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RESUMO

RADAEL, Marcella Costa, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro; Junho de 2014; Melanotaenia boesemani (Allen & Cross, 1982):
Aspectos reprodutivos e ontogenéticos. Orientador: Professor Dalcio Ricardo
de Andrade.

O objetivo do estudo foi descrever a biologia reprodutiva de fémeas e o
desenvolvimento embrionario de Melanotaenia boesemani. Estudos relacionados a
reproducdo foram realizados através de analises do tecido germinativo ovariano de
Melanotaenia boesemani. As génadas foram emblocadas em parafina e os cortes
corados com hematoxilina-eosina, para analises histologicas que permitiram
descrever os tipos celulares encontrados e realizar a classificacdo do estadio de
maturidade dos animais. Macroscopicamente, foi identificado que a espécie possui
um unico ovario, arredondado e na fase observada, amarelado, localizado na parte
latero-anterior da cavidade celomatica. As fémeas observadas foram classificadas
na escala de desenvolvimento gonadal como maduro/em reproducdo. Nos ovécitos
vitelogénicos deste peixe foi constatado a presenca de filamentos de adeséo
ovocitaria ancorados a zona pellcida. Os ovarios apresentaram aspecto morfolégico
geral semelhante ao de outros peixes teledsteos, o tipo de desova classificado como
intermitente e o padrédo de desenvolvimento de ovacitos como assincrénico. Acerca
da ontogenia inicial, foi caracterizado o desenvolvimento embrionario e a influéncia
que a incubacdo em temperaturas diferentes acarreta no embrido. Os ovos foram
mantidos em incubadoras a 23, 26, 29 ou 32°C e observados, em horarios pré-
determinados, até o momento de eclosdo. As fases de desenvolvimento foram
identificadas e classificadas de acordo com caracteristicas morfofisiologicas. O
desenvolvimento embrionario foi similar ao observado em outras espécies do género
Melanotaenia. A primeira ecloséo ocorreu as 107,15 horas pos fertilizacdo (HPF) na
incubadora de 32°C e a ultima as 342,30 HPF na incubadora de 23°C, sendo o
melhor indice de eclosdo de 57,3% na temperatura de incubacgéo de 29°C.

Palavras - chave: Reproducdo, gbonadas, desenvolvimento embrionario,

temperatura.



ABSTRACT

RADAEL , Marcella Costa , D.Sc. , Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro ; June 2014 ; Melanotaenia boesemani ( Allen and Cross , 1982) :
reproductive and ontogenetic aspects. Advisor: Professor Dalcio Ricardo de
Andrade.

The aim of this study was to understand the reproductive biology of Melanotaenia
boesemani and embryonic development this specie. Related to reproduction studies
were conducted through assay of ovarian germ tissue Melanotaenia boesemani. The
gonads were embedded in paraffin and sections stained with hematoxylin-eosin for
histological analyzes permitted to describe the cell types found and perform the
classification of the stage of maturity of the animals. Macroscopically, it was identified
that the species has a single ovary, rounded and phase observed, yellowish, located
on the anterior part of the coelomic cavity. Females observed were classified on
scale of gonadal development as mature/in reproduction. In vitellogenic oocytes of
this fish was observed the presence of filaments anchored to the oocyte pellucid
zone adhesion. The ovaries showed overall morphological appearance similar to
other teleost fishes, spawning type classified as intermittent and pattern of
development of oocytes as asynchronous. Regarding early ontogeny, embryonic
development was characterized, and the influence that incubation at different
temperatures causes the embryo. After fertilization, the eggs were kept in incubators
at 23, 26, 29 or 32°C and observed at pre-determined times, until the time of
hatching. Stages of development were identified and classified according to
morphological and physiological characteristics. Embryonic development was similar
to that observed in other species of the genus Melanotaenia. The first hatching
occurred 107.15 hpf in the incubator at 32 °C and the last at 342.30 hpf in the
incubator at 23 °C being the best hatching index of 57.3% in the incubation
temperature of 29 °C.

Keywords: Reproduction, gonad, embryonic development, temperature.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura pode ser definida como sendo o cultivo de organismos que
possuem o ciclo de vida total ou parcialmente aquatico, dentre os quais estdo 0s
peixes, anfibios, moluscos, crustaceos e plantas aquaticas (IBAMA, 1997). Dentro
da aquicultura, a piscicultura é um setor de bastante destaque.

O inicio da piscicultura se deu quando o homem passou a capturar e
translocar peixes para ambientes de confinamento. No Brasil, o inicio da piscicultura
data da década de 1920, quando peixes destinados ao consumo foram introduzidos
no pais (VIDAL JUNIOR, 2002). Ja a piscicultura ornamental, que, em geral, envolve
peixes em sua maioria de pequeno porte com particularidades anatbmicas e
cromaticas peculiares, surgiu no Brasil na década de 40 e hoje é um agronegdcio
gue envolve cerca de 4.000 produtores rurais e urbanos.

O ramo da piscicultura destinado aos peixes ornamentais destaca-se da
piscicultura de corte, se comparado o valor agregado em que um Unico exemplar
pode alcancar varias vezes o valor de um quilo de peixe alimento. (LIMA, 2004).
Assim, a piscicultura ornamental ganhou espaco entre os produtores rurais, uma vez
que permite um rapido retorno econdémico em uma pequena area, possibilitando o
ingresso de pequenos produtores na atividade (VIDAL JUNIOR, 2002).

Porém, devido a dificil competicio com a pesca extrativista que ainda

consegue lancar no mercado peixes com valor menor que o0s cultivados, a
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piscicultura ornamental brasileira tem utilizado grande numero de espécies exoticas
que permitem um maior retorno a atividade, pois escapa da competicdo desigual
com o extrativismo.

Dentre essas espécies exoticas, tém-se dado bastante atencdo aos
exemplares da familia Melanotaeniidae, conhecidos popularmente como
melanoténias. Estes integram um grupo de coloridos e valiosos peixes ornamentais
originarios da Australia e Nova Guiné, onde o clima tropical é predominante, o que
facilitou a adaptacédo no Brasil e as condi¢cfes de cultivo nacional, sendo importados
e cultivados no pais desde a década de 90, obtendo excelente aceitacdo no
mercado de peixes ornamentais.

O periodo entre a desova e a comercializagcdo das melanoténias estd em
torno de seis meses. Em relacdo a algumas espécies de ornamentais produzidas em
cativeiro, esse é um periodo considerado de médio a longo. Este fato esta
relacionado ao aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias, que irdo
determinar 0 momento mais seguro para a sexagem dos animais e,
consequentemente, sua comercializacdo. A sexagem nessa familia € importante
devido ao dimorfismo sexual apresentado pela grande maioria das espécies que
torna o mercado mais promissor para 0os machos, que apresentam maior coloracéo
em relagdo as fémeas.

Dentre os varios representantes da familia Melanoteniidae, uma espécie que
desperta bastante atencdo é a Melanotaenia boesemani, conhecida popularmente
como arco-iris boesemani, devido a sua coloracdo acentuada, em especial, no
macho que apresenta a regido anterior (da cabeca até aproximadamente a metade
do animal) em tom azulado e a regido posterior em acentuados tons de laranja e
amarelo.

Apesar da coloracdo exuberante do macho, nessa espécie a fémea também é
bastante valorizada, pois as fémeas mais velhas tem coloracédo bastante similar aos
machos a excecdo dos dominantes. A melanoténia boesemani tem se destacado
como um dos exemplares mais populares no aguarismo entre os membros da familia
Melanoteniidae.

A despeito da importancia econdmica e da disseminagcdo no cultivo das
espécies deste grupo, poucos esforcos de investigacao tém sido realizados. Para a

maioria das espécies ndo se obteve dados sobre a reproducdo, o desenvolvimento
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embrionario e a larvicultura. Assim, diante desta lacuna, os produtores rurais utilizam
tecnologias de cultivo desenvolvidas para espécies diversas, 0 que geralmente
resulta em baixa produtividade e elevada mortalidade nos sistemas de cultivo. Em
especial, na larvicultura, visto que a grande maioria de trabalhos realizados € com
larvas altriciais e, portanto, as metodologias de cultivo utilizadas advém desses
trabalhos, ndo sendo totalmente adequadas as larvas precociais como as de M.
boesemani.

Diante de seu grande potencial de producéo e alto valor de mercado, estudos
a respeito desta espécie se tornam cada vez mais relevantes, em especial agueles
concernentes a reproducao e desenvolvimento embrionario e larval da espécie, visto
que essas sdo areas que quando bem delineadas podem ocasionar melhorias na

taxa de sobrevivéncia do plantel, aumentando assim, a eficiéncia da produgéo.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Descrever a morfologia do sistema reprodutor feminino e as etapas iniciais do

desenvolvimento de Melanotaenia boesemani.

Objetivos Especificos:

Caracterizar as células da linhagem reprodutiva feminina, bem como a

estrutura geral do ovario de M. boesemani.

Caracterizar o desenvolvimento ontogenético inicial quanto ao efeito da

temperatura no tempo de surgimento das principais estruturas e eventos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. A espécie

O grupo das melanoténias, familia Melanotaeniidae, possui sete géneros com
66 espécies descritas (McGUIGUAN et al., 2000; ALLEN et al.,, 2002), sendo
encontradas em varias condi¢cdes ecologicas, lacustres, da Australia e Nova Guiné
(ALLEN, 1991). Sao consideradas espécies forrageiras, tendo, portanto, importante
participacdo na cadeia trofica do ambiente que habitam (LLEWELLYN, 1971, citado
por REID & HOLDWAY, 1995).

Os animais da Familia Melanotaeniidae apresentam corpo coberto de
escamas grandes com formato fusiforme e comprido lateralmente. As nadadeiras
posteriores sdo pouco desenvolvidas, mas alongadas, o que permite que sejam
excelentes e rapidos nadadores. A nadadeira dorsal € dupla (vestigio de sua origem
marinha). A nadadeira anal se estende desde a regiao pélvica até a regido caudal
(ALLEN & CROSS, 1980).

Quanto a desova, os melanotenideos, em geral, tém fecundacdo e
desenvolvimento embrionarios externos, com liberacdo simultdnea dos gametas
femininos e masculinos. Em seu habitat original, o periodo reprodutivo ocorre
durante os meses de outubro a dezembro, entretanto quando em condi¢bes
controladas de laboratério ou de sistemas de cultivo, podem desovar durante o ano

inteiro, semelhante ao descrito para Glossolepis incisus (KIRTLEY, 1986).
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Os rainbowfishes, como sdo conhecidos os peixes dessa familia, utilizam
como substrato para ovoposi¢cdo raizes de plantas flutuantes, onde os ovos ficam
aderidos. As desovas ocorrem sobre plantas de folhas finas (tipo ceratopteris,
cabombas, myriophyllum, ambulias, musgo de java etc.) ou fibras sintéticas
(TAYLOR, 1999). Os ovos sdo pequenos e tém adesividade, ficando aderidos as
plantas e substratos. Essa adesividade ocorre devido a filamentos de fixacao
presentes no corion (REID & HOLDWAY, 1995; HUMPHREY et al., 2003).

A Melanotaenia boesemani, alvo desse estudo, é originaria do lago Ayamaru,
Peninsula de Vogelkop, Irian Jaya, na Indonésia, que tem como caracteristicas da
agua temperatura média de 24,8°C; pH 7,24; e condutividade de 252 mS
(KADARUSMAN et al., 2010). Foi assim nomeada em homenagem ao bi6logo
Dr. Marinus Boeseman, que foi o coletor dos espécimes tipo no dia 04 de mar¢o do
ano de 1955 (ALLEN & CROSS, 1980). O nome nativo para esta espécie é "Sekiak”
e “lkan rascado” (RAINBOWFISH, 2014). Esses peixes pertencem a classe dos
Actinopterygii (peixes com raios nas barbatanas), ordem Atheriniformes (FISHBASE,
2014).

Sao peixes bentopelagicos de agua doce que tém a faixa de pH ideal para
sobrevivéncia entre 6,0 a 8,0. Possuem de 5 a 7 espinhos dorsais, de 10 a 14 raios
dorsais, 1 espinho anal e de 17 a 23 raios anais (FISHBASE, 2014).

O conteldo intestinal indica que a dieta em ambiente natural € composta
principalmente de pequenos insetos, algas e crustdceos em menor quantidade
(ALLEN & CROSS, 1980).

