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“A tarefa ndo é contemplar o que ninguém ainda contemplou,
mas meditar, como ninguém ainda meditou sobre o que todo
mundo tem diante dos olhos.”

SCHOPENHAUER

“Algo so é impossivel até que alguém duvide e prove o contrario”
ALBERT EINSTEIN

"Porque melhor é a sabedoria do que jbias, e de tudo o
que se deseja nada se pode comparar a ela.”
PROVERBIOS 8:11



RESUMO

O presente estudo visou descrever o desenvolvimento do sistema sensorial
do jundid (Rhamdia quelen) sob aspecto morfolégico desde o periodo embrionario
até o final do periodo poés-larval. O sistema sensorial dos Teledsteos € composto
por: sistema de acustico-lateral (tato, equilibrio, audi¢cdo e eletrorrecepgéo), sistema
olfatério (olfato), botdes gustativos (paladar) e sistema oOptico (visdo). Em muitos
teledsteos, a visdo é a principal modalidade sensorial na detec¢do do alimento. Em
bagres (Siluriformes), contudo, os sentidos quimicos costumam ser mais efetivos
nessa atividade, permitindo a sobrevivéncia em ambientes com campo visual
limitado. A linha lateral € composta por estruturas mecanorreceptoras (neuromastos)
e também de eletrorreceptores, que auxiliam o animal na locomog¢do na coluna
d’agua, deteccéo de presas e predadores. Os botdes gustativos e o epitélio olfatorio
pertencem ao sistema quimiorreceptor, que auxilia o animal a localizar e capturar
alimento apds esgotarem-se as suas reservas vitelinicas. Para a analise morfolégica
das estruturas citadas acima, embribes, larvas e pos-larvas de jundia foram
observados vivos através de estereomicroscopia e também foram processadas
pelas técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura e de Transmissdo e de
Microscopia de Luz. As vesiculas épticas sdo as primeiras estruturas a surgirem no
inicio da segmentacédo (E16; ~9 hpf). As lentes se diferenciam pouco depois (E19,
~12 hpf), porém a pigmentacdo do olho inicia bem mais tarde, na larva inicial (E26,
~36 hpf). O ouvido interno inicia sua formacéo apos as vesiculas épticas (E18, ~11
hpf), mas é o primeiro sistema a completar o seu desenvolvimento, ainda no periodo
embrionario (E23, ~18 hpf). No estadio E24 (~1 hora antes da eclosdo) ja pode-se
observar os primérdios das narinas e os cilios olfatérios formam-se apos o
surgimento dos barbilhdes e dos neuromastos. Devido ao rapido desenvolvimento e
especializacdo das estruturas sensoriais no momento em que comecam a se
esgotar suas reservas vitelinas, o R. quelen se converte em um organismo com
capacidade de perceber, identificar, perseguir e capturar presas, o que possibilita
seu crescimento e, a0 mesmo tempo, perceber, identificar e fugir de potenciais
predadores e/ou situacdes de desconforto, permitindo a sua sobrevivéncia.

Palavras-chaves: embriologia, peixe, sistema acustico-lateral, sistema gustativo,
sistema olfatério, sistema visual.



ABSTRACT

This study aimed to describe the development of the sensory system of the
silver catfish (Rhamdia quelen) from the embryonic up to the post-larval period, using
morphological criteria. The sensory system of Teleosts is composed of: acoustic-
lateral system (touch, balance, hearing, and eletroreception), olfactory system
(smell), taste buds (taste), and optical system (vision). Vision is the main sensory
modality in the detection of food in most Teleosts. In catfish (Siluriformes), however,
the chemical senses are often more effective, allowing survival in environments with
limited visual field. The lateral line is composed of mechanoreceptor structures
(neuromasts) and also electroreceptors, which helps in animal locomotion through
the water column, detection of prey, and predators. The taste buds and olfactory
epithelium belong to the chemoreceptor system, and help the animal to locate and
capture food after depletion of their yolk reserves. For the morphological analysis of
the structures mentioned above, embryos, larvae, and post larvae of silver catfish
were analysed alive by stereomicroscopy, and were processed by Scanning and
Transmission Electron Microscopy, and also Light Microscopy. The optic vesicles are
the first sensory structures to develop during early segmentation (E16, ~9 hpf),
followed by differentiation of the lens (E19, ~12 hpf), but the pigmentation of the eye
starts later, in the early larva (E26, ~36 hpf). The inner ear starts to form after the
vesicles optics (E18, ~11 hpf), but is the first system to complete its development, still
during embryonic period (E23, ~18hpf). At stage E24 (~ 1 hour before hatching) can
now be seen the beginnings of the nostrils and olfactory cilia are formed after the
onset of wattles and of neuromasts. Due to the rapid development and specialization
of sensory structures at the time they begin to deplete its reserves yolk R. quelen
becomes one body with the capacity to perceive, identify, pursue and capture prey,
which allows growth and at the same time, perceive, identify and avoid potential
predators and / or uncomfortable situations, allowing them to survive.

