdo e fechamento do blastéporo. Apds estes
fatos, ocorre ainda a formacao da vesicula Optica, seguida da liberacdo da cauda
que ira se destacar do saco vitelinico. A eclosdo acontecera apOs sucessivas
contracbes musculares da cauda e do corpo (NAKATANI et al., 2001).

Para que ocorra a eclosédo, o cérion é enfraquecido com a acéo de
enzimas (BLAXTER, 1988). A maioria das larvas de agua doce eclode com boca e
mandibula ainda ndo formadas, os olhos nao pigmentados e saco vitelino grande.
No periodo po6s eclosdo em geral, poucos melanéforos sédo visualizados e a larva é
muito transparente. Algumas espécies, porém, eclodem com o sistema alimentar

inicialmente funcional e com olhos pigmentados (NAKATANI et al., 2001).
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Tab. 1 — Fases do desenvolvimento embrionario

Ovo recém fertilizado Compreende a fase a partir da fertilizacao
até a organizagdo do podlo animal
(representado  pelo  blastodisco) e

vegetativo.
Segmentagéao Caracterizada por clivagens sucessivas do
blastodisco, originando os blastémeros.
Blastulagao Fase na qual o blastodisco apresenta-se

estratificado e alto, com pequenas
cavidades entre os blastbmeros e a
presenca de wuma lamina sincicial
perivitelina.

Gastrulacdo As células do blastodisco deslocam-se e
separam-se em epiblasto (futuro folheto
externo) e hipoblasto (que originara a
notocorda, mesoderme e endoderme). O
epiblasto e a lamina sincicial perivitelina
expandem-se gradativamente como um
manto pelo vitelo até fechar o blastéporo.
O corpo do embridao alonga-se, ficando
sua extremidade caudal voltada para o
blastéporo; observa-se a diferenciacao da
neuroectoderme.

Fechamento do blastdporo Nesse estagio, delimitam-se
superficialmente trés regides: a zona
embriogénica, bordas de fechamento e
parede do saco vitelino; podendo, ainda,
visualizar os primeiros somitos.

Vesicula dptica Essa estrutura se torna evidente apds o
fechamento  do  blastéporo, = como
expansao lateral do prosencéfalo;

Vesicula otica Torna-se visivel com o aparecimento dos
otdlitos, concomitantemente, nesse
estagio, observam-se os somitos;

Liberacao da cauda Nessa fase a cauda destaca-se do saco
vitelino.

Ecloséao Através de contracbes musculares
vigorosas da cauda e do corpo as larvas
eclodem.

Blaxter (1988) descreveu que o grau de diferenciacdo da larva recém-eclodida
depende da espécie considerada e do periodo de incubacdo, além de este fator
estar relacionado a temperatura.

Os eventos morfofisiolégicos ao longo do desenvolvimento sdo avaliados
principalmente por observagées em microscopio estereoscépico ou éptico, uma vez

que o coérion dos ovos dos peixes geralmente é transparente (GODINHO et al., 1978;
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NAKATANI et al., 2001; SOUZA, 2004).

Os eventos morfofisiolégicos comumente observados ao longo das
avaliacdes ontogénicas em embrides ictiolégicos sdo: a formagédo e clivagem do
blastodisco; a evolugao da blastula e da géastrula sobre a vesicula vitelinica (pélo
vegetal); a diferenciagdo do eixo embrionario, da vesicula éptica, dos somitos, o
surgimento da vesicula de Kuppfer e de melanéforos e eclosao (FUJIMOTO et al.,
2006). O tempo de surgimento dessas estruturas varia de acordo com a espécie e
pode ser influenciado por diversos fatores como, por exemplo, a temperatura (LUZ,
2001).

Estes eventos foram também citados na descricdo do desenvolvimento
embrionario de algumas espécies de melanoténias, que relataram, inclusive, serem
poucos os estudos referentes a descricdo do desenvolvimento embrionario e larval
de melanoténias (REID & HOLDWAY, 1995; HUMPHREY et al., 2003; FERREIRA,
2007; HUMPHREY et al., 2003)

Quanto as melanoténias de clima tropical, Humphrey et al. (2003)
descreveram o desenvolvimento embrionario de Melanotaenia splendida splendida,
incubadas a 28°C, e relataram que a segmentacao ocorreu com 3,5 hpf, a gastrula
desenvolveu-se das 7,0 hpf até 12,5 hpf e a organogénese foi observada das 12,5
hpf até o momento da ecloséo entre 4 e 9 dias. O desenvolvimento embrionario em
melanoténias tropicais foi ainda descrito para Melanotaenia nigrans e Melanotaenia
splendida australis (IVANTSOFF et al., 1988).

Reid & Holdway (1995) descreveram que em ovos de Melanotaenia
fluviatilis incubados a 25°C, a segmentacao ocorreu até 6 hpf, o desenvolvimento da
gastrula ocorreu das 7 as 22 hpf e a organogénese ocorreu das 22,5 hpf até o
momento da eclosao (7 e 9 dias).

Para Glossolepis incisus, Ferreira (2007) descreveu que a 28°C a gastrula
foi visualizada das 7,33 hpf até 11,83 hpf, quando ocorreu o fechamento do
blastéporo, a organogénese teve inicio as 12,33 hpf e a eclosdo ocorreu a partir de
124 hpf. Ferreira et al. (2008) observaram que em Melanotaenia lacustris o periodo
de clivagem foi de 7,0 hpf. Para M. fluviatilis foi observado que o periodo completo
de segmentacdo, que inclui a clivagem, em ovos incubados a 25°C durou 6,00 hpf
(REID & HOLDWAY, 1995). J&4 em ovos de M. s. splendida incubados a 28°C, foi
observado, além da morfologia semelhante ao blastodisco de ovos de M. lacustris,
uma duracéao do periodo de clivagem de 3,5 hpf (HUMPHEY et al., 2003).
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Fishelson (1995), em um estudo mais detalhado sobre a evolugcado dos
eventos ontogénicos, observou em Tilapia Zzilli, Sarotherodon galilaeus e
Pseudotropheus johanni a rede de microvilosidades que envolve desde o sincicio
perivitelinico até a rede sanguinea embrionaria do saco vitelino. Em T. Zillii, a rede
de microvilosidades surgiu em 16-18 hpf, em S. galileus 30-32 hpf e P. johanni 38-40
hpf.

Ferreira (2007) citou que o desenvolvimento embrionario de Glossolepis
incisus apresenta cinco periodos bem definidos: clivagem, blastula, segmentacao,
organogénese e pré-eclosdo. Estes mesmos periodos foram observados em outras
espécies do género Melanotaenia e demais tele6steos (REID & ROLDWAY, 1995;
HUMPHREY et al., 2003; FUJIMOTO, 2006).

Em Brycon orbignyanus a 27°C, o periodo de incubagédo durou 13h e néo
houve presenca de gordura nos ovos (GANECO, 2003). Para Pimelodus maculatus,
observado por Luz et al. (2001), a eclosdo ocorreu 21h e 20 minutos apés a
fertiizacdo em uma temperatura média de 23°C e a abertura da boca ocorreu
apenas 41h e 10 minutos ap6s eclosdao com canibalismo imediato entre as larvas.

Sanches et al. (2001) relatam que apés 10h20min de desenvolvimento, em
Leporinus friderici, a cauda encontrava-se totalmente livre do saco vitelino; ndo havia
pigmentagdo aparente e era possivel a visualizagdo nitida dos somitos e da
notocorda. As larvas eclodiram 13 horas e 20minutos apés a fertilizagdo em uma
temperatura de 27,6°C.

Lopes et al. (1995) verificaram que em matrinxd (Brycon cephalus) o
desenvolvimento embrionario ocorreu em 10 horas e 40 minutos em uma
temperatura de 30°C, o que representa uma vantagem no processo de producao de
larvas.

Em G. incisus foi observado que o momento de eclosdo apresentou
correlacdo com o inicio da diferenciacao da vesicula 6ptica e da pigmentacdo do
cristalino, mostrando que a eclosao é dependente do desenvolvimento do sistema
optico (FERREIRA, 2007). Em M. fluviatilis a eclosdo também esteve associada a
formacao do sistema ocular (REID & HOLDWAY, 1995).

Segundo Lasker et al. (1970), citado por Sanches et al. (2001), existem
correlacdes entre o0 aparecimento das nadadeiras peitorais, desenvolvimento dos
olhos, abertura da boca, uma vez que esses eventos ocorrem simultaneamente e

estdo diretamente relacionados com a alimentacao exdgena. Estruturas observadas
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em larvas recém eclodidas de G. incisus demonstram que eclodem com
caracteristicas que indicam proximidade do inicio da alimentagdo exdgena
(FERREIRA, 2007).

De acordo com Sanches et al. (1999), citado por Duarte (2009), estudos
morfométricos dos ovos e larvas de peixes sdao uma ferramenta extremamente
valiosa, sobretudo para a taxonomia. A grande semelhanca morfologica entre
diferentes grupos taxondmicos foi o principal obstaculo a identificacao de larvas,
principalmente larvas coletadas no ambiente natural. Andlises morfométricas nos
permitem comparar as diferentes fases de desenvolvimento dentro e entre espécies

e, em conjunto com outras caracteristicas, permite a identificagdo correta das larvas.