O padrao de coloracdo do macho de melanoténia boesemani é diferenciado
da maioria dos outros animais da familia por apresentar, quando sexualmente
maduro, uma coloracdo bem definida dividindo o peixe pela metade. Dessa forma, a
parte frontal da cabeca e do corpo é em cinza azulado brilhante, as vezes quase
preta e as barbatanas e a metade posterior do corpo em grande parte laranja-
avermelhado (Fig.1). Sua coloracdo selvagem pode desaparecer um pouco em
cativeiro, possivelmente devido a falta de algum fator da dieta do habitat natural
(RAINBOWFISH, 2014).
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Figura 1 - Macho adulto de Melanotaenia boesemani

Os machos séao facilmente distinguidos das fémeas pela diferenca de
coloracdo e pelo formato mais alongado e comprido dos raios da barbatana dorsal.
Podem atingir até 12 cm de comprimento, mas, em geral, ndo ultrapassam 10 cm.
As fémeas exibem uma ampla faixa lateral escura acompanhada de uma série de
listras longitudinais estreitas amarelas ou laranja-avermelhado (Fig. 2), variando de
acordo com o ambiente e estado fisiolégico do animal. Quando maduras, muitas
vezes apresentam coloracdo semelhante aos machos subordinados, mas o corpo €,
em geral, mais longilineo e com as bordas mais arredondadas (RAINBOWFISH,
2014).

O desenvolvimento de gbnadas em M. boesemani jA € evidente em
espécimes do sexo feminino com apenas 3,4 cm e em animais a partir de 4 cm ja
parecem ser totalmente funcionais (ALLEN & CROSS, 1980).

Desde sua introducdo no aquarismo, que segundo registros iniciou-se apos
uma expedicdo em novembro de 1982, a melanoténia boesemani tem aumentado
sua popularidade e, hoje, pode ser considerada como o rainbowfish mais popular
neste hobby (RAINBOWFISH, 2014).
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Figura 2 - Fémea adulta de Melanotaenia boesemani

3.2. Ciclo reprodutivo de peixes

Peixes, em sua maioria, apresentam reproducédo ciclica que corresponde a
um periodo de repouso, intercalado por periodos de atividade sexual, que finalizam
com o surgimento de nova prole. No periodo de repouso, as gbnadas estdo com
tamanho reduzido, contendo apenas células gametogénicas em fases iniciais de
desenvolvimento. Com o0 progresso do ciclo, elas acumulam espermatozoides ou
ovacitos vitelogénicos até alcancgar o pico no momento da reproducéo. Em razéo do
acumulo dessas células, as gbnadas sofrem mudancas radicais em sua constitui¢ao,
alterando sua aparéncia e peso (GODINHO, 2007).

Esse desenvolvimento gonadal ocorre durante a puberdade que é descrita
como o periodo de desenvolvimento que vai da transicdo de um juvenil imaturo, até
um estagio adulto, com sistema reprodutor maduro. Os componentes centrais desse
sistema sdo as gbnadas e o sistema enddcrino, que controla a atividade gonadal,
através do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (MURGAS et al., 2009).

Os processos reprodutivos, em geral, proporcionam ritmos endbégenos
disparados por sinais ambientais e, dessa forma, o periodo de reproducédo se da
numa época favoravel ao desenvolvimento de larvas e alevinos. A maturidade
sexual varia de acordo com a espécie, podendo ocorrer desde o primeiro ano de
vida, como na maioria dos teledsteos, num periodo intermediario ou até mesmo
depois de mais de 15 anos de vida juvenil (Anguilla Anguilla), e, da mesma forma, o
tipo de desova é variavel (BALDISSEROTTO, 2009).
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As variacbes ambientais bibticas e abidticas (disponibilidade de alimento,
densidade populacional, predadores, foto periodo, temperatura, e também a
qualidade da &gua e certos poluentes) estdo envolvidas no periodo de puberdade,
com a importancia relativa de cada fator variando nos diferentes teledsteos (KUO et
al., 1974).

Dos fatores ambientais que exercem influéncia na reproducdo de peixes,
temperatura e fotoperiodo sdo um dos mais importantes, sendo as alteracdes
substanciais que eles podem provocar nas condi¢fes fisico-quimicas da agua, um
potencial indutor das desovas (QUEROL et al., 2004).

Estes fatores unem-se aos hipofisiotropicos e ao sistema neuroenddocrino
(hipotdlamo e/ou diretamente na hipéfise ou nas gdnadas), induzindo mudancgas na
atividade do eixo hipotolamico-hipofisario-gonadal. O desenvolvimento das génadas
acontece quando o peixe atinge a maturidade sexual, que ocorre em momentos
diferentes tanto entre espécies, quanto entre os sexos (ZANIBONI-FILHO &
WEINGARTNER, 2007).

A idade da primeira maturacdo sexual varia muito entre os teledsteos em
funcdo da espécie e do meio ambiente. O processo de maturacdo gonadal nos
peixes é bastante elaborado, com alta exigéncia de energia. Entretanto, a reducéo
da ingestédo de alimentos é um evento natural no ciclo biolégico dos peixes, como na
migragao para a desova (MACKENZIE et al., 1998).

O ciclo reprodutivo dos peixes teledsteos apresenta uma estreita relacdo com
as variacfes de temperatura e com o regime de chuvas (BARBIERI et al., 2000;
GODINHO, 2007), sendo o sincronismo entre as condicbes enddgenas e exdgenas
do meio ambiente importante fator na liberagdo dos gametas (ZANIBONI-FILHO &
WEINGARTNER, 2007).

Os processos reprodutivos geralmente apresentam ritmos endogenos
disparados por sinais ambientais, de modo a encaixar o periodo da reproducdo em
uma época ambiental favoravel ao desenvolvimento das larvas e juvenis
(BALDISSEROTTO, 2009).
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3.3. Histologia de génadas

Muitos aspectos da reproducdo de peixes, como tamanho a primeira
maturacdo, tipo de desova, duracdo e periodo de desova e estimativas de
fecundidade, necessitam do conhecimento dos estadios de desenvolvimento
gonadal, sendo necessario, para tal, a utilizacdo da histologia, uma vez que as
analises macroscépicas ndo apresentam exatiddo dos resultados, em especial
quando ndo se conhece ainda a dindmica reprodutiva da espécie (SANTOS, 2006).

Embora em um primeiro momento a analise macroscopica tenha sua
vantagem por apresentar resultados imediatos, por outro lado, pode ter sérias
desvantagens porgue essa andlise leva em consideracdo caracteristicas facilmente
alteraveis, quer seja pelo processo de conservacdo das gonadas ou dos exemplares
a serem processados, ou porgue incorpora a individualidade do pesquisador na
observacédo e reconhecimento das caracteristicas consideradas, podendo, com isso,
resultar em erros na avaliacdo e classificacdo das gonadas (SANTOS, 2006).

O estudo histol6gico da gametogénese € uma das etapas iniciais do processo
de aprendizagem para compreender 0s processos reprodutivos da ictiofauna
(GARCIA et al., 2001). Reconhece-se, entdo, que a analise histologica, embora exija
tempo e recursos para sua execucdo, permite conhecer as caracteristicas das
fungbes das gonadas e estimar com confiabilidade as diferentes fases do ciclo
gonadal e reprodutivo de qualquer espécie (WEST, 1990; DIAS et al., 1998).

Para estudos histolégicos gonadais em peixes, em geral, € adotado o
processo de descricdo do ciclo reprodutivo com coletas realizadas durante pelo
menos 12 meses, para que, desta forma, se possa descrever com maior precisao o
funcionamento do processo de recrutamento de gametas de determinada espécie,
contudo, pesquisas em que apenas a estrutura da gbnada é descrita também séo
realizadas (ANDRADE, 1990).

De modo geral, utiliza-se descricdo por classificacdo de grupos celulares
visualizados. Para tal, sdo adotados diversos métodos histolégicos de rotina, dentre
0S quais 0s mais utilizados sdo inclusdo em parafina ou historesina, sendo a ultima
mais utilizada quando se trabalha com gbnadas em tamanhos diminutos ou quando

€ necessario realizar cortes histologicos com menor espessura (MUMFORD, 2007).
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Os fixadores utilizados com maior frequéncia para gbnadas sao: formol
tamponado 10%, liquido de Bouin e Karnovsky, ambos apresentando bons
resultados (MUMFORD, 2007).

Com relacdo a coloracdo, vé-se como mais adotados a hematoxilina-eosina
(HE), o azul de toluidina, o Alcian Blue e o Periodic Acid Schiff (PAS), entre outros.
O corante, em geral, estad relacionado com o método adotado para inclusdo e

também com o tipo celular que se deseja evidenciar (MUMFORD, 2007).

3.4. Fecundidade por desova

A reprodugédo constitui parte fundamental da vida dos seres vivos, portanto,
estudos sobre reproducdo s&do importantes para entender o ciclo de vida das
espécies, principalmente a fim de estabelecer politicas de manejo de recursos
pesqueiros e preservacao das espécies. Nos peixes, existe, além das outras células
germinativas em desenvolvimento, uma fonte renovavel e continua de ovocitos a
partir do epitélio folicular, o que explicaria o incremento nos valores absolutos da
fecundidade com o crescimento. Assim, a cada desova um namero maior de células
permanece nos ovarios, aumentando o estoque de ovécitos neoformados
(VAZZOLER, 1996).

Segundo descricdo de Crepaldi (2006), as classificagbes macro e
microscopica dos diferentes estadios de maturacdo sdo varidveis de acordo com
diferentes autores. Tal variacao é inerente as metodologias empregadas, refletindo
em maior ou menor niumero de subdivisdes. Basicamente, todas as classificacfes
dos estadios de desenvolvimento gonadal seguem uma escala universal, modificada
de acordo com as caracteristicas especificas para cada grupo de espécies: estadio
imaturo ou jovem, repouso, maduro, reproducao e reproduzido. Barbieri e Santos
(1988) classificam o desenvolvimento ovariano em trés estadios; ja Teles e Godinho
(1997) em até seis; Andrade (1990) classificou em repouso, maturacédo (inicial,
intermediaria e avancada) e desovado/espermiado.

A fecundidade, o periodo e o tipo de desova sdo caracteristicas especificas
essenciais para a manutencao de qualquer espécie de peixe. O tipo de desova nos

peixes € determinado pela interacdo entre a dinamica do desenvolvimento
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ovocitario, a frequéncia de desovas dentro de um periodo de reproducéo e o numero
desses periodos durante sua vida (VAZZOLER, 1996).

Para que as matrizes apresentem uma desova de boa qualidade, é
necessario que se tenha alguns cuidados no cultivo, incluindo: as condi¢cbes em que
0s reprodutores sdo mantidos; a qualidade de agua; a alimentacao e a frequéncia de
manejo. Esses fatores influenciam diretamente na qualidade da desova, visto que
afetam, fortemente, o desenvolvimento gonadal. Principalmente durante a fase de
vitelogénese, de modo que limitagdo na qualidade ou quantidade do alimento, alta
densidade de estocagem e estresse podem provocar a reabsorcdo de ovécitos
vitelogénicos, resultando num menor niumero de ovocitos maduros, ou ainda, podem
atuar numa fase anterior, impedindo o inicio da vitelogénese (HARVEY;
CAROLSFELD, 1993).

O conhecimento das variaveis reprodutivas entre as espécies, tais como
sinalizacdo pelas fémeas do momento da desova, fertilidades inicial e final por
grama de peso corporal dos reprodutores, adesividade do ovo, presenca do 6rgao
adesivo larval e realizagdo ou ndo de movimento vertical na coluna d agua pela larva
mostraram ter aplicacdo pratica na piscicultura, podendo auxiliar no manejo de
reprodutores, ovos, larvas e pos-larvas e nas estimativas de producdo nas varias
etapas do processo (SATO, 1999).

Os peixes sdo conhecidos pela elevada fecundidade, devido a maioria de as
espécies liberarem centenas a milhdes de ovdécitos anualmente. A estabilidade
populacional, considerando-se inicialmente desovas anuais igualmente intensas,
raramente € atingida, e os nUmeros aumentam e diminuem conforme a pressao dos
fatores abidticos (NAKATANI et al., 2001).

