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ABSTRACT

The main of this research project was analyze the embryos development from the
inter-specific  crossing between the neotropical teleostei species, pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) e jandia (Leiarius marmoratus). The samples were
realized in the National Research and Conservation Nucleus of Continental Fishes —
CEPTA/ICMBIO, Pirassununga — SP in the Buriti Fish Farming, Nova Mutum — MT. The
reproduction was made through the hormonal induction, using gross extract of pituitary
from carpa. The eggs were incubated in vertical incubators and collected since the
fertilization time until the larval hatching. The eggs of the parents P. corruscans e L.
marmoratus and their hybrids, are spherical, demersal, distinct chorion and small
perivitelline space after the hydration without observation of the presence of drop oil in
the vitelline vesicle during all embryonic development. The mean of the perivitelline
space of the L. marmoratus was 215,9um, in the P. corruscans was 352,5um, in the
hybrid | was 589,6um and 247,2um in the hybrid Il. The mean diameter of the egg in L.
marmoratus was  589,6um, in P. corruscans was 867,3um, in the hibrido | was
765,3um and 581um in the hybrid Il. The incubation period of P. corruscans and the
hibrido | was 13 hours , in the mean temperature of 28,7°C. However in L. marmoratus
and Hybrid Il was 14 hours for the parental and 12 hours for the hybrid in the mean
temperature of 28,3°C. It was established the following embryonic stages: zygote,
cleavage, gastrula, organogenesis and hatching and this divided in phases. The
cleavage stage was divided in the phases 2, 4, 8, 16, 32, 64 cells and in the morula
phase. The gastrula stage showed the phases 25%, 50%, 75%, 90% and 100% of
morphogenetic movements of epiboly and the organogenesis stage was divided in the
neurula, segmentation and larval phases. The cleavage is meroblastic or incomplete,
following the pattern 2x1x1; 2x2x1; 2x4x1; 4x4x1; 4x8x1; 4x8x2. The morula phase and
the establishment of the blastoderm finish the cleavage stage. The gastrula stage was
characterized by the start of the morphogenetics movements of epiboly, involution and
convergence that will produce the first embryonic follicles and axis, finishing with the
close of the yolk plug. The organogenesis stage was characterized by the formation of
the somites, of the notochord, neural tube and the initial intestinal delimitation, with the
growth and elongation of the embryo, principally in the head-tail axis. The larval phase
of the organosenesis stage was characterized by the free tail, by the absent of the
Kupffer vesicle, notochordal extension until the tail, well defined posterior intestine and
start of the spasmodic movements realized by the embryo. In this phase, was found in
the parents and hybrids the presence of one non identified strucuture made by three
pairs of massive elevations localized under the optical vesicle, being two localized
before and one posterior to the optical vesicle. With the scan electron microscopy, was
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visualized the presence of embryonic veins and olfactory plates. The hatching stage was
characterized by the total disruption of the chorion and the larval free natation.

Key-word: embryo; hybrids ; jandia; morphology; fish; pintado.
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RESUMO

Este projeto de pesquisa teve como objetivo analisar o desenvolvimento de
embrides provenientes dos cruzamentos interespecificos entre as espécies de
teledsteos neotropicais, pintado (Pseudoplatystoma corruscans) e jandia (Leiarius
marmoratus). As coletas foram realizadas no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacdo de Peixes Continentais - CEPTA/ICMBIO, Pirassununga — SP e na
Piscicultura Muriti, Nova Mutum — MT. A reproducdo foi feita através de indugéo
hormonal, utilizando extrato bruto de hipéfises de carpa. Os ovos foram incubados em
incubadoras verticais e coletados desde o0 momento da fertilizacdo até a eclosdo das
larvas. Os ovos dos parentais P. corruscans e L marmoratus e seus hibridos, sédo
esféricos, demersais, corion nitido e espaco perivitelinico pequeno apés a hidratacao,
ndo sendo observada a presencga de gota de 6leo na vesicula vitelinica durante todo o
desenvolvimento embrionario. A média do espaco perivitelinico do L. marmoratus foi de
215,9um, do P. corruscans foi de 352,5um, do hibrido | foi de 561um e do hibrido Il foi
de 247,2um. O diametro médio do ovo do L. marmoratus foi de 589,6um, do P.
corruscans foi de 867,3um, do hibrido | foi de 765,3um e do hibrido Il foi de 581um. O
periodo de incubagdo do P. corruscans e do hibrido | foi de 13 horas, a temperatura
média de 28,7°C respectivamente. J& para o L. marmoratus e do hibrido Il foi de 14
horas para o parental e 12 horas para o hibrido, a uma temperatura média de 28,3°C.
Sendo estabelecidos os seguintes estdgios embrionarios: zigoto, clivagem, gastrula,
organogénese e eclosao e estes divididos em fases. O estagio de clivagem foi dividido
nas fases de 2, 4, 8, 16, 32, 64 células e na fase de moérula. O estagio de gastrula
apresentou as fases de 25%, 50%, 75%, 90% e 100% do movimento morfogenético de
epibolia e o estdgio de organogénese foi dividido nas fases de néurula, de
segmentacao e larval. O tipo de clivagem é meroblastica ou incompleta, seguindo o
seguinte padrao: 2x1x1; 2x2x1; 2x4x1; 4x4x1; 4x8x1; 4x8x2. Sendo, a fase de mérula e
o estabelecimento da blastoderme finalizam o estagio de Clivagem. O estagio de
gastrula caracterizou-se pelo inicio dos movimentos morfogenéticos de epibolia,
involugdo e de convergéncia, que irdo produzir os primeiros folhetos e eixos
embrionarios, finalizando com o fechamento do tampao vitelino. O estagio de
organogénese foi caracterizado pela formagédo dos somitos, da notocorda, tubo neural e
a delimitacdo intestinal inicial, com crescimento e alongamento do embrido,
principalmente no eixo céfalo-caudal. A fase larval do estdgio de organogénese
caracterizou-se pelo despregamento da cauda, pela auséncia da vesicula de Kupffer,
extensdo notocorda até a cauda, intestino posterior bem definido e inicio dos
movimentos espasmddicos feitos pelos embrides. Nesta fase, constatou nos parentais e
nos hibridos a presenca de uma estrutura nao identificada formada por trés pares de
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elevagbes macigas localizadas abaixo da vesicula 6tica, sendo que duas encontram se
anterior a vesicula ética e uma posterior a ela. Com a utilizagdo da microscopia
eletrGnica de varredura, visualizou a presenca de veias embrionarias e placas olfatorias.
O estagio de ecloséo foi caracterizado pelo rompimento total do cérion e a livre natacao
das larvas

Palavras-Chave: embrido; hibridos; jandia; morfologia; peixe; pintado.
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INTRODUCAO

A aquicultura constitui atualmente uma atividade em expansdao do segmento
agricola mundial, com um aumento anual de menos de um milh&o de toneladas no
inicio dos anos 50 para 51,7 milhdes de toneladas em 2006 (FAO, 2008). O aumento da
demanda por peixes como resultado do acelerado crescimento mundial, aumento da
disponibilidade de renda e preferéncia por pescado sobre outras fontes protéicas de
origem animal seja por razdes pessoais, culturais ou de saude aceleram o crescimento
do setor WEBSTER & LIM, 2002).

Essa atividade vem apresentando um bom desenvolvimento, sendo que em 1999
houve expansdo ao redor de 9%, e nos Ultimos anos esse numero vem crescendo
principalmente em consequéncia dos mercados de pesque-pague e do pescado
processado (ROUBACH et al., 2003).

O Brasil possui grande potencial hidrico, climatico e a mais rica fauna de peixes
de agua doce do mundo destacando-se como um dos paises de maior potencial para a
expansao da aquicultura. Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura (2010), a
producdo brasileira de pescado aumentou 25% nos ultimos oito anos passando de
990.899 toneladas anuais para 1.240.813 no ano de 2009. Somente nos ultimos dois
anos, houve um crescimento de 15,7%, conforme os dados estatisticos de 2008 e 2009,
sendo que a aquicultura apresentou uma elevacao 43,8%, passando de 289.050
toneladas/ano para 415.649 toneladas/ano (MPA, 2010). Contudo, a piscicultura ainda
apresenta resultados modestos de desenvolvimento, devido aos processos de
producédo adotados e a falta de informacdes sobre as espécies nativas com potencial

zootécnico e deficiéncia de dados cientificos acerca de sua biologia, especialmente a

1
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reprodutiva (GODINHO, 2007). Mesmo com o aprimoramento das técnicas de
reproducdo, alimentagcdo e manejo na piscicultura, muitos problemas precisam ainda
ser resolvidos, principalmente com relagdo as fases iniciais do cultivo de espécies

nativas, que acarreta altas taxas de mortalidade até a fase de alevino (MACIEL, 2006).

1.1 Hibridacao interespecifica em peixes

A hibridagéao pode ser conceituada como o cruzamento de grupos ou individuos
geneticamente diferenciados, e pode envolver tanto cruzamentos entre linhagens
dentro de uma mesma espécie quanto entre individuos de espécies diferentes
(BARTLEY et al., 2001).

Em peixes a hibridagcdo tem sido estudada desde o final do século XIX e, ao
contrario dos demais vertebrados, a ocorréncia de hibridos naturais e artificiais é um
fendbmeno bastante comum (CALCAGNOTTO, 1999). Admite-se que tal processo nos
peixes seja mais comum que em mamiferos, aves e répteis devendo-se isto a um
conjunto de fatores que, em maior ou menor grau, facilitam os mecanismos de
isolamento reprodutivo, tais como: abundancia desigual das espécies parentais,
competicdo por locais de desova limitadas e falhas nos mecanismos etologicos de
isolamento (CAMPTON, 1988 citado por CALCAGNOTTO, 1999).

Grande parte dos hibridos naturais de peixes sdo encontrados em aguas
continentais, onde a frequéncia de hibridacdo e especiagcao é notavelmente maior que a
encontrada em espécies marinhas, em que os hibridos sdo geralmente raros (HUBBS,
1955 citado por PORTO-FORESTI et al., 2010). Porém a grande maioria dos hibridos
encontrados atualmente sdo aqueles produzidos artificialmente, e entre os principais

objetivos da hibridacao artificial esta a producédo de animais com melhor desempenho
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que suas espécies parentais, como 0 aumento da taxa de crescimento, maior qualidade
da carne, resisténcia a doencas e capacidade de tolerar variagbes ambientais, além do
aperfeicoamento de diversas outras caracteristicas a fim produzir peixes mais
proveitosos para o cultivo, o que também pode ser chamado de vigor hibrido (TOLEDO-
FILHO et al., 1994 e 1998).

A técnica de hibridacdo pode ser realizada e classificada em trés tipos: a
hibridizacao intraespecifica, isto é, entre individuos da mesma espécie, mas de
variedades diferentes, comum na piscicultura ornamental para a obtengdo de
variedades com novas cores, formatos de cauda como no caso de kinguios, platys e
ciclideos; a hibridizacao interespecifica, entre espécies diferentes, mas do mesmo
género, como é o caso do cruzamento entre o surubim cachara Pseudoplatystoma
reticulatum e o surubim pintado Pseudoplatystoma corruscans; e a hibridizacao
intergenérica, entre espécies de géneros diferentes, como entre surubins do género
Pseudoplatystoma e o jundia amazbnico Leiarius marmoratus e entre 0s peixes
redondos como o tambaqui Colossoma macropomum € 0 pacu Piaractus
mesopotamicus (FERNANDES, 2010). Os resultados da hibridagdo sdo mais evidentes
quanto mais diferentes forem os grupos genéticos utilizados (LOPEZ-FANJUL & TORO,
1990).

A hibridacao interespecifica é considerada por diversos autores um método de
melhoramento genético de dificil compreensédo, uma vez que os produtos obtidos do
acasalamento de diferentes espécies podem originar diversos produtos genéticos tais
como Ginogenéticos e Androgenéticos Haploides ou Dipldides, Hibridos Diploides

simples, Tripléides ou até individuos Tetrapl6ides (TOLEDO-FILHO et al., 1998).
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O uso da hibridacdo permite agregar, de forma rapida, num mesmo grupo
genético, caracteristicas desejaveis de espécies ou linhagens diferentes; com apenas
uma geragao de acasalamentos é possivel obter individuos adaptados a determinadas
situacbes de cultivo e que tenham producédo superior aos progenitores. Contudo, a
manutencao desta superioridade, € dependente da continuidade dos acasalamentos de
individuos geneticamente distintos e que apresentem superioridade para as
caracteristicas de interesse (RESENDE et al., 2010).

A aplicagdo da hibridacao interespecifica é utilizada no sistema de manejo nas
grandes pisciculturas que visa produzir animais que possuam obter melhor
desempenho que as espécies parentais (vigor hibrido), como o aumento da taxa de
crescimento, melhor qualidade da carne, resisténcia a doencas e capacidade de tolerar
variagdes ambientais, além do aperfeicoamento de diversas outras caracteristicas a fim
produzir peixes mais proveitosos para o cultivo (QUAGGIO et al., 2009).

O objetivo, ao realizar a hibridacdo, € explorar o vigor do hibrido ou heterose
(RESENDE et al., 2010). O termo heterose ou vigor hibrido € utilizado para caracterizar
a superioridade média dos filhos em relagao a média dos pais, independentes da causa
(PEREIRA, 2004 citado por REIS-NETO, 2007). Ele se aplica, ainda, ao fenbmeno no
qual a descendéncia de acasalamentos entre linhagens consangiineas, ou entre
populagdes de ragas puras, apresenta desempenhos superiores a média das duas
populagdes, excedendo a melhor destas.

O uso da hibridacao artificial em peixes foi iniciado cerca de 30 anos no Brasil
pelo Departamento de Obras Publicas Contra a Seca (DNOCS) e envolveu Diferentes
espécies de tilapias (TOLEDO-FILHO et al., 1998). Em 1985 o Centro de Pesquisa de

Peixes Continentais (CEPTA, Pirassununga, SP) produziu o “tambacu”, hibrido

4



Oliveira-Almeida, I. R. Dissertacdao de Mestrado

interespecifico entre a fémea de tambaqui (Colossoma macropornum) e macho de pacu
(Piaractus mesopotamicus) (BERNARDINO et al., 1986 citado por PRADO, 2010). Hoje
em dia, envolve um grande numero de cruzamentos interespecificos entre espécies de
peixes Neotropicais (PORTO-FORESTI et al., 2010).