3.4. Influéncia da Temperatura na Ontogenia

Por serem os peixes animais pecilotérmicos, é sabido que a sua temperatura
de criacao interfere fortemente no seu crescimento e desenvolvimento (ARITAKI &
SEIKAI, 2004). Tanto a organogénese como o desenvolvimento somatico sdo
controlados por atividades enzimaticas. O desenvolvimento embrionario de animais
como os peixes depende essencialmente da expressao diferencial de certos genes e
da temperatura (OJANGUREN & BRANA, 2003).

Em diferentes espécies de teledsteos, a temperatura influencia nas células
musculares do embrido, na incubacdo e/ou nas etapas subsequentes do
desenvolvimento (VIEIRA & JOHNSTON, 1992; JOHNSTON et al, 1995;
STICKLAND et al., 1988; USHER et al., 1994; NATHANAILIDES et al., 1995; AYALA
et al., 2000, 2001), sendo, portanto, um fator importante a ser pesquisado.

O tempo requerido para o desenvolvimento embrionario em cada espécie de
peixe é intimamente relacionado com a temperatura (SAMPAIO et al.,, 2004). A
temperatura no momento das diferenciacbes morfofisiolégicas & de extrema
importancia, sendo necessaria a descricdo dos eventos em hora-grau °C (SOUZA et
al., 2004).

Ayala et al. (2000) verificaram que em robalo a utilizacdo de uma temperatura
ligeiramente superior durante o seu curto periodo de incubacdo teve um efeito
positivo sobre o desenvolvimento muscular larval, que foi observado apés 37-50 dias
pos-eclosdo. Pesquisas realizadas com Pseudopleuronectes herzensteini sugerem
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que a temperatura de criacdo influencia ndo apenas no crescimento e
desenvolvimento larval, mas também na ocorréncia de metamorfose relacionadas

com anormalidades morfolégicas em juvenis (ARITAKI & SEIKAI, 2004).
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4. MATERIAL E METODOS

Utilizou-se ovos provenientes de desovas naturais de melanoténia neon
(Melanotaenia praecox). Os reprodutores compunham o plantel do setor de
aquicultura da Unidade de Apoio a Pesquisa em Zootecnia do Laboratério de
Zootecnia e Nutricao Animal do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, da
Universidade Estadual do Norte Fluminense — Darcy Ribeiro, localizada em Campos
dos Goytacazes — RJ.

Os reprodutores encontravam-se alojados em tanques escavados revestidos
de lona de polietileno (Fig. 2), com 6 m de comprimento, 3 metros de largura e
profundidade média de 70 cm. Neste ambiente recebiam racdo extrusada (42% de
PB).

Para o experimento, os reprodutores foram transferidos para baterias de
aquarios experimentais em sistema indoor com recirculacao. Foram selecionados 45
peixes, sendo 30 machos e 15 fémeas, que exibiam caracteristicas de estarem em
periodo reprodutivo. A seguir foram subdivididos, aleatoriamente, em trés grupos
compostos cada, de cinco fémeas e dez machos. Cada grupo foi alojado em um
aquario de 56,1 litros de capacidade volumétrica.

O sistema de recirculagao, continua e fechada, continha uma caixa para a
filtragem da agua (através de processos fisicos e biol6gicos) e uma caixa depédsito
(onde a agua foi mantida para retorno aos aquarios experimentais), com auxilio de
bombas submersas. Nos aquarios experimentais a temperatura da agua foi
controlada com aquecedores de imersdo com resisténcia elétrica blindada inserida
em tudo de vidro com termostato a fim de manté-la préxima a 28°C.
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Figura 2 — Vista dos tanques escavados do setor de aquicultura onde estavam alojados os
reprodutores

Os aquarios experimentais possuiam sistemas de entrada e saida, de agua,
independentes. O fluxo, para renovagdo da agua, foi mantido constante
(aproximadamente 2L/min), visando manter elevado o teor de oxigénio e eliminar as
fezes, evitando a formacao de plancton e possiveis mudancgas bruscas na qualidade

da agua (Fig. 3).

Figura 3 — Aquérios experimentais
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Apds um periodo de sete dias para adaptacao das matrizes, foram colocados,
em cada aquario, dois aguapés (Echornia crassipes), que serviram de estimulo a
reproducao e como substrato para os ovos (Fig. 4). A cada meia hora, os aguapés
eram observados a olho nu, até que foram encontrados ovos aderidos as raizes.

Figura 4 — Aguapés (Eichornia crassipes)

Os ovos (Fig. 5) foram retirados das raizes dos aguapés, com auxilio de
tesouras e pingas. Os ovos foram dispostos em Iaminas de vidro e observados em
microscopio o6ptico com aumento de 25X ou 100X para caracterizagédo e
identificagdo do estadio embriondrio em termos do numero de divisbes de células.
Foram mensurados o didmetro e a altura dos ovos, esta foi definida como a distancia
do pdlo animal até a extremidade diametralmente oposta e o didmetro definido como
o eixo longitudinal do ovo. Estas duas medidas foram feitas com o auxilio de ocular
dotada de escala micrométrica.
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>4
Figura 5 — Desova de Melanotaenia praecox

Apoés a observagao inicial, os ovos foram transportados para caixas de isopor
forradas com lona de polietileno, com capacidade volumétrica de 35L, denominados
incubadoras, onde foram utilizados aguecedores acoplados a termostato automatico
com o propdsito de manter a temperatura constante ou com o minimo possivel de
variagdo. Cada incubadora foi provida de aeragao, utilizando-se para esse fim pedra
porosa acoplada a bomba de aeragdo. Apdés a aclimatacdo, os ovos foram
acomodados em peneiras flutuantes, onde ficaram durante o periodo de incubacao
(Fig. 6), sendo que cada peneira recebeu 40 ovos. A coleta dos ovos € 0S processos
subsequentes foram realizados por trés dias seguidos, para que assim fossem
estabelecidas as repeticées do experimento.
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Figura 6 — Peneiras para manutencao dos ovos durante o periodo experimental.

A agua para utilizacdo nas incubadoras passou pelo seguinte processo de
desinfeccao durante o periodo de 15 dias anteriores a incubacao: em uma caixa com
capacidade de 500 litros foi depositado hipoclorito de cloro na propor¢cao de 15ml
para cada litro de agua. Essa agua foi mantida aquecida e com oxigenacao
constante para eliminacdo da substancia desinfectante; apés o periodo acima
referido a agua foi transferida para as incubadoras.

A temperatura da agua das incubadoras foi mantida em 24°, 26°, 28°, 30° ou
32° (tratamentos) a fim de verificar a influéncia da temperatura no desenvolvimento
embrionario da espécie. Cada uma das trés peneiras alojadas em cada incubadora
foi considerada uma repeticdo. Durante o processo de incubagdo dos ovos, cada
incubadora recebeu 10 ml de azul de metileno com o intuito de diminuir a agdo de
fungos. As acdes descritas a seguir foram realizadas individualmente para cada
aquario com sua respectiva temperatura-teste.

A observacao dos embrides foi realizada a cada meia hora durante o periodo
inicial de 0 a 24 horas, a cada 1hora no periodo de 24 a 48 horas e a cada 2 horas
no periodo a partir de 48 horas até o momento de eclosdo. A cada observacgao,

alguns ovos foram retirados da peneira, colocados em laminas de vidro, observados
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em microscopio Optico (25X e 100X) e posteriormente foram tomadas imagens
digitais com céamera digital DSC P-200, marca SONY, acoplada ao microscopio
optico. Ao final dos momentos de observacdes, 0s ovos retornaram para suas
respectivas peneiras. Cada observagao foi acompanhada do registro de horas-grau
correspondente e os ovos nao fecundados e/ou fungados foram descartados e feita
anotacao para controle da quantidade.

Os estagios de desenvolvimento embrionario foram identificados e
caracterizados a partir do momento em que a maioria dos ovos atingia cada estagio
de desenvolvimento embrionario.

A classificacdo dos estagios embrionarios foi realizada com base nas
caracteristicas morfolégicas, de acordo com a metodologia utilizada para a
melanoténia maca (Glossolepis incisus) (FERREIRA, 2007) e para o dojé (Misgurnus
anguillicaudatus) (FUJIMOTO et al., 2006).

Os eventos ocorridos nos periodos iniciais de desenvolvimento foram
classificados conforme a nomenclatura proposta por FUJIMOTO et al. (2004), com a
clivagem compreendendo o periodo de 2 blastdmeros até 64 blastbmeros, passando
logo apds, a partir de 128 blastobmeros para o periodo de blastula. As definicoes para
os estagios de blastula foram adaptadas de FUJIMOTO et al. (2006).

Para a mensuracao de tempo e correlagdo com os eventos morfofisiologicos
foram utilizadas as medidas de horas-p6s-fecundacédo (HPF) e horas-graus pés-
fecundacado (HGPF). Para HPF, a medida foi feita apenas contando-se o tempo
passado apos a desova a qual corresponde a HO (hora 0 — inicial). No caso das
HGPF, fez-se o somatério da temperatura a cada hora.