Em geral, a fecundidade pode ser expressa por duas maneiras, relativa ou
absoluta. A fecundidade relativa é o numero de ovocitos por unidade de
comprimento ou peso (VAZZOLER, 1981). A fecundidade relativa, calculada em
relacdo ao peso corporal ou ao comprimento total, € um valor indicativo da
capacidade reprodutiva individual de peixes (SHATUNOVSKIY, 1988). O numero de
ovoécitos que completam seu desenvolvimento e sdo eventualmente eliminados por
fémea de uma dada espécie durante o periodo reprodutivo € considerado como
sendo fecundidade absoluta (NIKOLSKY, 1963).
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De acordo com Vazzoler (1996), estimativas de fecundidade exigem analises
quanto a distribuicdo de frequéncia de diametros de ovdcitos intra-ovaricos e a
anatomia microscépica dos ovarios. A estimativa da fecundidade em peixes com
desova parcelada, feita com base em andlises macroscopicas, torna-se complexa
devido a dificuldade de se distinguir ovocitos de reserva daqueles ovoécitos em
desenvolvimento (BAGENAL, 1978). Assim, a fecundidade podera ser estimada de
modo mais consistente por meio de métodos volumétricos (VAZZOLER, 1981),
gravimétricos ou estereométricos (ISAAC-NAHUM et al., 1988).

Para a fecundidade, o tamanho do animal € de extrema importancia, pois,
maior tamanho acarreta em maior fecundidade e, assim, em maior sucesso
reprodutivo (CONOVER, 1984; VAZZOLER, 1996). A fecundidade aumenta
proporcionalmente aos incrementos em peso e comprimento, entdo quanto maior a
fémea, mais ovocitos serdo produzidos (LOWE-MCCONNELL, 1999).

A fecundidade sofre influéncia do volume da cavidade celomatica para abrigar
o ovario maduro e do tamanho dos ovocitos, esta cavidade varia com o tamanho da
fémea e, portanto, aumenta em funcdo do seu crescimento e esta mais relacionado
ao comprimento do espécime do que a sua idade (VAZZOLER, 1996). Na fase final
de desenvolvimento os ovocitos maduros podem apresentar tamanhos bastante
diferentes entre as espécies (BRAZ DE ARAUJO, 2009).

Os ovos podem ser liberados ou depositados no substrato, em ninhos,
guardados pelos pais ou ainda carregados (BALON, 1984). A fecundidade é
inversamente proporcional ao grau de cuidados parentais (LAGLER et al.,1977).

Apesar de o processo reprodutivo ser um dos aspectos mais estudados
dentro do ciclo de vida dos peixes, 0 volume de informacgdes disponiveis torna-se
bastante reduzido quando sdo comparados 0 numero de espécies existentes e o
namero daquelas sobre as quais existem conhecimentos sobre algumas taticas
reprodutivas como desova e fecundidade. (BRAZ DE ARAUJO, 2009).

O conhecimento da biologia da reproducéo nos peixes fornece subsidios para
o desenvolvimento das técnicas reprodutivas, porém ainda necessita-se de mais
pesquisas nas areas de manejo de reprodutores, inducédo de desova e preservagao
dos estoques naturais, propiciando, assim, uma maior eficiéncia na producédo de
alevinos. (CREPALDI et al., 2006).
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3.5. Desenvolvimento embrionario

A ontogenia inicial em peixes caracteriza-se por uma série de importantes
mudancas em estrutura e funcgéo, reflexo da rapida evolugcdo morfoldgica, fisiologica
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).

Os estudos ontogénicos fornecem informacdes sobre a fisiologia embrionaria,
sendo importantes para a conservacdo da ictiofauna e para o aprimoramento das
técnicas de cultivo (GODINHO et al., 2003). A descri¢cdo dos estagios embrionarios
dos teledsteos contribui para a avaliagdo precisa do seu desenvolvimento
(SENHORINI, 1993).

O estudo do desenvolvimento inicial em peixes é uma ferramenta importante
nos sistemas de producao, tanto de peixes de corte como ornamentais, pois fornece
informagdes 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 apos fertilizacdo — HPF) mais
adequado para se determinar as taxas de fertilizacdo e sobrevivéncia durante
incubacéo e larvicultura controladas, dentre outros (CLAVIJO-AYALA, 2008).

O processo embrionario inicia-se com fecundacdo do O6vulo pelo
espermatozoide através da micrépila (NAKATANI et al., 2001). A absorcdo de agua
que ocorre apos a fertilizacdo, provoca a formacao do espaco perivitelino mediante a
separacao do cérion da membrana vitelina. Apds a entrada do gameta masculino no
ovulo, este é estimulado e reage, passando a apresentar um intenso movimento
citoplasmatico, em diregcdo ao polo superior do ovo. Desta maneira, 0 vitelo fica
segregado do citoplasma ativo, permanecendo na parte inferior do ovo, que se
transforma em poélo 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 poélo vegetativo e o citoplasma com
suas organelas no disco germinativo, que constitui o pélo animal, os ovos de peixes

sdo denominados telolécitos. Devido a grande quantidade de vitelo que possuem,
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sdo classificados como polilécitos e apresentam segmentacdo parcial ou
meroblastica. Esse vitelo ir4 nutrir o embrido durante a embriogénese e também a
larva por algum tempo apos a ecloséo (SANTOS & AZOUBEL, 1996).

Os eventos morfofisiologicos avaliados ao longo do desenvolvimento
embrionario sdo geralmente observados com o auxilio de um microscopio
estereoscopio ou o6ptico, visto que, normalmente, o corion dos ovos das espécies
estudadas é translucido. (GODINHO et al., 1978; NAKATANI et al., 2001; SOUZA,
2004).

Os eventos morfofisiolégicos comumente observados ao longo das
avaliacdes ontogénicas em embrides ictiologicos sédo: a formacdo e clivagem do
blastodisco; a evolucdo da blastula e da gastrula sobre a vesicula vitelinica (p6lo
vegetal); a diferenciacdo do eixo embrionario, da vesicula 6ptica, dos somitos, o
surgimento da vesicula de Kuppfer e de melanéforos e a 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 descricdo do desenvolvimento
embrionario de algumas espécies de melanoténias e os autores citam, inclusive,
serem poucos 0s estudos referentes a descricdo do desenvolvimento embrionario e
larval destes peixes (REID & HOLDWAY, 1995; HUMPHREY et al., 2003;
FERREIRA, 2007; RADAEL et al., 2013).

Para que ocorra a eclosao, o cérion deve ser enfraquecido mediante a acao
de enzimas e a movimentacdo mais ativa do embrido (BLAXTER, 1988). A eclosao
acontecera apos sucessivas e fortes contracbes musculares da cauda e do corpo do
embrido (NAKATANI et al., 2001).

A maioria das larvas de agua doce eclode com boca e mandibula ainda ndo
formadas, os olhos nédo pigmentados e saco vitelino grande. No periodo pos
eclosdo, em geral, poucos melanoforos sdo visualizados e a larva & muito
transparente. Algumas espécies, porém, eclodem com o0 sistema alimentar
inicialmente funcional e com olhos pigmentados (NAKATANI et al., 2001).

O grau de diferenciacdo da larva recém-eclodida depende da espécie
considerada e do periodo de incubacéo, além de este fator estar relacionado a
temperatura (BLAXTER, 1988).
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Estudos morfométricos dos ovos e larvas de peixes sdo uma ferramenta
extremamente valiosa, sobretudo para a taxonomia. A grande semelhanca
morfolégica entre diferentes grupos taxonémicos foi o principal obstaculo a
identificacdo de larvas, principalmente larvas coletadas no ambiente natural.
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 (SANCHES et al., 1999).

3.6. Influéncia da Temperatura na Ontogenia

Por serem o0s peixes animais pecilotérmicos, € sabido que a sua temperatura
de criacéo interfere fortemente no seu crescimento e desenvolvimento (ARITAKI &
SEIKAI, 2004). Tanto a organogénese como o0 desenvolvimento somatico s&o
controlados por enzimas. O desenvolvimento embrionario de animais como o0s
peixes depende essencialmente da expressao diferencial de certos genes e da
temperatura (OJANGUREN & BRANA, 2003).

A temperatura interfere em diversas etapas de desenvolvimento dos animais,
e estas interferéncias foram demonstradas em diversas pesquisas. Os efeitos de
diferentes temperaturas no desenvolvimento gonadal de Periophthalmus modestus
foram examinados por andlises histologicas e endocrinoldgicas. Os resultados
mostraram que vitelogénese e espermatogénese foram induzidas pelo tratamento de
alta temperatura (30°C). Enquanto o desenvolvimento gonadal n&o ocorreu no
tratamento de baixa temperatura (18°C). Estes resultados sugerem que um aumento
na temperatura desempenha um papel importante no desenvolvimento gonadal
destes peixes (SHIOTA et al., 2003).

Na maioria dos teledsteos marinhos com estagios iniciais de vida planctonicos
e falta de cuidados parentais, os embrides e as larvas sdo caracterizados por uma
baixa capacidade funcional no que diz respeito a visdo, natacdo e olfato e pela
incapacidade de alimentacdo total (KENTOURI, 1985; KOUMOUNDOUROS et al.,
1998; GLUCKMANN et al., 1999).

Nestas fases, a temperatura € a determinante mais importante do ambiente,
ndo apenas da duracdo destes estagios ontogénicos vulneraveis, mas também para

uma variedade de caracteristicas importantes, tais como o tamanho ao nascimento e
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inicio do periodo de alimentacdo (POLO et al., 1991; KOUMOUNDOUROS et al.,
2001).

A magnitude e direcdo dos efeitos temperatura ndo dependem apenas da
espécie, mas também do estdgio de desenvolvimento com as diferentes fases de
vida dos peixes, apresentando diferentes requisitos de temperatura e de resisténcia
(HERZIG & WINKLER, 1986). A percepcao do papel da temperatura no inicio da
ontogenia em peixes € extremamente importante para a compreensdo da
distribuicdo de ovos e larvas, da dindmica e dos mecanismos de adapta¢cao no meio
ambiente marinho variavel (KLIMOGIANNI et al., 2004).

Em diferentes espécies de teledsteos, a temperatura influencia no
desenvolvimento das células musculares do embrido, na incubacdo e nas etapas
subsequentes do desenvolvimento (NATHANAILIDES et al., 1995; AYALA et al.,
2001), sendo, portanto, um fator importante a ser pesquisado.

A influéncia mais significante da temperatura nos parametros fisioldgicos dos
peixes pode ser no tempo de desenvolvimento (BLAXTER, 1992). Lo (1985) j& havia
proposto que as taxas de desenvolvimento dos peixes sdo uma exponencial mista
em funcdo da temperatura e estagio de desenvolvimento do animal. O tempo
requerido para o desenvolvimento embrionario em cada espécie de peixe é
intimamente relacionado com a temperatura (SAMPAIO et al., 2004).

Em robalo, a utilizacdo de uma temperatura ligeiramente superior durante o
seu curto periodo de incubacéo teve um efeito positivo sobre o desenvolvimento
muscular larval, que foi observado apés 37-50 dias poOs-eclosdo (AYALA et al.,
2000). Pesquisas realizadas com Pseudopleuronectes herzensteini sugerem 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).

Em Melanotaenia praecox, verificou-se que a temperatura de incubacao dos
ovos, embora nédo tenha afetado significativamente no tempo de ecloséao das larvas,
teve influéncia no tempo de diferenciacdo celular e organogénese, bem como na
porcentagem de eclosdo dos animais, sendo a temperatura de 27,43°C a mais
indicada para o processo de desenvolvimento embrionario da espécie (RADAEL,
2010).
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Em embrides de Pterophyllum scalare incubados em diferentes temperaturas,
verificou-se também que a temperatura influenciou no tempo e porcentagem de
eclosdo das larvas, além de interferir no desenvolvimento morfoldgico do embrido
(MOTTA et al., 2009).

Muitos estudos analisaram a influéncia da temperatura sobre o
desenvolvimento e mortalidade de embrides de peixes, mas estes mecanismos
relacionados a temperatura ainda permanecem indefinidos para muitas espécies
(LEGGET & DE BLOIS, 1994), necessitando de maior nimero de pesquisas para

gue esses fatores sejam mais bem elucidados.
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Descricdo morfologica dos ovarios do peixe ornamental

Melanotaenia boesemani em atividade reprodutiva.