Dentro da piscicultura, o cultivo de hibridos tem recebido especial atencao, como
o objetivo de aproveitar as caracteristicas favoraveis das espécies parentais, bem como
melhorar o seu desempenho para a exploracdo em cativeiro. Ou seja, a hibridagao
como técnica praticada em exploragdes aquicolas pretende melhorar o nivel de
producdo, de maneira que o sistema se torne mais competitivo e o produto final tenha
maior aceitacao por parte dos consumidores (BOTERO et al., 2004).

Martino (2002) citado por Botero (2004) reporta que na Venezuela ja ha casos da
hibridacdo artificial de espécies de bagres como Leiarius marmoratus X
Pseudoplatystoma reticulatum. Kossowski (2001) comenta sobre o bom desempenho
no crescimento e na engorda dos hibridos intragenéricos Calophysus macropterus x
Leiarius marmoratus, Calophysus macropterus x Pimelodus blochii, Calophysus
macropterus x Pseudoplatystoma reticulatum, e Pseudoplatystoma reticulatum X
Pimelodus blochii.

No Brasil existem diversos exemplos de hibridos na piscicultura, tais como:
tambatinga (pirapitinga - Piaractus brachypomus X tambaqui - Colossoma
macropomum), piaupara (piaucu - Leporinus macrocephalus X piapara Leporinus
enlongatus), cachapira (cachara — Pseudoplatystoma reticulatum X pirarara -
Phractocephalus hemeliopterus), cachapinta (cachara — Pseudoplatystoma reticulatum

X pintado — Pseudoplatystoma corruscans) e outros (PORTO-FORESTI et al., 2008).
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Lopez-Fanjul e Toro (1990) relatam que os resultados da hibridacdo sdo mais
evidentes quanto mais diferentes forem os grupos genéticos utilizados. Segundo
Resende et al. (2010), nas situagcdes em que os hibridos sao inférteis, obrigatoriamente
0s cruzamentos serdo terminais com maxima exploracdo da heterose. Porém, nas
situacbes em que os hibridos geram descendentes, a manutencdo da heterose
dependera da escolha das espécies que serdo acasaladas com a Fq. A utilizacdo de
uma das espécies parentais causara reducao do vigor do hibrido e possivel diminuicéo
da vantagem do cruzado. A utilizacdo de uma terceira espécie demandara maior
organizacao do sistema de producdo, pois serdo necessarias estruturas de producao
para animais da mesma espécie, para os hibridos de primeira gerac¢ao e os hibridos de
segunda geracao, em que cada grupo genético possui exigéncias especificas quanto ao
manejo reprodutivo, de alimentacao e aspectos sanitarios.

Atualmente os piscicultores ja estdo praticando o cruzamento entre hibridos Fi e
hibridos F1 com uma terceira espécie. Exemplo disto € o cruzamento do Cachapinta
(Pseudoplatystoma reticulatum com Pseudoplatystoma corruscans) com o Leiarius
marmoratus, estudos mostraram que seus juvenis sdo vidveis (PONZETTO et al.,
2010).

Ha, portanto, necessidade de mais estudos sobre a biologia reprodutiva dos
peixes hibridos, bem como do impacto ambiental que podem vir a causar antes da
exploracao em larga escala destes animais (FAUSTINO et al., 2007).

Os expressivos resultados obtidos com o uso de técnicas de hibridacdo em
peixes interespecificos devem ser cuidadosamente interpretada em face dos riscos
biolégicos que os hibridos representam para o ambiente (PORTO-FORESTI et al.,

2010) e desta maneira, estudos na compreensdao da dinamica da hibridagao
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interespecifica em peixes, fornecendo subsidios, conhecimento basico que envolvam a
técnica da hibridacdo, podendo contribuir em programas destinados a conservacao

bioldgica.

1.2 Vantagens e riscos ocasionados pela hibridacao interespecifica

Fernandes (2010) reporta varias justificativas para se produzir um hibrido na
piscicultura, como a reducdo do tempo de engorda (ganho de peso mais rapido),
obtencdo de populacbes monossexo sem a utilizagdo de horménios, obtencdo de
individuos mais déceis e aptos ao manuseio comum na piscicultura, o aumentar da
resisténcia a patdogenos e a certas condicdes ambientais, como salinidade,
temperaturas altas ou baixas, baixos teores de oxigénio dissolvido, entre outras.

A produgcdo do hibrido proveniente do cruzamento entre Pseudoplatystoma
reticulatum com Pseudoplatystoma corruscans, deve se ao fato dos alevinos serem
mais dbceis, aprenderem a se alimentar mais facilmente e possivelmente apresentarem
taxa de crescimento mais elevada (CREPALDI et al., 2003 citado por CARVALHO et al.,
2007).

Crepaldi et al. (2004) comparou o desempenho do pintado (Pseudoplatystoma
corruscans) com o hibrido (Pseudoplatystoma corruscans X Pseudoplatystoma
reticulatum), e concluiram que a hibridizagdo promoveu ganho de peso superior.

A hibridacao interespecifica é considerada uma das classicas metodologias de
manipulagdo genética mais aplicada nas pisciculturas, visando principalmente o
aumento da produtividade e obtencao de linhagens estéreis (PORTO-FORESTI et al.,

2010).
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O impacto genético nos estoques selvagens varia de intensidade conforme os
produtos hibridos sejam estéreis, parcial ou totalmente férteis, ou ainda, caso sejam
provenientes dos parentais nativos ou exéticos (FERGUSON & THORPE, 1991 citado
por TOLEDO-FILHO et al., 1994). Segundo Resende et al. (2010) a ocorréncia de
hibridos férteis pode causar problemas ambientais caso estes animais sejam liberados
de forma acidental na natureza. Os peixes hibridos podem se constituir em sérios riscos
biolégicos ao meio ambiente e as populagdes naturais, de forma a “contaminar
geneticamente” os estoques e competir de diversas maneiras com as linhagens
parentais (PORTO-FORESTI et al., 2010).

Carvalho et al. (2008) relataram a ocorréncia de hibridos em rios do Brasil e da
venda de animais hibridos como reprodutores “puros”, indicando que cuidados devem
ser tomados na utilizacdo destes animais, pois podem conduzir a resultados positivos
na piscicultura brasileira, incrementando o desempenho, porém podem causar grandes
impactos nos estoques naturais, reduzindo a biodiversidade existente (RESENDE et al.,
2010).

O impacto genético mais sério pode ocorrer quando hibridos artificiais totalmente
férteis sdo introduzidos em ambientes naturais onde ja existam os parentais selvagens
(TOLEDO-FILHO et al., 1994).

Uma das principais causas de perda de espécies de peixes nos EUA, chegando
a ter um impacto de quase 40%, é a liberacdo em ambientes naturais de hibridos de
diferentes espécies (PRIMACK & RODRIGUES, 2001 citado por MARQUES &
JEFFMAN, 2003). Salmdes criados em tanques-rede e que escaparam para a natureza,

cruzaram com salmdes de vida livre (cruzamento intraespecifico), provocando uma
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diminuicao da variabilidade genética destes ultimos (MALZONO & MIYASHITA, 2003
citado por MARQUES & JEFFMAN, 2003).

Orsi & Agostinho (1999) fizeram um levantamento na bacia do rio Paranapanema
e encontraram o hibrido tambacu, cruzamento do pacu (Piractus mesopotamiais) com
Tambaqui (Colossoma macropomum). Os "pesque-pague”, recentes estabelecimentos
comerciais de lazer que exploram a pesca esportiva de diferentes espécies de peixes,
representam riscos adicionais, principalmente devido ao despreparo dos proprietarios
em relacdo a aspectos da conservagdo ambiental e ao fato que os escapes sao
praticamente inevitaveis (FERNANDES et al., 2003).

Toledo-Filho et al. (1994) relata que é dificil prever, a longo prazo, os resultados
do impacto dos hibridos sobre a integridade genética das populacdes parentais

selvagens ja existentes num ambiente natural.

1.3 Consideracoes sobre as espécies parentais e seus hibridos

A ordem Siluriforme constitui um grupo de peixes que se divide em 34 familias,
compostas por 412 géneros e 2.405 espécies, das quais 1.300 habitam a regido
neotropical e o restante esta distribuido nas regies tropicais da Africa e Asia
(NELSON, 2006).

A familia Pimelodidae € um agrupamento heterogéneo dos Siluriformes
neotropicais e compreende um dos grupos mais diversificados de peixes, composta por
aproximadamente 300 espécies distribuidas em cerca de 30 géneros conhecidos
(PINNA, 1998). A sistematica deste grupo ainda é confusa, embora recentemente varias
revisoes estejam sendo realizadas, para uma melhor compreenséo das relagcdes entre

as espécies. Recentemente, a subfamilia Rhamdiinae foi elevada a categoria de familia
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por Reis et al. (2003), que a trataram como familia Heptaridae. Também a subfamilia
Pseudomipelodinae foi elevada a categoria de familia, com bases em caracteres
morfologicos (PINNA, 1998).

Poucas informagdes existem sobre a alimentacao e desenvolvimento inicial desta
familia, destacando-se os trabalhos realizados em laboratério por Behr (1997) e Furuya
(2001) com pintado (Pseudoplatystoma corruscans), Kossowski (1991) com cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum), Zaniboni Filho e Barbosa (1992) com jau (Paulicea
luetkeni), Luz et al. (2001) e Luz e Zaniboni Filho (2002) com mandi-amarelo
(Pimelodus maculatus), e em ambiente natural o trabalho de Rossi (2001) com jurupecé
(Sorubim lima).

Dentro desta familia, destacam-se espécies pertencentes aos géneros
Brachyplatystoma (piraibas e douradas), Pseudoplatystoma (pintados e surubins) e
Zungaro (jau) (BRITSKI, 1972). Espécies do género Pseudoplatystoma compreendem
0s maiores peixes desta familia e pode ser encontrado nas principais bacias
hidrograficas da América do Sul: Amazoénica, do Prata e do Sao Francisco
(WELCOMME, 1985; PETRERE, 1995; NAKATANI et al., 2001; MARQUES et al.,
2008).

Nos ultimos anos, somente trés espécies eram reconhecidas neste género:
Pseudoplatystoma corruscans, popularmente conhecida como pintado ou sorubim,
restrita as bacias do Prata e Sao Francisco; Pseudoplatystoma reticulatum,
popularmente conhecida como cachara, amplamente distribuida pelas bacias do Prata,
Amazbnica, Orinoco, rio Magdalena, e rios das Guianas e Pseudoplatystoma tigrinum,
também chamada de caparari ou pirambucu, nas bacias do Orinoco e Amazodnica

(LUNDBERG & LITTMANN, 2003).
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Contudo, estudos realizados por Buitrago-Suarez e Burr (2007), utilizando
analises morfoldgicas, sugerem uma maior diversidade neste género, com 8 espécies
reconhecidas. Segundo estes autores Pseudoplatystoma tigrinum passa a ser
denominada Pseudoplatystoma metaense nas bacias do Orinoco e Pseudoplatystoma
tigrinum na bacia Amazbnica. A especie anteriormente identificada como
Pseudoplatystoma reticulatum corresponde a 5 espécies distintas: Pseudoplatystoma
reticulatum na regidao das Guianas, Pseudoplatystoma punctifer na bacia Amazénica,
Pseudoplatystoma orinocoense na bacia do Orinoco, Pseudoplatystoma magdaleniatum
no rio Magdalena (Colémbia) e Pseudoplatystoma reticulatum nas bacias do Prata e
Amazébnica. Ja Pseudoplatystoma corruscans continua com a mesma classificacéo,
distribuida nas bacias do Prata e Sao Francisco.

A espécie Pseudoplatystoma corruscans é considerada de grande porte que
apresenta manchas escuras arredondadas pelo corpo (FAUSTINO et al., 2007). Exibe
desova total, fertilizacdo externa e sem cuidado parental (VAZZOLER, 1996). Essa
espécie apresenta também um grande potencial para a pesca esportiva e interesse
como peixe ornamental, no caso de alevinos (VAZ et al., 2000). O periodo reprodutivo
se estende de novembro a fevereiro (NAKATANI et al., 2001).

Essa espécie ocupa um habitat crescentemente alterado pelas agdes antrépicas,
tais como as construcdes de barragens, constantes hidrelétricas em operacao, entre
outros fatores ambientais, tem transformado os grandes rios em lagos artificiais,
interferindo no comportamento migratério das espécies, causando prejuizos a
reproducdo da espécie, levando-a a ameaga de extincao (MANGETTI, 2006). Segundo

Mello et al. (2009) a preservagao dos habitats naturais e matas ciliares, a proibicao da
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pesca predatéria e a reducdo na construcdo de novas barragens, sdo medidas
importantes para conservacao da espécie.

Atualmente Pseudoplatystoma corruscans pode ser considerado, juntamente
com outras espécies nacionais como o pirarucu (Arapaima gigas), o dourado (Salmonis
maxillosus), os tucunarés (Cichla sp.) e a pirarara (Phractocephalus hemiliopterus),
todas espécies de habito alimentar carnivoro/piscivoro com potencial para criacao, seja,
para alimentagcdo, para pesca esportiva ou mesmo como peixe ornamental para o
mercado nacional e para exportagdo (TOLEDO, 1991; CURY, 1992; RABELLO, 1992;
KUBITZA, 1995; BEELEN et al., 1998 citado por LUNDSTEDT, 2003).

Outra espécie utilizada no presente trabalho € Leiarius marmoratus que se
distribui nas bacias hidrograficas da América do Sul do Amazonas, Essequibo e do
Orinoco. Pode atingir cerca de 50 cm de comprimento e caracteriza-se por possuir um
maior numero de raios ramificados na nadadeira dorsal (nove ou dez). Além disso, o
padrdo de colorido do corpo e das nadadeiras é peculiar, consistindo as manchas
escuras sobre um fundo marrom — amarelado (CAUPER, 2006). Segundo, Ramirez-Gil
e Ajiaco-Martinez (1997) seu peso € de aproximadamente 12 kg e é encontrado em
ambientes fundos de agua doce, com um pH variando de 5,8 a 7,2 e uma temperatura
média de 24 a 26 ¢ C. Em ambientes naturais apresenta habito alimentar piscivoro
(LAYMAN et al., 2005).