Key-Words: embryology, fish, acoustic-lateral system, gustatory system, olfactory
system, visual system.
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1 INTRODUCAO

Os vertebrados (Craniata) possuem uma cabeca bem definida contendo
um cérebro relativamente grande protegido por uma caixa craniana
(cartilagionosa ou 6ssea), bem como um complexo conjunto de 6rgaos dos
sentidos (POUGH, 2003).

O sistema nervoso central dos vertebrados se desenvolve a partir do
tubo neural, que inicialmente diferencia-se em uma por¢ao anterior (encéfalo) e
uma posterior (medula espinhal). A cefalizagdo avangca por meio do
desenvolvimento das cristas neurais e placodios (CLAVIJO-AYALA, 2008). Os
placddios sdo estruturas derivadas da ectoderme adjacente ao tubo neural e
dao origem a distintos elementos do sistema sensorial (CLAVIJO-AYALA,
2008; GILBERT, 2007). Originam-se como espessamentos pareados do
epitélio ectodérmico cefalico, que posteriormente se aprofundam, originando
distintos tipos de estruturas, especialmente componentes do sistema nervoso
periférico e sensorial. Desta forma, os placddios sensoriais da linha lateral
originam derivados mecano e eletrorreceptores, os placodios 6ticos originam o
aparelho vestibular e os ouvidos internos, os placodios opticos (Fig. 1) originam
o cristalino, e os placddios olfativos originam os epitélios nasais e olfativos
(DUQUE-OSORIO, 2003).

A Estagiode B Estagio de lentes
placodio primordiais
epitélio
= pigmentar da
L retina
retina
—placodio das
lentes

vesicula
DORSAL

- [ O6ptica
' placédio
: =" das lentes

VENTRAL =

C Estagio de o
cupula optica _ epitélio
T .. | pigmentar da
I, retina

=—retina
‘imm—Vvesicula das lentes
\Lir—cornea
~—primoérdio da iris
primoérdio do
corpo ciliar

primérdio do
quiasma optico

primérdio do
nervo 6ptico

Figura 1. Etapas progressivas do desenvolvimento dos olhos de um vertebrado (Fonte:
Adaptado de GRAW, 2003).
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O sistema nervoso controla a atividade de todos os outros sistemas
organicos. O sistema sensorial participa na recepcéo e traducao dos estimulos
ambientais ao sistema nervoso central. As informacfes sensoriais séo
percebidas pelo sistema nervoso periférico e conduzidas pelos nervos
aferentes ao sistema nervoso central, onde s&o geradas respostas adequadas
aos estimulos, modulando o comportamento (PITCHER, 1993). A transmisséo
de ondas mecéanicas e sonoras e de estimulos visuais e quimicos na agua é
essencialmente distinta da que acontece no ambiente terrestre. A agua
apresenta diferentes graus de refracéo e reflexdo da luz solar de acordo com
sua densidade, temperatura, salinidade, entre outras caracteristicas. Da
mesma forma, a dispersdo de ondas sonoras e mecanicas varia de acordo com
a densidade e concentracdo de particulas dissolvidas ou em suspensdo na
adgua. Com isso, evolucdo do sistema sensorial levou ao desenvolvimento e
especializacdo da estruturas sensiveis a essa variacdo de informacdes em
peixes e outros organismos aquaticos (LIEM et al., 2001).

O sistema sensorial dos Teledsteos € composto por: ouvidos internos e
células mecanorreceptoras e eletrorreceptoras, formando o sistema acustico-
lateral (tato, equilibrio e audicdo), o sistema olfatorio (olfato), os botdes
gustativos (paladar) e o sistema Optico ou visual (visdo) (MOORMAN e
STHEPHEN, 2001).