Resumo

Estudou-se o tecido germinativo ovariano de Melanotaenia boesemani. Através de
analises morfologicas das gbnadas, realizadas apés a confeccdo de laminas
histologicas confeccionadas em parafina e coradas com hematoxilina-eosina, foram
descritos os tipos celulares encontrados e realizada a classificacdo do estadio de
maturidade dos animais. Macroscopicamente, foi identificado que a referida espécie
possui ovario unico, arredondado e, na fase observada, amarelado, localizado na
parte latero-anterior da cavidade celomatica. As fémeas observadas foram
classificadas na escala de desenvolvimento gonadal como maduro/em reproducao e
eram evidentes a presenca de foliculos vazios e marcas de desova nas lamelas
ovuligeras. Nos ovadcitos vitelogénicos deste peixe foi constatado a presenca de
filamentos de adesdo ovocitaria ancorados a zona peldcida. Os ovarios
apresentaram aspecto morfolégico geral semelhante ao de outros peixes teledsteos.
Seu tipo de desova foi classificado como intermitente e o padrdo de
desenvolvimento de ovécitos como assincronico.

Palavras-chave: o0ogénese, histologia ovariana, desenvolvimento gonadal,

reproducao.

Introducao

A Melanotaenia boesemani é um peixe muito utilizado no aquarismo. E
originaria do lago Ayamaru, na Indonésia (Kadarusman et al., 2010). Sao peixes
bentopelagicos de agua doce cuja faixa de pH ideal para sobrevivéncia esta entre
6,0 a 8,0. Esses peixes pertencem a classe dos Actinopterygii (peixes com raios nas
nadadeiras), ordem Atheriniformes (Fishbase, 2014).

Os machos se distinguem das fémeas pela coloragdo na parte frontal da
cabeca e pelo corpo em cinza azulado brilhante; nas nadadeiras e na metade
posterior do corpo apresentam coloracéo laranja-avermelhado e os raios da sua

nadadeira dorsal sdo mais compridos e alongados. As fémeas exibem uma ampla
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faixa lateral escura acompanhada de uma série de listras longitudinais estreitas
amarelas ou laranja-avermelhado, variando de acordo com o ambiente e estado
fisiologico do animal. O seu corpo €, em geral, mais longilineo e com as bordas mais
arredondadas que nos machos (Rainbowfish, 2014).

Desde sua introducdo no aquarismo, que segundo registros iniciou-se apos
uma expedicdo em novembro de 1982, a melanoténia boesemani tem se tornado
mais conhecida e, hoje, pode ser considerada como o rainbowfish mais popular
neste hobby (Rainbowfish, 2014).

O desenvolvimento das gbnadas em M. boesemani j& é evidente em
espécimes do sexo feminino com apenas 3,4 cm e em peixes acima de 4 cm o
sistema reprodutor j& parece ser totalmente funcional (Allen & Cross, 1980).

Os ovos destes peixes apresentam adesividade, ficando fixados ao substrato
utilizado para desova, essa adesdo ocorre por meio de filamentos de fixacdo
presentes no coérion (Humphrey et al., 2003).

Apesar de a reproducao nos peixes teledsteos ser complexa, a morfologia das
células germinativas e os elementos soméaticos constituintes do tecido das gdnadas
sdo semelhantes nas varias espécies. Todas estas estruturas se desenvolvem no
sentido de produzir gametas férteis necessarios para uma reproducédo bem sucedida
(Hoar et al., 1983).

Os peixes constituem o grupo mais numeroso e diversificado dentro dos
vertebrados e estdo adaptados a diversos habitats aquaticos. Essa diversidade é
refletida em suas estratégias reprodutivas e, consequentemente, na morfologia
gonadal (Desjardins & Fernald, 2009).

Na maioria dos peixes teledsteos, o ovario € um 6rgéo par que se estende no
sentido cranio-caudal e se funde na regido caudal formando um ducto ovocitario
comum. Contudo, podem ocorrer distingdes dentre algumas espécies, em que 0S
ovarios podem se fundir ou um deles pode se degenerar e, em ambos 0S casos,
permanecer como um orgao unico (Nagahama, 1983).

Histologicamente, ovarios sao revestidos pela tunica albuginea que emite
septos para o interior do 6rgdo formando lamelas ovuligeras que delimitam a
cavidade ovariana central. Nestas lamelas se encontram ovogonias e ovOcitos em

diferentes fases de desenvolvimento (Bazzoli, 2003).



38

O reconhecimento e a caracterizacdo das células germinativas, em seus
diferentes estagios de desenvolvimento, assim como a sua distribuicéo e frequéncia
nos ovarios de animais adultos, permitem estimar o desenvolvimento ovariano e o
tipo de desova da espécie (Lima et al., 1991).

Essas informacfes sdo de relevante interesse as pesquisas que envolvem
processos reprodutivos e para a piscicultura, portanto, objetivou-se, através da
observacdo de cortes histolégicos de gdnadas de M. boesemani, descrever as

caracteristicas das células gametogénicas durante o processo de oogénese.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no setor de Aquicultura da Unidade de Apoio a
Pesquisa em Zootecnia do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA)
da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), em Campos
dos Goytacazes-RJ. O processamento do material coletado (ovarios) foi realizado
no Laboratério de Morfologia e Patologia Animal (LMPA) do Hospital Veterinario da
UENF.

Foram utilizadas, no experimento, fémeas maduras e em atividade
reprodutiva, provenientes do plantel de Melanotaenia boesemani do setor de
piscicultura do LZNA/CCTA. Apoés a captura, os animais foram insensibilizados em
agua a zero grau Celsius e submetidos a eutanasia. Durante a necropsia, 0 ovario
foi avaliado macroscopicamente quanto a forma, textura, consisténcia e coloracao
das superficies. As gbnadas foram coletadas inteiras e imediatamente fixadas em
formalina neutra tamponada a 10% por um periodo minimo de 24 horas.

Posteriormente, os ovarios foram submetidos a processamento histologico
com inclusdo em parafina. Foram obtidos cortes de 5u e as laminas permanentes
coradas em hematoxilina e eosina (HE) para analise morfométrica e morfologica dos
ovarios e posterior descricdo das estruturas ovocitarias e das células da linhagem
ovogénica, bem como dos estagios de desenvolvimento ovariano.

As fotomicrografias obtidas foram documentadas e arquivadas utilizando
maquina fotografica digital INFINITY1 e software INFINITY ANALYZE, adaptada em
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microscopio Optico (Nikon® ECLIPSE E2000), através do qual as células ovocitarias
foram medidas para posterior analise e correlacdes.

Para andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizado o software SAS. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia em nivel de 5% de significancia. Em

caso de diferencas, aplicou-se teste de Tukey.

Resultados

O ovario de Melanotaenia boesemani foi observado como sendo um érgao
anico, arredondado, com coloracdo amarelada ocupando a parte anterior da
cavidade celomatica (Figura 1). Em observacdes realizadas antes deste
experimento, foi possivel verificar que o ovario, em periodo anterior ao reprodutivo,
tem uma forma muito diminuta, o que dificulta sua observacéo a olho nu, no entanto,
em periodo reprodutivo, apesar de ndo ser tdo volumoso como visto em outras
espécies de teledsteos, é de facil visualizagéo.

Este 6rgao estava revestido pela serosa peritoneal que o prendia a cavidade
celdmica e ao intestino pelo mesovario. Logo abaixo desta serosa se encontrava a
albuginea ovariana, que delimita o parénquima do ovario. Esta era uma camada
espessa, formada por tecido conjuntivo denso e com afinidade para a eosina. A
albuginea emitia, para o interior do 6rgdo, septos conjuntivos incompletos, as
lamelas ovuligeras, que suportavam e envolviam ovogonias e ovacitos. Esta regido
possuia fibras conjuntivas, nervos, vasos sanguineos, células do conjuntivo e
células musculares lisas.

A organizagdo ovariana se mostrava do tipo assincronica. Devido ao
comportamento reprodutivo intermitente da espécie, que desova varias vezes ao
longo do periodo reprodutivo, em observacdes histologicas foi possivel visualizar
ovocitos em todos os estadios de desenvolvimento ovocitario, incluindo ovocitos em
crescimento primario/jovem (O1); crescimento secundario/pré vitelogénico (0O2); em
fase de alvéolo cortical (O3); e, por ultimo, vitelogénico (04) (Figura 2).

As ovogonias foram visualizadas em pequena quantidade e apresentavam
citoplasma escasso e finamente granular, nicleo grande, ovoide e centralmente

localizado com nucléolo proeminente, esférico e unico.
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Estatisticamente, verificou-se que durante o desenvolvimento ovocitario o
didmetro do ovécito 1 nado diferia do ovdcito 2 no teste de Tukey (0,0963) e os
demais tiveram resultado significativo com probabilidade menor que 0,0001 (Figura
3). Porém, os aspectos morfologicos de cada célula eram bastante distintos entre si.

Os ovécitos com crescimento primario (O1) apresentavam citoplasma vitreo e
basdfilo. O nacleo grande e arredondado era centralizado e com nucléolos aderidos
a face interna do envoltério nuclear. Nessa fase de desenvolvimento ovocitario o
ndcleo ocupava a maior parte do ovocito em relagcdo ao citoplasma. Em sua maioria,
0os O1 eram pequenos com perimetro médio de 64,72+28,97 micrébmetros (Figura 4
- A).

Nos ovécitos em crescimento secundario (O2) o tamanho médio foi de
112,69+28,61 micrébmetros. O citoplasma ainda basofilo apresentava aspecto
granular, a relacdo nucleoplasmatica era menor que na fase anterior, embora o
ndcleo permaneca grande com cromatina na forma de granulagcfes finas. A zona
radiata ja podia ser notada, porém de forma bastante discreta (Figura 4 — B).

Os ovocitos 3 foram caracterizados principalmente pela presenca dos
alvéolos corticais. Inicialmente, estes alvéolos, vistos como pequenos vacuolos
surgiram na zona periférica do citoplasma formando uma espécie de anel e foram
aumentando gradativamente em ndmero e tamanho de acordo com o
desenvolvimento da célula. Na fase final do ovolcito 3, os alvéolos corticais
preenchiam quase por completo o citoplasma (Figura 4 — C).

O nucleo dos ovdcitos 3 era inicialmente grande, de formato circular, claro,
com cromatina em granulacbes finas e nucléolos irregulares. Com o
desenvolvimento da célula, tornou-se disforme, tendo seu tamanho reduzido
corando-se fortemente pela eosina. A zona radiata, ainda com pequena espessura,
foi visualizada como uma camada com coloragéo fortemente eosindfila e destacada
em relacdo ao citoplasma.

Nessa etapa, pode-se também observar a presenca de estruturas
filamentosas aderidas externamente a zona pelucida com aspecto proteico, corados
pela eosina (Figura 5). Esses filamentos foram identificados como estruturas de

fixacdo que tém a funcdo de aderir 0s ovos as raizes e outros substratos durante o
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desenvolvimento do embrido, o que € uma tatica reprodutiva da espécie. Ovocitos 3
apresentaram tamanho médio de 250,93 + 26,44 micrémetros.

Os ovdcitos 4 sédo considerados como a fase vitelogénica do desenvolvimento
ovocitario. Nesse estadio, existe ainda grande presenca de alvéolos corticais, porém
granulos de vitelo foram surgindo, preenchendo gradativamente o citoplasma de
acordo com o desenvolvimento. Os granulos de vitelo se coraram em tonalidade
réseo-avermelhado devido a eosina e isto facilitou observar sua evolugdo no
citoplasma do ovacito.

Com o progresso da vitelogénese nesses ovacitos, 0 numero de granulos de
vitelo aumentou e encobriu o nucleo que deixou de ser evidente. Os alvéolos
corticais nesse ponto foram empurrados novamente para a periferia e os glébulos de
vitelo se fundiram, formando grandes placas que preencheram quase todo o
citoplasma.

A zona radiata, nesta fase de desenvolvimento ovocitario, era mais espessa e
fortemente corada pela eosina. Nela, ressaltavam-se inUmeras estrias, constituindo
canaliculos para possivel passagem de substancias para o interior do ovdcito.
Ocorreu, nessa fase também, o aumento da espessura da granulosa e presenca de
vacuolos por toda a camada. O desenvolvimento de células da teca também foi
visualizado. Ovdcitos 4 apresentaram tamanho médio de 683,30+28,61 micrébmeros.

Apesar de o nuacleo deslocado ser uma caracteristica que evidencia a
proximidade de desova, no presente trabalho, essa situacdo nuclear nao foi
observada, o que talvez possa ser atribuido ao fato de os granulos de vitelo
encobrirem esse aspecto nas laminas analisadas.