A partir de 1986, houve a pratica da sua reproducédo induzida (KOSSOWSKI,
1986; ESCOBAR & MOJICA, 1997), que permitiu a sistematica producéo de alevinos de
pequena escala, sustentada por reprodutores de segunda e terceira geracao (MORA,

2003; MORA & KOSSOWSKI, 2006).
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Estudos relatam que o Leiarius marmoratus tem uma adapta¢ao ao confinamento
e ao consumo de dietas secas, com resultados preliminares de um bom crescimento
nos primeiros estagios de vida, quando submetidos a processos de adaptacao a dieta
umida (CRUZ-CASALLAS et al., 2008).

Alguns estudos tém sido realizados sobre a obteng¢do de seus hibridos com as
espécies, Pseudoplatystoma reticulatum e Pimelodus blochii (KOSSOWSKI, 1991,
19923, b, 1994, 19964, b), sua nutricio (SANCHES et al., 2009), sua estocagem (CRUZ-
CASALLAS et al., 2010) e fisiologia reprodutiva (POLEO & MORA, 2008; MIRA et al.,
2010). Porém sdo poucos os dados descritos sobre sua biologia na literatura
especializada, sendo necessarios maiores estudos sobre sua biologia, principalmente,
com relagédo a essa espécie que ja esta sendo explorada comercialmente e utilizada na

producéo de hibridos.

1.4 Estudos da reproducao de peixes

As espécies de peixes desenvolveram diferentes estratégias de vida, ligadas a
diferentes fungbes vitais, as quais habilitam a se manterem presentes nos distintos
habitats. Em relacdo a reproducdo, essa estratégia estd associada as condicoes
favoraveis ao desenvolvimento inicial dos ovos e larvas, destacando-se locais e épocas
com maior disponibilidade de abrigo e alimentagao, migracéo, cuidado com a prole, tipo
de desova, fecundidade e tipo de ovo (tamanho, reservas, envoltérios, adesividade,
pigmentos), tempo de incubagao e desenvolvimento embrionario, sdo aspectos dessas
estratégias (NAKATANI et al., 2001).

A reproducao é o processo bioldégico mais importante dos organismos, ja que

dela depende a sobrevivéncia e perpetuacao das espécies, por isso, a possibilidade de
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controlar o ciclo reprodutivo dos organismos submetidos a condicdes de confinamento é
um dos fatores de maior importdncia para assegurar o éxito da piscicultura
(ROMAGOSA, 2003 citado por PAES, 2008).

A reproducdo induzida tornou-se um processo muito importante, especialmente
para espécies reofilicas devido ao perigo de extincdo de algumas destas espécies
nobres, em virtude do desaparecimento das matas ciliares, das lagoas marginais e da
construgéo de grandes barragens hidrelétricas que alteram seu habitat e dificultam sua
reproducdo natural (CASTAGNOLLI, 1992 citado por PAES, 2008).

Apesar dos avancos tecnoldgicos na reproducao artificial e na incubacao dos
peixes, alguns aspectos basicos que estao relacionados com as fases embrionérias, da
fertilizagdo a incubagéo, ainda nao estao bem avaliados (SHARDO, 1995 citado por
MARQUES et al., 2008). O estudo das fases iniciais do ciclo de vida € essencial para a
elucidacdo taxonbémica e questdes ecologicas (SANCHES et al., 1999 citado por

MARQUES et al., 2008).

1.5 Desenvolvimento Embrionario

A importancia do conhecimento dos estagios iniciais do ciclo de vida para o
entendimento das variacées na abundancia das espécies tem sido documentada em
estudos sobre crescimento, reproducao e mortalidade em populacdes de peixes
(KELSO & RUTHERFORD, 1996 citado por NAKATANI et al., 2001).

O desenvolvimento embrionario € um processo que se inicia com a fertilizacao
do ovocito e vai até a eclosao das larvas (KIMMEL et al., 1995). Apés a fertilizagcao, o
ovo absorve dgua e ocorre a formacao do espaco perivitelino, com a separacao entre o

cérion e a membrana vitelina (PAES, 2008). Ribeiro et al. (1995) sugerem que a
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morfologia do ovo, apresentando amplo espaco perivitelino logo apés a fecundacao,
protege o0 embrido contra as injurias do meio ambiente permitindo um desenvolvimento
externo harmonioso. Os ovos dos peixes sdo telolécitos, com um elevado suprimento
de vitelo, do qual o embrido ird se nutrir durante a embriogénese, assim como as larvas
durante algum tempo apds a eclosdo (NAKATANI et al., 2001).

O desenvolvimento inicial em tele6steos comeca com a fertilizagdo e termina
com a completa absorcédo do vitelo (KUNZ, 2004). E um processo altamente dinamico,
com mudancas ontogenéticas refletindo em mudancas morfofuncionais dos principais
sistemas organicos, consequéncia da rapida evolugcdo morfologica e fisioldgica pela
qual atravessam os embrides e larvas de peixes durante seu desenvolvimento (OSSE
et al., 1997).

A descricao dos estadios embrionarios de uma espécie pode fornecer inUmeras
vantagens, tais como: o reconhecimento de seus embrides em ambientes naturais, o
que permite uma melhor avaliagdo do local de desova daquela espécie e a detecgao
das alteracdes no seu desenvolvimento nas incubadoras, as quais poderdao acarretar
mal-formagdes larvais e baixa produtividade (ALVES & MOURA, 1992).

Os estudos de embriologia das espécies de peixes sao relevantes para o
conhecimento global de sua biologia e sistematica, particularmente em aspectos
relacionados a variacdo ontogénica na morfologia, crescimento, alimentagao,
comportamento e mortalidade. Além de ser uma ferramenta para a deteccdo de novos
estoques, avaliagdo e manejo de estoques pesqueiros, além da grande importancia na
identificacdo dos corpos d'dgua que participam do recrutamento das espécies

(HEMPEL, 1973 citado por NAKATANI et al., 2001).
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O conhecimento da ontogenia das espécies de peixes favorecera o
desenvolvimento da biotecnologia e permitira utilizar o padrédo ontogenenético como
bioindicador ambiental permitindo uma avaliacdo sobre os efeitos de substancias
toxicas sobre a fauna aquatica. Como também, contribuir nas pesquisas relacionadas
ao cultivo desses animais e abre possibilidades para estudos das relagdes evolutivas,
da hereditariedade, dos mecanismos de desenvolvimento e das influéncias ambientais
nas caracteristicas estruturais dos organismos. Deste modo, verifica-se que o
conhecimento do desenvolvimento embriondrio das espécies de peixes pode ser
utilizado em abordagens multifuncionais (LAGLER, 1959; FLORES et al., 2002;
BOTERO et al., 2004; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; MARQUES et al., 2008).

Para que possam ser desenvolvidas técnicas para sua preservacao “ex situ”,
como a criopreservacao de embrides de peixes, € imprescindivel o conhecimento da
embriogénese das espécies. O desenvolvimento desta biotecnologia trard enormes
beneficios para a conservacdo dos ecossistemas aquaticos e para a humanidade,
através da possibilidade da preservacdao da diversidade genética das espécies € no
implemento da produgé@o aquicola, favorecendo ao aumento da produgao de alimento
(NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006). Pinto e Castagnolli (1984) também afirmam que o
estudo dos primeiros dias de vida dos peixes é muito importante, especialmente para
espécies selvagens com potencial para a piscicultura.

Em relagdo ao numero de espécies nativas brasileiras de interesse econdémico,
muito pouco conhece a cerca do seu desenvolvimento embrionario. Dentre as espécies
neotropicais que apresentam estudos de embriogenia destacam-se: Colossoma
macropomum (ALBUQUERQUE et al., 1994), Brycon cephalus (LOPES et al., 1995),

Brycon insignis (ANDRADE-TALMELLI et al., 2001), Brycon orbignyanus (GANECO,
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2003), Leporinus piau (BORCATO et al.,, 2004), Prochilodus lineatus (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006), Salminus brasiliensis (NAKAGHI et al., 2006) e Brycon
orthotaenia, Leporinus obtusidens, Prochilodus argenteus e Salminus brasiliensis
(SAMPAIQ, 2006 citado por PAES, 2008).

Entre os siluriformes encontramos trabalhos de embriogénese do Rhamdia hilarii
(GODINHO et al., 1978) com um periodo de incubagdo de 27 horas, em uma
temperatura média de 23°C, seus ovos sao esféricos, transparentes, dermensais e nao
adesivos; o Rhamdia sapo (CUSSAC et al., 1985) com incubacao de 30 a 45 horas (22
a 24°C); o Pseudoplatystoma corruscans (CARDOSO et al.,, 1995) com tempo de
desenvolvimento embrionario de 19 horas (23,5 a 25°C), possuindo ovos ndo adesivos;
o Parauchenipterus galeatus (SANCHES et al., 1999) com um periodo de incubacao de
65 horas (27°C) possui ovos grandes, adesivos e com dupla membrana; o Pimelodus
maculatus (LUZ et al., 2001) o tempo de embriogénese foi de 21 horas (23°C); o
Rhinelepis aspera (PERINI et al., 2009) o desenvolvimento embrionario foi de 45 horas
(24°C), seus ovos sao de pequeno espaco perivitelinio, envolto por uma camada
gelatinosa e o Rhamdia quelen teve um periodo de incubacao de 25 horas (24 °C), ovos
esféricos, nao adesivos e de coloracao amarela (AMORIM et al., 2009; RODRIGUES-
GALDINO et al., 2009).

Poucos estudos de desenvolvimento embrionario séo realizados com os hibridos,
entre eles temos: Ribeiro et al. (1995) que compara o parental Pacu (Piaractus
mesopotamicus), Tambaqui (Colossoma macropomum) e com o hibrido Tambacu e
conclui que o desenvolvimento embriondrio do pacu diferiu do desenvolvimento do
tambaqui e tambacu, quanto ao tempo de embriogénese, ao tamanho do ovo e larva;

Botero et al. (2004) com o hibrido Piaractus brachypomus com Colossoma
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macropomum.teve um periodo de incubacao de 19 horas em uma temperatura de 27 °C;
Faustino et al. (2007) com o hibrido Pseudoplatystoma corruscans com
Pseudoplatystoma reticulatum o tempo de desenvolvimento variou entre 14 horas em
um temperatura média de 27°C, os ovos eram esféricos, com espaco perivitelinico
amplo e coloracdo amarelada e Faustino et al. (2010) comparou o0s parentais
Pseudoplatystoma corruscans e o Pseudoplatystoma reticulatum com o hibrido
Pseudoplatystoma corruscans com Pseudoplatystoma reticulatum, utilizando andlise
estrutura e ultraestrutural.

Assim sendo, estudos envolvendo o desenvolvimento embriondrio, de hibridos é
de grande importancia para conhecimento da biologia reprodutiva destes animais, onde
as informacdes obtidas poderéo ser vitais nos estudos sobre biologia reprodutiva dos
hibridos das espécies parentais, como também auxiliar nas pesquisas sobre impacto
ambiental que pode advir pela exploragédo econémica destes hibridos e pelo seu escape

para o meio ambiente.
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OBJETIVOS

Considerando que os estudos comparativos morfologicamente a nivel estrutural do
desenvolvimento embrionario dos hibridos interespecificos provenientes dos
cruzamentos de Pseudoplatystoma corruscans (Q) x Leiarius marmoratus (3) e
Pseudoplatystoma corruscans (3) x Leiarius marmoratus (2), ainda sdo escassos e, em
sua maioria, ndo estao relacionados a projetos de cultivo, o presente projeto tem como

objetivos principais:

1) Identificar, as diversas fases do desenvolvimento embrionario dos hibridos
interespecificos acima mencionados, com analise dos diversos eventos morfolégicos que
ocorrem durante este periodo, sob estereomicroscopia, microscopia de luz e eletrénica

de varredura.

2) Comparar morfo-temporalmente a embriogénese dos hibridos relacionados com o
desenvolvimento embrionario das espécies parentais (Pseudoplatystoma corruscans e

Leiarius marmoratus);

3) Observar e analisar as possiveis alteracdées morfolégicas advindas do processo de

hibridacdo envolvendo as espécies parentais;

4) Promover a ordenacao de dados biolégicos de espécies e de linhagens hibridas que
representem informacgdes importantes para o cultivo destes, com relagao a dinamica do

processo de hibridagcdo, tanto para fins comerciais como para fins de pesquisa basica.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na fase reprodutiva dos parentais Pseudoplatystoma
corruscans (Figura 1A) e Leiarius marmoratus (Figura 1B) no periodo de janeiro a
fevereiro de 2010, sendo que para obtencdo dos embrides foram utilizados
reprodutores pertencentes ao plantel existente no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao de Peixes Continentais do Instituto Chico Mendes da Conservacdo de

Biodiversidade — CEPTA/ICMBIio, em Pirassununga — SP (Figura 2A) e na Piscicultura

Muriti, Nova Mutum — MT (Figura 2B).

Figura 1: Exemplares dos parentais. A - Pseudoplatystoma corruscans e B — Leiarius
marmoratus.
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Figura 2: A - Centro Nacional de Pesquisa e Conservagcao de Peixes Continentais do
Instituto Chico Mendes da Conservagdo de Biodiversidade — CEPTA/ICMBio
(Pirassununga — SP) e B - Piscicultura Muriti (Nova Mutum — MT).

2.1 Obtencao dos embrides

A obtencao dos embrides foi feita através de inducado hormonal das fémeas e dos
machos, utilizando-se solugdo de extrato bruto de hipofise de carpa (Cyprinus carpio),
seguindo o método descrito por Woynarovich & Hoérvath (1980). Foram ministradas
duas doses de extrato hipofisario nas fémeas de P. corruscans e L. marmoratus, sendo
a primeira dosagem com 0,5 mg/kg de peso vivo, e apds um intervalo de 12 horas uma
segunda aplicacdo com 5,0 mg/kg de peso vivo. Neste momento, os machos receberam
uma dosagem com 1mg/kg de peso vivo.