1.1 Sistema visual

Segundo Fishelson & Baranes (1999) os estudos de olhos de peixe
remontam o0s renomados estudos de Miller (1851), Schultze (1886),
Schiefferdecker (1886), e Cajal (1893). Com os avancos nos meétodos de
investigacdo, os olhos de peixes comecaram a ser estudados com maior
detalhe, especialmente citologia da retina. Os resultados desses estudos
culminaram em varios livros (Rohen, 1965; Ali, 1974; Ali e Anctil, 1976; Ali e
Klyne, 1985; Fuortes, 1972) e a maioria dessas publicacbes tratam de peixes
teleosteos, especialmente sobre a ontogénese das células da retina e

estruturas adjacentes.
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A formacdo dos olhos dos vertebrados se inicia por evaginacdes em
ambos os lados da extremidade anterior do tubo neural, formando os
pedunculos o6pticos e as vesiculas 6pticas (LI, 2000). Cada vesicula ira se
diferenciar em duas estruturas principais a lente e a retina (Fig. 1). A lente
converge a luz refletida dos objetos para dentro do olho, onde € absorvida e
transmitida pelas células nervosas presentes na retina (SOULES e LINK,
2005).

Nos estadios mais precoces, os olhos séo freqlientemente transparentes
e a retina, indiferenciada (BOUEF e LE BAIL, 1999). Na medida em que a larva
se desenvolve, contudo, alteragbes morfolégicas nao neurais, incluindo
mudancas no numero, nos tipos e no padrdo de distribuicdo das células
fotorreceptoras, na area superficial da retina e no didmetro da lente, entre
outras, resultam em modificagdes na visdo (CESTAROLLI, 2005).

O olho de um peixe teledsteo € adaptado a visdo na agua e difere em
alguns aspectos dos olhos dos vertebrados terrestres adaptados a viséo no ar.
O olho de um teledsteo é caracterizado por uma esclera fraca, uma cornea
plana e um cristalino quase globular (KRAAIJ, 2000).

Embora as estruturas sensoriais dos olhos de peixe sejam
morfologicamente semelhantes aos demais vertebrados, numerosos sao 0s
exemplos de adaptacdes para diferentes condigBes ecoldgicas encontrados em
determinados peixes: por exemplo, os olhos com lentes duplas, ou os olhos
com o dobro ou até mesmo quadruplo de elementos sensoriais da retina
guando comparado aos demais vertebrados (WALLS ,1942; MUNK 1966 e
1969).

O olho €& um o0rgdo constituido por trés camadas dispostas
concentricamente. A camada mais externa € formada pela esclera, uma
camada espessa e firme na maioria dos peixes, porém nos TeleOsteos é
delgada e fina. A camada média, ou tunica vascular, € constituida pela coréide,
a qual é altamente vascularizada, pelo corpo ciliar e pela iris. A camada mais
interna € a retina fotossensitiva, o0 componente mais importante dos olhos
(TAKASHIMA e HIBIYA, 1998). (Fig. 2)
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A lente (cristalino) dos teledsteos é completamente redonda e se projeta
para a camara aquosa proximo a cornea proporcionando um grande campo de
visdo ao olho do peixe. A lente é composta de trés camadas, uma bainha
exterior acelular, uma camada de células epiteliais cubdides subjacentes e uma
camada fibrosa. Devido a sua rigidez, a acomodacdao visual € realizada nao por
alteracdo da forma da lente, mas pela movimentacdo para frente e para tras
através de ligamentos de um musculo retrator (YONKOS et al., 2000).

A camada esclero-corneana € a camada mais externa do olho, ela é
dividida em esclera interna e externa (Fig. 2). A cOrnea € constituida por um
epitélio pavimentoso despigmentado, um estroma membranoso e um epitélio
fino. O epitélio corneano é multifacetado e continuo com o epitélio da cabeca. A
parede da por¢cdo posterior do olho é composta da esclera fibroelastica que é
continua com o estroma corneano. Enquanto a cérnea é transparente, a
esclera € opaca por possuir uma bainha externa de cartilagem hialina
(YONKOS et al.,2000).

Olho de Teledsteo

Esclera

%‘.’Eﬁ?n Ligamento
Cordide 9

Merio &ptico
_.-""'-.'.-_

Humor
aquoso

Camada

plgmentar Pele

Figura 2. llustracdo de olho de Teledsteo. Fonte: Adaptado de RAMEL, 2011.
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A retina é dividida em camadas distintas: camada do epitélio pigmentar,
camada das células fotorreceptoras (cones e bastonetes), membrana limitante
externa, a camada nuclear externa, camada plexiforme interna, camada de
células ganglionares, camada de fibras nervosas, e membrana limitante
interna. (Fig. 3) Estas camadas permanecem distintas as margens da iris.
Imagens visuais sao retransmitidas a partir de cones e bastonetes das células
fotorreceptoras para a camada de células das fibras nervosas que fazem
sinapses com 0 nervo Optico. A informacdo visual € transmitida através do
nervo optico até o mesencéfalo (YONKOS et al., 2000)..

