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1 INTRODUCAO

No Brasil, a piscicultura teve inicio por volta de 1920, com a introducdo de peixes
exoticos destinados a corte, como trutas e carpas. Também na década de 1920,
aproximadamente, 50 espécies de peixes para fins de ornamentacdo foram introduzidas por
Sigeite Takase, um imigrante de origem japonesa (VIDAL JUNIOR, 2003).

A piscicultura ornamental é baseada em espécies exaticas, encontradas em diversas lojas
pet, com grande demanda, como betta (Betta splendens), kinguio ou japonés (Carassius
auratus) carpas coloridas (Cyprinus carpio) e tricogaster (Trichogaster leeri). O cultivo de
peixes ornamentais pode ser realizado em pequenas areas e permite um rapido retorno
econémico, principalmente, em razdo do prec¢o unitario de cada peixe no mercado. Diferente da
piscicultura de corte, em que os animais sdo comercializados pelo peso, os Organismos
Aquaticos Ornamentais (OAO) sdo comercializados em unidade, em um mercado de
especulacoes, e segundo Ribeiro et al. (2010), com grande flutuacdo de valores em virtude de
sua variedade e tamanho.

O Trichogaster leeri é um peixe encontrado em diversas lojas especializadas em pets,
possui exuberancia e diversidade de cor por todo o corpo, tornando-se um dos atrativos para
aquisicdo deste animal. Outro atrativo que esse animal possui é o fato de ser resistente a
alteracdes da qualidade da agua, além de ndo precisar da utilizacdo de sopradores de ar no
aquario, em virtude da sua respiracao aérea, através do érgdo labirinto (ZUANON et al., 2004).

Esta espécie possui um manejo reprodutivo simples, formam casal e confeccionam
ninhos de bolha na superficie da 4gua, geralmente, em substratos, como plantas e galhos. Este
ninho comportara os ovos até o momento de eclosdo (COLE et al., 1999).

Apesar dos atrativos e facilidades que essa espécie apresenta, para sua criacdo em
aquario, poucos estudos foram realizados para proporcionar informacdo que venha a otimizar
0 desempenho dessa espécie ou descrever suas etapas iniciais de vida. Estudos de
desenvolvimento embrionario (ontogenia) e larvicultura sdo importantes por proporcionar
informac@es sobre as fases iniciais, consideradas por varios autores como as mais criticas na
producéo de peixes e podem fornecer informac6es importantes sobre o tipo de manejo que pode
ou deve ser aplicado, ajudando a responder questBes criticas como, por exemplo: quais as
variaveis fisicas, quimicas ou biologicas que afetam ou podem afetar os processos de
desenvolvimento embrionario e larval. Alguns fatores abidticos podem prejudicar o
desenvolvimento embrionario, podendo ocorrer uma grande mortalidade dos animais. A

temperatura € varidvel importante e interfere em diversas etapas do desenvolvimento



embrionario, aumentar o tempo até a taxa de eclosdo, o tempo de absor¢do do vitelo e
desenvolvimento larval (GRACIA-LOPEZ, 2004; PETEREIT et al., 2008).

De modo geral, nos peixes, durante todo o periodo da ontogenia, ocorre um aumento do
corpo e de peso muito rapido. Quatro periodos na ontogenia dos peixes sdo reconhecidos:
embrionario, larval, juvenil e adultos (BALON, 1975). Durante o periodo embrionario e larval
0s processos dominantes sdo de crescimento e diferenciacdo de tecidos, nos juvenis o
crescimento, nos adultos, a reproducdo e, posteriormente, 0S processos degenerativos
(senescéncia) (FUIMAN, 1997).

O conhecimento da ontogenia inicial dos peixes é uma ferramenta importante e pode
proporcionar melhor eficiéncia da desova durante toda a etapa produtiva dos animais, além de
fornecer subsidios para a producdo de larvas de melhor qualidade e maior padronizacdo dos

juvenis.

1.1 OBJETIVO GERAL

a) Awvaliar o efeito da temperatura na ontogenia inicial de Trichogaster leeri;
b) Descrever os processos morfofisioldgicos durante o desenvolvimento embrionario de

Trichogaster leeri.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 AQUICULTURA DE PEIXES ORNAMENTAIS

A criacdo de peixes ornamentais € uma atividade econdmica em expansdo
internacionalmente com crescimento significativo a partir da década de 1990. No ano de 2008,
estimou-se que a importacdo de peixes ornamentais movimentou, aproximadamente, U$S 900
milhdes no atacado e U$S 3 bilhGes no mercado varejista, com uma taxa de crescimento de
14% desde 1985 (PANNE, 2008). Neste mesmo periodo ocorreu uma comercializagdo de mais
de 150 milhGes de peixes, além de 1,5 bilh&o de dblares, sendo provenientes do comércio de
diversos equipamentos para aquariofilistas (MEYERS, 2001; ANDREWS, 1990).

O Brasil possui enorme potencial para producdo e pesca continental de espécies de
peixes ornamentais, sendo atualmente o municipio de Muriaé o maior polo de producédo de
peixes ornamentais cultivados. Nesta regido, a caracteristica predominante é o baixo custo de
producdo além da utilizacdo de regime familiar para producgédo dos peixes. Segundo Cardoso et
al. (2012), isto é fundamental para a cadeia produtiva da regido, o que possibilita a ampliacdo
e intensificacdo de tecnologias empregadas para alavancar ainda mais o comércio de peixes
ornamentais.

Outra forma de obtencdo de renda ligada aos peixes ornamentais é a pesca extrativista,
destacando-se, neste aspecto, a regido da Bacia AmazOnica, em especial, 0 municipio de
Barcelos, AM, onde 60% de sua economia é atribuida a pesca extrativa de peixes ornamentais
(CHAO et al., 2001). No Pard, esse mercado também tem grande importancia na economia
local, e, pela primeira vez, em 2009, esse estado superou 0 Amazonas no valor de organismos
aquaticos exportados. Segundo Ribeiro (2010), de acordo com os dados da Secretaria de
Comércio Exterior, esses dois estados juntos sdo responsaveis por 88% do valor exportado de
peixes ornamentais pelo pais anualmente, que, em 2008, bateu o recorde e atingiu 0s 41 milhdes
de peixes ornamentais exportados (ALICEWEB, 2010).