Aproximadamente 10 horas apds a ultima aplicagdo do horménio, realizou-se a
extrusdo dos ovocitos e dos espermatozoides por massagem abdominal, no sentido
antero-posterior do corpo dos reprodutores (Figura 4A; 4B; 4C). A fertilizacdo dos
ovécitos foi feita pelo método “a seco”, onde a mistura dos espermatozéides com os
ovocitos foi efetuada em um recipiente seco, sem contato com agua (Figura 5A). Apos a

mistura dos gametas adicionou-se agua para a ativacdo dos espermatozoides,
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fertilizacao e hidratacao dos ovocitos (Figura 5B). Depois de fecundados os ovos foram
colocados em incubadoras verticais para a efetivacdo do desenvolvimento embrionario
(Figura 5C).

Foram realizados 4 cruzamentos, sendo eles: P. corruscans x P. corruscans; L.
marmoratus x L. marmoratus; P. corruscans (Q) x L. marmoratus (3) e P. corruscans
(8) x L. marmoratus () (Figura 3). Ao citar um cruzamento de hibridos utiliza-se o

nome da fémea primeiro e depois 0 nome do macho.

CRUZAMENTOS
P. corruscans X P. corruscans L. marmoratus X L. marmoratus
P. corruscans L. marmoratus
P. corruscans X L. marmoratus L. marmoratus X P. corruscans
Hibrido | Hibrido Il

Figura 3: Esquema dos cruzamentos.

Durante a coleta foram registrados também, dados de temperatura.
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Figuras 4: A — Extrusdo ovécito de L. marmoratus; B — Extrusdo ovédcito de P.
corruscans; C — Extrusdo sémen de L. marmoratus.

Figura 5: A — Método 1de fertilizacao “a seco”; B — Hidratacao do ovécito e ativagao do
espermatozoide; C — Incubadora Vertical.

23



Oliveira-Almeida, I. R. Dissertacdao de Mestrado

2.2 Formas de coleta

A primeira coleta foi no momento que os ovos foram colocados nas incubadoras,
sendo que as coletas seguintes foram realizadas com intervalos de 5 minutos na
primeira hora, e, em seguida, de 10 em 10 minutos até completar 2 horas do
desenvolvimento embrionario. Transcorridas essas duas horas a coleta foi feita em
intervalos de uma hora até a eclosao das larvas. Os embrides coletados foram divididos
em duas parcelas: uma fixada em solucao de glutaraldeido 2%, paraformaldeido 4%,
em tampao fosfato de sédio 0,1M, pH 7,3 por 24 horas, sendo apds transferidas para
alcool 70% e a segunda parcela foi fixada e mantida em solug¢ao de glutaraldeido 2,5%

em tampao fosfato de sddio 0,1M, pH 7,3.

2.3 Analise sob Estereomicroscopia e Morfometria

Os embrides foram analisados no Laboratério de Ictiologia Neotropical —
L.I.NEO., Departamento de Biologia e Zootecnia, UNESP, Campus de llha Solteira, Sao
Paulo, Brasil. Para a analise e fotomicrografia “in toto”, sob estereoscoépio, os embrides
pré-fixados foram separados por estagio embrionario, retirado o cérion com o auxilio de
pinga de relojoeiro e agulhas e realizado o procedimento de coloragcdo com
hematoxilina de Harris, seguindo as seguintes etapas:

1- Hidratar os embrides em agua destilada por 1 minuto;

2- Passagem rapida na hematoxilina;

3- Lavar em agua destilada;

4

Diferenciador (alcool 70% e acido cloridrico) por 5 minutos;

5

Lavar em 4gua destilada;

6- Conservar em alcool 70%.
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Por fim, os embrides foram analisados e fotomicrografados em maquina digital

(Moticam 2500/ 5.0 Mega Pixels USB 2.0), sob estereomicroscopio Motic SMZ 168.

2.4 Analise histolégica sob Microscopio Optico

Para os estudos histologicos, os embrides selecionados de cada estagio foram
incluidos em glicol metacrilato (Technovit 7100/historesina) seguindo a seguinte
metodologia:

1- Alcool 70 % por no minimo 12 horas;

2- Alcool 95% por 2 horas;

3

Solucédo 1:1 de mistura de alcool 95% e resina de infiltracao por 5 horas;

4

Resina de infiltragcdo por 12 horas (“over-night”);

5- Inclusdo da amostra: sobre as amostras previamente depositadas e
posicionadas nos histomoldes foi colocada a mistura da resina de inclusao
(glicol metacrilato) mais o endurecedor, deixando o material secar por no
minimo trés dias.

A seguir as amostras incluidas foram submetidas a microtomia para a obtencao
de cortes seriados transversais e sagitais de 3 e 2 um. Os cortes foram depositados
sobre laminas histolégicas e entdo corados com hematoxilina de Harris-eosina
seguindo a metodologia abaixo:

1- Hidratagdo dos cortes em agua destilada;
2- Hematoxilina por 25 minutos;
3- Lavar em agua destilada por 10 minutos;

4- Desidratar os cortes em alcool 90%;

5- Eosina por 5 a 6 minutos;
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6- Lavar em agua destilada;

7- Passagem rapida no alcool 70%;

8- Passagem rapida no alcool 80%;

9- Passagem rapida no alcool 95%;

10- Passagem rapida no alcool absoluto [;
11- Passagem rapida no alcool absoluto II;
12- Passagem rapida no xilol I;

13- Passagem rapida no xilol Il;

14- Xilol 1lI;

15- Montagem em Permont.

Ap6s este processo as laminas histologicas foram analisadas sob

microscépio de luz (Olympus — CX 41) e fotomicrografados (MOTICAM 2500 —

5.0 MPixel USB 2.0).

2.5 Analise Microscopia Eletrénica de Varredura

Para andlise sob microscopia eletrénica de varredura (MEV), os embrides pré-

fixados em glutaraldeido a 2,5% foram preparados seguindo a metodologia descrita

abaixo:

1-  Retirar do fixador;
2- Lavar em agua destilada por trés vezes de 5 minutos cada;
3- Colocar em solugao de tetréxido de ésmio a 0,5% por 30 minutos;

4-  Alcool 7,5% por duas vezes de 10 minutos cada;
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5-  Alcool 15% por duas vezes de 10 minutos cada;

6- Alcool 30% por duas vezes de 10 minutos cada;

7-  Alcool 50% por duas vezes de 10 minutos cada;

8- Alcool 70% por trés vezes de 15 minutos cada;

9-  Alcool 90% por duas vezes de 15 minutos cada;

10- Alcool 100% por duas vezes de 10 minutos cada;

11- Desidratar em aparelho de ponto critico (Balzers Union);
12- Montar as amostras em suportes especiais (Stubs);

13- Cobrir com uma pelicula de ouro, com espessura de 10nm em

Metalizador (MED 010 da Balzers Union),

Preparadas segundo a metodologia acima descrita, as amostras foram
observadas e eletromicrografadas em microscopio eletrébnico de varredura (SEM

Quanta 200 da Fei).
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RESULTADOS

Os ovos dos parentais Pseudoplatystoma corruscans e Leiarius marmoratus e
seus hibridos séo esféricos, demersais, espaco perivitelinico pequeno, cérion nitido e
transparente apos a hidratacdo, ndo sendo observada a presenca de gota de 6leo na
vesicula vitelinica durante todo o desenvolvimento embrionario. Observou-se nos ovos
do parental P. corruscans e do hibrido | (Figura 6B; 6D) a presenca de uma camada
gelatinosa transparente envolvendo o cérion. Esta camada gelatinosa nao foi detectada
no parental L. marmoratus e no hibrido Il (Figura 6A; 6C). Os ovos dos parentais e de
seus hibridos sao de coloragdo amarelada apds a hidratagao.

A média do espaco perivitelinico do parental L. marmoratus foi de 215,9um, do
parental P. corruscans foi de 352,5um, do hibrido | foi de 561um e a média do hibrido I
foi de 247,2um.

O didmetro médio do ovo do parental L. marmoratus foi de 589,6um, do parental
P. corruscans foi de 867,3um, do hibrido | foi de 765,3um e o didmetro médio do hibrido

[l foi de 581um.

3.1 Embriogénese

O periodo de incubagdo do P. corruscans e do hibrido | desde o momento de
fertilizacao até a eclosao da larva foi de 13 horas (h), a temperatura média de 28,7 °C.
Ja o periodo de incubacao do L. marmoratus e do hibrido |l foi de 14 h para o parental e
12 h para o hibrido, a uma temperatura média de 28,3°C. Sendo estabelecidos estagios
e fases para descrever o desenvolvimento embriondrio dos parentais e de seus
hibridos. Os estagios foram classificados como zigoto, clivagem, gastrula,

organogénese e eclosao. Os estagios sao divididos em fases tais como, no estagio de
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clivagem, a fase de 2 células, 4 células, 8 células, 16 células, 32 células, 64 células e a
fase de morula; o estadgio de gastrula encontramos a fase de 25% de epibolia,
movimento morfogénetico em que a blastoderme recobre o vitelo, 50% de epibolia, o
ovo encontra se com 50% do vitelo recoberto, 75% de epibolia e 90% de epibolia e o
estagio de organogénese com as fases de néurula, de segmentacao e larval (Tabelas
1a4;Figura6ai1).

Foi observada certa heterogeneidade no desenvolvimento dos embrides, ou seja,
em um mesmo momento foram encontrados embrides em diferentes fases e/ou

estagios da embriogénese.

3.1.1 Estagio de Zigoto

Apobs a fertilizagdo e a hidratacdo dos ovos foi observado o aumento do espacgo
perivitelinico e a delimitacdo dos polos animal (Zigoto ou Célula-ovo) e vegetal
(Vesicula vitelinica). O pdélo animal € constituido pelo citoplasma ativo e um nucleo
podendo ser identificado “in vivo” mais transldcido e o pdolo vegetal mais denso “in vivo”,
sendo composto por vesiculas globosas de vitelo. Por apresentar o pélo animal e
vegetal divido os ovos foram classificados como telolécitos. Este estagio foi de 0,20 h
para o hibrido Il, de 0,25 h para o hibrido I, de 0,30 h para o L. marmoratus e de 0,70 h

para o P. corruscans (Figura 6A a 6D; 7A; 9A; 10A; 11A).

3.1.2 Estagio de Clivagem
As primeiras divisdes celulares foram detectadas primeiramente no hibrido | com

o 0,30 h de desenvolvimento embrionario, em seguida encontramos o parental L.
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marmoratus com 0,40 h, depois o hibrido Il com 0,50 h e por fim o parental P.
corruscans com 0,8 h.

O tipo de clivagem dos ovos dos parentais e seus hibridos sdo meroblastica ou
incompleta, sendo observado o seguinte padrdo: a primeira clivagem foi vertical,
originando 2 blastémeros de igual tamanho; a segunda foi vertical e perpendicular a
primeira, dando origem a 4 blastémeros; a terceira foi vertical e paralela a primeira,
originando 8 blastdmeros, em arranjo 4x2; a quarta foi vertical e paralela a segunda,
dando origem a 16 blastémeros, em uma formacdo de 4x4; a quinta foi vertical e
paralela a primeira, originando 32 blastomeros, em formacao 4x8; a sexta clivagem foi
horizontal, dando origem a duas camadas de células, num total de 64 blastdmeros
(Figura 7A a 7E; 9B a 9D; 10B a 10E; 11B; 11C) . A fase de mérula (+100 células) as
células mostraram-se arranjadas em muitas camadas, formando um macico celular
semelhante a uma meia amora (Figura 7F; 9E; 10F; 10G; 16A; 21A).

Apesar de a maioria dos embrides clivarem segundo o padrdo descrito, foram
observadas clivagens impares onde os embrides possuiam 6, 13 e 15 blastdmeros. As
maiores variagdes ocorreram nos primeiros momentos do estagio de clivagem (0,2 a 4
h), neste periodo também foram encontrados embrides com a soltura de blastémeros e
deformidades no vitelo. Os ovos do parental L. marmoratus e do hibrido Il foram os que
apresentaram um numero elevado de ovos mal formados (Figura 26A; 26B).

Os blastébmeros no principio aumentam em ndamero e diminuem de tamanho,
porém suas células sdo homogéneas. Até a 52 clivagem (4x8) as células nao sao
clivadas completamente, pois devido a grande quantidade de vitelo, o sulco de clivagem
€ impedido de atravessa-lo. A partir da 62 clivagem, comecam a aparecer blastémeros

de tamanhos diferentes e a clivagem completa.
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A analise com microscopia Optica mostrou que nas primeiras clivagens a
blastoderme nao apresentava uma camada distinta que a separava do vitelo. Observou-
se também que os globulos de vitelo penetravam nos blastdmeros de forma
fragmentada, provavelmente para facilitar a absorcdo deste pelas células. Foi possivel
verificar também que durante os primeiros estagios de clivagem até um total de 64
blastdmeros nao foram encontrados nucleos individualizados. A partir da fase de mérula
foram detectados os primeiros nucleos e divisdes nucleares. Nesta mesma fase ocorreu
o inicio da formacao da camada sincicial de vitelo ou periblasto (Figura 16A; 21A). Nao
ha a formagcdo de uma blastula e sim a formacédo de uma blastoderme mais compacta,
que ao final do estagio de clivagem tem a forma de uma meia amora achatada

recobrindo um pélo do vitelo.