Em muitos teledsteos, a visdo € a principal modalidade sensorial na
deteccado do alimento. Em bagres (Siluriformes), contudo, os sentidos quimicos
devem ser mais efetivos nessa atividade, devido a limitacdo do campo visual,

onde vivem esses animais (IWAI, 1980).

oG, GO
L)
B Y, oy
Bastonetes ; i \'|
Cones J

Membrana imitadora
externa
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Figura 3. llustracdo demonstrando as camadas da retina. Fonte: MELDAU, 2011.
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1.2 Quimiorrecepgdo : Sistema Olfatério e Gustati  vo

1.2.1 Sistema olfatoério

O sistema olfatério € fundamental para a sobrevivéncia do animal, pois
ele é importante na deteccéo da presenca de alimento e de predadores, além
de estimulos relacionados ao comportamento reprodutivo, através da
percepcao de alteragcdes hormonais (SAITO et al., 2004).

A literatura apresenta diferentes informacdes relacionadas ao sentido do
olfato em vertebrados. O primeiro € a conservacdo do sistema olfatério ao
longo da evolucdo (HILDEBRAND e SHEPHERD, 1997). Outro aspecto € que
0s neurbnios sensoriais do sistema olfatério dos vertebrados se regeneram ao
longo da vida do animal (MOULTON, 1974; GRAZIADEI e GRAZIADEI, 1980;
SCHWOB, 2002) e também que o sistema olfatorio de peixes é altamente
sensivel aos hormonios sexuais (HAMDANI et al., 2007).

Evidéncias consideraveis apontam para o olfato como sendo um
mediador geral dos sinais quimicos envolvidos em varios comportamentos de
peixes teledsteos, incluindo selecdo de habitat, migracdo, formacéo de casais,
cuidados parentais e prevencéo a predacdo (NOAKES e GODIN, 1988).

A morfologia dos 6rgédos olfativos varia entre as espécies de peixes. De
acordo com Hara (1976), em alguns grupos, como nos tubardes e enguias, eles
sdo bem desenvolvidos, sendo considerados macrosmaticos. Em outros sao
pouco desenvolvidos ou microsmaticos. As cavidades nasais séo revestidas
pelo epitélio olfativo, que organiza-se em uma série de lamelas, formando as

rosetas olfatorias (Fig.4).
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Figura 4. llustracdo demonstrando lamelas olfatérias e a entrada e saida da agua. (Fonte:
EVANS, 2011).

A disposicao, forma e grau de desenvolvimento das lamelas na roseta
podem variar consideravelmente de espécie para espécie. Acredita-se que néo
exista uma simples relacdo entre a superficie do epitélio olfativo e a
sensibilidade aos odores, ja que o epitélio sensorial ndo € distribuido
uniformemente sobre a superficie das lamelas olfativas (HARA, 1975).

O epitélio olfativo dos Teledsteos, como de outros vertebrados, é
composto por trés tipos celulares: as células receptoras, células de sustentacéo
e células basais (HARA, 1975). Supde-se que as células de suporte tenham a
funcdo de auxiliar as células receptoras em sua funcéo olfatoria e as células
basais sejam precursoras das células receptoras (CATANIA et al.; 2003;
NAKAMUTA et al.; 2010). As células receptoras olfatérias sdo neurbnios que
detectam os odores e, em peixes, sao classificadas em trés tipos: as células
receptoras ciliadas, células receptoras com microvilos e as “crypt cells”, que
tém funcdo desconhecida (CATANIA et al.; 2003; NAKAMUTA et al.; 2010). As
células receptoras ciliadas possuem longos dendritos e cilios, e apresentam
terminacbes axonais na parte medial do bulbo olfatério que € parte do
telencénfalo. As células receptoras com microvilos (Fig.5) possuem pequenos
dendritos, as suas microvilosidades estendem-se para sua superficie apical e
seus axonios direcionam-se para parte lateral do bulbo (YAMAMOTO e UEDA
1979; THOMMESEN 1983; HAMDANI et al., 2006). As crypt cells sédo esféricas
ou piriformes, localizam-se préximo a superficie epitelial e possuem poucos
cilios e microvilos (HANSEN et al., 1997; HANSEN e FINGER 2000).