Apo6s a eclosdo dos ovos, as larvas recém eclodidas (larvas HO) foram
caracterizadas visualmente quanto a capacidade natatéria.

A cada observacdo, o teor de oxigénio dissolvido e a temperatura da agua
foram medidos através de oximetro e termémetro digitais, respectivamente.

O pH da agua foi mensurado com o auxilio de pHmétro quatro vezes ao dia,
as 6h, 12h, 18h e 24h.

Para verificagdo da taxa de eclosdo em cada temperatura teste utilizada no
experimento, apds o periodo de ontogenia, outra desova foi retirada, utilizando-se os
mesmos procedimentos do experimento anterior. Essas desovas foram mantidas nas
incubadoras sem que houvesse nenhum tipo de manipulagao apds serem colocadas
nas peneiras. Todos os dias as peneiras foram observadas para a verificacdo da
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eclosdo de larvas. Quando houve alguma eclosao, as larvas foram retiradas com o
auxilio de pipeta de Pasteur e transferidas para os tanques externos do laboratério a
fim de completarem seu desenvolvimento.

Os experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado.
Os dados foram analisados com auxilio do software SAEG. Foi realizada analise
estatistica descritiva para todas as varaveis. Para as principais variaveis, foi aplicada
correlacao de Pearson.

Para a variavel porcentagem de ecloséo, foi realizada ANOVA e regressao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Parametros fisico-quimicos da agua da incubadora

Os valores médios observados para os parametros fisico-quimicos da agua
da incubadora, durante o periodo experimental, foram de 31,9 + 0,052°C para a
temperatura; 6,9 + 0,022 para o pH e de 9,3 £ 0,193 mg/L para o oxigénio dissolvido
na incubadora de 32%, de 30,0 £ 0,0307°C para a temperatura; 6,9 = 0,0081 para o
pH e de 9,3 £ 0,2156 mg/L para o oxigénio dissolvido na incubadora de 30°, de 28,0
+ 0,0327°C para a temperatura; 6,9 = 0,0099 para o pH e de 8,8 £ 00,1745 mg/L
para o oxigénio dissolvido na incubadora de 28° de 25,9 + 0,0204°C para a
temperatura; 6,9 £ 0,0071 para o pH e de 8,5 + 0,1669 mg/L para o oxigénio
dissolvido na incubadora de 26°, de 24,1 + 0,0314°C para a temperatura; 7,0
0,0100 para o pH e de 8,0 £ 0,1361 mg/L para o oxigénio dissolvido na incubadora
de 24°. Valores estes considerados satisfatérios para a espécie.

5.2. Os ovos de Melanotaenia praecox

Assim como o observado para os ovos de peixes em geral, os ovos de
Melanotaenia praecox podem ser classificados como telolécitos por apresentarem
vitelo concentrado no pélo vegetal e o citoplasma com suas organelas no poélo
animal e polilécitos, devido a grande quantidade de vitelo que possuem.

Os ovos de M. praecox observados apresentaram forma esférica, com o

corion e a vesicula vitelinica translucida. Os ovos ndo fecundados apresentaram
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coloragao branca opaca. O diametro dos ovos recém fecundados variou de 0,99 mm
a 1,04 mm, apresentando valor médio de 1,02 mm % 0,01.

Esses resultados demonstraram que os ovos de M. praecox possuem
didmetro médio préximo aos de outros melanotenideos, como os de Glossolepis
incisus que foi de 0,90 mm a 1,10 mm (FERREIRA, 2007), Melanotaenia splendida
australis com 1,07 mm (IVANTSOFF et al., 1988), de Melanotaenia nigrans com
média de 1,05 mm e de Melanotaenia splendida inornata com média de 0,88 mm
(REID & HOLDWAY, 1995).

O cérion demonstrou-se rigido e sua textura era semelhante a de pequenas
“esferas de vidro”. Os ovos (Fig. 7) continham muitas gotas de éleo de tamanhos
variados, inicialmente espalhadas pela vesicula vitelinica. A grande quantidade de
gotas de 6leo presentes no ovo pode estar associada a origem marinha da espécie.

Ferreira (2007) observou a mesma disposicdo e o0 mesmo comportamento de
agregacao das gotas de 6leo para ovos recém fecundados de Glossolepis incisus,
assim como Duarte (2009) para Betta splendens. Ao longo do desenvolvimento
embrionario, estas gotas foram se agrupando na regido da vesicula oposta ao
blastodisco.

Figura 7— Fotomicrografia de ovo recém fertilizado de M. praecox. Gotas de Oleo (G), Filamentos de
Fixagao (F).
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Os ovos de Melanotaenia praecox apresentaram filamentos de fixacado muito
extensos e numerosos (Fig.7). Estes filamentos eram muito aderentes, o que
provocava o emaranhamento dos ovos nas peneiras e estavam localizados, em
geral, préximos a regiao do pélo animal (Fig. 8). Reid e Holdway (1995) e Ferreira
(2007) identificaram filamentos semelhantes em ovos de Melanotaenia fluviatilis e
Glossolepis incisus, respectivamente.

A adesividade em ovos, que é uma estratégia comum de fixacdo ao substrato,
foi verificada em outros peixes como em Cyprinus carpio, em exemplares do género
Serrasalmus e alguns Siluriformes, como o bagre do canal, Clarias gariepinus.
(NAKATANI et al., 2001)

5.3. Desenvolvimento Embrionario de Melanotaenia praecox

O padrao de clivagem observado em embrides de M. praecox foi do tipo
meroblastica, assim como é observada em outros teledsteos. Os blastémeros se
dividiram inicialmente a cada 30 minutos em média. Essas divisbes nao ocorreram
de forma muito delimitada, o que dificultou um pouco a determinacdo dos estagios
iniciais.

Para descricdo do desenvolvimento embrionario, foram adotados cinco
periodos, divididos em clivagem, blastula, segmentacdo, organogénese e pré-
eclosdo. Esse mesmo método foi também adotado para outros animais do género
Melanotaenia e demais tele6steos (REID e HOLDWAY, 1995; HUMPHREY et al.,
2003; FUJIMOTO et al., 2006; FERREIRA, 2007; DUARTE, 2009).

Neste primeiro momento sera feita apenas a descricdo/ocorréncia das
estruturas observadas nos cinco periodos adotados, obedecendo a ordem
cronolégica e sequencial identificada para a maioria das repeticbes. Os momentos
de cada ocorréncia, em horas poés-fecundacado (HPF) e horas-grau pés fecundacéao
(HGPF), serdao abordadas e discutidas posteriormente também para cada

tratamento.
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5.3.1. Periodo de Clivagem

2 células

O inicio da primeira clivagem se inicia logo ap6s a fecundacao, ocorrendo no centro
do blastodisco e estendendo-se para a periferia, apresentando segmentacao do tipo
meroblastica ou parcial. Com 30 minutos dois blastdmeros de tamanhos iguais ja

eram visiveis (Fig. 8A).

4 células

Os blastbmeros assumiram aspecto alongado. O sulco da segunda clivagem foi
formado transversalmente ao primeiro dividindo os dois blastémeros. O blastodisco
foi formado, nesta fase, por quatro blastémeros, dispostos num arranjo 2 X 2 sobre a

vesicula vitelinica (Fig. 8B).

8 células

Os sulcos da terceira clivagem foram formados verticalmente ao segundo sulco da
fase anterior de 4 blastébmeros. O blastodisco nesta fase foi formado por oito
blastémeros (Fig. 8C), dispostos em uma arranjo de 4 X 2 sobre a vesicula vitelinica.
Nesta fase, os blastdmeros ja apresentavam formato disforme e as gotas de 6leo ja

comecaram a se agrupar na regiao oposta ao blastodisco.

16 células
Os sulcos da quarta clivagem foram formados transversalmente aos sulcos da
terceira clivagem. Os 16 blastdbmeros (Fig.8D) resultantes desta divisdo foram

observados em um arranjo 4 x 4.

32 células
A quinta clivagem se caracterizou pela formacao de 32 células (Fig. 8E). O plano de
divisdo celular era diverso. Neste estagio as células se apresentavam menores

devido a quantidade de divisbes e em uma camada simples.

64 células
A partir da sexta clivagem o embrido apresentou planos de divisdo celular com

orientagao diversa, as células mostraram-se arranjadas em duas ou mais camadas,
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formando a blastoderme em forma de cupula. Ao final da divisdo haviam 64 células
formadas (Fig. 8F).

Figura 8 — Desenvolvimento Embrionario de M. praecox durante o periodo de clivagem. 2
blastdbmeros (2B); 4 blastomeros (4B); 8 blastdmeros (8B); 16 blastémeros (16B); 32 blastdmeros
(32B); 64 blastdmeros (64B).
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5.3.2. Periodo de blastula

O inicio da fase de blastula consistiu em, inicialmente, divisbes de um
blastodisco disforme e posteriormente a sua organizagao e evolugéo de suas bordas
sobre a vesicula vitelinica, apresentando inicialmente 128 células organizadas em
duas ou mais camadas. Essa mesma fase para embrides de Paralabrax dewegeri foi
defino como mérula por Querales et al. (2004).