3.1.3 Estagio de Gastrula

O estagio de gastrula caracterizou-se pelo inicio do movimento morfogenéticos
sendo eles 0 movimento de epibolia, em que as células da blastoderme passam por
rapidas divisdo mitéticas, entdo as células da superficie comecam a achatar-se,
enquanto as células internas intercalam-se com as células da externas e vao estender-
se, recobrindo desta maneira o vitelo completamente; o movimento de involugao celular,
em que uma camada em expansao dobra sobre si mesma e forma uma segunda
camada, que continua a estender-se em sentido contrario a primeira camada e o
movimentos de convergéncia, ocorre quando as camadas celulares iniciam em locais
distintos e convergem para o mesmo ponto. Estes movimentos morfogenéticos irao

produzir os primeiros folhetos e eixos embrionarios (caudo-cefalico e latero-lateral).
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O movimento de epibolia foi observado a partir da quarta hora de embriogénese
para todos os cruzamentos. Nesta hora os embrides do parental P. corruscans e dos
hibridos estavam em 25% e 50% de epibolia e o parental L. marmoratus estava com
50% de epibolia (Figura 7G; 7H; 12A; 12B; 16B). No momento que os embrides estéo
com 50% do vitelo recoberto ocorre um espessamento da borda da blastoderme
formando o anel germinativo. Perpendicular ao anel germinativo, observa se um
acumulo de células que dardo origem ao escudo embrionario. Nesta fase também
iniciou 0 movimento de involugdao que ocorre em toda a margem no anel germinativo e
dividira a blastoderme em dois folhetos embrionarios, a camada da externa ou epiblasto
e a camada interna ou hipoblasto. Neste momento ocorre também o movimento de
convergéncia que direcionard as camadas celulares do escudo embrionario, que irdo
estabelecer os eixos embrionarios (dorso-ventral e caudo-cefalico) (Figura 12A; 12B;
12C; 16B).

Na quinta hora todos 0s ovos possuiam 75% do vitelo recoberto pela
blastoderme (Figura 9F; 11D). Na sexta hora os embrides se encontravam com 90% de
epibolia, possuindo apenas uma pequena porcéo do vitelo exposta, o tampao vitelino ou
blastéporo (Figura 71; 9G; 10I; 16C).

Analise com microscopia de luz mostrou que o periblasto forma um “franja” a
frente da borda da blastoderme, desde sua formacéo até o fechamento do blastéporo
(Figura 16D). O periblasto caracterizou se como uma camada citoplasmatica com varios
nucleos, porém sem uma membrana que 0s separassem e apresentava glébulos de
vitelo fragmentados no seu citoplasma (Figura 16B; 16C;16D). Com o auxilio da
microscopia foi possivel visualizar nos parentais e no hibrido Il varias células

apresentando nucleos com dois nucléolos. No hibrido | as células apresentavam
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apenas um nucléolo. Neste mesmo hibrido no momento em que houve o fechamento
do blastoporo, foi possivel visualizar na regiao oposta ao tampao um aglomerado de
células organizando se em forma circular para dar origem a notocorda e o sulco neural.
Nos parentais e no hibrido Il ndo foi observado esta organizacao celular no mesmo
momento (Figura 16E; 16F; 16G).

O estagio de gastrula terminou entre a sexta e a sétima hora para todos os
cruzamentos, com envolvimento completo do vitelo pelas células embrionéarias e o

fechamento do blastéporo pelo periblasto.

3.1.4 Estagio de Organogénese

Este estagio foi caracterizado pela formagdo dos rudimentos dos 6rgaos e
sistemas a partir dos folhetos embrionarios. Ocorrendo a formacado dos somitos, da
notocorda, tubo neural, vesiculas éptica e 6ética, encéfalo e a delimitacdo intestinal
inicial, com consequente crescimento e alongamento do embrido, principalmente no
eixo céfalo-caudal.

Com o tempo de sete horas de embriogénese todos os embrides encontravam-
se na fase de néurula, com a diferenciacéo das regides cefdlica e caudal e do sulco
neural (Figura 8A; 9H; 10J; 11E; 12C). Neste momento pode-se observar no parental P.
corruscans a presencga da vesicula Optica, estrutura oval formada por um conjunto de
células localizadas centralmente na regido cefalica, que dara origem ao célice optico e
o cristalino (Figura 8B; 8C; 9l; 10J; 10K; 11E; 11F; 13B).

Nesta etapa, 0 espessamento epiblasto dorsal provocou a formacao do sulco
neural que posteriormente fundiu-se formando a placa neural. A notocorda possuindo

suas células alongadas e alinhadas encontra se abaixo da placa neural. Lateralmente a
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notocorda visualizamos 0 mesendoderma que passara por segmentagdes e originara os
somitos (Figura 25A; 25B).

Neste estdgio formar se também o tubo neural e através do crescimento
diferencial de suas porcdes originara a regiao encefélica, delimitam-se as regides do
telencefélo, diencefalo e mesencéfalo (Figura 18A).

Com oito horas de desenvolvimento os embrides apresentavam vesicula optica e
a segmentacao dos primeiros somitos. Neste periodo foi possivel observar no parental
L. marmoratus presenca da vesicula de Kupffer, estrutura oval encontrada na regiao
caudal, formada por uma camada de células de formato cubico possuindo no seu centro
uma luz. No parental e nos hibridos a vesicula de Kupffer s6 foi visualizada na nona
hora (Figura 8B; 8C; 17A).

Nesta mesma hora para todos os cruzamentos detectou se a vesicula 6tica que
foi encontrada entre a vesicula éptica e 0 primeiro somito, sendo composta por uma
camada de células alongadas e organizadas paralelamente. Seus nucleos localizavam
se na regido basal da célula. No interior da vesicula ética observou a presenga de dois
otélitos (Figura 8C; 91; 10K; 11G; 14A; 14B; 18D; 22B).

A partir das 10 horas de embriogénese ndo houve mais a visualizacdo da
vesicula de Kupffer em nenhum dos cruzamentos. Nos parentais e no hibrido | foi
observada a presenca dos primeiros pigmentos (cromatéforos) espalhados pela
membrana do saco vitelino préximo a regiao cefélica (Figura 15B; 18E; 21B; 23B).

A fase denominada de larval, pelo embrido ja apresentar uma forma parecida
com a larva eclodida larval, foi caracterizada pela presenca evidente de uma cauda,
que esta despregada do saco vitelino, pela auséncia da vesicula de Kupffer e inicio do

desenvolvimento do intestino posterior (Figura 8D; 9J; 10L; 11G; 17C; 19A; 22A; 24A).
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Para os hibridos a fase larval foi observada as 10 horas de embriogénese, enquanto
para os parentais as 11 horas.

Neste periodo a notocorda ja se estendia desde a regido cefalica até a cauda. O
intestino primitivo posterior encontrou-se bem definido (Figura 19A). O processo de
miogénese foi detectado nos somitos, ocorrendo a diferenciacdo dos mioblastos, com
nucleos esféricos e grandes, em midmeros com nucleos achatados (Figura 13E; 17B;
19C).

A analise com microscopia eletrénica de varredura mostrou o desenvolvimento
da placa olfatéria no parental P. corruscans e nos hibridos (Figura 20A; 20B; 22C; 22D).
Na regido dorsal do saco vitelino observou-se a presenca de veias vitelinas (Figura
20C; 22B). No P. corruscans e no hibrido | visualizou a formacao do anus (Figura 19B).

Nesta fase, constatou nos parentais e nos hibridos a presenca de uma estrutura
nao identificada formada por trés pares de elevacdes macicas localizadas abaixo da
vesicula 6tica, sendo que duas encontram se anterior a vesicula 6tica e uma posterior a
ela. A estrutura com forma circular é composta por um aglomerado de células. No
parental L. marmotarus observou a presenca de um par desta estrutura na regiao
posterior ao cérebro (Figura 17C; 20C; 22D; 24B).

Outra caracteristica deste estagio foi a ocorréncia de movimentos espasmaédicos
feitos pelos embrides, que foram aumentando com o decorrer do desenvolvimento
embrionario. Ao final deste estagio os embrides ja apresentavam movimentos bem

vigorosos de natacéo, importantes para o rompimento do cérion.
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3.1.5 Eclosao

Este periodo é caracterizado pelo rompimento total do coérion e a livre natacao
das larvas (Figura 8E; 9K; 10K; 13A).

Neste estagio as larvas possuiam a cabeca aderida a regido anterior do saco
vitelino, auséncia de nadadeiras, havendo apenas uma nadadeira embrionaria
revestindo toda a regido caudal.

A andlise de microscopia de luz observou a presenga de um coracao rudimentar
(Figura 13D; 18E) e o desenvolvimento do calice dptico, formado por um conjunto de
células com nucleos alongados que estao envolvendo um aglomerado de células que
darao origem ao cristalino (Figura 13C; 15B; 23A).

Neste estagio em todos os cruzamentos, 0s cromatdéforos encontravam
concentrados na regido cefélica e caudal da membrana do saco vitelino, apenas alguns
pigmentos localizavam se espalhados no saco vitelino. Com a utilizagdo da microscopia
Optica constatou se que os cromatéforos envolviam as células. Observou também a
presenca de pigmentos ao redor da vesicula optica do hibrido I, no L. marmoratus os
pigmentos foram visualizado na regido cefélica e no hibrido Il os cromatéforos
encontravam se na regido cefalica e na superficie da vesicula éptica. No parental P.
corruscans nao foi visualizada a presenca de pigmentos nesses locais (Figura 8C; 8D;
8E; 9J; 9K; 13D; 15B; 18C; 18D; 21B; 23B; 24B).

Neste periodo observou a diferenciacdo das células da notocorda que
anteriormente eram alongadas e alinhadas, e tornaram se oval e sendo separadas por
espacos existentes entre as células (Figura 13E; 17B).

A analise de microscopia eletronica de varredura mostrou o desenvolvimento do

orgao olfatério, em forma de uma pequena depressao circula, apresentando no seu
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interior o desenvolvimento de estruturas com caracteristicas morfolégicas semelhantes
a cilios. Esta técnica revelou também que a estrutura nao identificada persistia no
momento da eclosdo em todos os cruzamentos (Figura 20A; 20B; 22C; 22D).

A primeira eclosdo ocorreu as 12 horas com o hibrido Il. Com 13 horas de
desenvolvimento houve a eclosdo do parental P. corruscans (Figura 9K) e do hibrido |
(Figura 10K). E, este periodo terminou com a eclosao do parental L. marmoratus as 14

horas (Figura 8K).
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Tabela 1.

Desenvolvimento

temperatura média de 28,7 °C.

embrionario do Pseudoplatystoma corruscans, a

Tempo (Horas)

Estagio

Descricao

0-0,7

0,8

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

10.0

11.0

12.0

13.0

Zigoto

Clivagem

Gastrula

Gastrula

Gastrula

Organogénese

Eclosao

Espaco perivitelinico pequeno; camada gelatinosa
envolvendo o cérion; vitelo abundante; migracdo do
citoplasma e formacao do polo animal e vegetal.

Divisbes mitdticas originando a formacao de 2, 4, 8, 16,
32 e 62 blastébmeros terminando na fase de morula
(+100 células). Clivagem do tipo meroblastica discoidal.

Formacao do epiblasto e hipoblasto.

25% de epibolia — inicio do movimento morfogenético de
epibolia; 25% do vitelo recoberto pela blastoderme.

50% epibolia (migracao das células embrionarias) —
formagao do anel germinativo e escudo embrionario.

75% epibolia (migragdo das células embrionarias) —
vitelo recoberto pela blastoderme em 75%.

90% epibolia — formacao do tampao vitelino (porcao de
vitelo ndo recoberta pelas células embrionarias).

Fase Segmentacdo - Fechamento completo do
blastéporo; Formacgao do eixo embrionario, da notocorda
e sulco neural; diferenciagdo das regides cefalica e
caudal e a visualizagao da vesicula 6ptica.

Fase Segmentagdo - Segmentacdo dos primeiros
somitos.

Fase Segmentacdo - Observagdo da vesicula ética;
vesicula de Kupffer e embridao possuindo em média 15
somitos.

Fase Segmentacao - Auséncia da vesicula de Kupffer;
embrides com em média de 18 somitos e a presenga
dos primeiros pigmentos (cromatéforos) espalhados
pela a membrana do saco vitelino.

Fase Larval - Regido caudal despregada do saco
embrionario e inicio do desenvolvimento do intestino.

Fase Larval - Alongamento do embrido;
desenvolvimento rapido da cauda e embrido com uma
média de 30 somitos.

Eclosao das larvas - total rompimento do cérion e livre
natagcao das larvas.

38



Oliveira-Almeida, I. R.

Dissertacdao de Mestrado

Tabela 2. Desenvolvimento embrionario do Leiarius marmoratus, a temperatura média

de 28,3 °C.
Tempo (Horas) Estagio Descricao
Espagco perivitelinico pequeno; vitelo abundante;
0-0,3 Zigoto migracado do citoplasma e formagédo do pdlo animal e
vegetal.

0,4 Clivagem Divisbes mitéticas originando a formacao de 2, 4, 8, 16,
32 e 62 blastébmeros terminando na fase de morula
(+100 células). Clivagem do tipo meroblastica discoidal.
Deformidades em alguns ovos.

4.0 Gastrula Formacao do epiblasto e hipoblasto.

50% epibolia (migracdo das células embrionérias) —
50% do vitelo recoberto pela blastoderme; formacao do
anel germinativo e escudo embrionario.

5.0 Gastrula 75% epibolia (migracao das células embrionarias) —
vitelo recoberto pela blastoderme em 75%.

6.0 Gastrula 90% epibolia — formacao do tampao vitelino (porcao de
vitelo ndo recoberta pelas células embrionarias).

7.0 Fase de segmentagdo - Fechamento completo do
blastéporo; Formacgao do eixo embrionario, da notocorda
e sulco neural; diferenciagdo das regides cefalica e
caudal.

8.0 Fase de segmentacao - Observacdo da vesicula optica,
vesicula de Kupffer e segmentacao primeiros somitos.

9.0 Fase de segmentacéo - Visualizacao da vesicula 6tica e

Organogénese embrido possuindo média 12 somitos.

10.0 Fase de segmentacao - Auséncia da vesicula de Kupffer
e presenca dos primeiros pigmentos (cromatéforos)
espalhados pela a membrana do saco vitelino.