2.2 AESPECIE
O Trichogaster leeri € um peixe pertencente a subordem Anabantoidei, originario do

oeste da Africa até o leste da Asia e, atualmente, é produzido em inimeros paises apresentando

elevado potencial econdmico (ZUANON et al., 2004). Podem ser encontrados em aguas cuja
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condutividade elétrica varia de 22 a 718 pS, dureza total de 1,3 a 185 mg/L CaCO3 e valores
de pH de 5,8 a 7,4 (COLE et al., 1999). Estes animais em ambiente natural sdo caracterizados
como carnivoros, com a dieta natural composta por diferentes espécies de invertebrados
(DEGANI, 1990). Segundo Tonini et al. (2012), apesar destes animais serem considerados
carnivoros, em situagdo intensiva de cultivo sdo fornecidas ragdes com baixo teor de proteina
bruta, variando de 22% a 36% de proteina bruta e 3200 kcal/kg de energia bruta. Este mesmo
autor salienta que a utilizacdo das farinhas de peixe, carne e 0ssos e do farelo de soja resultam
em melhor aproveitamento dos nutrientes para o Trichogaster leeri.

O tricogaster possui coloragdo diversificada, com corpo castanho-escuro, todo
manchado com pequenas pintas peroladas, formando um mosaico. Uma linha negra lateral que
inicia nos labios, atravessa os olhos e se estende até o peddnculo caudal, onde termina com uma
mancha arredondada. Este animal também possui a mesma coloracao do corpo nas nadadeiras
dorsais e anais. O dimorfismo sexual pode ser visualizado por meio de cores vivas (alaranjado
ou vermelho) na regido ventral do macho, enquanto a fémea apresenta cores mais claras (branco
ou cinza-azulado).

Outra caracteristica de visualizacdo do dimorfismo sexual desta espécie ocorre pelas
nadadeiras: 0 macho tem nadadeiras dorsal e anal longas e pontiagudas e a fémea tem essas
nadadeiras curtas e arredondadas. As nadadeiras pélvicas sdo utilizadas pelos animais como um
Orgdo tatil (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1987). Seu tamanho maximo é de,
aproximadamente, 15 cm (AXELROD; VORDERWINKLER, 1979; COLE et al., 1999). O
tempo de vida em cativeiro € em média de oito anos (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1987).

Os tricogasters podem iniciar a maturacdo sexual entre 12 e 14 semanas de vida. Em
geral, os animais da subordem Anabantoidei podem apresentar diferentes tipos de desova:
Ninhos de bolhas superficiais e subsuperficiais. O tricogaster macho produz o ninho de bolhas
subsuperficial, sendo cada bolha composta por uma membrana mucosa presa a substratos que
podem ser folhas, madeiras, pedras, que irdo manter 0s ovos em seu interior até 0 momento da
eclosdo (COLE et al., 1990).

2.3 ONTOGENIA

Os ovos dos peixes sdo telolécitos, apresentando uma reserva vitelinica responsavel
pelos nutrientes que o embrido ird utilizar desde a embriogénese até dias apds a eclosdo

(NAKATANI, 2001). Todas as alteracdes morfoldgicas e fisioldgicas que ocorrem no animal,



11

desde a fecundagdo até o amadurecimento, podem ser descritas como ontogenia, com diversas
etapas que separam e classificam seu desenvolvimento (GRACIANO, 1997).

Segundo Nakatani et al. (2001), o processo embrionario inicia-se com a fecundacéo do
ovulo pelo espermatozoide, através da micropila. Apos a fertilizacdo, o ovo absorve agua e
ocorre a formacao do espaco perivitelino, com a separacdo do corion da membrana vitelina.

Nakatani et al. (2001) dividem as principais etapas da ontogenia em fases (Quadro 1).
Este autor descreve que essas fases sdo o ovo recém-fertilizado, a segmentacéo, a blastulacao,
a gastrulacdo e fechamento do blastoporo. Apds esses eventos, ocorre ainda a formacdo da
vesicula Optica, seguida da liberacdo da cauda que ira se destacar do saco vitelinico. A eclosdo
acontecerd apds sucessivas contra¢cdes musculares da cauda e do corpo (NAKATANI et al.,
2001).

Para que ocorra a eclosdo, o corion é enfraquecido com a acdo de enzimas (BLAXTER,
1988). A maioria das larvas de 4gua doce eclode com boca e mandibula ainda ndo formadas, os
olhos ndo pigmentados e saco vitelino grande. No periodo poés-eclosdo, em geral, poucos
melanoforos séo visualizados e a larva € muito transparente. Algumas espécies, porém, eclodem
com o sistema alimentar inicialmente funcional e com olhos pigmentados (NAKATANI et al.,
2001).

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 observacdes em microscopio estereoscopico ou Optico, uma vez que 0
cérion dos ovos dos peixes geralmente é transparente (GODINHO et al., 1978; NAKATANI et
al., 2001; SOUZA, 2004).

Os eventos morfofisiolégicos comumente observados ao longo das avaliagbes
ontogénicas em embriBes ictiologicos sdo: a formacdo e clivagem do blastodisco; a evolucédo
da blastula e da géastrula sobre a vesicula vitelinica (polo vegetal); a diferenciacdo do eixo
embrionario, da vesicula Optica, dos somitos, o surgimento da vesicula de Kuppfer e de
melanoforos e eclosdo (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 descri¢cdo do desenvolvimento embrionario de
algumas espécies de peixes. Anjos et al. (2006), descrevendo o desenvolvimento embrionario
do cardinal Tetra ‘“Neon” Paracheirodon axelrodi, observaram que a formacdo de dois

blastbmeros ocorreu, aproximadamente, 50 min apds a fecundacdo. A partir dos dois
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blastdmeros originais se observaram varias divisdes sucessivas até a fase de morula, cerca de
120 min apos a fertilizacéo.