Com 256 células, a blastoderme é inicialmente organizada semi-esférica e
ainda alta sobre a vesicula vitelinica. Nos estagios de 512 (Fig. 9A) e 1024
blastémeros (Fig. 9B), com as sucessivas clivagens, o numero de células aumentou,
sem que houvesse aumento no tamanho da blastoderme, sendo que na fase de
1024 células a borda da blastoderme evoluiu sobre a vesicula vitelinica.

Figura 9 — Desenvolvimento Embrionario de M. praecox durante o periodo de blastula. 512 células
(A); 1024 células (B).

Estagio Oval

A evolugdo da borda da blastoderme sobre a vesicula vitelinica, assim como a
organizagdo dos blastdmeros, conferiu ao embrido a forma eliptica. A regido da
lamina sincicial nesse estagio embrionario estava plana (Fig. 10A).
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Estagio Esfeérico

Os limites entre a blastoderme e a vesicula vitelinica tornam-se continuos. Os dois
eixos da vesicula vitelinica, maior e menor, apresentaram valores semelhantes,
conferindo ao embrido uma forma esférica. Nesse momento a regido da lamina

sincicial apresentou-se curva (Fig. 10B).

Figura 10 — Desenvolvimento Embrionério de M. praecox durante o periodo de blastula. Estagio Oval
(A); Estagio Esférico (B).

5.3.3. Periodo de Gastrula

O periodo de gastrula foi caracterizado pelos movimentos de epibolia, onde o
movimento das células blastodérmicas recobriu a massa vitelinica e pela migragéo,
onde as células mais internas da blastoderme deslocaram-se dorsal e
convergentemente, formando o eixo embriondrio. Nesse periodo, a blastoderme
formou uma pequena cupula sobre a vesicula vitelinica. A cada observacao, notava-
se que a cobertura que, inicialmente era de 5%, aumentou gradativamente.

No momento em que foi verificado que o vitelo estava recoberto em 50% da
sua extensao (Fig. 11A), ja se observava que a borda marginal da blastoderme havia
se espessado formando o anel germinativo, onde iniciou-se um acumulo de células
perpendicular ao anel germinativo, que deu origem ao escudo embrionario sobre o

qual formou-se posteriormente o eixo embrionario.
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Com a evolugcao gradativa da gastrula, as bordas da blastoderme foram se
aproximando. Na fase de géastrula 90% (Fig. 11B), visualizava-se as gotas de 6leo
acumuladas no espago em que as bordas ainda ndo haviam recoberto. Algum tempo
depois as bordas da blastoderme se fundiram, cobrindo 100% da vesicula vitelinica,

caracterizando, assim, o momento de fechamento do blastéporo.

Figura 11 — Desenvolvimento Embrionario de M. praecox durante o periodo de gastrula. Gastrula 50%
(A); Géstrula 90% (B); anel germinativo (G), blastoporo (BL), eixo embrionario (E).

5.3.4. Periodo de Organogénese

A organogénese teve inicio ao final do periodo de gastrula e foi observada até
o momento da pré-eclosdo. Durante a organogénese, os tecidos e os érgaos se
diferenciaram. Entre os eventos desse periodo foram observados a diferenciagao de
orgaos visuais e auditivos, pigmentacao e inicio dos batimentos cardiacos, entre
outros. Essas caracteristicas sdo importantes e muito utilizadas na descricao
morfofisiolégica e identificacdo dos estagios de desenvolvimento dessa familia
(HUMPHREY et al, 2003; REID e HOLDWAY, 1995). Os principais eventos

observados estédo descritos a seguir.

Diferenciagdo da Cabecga e da Cauda
A partir do desenvolvimento do eixo embriondrio, uma das extremidades iniciou a
diferenciacao na porgcao anterior do corpo embrionario, mostrando-se de forma mais

proeminente, dando origem a regido cefélica do embrido (Fig. 12A).
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Primérdio Optico

O primérdio optico (Fig. 12B) € formado a partir de uma evaginagdo ocorrida na
parede lateral da regido cefalica do embrido. Ele surge inicialmente como um par de
vesiculas opticas rudimentares, sem coloragéo e delimitagao de estruturas.

Figura 12 — Desenvolvimento Embrionario de M. praecox durante o periodo de organogénese.
Diferenciagdo de cabega e cauda (A); Diferenciacdo de primordio 6ptico (B); cabega (C); primordio
optico (P).

Somitos

Na regido mediana do embrido ocorreu a diferenciacdo de somitos rudimentares,
que dardo origem as vértebras, costela e musculatura axial. Estes, a principio,
apresentaram-se em poucos pares e tinham forma eliptica. Durante o
desenvolvimento foram surgindo outros pares e, ap6s algum tempo, adquiriram a
forma de “v” (Fig. 13A).

Vesicula de Kuppfer
Na regido oposta a cabeca surgiu a vesicula de Kuppfer (Fig. 13A), que apresenta-
se em formato de bolha e, segundo Moura (1991), possui fungao excretora.

Formacgéao do Condrocranio
Na regido cefdlica, foi possivel visualizar a estrutura cranial cartilaginosa do embriao
gue dara origem a base do cranio que sustenta o encéfalo. A estrutura apresentou-
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se na regido mediana e com a regido central mais escura, semelhante a uma fissura
(Fig. 13B).

Vesicula Optica
Foi possivel observar a diferenciacao da retina no primérdio éptico, que surgiu de
forma mais delimitada e um pouco mais escura na regido central, dando inicio a

diferenciacao da vesicula éptica (Fig. 13B).

Figura 13 — Desenvolvimento Embrionario de M. praecox durante o periodo de organogénese.
Somitos (S); vesicula de Kuppfer (K); condrocranio (C), vesicula éptica (V).

Vesicula Otica
O surgimento e diferenciagdo da vesicula ética foram observados nos embrides. A
principio foi observado um par de otdlitos em cada vesicula e, no final do

desenvolvimento, 2 pares eram visiveis.

Coracéao

O coracado embrionario foi observado inicialmente como uma simples regiao da veia
axial na mesoderme que inicia movimentos peristalticos, promovendo lentamente a
circulacdo do sangue. Mais tarde, o coracdo passa a ter duas camaras definidas,
trabalhando em movimentos antagénicos de sistole e diastole, representando o atrio

e o ventriculo.
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Melandforos
Os melandforos (Fig. 14A) surgiram aleatoriamente ao longo do eixo embrionério,
passando logo depois para a vesicula vitelinica. Inicialmente, sdo dendriticos,

assumindo ao longo do desenvolvimento o formato puntiforme.

Circulagdo Sanguinea

A circulagao inicia-se sobre o eixo embrionario, a principio, lentamente, depois
passa a apresentar uma maior velocidade no fluxo sanguineo. Ao longo do
desenvolvimento, notou-se que havia ramificacbes de vasos sanguineos sobre a
vesicula vitelinica, promovendo a irrigacdo sanguinea sobre a regiao periférica do
vitelo. Inicialmente, a circulagéo é incolor, mas assume o tom avermelhado ao longo

do desenvolvimento embrionario.

Movimentacdo do embrigo

As contracdes musculares iniciam-se com pouca frequéncia na repeticdo dos
espasmos. Mas vao se intensificando, em especial, pr6ximo ao momento da
eclosdo. Nessa fase, os animais se movimentam de forma intensa, inclusive com

movimentos rotatérios dentro do ovo.

Nadadeira peitoral

As nadadeiras peitorais (Fig. 14B) iniciaram seu desenvolvimento ainda na fase
embrionaria e foram evidenciadas no eixo embriondrio por uma clara regido oval
bilateral e simétrica ao final da regido cefalica. Ao final da diferenciacdo das
nadadeiras peitorais, os embrides iniciaram a movimentagdo das nadadeiras, com

batimentos rapidos e bem espacados.
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Figura 14 — Desenvolvimento Embrionario de M. praecox durante o periodo de organogénese.
Melanéforos (M); nadadeiras (N).

Movimentacdo dos olhos
Apoés o desenvolvimento da pigmentagao do cristalino e da pigmentacao da retina os
olhos passaram a mover-se.

Abertura da boca
Foi possivel identificar previamente o delineamento da boca, que abriu-se mesmo
antes da ecloséo e apresentou movimentos lentos e espagados.

5.3.5. Eclosao

Nas ultimas observagbes antes da eclosdo das larvas, observava-se que os
embrides estavam muitos pigmentados e que o espacgo perivitelinico no ovo era
muito reduzido.

A saida das larvas mediante o rompimento do cérion aconteceu de maneira
muito rapida. As larvas recém eclodidas eram muito ativas e possuiam muita
habilidade natatéria. Possuiam rapida movimentacdo dos opérculos, movimentacao
da boca e do trato digestério e também apresentavam otélitos proeminentes. Foi
possivel observar que as larvas recéem-eclodidas continham um volume residual de
vitelo e nesse residuo ainda foi possivel visualizar gotas de 6leo. Encontravam-se
bastante pigmentadas, com os olhos escuros e muitos melanoforos espalhados por
todo o corpo (Fig. 15).
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O enchimento da bexiga natatéria nas larvas recém eclodidas de M. praecox
nao foi observado, mas as larvas ndo afundavam quando paravam de nadar. A
frequéncia média de batimentos cardiacos das larvas recém eclodidas de M.
praecox foi de 186,40 + 26,95 por minuto.