A zona peldcida ou radiata atinge sua espessura maxima no ovoécito 4,
apresentando, aparentemente, uma Unica camada que se apresentou com
estriagOes transversais bastante nitidas em observacdes microscopicas com objetiva
de 40x. Em algumas dessas estriacdes, que, segundo a literatura, sdo canaliculos
de passagem de material, podia-se ver nitidamente um material denso percorrendo
esses canais. Essa regiao apresentou afinidade tintorial pela eosina na coloracao
com HE, mostrando, portanto, coloragéo avermelhada.

Células foliculares da camada granulosa apresentaram formatos diferentes ao

longo do ovocito. Elas estavam em contato com a zona pellcida e com os filamentos
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de adesédo e, no ovocito 4, elas se apresentavam como células colunares com
ndcleo na regido apical. Seu nucleo se corou em tom azulado refletindo sua
afinidade pela hematoxilina na coloragcdo com HE.

Foi comum observar entre a camada granulosa e a zona pellcida espacos
mais claros, provocados, provavelmente, pela pressao feita pelos flamentos que se
colocavam frequentemente entre a zona pellcida e granulosa.

A teca apresentou o padrdo tipico encontrado em peixes teledsteos,
evidenciando células e fibras conjuntivas, bem como, vasos sanguineos.

As laminas histolégicas dos peixes estudados apresentaram poucas
observacdes de atresia ovocitaria, encontradas principalmente em ovdcitos 4 e
apresentando o padrao classico de eventos atrésicos na reabsor¢ao de ovoécitos.

Apesar da baixa observacao de ovocitos em processo de atresia, foi possivel
encontrar forte evidéncia da mesma através da observacdo bastante comum de
estruturas que mostravam o processo final dessas reabsor¢des. Essas estruturas se
apresentavam como uma massa residual pequena e com regidbes amareladas
resultante da reabsorcéo final do vitelo (granulos de lipofuscina). Essas estruturas
foram denominadas marcas de desova (Figura 6), por somente ocorrerem em peixes
gue apresentavam sinais de desova, ou seja, presenca de foliculos vazios. As
marcas de desova foram visualizadas principalmente junto a capsula conjuntiva que
revestia o ovario.

Os foliculos vazios (Figura 7) sdo formados quando o ovdécito maduro é
expelido da lamela para o lumen ovariano, deixando na lamela parte de seu
envoltério, ou seja, a camada granulosa formada pelas células foliculares e a teca.
Essa estrutura semelhante a um colar dobrado com espaco vazio no seu interior é
bem evidente no seu inicio, porém, aos poucos ela vai sendo absorvida pelas
préprias células foliculares e por fagocitos, restando, no final desse processo, uma
massa compacta residual semelhante a marca de desova, porém, mais densa e sem
as granulacdes amareladas desta ultima.

Em funcdo do padrdo de distribuicAo dos tipos celulares da linhagem
ovocitaria no ovario de M. boesemani, foi necessario criar uma nova denominacéo
para o estadio de maturacdo ovariana que pudesse representar o momento

fisiolégico em que se encontravam todas as fémeas adultas observadas no presente
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trabalho. Portanto, para refletir a peculiaridade de sua desova mdltipla e
intermitente, as fémeas observadas foram classificadas como no estadio de

maturacdo ovariana F3R — (maduro/em reproducao).

Discussao

A maioria dos teledsteos apresenta dois ovarios dispostos no sentido cranio-
caudal, fundidos na regido caudal, formando o ducto ovariano comum, porém,
podem ocorrer casos em que o0s ovarios se fundem ou um deles degenera e, assim,
permanecem como um unico 6rgdo (Nagahama, 1983). Corroborando com essa
ltima descricdo, o ovario de M. boesemani apresentou-se como um 6rgao unico.

A desova da referida espécie ocorre de forma parcelada e por um longo
periodo, podendo desovar por todo o ano em condi¢cdes de qualidade da agua e
nutricdo adequadas. Portanto, o ovario ap0s a maturidade apresenta ovocitos em
todos os estadios de desenvolvimento ovocitario (Reid e Holdway, 1995). Esta
situacdo foi observada no presente trabalho, onde, numa mesma lamina, foi
possivel observar ovdcitos em todos os estadios de desenvolvimento.

Comumente, o desenvolvimento ovocitario dos teledsteos, apesar de ser um
processo continuo, tem sido dividido em fases para uma melhor compreensao das
alteracdes pelas quais passam as células germinativas. Todavia, observa-se que
existe uma divergéncia quanto a classificacdo dessas fases. Alguns pesquisadores
levam em conta as caracteristicas nucleares, citoplasmaticas e de vitelo; outros o
tamanho; e alguns consideram os diferentes estagios de desenvolvimento dos
ovocitos e as camadas de foliculos ovarianos (Romagosa, 1991).

Em pesquisa realizada com a piracanjuba (Brycon orbgnyanus), por Ganeco
et al. (2001), com piraputanga (Brycon hilarii), por Zaiden (2000) e com cascudo
(Liposarcus anisitsi), por Cavalcanti (1994), a classificacdo adotada foi de seis fases
para o desenvolvimento ovocitario: Cromatinanucléolo (fase 1), Perinucleolar (fase
2), Alvéolo-Cortical (fase 3), Vitelogénico (fase 4), Pos-Vietelogénico/maturacao final
(fase 5) e Atrésico (fase 6).

Em outros estudos com Pira Conorhynchus conirostris (Ribeiro, 2002), mandi

Pimelodus maculatus (Oliveira Junior, 2002) e Bryconops affinis (Andrade et al.,
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2001) foram identificadas cinco fases: ovogonias, ovécito jovem, ovoécitos pré-
vitelogénicos, ovocitos com alvéolos-corticais e ovocitos Vitelogénicos.

Em M. boesemani, foram caracterizados 4 estadios: englobando ovécitos em
crescimento primario/jovem (O1); crescimento secundario/pré vitelogénico (02); em
fase de alvéolo cortical (O3); e, por ultimo, vitelogénico (0O4), semelhante ao
utilizado por Cangussu-Mariani et al. (1991) para Astyanax bimaculatus e por
Bazzoli & Rizzo (1990) para diversas espécies estudadas.

As ovogonias de M. boesemani corresponderam a descricéo feita para peixes
teledsteos por Vazzoler (1996) e Takahashi (2006), que denominaram esta fase
inicial de cromatina-nucleolar, sendo o primeiro tipo de ovécito encontrado.

Ovacitos na fase de crescimento primario seguiram o padrdo descrito por
Fosse Filho (2014) para Melanotaenia praecox e Amorim (2007) para Pimelodus
maculatus. O citoplasma € pequeno em relacao ao nucleo que é central, e nucléolos
sao facilmente visualizados na periferia do nucleoplasma. O citoplasma, inicialmente
basdéfilo e de contorno anguloso, assemelha-se ao visualizado em Brycon
orbygnyanus por Ganeco et al. (2001).

Na fase de crescimento secundario, 0os ovacitos apresentaram tamanho maior
em relacdo a fase anterior, embora, em alguns momentos, o perimetro de ambos se
interponha. O ndcleo se manteve grande, com diversos nucléolos basofilos
periféricos, mas houve diminuicdo da relacdo ndcleo plasmética devido ao aumento
do citoplasma.

O ndcleo vitelinico, também conhecido como corpo de Balbiani, pode
apresentar-se no citoplasma do ovocito como uma estrutura baséfila de contorno
circular e homogénea (Ganego et al., 2001). Essa estrutura geralmente é descrita no
ovocito Il, mas ja foi visualizada em algumas espécies no citoplasma do ovécito |
(Wallace, 1981, Matkovic & Pisan6, 1989). Nos ovocitos de M. boesemani, o nucleo
vitelinico ndo se mostrou evidente em nenhum dos estadios ovocitarios.

A fase de alvéolo cortical em M. boesemani apresentou caracteristicas
semelhantes ao descrito por Guraya (1986) quando cita que os alvéolos corticais
aparecem primeiramente na periferia do ooplasma de onde sédo espalhados para o
resto do ovocito e finalmente se agregam no cértex do ooplasma para constituir uma

zona conspicua. Nas primeiras fases, esses ovoécitos demonstraram o0 nucleo
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central, citoplasma com afinidade tintorial mudando de basoéfilo para aciddfilo,
presenca de membrana pellcida e células foliculares, assim como descrito para
Brycon orbignyanus por Ganeco et al. (2001).

Menn et al. (2007) relataram que, na fase de alvéolo cortical, se inicia a
inclusédo de vitelogenina no citoplasma do ovacito. Semelhante ao que ocorreu com
Danio rerio (Yon et al., 2008), com o avanco da fase de alvéolo cortical o nlcleo dos
ovocitos de M. boesemani se tornou disforme e com aspecto opaco, até
praticamente desaparecer em meio aos alvéolos, concomitantemente, a zona
radiata se tornou mais visivel e espessa, assim como relatado por Jiang et al.
(2010).

Na fase vitelogénica (ovacitos 1V), granulos de vitelo comecgaram a se tornar
evidentes em meio aos alvéolos corticais. De forma gradual, com o crescimento
desses ovocitos, que foram os que apresentaram maior perimetro, o vitelo foi
empurrando os alvéolos de volta a periferia, uma vez que o surgimento desses
granulos de vitelo foi visto mais frequentemente da regido central para a periferia,
semelhante ao descrito para Danio rerio (Cakici e Uguncii, 2007).

Ao final do desenvolvimento, nessa fase, 0 ovocito possuia seu citoplasma
completamente ocupado por granulos de vitelo, assim como ocorrido em Hoplias
malabaricus (Marques et al., 2000), que finalmente se fundem formando grandes
placas.

Geralmente, o aparelho micropilar apresenta-se totalmente desenvolvido em
ovoécitos maduros. A morfologia da micrépila pode variar de acordo com a espécie,
sendo caracterizados pelo menos 4 tipos (Ricardo et al., 1996). De modo geral, a
micropila € visualizada como uma pequena abertura localizada no polo animal da
célula, através da qual o espermatozoide penetra no ovocito maduro (Laale, 1980).
Nas observagOes realizadas em M. boesemani, ndo foi possivel evidenciar com
destaque micropila, nem aparelho micropilar.

Ovdécitos atrésicos sdo comumente encontrados em ovarios de teledsteos
(Narahara, 1991). O processo de atresia ovocitaria pode ocorrer durante todo o ciclo
reprodutivo e ocorre normalmente nos ovocitos em maturacdo e maduros,
coincidindo com a fase de pré-desova e pos-desova (Guraya, 1994). A atresia

folicular envolve a atividade fagocitaria dos tecidos ovarianos e boa parte dessa
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fagocitose € auxiliada pelas células sanguineas que invadem o citoplasma
(Mazzoni,1993). A atresia envolve também a quebra da zona pellcida e hipertrofia
das células foliculares (Narahara, 1991). Ovécitos com estas caracteristicas foram
visualizados com frequéncia nos ovarios de M. boesemani.

Fosse Filho (2014) descreveu para Melanotaenia praecox estruturas
filamentosas coradas pela eosina aderidas a zona pelldcida que séo estruturas de
fixacdo dos ovos para adesdo aos substratos utilizados para a reproducéo.
Estruturas semelhantes a estas foram observados em M. boesemani.

A zona pelacida surge no final do crescimento avitelogénico, inicialmente
apresentando-se como camada delgada e homogénea e, quando alcanca a
espessura maxima, apresenta estriagcbes conspicuas (Agostinho et al.,, 1982). A
origem dessa camada tem sido relacionada a atividade secretora do ovocito, das
células foliculares ou de ambas (Cavalcanti, 1994). Essas estriacbes foram
verificadas em M. boesemani e sugeridas como canais de comunicacéo intercelular.

Bazzoli e Godinho (1995), estudando a ovogénese de peixes neotropicais,
constataram que para S. hilarii a zona pellucida possui camada dupla. Em M.
boesemani, essa camada apresentou-se de forma simples, como uma Uunica
camada.

A definicdo de uma escala de maturidade é fundamental para o entendimento
e para a previsao das variacbes de comportamento que a populagdo, como um todo,
sofre durante o ano (Cavalcanti, 1994). Porém, encontra-se na literatura diversas
escalas para classificacdo da maturidade gonadal.