Querales et al. (2004) ao trabalharem com desenvolvimento embrionario de Paralabrax
dewegeri descrevem o estagio de morula com duas hora pés-fecundacdo (hpf), e uma
diferenciacdo da cabeca e botdo caudal com nove hpf. Duarte et al. (2009), descrevendo a
ontogenia inicial de Betta splendens espécie pertencente a subordem Anabantoidei, observaram
apos 5,0 hpf o blastodisco com 256 células, com fechamento do blastéporo apds 14,5 hpf com
temperatura de, aproximadamente, 28 °C.

Reynalte-Tataje et al. (2003) descreveram 0s principais eventos morfologicos do
desenvolvimento embrionario da Piracanjuba (Brycon orbignyanus). Estes autores observaram
diferenciacdo da cabeca e do botdo caudal, com 7,5 hpf a uma temperatura média de 25 °C,
com eclosdo das larvas em 18,5 hpf. Sanches et al. (2001) salientam que a eclosédo de larvas de
Leporinus friderici ocorre com 13,2 hpf a temperatura de 27 °C.

Faustino et al. (2007) descrevem o desenvolvimento embrionario dos hibridos de
subrubins (pintado, Pseudoplatystoma corruscans x cachara, Pseudoplatystoma fasciatum),
observando a diferenciacdo das regides cefalica e caudal com 11 hpf e eclosédo as 14 hpf a uma
temperatura de 27 °C. Pereira et al. (2006), ao estudarem o desenvolvimento embrionério de
jundia (Rhamdia quelen), observaram eclosdo a temperatura média de 24 °C em 30,5 hpf.

Borgato et al. (2004) observaram em ovos de Leporinus piau incubados a 24 °C, que
com 1,5 hpf 0 embrido se encontrava no estagio de 64 blastdmeros e com 6,25 hpf foi observado
fechamento do blastéporo. A eclosdo ocorreu em 21,00 hpf a 504,00 hgpf (hora grau pds
fecundacdo). Buzzolo et al. (2011) observaram eclosdo dos ovos de Pimelodus maculatus com
13 e 17 hpf em temperaturas de 29 °C e 25 °C.

De modo geral, cada espécie de peixe apresenta um desenvolvimento embrionario
individual, necessitando estudos detalhados para descrever os aspectos morfoldgicos durante
cada processo.

Em Brycon orbignyanus a 27 °C, o periodo de incubag¢do durou 13h e ndo houve
presenca de gordura nos ovos (GANECO, 2003). Para Pimelodus maculatus, observado por
Luz et al. (2001), a ecloséo ocorreu 21 horas e 20 minutos ap0s a fertilizacdo, em temperatura
média de 23 °C e a abertura da boca ocorreu apenas 41 horas e 10 minutos ap6s eclosdo, com
canibalismo imediato entre as larvas.

Sanches et al. (2001) relatam que ap6s 10 horas 20 minutos de desenvolvimento, em
Leporinus friderici, a cauda encontrava-se totalmente livre do saco vitelino; ndo havia

pigmentacédo aparente e era possivel a visualiza¢do nitida dos somitos e da notocorda. As larvas
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eclodiram 13 horas e 20 minutos apos a fertilizacdo em temperatura de 27,6 °C. Lopes et al.
(1995) verificaram que em matrinxa (Brycon cephalus) o desenvolvimento embrionério ocorreu
em 10 horas e 40 minutos, em temperatura de 30 °C, 0 que representa uma vantagem no
processo de producao de larvas.

Segundo Duarte (2009), estudos morfométricos dos ovos e larvas de peixes sdo em
aspecto taxindmico, uma ferramenta muito importante. Analises morfométricas permitem
comparar as diferentes fases de desenvolvimento dentro e entre espécies e, em conjunto com

outras caracteristicas, permite a identificacdo correta das larvas.

Quadro 1 — Fases do desenvolvimento embrionario

Ovo recém- Compreende a fase a partir da fertilizacdo até a organizacdo do polo animal (representado
fertilizado pelo blastodisco) e vegetativo.

Segmentacdo Caracterizada por clivagens sucessivas do blastodisco, originando os blastdmeros.
Blastulacéo Fase na qual o blastodisco apresenta-se estratificado e alto, com pequenas cavidades entre

Gastrulacao

Fechamento do
blastéporo
Vesicula dptica

Vesicula ética
Liberacéo da

cauda
Eclosao

os blastdmeros e a presenca de uma lamina sincicial perivitelina.

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 1dmina
sincicial perivitelina expandem-se gradativamente como um manto pelo vitelo até fechar o
blast6poro.

O corpo do embrido alonga-se, ficando sua extremidade caudal voltada para o blastoporo;
observa-se a diferenciacdo da neuroectoderme.

Nesse estagio, delimitam-se superficialmente trés regides: a zona embriogénica, bordas de
fechamento e parede do saco vitelino; podendo, ainda, visualizar 0s primeiros somitos.
Essa estrutura se torna evidente ap6s o fechamento do blastéporo, como expanséo lateral do
prosencéfalo;

Torna-se visivel com o aparecimento dos otolitos, concomitantemente, nesse estagio,
observam-se 0s Somitos;

Nessa fase a cauda destaca-se do saco vitelino.

Por meio de contragdes musculares vigorosas da cauda e do corpo as larvas eclodem.

Fonte: Nakatani et al. (2001);

2.4 EFEITO DA TEMPERATURA DA AGUA NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO

Os peixes sdo animais ectotérmicos, ndo possuem a capacidade de manter a temperatura
do seu corpo, sofrendo interferéncia da temperatura da dgua onde habitam. As mudancas de
temperatura na agua afetam diretamente o crescimento e o desenvolvimento dos animais, e
grandes alteracdes podem levar os peixes a morte (ARITAKI; SEIKAI, 2004). Processos, como
a organogénese e desenvolvimento somatico séo controlados por atividades enzimaticas e estas
sofrem interferéncia direta da temperatura. A temperatura também interfere nas células
musculares do embrido, na incubagdo ou nas etapas subsequentes do desenvolvimento
(OJANGUREN; BRANA, 2003; STICKLAND et al., 1988; VIEIRA; JOHNSTON, 1992).
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Segundo Bermudes e Ritar (1999), a temperatura é fator determinante no
desenvolvimento embrionério, principalmente, quando em uma faixa diferente da tolerancia do
animal. Segundo este mesmo autor, animais restritos a temperatura inferiores a sua faixa de
tolerancia tendem a diminuir o metabolismo, consequentemente, seu desenvolvimento.