Figura 15 — Larva de Melanotaenia praecox recém eclodida. Melané6foros (M); nadadeiras (N), olhos
(O), boca (B).

5.4. Tempo de Ocorréncia dos Eventos

As fases iniciais da clivagem nado apresentaram grande divergéncia dos
horarios de ocorréncia nas temperaturas utilizadas. As divisdes ocorreram em média
a cada 30 minutos. Intervalo semelhante ao observado por outros autores em
trabalhos com teledsteos. Os principais eventos e seu respectivo tempo de
ocorréncia podem ser verificados para cada temperatura no apéndice.

O periodo de blastula teve inicio as 6,65 hpf/ 151,5 hgpf na temperatura de
24° 45 hpf e 117 e 125,83 hgpf nas temperaturas de 26° e 28°, respectivamente,
4,25 hpf/ 129,63 hgpf na temperatura de 30° e 4,00 hpf/ 128,00 hgpf na temperatura
de 32° Em embrides de Betta splendens, tal evento foi observado as 4,50 hpf e
126,00 hgpf e em Glossolepis incisus as 3,50 hpf e 107,32 hgpf (DUARTE, 2009;
FERREIRA, 2007), ambos na temperatura de 28°.
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O estagio oval foi observado em 8,77 hpf e 213,24 hgpf na temperatura de
24°, 7,72 hpf e 197,83 hgpf na temperatura de 26°, em 5,75 hpf e 157,75 hgpf na
temperatura de 28° e 5,96 hpf e 176,54 hgpf na temperatura de 30°. Na incubadora
de 32° esta fase nao foi visualizada. Na temperatura de 28°, Duarte (2009) fez tal
observacao a 7,00 hpf e 196,00 hgpf em B. splendens, ja Ferreira (2007) observou o
estagio oval a 5,83 hpf e 149,32 hgpf em G. incisus, tempo semelhante ao
encontrado para M. praecox na mesma temperatura.

As 10,35 hpf e 251,95 (24°), 8,5 hpf e 222,00 hgpf (26°), 7,33 hpf e 205,33 hgf
(289), 5,5 hpf e 167,75 hgpf (30°) e 6,7 hpf e 216,67 hgpf (32°), o estagio esférico,
ultima fase do periodo de blastula, foi observado.

Apos intensa proliferagao celular, a camada de células somaticas comegou a
envolver o saco vitelinico, sendo possivel observar o processo de gastrulacdo. O
processo de epibolia foi observado pela primeira vez as 13,17 hpf/298,08 hgpf em
24°, 9,59 hpf/265,88 hgpf em 28°, 8,36 hpf/255,01 hgpf em 30° e as 8,00 hpf/256,00
hgf em 32°. A blastoderme formou, a principio, um pequeno arqgueamento sobre a
vesicula vitelinica, com cobertura de 5%. Ferreira (2007) observou inicio da gastrula
em G@G. incisus (Melanotenideo) a 7, 33 hpf, para Astyanax cf. bimaculatus
(Chacariforme). Ferreira et al. (2006) observaram inicio da gastrula em 2 hpf e
duragao em torno de 3,5 hpf a 28°C. Para outros melanotenideos, Humphrey et al.
(2003) relataram para Melanotaenia splendida splendida inicio da gastrula em torno
de 10,0 hpf e Reid e Holdway (1995) observaram inicio da gastrula em torno de 13,0
hpf para Melanotaenia fluviatilis. O tempo de desenvolvimento pode estar
relacionado a familia a qual o animal pertence, mas mesmo assim podem apresentar
disparidades, sendo, portanto, importante estudar os animais individualmente. Com
11,17 hpf e 360,33 hgpf, todos os embrides da incubadora de 32° haviam morrido.

A metade da vesicula vitelinica estava coberta com a evolugdo da
blastoderme as 16,58 hpf/ 406,49 hgpf na incubadora de 24°, 14,5 hpf/369,00 hgpf
em 26° 12,36 hpf/354,68 hgpf em 28° e 12,00 hpf/360,00 hgpf em 30° (gastrula
50%). Paes (2008) verificou esse estagio apds 6,00 hpf, em Astronotus ocellatus. E
em P. scalare incubado a 28° a gastrula 50% foi visualizada em 11,00 hpf
(RADAEL, 2009).

Ainda no periodo de gastrula, foi observada a diferenciacdo do eixo
embrionario que ocorreu as 19,75 hpf/470,2 hgpf (24°), 15,00 hpf/375,00 hgpf (26°) e
em 12,08 hpf/344,37 hgpf (28°). Em M. s. splendida, a diferenciacdo do eixo
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embrionario e do anel germinativo ocorreu no estagio de gastrula 70% (HUMPHREY
et al., 2003). Em G. incisus foi observado as 12,33 hpf (FERREIRA, 2007). Reid e
Holdway (1995) observaram a diferenciacao do eixo embrionario com 15,00 hpf em
M. fluviatilis também durante o periodo de gastrula .

Em 19,00 hpf/455,99 (24°), 18,5 hpf/471,75 hgpf (26°), 14,00 hpf/406,00 hgpf
(28°) e 13,75 hpf/412,5 hgpf (30°) a cobertura da blastoderme estava sobre 95% da
vesicula vitelinica e, nesse momento, evidenciou-se a borda da blastoderme
formando o blastéporo. Na observacdo ocorrida as 21,83 hpf/520,49 hgpf (24°),
19,33hpf/485,83 hgpf (26°), 15,38 hpf/430,69 hgpf (28°) e 13,99 hpf/420,00 hgpf
(30°), as bordas da blastoderme haviam se encontrado e se fundido cobrindo 100%
da vesicula vitelinica. Esse evento foi citado em M. nigrans e M. s. inornata préximo
as 18,0 hpf (REID e HOLDWAY, 1995), em M. s. splendida préximo as 12,5 hpf
(HUMPHREY et al.,, 2003) e em G. incisus as 11,8 hpf (FERREIRA, 2007). Em
peixes reofilicos brasileiros, percebe-se um desenvolvimento embrionario mais
rapido. Foi observado, por exemplo, para embrides de Brycon orbygnianus, o
fechamento do blastéporo as 6,5 hpf (REYNALTE-TATAJE et al., 2004) e para
Brycon insignis 5,5 hpf e 161,0 hgpf (SOUZA et al., 2004). Ferreira et al. (2006)
relataram o fechamento do blastéporo em A. bimaculatus também com 5,5 hpf.

Durante o desenvolvimento do eixo embrionario, uma das extremidades inicia
a diferenciacdo na porcao anterior do corpo embrionario, dando origem a regiao
ceféalica do embrido, ocorrendo, desta forma, a diferenciagcdo da cabeca e da cauda.
Tal evento ocorre as as 24,17 hpf/ 572,08 hgpf (24°), 20,67 hpf/518,67 hgpf (26°),
16,5 hpf/465,75 hgpf (28°) e 15,62 hpf/472,57 hgpf (30°).

O primérdio éptico é observado inicialmente as 26,00 hpf e 633,33 hgpf a 24°,
as 21,89 hpf e 568,25 hgpf a 26°, as 17,5 hpf e 487,08 hgpf a 28° e as 17,5 hpf e
521,92 hgpf a 30°. A vesicula de Kuppfer é evidenciada em 29,5 hpf/722,74 hgpf
(24°), 24,17 hpf/624,33 hgpf (26°), 18,67 hpf/ 519,58 hgpf (28°), 18,33 hpf/550,00
hgpf (30°).

Os somitos sdo visualizados inicialmente em aproximadamente 7 pares. A
principio, a visualizacao foi feita em 32,17 hpf/788,08 hgpf (24°), 26,28 hpf/634,83
hgpf (26°), 18,17 hpf/502,5 hgpf (28°) e 20,33 hpf/604,5 hgpf (30°). Duarte (2009)
observou a formacao dos somitos em 19,5 hpf e 546,0 hgpf em B. splendens. No

decorrer do desenvolvimento, a quantidade de somitos foi aumentando e, as 66,00
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hpf/1595,49 hgpf (24°), 36,83 hpf/949,48 hgpf (26°), 42,5 hpf/1199,75 hgpf (28°),
32,75 hpf/998,88 hgpf (30°), eles ja estavam em formato de “V”.

A formacao do condrocréanio foi observada em 43,5 hpf/ 1044,00 hgpf (24 °),
30,5 hpf/ 796,92 hgpf (26°), 24,17 hpf/ 685,08 hgpf (28°), 25,16 hpf/ 758,92 hgpf
(30°). Fujimoto et al. (2006), para a espécie M. anguillicaudatus, e Ferreira (2007),
para G. incisus, descreveram esse evento as 23,00 hpf, horario préoximo ao
observado na temperatura de 28°.