21

Figura 5. llustragdo demonstrando as
células receptoras ciliadas (CC) e com
microvilosidades (CM) do epitélio
olfatério. (Fonte: EVANS,2011).

As células receptoras, que séo
neurdnios primarios bipolares sensoriais, enviam um dendrito delgado cilindrico
em direcdo a superficie do epitélio e estdo diretamente ligadas com o bulbo
olfatério pelo seu axénio.

O dendrito termina em botédo olfatorio, que tem um namero variavel de
cilios. As informacdes das células receptoras sao transmitidas para o bulbo
olfatério, onde os sinais sdo processados e integrados (Fig.6). A caracteristica
dominante do bulbo € o contato sindptico entre os neurdnios olfativos primarios

e secundarios na forma de glomérulo.
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Figura 6. Esquema demonstrando a localiza¢@o do Bulbo olfatorio em peixes. (Fonte: GAM,
2011).
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1.2.2 Sistema Gustativo

Os barbilhdes séo considerados estruturas associadas a mecanismos
adaptativos em &guas turvas, onde existe uma reducdo do campo visual
(DAVIS e MILLER, 1967). Ao contrario do esperado, em alguns ciprinidios, foi
observada uma relacdo inversamente proporcional entre o comprimento do
barbilhdo e a turbidez da agua (SCHMIDT, 1983). A espécie Mullus surmulietus
habita areas menos turvas e apresenta barbilhndes mais longos que a espécie
M. barbatus. No estudo de CAMBRAY (1994), foi constatado que no género
Pseudobarbus, ciprinidios de aguas continentais, as espécies que habitam
aguas claras apresentam barbilhdes maiores do que as espécies que habitam
agua turvas, sugerindo que a densidade dos botbes gustativos é mais
importante que o comprimento do barbilhdo para a localizagdo do alimento em
ambientes de campos visuais restritos.

Os botdes gustativos sdo 0rgaos quimiossensoriais que 0s peixes, bem
como outros vertebrados, usam para aumentar o potencial de busca de
alimento, selecionando substancias comestiveis e rejeitando as nao-
comestiveis (HANSEN et al., 2002).

Nos peixes, estdo distribuidos em
estruturas externas, como labios superior e
inferior e nas diversas regides do epitélio da
cabeca, bem como em estruturas internas da
boca, como arcos branquiais e faringe,
provavelmente por serem regides do corpo
diretamente envolvidas com a detecgcédo e

apreensédo do alimento (HANKEN et al.,

visainternada  2008). Podem apresentar-se isolados ou

mandibula superior

agrupados de forma bem definida (CLAVIJO-

AYALA, 2008).

Figura 7. Distribuicdo dos botdes gustativos no
zebrafish (Danio rerio) juvenil e adulto. A elevada
abundancia de botdes é marcada por tons mais
intensos de cor. Os botdes estdo presentes na
cabeca, nos dois pares de barbilhdes (B), Labios
superior (Lu) e inferior (Li), na cavidade bucal
_ vistainternada (MC), a regiao faringo-branquial (PBR), nos arcos
+ mandibulainferior  pranquiais (GA) e, nos rastros branquiais, que
estdo localizados nestes. A letra E indica o olho.
(Fonte: adaptado de HANSEN, 2002).
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Como exemplo, o estudo de HANSEN (2002) descreve o
desenvolvimento inicial dos botdes gustativos do zebrafish (Danio rerio). Nos
juvenis e adultos desta espécie, os botbes estdo localizadas nos labios, na
cavidade orofaringea, nos dois pares de barbilhdes e na superficie ventral e
dorsal da cabeca (Fig. 7).

Livingston (1987) analisou cinco espécies de peixes teledsteos, retirando
amostras dos labios, da regido lateral da cabeca e cavidade faringea,
encontrando os botdes com a mesma conformacdo em todas as amostras,
corroborando, portanto, que essas estruturas parecem seguir um padrdo na
maioria dos teledsteos. Entretanto, em robalo (Centropomus parallelus), foram
observados botdes gustativos nas mesmas regides citadas acima, porém que
diferem principalmente na forma e no tamanho, sendo, no entanto,
semelhantes em sua constituicdo basica aos descritos para peixes teledsteos.
As diferentes formas e a distribuicdo dos botdes gustativos de C. parallelus
sugerem que o0s botdes gustativos responsaveis pela identificacdo de
diferentes substancias quimicas poderiam estar localizados em diferentes
regides ou, ainda, apresentarem maior ou menor capacidade de captacao de
estimulos do meio (HANKE et al., 2008).