Alguns estudos demonstram o efeito da temperatura em processos como absorc¢ao de
vitelo, podendo diminuir o tempo de absor¢do ou acelerar o consumo durante o
desenvolvimento do animal (HOWELL et al., 1984; BERLINSKY et al., 2004). O efeito da
temperatura durante a ontogenia, além de afetar o tempo de eclosdo, tempo de absorcao de
vitelo e desenvolvimento das larvas, pode interferir na capacidade natatoria das larvas,
tornando-as mais susceptiveis a predacdo e delimitando sua capacidade de obter alimento.
Segundo Berlinsky et al. (2004) e Swanson (1996), diversos trabalhos mostram que até
pequenas alteracBes na faixa de conforto térmico de uma espécie alteram a velocidade de
ocorréncia das etapas do desenvolvimento embrionario, podendo inclusive ocorrer a ma-
formagé&o de estruturas ou morte dos animais.

De modo geral, as mudancas das variaveis fisico-quimicas podem influenciar de forma
consideravel os processos metabdlicos, sendo os animais muito sensiveis a pequenas alteracoes.
A temperatura é considerada a variavel que mais afeta os processos de desenvolvimento inicial,
sendo de grande importancia a sua obtencdo fundamental no momento das diferenciagdes
morfofisioldgicas (ROGERS; WESTIN, 1981; SAMPAIOQ et al., 2004; SOUZA, 2004).

O efeito da temperatura pode ser observado em diversos trabalhos, com influéncia no
tempo de desenvolvimento embrionario dos animais, como observado por Pefia et al. (2014),
que ressaltam que o tempo de incubagdo dos ovos do “Pacific red snapper” Lutjanos peru
diminui com acréscimo na temperatura da d&gua. Embora esses trabalhos mostrem o efeito da
temperatura durante os processos de desenvolvimento dos peixes, cada espécie responde de
forma diferente. Conforme Radael (2010), testando o efeito da temperatura entre 24 °C e 32 °C,
verificou-se que a temperatura da agua ndo foi relevante para a aceleracdo do processo

embrionéario de Melanotaenia praceox.
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Resumo: O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito da temperatura no desenvolvimento
embrionario e larval de Trichogaster leeri, descrever o tempo horas pés fertilizacdo (hpf) do
surgimento de varias estruturas e determinar a melhor taxa de eclosdo e sobrevivéncia dos
animais. Para descricdo dos eventos que ocorreram durante 0 experimento, as observacoes
foram realizadas em periodos regulares sob um microscopio éptico com cadmera acoplada onde
eram retiradas fotomicrografias dos eventos. Foram utilizadas cinco temperaturas 24, 26, 28,
30 e 32°C separadas por incubadoras com aquecedores que mantinham a estabilidade térmica.
Foi observado uma faixa de conforto térmico e melhores resultados durante o periodo

experimental nas temperaturas de 26 a 28°C.

Palavras-chave: Ontogenia, desenvolvimento, embrido, larva, temperatura.
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Introducéo
O Trichogaster leeri, € um peixe pertencente a ordem dos Perciformes, Subordem

Anabantoidei, Familia Belontiidae e género Trichogaster. Atualmente é produzido em

inimeros paises apresentando elevado potencial econdmico (Zuanon et al. 2004).

Existem 16 géneros e 50 espécies de Trichogaster sp. distribuidas pelo mundo, principalmente
ao longo da Asia e do subcontinente indiano, locais de origem destas espécies (Deganiet al.

1992).

O Trichogaster leeri € uma boa espécie para servir como modelo para estudos bioldgicos pelas
caracteristicas que apresenta como gerador de prole numerosa e de facil reproducdo. Além
disso, € comum encontrar exemplares sendo comercializados em diversas lojas de peixes
ornamentais (Tonini, et al. 2011). Apesar das caracteristicas individuais dessa espécie, poucos
estudos foram realizados com intuito de descrever aspectos da ontogenia inicial. Estudos
ontogenéticos sdo importantes para o conhecimento de aspectos fisiol6gicos do embrido,
gerando informagdes para conservagdo da ictiofauna e melhoria nas técnicas de cultivo

(Godinho et al. 2003).

Além disso, a descricdo de aspectos morfolégicos e fisioldgicos no desenvolvimento
embrionario é extremamente importante para maximizar a taxa de ecloséo e sobrevivéncia no
periodo inicial de vida (Senhorine, 1993; Nakatani, et al. 2001). Os estudos ontogenéticos
podem ser utilizados como ferramenta para potencializar informacgdes de cultivo,
principalmente quando associados a parametros de qualidade de agua que interferem

diretamente nesta etapa de vida dos peixes.

A temperatura € um dos principais parametros observados de modo geral no cultivo de peixes.
Os peixes sdo classificados como pecilotérmicos e as mudancas na temperatura da agua podem
afetar diretamente seu crescimento além de possibilitar uma mortalidade com grandes

alteracdes da temperatura (Aritaki & Seikai, 2004).Alguns estudos demonstram o efeito da
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temperatura em processos como eclosao e absorcao de vitelo, sendo o consumo do vitelo lento
em temperaturas mais baixas para peixes de clima tropical e o desenvolvimento do animal mais
acelerado em temperaturas mais elevadas dentro da faixa de conforto térmico, além de
demonstrar também a possibilidade da intervencdo da temperatura na capacidade natatoria das
larvas, tornando-as mais susceptiveis & predacdo e dificultando sua capacidade de obter
alimentos (Howell, et al.1984; Berlinsky, et al. 2004). Assim o0 objetivo do presente estudo foi
verificar o efeito da temperatura, durante todo desenvolvimento embrionério, até o periodo de

primeira alimentacao larval.
Material e métodos

Os ovos utilizados para a descri¢do do desenvolvimento embrionario foram obtidos a partir de
desova natural de um casal de Trichogaster leeri. Os casais pertenciam ao plantel de
reprodutores do setor de aquicultura, do Laboratério de Zootecnia e Nutricdo Animal (LZNA)
do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA) da Universidade Estadual do

Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil.