11.0 Fase Larval - Regido caudal despregada do saco
embrionario e inicio do desenvolvimento do intestino.

12.0 Fase Larval - Alongamento do  embrido;
desenvolvimento da cauda e os embribes possuiam em
média 24 somitos.

13.0 Fase Larval - Pré-eclosao; alongamento do embrido e
movimentos vigorosos de natacao.

14.0 Eclosao Eclosao das larvas - total rompimento do cérion e livre

natacao das larvas.
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Tabela 3. Desenvolvimento embrionario do hibrido | (Pseudoplatystoma corruscans X
Leiarius marmoratus), a temperatura média de 28,7 °C.

Tempo (Horas)

Estagio

Descricao

0-0,25

0,3

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

10.0

12.0

13.0

Zigoto

Clivagem

Gastrula

Gastrula

Gastrula

Organogénese

Eclosao

Espaco perivitelinico  pequeno; camada  gelatinosa
envolvendo o corion; vitelo abundante; migracdo do
citoplasma e formacao do polo animal e vegetal.

Divisbes celulares originando a formacéo de 2, 4, 8, 16, 32 e
62 blastdmeros terminando na fase de mérula (+100 células).
Clivagem do tipo meroblastica discoidal.

Formacao do epiblasto e hipoblasto.

25% de epibolia — inicio do movimento morfogenético de
epibolia; 25% do vitelo recoberto pela blastoderme.

50% epibolia (migracao das células embrionarias) — formagao
do anel germinativo e escudo embrionario.

75% epibolia (migragdo das células embrionarias) — vitelo
recoberto pela blastoderme em 75%.

90% epibolia — formagédo do tampéo vitelino (porgéo de vitelo
nao recoberta pelas células embrionarias).

Fase Segmentacdo - Fechamento completo do blastdporo;
Formacao do eixo embrionario, da notocorda e sulco neural;
diferenciacao das regides cefalica e caudal.

Fase Segmentacdo - Observacdo da vesicula éptica e
segmentagéo primeiros somitos.

Fase Segmentagao - Visualizagdo da vesicula 6tica; vesicula
de Kupffer e embrido possuindo em média 14 somitos.

Fase Larval -Regiao caudal despregada do saco embrionario;
inicio do desenvolvimento do intestino; auséncia da vesicula
de Kupffer e a presenca dos primeiros pigmentos
(cromatéforos) espalhados pela a membrana do saco vitelino.

Fase Larval -Alongamento do embrido; desenvolvimento da
cauda e embrides com em média 27 somitos.

Fase Larval -Pré-eclosdo; alongamento do embrido com em
média 30 somitos e movimentos vigorosos de natagao.

Eclosdo das larvas - total rompimento do coérion e livre
natacédo das larvas.
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Tabela 4. Desenvolvimento embrionario do hibrido Il (Leiarius marmoratus X
Pseudoplatystoma corruscans), a temperatura média de 28,3 °C.

Tempo (Horas)

Estagio

Descricao

0-0,2

0,5

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

9.0

10.0

12.0

Zigoto

Clivagem

Gastrula

Gastrula

Gastrula

Organogénese

Eclosao

Espaco perivitelinico pequeno; camada gelatinosa
envolvendo o coérion; vitelo abundante; migracdo do
citoplasma e formacao do polo animal e vegetal.

Divisbes mitoticas originando a formacgao de 2, 4, 8, 16, 32
e 62 blastobmeros terminando na fase de moérula (+100
células). Clivagem do tipo meroblastica discoidal.
Deformidades em alguns ovos, principalmente soltura de
blastbmeros.

Formacao do epiblasto e hipoblasto.

25% de epibolia — inicio do movimento morfogenético de
epibolia; 25% do vitelo recoberto pela blastoderme.

50% epibolia (migracdo das células embrionarias) —
formacgao do anel germinativo e escudo embrionario.

75% epibolia (migracdo das células embrionarias) — vitelo
recoberto pela blastoderme em 75%.

90% epibolia — formagdo do tampéao vitelino (porcédo de
vitelo ndo recoberta pelas células embrionarias).

Fase Segmentacao - Fechamento completo do blastéporo;
Formacao do eixo embrionario, da notocorda e sulco neural;
diferenciacdo das regides cefalica e caudal.Alguns
embrides apresentavam deformidades no corpo.

Fase Segmentacdo - Observacdo da vesicula Optica e
segmentagao primeiros somitos.

Fase Segmentacdo - Visualizacdo da vesicula ética;
vesicula de Kupffer e embrido possuindo em média 16
somitos.

Fase Larval - Regido caudal despregada do saco
embrionario; inicio do desenvolvimento do intestino e
auséncia da vesicula de Kupffer.

Fase Larval - Alongamento do embrido com em média 22
somitos e a presenca dos primeiros pigmentos
(cromatéforos) espalhados pela a membrana do saco
vitelino.

Eclosdo das larvas - total rompimento do cérion e livre
natagcao das larvas.
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Figura 6: A — Ovo do parental L. marmoratus apés a hidratado; B — Ovo do parental P.
corrscans apresentando uma camada gelatinosa envolvendo o cérion; C — Ovo do
hibrido Il; D — Ovo do hibrido |, com uma camada gelatinosa envolvendo o cérion.

Legendas: ** - camada gelatinosa.
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Figura 6
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Figura 7: Fases do desenvolvimento embrionario de L. marmoratus. A — pés-fertilizacao
sem o corion; B — embrido com 2 células; C — com 4 células; D — com 8 células; E - com
32 células; F - morula; G — gastrula (25% de epibolia); H — gastrula (50% de epibolia); I
— gastrula (90% de epibolia). Legendas: Bl - Blastomeroms - tampao vitelinico; v -

vitelo.
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Figura 7
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Figura 8: Fases do desenvolvimento embrionario de L. marmoratus. A — néurula, com
sulco neural; B — segmentagédo dos primeiros somitos, vesicula éptica e de Kupffer; C —
embrido com vesicula Optica e otica; D — alongamento do embrido, presenca da
vesicula de Kupffer e cauda solta; E - Larva eclodida. Legendas: v - vitelo; * - sulco
neural; vk - vesicula de Kupfer; » - somitos; op - vesicula éptica; ot - vesicula ética; N -

notocorda; — - pigmentos (cromatéforos); ip - intestino posterior.
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Figura 9: Fases do desenvolvimento embrionario de P. corruscans. A — pés-fertilizagao
sem o cérion; B — embrido com 4 células; C — com 8 células; D — com 64 células; E -
morula; F - gastrula (75% de epibolia); G — gastrula (90% de epibolia); H — néurula
inicial; I — segmentacao dos primeiros somitos, vesicula dptica e ética; J - embrido com
cerca de 23 somito, vesicula 6tica e cauda solta; K - Larva eclodida. Legendas: Bl -
Blastémero; v - vitelo; ™= tampao vitelinico; op - vesicula éptica; ot - vesicula 6tica;

—>

N — notocorda; » - somitos; - pigmentos (cromatéforos).
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Figura 9
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Figura 10: Fases do desenvolvimento embrionario do hibrido | (P. corruscans com L.
marmoratus). A — pos-fertilizagdo sem o corion; B — embrido com 4 células; C — com 8
células; D — com 16 células; E — com 32 células; F — mérula inicial; G — mérula; H -
gastrula (50% de epibolia); | - gastrula (90% de epibolia); J — néurula inicial, presenca
da vesicula optica; K — segmentacédo dos primeiros somitos, vesicula optica e ética; L -
embridao com cerca de 23 somito, vesicula éptica, ética e cauda solta; K - Larva
eclodida. Legendas: Bl - Blastdmero; v - vitelo; ™= - tampao vitelinico; » - somitos; op
- vesicula éptica; ot - vesicula 6tica; N - notocorda; — - pigmentos (cromatéforos); ip -

intestino posterior.



Oliveira-Almeida, I. R. Dissertacdao de Mestrado

Figura 10
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Figura 11: Fases do desenvolvimento embrionario do hibrido Il (L. marmoratus com P.
corruscans). A — pos-fertilizagdo sem o cérion; B — embrido com 2 células; C — com 4
células; D — gastrula (75% de epibolia); E - néurula, com sulco neural; F - segmentacao
dos primeiros somitos e vesicula éptica; G — embrido com vesicula éptica, ética e cauda
solta; H — embrido com cerca de 23 somito e vesicula 6tica. Legendas: Bl - Blastémero;

v - vitelo; * - sulco neural; op - vesicula éptica; — - pigmentos (cromatoéforos); > -
somitos; ot - vesicula oética.
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Figura 11
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Figura 12: Analise sob Microscopia ética do L. marmoratus, corados com hematoxilina
— Harris e eosina (HE). A — gastrula (50% de epibolia); B — gastrula (50% de epibolia),
mostrando o anel embrionario e movimento de involugcao; C — néurula visualizagdo do
epiblasto e hipoblasto. Legendas: Bl — blastomeros; gv — glébulos de vitelo; e -
epiblasto; h — hipoblasto; csv — camada sincicial do vitelo; \f - seta demonstrando o

movimento de involugéo.
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Figura 12
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Figura 13: Detalhe em Microscopia de Luz do parental L. marmoratus. Coloracao HE. A
— regido cefalica da larva recém eclodida; B — detalhe da vesicula optica; C — calice
Optico, primérdio do cristalino e primeiros pigmentos (cromat6foros) encontrados na
regidao cefalica; D — Coracao rudimentar (circulo); E — detalhe das células da notocorda

e do processo de miogénese nos somitos. Legendas: ot — vesicula 6tica; op — vesicula
); O

optica; N — notocorda; gv — gldébulos de vitelo; — - pigmentos (cromatéforos
coracao rudimentar; csv — camada sincicial do vitelo; co — calice optico; primérdios do

cristalino; S — somitos.
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Figura 13
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Figura 14: Parental L. marmoratus. A — andlise sob microscopia Optica da vesicula
Otica e presenca dos otélitos (HE); B — analise sob microscopia eletronica de varredura

da vesicula 6tica. Legendas: ot — vesicula ética; o — otélitos; N — notocorda.
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Figura 14
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Figura 15: Detalhe em microscopia Optica da Estrutura ndo identificada no L.
marmoratus (HE). A — par da estrutura ndo identificada; B — estrutura ndo identificada,
calice Optico, primérdios do cristalino e cromat6foros na regidao cefélica e na membrana
do saco vitelno. Legendas: eni — estrutura ndo identificada; csv — camada sincicial do

vitelo; —» - cromatoforos; co — calice optico; ¢ — cristalino.
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Figura 16: Analise sob microscopia éptica do hibrido | (HE). A — estagio de clivagem,
fase de morula observacao da camada sincicial do vitelo; B — gastrula com 50% de
epibolia; C — gastrula (90% de epibolia) visualizagdo do tampao vitelino ou blastéporo;
D — fechamento do tampao vitelino; E — detalhe da camada sincicial em forma de
“franja”; F — fechamento do tampéo vitelino, detalhe da organizacédo das células para
formar o sulco neural; G — detalhe do fechamento do blastéporo. Legendas: Bl —
blastdmeros; gv — glébulos de vitelo; csv — camada sincicial do vitelo; X - organizagao

das células tv — tampao vitelino.
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Figura 17: Detalhes do desenvolvimento embrionario do hibrido I. A — andlise em
microscopia de luz detalhando a vesicula de Kupffer (HE); B — Visualizacao dos somitos
e da notocorda em microscopia éptica (HE); C - estagio de organogénese, fase larval
observagdo do embrido em microscopia eletrébnica de varredura. Legendas: vk —
vesicula de Kupffer; S — somitos; csv — camada sincicial do vitelo; N — notocorda; ot —

vesicula 6tica; eni — estrutura nao identificada.
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Figura 18: Andlise do estagio de eclosao do hibrido |. A — detalhe da regiao cefélica do
embrido sob microscopia de luz (HE); B — visualizacdo da regido cefalica sob
microscopia eletronica de varredura; C — observacao da vesicula éptica e dos primeiros
cromatoforos na superficie da vesicula éptica (HE); D — vesicula 6tica e otdlitos; E -
detalhe do coracgéo rudimentar e pigmentos ha membrana do saco vitelino. Legendas: T
— telencefalo; D — diencéfalo; M — mesencéfalo; PF — placa de fundo; (> - coragao;
op — vesicula éptica; eni — estrutura ndo identificada; —» - pigmentos (cromatéforos)

ot — vesicula 6tica.
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Figura 19: Detalhes sob microscopia eletrénica de varredura (A e B) e sob microscopia
optica (C). A — regidao caudal, observacdo dos somitos e intestino posterior; B —
formacdao do anus; C — visualizacdo dos mioblastos nos somitos. Legendas: S —

somitos; ip — intestino posterior; a — anus.