Para Brycon cephalus, Zaniboni Filho e Kawakami de Resende (1988)
consideraram 5 estadios: imaturo, maturacdo, maduro, esvaziado e repouso, para
exemplares capturados na natureza. Vazzoler (1996) por sua vez, faz uma
classificacdo geral utilizando estadio A: imaturo, estadio B: em maturacdo/ repouso
reprodutivo, estadio C: maduro e estadio D: esgotado. Para animais mantidos em
cativeiro, Romagosa (1998) verificou os estadios de repouso, maturagcdo, maduro e
regressao. Zaiden (2000), para Brycon hilarii, considerou repouso, maturacao I,
maturagdo Il, maduro e regressdo. Em Piracanjuba, observaram-se 4 estadios de
maturacdo: Repouso, Maturacéo Inicial, Maturacdo Avancada e Regressdo (Ganeco

et al., 2001) e Andrade et al. (2004) classificaram quatro estadios de maturacao para
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a tabarana na represa de Trés Marias: recuperacao-repouso, em maturacao, maduro
e esgotado.

Para o presente trabalho, foram utilizadas apenas fémeas de M. Boesemani
em atividade reprodutiva avancada e a classificacdo adotada para este estadio foi a
de F3R — maduro/em reproducédo. Tal nomenclatura foi adotada por ndo haver na
literatura uma denominacdo apropriada ao tipo de desova da espécie que é
intermitente e continua. Esse fator confere ao ovario uma caracteristica propria onde
se observa a presenca de todos os tipos ovocitarios com incidéncia acentuada de
ovacitos tipo IV, bem como presenca de foliculos vazios recentes e antigos e marcas

de desova, 0 que caracteriza um processo continuo de reproducao.

Conclusao

O ovério de Melanotaenia boesemani apresentou aspecto morfologico geral
semelhante ao de outros peixes teledsteos e é um 6rgdo Unico.

Nos ovdcitos vitelogénicos deste peixe foi constatado a presenca de
filamentos de adesdo ovocitaria que se mostraram, nas laminas histolégicas, muito
evidentes e ancorados na zona pelucida.

Seu tipo de desova foi classificado como intermitente/continuo e o padrao de
desenvolvimento de ovdcitos como assincronico.

Como nas laminas observadas de ovario sempre foi evidente a presenca de
foliculos vazios e marcas de desova nas lamelas ovuligeras, foi criado, para este
peixe, um novo estadio de desenvolvimento ovariano, o qual denominou-se F3R

(maduro/em reproducéo).
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Figura 1 — Localizacéo e detalhe do ovério de M. boesemani.
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Figura 2 — Lamelas ovuligeras de M. boesemani com tipos ovocitarios em todos os estadios (O1 —
ovocito 1, O2 — ovdcito 2, O3 — ovoécito 3, O4 — ovacito 4). (Aumento 40x).
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Figura 3 - Valores médios do perimetro (um) dos ovocitos em diferentes fases de maturagdo do
ovario de M. boesemani.

Figura 4 — Tipos ovocitarios de M. Boesemani - indicados pela seta (A) — Ovdcito 1, (B) — Ovdcito 2,
(C) — evolugao do ovdcito 3, (D) — Ovacito 4. (Aumento 100x).
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Figura 5 — Filamentos de adesdo corados pela eosina em ovarios de M. boesemani indicados pela

seta. (Aumento 400x)

Figura 6 — Marcas de desova em ovarios de M. boesemani — indicadas pela seta. (Aumento 400x).
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Figura 7 — Foliculos vazios em ovério de M. boesemani — indicados pela seta. (Aumento 400x)
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Efeito da temperatura no desenvolvimento embrionario do peixe

Melanotaenia boesemani (Allen e Cross, 1982)

Resumo
No presente estudo, tem-se por objetivo fornecer dados sobre o tempo necessario

para Melanotaenia boesemani completar o desenvolvimento embrionario e a
influencia que a incubacgéo realizada em aguas com temperaturas diferentes causa
na espécie. Os efeitos da temperatura sobre o tempo e a taxa de eclosdo séo
apresentados, bem como informacBes relacionadas aos estagios de
desenvolvimento embrionario. Apoés fertilizagdo, os ovos foram mantidos em
incubadoras a 23°C, 26°C, 29°C ou 32°C e observados nos horarios pré
determinados até o momento de eclosdo das larvas. As fases de desenvolvimento
foram identificadas e classificadas de acordo com caracteristicas morfofisiologicas.
Foram visualizadas goticulas de 6leo no interior dos ovos e filamentos de adeséo
presentes no corion. O desenvolvimento embrionéario foi similar ao observado em
outras espécies do género Melanotaenia, com eclosdo e desenvolvimento mais
rapidos nas temperaturas mais elevadas.

Palavras-chave: temperatura, desenvolvimento embrionario, peixe ornamental,

Melanotaeniidae.

Introducao

Embrides e larvas sdo muito vulneraveis as variagées nos parametros fisico-
guimicos que ocorrem no ambiente aquético (Laurence & Howell, 1981). Essas
mudancas exercem marcante influéncia nos diversos processos metabolicos,
podendo afetar diretamente a sobrevivéncia dos peixes, principalmente durante os
estadios de desenvolvimento inicial (Laurence, 1975). A temperatura da agua €
considerada uma das variaveis que mais afetam o desenvolvimento dos organismos

aguaticos (Rogers & Westin, 1981), devido a sua importancia no controle de

processos fisiologicos (Blaxter, 1992; Fuiman, 2002). Tanto a organogénese como 0
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desenvolvimento somatico sdo controlados por enzimas e estas sao afetadas pela
variacdo da temperatura in loco.

A duracdo do periodo embrionario e a velocidade de consumo do vitelo sdo
fortemente influenciadas pela temperatura da 4gua circundante a desova (Petereit et
al., 2008), podendo ocorrer desenvolvimento anormal de estruturas e o vitelo se
exaurir antes que o embrido esteja pronto para eclosao.

O conhecimento da embriogénese € de grande importancia, pois constitui
ferramenta util na localizacdo de areas de desova e no estudo do crescimento das
espécies aquaticas em ambiente natural (Anjos e Anjos, 2006), além de fornecer
informacdes relevantes para seu cultivo.

Os melanotenideos sdo peixes bastante utilizados na aquariofiia e sua
criacdo tem sido intensificado nas ultimas décadas. A Melanotaenia boesemani €,
dentre as espécies cultivadas da familia, uma das mais apreciadas e valorizadas no
mercado (Rainbowfish, 2014).

A despeito de serem muito aceitas no mercado, quase nao existem registros
acerca do desenvolvimento inicial de melanoténias. Diante de seu grande potencial
de producéo e alto valor de mercado, estudos a respeito desta espécie se tornam
cada vez mais relevantes, em especial aqueles concernentes ao desenvolvimento
embrionario e larval da espécie, visto que essas sdo areas que, quando bem
conhecidas, podem levar a melhoria na taxa de sobrevivéncia do plantel,
principalmente durante a larvicultura, aumentando, assim, a eficiéncia da producao,
além de servirem também como base para trabalhos de conservacao da espécie em
habitat natural.

Portanto, objetivou-se descrever a sequéncia dos processos ontogenéticos
durante o desenvolvimento dos embrides da espécie Melanotaenia boesemani,
assim como o tempo necessario para a ocorréncia dos eventos morfofisiol6gicos em

funcdo da temperatura.

Material e métodos

Foram utilizados ovos obtidos de desovas naturais de Melanotaenia

boesemani, provenientes do plantel do setor de aquicultura da Universidade
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Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. Para tal, matrizes foram mantidas na
propor¢cdo de um macho para cada fémea, distribuidos por trés aquarios de 40 litros
de capacidade volumétrica cada, numa temperatura proxima a 28°C. No total, foram
utilizados 30 machos e 30 fémeas.

Em cada aquario, foram colocados dois aguapés (Eichhornia crassipes), que
serviram de estimulo a reproducdo e de substrato para ovoposi¢cdo. A cada meia
hora os aguapés eram observados, a olho nu, até que foram encontrados ovos
aderidos as raizes. Em cada observacao onde nao foi notada a presenca de ovos 0s
aguapés foram descartados e substituidos por outros.

As desovas ocorreram de forma espontéanea e os ovos retirados das raizes
dos aguapés, com auxilio de tesouras e pincas, foram dispostos em laminas de vidro
e imediatamente observados em microscépio Optico em aumento de 25x para
caracterizacdo e identificacdo do estadio embrionario. O diametro dos ovos foi
determinado com o auxilio de ocular dotada de escala micrométrica.

ApGs a observagéo inicial, os ovos foram contados e transportados para 04
incubadoras com capacidade de 35L, dotadas de aeracdo e nas quais foram
utilizados aquecedores com termostato automatico com o intuito de manter a
temperatura estavel. ApOs aclimatacdo, 105 ovos foram distribuidos entre 03
peneiras flutuantes de cada tratamento, onde ficaram durante o periodo de
incubacao até o momento da ecloséao.

Para determinar a influéncia da temperatura no desenvolvimento embrionario
da espécie, cada incubadora foi mantida em uma temperatura diferente,
determinando assim os tratamentos: 23°C, 26°C, 29°C e 32°C. As acdes descritas a
seguir foram realizadas individualmente para cada aquario com sua respectiva
temperatura-teste.

A observacdo do desenvolvimento dos embrides foi realizada da seguinte
forma: a cada meia hora a partir do momento de fertilizacéo até o final do periodo de
gastrula, a cada 1h do inicio da fase de organogénese até o surgimento do coracao
e a cada 2h a partir do surgimento do coracdo até o momento de eclosdo. A cada
observacéo, alguns ovos foram retirados da peneira, colocados em laminas de vidro,
observados em microscopio oOptico (25X). Ao final da observacdo, os ovos

retornaram para suas respectivas peneiras. Os ovos néo fecundados e/ou fungados
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foram descartados e anotados para controle da quantidade. A fim de evitar a
manipulagéo frequente de um mesmo ovo, foi mantida uma ordem para coleta com
devolugdo em outra peneira de forma que um mesmo grupo de ovos nao era
manipulado em intervalo menor que 12 horas, pressupondo que a manipulagao
excessiva poderia afetar o seu desenvolvimento.

Os estagios de desenvolvimento embrionario foram identificados e
caracterizados a partir do momento em que mais de 50 % dos ovos observados
atingiram determinado estagio do desenvolvimento embrionario. A classificacdo dos
estagios embrionarios foi realizada segundo o proposto por Fujimoto et al. (2006),
adaptado por Radael et al. (2013) para Melanotaenia praecox.

Para a mensuracao de tempo e correlagdo com os eventos morfo-fisiol6gicos,
foram utilizadas as medidas de horas-p6s-fertilizacdo (HPF), considerando-se como
hora 0 a visualizacdo de apenas 1 célula no ovo.

Para determinacdo de HPF para a eclosdo e porcentagem de ecloséo, apos o
periodo de descricdo dos embrides, foi realizada nova desova. Esta foi
acondicionada da mesma maneira que as demais nas incubadoras, porém, foram
mantidas sem manipulacdo, representando assim, com maior exatiddo, o tempo
necessario para eclosao.

A cada observacdo dos ovos, a temperatura da agua foi mensurada através
de termdmetro digital e o oxigénio foi medido uma vez por dia, pela manh3,
utilizando oximetro. O pH da agua foi medido com o auxilio de medidor digital de pH,
quatro vezes ao dia, as 6h, 12h, 18h e 24h.

Foi realizada estatistica descritiva das variaveis, além de correlacdo de

Pearson entre elas.

Resultados

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°C. Para a incubadora de 29°C, foi de 29,0 £ 0,0307°C para a
temperatura; 6,9 £ 0,0081 para o pH e de 9,3 + 0,2156 mg/L para o0 oxigénio
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dissolvido. Na incubadora de 26°C foi de 26,0 = 0,0327°C para a temperatura; 6,9 +
0,0099 para o pH e de 8,8 £ 0,1745 mg/L para o oxigénio dissolvido. Na incubadora
de 23°C, os parametros observados foram de 23,0 = 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. Valores
estes considerados satisfatérios para a espécie.

Os ovocitos recém-fertilizados de M. boesemani apresentavam forma
esférica, com cdrion e saco vitelinico transltcidos e coloracéo levemente amarelada.
Apresentaram tamanho médio de 1,09+0,0158mm. Os ovos continham gotas de 6leo
de tamanho variado, inicialmente espalhadas pela vesicula vitelinica. Ao longo do
desenvolvimento embrionario, estas gotas foram se agrupando na regido da vesicula
oposta ao blastodisco.