Os casais foram mantidos em aquarios com capacidade de 20 L, dotados de um sistema de
recirculacdo de agua, equipado com um filtro mecanico e bioldgico. Apds a separacdo dos
casais, as fémeas foram mantidas presas em recipientes transparentes com uma abertura acima
da superficie da dgua para evitar uma possivel briga dos animais e estimular a construcéo de
ninho de bolhas pelo macho. Assim que observada a construcdo do ninho de bolhas em um
substrato superficial de poliestireno expandido (EPS), foi realizada a soltura de uma fémea e,
em seguida, 0 macho pode executar a corte da fémea e, consequentemente iniciava-se a

reproducéo.

Apbs o inicio da desova, cerca de 20 ovos foram observados para avaliar a fase embrionéria
sob um microscopio optico com (x 25). Apds a observacao inicial, a desova foi distribuida em

incubadorasde 18 litros da seguinte forma: ovos foram colocados em peneiras flutuantes sendo
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que cada incubadora continha 6 peneiras, cada uma com 30 ovos. Cada incubadora possuia um
aquecedor acoplado a um termostato, mantendo a temperatura constante durante todo o periodo
experimental. As temperaturas utilizadas em cada incubadora foram: 24, 26, 28, 30 e 32 ° C.
Cada incubadora tinha um sistema de oxigenacao da agua, ligado ao soprador de ar, dotados de

mangueira e pedra porosa.

As observacOes foram realizadas desde a fecundacgéo até 0 momento em que ocorreu a primeira
alimentacdo por nauplios de artémia (Artemia spp.). Os intervalos de observacdes variaram de
acordo com a fase ontogenética, As observacgdes foram feitas a cada 30 minutos da fecundacgéo
até a eclosdo; a cada 2 horas da eclosao até a abertura do anus e a cada 4 horas a partir deste

momento até se observar a primeira alimentacdo dos animais.

Em cada observacdo, uma amostra de 10 ovos de uma peneira em cada incubadora foi retirada
e colocada sobre uma lamina de vidro escavada para a avaliagdo com um microscopio optico

(x 25 ou ampliacdo x 100) com camera acoplada para obtencdo das imagens.

Os estagios de desenvolvimento embrionario foram descritos somente quando 50% dos ovos
observados em cada amostra atingiram 0 mesmo estagio de desenvolvimento embrionario. Os
valores de temperatura, pH e oxigénio dissolvido foram mensurados a cada duas horas com o
auxilio de um termometro digital, medidor de pH e oximetro digitais, respectivamente. A
classificacdo de eventos foi baseada em caracteristicas morfologicas de acordo com a
metodologia utilizada por Fujimoto et al. (2006). O termo Horas p0s fertilizacdo (hpf) foi usado
para correlacionar eventos morfofisiolégicos. O hpf corresponde ao tempo apds a fertilizacdo
(HO — horério zero ou seja imediatamente apo6s a fecundacao). Apds a conclusdo da fase de
desenvolvimento embrionario e larval, outra desova foi realizada a partir da mesma familia de
obter a taxa de sobrevivéncia e de eclosdo (HR) e o indice de eficiéncia de desova, através

dasequacdes:

Taxa de ecloséo (HR): Ni + Nh x 100,
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Taxa de Sobrevivéncia larval (LSR): NL + Nd x 100,
indice de Eficiéncia da Desova (EIS): HR x LSR + 100,
Onde:

Ni: numero inicial de ovos,

Nh: Numero de ovos eclodidos,

NL: Namero de larvas vivas apés a eclosdo

Nd: NUmero de larvas mortas.

Os resultados obtidos durante o periodo experimental foram submetidos a analise estatistica,
através da “Correlacdo de Pearson” para determinar a correlagdo entre variaveis e uma
“Regresséo Polinomial” para prescrever melhor tempo de ocorréncia das variaveis e eventos

estudados.
Resultados
Os parametros fisico-quimicos da agua das incubadoras estdo representados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores médios da temperatura (°C), Oxigénio dissolvido (OD) e pH da &gua nas

incubadoras utilizadas durante o periodo experimental.

Temperaturas
Tratamento
24°C 26°C 28°C 30°C 32°C
Temperatura média (°C) 24,01+ 0,20 26+0,17 28,29+ 0,17 30,09+ 0,14 32,01+0,18
pH 7,33+0,17 7,23+0,19 7,24+0,14 7,19+0,28 7,28+0,21
Oxigénio dissolvido(mg/L) 7,73+ 0,62 7,28 +0,39 6,71+ 0,58 6,60 + 0,49 6,23 £ 0,53

N&o foram observadas grandes alteracdes na temperatura, oxigénio e pH da agua. O pH e

oxigénio dissolvido apresentaram valores aceitaveis para cultivo segundo Cole et al. (1999).

O diametro médio dos ovos de tricogaster para as diferentes temperaturas foi de 0,863 +0,26
03mm.Os ovos fecundados de Trichogaster leeri apresentaram forma esférica, com o cérion e

a vesicula vitelinica translucidos (Fig.1.A).
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500 pm 500 um

500 um . 500 pm

Figura 1. Etapas do inicio da clivagem até o fechamento do blastéporo. A: Visualizagdo do
inicio da clivagem (duas blastdmeros). B: Clivagem em estagio avangado. C: Visualizacdo do

ovo em gastrulacdo. D: Fechamento do blastoporo.

O corion demonstrou-se pouco rigido e sua textura era semelhante a de pequenas “esferas
gelatinosas”. Os ovos continham apenas uma gota de 6leo na regido inferior da vesicula

vitelinica, possivelmente para ajustar a densidade a flutuacdo (NAKATANI et al. 2001)

O padréo de clivagem observado nos embrifes estudados, assim como em outros teledsteos, foi
meroblastico. A divisdo inicial dos blastdmeros foi muito acelerada e intensa, sendo marcado
tempo inicial da clivagem a partir do momento em que 0s ovos apresentavam dois blastdmeros,
até 0 momento em que 0s ovos apresentavam o blastodisco em formato esférico, determinando

o fim da clivagem e inicio da gastrulac&o.
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Os valores de hpf para cada temperatura, de todos os eventos podem ser visualizados na Tabela

2.