Oliveira-Almeida, I. R. Dissertacdao de Mestrado

Figura 19

55



Oliveira-Almeida, I. R. Dissertacdao de Mestrado

Figura 20: Andlise sob microscopia eletrbnica de varredura do hibrido . A —
desenvolvimento das placas olfatorias; B — detalhe das placas olfatérias com o
desenvolvimento de estruturas semelhantes a cilios; C — estrutura nao identificada.
Legendas:;[] - placa olfatéria; V - estruturas semelhantes aos cilios; eni — estrutura

nao identificada; ve — veia embrionaria.
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Figura 21: Detalhes em microscopia de luz dos embrides do parental P. corruscans
(HE). A — estagio de clivagem, fase de mérula com detalhe da camada sincicial do
vitelo; B — observacao dos pigmentos (cromatéforos) na membrana do saco vitelino.
Legendas: Bl — blastdmeros; csv — camada sincicial do vitelo; _, - pigmentos

(cromatoforos); gv — gldbulos de vitelo.
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Figura 22: Detalhes sob microscopia eletrénica de varredura do P. corruscans. A —
estagio de organogénese, fase larval; B — estagio de eclosao, detalhe da regido cefalica
presenca da vesicula Optica; da vesicula 6tica e da estrutura nao identificada; C —
desenvolvimento das placas olfatérias; D — detalhe das placas olfatérias com o
desenvolvimento de estruturas semelhantes a cilios. Legendas: op — vesicula éptica; ot
— vesicula ética; eni — estrutura ndo identificada; [ - placa olfatéria; V - estruturas

semelhantes a cilios; ve — veias embrionarias.
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Figura 23: Analise sob microscopia éptica do hibrido Il (HE). A — detalhe do cdélice
Optico e primérdios do cristalino; B — observagcdo dos pigmentos (cromatéforos)
localizados na membrana do saco vitelino. Legendas: — - pigmentos (cromat6foros);

co — cadlice Optico; ¢ — cristalino.
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Figura 24: Detalhes do desenvolvimento embrionario do hibrido Il. Observagdo sob
microscopia eletrénica de varredura em A e C, e sob microscopia de luz em B. A —
embriao em estagio de organogénese, fase larval; B — regido cefélica, visualizacao da
vesicula o6tica e da estrutura néo identificada; C — detalhe da estrutura ndo identificada
e pigmentos (cromatoforos). Legendas: ot — vesicula ética; —» - pigmentos

(cromatéforos); eni — estrutura ndo identificada; ve — veia embrionaria.
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Figura 25: Detalhe da notocorda, da placa neural e dos somitos. A — parental L.

marmoratus; B — parental P. corruscans.
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Figura 26: Deformidades encontradas no desenvolvimento embrionario do hibrido Il. A
— ovos com blastémeros soltos; B — larva com a coluna vertebral deformadas. Legenda:

Bl — blastdmeros; — - coluna deformada.
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DISCUSSAO

Os ovos de peixes sao classificados como polilécitos, devido a grande
quantidade de vitelo, e telolécitos por apresentarem vitelo concentrado no podlo
vegetativo e o citoplasma com suas organelas no poélo animal (RIBEIRO et al., 1995;
LEME DOS SANTOS & AZOUBEL, 1996; GANECO, 2003; MARQUES et al., 2008).
Estas caracteristicas foram observadas em Prochilodus lineatus (CASTELLANI et al.,
1994; NINHAUS-SILVEIRA et al.,, 2006), Pseudoplatystoma corruscans e
Pseudoplatystoma reticulatum (FAUSTINO et al., 2007), Pseudoplatystoma corruscans
(MARQUES et al., 2008), Zungaro jahu (MARQUES, 2008), Rhinelepis aspera (PERINI
et al. 2009) e no presente estudo com os ovos dos parentais Pseudoplatystoma
corruscans e Leiarius marmoratus e seus hibridos P. corruscans com L. marmoratus
(hibrido I) e L. marmoratus com P. corruscans (hibridoll).

Espécies como Prochilodus lineatus (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), Brycon
orbignyanus (GANECO, 2003), Piaractus mesopotamicus e Colossoma macropomum
(RIBEIRO et al., 1995) apresentam ovos com um grande espaco perivitelinico que
protege o embrido contra injurias durante a embriogénese, contribuindo para maior
sobrevivéncia em aguas correntes. Em ovos de Rhamdia hilarii, o espago perivitelinico
apresenta-se reduzido (GODINHO et al., 1978), como foi observado também nos ovos
de Pseudoplatystoma corruscans e Leiarius marmoratus e seus hibridos, apds a
hidratacdo dos ovos. Levando em consideracao as funcgdes atribuidas ao coérion e o
espaco perivitelinico, tais como: protecdo mecanica, regulacdo osmética, flutuacao,
nutricdo e prevengado a polispermia (SHARDO, 1995), esta diferengca de tamanho do

espaco perivitelinico ocorre devido as diferentes estratégias reprodutivas das espécies
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acima mencionadas e ao ambiente aonde os ovos se desenvolvem e no caso das
espécies estudadas, no fundo dos rios.

Godinho et al. (1978) relataram o aparecimento de uma camada gelatinosa
hialina que envolvia os ovos de Rhamdia hilarii. Tal camada também foi observada em
Pimelodella lateristriga (IHERING & AZEVEDO, 1936). Segundo Rizzo et al. (2002) esta
camada gelatinosa € encontrada nos Siluriformes sendo constituida por um
emaranhado de fibrilas delicadas. Esta caracteristica foi observada em Astronotus
ocellatus (PAES, 2008), no hibrido entre P. corruscans e P. reticulatum (FAUSTINO et
al., 2007), Rhinelepis aspera (PERINI et al., 2009) e no presente estudo nos ovos do
parental P. corruscans e no hibrido |.

A cor amarelada é caracteristica dos ovécitos de Siluriformes (SATO et al., 2003;
MARQUES et al.,, 2008), estando associada com a presenca de pigmentos
carotendides obtidos através da alimentacdo. Caracteristica esta também encontrada
nos ovoécitos e ovos dos espécimes estudadas neste trabalho durante todo o
desenvolvimento embrionario. Estes pigmentos constituem uma fonte de oxigénio
enddégeno quando o sistema respiratério € ineficiente para a obtengdo de oxigénio
exdgeno (BALON, 1977; AMORIM et al., 2009 citado por PERINI et al., 2009). Esta
caracteristica pode ser observada em Brycon cephalus (LOPES et al., 1995), Salminus
maxillosus (MORAES & SCHUBART, 1955 citado por LOPES et al., 1995) e
Pseudoplatystoma corruscans (MARQUES et al., 2008).

Segundo Mello (1989), nos peixes 6sseos podem existir gorduras em forma de
grandes gotas dentro da massa do vitelo, sendo o numero e o tamanho das mesmas,
tipicos para as diferentes familias de peixes, como relatado para Brycon cephalus

(LOPES et al.,, 1995) e para o peixe marinho Abudefdul sexfasciatus (SHADRIN &
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EMEL’YANOVA, 2007). Nos ovos das espécies analisadas nao foi observada a
presenga de gotas de gordura no interior do vitelo, semelhante ao relatado para
Prochilodus lineatus (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), Brycon orbignyanus (GANECO,
2003) e Brycon insignis (ANDRADE-TALMELLI et al., 2001).

Brummett e Dumont (1981) observaram que logo apds a ruptura dos alvéolos
corticais, uma cobertura protoplasmatica acumula no poélo animal, formando o
blastodisco, onde ocorre a clivagem do zigoto em blastémeros. Segundo Faustino et al.
(2010) apds a reacao cortical nos ovos do hibrido proveniente do cruzamento de P.
corruscans com P. reticulatum, ocorreu um movimento citoplasmatico, levando a
diferenciagdo de ambos os pdélos animal e vegetativo e inicio de clivagem.

Ganeco (2003) relata que apods os eventos desencadeados pela fertilizacédo, o
ovo passa a sofrer alteragdes que incluem clivagens, movimentacéo celular e formacao
dos esbog¢os dos 6rgaos.

Os estagios observados durante o desenvolvimento embrionario das espécies e
seus hibridos descritos neste trabalho (zigoto, clivagem, gastrula, organogénese e
eclosao), também foram relatadas por Faustino et al. (2007) para o hibrido de P.
corruscans com P. reticulatum, por Marques et al. (2008) para P. corruscans, por
Marques (2008) para Z. jahu e por Faustino et al. (2010) para P. corruscans com P.
reticulatum.

A clivagem no Pseudoplatystoma corruscans e Leiarius marmoratus e dos
hibridos | e Il é do tipo meroblastica ou parcial, como descrito para a maioria dos
tele6steos (CASTELLANI et al., 1994; LAGLER et al., 1977; LEME DOS SANTOS &
AZOUBEL, 1996; GANECO, 2003; NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006; MARQUES et al.,

2008; PERINI et al., 2009; AMORIM et al., 2009; FAUSTINO et al., 2010).
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A primeira clivagem divide o blastodisco em duas células, de igual tamanho,
semelhante ao encontrado para Xiphister atropurpureus (WOURMS & EVANS, 1974),
Cynolebias (CARTER & WOURMS, 1991), Oryzias layipes (IWAMATSU, 1994) e
Brachidanio rerio (KIMMEL et al., 1995). As clivagens iniciam do centro para as bordas
do blastodisco (MATKOVIK et al., 1985; SHARDO, 1995). O plano das primeiras
clivagens se caracteriza de acordo com as espécies estudadas P. corruscans e L.
marmoratus e seus hibridos. Em O. latipes (IWAMATSU, 1994) foi observado que no
ovo com 16 células um arranjo de 4 blastdbmeros centrais e 12 blastémeros periféricos
formando uma Unica camada celular e quando atingem 32 células, formam 4 fileiras de
8 células cada. O mesmo foi observado em Rhamdia sapo (MATKOVIK et al., 1985);
Alosa sapidissima (SHARDO, 1995) e para Brycon orbignyanus (GANECO, 20083).
Entretanto, a maioria dos teleésteos apresenta nesta fase, 4 fileiras de 4 células cada,
formando uma Unica camada de células (KIMMEL et al. 1995; SHARDO, 1995). Este
arranjo de 4X4 também foi descrito para Catostomus commersoni (LONG & BALLARD,
1976), Danio rerio (KIMMEL et al., 1995), Oreochromis niloticus (MORRISON et al.,
2001) e nas espécies estudadas neste trabalho.

As divisdes mitodticas da clivagem ocorrem para que a relacao existente entre o
nucleo e citoplasma no polo animal atinja um novo equilibrio, ou seja, 0 enorme volume
do citoplasma zigotico é dividido cada vez mais em células menores, enquanto o
volume citoplasmatico ndo aumenta (GILBERT, 2003). Segundo Castellani et al. (1994)
durante a clivagem dos peixes, o niumero de blastbmeros aumenta e o seu tamanho vai
diminuindo. Isto pode ser observado em Prochilodus lineatus (NINHAUS-SILVEIRA et

al., 2006), Salminus brasiliensis (NAKAGHI et al., 2006) e P. corruscans com P.
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reticulatum (FAUSTINO et al.,, 2010), assim como nas espécies e nos hibridos
analisados neste trabalho.

Morrison et al. (2001) sugerem que a variagdo da taxa de embriogénese e as
variacoes (assincronia e malformacao) no desenvolvimento dos embrides, estéo ligadas
a temperatura de incubacéo e a idade dos reprodutores. Ninhaus-Silveira et al. (2006)
relatam que em Prochilodus lineatus, mesmo utilizando reprodutores novos (1 a 2 anos
de idade) e temperatura da agua constante, a incubacdo a temperatura de 24°C,
apresentou houve uma maior assincronia no desenvolvimento embriondrio e uma
variacdo mais elevada na divisdo dos blastdmeros do que quando incubados a 28°C.
Kimmel et al. (1995) e Morrison et al. (2001) relatam que mesmo dentro de uma desova
fertilizada e incubada em condicdes O&timas, existe assincronia no tempo de
desenvolvimento embrionéario. Hisaoka e Firlit (1960) relatam que em “zebrafish” as
divisbes mitéticas até 32 células sdo sincrdnicas, mas tornam-se assincrénicas no
estagio de 64 células. As observacoes feitas neste experimento com P. corruscans,
Leiarius marmoratus e nos hibridos | e Il sdo corroboradas pelas citagdes acima,
indicando que as caracteristicas genéticas e ambientais sdao fundamentais no
desenvolvimento embrionario dos teledsteos.

Marques (2008) em Z. Jahu, notou que os glébulos de vitelo fragmentam-se
penetrando nos blastémeros, o mesmo foi observado nas espécies estudadas e seus
hibridos. Segundo Ninhaus-Silveira (2006) esta fragmentagdo dos glébulos de vitelo
ocorre para facilitar a absor¢cao do mesmo pelas células.

O periblasto ou camada sincicial do vitelo € uma camada citoplasmatica sincicial
continua localizada entre o blastodisco e o vitelo, formada pela divisao incompleta do

citoplasma do blastodisco. Inicialmente tem a forma de um anel ao redor do blastodisco,
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mas com o passar do tempo, esta se espalha por debaixo de toda a blastoderme
(KIMMEL, 1995).

A camada sincicial do vitelo possui uma grande importancia para o
desenvolvimento embrionario dos teledsteos (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2007). Kimmel
et al. (1995) afirmaram que ela constitui um &érgdo e € encontrada apenas em
teledsteos, se posicionando de forma extraembrionaria, ndo contribuindo portanto, para
a formagao do corpo do embrido (BALINSKY, 1970). Esta camada de células também
denominada periblasto se diferencia das demais células da blastoderme por apresentar
maior basofilia que estas ultimas (HISAOKA & FIRLIT, 1960) e é significativa na quebra
do vitelo tornando-o disponivel para o embrido, permitindo o seu desenvolvimento
(BALINSKY, 1970).

O surgimento do periblasto na fase de moérula foi relatado em Catostomus
commersoni (LONG & BALLARD, 1970), P. lineatus (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006)
e Z. jahu (MARQUES, 2008), sendo mesmo observado nas espécies analisadas neste
trabalho . Enquanto outros autores observaram sua formagdo no estagio de blastula
(WOURMS & EVANS, 1974; IWNAMATSU, 1994; KIMMEL et al., 1995; GANECO, 2003;
FAUSTINO et al., 2010a, b).

A camada sincicial do vitelo sofre 0 processo de crescimento e envolvimento do
vitelo independentemente da blastoderme e servindo como um motor primario para o
movimento de epibolia da blastoderme (BETCHAKU & TRINKAUS, 1986; DEVILLERS,
1961; TRINKAUS, 1993, NINHAUS-SILVEIRA et al., 2007). Segundo estes autores a
camada sincicial do vitelo periférica sofre contragdo, que ira resultar em varios eventos
como a facilitagdo da migracdo dos nucleos para a porcdo mais interna desta,

completando sua formacao o seu afilamento e avanco da camada sincicial do vitelo em
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direcdo ao pdlo vegetativo junto com a blastoderme, a qual esta firmemente aderida,
dando inicio ao movimento de epibolia.

O resultado da clivagem € a geracao de uma camada celular em forma de bola, a
blastula, quando a clivagem é holoblastica ou o blastodisco quando a clivagem é
meroblastica (ZHANG, BHATTACHARYA & LI, 2009). A formagao da blastula ou da
blastoderme caracteriza o fim do estagio de clivagem.