Os ovos possuiam filamentos extensos, cilindricos e numerosos que se
originavam de uma determinada area do corion, proxima ao polo animal. Esses
filamentos mostravam caracteristicas adesivas, pois aderiam ao substrato que
entrava em contato com eles (raizes do aguapé, pincas etc.) e tém, portanto, a
funcdo de aderir o ovo a um suporte durante a desova e periodo de incubacdo. Ovos
nao fertilizados foram facilmente observados devido a coloracdo branco opaco que
apresentavam.

Os ovos de M. boesemani puderam ser classificados como telolécitos por
apresentarem vitelo concentrado no pélo vegetativo e o citoplasma com suas
organelas no polo animal e também polilécitos, devido a grande quantidade de vitelo
que possuem.

O padrao de clivagem foi meroblastica. A observacdo da sucessao de eventos
gue aconteceram durante o periodo de desenvolvimento embrionario permitiu a
divisdo em fases: clivagem, blastula, segmentacao, organogénese e pré-eclosao.

O padréo inicial de divisdo apresentou blastbmeros se dividindo em média a
cada 30 minutos, porém, a partir do momento em que a temperatura comecou a
fazer efeito sobre a incubacao, esse espacamento foi se modificando de acordo com
a temperatura teste.

Os tempos para surgimento de cada fase do desenvolvimento ou estrutura

embrionéaria encontram-se descritos na tabela 1 e na figura 1.
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No periodo de clivagem (Fig.2-A, 2-B, 2-C, 2-D, 2-E, 2-F) foi possivel
observar nitidamente a divisdo dos blastbmeros de forma exponencial, até que
esses alcancaram a fase de blastula, a partir da qual, ndo foi mais possivel precisar
a quantidade de células, embora seja possivel observar as divisdes ocorrendo. As
células diminuem de tamanho na medida em que as divisbes acontecem. A
blastoderme é inicialmente organizada, semi-esférica e alta sobre a vesicula
vitelinica. O desenvolvimento da blastoderme ocorreu com aumento do niumero de
suas células sem ocasionar ainda aumento do seu tamanho até que o embrido
estava com aproximadamente 1024 células, quando foi possivel observar o avancgo
da blastoderme sobre a vesicula vitelinica.

Os eventos do processo de epibolia, em que o movimento das células
blastodérmicas recobriu a massa vitelinica e pela migracdo, onde as células mais
internas da blastoderme deslocaram-se dorsal e convergentemente, formando o eixo
embrionario, caracterizaram a fase de gastrula. Nessa fase, a blastoderme formou
uma pequena cupula sobre a vesicula vitelinica, clpula esta que aumentou
gradativamente a cada observacado, caracterizando, assim, o periodo da gastrula
(Fig.2—G) que foi medido em porcentagem.

Ainda na gastrula, observou-se que houve um espessamento da borda
marginal da blastoderme, formando o anel germinativo, onde iniciou-se um acumulo
de células perpendicular ao anel, que deu origem ao escudo embrionario sobre o
gual formou-se posteriormente o eixo embrionario (Fig.2—H). O tempo de ocorréncia
desse evento variou de acordo com a temperatura de incubagcdo, mas em todas elas
ocorreu na fase de gastrula (tabelal).

Com a evolucao gradativa da gastrula, as bordas da blastoderme foram se
aproximando. Quando as bordas da blastoderme se fundiram, cobrindo totalmente a
vesicula vitelinica, foi caracterizado o momento de fechamento do blastéporo (Fig.2—
.

A partir desse momento, iniciou-se o periodo de organogénese com a visivel
diferenciacdo de tecidos e oOrgdos do embrido. A diferenciacdo para todas as
temperaturas seguiu uma ordem semelhante na ocorréncia dos eventos, porém, com
modificacbes no tempo de desenvolvimento de cada estrutura em funcdo da

temperatura testada.
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A partir do desenvolvimento do eixo embrionario, uma das extremidades
iniciou a diferenciacdo na porcao anterior do corpo embrionario, mostrando-se de
forma mais proeminente, dando origem a regido cefélica do embrido (Fig.3—A).
Nesta regido, posteriormente a partir de uma evaginagao ocorrida na parede lateral,
surgiu o primordio optico (Fig.3-B e 3-C), visto inicialmente como um par de
vesiculas oOpticas rudimentares, sem coloracao e delimitacdo de estruturas. Ao longo
do desenvolvimento, foi possivel observar a diferenciagdo da retina no primoérdio
optico que surgiu de forma mais delimitada e um pouco mais escura na regiao
central, sendo denominada a partir desse momento de vesicula éptica (Fig.3—F).

Na regido mediana do embrido ocorreu a diferenciacdo de somitos
rudimentares (Fig.3—-E), 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”. A vesicula de Kupffer (Fig.3—D) surgiu na regido oposta a
cabeca e apresentou-se com o formato de uma bolha.

Na regido cefalica do embrido, foi possivel visualizar a estrutura cranial
cartilaginosa que dara origem a base do cranio que sustentard o encéfalo. Essa
estrutura localizava-se na regido sagital e com a porcdo mediana mais escura,
sendo denominada condrocranio (Fig.3—F). Ainda na regido cefalica, foi visualizada
a vesicula 6tica onde inicialmente estavam presentes um par de otélitos (Fig.3—H) e,
no final do desenvolvimento, 2 pares eram visiveis em cada vesicula.

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

Melanoforos (Fig.3—G) surgiram aleatoriamente ao longo do eixo embrionario,
passando logo depois para a vesicula vitelinica. Inicialmente, eram dendriticos,
assumindo ao longo do desenvolvimento o formato puntiforme. Sobre o eixo
embrionério, iniciou-se a circulacdo, a principio, lentamente e com heméacias
elipticas, tornando-se arredondadas e com maior fluxo ao longo do desenvolvimento.

Inicialmente, a circulacéo era incolor, mas assumiu o tom avermelhado, assim como
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surgiram ramificacfes dos vasos sanguineos, promovendo irrigacdo sanguinea
sobre a regido periférica do vitelo.

As contracbes musculares iniciaram com pouca frequéncia na repeticdo dos
espasmos, mas, foram se intensificando, em especial, proximo ao momento da
eclosdo. Nessa fase, os animais se movimentavam de forma intensa, inclusive com
movimentos rotatérios dentro do ovo. As nadadeiras peitorais (Fig.3—I), que iniciaram
seu desenvolvimento ainda na fase embrionaria, préximo a eclosdo, movimentaram-
se com batimentos rapidos e bem espacados.

Apos o desenvolvimento da pigmentacédo do cristalino e da pigmentacéo da
retina os olhos passaram a mover-se. Foi possivel identificar o delineamento da
boca, que se abriu mesmo antes da eclosdo e apresentou movimentos lentos e
espacados.

Nas ultimas observacfes antes da eclosdo das larvas, observou-se que 0s
embribes estavam muitos pigmentados e que 0 espaco perivitelinico no ovo era
muito reduzido. A saida das larvas mediante o rompimento do cérion aconteceu de
maneira muito rapida. A bexiga natatoria inflou rapidamente, conferindo as larvas
grande habilidade natatoria e agilidade. Elas apresentavam rapida movimentacao
dos opérculos, movimentacdo da boca e do trato digestério e também apresentavam
otolitos evidentes. Foi possivel observar que as larvas recém-eclodidas continham
um volume residual de vitelo e nesse residuo ainda foi possivel visualizar gotas de
lipideos. As larvas encontravam-se bastante pigmentadas, com os olhos escuros e
muitos melanéforos espalhados por todo o corpo (Fig. 4).

Os embrides que eclodiram tardiamente (temperatura de incubagéo de 23°C)
apresentavam menor quantidade aparente de vitelo, mais pigmentacédo, melanéforos
maiores e em maior concentracdo. Estes embrides eram menos ageis que os que
nasceram com menor tempo de incubacgéo.

Dentre os eventos descritos, em alguns foi possivel observar uma diferenca
muito grande para o tempo de ocorréncia entre a maior e menor temperatura. Alguns
exemplos foram o fechamento do blastéporo, que ocorreu com praticamente a
metade do tempo na temperatura de 32°C em relacdo a de 23°C e também para a
primeira eclosdo que na temperatura de 32°C ocorreu as 107,15hpf e na

temperatura de incubacao de 23°C ocorreu somente com 253,58hpf.
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O tempo de surgimento dos eventos morfofisiologicos observados durante o
desenvolvimento de embrides de M. boesemani foi correlacionado e os resultados
mais significativos podem ser observados na tabela 2.

Os ovos da incubadora de 32°C tiveram indice de eclosdo de 20,9%, os da
incubadora de 29°C tiveram 57,3%, na incubadora de 26°C a taxa de eclosé&o foi de
51,8% e na de 23°C foi de 49,1%.

Discussao

O desenvolvimento embrionario de Melanotaenia boesemani apresentou
caracteristicas semelhantes as da maioria dos teledsteos de &gua doce, sendo
evidentes as fases de segmentacao, formacao de blastula, gastrula, fechamento do
blastoporo, organogénese, liberacéo da cauda e ecloséo.

O tipo de ovo (telolécito) e de segmentacdo (meroblastica) referentes a
espécie estudada também é préprio dos peixes teledsteos, com presenca de grande
quantidade de vitelo e blastémeros no pélo animal (Leme dos Santos & Azoubel,
1996; Garcia & Fernandez, 2001).

Os ovos de M. boesemani apresentaram diametro médio pro6ximo aos de
outros melanotenideos, como os de Melanotaenia praecox que foi de 1,02 mm =+
0,01 (Radael et al., 2013), Glossolepis incisus que foi de 0,90 mm a 1,10 mm
(Ferreira, 2007), Melanotaenia splendida australis com 1,07 mm (lvantsoff 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).

Os filamentos adesivos verificados nos ovos, neste trabalho, foram descritos
também em trabalhos referentes a outros melanotenideos, demonstrando ser, a
adesividade dos ovos, uma estratégia reprodutiva caracteristica da familia (RADAEL
et al., 2013; FERREIRA, 2007).

A disposicdo e agregacdo de gotas de Oleo verificada nos ovos recém-
fecundados foi a mesma observada e descrita em M. praecox, Glossolepis incisus e
Betta splendens (Radael et al., 2013; Ferreira, 2007; Duarte et al., 2012).

As fases iniciais da clivagem n&o apresentaram grande divergéncia dos

tempos de ocorréncia nas temperaturas utilizadas. Este fato pode estar relacionado
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ao fato de que os ovos poderiam nédo estar sofrendo ainda influéncia da temperatura,
uma vez que a distribuicdo destes nas incubadoras somente ocorreu apos a
fecundacao.

Ja na fase de géstrula, a distincdo do tempo de ocorréncia dos eventos
comecou a ser evidente em funcdo das temperaturas de incubacédo. Nesta fase
ocorreu a diferenciacdo do eixo embrionario primeiramente na temperatura de 32°C
e seguiu uma ordem decrescente até surgir finalmente nos embrides da incubadora
com 23°C. Humphrey et al. (2003) citam que em Melanotaenia splendida também foi
possivel observar a diferenciacdo do eixo embrionario no periodo de gastrula,
ocorrendo, na referida espécie, proximo ao momento de gastrula 70%.

O fechamento do blastéporo € um evento importante por ser considerado o
periodo em que se pode confirmar a fecundacdo do ovdcito e caracteriza o final do
processo de epibolia. Nos embrides de M. boesemani, incubados a 32°C, o
fechamento do blastoporo ocorreu as 14,13hpf, antes das demais temperaturas teste
(tabela 1), essa fase foi descrita para M. praecox (30°C) as 13,99 hpf, para M.
nigrans e M. s. inornata este evento foi observado proximo as 18,0 hpf (Reid e
Holdway, 1995), em M. s. splendida proximo as 12,5 hpf (Humphrey et al., 2003) e
em G. incisus as 11,8 hpf (Ferreira, 2007). Em peixes endémicos do Brasil, percebe-
se um desenvolvimento embrionario mais rapido. Foi observado, por exemplo, para
embrides de Brycon orbygnianus com 6,5 hpf (Reynalte-Tataje et al., 2004) e para
Brycon insignis 5,5 hpf (Souza, 2004).

Os eventos da organogénese demonstraram a mesma tendéncia de
desenvolvimento, com a diferenciagdo ocorrendo, geralmente, primeiro na
temperatura mais elevada e posteriormente nas demais. Em estudo realizado com
Sprattus sprattus (Petereit et al., 2008), o desenvolvimento do ovo também era
dependente da temperatura, evidenciando que, com o0 aumento da temperatura, o
periodo de incubacéo desde a fecundacao até ecloséo se reduz.