Tabela 2. Cronologia dos eventos descritos durante o desenvolvimento embrionario e larval de

Trichogaster leeri

Cronologia da ocorréncia dos eventos (hpf)

EVENTOS em diferentes temperaturas

24°C  26°C 28°C 30°C 32°C
Inicio da clivagem 0 0 0 0 0
Fim da clivagem 4,83 4,17 33 3,22 2,63
Inicio da gastrulagdo 4,83 4,17 3,3 3,22 2,63
Fim da gastrulagéo 8,22 8,05 7,38 6,72 5,85
Fechamento do blastéporo 8,22 8,05 7,38 6,72 5,85
Inicio diferenciacdo cabeca e cauda 11,05 9,38 8,97 7,37 6,63
Surgimento Primordio 6ptico 13,9 10,05 9,38 8,02 7,13
Visualizacgo inicial Somitos 17,77 13,77 12,25 8,93 8,22
Surgimento Condocranio 18,13 15,02 14,75 10,35 8,72
Vesicula de Kuppfer 17,77 14,78 13,35 9,52 8,72
Melandéforos 18,13 13,77 13,35 10,02 9,22
Vesicula 6tica 21,4 17,28 15,22 10,77 9,22
Otolitos 24,3 18,02 18,72 14,02 11,88
Inicio Batimentos cardiacos e circulagdo sanguinea 24,75 19,92 19,82 14,48 12,65
Inicio Contracdo do embrido 28,05 19,92 19,82 15,08 13,18
Inicio ecloséo 32,63 27,22 21,3 19,6 14,55
Fim Ecloséo ovos 39,13 27,72 24,47 21,98 19,22
Larvas recém eclodidas 39,63 28,22 24,97 22,48 19,72
Nadadeira caudal 48,13 42,22 39,22 33,48 32,72
Nadadeira peitoral 64,13 46,22 43,22 37,48 32,72
Movimentacédo dos olhos 72,13 66,22 51,22 45,48 40,72
Abertura de boca 84,13 66,22 67,22 45,48 40,72
Natac&o na horizontal 84,13 66,22 67,22 49,48 44,72
Abertura de anus 100,13 71,22 70,22 53,48 52,72
Primeira alimentacdo 120,13 95,22 98,22 91,48 76,72

As etapas como clivagem, gastrulacdo e fechamento do blastoporo, aconteceram rapidamente
em todas as temperaturas avaliadas. A gastrulacdo € a etapa em que, por movimentos de
epibolia, as células blastodérmicas recobrem a massa vitelinica e ocorre a migracao das células
mais internas do blastoderme, deslocando-se dorsal e convergentemente, formando o eixo
embrionario. O fim da gastrulacdo foi determinado quando era visualizado o fechamento de

blastoporo nos ovos de Trichogasterleeri(Fig. 1.D).

Com o final do periodo de gastrula iniciou-se a organogénese, que foi observada até 0 momento

de pré-eclosdo. Durante a organogénese, os tecidos e os orgéaos se diferenciaram. O inicio da
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diferenciacdo da cabeca e cauda do embrido foi observado com 6,63; 7,37; 8,97; 9,38; 11,05hpf
nas temperaturas de 32, 30, 28, 26 e 24°C, respectivamente. E possivel notar que logo em
seguida a visualizacdo da cabeca e cauda do embrido, ocorre o surgimento do primérdio optico,
que apresentou correlacdo positiva de 97,96% com o inicio da visualizacdo dos somitos (Fig. 2

Ae B).

500 pm A 500 pm

Figura 2. Inicio da diferenciagdo de estruturas durante a organogénese. A: Primdérdio dptico.

B: Visualizacdo de somitos no eixo embrionario.

Durante a organogénese, é possivel observar que o inicio da visualizacdo de somitos possui
uma correlacdo positiva com o surgimento do condocranio de 97,53%. Nesse estagio foi
possivel visualizar o surgimento do condocranio, uma estrutura cranial cartilaginosa do embrido
na regido cefalica, que dara origem a base do cranio que sustenta o encéfalo. Foi observada uma
correlacdo positiva ainda mais elava de 98,93% do condocranio, com o surgimento da vesicula

de Kuppfer, que possui funcdo excretora (Moura, 1991).

No presente trabalho foi possivel observar que o surgimento de melanéforos ocorreu antes do

surgimento do condocranio, exceto na temperatura de 32°C.

Foi possivel observar o inicio do surgimento da vesicula Gtica, na regido posterior da vesicula

Optica, e em seguida o surgimento dos otolitos, com visualizacdo de apenas um par até
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momentos antes da eclosdo com uma correlacdo entre vesicula oOtica e otdlitos de 97,51%. (Fig.

3AeB).

500 pm

500 pm
g PR C 500 pm

100 pm

Figura 3. Fotomicrografias dos embrides em momentos pré/pds-eclosdo. A: Vesicula otica do
embrido pré-eclosdo. B: Vesicula ética com maior ampliacdo da imagem. C: Larva de
Trichogaster leeri recém eclodida. D: Larva com abertura de boca, nadadeiras desenvolvidas e

com vitelo exaurido. E: Abertura de anQs.
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O inicio dos batimentos cardiacos apresentou uma correlacdo positiva de 98,14% com o inicio
das contracGes do embrido, este momento foi seguido pelo inicio das eclosdes com hpf de:

14,55; 19,6; 21,3; 27,22 e 32,63 nas temperaturas de 32, 30, 28, 26 e 24°C, respectivamente.

O fim da ecloséo ocorreu com grande intervalo entre a temperatura de 32°C e 24°C, registrado

com 19,22 e 39,13 hpf, respectivamente.

A nadadeira caudal foi visualizada nas larvas com 32,72; 33,48; 39,22; 42,22 e 48,13 nas
temperaturas de 32, 30, 28, 26 e 24°C, respectivamente. A movimentacdo dos olhos s foi
evidenciada apds o desenvolvimento da pigmentacao do cristalino e da pigmentacdo da retina.O
momento da primeira alimentacdo foi descrito como o momento em que as larvas de
Trichogaster leeri, quando visualizadas em microscopio Optico, apresentavam pigmentacéo

alaranjada em toda regido do trato digestorio, ainda em formacao.