Em 43,6 hpf/1044,99 hgpf (24°), 29,00 hpf/745,75 hgpf (26°), 24,83 hpf/
700,00 hgpf (28°), 25,81 hpf/774,33 hgpf (30°), foi observada a vesicula optica e a
vesicula dtica estava visivel em 59,17 hpf/ 1449,58 hgpf (24°), 33,00 hpf/ 862,75
hgpf (26°), 32,83 hpf/ 924,5 hgpf (28°), 30,25 hpf/ 913,75 hgpf (30°).

O batimento cardiaco foi observado em 55,33 hpf e 1327,99 hgpf em 24°, em
39,83 hpf e 1034,75 hgpf em 26°, em 40,44 hpf e 1147,09 hgpf em 28°, em 28,66 hpf
e 865,00 hgpf em 30°. Foram observados, inicialmente, 49,33 batimentos em média
para os embrides a 24°, 50,66 batimentos em média para os embrides a 26°, 99,66
batimentos em média para os embrides a 28° e 52 batimentos em média para os
embrides a 30° Crowley & Ivantsoff (1982) descreveram o inicio de batimento
cardiaco em M. nigrans e M. s. inornata com 47,00 hpf a 25°C. Para M. fluviatilis,
Reid & Holdway (1995) relataram que os batimentos cardiacos iniciaram as 46,00
hpf, com uma média de 72 batimentos por minuto, enquanto Ferreira (2007)
descreveu, para embrides de G. incisus, o inicio do batimento cardiaco as 27,00 hpf,
com média de 50,44 batimentos por minuto.

Os melandéforos foram visualizados com 35,15 hpf/861,59 hgpf (24°), 41,75
hpf/1091,2 hgpf (26°), 33,00 hpf/ 940,5 hgpf (28°), 29,99 hpf/900,00 hgpf (30°),
inicialmente, sobre o vitelo, passando no decorrer do desenvolvimento a ser
observado também no embrido. Os melan6foros também foram relatados por
Ferreira (2007), trabalhando com G. incisus, que os verificou com 28,0 hpf, e em M.
fluviatilis por Reid & Holdway (1995).

O inicio da circulagdo sanguinea foi observado as 83,00 hpf e 1991,98 hgpf
em 24° as 44,3 hpf e 1154,42 hgpf em 26°, as 36,5 hpf e 1034,42 hgpf em 28°, as
34,26 hpf e 1027,87 hgpf em 30° Duarte (2009) observou circulagdo em B.
splendens as 27,00 hpf e 756,00 hgpf. Ferreira (2007) verificou em G. incisus
circulacdo sanguinea as 34,0 hpf. Humphrey et al. (2003) citam, em M. s splendida,
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o inicio da circulacdo sobre a vesicula em 30,5 hpf. Reid & Holdway (1995)
descrevem, em M. fluviatilis, o inicio da circulagdo préximo as 50,0 hpf.

Foi observado que a retina estava pigmentada em 94,5 hpf/ 2220,99 hgpf
(24°), 78,66 hpf/2059,67 hgpf (26°), 51,00 hpf/1453,5 hgpf (28°) e 44,00 hpf/1320
hgpf (30°). E em 123,00 hpf e 3136,5 hgpf em 26°, em 128,00 hpf e 3556,25 hgpf em
28°e em 107,00 hpf e 3210,00 hgpf em 30° os olhos estavam se movimentando.

Com 75,00 hpf/1837,5 hgpf em 24° 51,33 hpf/1360,33 hgpf em 26°, 42,5
hpf/1195,92 hgpf em 28° 45,00 hpf/1350,00 hgpf em 30° o coracdo estava
totalmente formado, apresentando duas camaras.

Comegou a se observar contracées do embrido as 56,33 hpf/1482,67 hgpf
(26°), 48,5 hpf/1358,00 hgpf (28°) e 37,17 hpf/1133,58 hgpf (30°). Algum tempo
depois as 72,00 hpf/1826,00 hgpf (26°), as 64,5 hpf/1846,42 hgpf (28°), as 49,75
hpf/1492,5 hgpf (30°), o botdo caudal estava liberado.

Assim como observado em M. fluviatillis (REID & HOLDWAY,1995), em
M. s. splendida (HUMPHEY et al, 2003) e G. incisus (FERREIRA, 2007), as
nadadeiras peitorais iniciaram seu desenvolvimento ainda na fase embrionaria. O
inicio do desenvolvimento da nadadeira peitoral foi observado por Reid & Holdway
(1995) em M. fluviatilis as 46,00 hpf, por Humphrey et al. (2003) em M. s. splendida
as 48,00 hpf e por Ferreira (2007) em G. incisus as 57,83 hpf e 1635,62 hgpf. Em M.
praecox as nadadeiras foram observadas as 72,56 hpf e 1922,8 hgpf em 26°, as
65,33 hpf e 1835,67 hgpf em 28° e as 70,66 hpf e 2075,83 hgpf em 30°.

A circulagdo estava pigmentada em 117,00 hpf/1807,98 hgpf (24°),
67,5hpf/1804,25 hgpf (26°), 51,17hpf/ 1570,58 hgpf (28°), 68,00 hpf/2040 hgpf (30°).
Em G. incisus a pigmentacao do sistema circulatorio foi observada as 59,75 hpf e
1682,52 hgpf (FERREIRA, 2007). J& Luz & Zaniboni Filho (2002) verificaram esta
pigmentacdo pouco antes da eclosdo das larvas de Pimelodus maculatus, que
aconteceu com 21,20 hpf.

A abertura da boca foi observada as 119,67 hpf e 3327,83 hgpf na
temperatura de 28° e as 112,5 hpf e 3375,00 hgpf na temperatura de 30°. Em G.
incisus esse evento foi descrito as 97,00 hpf e 2698,60 hgpf (FERREIRA, 2007).

As 133,83 hpf e 3232,24 hgpf, todos os embrides da temperatura de 24°
haviam morrido.

As eclosoes dos embrides tiveram inicio em 101, 49 hpf e 3958,28 hgpf (26 °),
137,33 hpf e 3803,58 hgpf (28°) e 118,84 hpf e 3595,00 hgpf (30°), com duracao até
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297,91 hpf e 7745,66 hgpf, na temperatura de 26°, 171,54 hpf e 4803,12 hgpf, na
temperatura de 28°, 177,00 hpf e 5310,00 hgpf, na temperatura de 30°. O tempo de
desenvolvimento embrionario apresentado é considerado relativamente alto para os
peixes nacionais (NAKATANI et al, 2001; REYNALTE-TATAJE et al, 2004).
Contudo, o tempo de desenvolvimento embrionario entre 6 e 7 dias é comumente
observado na literatura para animais do género Melanotaenia. Para M. s. inornata e
M. niigrans, Ivantsoff et al. (1988) observaram tempo de ecloséo entre 4 a 5 dias na
temperatura de 26°C. Para M. fluviatilis o periodo de eclosao observado foi entre 7 e
9 dias (REID & HOLDWAY, 1995). Em M. s. splendida o tempo para eclosio
observado esteve entre 4 e 8 dias (HUMPHREY et al., 2003). Ja para G. incisus, foi
observado um tempo entre 5 e 6 dias a 28°C (FERREIRA, 2007).

A saida das larvas mediante o rompimento do cérion aconteceu de maneira
muito rapida semelhantemente ao observado por Humphrey et al. (2003) para M. s.
splendida. As larvas recém eclodidas, do mesmo modo que M. s. splendida
(HUMPHREY et al., 2003) e M. fluviatilis (REID e HOLDWAY, 1995), eram muito
ativas e possuiam muita habilidade natatéria. As larvas recém eclodidas possuiam
rapida movimentagao dos opérculos, movimentacao da boca e do trato digestério, e
também apresentavam otélitos proeminentes como observado em M. fluviatilis (REID
e HOLDWAY, 1995) e M. s. splendida (HUMPHREY et al., 2003).

O tempo de surgimento dos eventos morfofisioldgicos observados durante o
desenvolvimento de embrides de M. praecox foi correlacionado e os resultados
podem ser observados na tabela 2.

A maioria dos estadios elencados (expressos em horas apds a fecundacao)
apresentou mais de uma correlacao significativa. Esperavam-se correlacdes apenas
entre eventos temporalmente préximos, entretanto foi observada correlacao entre a
fase esférica (desenvolvimento recente) e a diferenciacdo de cabeca e cauda,
préximo ao fechamento do blastéporo. Também, foi observada correlacdo entre a
fase oval (desenvolvimento recente) e o primérdio 6ptico, que surge apenas apds o
fechamento do blastéporo, no periodo da organogénese. Entre eventos
temporalmente proximos, e mais adiantados, foi observada alta correlagdo, como
entre o blastéporo fechado e a diferenciacdo de cabeca e cauda, entretanto entre o
blastéporo fechado e os melano6foros dendriticos, que sdo temporalmente distantes,
também foi observada correlacdo. Outros eventos também apresentaram boa

correlacdo como o primérdio 6ptico e a formagao de somitos, a circulacdo sanguinea
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e os otolitos, gastrula 30% e a vesicula de Kuppfer, dentre outros. O que demonstra

que a correlagdo nesse caso, existe tanto entre os eventos préximos como o

observado para 2 e 4 células, como para os eventos distantes no tempo de

desenvolvimento e entre si.