As eclosbes dos embribes de M. boesemani ocorreram primeiramente
na incubadora de 32°C (maior temperatura), com aproximadamente 04 dias e com
diferenca de 146,43hpf para a primeira eclosédo da incubadora de 23°C (menor
temperatura). A temperatura de 26°C foi a que apresentou maior duracdo do tempo

de ecloséo, com intervalo de 93,68hpf entre a primeira e a Gltima ecloséo.
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O tempo de desenvolvimento embrionario apresentado € considerado
relativamente alto quando comparado com os peixes brasileiros (Nakatani et al.,
2001; Reynalte-Tataje et al., 2004), como, por exemplo, Symphysodon
aequifasciatus, que em trabalho realizado com &gua de incubacdo a
aproximadamente 28°C comecou a eclodir com 55,5 hpf (Mattos et al., 2014),
contudo, o tempo de desenvolvimento embrionario entre 6 e 7 dias € 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 eclosdo observado foi entre 7
e 9 dias (Reid & Holdway, 1995). Em M. s. splendida o tempo para eclosdo
observado esteve entre 4 e 8 dias (Humphrey et al., 2003).

Neste trabalho, a saida das larvas mediante o rompimento do cdérion
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 natatoria. As larvas recém-eclodidas
possuiam rapida movimentacdo dos opérculos, movimentacdo da boca e do trato
digestério e também apresentavam otdlitos proeminentes como observado em M.
fluviatilis (Reid e Holdway, 1995), M. s. splendida (Humphrey et al., 2003) e M.
praecox (Radael et al., 2013).

A maioria dos estadios embrionarios elencados (expressos em horas apds a
fecundacdo) apresentou mais de uma correlacdo significativa (tabela 2). Esperavam-
se correlagcbes apenas entre eventos temporalmente préximos, entretanto foi
observada correlacdo entre 64 células (desenvolvimento recente) e a diferenciacao
de cabeca e cauda, préximo ao fechamento do blastéporo. Também, foi observada
correlacdo entre 128 células (desenvolvimento recente) e o surgimento de somitos,
gue ocorre somente apos o fechamento do blastéporo, no periodo da organogénese.

Entre eventos temporalmente préximos, e mais adiantados, foi observada alta
correlacdo, como entre o fechamento do blastéporo e a diferenciacdo de cabeca e
cauda, entretanto entre a diferenciacdo do eixo embrionario e a primeira ecloséo,

gue sdo temporalmente distantes, também foi observada alta correlacdo. O que
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demonstra que a correlacdo, nesse caso, existe tanto entre 0os eventos préximos,
como para os eventos distantes no tempo de desenvolvimento e entre si.

Portanto, de modo geral, desde que os ovos sejam incubados dentro dos
limites ecologicos para a espécie, temperaturas elevadas aceleram 0s processos
bioldgicos, resultando em um periodo de incubacdo menor que os observados em
temperaturas mais baixas (Lasker, 1964). Porém, € importante que a temperatura
adotada, além de acelerar o processo de incubacgéo, permita o nascimento de larvas
vidveis e com bom indice de ecloséo.

Para M. boesemani, a temperatura de incubacéao de 29°C, apesar de nao ter
sido a que apresentou menor tempo de incubacdo, foi a temperatura que
demonstrou melhor porcentagem de eclosdo com maior viabilidade visual das larvas,
sendo, desta forma, a temperatura sugerida para a incubacdo de embrides da

referida espécie.
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TABELA 1 — Cronologia dos eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia boesemani em horas
pos-fecundagéo, incubados a 23°C, 26°C, 29°C ou 32°C.

Horas p6s-fecundacgao

EVENTO/ESTAGIO 23°C 26°C 29°C 32°C
4 células 0,83 1,33 1,50 0,83
64 células 5,63 4,50 3,22 2,83
128 células 6,13 5,50 4,22 3,83
246 células 7,83 6,43 5,53 4,63
Géastrula 40% 19,83 13,81 11,62 9,63
Géastrula 50% 21,33 14,81 12,40 10,23
Géastrula 60% 23,83 15,98 13,45 11,63
Diferenciagédo do eixo embrionario 24,83 15,31 13,45 12,63
Fechamento do blastéporo 28,13 19,31 15,45 14,13
Diferenciacdo de cabeca e cauda 29,17 20,81 15,95 14,63
Primérdio 6ptico 32,83 21,81 17,12 14,63
Vesicula 6ptica 33,83 22,81 18,12 16,63
Vesicula de kupffer 34,83 21,81 17,45 15,13
Surgimento de somitos 36,83 29,51 21,45 18,63
Condrocréanio 38,83 31,31 25,67 21,63
Melanoforos 40,83 34,31 27,88 23,92
Vesicula 6tica 50,83 30,58 24,45 23,92
Otélitos 56,83 33,31 30,68 25,05
Batimentos cardiacos 62,83 36,31 29,12 25,05
Circulagédo 66,83 42,31 34,67 28,88
Nadadeiras 128,83 70,31 54,47 55,13
Liberacdo da cauda 14483 72,41 56,47 48,63
Movimentacao das nadadeiras 206,83 114,31 88,47 77,93
Movimentacéo dos olhos 240,83 130,31 84,40 77,93
Abertura da boca 250,83 136,31 114,47 103,65
Primeira eclosdo 253,58 157,88 123,97 107,15

Ultima eclos&o 342,30 25156 167,32 117,65




TABELA 2 — Correlacdo entre 0s eventos ontogenéticos no desenvolvimento embrionario de

Melanotaenia boesemani.

EVENTOS CORRELACIONADOS CORRELACOES SIGNIFICANCIA

64 células Diferenciacao do eixo embrionario 92,37% 3,81
64 células Fechamento do blastéporo 97,20% 1,40
64 células Diferenciacdo de cabeca e cauda 98,44% 0,78
64 células Surgimento dos somitos 99,99% 0,00
64 células Condrocranio 99,32% 0,00
64 células Melanéforos 99,53% 0,00
64 células Circulagao 96,26% 1,87
64 células Primeira eclosao 96,41% 1,79
64 células Circulacao 96,26% 1,87
128 células Surgimento de somitos 99,17% 0,00
128 células Melanéforos 98,90% 0,55
256 células Géastrula 40% 98,52% 0,74
256 células Gastrula 50% 98,57% 0,71
256 células Primérdio 6ptico 97,89% 1,06
256 células Vesicula éptica 96,75% 1,63
256 células Condrocranio 99,87% 0,00
256 células Surgimento de somitos 98,86% 0,57
256 células Melanéforos 99,61% 0,00
256 células Circulacao 97,24% 1,38
256 células Primeira eclosédo 96,81% 1,60
Gastrula 50% Fechamento do blastéporo 99,50% 0,00
Gastrula 50% Primérdio dptico 99,83% 0,00
Gastrula 50% Vesicula éptica 99,41% 0,00
Gastrula 50% Vesicula de kupffer 99,56% 0,00
Géstrula 50% Otolito 98,59% 0,71
Géstrula 50% Batimento cardiaco 99,17% 0,00
Géastrula 50% Circulacéo 99,78% 0,00
Géastrula 50% Liberacdo da cauda 98,39% 0,80
Gastrula 50% Primeira eclosao 99,58% 0,00
Diferenciacéo do eixo Vesicula de kupffer 99,28% 0,00
embrionario

Diferenciacéo do eixo Otolitos 99,44% 0,00
embrionario

Diferenciacdo do eixo Abertura de boca 100% 0,00
embrionario

Diferenciacdo do eixo Primeira eclosao 99,18% 0,00
embrionario

Diferenciacao do eixo Movimentacao de nadadeiras 99,80% 0,00
embrionario

Fechamento do blastéporo  Diferenciagcdo de cabeca e cauda 99,81% 0,00
Fechamento do blastéporo  Vesicula 6ptica 99,99% 0,00
Fechamento do blastéporo  Vesicula de kupffer 99,88% 0,00
Fechamento do blastéporo  Vesicula otica 99,22% 0,00
Fechamento do blastéporo  Circulacédo 99,76% 0,00
Fechamento do blastéporo Liberagdo da cauda 99,15% 0,00
Fechamento do blastéporo  Movimentagdo das nadadeiras 99,57% 0,00
Fechamento do blastéporo  Movimentacgédo dos olhos 99,82% 0,00
Fechamento do blastéporo  Primeira eclosao 99,92% 0,00
Vesicula de kupffer Primeira eclosé@o 100% 0,00
Movimentacao das Primeira eclosao 99,78% 0,00
nadadeiras

Movimentacéo dos olhos Primeira eclosao 99,75% 0,00
Abertura de boca Primeira eclosao 99,20% 0,00
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Figura 1 — Cronologia dos eventos e estagios embrionarios de Melanotaenia boesemani em horas

pos-fecundagéo, incubados a 23°C, 26°C, 29°C ou 32°C.
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Figura 2 — Etapas do periodo de clivagem de M. boesemani. A a F — Periodo de clivagem de M.

boesemani. 2 — A uma célula, 2 — B duas células, 2 — C quatro células, 2 — D oito células, 2 — E
dezesseis células, 2 — F duzentos e quarenta e seis células. 2 — G géastrula 50%, 2 — H diferenciacéo

do eixo embrionério, 2 — | fechamento do blastéporo. Aumento 100x.
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Figura 3 — Etapas do periodo de organogénese em M. boesemani. As setas indicam as estruturas
descritas. 3 — A diferenciacdo de cabeca e cauda com seta indicando regido da cabeca. 3 - B e C
primérdio éptico, vista lateral e superior, respectivamente. 3 — D vesicula de Kupffer. 3 — E somitos. 3
— F condrocranio e inicio da formacéo da retina (vesicula optica). 3 — G melandéforos. 3 — H otdlitos na

vesicula 6tica. 3 — | nadadeiras. Aumento 100x.
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Figura 4 — Larvas recém-eclodidas de M. boesemani. Aumento 40x.

78



79

7. CONCLUSAO GERAL E SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A Melanotaenia boesemani é uma espécie que em condi¢cdes adequadas
como agua em temperatura ideal, alimentacdo de qualidade e substratos para
ovoposigdo, pode desovar durante todo o ano. As fémeas desovam quase que
diariamente, fazendo pequenos intervalos de um ou dois dias e retornando a
desovar novamente.

Possuem ovario Unico e as observacbes das laminas histologicas
confirmaram a possibilidade de desova intermitente, dado que nas lamelas existem
ovocitos em varios estadios de desenvolvimento. Os tipos ovocitarios encontrados
sdo 0s mesmos descritos para outros teledsteos. Foi notado também que a maioria
dos ovarios observados tinha caracteristicas de maturacdo avancada, mas
apresentava, além disso, aspecto de desova recente como a presenca de foliculos
vazios, 0 que pode estar relacionado com o tipo de desova da espécie. Devido a
este fator, foi criado uma escala de maturidade gonadal e os animais foram
classificados como F3R (maduro/em reproducéo).

Outro fator peculiar visualizado foi a presenca de filamentos proteicos de
adesividade, presentes a partir dos ovacitos Il e presentes nos ovos desovados.

Quanto a embriologia da espécie, nota-se um lento desenvolvimento,
resultando em longo periodo de incubacdo, uma caracteristica da familia, mas que
pode ser um entrave em cultivos com agua em baixa temperatura (menor que 24°C),

pois a maioria dos ovos torna-se inviavel durante a incubacéo, portanto, aguas com
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temperatura entre 25°C e 30°C sdo mais adequadas. A temperatura de incubacéao,
portanto, influencia diretamente no desenvolvimento e na ecloséo.

No desenvolvimento embrionério foi possivel notar que embribes apresentam
distintas taxas de ecloséo quando estdo sendo utilizados no experimento e quando
nao ha manipulacdo. Provavelmente, o aguecimento no microscopio e a passagem
do ovo pela pipeta podem, em alguns casos, danificar o cérion ou influenciar em
fatores do desenvolvimento e, por isso, essa diferencga ocorre.

Diante disso, sugere-se que, em trabalhos desse tipo, os ovos utilizados
sejam retirados do experimento apos observacdo. Porém, quando se trabalha com
reproducdo natural e consequente com menor nimero de ovos, iISSO nem sempre é
possivel e, para tal, recomenda-se a utilizacdo de rodizio dos ovos, tal qual foi
realizado no experimento descrito no artigo Il, pois, dessa forma, € possivel diminuir
a quantidade de vezes que um mesmo ovo é observado e minimizam-se os efeitos

provocados pela manipulacéo.