A taxa de ecloséo apresentou os melhores resultados na faixa térmica de 26 a 30°C, observando-

se ponto de maxima em 28,79°C (Fig. 4).
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R°=0,9194 (P=0,0141) ’
70 L T T T T T |
24 26 28 30 32
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Figura 4. Efeito da temperatura na taxa de eclos@o dos ovos de Trichogaster leeri
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A taxa de sobrevivéncia das larvas, observadas nas temperaturas de 26 e 28°C, apresentou um

ponto de maxima de 27,40°C (Fig.5).

Y= -0,52250X2 +28,63383x — 296,322

100 2
_ R’=09430  (P=0,0002)

95

90

Larvas (%)

85

27,40

75 —
T T T T T

24 26 28 30 32

Temperatura (°C)

Figura 5. Efeito da temperatura na sobrevivéncia das larvas.
Em relacdo a eficiéncia da desova, obtidas pela relagdo da taxa de eclosao e sobrevivéncia das
larvas, é possivel observar os melhores resultados entre as temperaturas de 26 e 28°C, com o

ponto de maxima em 27,40% (Fig .6).
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Figura 6. Eficiéncia da desova, em diferentes temperaturas
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Discussao

Durante a desova, 0 macho de Trichogaster leeri deposita 0os ovos em ninhos de bolhas,
apresentando cuidado da prole, como visto por Betta splendens e Hoplosternum littorale
(DUARTE et al. 2012; NAKATANI, et al. 2001).

O tempo de desenvolvimento embrionario no presente estudo, apresentou diferenca em funcéo
da temperatura experimental utilizada em todos os tratamentos. De modo geral, o tempo de
ocorréncia para os eventos foi mais rapido que o observado em outros peixes de clima tropical
(FERREIRA, 2007; RADAELet al. 2013;MATTOS et al. 2014). Apesar do tempo decorrido
para o desenvolvimento embrionério de Trichogaster leeri ter sido mais rapido que em peixes
da mesma familia, como observado por Duarte et al. (2012), é possivel que o tempo para
ocorréncia dos eventos estejam relacionados ao género dos animais, como descrito por Radael
et al. (2013).

Houve dificuldade para mensurar o tempo decorrido das divisdes celulares no blastodisco.
Assim, o tempo da ocorréncia do inicio até o fim da clivagem, foi descrito como momento logo
apos a fertilizacdo, onde os ovos apresentavam dois blastbmeros, terminando com o inicio da
gastrulacdo, onde eram observados o inicio da evolucdo da blastoderme por toda vesicula
vitelinica. O fim da gastrulacdo foi descrito quando toda vesicula vitelinica foi recoberta pelas
bordas do blastodisco determinando assim o fechamento do blastoporo. Esta fase tem sido
descrita por outros autores, como Puvaneswari et al. (2009) em Heteropneustes fossilis com 7
hpf e por Reynalte-Tataje et al. (2004) em Brycon orbignyanus em 6,5 hpf para fechar o
blastoporo. Esta etapa do desenvolvimento embrionario € um acontecimento importante e é
considerado o periodo em que a fertilizacdo do oocito pode ser confirmada (WOYNAROVICH
& HORVATH, 1983).

Os eventos acima ocorreram mais rapido em todas as temperaturas quando comparados com

Duarte et al. (2012), que determinouo tempo ate fim da clivagem e término de gastrulagdo de
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7,5 e 14,5hpf respectivamente, para B. splendens. Em ovos de hibridos de surubins
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma fasciatum) observado por Faustino et al.
(2007), foi possivel observar ocorréncia mais rapida em relacdo ao observado em todas as
temperaturas no presente experimento.

A diferenciacdo da cabeca e cauda no desenvolvimento embrionario o surgimento do primordio
oOptico e dos somitos apresentaram valores menores de hpf em todas as temperaturas quando
comparados aos resultados obtidos por Marimuthu & Haniffa (2007), Radael et al. (2009) e
Mattos et al. (2014)

Vale ressaltar, que estruturas como 0s somitos, que resultam na formacéo de vértebras, costelas
e musculatura axial,precedem, em alguns estudos, o surgimento de estruturas como vesicula de
Kuppfer, vesicula 6tica e otolitos. Este comportamento pode ser observado no presente estudo,
bem como observado em kinguios “var. cometa”, por BAZLUR RAHAMAN et al. (2011),
com Carassius auratus por TSAI et al. (2013) e acara disco, descritos por MATTOS et al.
(2013).

Quando os animais comegaram a apresentar contracfes, geralmente proximas ao periodo de
eclosdo, a grande quantidade de melan6foros dendriticos pdde ser observada em todo eixo
embrionério (fig. 3).

Os eventos, Inicio e Fim da ecloso, apresentaram duragdo curta na temperatura de 26°C. E
possivel afirmar que este resultado esteja associado a proximidade com a temperatura 6tima
para sobrevivéncia das larvas e eficiéncia da desova. Apesar de ndo apresentar os valores
absolutos superiores para taxa de eclosdo em 26°C, os resultados obtidos de sobrevivéncia das
larvas e eficiéncia da desova apresentaram melhores respostas nesta temperatura.

No presente estudo, as larvas de Trichogaster leeri apds a eclosdo, apresentavam uma grande
pigmentacédo no vitelo e no eixo embrionario, grande reserva de vitelo e pouca movimentagao.

As larvas de Trichogaster leeri apresentam pouco desenvolvimento morfologico ao eclodir,
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com pouca motilidade natatoria e pouca reserva vitelinica, além de trato digestorio
morfofisiologicamente incompleto no momento do inicio da alimentacéo exdgena, aspecto este
que pode prejudicar o desenvolvimento dos animais durante e apos a larvicultura (PORTELLA,
2004; MATTOS, 2014).

As larvas de Trichogaster leeri podem ser caracterizadas como resistentes pois em todas as
temperaturas avaliadasforam observadosbons resultados de sobrevivéncia.