Tabela 2. Principais correlacdes observadas entre os eventos morfofisiolégicos em

horas apés a fecundacao de embrides de M. praecox.

EVENTOS CORRELACIONADOS CORRELACOES(%)
2 células 4 células 100,00
2 células 8 células 81,15
2 células 32 células 69,39
2 células 64 células 64,66
4 células 8 células 81,15
4 células 2 células 69,39
4 células 64 células 64,66
8 células 32 células 92,26
8 células 64 células 75,45
32 células 64 células 83,70
Fase esférica Diferenciacédo de cabeca e 92,45
cauda
Fase oval Diferenciagédo de cabega e 90,91
cauda
Fase oval Primordio optico 93,37
Gastrula 30% Formacao de somitos 95,73
Gastrula 30% Vesicula de Kuppfer 93,76
Gastrula 50% Diferenciacédo de cabeca e 94,76
cauda
Gastrula 50% Primérdio 6ptico 95,59
Diferenciacdo de cabeca Primordio 6ptico 98,49
e cauda
Blastéporo fechado Diferenciacédo de cabeca e 96,61
cauda
Blastéporo fechado Primérdio 6ptico 93,54
Blastéporo fechado Melano6foro dendritico 92,89
Blastoporo fechado Vesicula de Kuppfer 92,52
Formacao do Circulagao sanguinea 96,81
condrocranio
Formacao do Otolitos 96,28
condrocranio
Formacao do Melanoforos dendriticos 93,42
condrocranio
Primérdio optico Formacgao de somitos 90,28
Primoérdio optico Vesicula de Kuppfer 91,14
Vesicula otica Somitos em “V” 96,22
Formacao dos somitos Vesicula de kuppfer 92,41
Circulagé@o sanguinea Otolitos 99,40
Circulagédo sanguinea Melanéforos dendriticos 93,30
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O efeito da temperatura sobre as varidveis pode ser descrito por equacoes,
que podem ser observadas na tabela 3, a seguir e nos graficos apresentados no

apéndice.
Tabela 3. Efeito da temperatura sobre as variaveis
VARIAVEL EQUACAO R2
128 Células Y =61 ,743-3,828x+0,0634x? 0,876167
Gastrula 30% 1'% =25,3630-0,511500x 0,762323
Géastrula 40% Y =26,0990-0,499500x 0,884490
Gastrula 45% 1'% =34,8390-0,779500x 0,897766
Gastrula 50% 1'% =36,3730-0,831500x 0,926521
Géstrula 60% Y =44,7360-1,12550x 0,956873
Fechamento do Blast6poro ? =54,717-1,3735x 0,971370
Diferenciagao de Cabeca e Cauda ? =59,4970-1,4910x 0,946761
Formacgao do Condrocranio \Af=746,702-50,2837x+0,874375 X2 0,999911
Primérdio Optico ? =61,074-1,4945x 0,893697
Formagéo dos Somitos ? =447,400-29,3502x+0,503125 x? 0,934552
Formacgéao dos Melanéforos Dendriticos ?:657,619-41 ,8345x+0,701250 x2 0,985140
Vesicula de Kuppfer ? =75,3310-1,95050x 0,908694
Circulagao Sanguinea \A(=1 907,26-130,753x+2,2787 x2 0,979294
Otoélitos % =968,946-51,7457x+0,656875 x2 0,953791
Batimento Cardiaco ? =148,255+3,970x 0,877336
Retina Pigmentada ? =308,906-8,9580x 0,956902
Pigmentagao da Circulagdo ? =3297,85-232,030x+4,1456 x2 1,000000

O ponto 6timo para cada variavel foi: 30,19°C para 128 células, 27,62°C para
formacao do condrocranio, 28,75°C para a formacado de somitos, 29,83°C para
melanoéforos dendriticos, 28,69°C para circulacdo sanguinea, 39,39°C para
surgimento dos otdlitos e 27,98 °C para pigmentacao da circulacao.

As variaveis gastrula 30%, gastrula 40%, gastrula 45%, gastrula 50%, gastrula
60%, fechamento do blastéporo, diferenciacdo de cabeca e cauda, primordio 6ptico,
vesicula de Kuppfer e retina pigmentada apresentam equacéo linear decrescente. Ja

a variavel batimento cardiaco apresenta equacgéao linear crescente.

5.5. Porcentagem de Eclosao

Os ovos de M. praecox comecaram a eclodir em aproximadamente 144,00
hpf. Os ovos incubados a 32° e 30° graus iniciaram a eclos&do antes dos demais, 0s
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da incubadora de 28° deram inicio as eclosbes por volta das 168,00 hpf e a partir de
192 hpf, os ovos das incubadoras de 26° e 24° graus comecaram a eclodir. As
eclosdes tiveram duracéo de 09 dias.

Os ovos da incubadora de 32° tiveram indice de eclosao de 27,5%, os da
incubadora de 30° e 28° de 55%, na incubadora de 26°, a taxa de ecloséo foi de
70% e na de 24°foi de 40%.

Com base nesses dados, a variagdo na taxa de eclosdo em funcado da

temperatura pode ser descrita pela equacéo:

¥ = -1293 + 98,95 x - 1,804 x2

(em que: x = temperatura)

Que apresenta maximo no ponto de 27,43 graus Celsius, com taxa de eclosao
maxima de 63,86%.
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Figura 16. Porcentagem de eclosao dos embrides nas temperaturas teste.

Nessa fase do experimento, foi verificado que a manipulacdo dos ovos afeta o
desenvolvimento dos mesmos, ou a porcentagem de eclosdo. Dado que se
observou que, quando ndo houve manipulagdo, ocorreram eclosbées em todas as

temperaturas teste e, no caso da manipulacao para descricdo morfofisiolégica, os
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embrides mantidos nas incubadoras com agua a 24°C e 32°C morreram antes do

momento da ecloséo.
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6. CONCLUSOES

O embrido tem fases de desenvolvimento embrionario semelhantes ao
observado em outras espécies de teledsteos.

A temperatura de incubacao exerceu sobre a aceleracdo do processo de
desenvolvimento embrionario nao foi relevante, portanto, ndo é o principal fator a ser
observado no processo de incubacéo.

A manipulagdo dos ovos durante o periodo de incubagédo deve ser evitada,
pois a mesma influencia o processo de desenvolvimento embrionario, afetando
inclusive na eclosdo dos animais.

A temperatura de 27,43°C demonstra melhor resultado na porcentagem de
eclosdo dos animais, sendo, com isso, a mais indicada para o0 processo de

desenvolvimento embrionario da Melanotaenia praecox.
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APENDICES

APENDICE A - Eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia praecox
incubados a 24°C

EVENTO HPF' HGPFeC?
2 BLASTOMEROS 0,66 16,25
4 BLASTOMEROS 1,33 33,00
8 BLASTOMEROS 217 52,83
16 BLASTOMEROS 2,83 70,58
32 BLASTOMEROS 356 87,11
64 BLASTOMEROS 467 113,49
128 BLASTOMEROS 6,65 151,50
256 BLASTOMEROS 6,83 166,08
1024 BLASTOMEROS 820 195,75
FASE OVAL 8,77 21324
FASE ESFERICA 10,35 251,95
GASTRULA 5% 13,17 298,08
GASTRULA 50% 16,83 406,49
GASTRULA 95% 19,00 455,99
FECHAMENTO DO BLASTOPORO 21,83 520,49
DIFERENCIACAO DO EIXO EMBRIONARIO 19,75 470,20
DIFERENCIACAO DE CABECA E CAUDA 24,17 572,08
FORMACAO DOS SOMITOS 32,17 788,08
VESICULA DE KUPPFER 2950 722,74
FORMACAO DO CONDROCRANIO 43,50 1044,00
VESICULA OPTICA 43,60 1044,99
VESICULA OTICA 59,17 1449,58
BATIMENTO CARDIACO 55,33 1327,99
MELANOFOROS 33,15 861,59
CIRCULACAO SANGUINEA 83,00 1991,98
RETINA PIGMENTADA 94,50 2220,99
CORACAO FORMADO 75,00 1837,50
OTOLITO 109,00 2615,98
CONTRACAO DO EMBRIAO - -
NADADEIRAS - -
PIGMENTACAO DA CIRCULACAO 117,00 1807,98

LIBERACAO DO BOTAO CAUDAL - -
MOVIMENTACAO DOS OLHOS - -
ABERTURA DA BOCA - -
MORREU 133,83 3232,24

"HPF — Horas p6s-fecundacéo
®HGPF - Horas-grau pds fecundagao




APENDICE B - Eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia praecox
incubados a 26°C