O estagio de blastula caracteriza-se pela formacao da blastocele, abertura
formada abaixo da blastoderme ou a formagédo de espacos irregulares entre algumas
células da blastoderme, como descrito por véarios autores (KIMMEL & LAW, 1985;
TRINKAUS, 1984; KIMMEL et al., 1995; GANECO, 2003; NINHAUS-SILVEIRA et al.,
2006; MARQUES, 2008). Em Brachidanio rerio foi observada a presenca de espacos
irregulares entre as células da blastoderme (KIMMEL et al., 1995), sugerindo que este
estagio seja melhor definido como “estereoblastula” uma vez que nao apresenta
blastocele (KIMMEL et al., 1995). Espécies como Hippocampus reidi (SILVEIRA, 2001)
e a truta (LAGLER, 1977 citado por NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006) foi descrita a
presenca de uma cavidade de blastocele tipica entre a blastoderme e o periblasto.
Entretanto, para espécies como Oreochromis niloticus (MORRISON, 2001), para o
hibrido proveniente do cruzamento entre P. corruscans e P. reticulatum (FAUSTINO et
al., 2010) e para as espécies caracterizadas neste estudo, ndo foi identificada nenhuma
cavidade caracteristica, nem o0s espacos irregulares que caracterizariam a
“estéreoblastula”.

O estagio de gastrula inicia com o comeg¢o do movimento de epibolia (LEME
DOS SANTOS & AZOUBEL, 1996), se completa com fechamento do blastdéporo pela

blastoderme e formacédo do botdo da cauda (KIMMEL et al.,1995). Estas observagdes
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estdo de acordo com o que foi detectado para os parentais, para os hibridos | e Il, e
também para o B. orbignyanus (GANECO, 2003), para o P. lineatus (NINHAUS-
SILVEIRA et al., 2006), para o R. aspera (PERINI et al., 2009) e para o B. gouldingi
(FAUSTINO et al., 2010).

O movimento de epibolia, no qual as células embrionarias divergiam no sentido
do polo vegetativo, formando o epiblasto que originara a ectoderme e seus derivados e
o hipoblasto que originara mesoderme e endoderme. Segundo Trinkaus (1992), as
células que sofrem epibolia em torno do vitelo, também passam por involugdo nas
margens do anel embrionario e o escudo embriondrio passa por conversao,
direcionando-as anteriormente e dorsalmente. Estes movimentos formam a
cordamesoderme, o precursor da notocorda. As células adjacentes a cordamesoderme,
as células da mesoderme paraxial, sdo 0s precursores dos somitos mesodermicos
(KIMMEL et al., 1995). Estas afirmacdes estdo de acordo com o observado em P.
corruscans e L. marmoratus e dos hibridos | e I, e também descritas por Ninhaus-
Silveira et al. (2006) e Castellani et al. (1994) para Prochilodus lineatus, Ganeco (2003)
para Brycon orbignyanus, Ribeiro et al. (1995) para Piaractus mesopotamicus e
Colossoma macropomum, Marques (2008) para Zungaro jahu, Amorim et al. (2009)
para Rhamdia quelen e Faustino et al. (2010) para os hibridos de P. corruscans com P.
reticulatum. Ja para Oreochromis nildticus devido ao tamanho do saco vitelino, o
embrido ndo se estende por todo o pdélo vegetal e, portanto, a organogénese rudimentar
(segmentacdo dos somitos) comeca antes do fim do movimento de epibolia
(MORRISON et al., 2001).

Ao término do estdgio de gastrula foi observado o surgimento de tecidos

mesodermais que se alongaram em ambos os lados da notocorda, organizando-se em
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segmentos denominados somitos, semelhante ao descrito em Brachidanio rerio
(HISAOKA & FIRLIT, 1960; KIMMEL et al., 1995), Orechromis niloticus (GALMAN &
AVTALION, 1989), Oryzias latipes (IWAMATSU, 1994) e Brycon orbignyanus
(GANECO, 2003). No entanto, Lagler et al. (1977) ja descreveram a formagdo dos
somitos durante o processo de gastrula, como afirma Morrison et al. (2001) em relacéo
a espécie Orechromis niloticus.

Kimmel et al. (1995) considerou que a fase de néurula esta inclusa no estagio de
organogénese. Brummett & Dumont (1978) e Morrison et al. (2001) encontraram a
vesicula de Kupffer nas fases iniciais do estagio de organogénese. Em L. marmoratus,
P. corruscans e nos hibridos foi observado a presenca desta vesicula a partir da fase
de néurula. Segundo Hisaoka & Firlit (1960) a vesicula de Kupffer representa uma
estrutura remanescente do arquenteron e se localiza acima do periblasto e abaixo da
notocorda. Em Oncorhynchus keta (MAHON & HOAR, 1956 apud HISAOKA & FIRLIT,
1960) a vesicula de Kupffer é descrita como uma cavidade obliqua e alongada, com
paredes de epitélio colunar, a qual é separada do periblasto por uma camada de células
endodérmicas semelhante ao descrito por Ninhaus-Silveira et al., (2006) em P. lineatus
e, similar ao descrito para L. marmoratus, P. corruscans e hibridos. Segundo Kimmel et
al. (1995) a vesicula de Kupffer é transitéria e encontrada somente em peixes
teledsteos. Sua importancia € muito questionada na literatura.

Brummet & Dumont (1978) levantaram uma hipdtese de que esta poderia ter
uma funcao digestiva, auxiliando na absorvicdo do vitelo pelo embrido, devido a
constatacdo da presenga de células ciliadas na vesicula de Kupffer e no intestino de
Fundulus heterocliltus. Essner et al. (2005) mostrou que no Danio rerio esta vesicula

possuia fluido e cilios e € uma estrutura embrionaria transitéria responsavel pela
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assimetria dos érgaos durante o desenvolvimento. Esta vesicula também foi visualizada
em Faustino et al. (2007) em hibrido Pseudoplatystoma spp e como nas espécies
tratadas neste estudo, ndo foram identificados cilios no epitélio de revestimento da
vesicula nem detectada a vestigios de fluidos.

Durante o estagio de organogénese, ocorre o processo de formacado do tubo
neural, rudimento do sistema nervoso central (FAUSTINO, 2009). A formacao da placa
neural embrionaria e, sua transformacao em tubo neural, no processo de neurulacdo, é
alcancado através de uma série de movimentos celulares, interagdes indutivas e
mudancgas na expressdo génica (ZHANG, BHATTACHARYA & LI, 2009). Segundo
Gilbert (2003) o tubo neural se origina de um sélido cordao de células da placa neural
formando uma estrutura com aspecto de corddo que migra dentro do embrido
fechando-se para formar o tubo.

De acordo com Silveira (2001) a ectoderme sobre a notocorda transforma-se em
uma placa neural, a qual deprime-se centralmente formando o sulco neural, que
posteriormente ira se fechar por fusdo das pregas neurais, dando origem ao tubo
neural. A porgao mais anterior do tubo neural sofre mudangas drasticas, expandindo-se
em trés vesiculas primarias, cérebro anterior (prosencéfalo), cérebro médio
(mesencéfalo) e cérebro posterior (rombencéfalo) (GILBERT, 2003). Segundo Kimmel
et al. (1995) o cérebro anterior subdivide-se em telencéfalo, diencéfalo e o cérebro
meédio ou mesencéfalo. Nas espécies P. corruscans e L. marmoratus e dos hibridos | e
Il a regiao anterior do tubo neural se expandiu formando as trés regides, semelhante ao
observado em Prochilodus lineatus (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006), Brycon

orbignyanus (GANECO, 2003), Brachidanio rerio (KIMMEL et al., 1995 citado por
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GANECO, 2003), Rhamdia sapo (CUSSAC et al., 1985 citado por GANECO, 2003) e P.
corruscans (MARQUES et al., 2008).

A notocorda foi detectada no estagio de organogénese nos parentais e nos
hibridos. Segundo Gilbert (2003) a notocorda € um &rgao transitorio cuja principal
fungdo inclui a inducao da formacao do tubo neural e estabelece o eixo corporal antero-
posterior. A maior parte da notocorda degenera, mas a porgdo existente entre as
vértebras forma o tecido dos discos intervertebrais. No R. sapo (CUSSAC et al., 1985)
as células da notocorda comegam a formar vacuolos que deslocam os nucleos para a
periferia. Falk-Petersen (2005) relata que a notocorda é formada por células vacuoladas
separadas por finas membranas celulares.

Os resultados da analise histolégica desta estrutura nos espécimes estudados
neste trabalho, corroboram com os dados apresentados acima.

Com o surgimento do coragdo inicia-se o0 desenvolvimento do sistema
circulatério, continuando durante o desenvolvimento larval (LANGELAND & KIMMEL,
1997; YELON & STAINIER, 1999; HU et al., 2000). Segundo Hu et al. (2000) o coragao
€ o primeiro 6rgao definitvo a se desenvolver e tornar-se funcional durante a
embriogénese. O coracdo rudimentar foi visualizado na regido anterior ao saco vitelino
nas espécies em estudos e seus hibridos. Outros autores relatam que o coragéo
aparece inicialmente como um tubo simples com uma parede de varias camadas
(MORRISIN et al., 2001; HALL et al., 2004 e FAUSTINO et al., 2010). Observou-se nos
parentais e nos hibridos o desenvolvimento de veias embrionarias. Rodrigues-Galdino
et al. (2009) relata a presenca de veias vitelinas com circulagdo de sangue no R.

quelen.
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Os musculos embrionarios em forma de “V” originam os miémeros estabelecidos
no inicio da somitogénese (PATTERSON et al., 2008). Contragcdes musculares podem
ocorrer inicialmente em miémeros individuais, € depois em séries coordenadas de
midémeros. Mais tarde, quando os reflexos motores-sensoriais desenvolvem
funcionalidade, ocorrem rajadas de contracbes nos embrides (ZHANG,
BHATTACHARYA & LI, 2009). Segundo Rodrigues-Galdino et al. (2009) os somitos
transformam-se em midmeros em forma de "V" que permitem a flexao lateral do corpo
do embriéo.

Nos parentais e seus hibridos a capsula 6tica ou vesicula 6tica foi estabelecida
no inicio do periodo de organogénese e os otdlitos poderam ser visto na ultima parte da
organogénese, estando de acordo com as observagbes feitas por ZHANG,
BHATTACHARYA & LI, 2009. Rogrigues-Galdino et al. (2009) relata que um par de
otdlitos aparece como pequenos granulos encostados contra a superficie interna de
cada otocisto.

As placas olfatorias sédo estabelecidas quando esta proxima a eclosao das larvas
(BLAXTER, 1988), fato este observado nos parentais e nos hibridos. No Z. jahu
(MARQUES, 2008) e no B. gouldingi (FAUSTINO, 2009) o 6rgao olfativo foi observado
no estagio de eclosdo, com pequenas quantidades de cilios rudimentares. As placas
olfatérias com cilios estdo presentes nas bordas anteriores aos olhos (ZHANG,
BHATTACHARYA & LI, 2009).

A eclosao de muitos peixes 6sseos € auxiliada pela a secrecao de glandulas de
eclosdo. Antes da eclosdao as glandulas secretam enzimas proteoliticas, corionases,
que decompdem a camada interna do corion facilitando a eclosdo do embriao (ZHANG,

BHATTACHARYA & LI, 2009). Segundo o autor, os movimentos da cauda e do corpo
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também ajudam o processo de eclosdo. Estes movimentos foram observados nas
espécies em estudo e seus hibridos.

A formagao dos pigmentos e desenvolvimento padrédo em uma espécie ocorre de
maneira especifica (ZHANG, BHATTACHARYA & LI, 2009). A analise dos cromatéforos
e dos pigmentos dos olhos e corpo sdo importantes para a determinacao taxonémica e
identificacdo das espécies (MEIJIDE & GUERREIRO, 2000). As células do epitélio
reticular e os melanoféros da pele sdo os primeiros pigmentos a originar durante a
embriogénese (KIMMEL et al., 1995), estando de acordo com as observagbes feitas
nos parentais e seus hibridos e, em outras espécies como Z. jahu (MARQUES, 2008) e
R. aspera (PERINI et al., 2009).

Cussac et al. (1985) relata trés pares de uma estrutura, semelhante a estrutura
observada nos parentais e nos hibridos, chamada de pacotes mesodérmicos anteriores,
localizados na regido dorsal do embrido do R. sapo. O autor relata que o primeiro
pacote mesodérmico anterior ndo mostra diferenciacdo na eclosdo, o segundo pacote
diferencia formando a parede antero—externa da cavidade opercular e o terceiro pacote
observa-se ordenamentos paralelos de células que se abriram em fissuras branquiais.
Faustino et al. (2010) observou em microscopia eletrébnica de varredura a mesma
estrutura no hibrido de P. corruscans com P. reticulatum e identificou como sendo
primérdios de barbilhndes. Segundo Faustino et al. (2010) esta estrutura também foi
identificada por primérdios de barbilhbes em P. corruscans (CESTAROLLI, 2005).
Estudos detalhados de estagios posteriores devem ser elaborados para a identificacao
correta desta estrutura.

A embriogénese das espécies P. corruscans e L. marmoratus e dos hibridos P.

corruscans com L. marmoratus e L. marmoratus com P. corruscans, desde a
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fecundagéo a ecloséo das larvas, durou de 12 a 14 horas. Este intervalo de tempo foi
relatado também por Faustino et al. (2010) para o hibrido de P. corruscans com P.
reticulatum. Esta variagcdo no periodo embrionario deveu-se ao fato de que o
desenvolvimento dos teledsteos ser muito sensivel as mudancas ambientais,
principalmente a temperatura. O periodo de desenvolvimento € geralmente menor em
temperaturas elevadas do que em temperaturas mais baixas (LEME DOS SANTOS,
1995).

Segundo para Vandewalle et al. (2005) citado por Faustino et al. (2010) o rapido
desenvolvimento embrionario é tipico de espécies migratérias com estratégias
reprodutivas sazonais e de alta fecundidade e sem cuidados parentais. Como as
espécies P. corruscans e L. marmoratus utilizadas para produzir os hibridos no
presente estudo. Blaxter (1969) citado por Faustino et al. (2010) mostrou que a maioria
das larvas de peixes recém-eclodidos faltam a boca, o intestino, o0 anus, as branquias, a
bexiga natatéria, as nadadeiras, a pigmentacao e acuidade visual. Nos parentais e
hibridos em estudos a boca, as branquias e a bexiga natatéria também estavam

ausentes nas larvas recém-eclodidas das espécies estudas e seus hibridos.
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