A temperatura influenciou o desenvolvimento embrionario de Trichogaster leeri. Apesar do
presente estudo ndo avaliar temperaturas criticas (< 24°C ou >32°C), € possivel observar os
melhores resultados em uma faixa de conforto térmico de 26 a 30°C. O efeito da temperatura é
um fator determinante na etapa inicial de vida dos peixes e, temperaturas fora da faixa ideal,
podem provocar aumento na mortalidade, ou resultar em anomalias em larvas de peixes como
observado por Dionisio et al. (2012). Estes autores afirmaram que a temperatura de incubacéo
do ovo teve um efeito significativo na ocorréncia de anomalias em larvas de Solea senegalensis
quando estas larvas eram cultivadas fora do seu conforto térmico de 18-22°C, sendo esta faixa
de temperatura determinada como ideal para esta espécie, conforme Engrola et al. (2005, 2009),
Fernandez et al. (2009), Blanco-Vives et al. (2010).

Quando a temperatura da agua esta fora da faixa de conforto térmico de uma determinada
espécie, & possivel observar alteracdes na fisiologia dos animais como: diminui¢cdo de
atividades como natacdo, altas taxas de mortalidade quando ocorrem alteracdes expressivas de

temperatura, além de possiveis anormalidades (Sfakianakis, et al. 2011; Landsman, et al. 2012).
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Concluséao

O aumento da temperatura antecipou a ocorréncia dos eventos estudados. Embora 0s processos
ontogénicos tenham ocorrido de forma mais rapida nas temperaturas mais altas, a taxa de
eclosdo, sobrevivéncia das larvas e a eficiéncia de desova, apresentaram os melhores resultados
em 28 ° C. As temperaturas mais baixas provocaram um atraso no tempo de desenvolvimento
Trichogaster leeri em comparagdo com a temperatura de 28 ° C. Assim, a incubacgédo de ovos e

larvas é indicada para esta espécie em 28 ° C.
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Anexo — Matriz de correlacéo

Eventos
Eventos
2 3 4 5 6 7 8 g |10 |1 | 12|13 |45 16|17 |18|192|2|2|23 M4 5|20 20,28

1 Q97 | 07t | Da7t | 037t | 08* | 03 | 09T | 07| 0980 | 03 | 098¢ | 035* | 097 | 43| 088t | 03| 03t | 097 | 03 Q03%* | 0% | 03| 03

2 03| 0m* | 03 | 08¢t | 0% | 031 | 08¢* | 093* | 035 | 030% | 081 | 032° | 085 | 035 | 035 | 0% | 094 030 | 080° | 081 | 0%°

3 033° | 093* | 034* | 034 | 035 | 03:* | 034* | 033 | 05 | 080° | 081° | 092 | 03 | 095° | 035 | 0% | 0 030 | 080° | 081 | 0%°

4 1| 094 |ogs*t| 032 | 095 | 034 | 080° | 085* | 050° | 093 | 088"t | 035 | 084%™ | 084%™ | 052 | 035* | 073 | 093 | 081 | 083%* | 035*

5 054* | 0F5™ | 032* | 085° | 094 | 050° | 095 | 080° | 033° | 088%* | 0S5 | 034" | 084t | 032 | 085% | 079% | 082 | 081° | 033** | 085

] 08 | 095° | 0° | 0% | 035° | 033 | 083° | 035° | 058° | 0% | 034° | 094* | 099 | 096" | 030** | 035 | 085" | 0% | 034°

7 087* | 033 | 0%* | 0%8* | 096° | 097 | 035 | 035" | 0%° | 0%° | 035" | 097 | 0% 0%* | 096 | 03" | 0%

8 057" | 0% | 039* | 033 | 097 | 08 | 0%8* | 09" | 0%° | 0% | 09 | 097 087 | 088t | 0@ | 03

9 088* | 097* | 038% | 033* | 038 | 0" | 083 | 0%0° | 050° | 057 | 0 | 086™ | 03 | 035 | 094 | 03

10 088* | 095° | 097 | 038 | 097 | 0%° | 083 | 083 | 0% | 094" | 080° | 088 | 03 | 095 | 0%0*

11 088" | 095° | 098° | 033" | 0 | 09" | 03" | 03" | 0%* 03 | 088 | 08 | 03

12 047* | 0%8* | 057 | 097 | 094" | 054 | 035 | 03 | 078t | 088t | 0%8* | 0% | 03

13 055 | 083* | 095 | 0% | 0%5* | 09" | 097 | 0d**| 03* | 085° | 097 | 037

1 098° | 094 | 083° | 083* | 098° | 095 | 034%*| 03 | 085 | 0% | 034

15 034 | 087 | 057 | 097 | 0%° 093 | 0%t | 035 | 038

16 0%* | 0% | 09" | 03 03 | 083 | 0@ | 03t

17 Lo| 0%t | 0% 03t | 0@ | 097 | 0%* | 47
18 0% | 0% 03t | 0@ | 097 | 0%* | 47
15 05" 087 | 097 | 097 | 080°

20 085° | 095 | 098° | 09"

21 085* | 083*

22 088* | 0% | 08¢

23 087 | 084

4 034

15

26 0,30*
27 08
28

38



Resultados seguidos por (*) apresentam significancia de (p<0,01) e (**) a (p<0,05);

Descrigdo dos eventos correlacionados:

1 — Tratamento; 2 - Fim da clivagem; 3 - Inicio da gastrulacdo; 4 - Fim da gastrulacdo; 5 -
Fechamento do blastdporo; 6- Inicio diferenciacdo cabeca e cauda; 7 - Surgimento Primérdio
oOptico; 8 - Visualizacdo inicial Somitos; 9 - Surgimento Condocréanio; 10 - Vesicula de Kupffer;
11 — Melanoforos; 12 - Vesicula otica; 13 — Otolitos; 14 - Inicio Batimentos cardiacos e
circulacdo sanguinea; 15 - Inicio Contracéo do embrido; 16 - Inicio eclosdo; 17 — Término da
eclosdo; 18 - Larvas recém eclodidas; 19 - Nadadeira caudal; 20 - Nadadeira peitoral; 21 -
Movimentagéo dos olhos; 22 - Abertura de boca; 23 - Natacdo correta; 24 - Abertura de anus;
25 - 12 alimentacdo; 26 — Ecloséo dos ovos; 27 - Larvas recém eclodidas; 28 — Eficiéncia da

Desova;