EVENTO HPF' HGPFeC?
2 BLASTOMEROS 0,66 17,08
4 BLASTOMEROS 1,33 35,17
8 BLASTOMEROS 2,00 52,00
16 BLASTOMEROS 3,00 77,63
32 BLASTOMEROS 3,44 89,47
64 BLASTOMEROS 417 107,58
128 BLASTOMEROS 450 117,00
256 BLASTOMEROS 6,00 154,63
1024 BLASTOMEROS 7,39 188,49
FASE OVAL 7,72 197,83
FASE ESFERICA 8,50 222,00
GASTRULA 5% - -
GASTRULA 50% 14,50 369,00
GASTRULA 95% 18,50 471,75
FECHAMENTO DO BLASTOPORO 19,33 485,83
DIFERENCIACAO DO EIXO EMBRIONARIO 15,00 375,00
DIFERENCIACAO DE CABECA E CAUDA 20,67 518,67
FORMACAO DOS SOMITOS 26,28 634,83
VESICULA DE KUPPFER 24,17 624,33
FORMACAO DO CONDROCRANIO 30,50 796,92
VESICULA OPTICA 29,00 745,75
VESICULA OTICA 33,00 862,75
BATIMENTO CARDIACO 39,83 1034,75
MELANOFOROS 41,75 1091,20
CIRCULACAO SANGUINEA 4430 1154,42
RETINA PIGMENTADA 78,66 2059,67
CORACAO FORMADO 51,33 1360,33
OTOLITO 56,83 1487,25
CONTRACAO DO EMBRIAO 56,33 1482,67
NADADEIRAS 72,56 1922,80
PIGMENTACAO DA CIRCULACAO 67,50 1804,25
LIBERACAO DO BOTAO CAUDAL 72,00 1826,00
MOVIMENTACAO DOS OLHOS 123,00 3136,50
ABERTURA DA BOCA - -
ECLOSAO 101,49 3958,28

"HPF — Horas pés-fecundagéo
’HGPF - Horas-grau pés fecundagao



APENDICE C - Eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia praecox
incubados a 28°C

EVENTO HPF' HGPFeC?
2 BLASTOMEROS 0,66 18,08
4 BLASTOMEROS 1,33 37,17
8 BLASTOMEROS 2,00 55,92
16 BLASTOMEROS 250 70,25
32 BLASTOMEROS 3,22 90,67
64 BLASTOMEROS 4,00 113,17
128 BLASTOMEROS 450 125,83
256 BLASTOMEROS 475 134,13
1024 BLASTOMEROS 7,50 210,00
FASE OVAL 8,00 224,00
FASE ESFERICA 8,50 238,00
GASTRULA 5% 9,59 265,88
GASTRULA 50% 12,36 354,68
GASTRULA 95% 14,00 406,00
FECHAMENTO DO BLASTOPORO 15,75 448,88
DIFERENCIACAO DO EIXO EMBRIONARIO 12,08 344,37
DIFERENCIACAO DE CABECA E CAUDA 16,50 465,75
FORMACAO DOS SOMITOS 18,17 502,50
VESICULA DE KUPPFER 18,67 519,58
FORMACAO DO CONDROCRANIO 24,17 685,08
VESICULA OPTICA 24,83 700,00
VESICULA OTICA 32,83 924,50
BATIMENTO CARDIACO 40,44 1147,09
MELANOFOROS 33,00 940,50
CIRCULACAO SANGUINEA 36,50 1034,42
RETINA PIGMENTADA 51,00 1453,50
CORAGCAO FORMADO 4250 1195,92
OTOLITO 45,83 1283,33
CONTRACAO DO EMBRIAO 48,50 1358,00
NADADEIRAS 65,33 1835,67
PIGMENTACAO DA CIRCULACAO 51,17 1570,58
LIBERACAO DO BOTAO CAUDAL 64,50 1846,42
MOVIMENTACAO DOS OLHOS 128,00 3556,25
ABERTURA DA BOCA 119,67 3327,83
ECLOSAO 137,33 3803,58

"HPF — Horas pé6s-fecundacao
’HGPF - Horas-grau pés fecundagao



APENDICE D - Eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia praecox

incubados a 30°C

EVENTO HPF' HGPFeC?
2 BLASTOMEROS 0,66 20,17
4 BLASTOMEROS 1,33 40,83
8 BLASTOMEROS 217 66,58
16 BLASTOMEROS 3,00 92,38
32 BLASTOMEROS 3,44 104,39
64 BLASTOMEROS 4,00 120,67
128 BLASTOMEROS 425 129,63
256 BLASTOMEROS 475 142,38
1024 BLASTOMEROS 6,43 186,47
FASE OVAL 6,92 200,68
FASE ESFERICA 7,42 21518
GASTRULA 5% 8,36 255,01
GASTRULA 50% 12,00 360,00
GASTRULA 95% 13,75 412,50
FECHAMENTO DO BLASTOPORO 13,99 420,00
DIFERENCIACAO DO EIXO EMBRIONARIO - -
DIFERENCIACAO DE CABECA E CAUDA 15,62 472,57
FORMACAO DOS SOMITOS 20,33 604,50
VESICULA DE KUPPFER 18,33 550,00
FORMACAO DO CONDROCRANIO 25,16 758,92
VESICULA OPTICA 25,81 774,33
VESICULA OTICA 30,25 913,75
BATIMENTO CARDIACO 28,66 865,00
MELANOFOROS 29,99 900,00
CIRCULACAO SANGUINEA 34,26 1027,87
RETINA PIGMENTADA 44,00 1320,00
CORACAO FORMADO 45,00 1350,00
OTOLITO 43,13 1301,50
CONTRACAO DO EMBRIAO 37,17 1133,58
NADADEIRAS 70,66 2075,83
PIGMENTACAO DA CIRCULACAO 68,00 2040,00
LIBERACAO DO BOTAO CAUDAL 49,75 1492,50
MOVIMENTACAO DOS OLHOS 107,00 3210,00
ABERTURA DA BOCA 112,50 3375,00
ECLOSAO 118,84 3595,00

"HPF — Horas pé6s-fecundacéo
’HGPF - Horas-grau pés fecundagao



APENDICE E - Eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia praecox

incubados a 32°C

EVENTO HPF' HGPFeC?
2 BLASTOMEROS 0,66 21,17
4 BLASTOMEROS 1,33 42,50
8 BLASTOMEROS 217 69,08
16 BLASTOMEROS 3,00 95,13
32 BLASTOMEROS 3,23 102,93
64 BLASTOMEROS 4,00 126,88
128 BLASTOMEROS 4,00 128,00
256 BLASTOMEROS - -
1024 BLASTOMEROS 6,00 195,00
FASE OVAL - -
FASE ESFERICA 6,70 216,67
GASTRULA 5% 8,00 256,00
GASTRULA 50% - -
GASTRULA 95% - -

FECHAMENTO DO BLASTOPORO - -
DIFERENCIACAO DO EIXO EMBRIONARIO - -
DIFERENCIACAO DE CABECA E CAUDA - -
FORMACAO DOS SOMITOS - -
VESICULA DE KUPPFER - -
FORMACAO DO CONDROCRANIO - -
VESICULA OPTICA - -
VESICULA OTICA - -
BATIMENTO CARDIACO - -
MELANOFOROS - -
CIRCULACAO SANGUINEA - -
RETINA PIGMENTADA - -
CORACAO FORMADO - -
OTOLITO - -
CONTRACAO DO EMBRIAO - -
NADADEIRAS - -
PIGMENTACAO DA CIRCULACAO - -
LIBERACAO DO BOTAO CAUDAL - -
MOVIMENTACAO DOS OLHOS - -
ABERTURA DA BOCA - -
MORREU 11,17 360,33

"HPF — Horas pé6s-fecundacao
’HGPF - Horas-grau pés fecundagao
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APENDICE F — Efeito da temperatura no tempo para atingir a fase de 128 células.

| T 5 B S o |
1 1 1 1 1 |

Hora Pés Fecundagao
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—_—
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O T T T T 1
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APENDICE G - Efeito da Temperatura no tempo para atingir a fase de gastrula 30%.
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APENDICE H — Efeito da temperatura no tempo para atingir a fase de gastrula 40%.
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APENDICE | — Efeito da temperatura no tempo para atingir a fase de Gastrula 45%.
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APENDICE J — Efeito da temperatura no tempo para atingir a fase de gastrula 50%.
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APENDICE K — Efeito da temperatura no tempo para atingir a fase de Gastrula 60%.
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APENDICE L — Efeito da temperatura no tempo para atingir o fechamento do

blastoporo.
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APENDICE M — Efeito da temperatura no tempo para a diferenciacdo de cabeca e
cauda.
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APENDICE N — Efeito da temperatura no tempo para a formagdo do condrocranio.
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APENDICE P — Efeito da temperatura no tempo para atingir a formagéo dos somitos.
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APENDICE Q - Efeito da temperatura no tempo para a formacéo dos melanéforos
dendriticos.
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APENDICE R — Efeito da temperatura no tempo para a formacgdo da vesicula de
Kuppfer.
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APENDICE S — Efeito da temperatura no tempo para atingir o inicio da circulagdo

sanguinea.
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APENDICE T — Efeito da temperatura no tempo para a formagao dos otdlitos.
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APENDICE U — Efeito da Temperatura no tempo para inicio do Batimento Cardiaco.
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APENDICE V — Efeito da Temperatura no tempo para atingir a Retina Pigmentada.
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APENDICE W — Efeito da temperatura no tempo para atingir a pigmentacédo da

circulacao.
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