Em um estudo anatomo-histolégico realizado no género Mullus, observa-
se que o0s botdes gustativos presentes nos barbilhdes, além da funcéo
gustativa, apresentam também uma possivel funcéo tactil, como a linha lateral,
devido a presenca de elementos sensitivos e glandulares no seu epitélio
(MCCORMICK , 1993).

Nos peixes adultos os botdes gustativos tém forma de péra ou cebola
(Fig. 8). Eles formam uma pequena papila dérmica constituido de trés tipos de
células epiteliais modificadas de diferentes tipos, descritos de acordo com sua
densidade de elétrons em microscopio eletrbnico de transmissdo: células
receptoras (células claras), células de suporte (células escuras) e células
basais (SORENSEN e CAPRIO, 1998). As células escuras apresentam muitos
microvilos de pequeno tamanho, enquanto que as células claras tém um
estereocilio na regido apical. As células basais se posicionam horizontalmente

entre as células escuras e claras e a lamina basal. Estas células formam
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sinapses com as fibras nervosas, atuando como mecanorreceptores, podendo,
ainda, ter funcdes paracrinas ou neuroendocrinas (ROPER, 1993).

Essas estruturas se localizam na epiderme e o seu apice se pde em
contato com a agua através de um poro que, muitas vezes, é visivel em
microscopia eletronica de varredura. Sua parte basal possui uma membrana
basal, formando sinapses com as fibras sensoriais (KINNAMON e CUMMINGS,
1992). Os botdes gustativos sédo cercados por células marginais, que néo
pertencem ao 6rgdo, mas representam a interface entre as células regulares do
epitélio estratificado pavimentoso (epitélio de revestimento) e o epitélio
sensorial dos botdes gustativos (Fig. 8).

Foi observado também que uma unica fibra nervosa pode fazer sinapse
com mais de uma célula gustativa. Dessa forma, uma célula gustativa pode
conter em sua membrana diferentes receptores para estimulos

qualitativamente diferentes, permitindo que o botdo gustativo discrimine

diferentes estimulos dentro de uma ampla gama de impulsos (KOTRSCHAL,
1995).

Figura 8. Esquema de um botdo gustativo
tipico de teledsteos, com formato de péra ou
cebola. Células escuras (Cd) com numerosas
pequenas microvilosidades; células claras (Cl)
~ com uma Unica microvilosidade (estereocilio);
células basais (Cb); células marginais (Cm),
J que ndo pertencem ao botdo gustativo,
’f—‘f ’L(\ formando a interface com as células epiteliais
de revestimento (Ce). O botdo se apdia em
_’/7’\ uma papila dérmica (DP). O nervo do botéo
\

gustativo (TBN) atinge o botdo para formar o

complexo de fibras nervosas (NFP). As
- peguenas vesiculas no diagrama representam
— —  0s contatos sinapticos. BL, lamina basal; RA,
":?_/_'/f““_“ — area receptora; VC, vaso capilar. (Fonte:
=" - adaptado de HANSEN, 2002).



25

1.3 Mecanorrecepcdo: Sistema acustico-lateral

1.3.1 Linha lateral

A estrutura do sistema da linha lateral foi descrita por varios autores
(FLOCK e WERSALL,1962; FLOCK, 1965; HAMA, 1965; EKSTROM VON
LUBITZ, 1981; HOSS e BLAXTER, 1982; BLAXTER et al., 1983; TATSUOKA e
HAMA, 1987) e atualmente € bem conhecida.

De acordo com POUGH et al. (2003), a linha lateral € composta por
estruturas mecanorreceptoras (neuromastos), que detectam movimentos da
agua, sons de frequéncia de cerca de 500 Hz, campos magnéticos,
contribuindo na localizacdo de obstaculos. Esse sistema auxilia o animal na
locomogdo na coluna d’agua, deteccdo de presas e predadores e durante a
corte sexual, atuando também como um método compensatério em peixes com

o sistema visual deficiente ou precario.

sistema de canais da cabega

sistema de canais do tronco

5] C
canal da deslocamento de abertura
linha lateral agua extena epiderme

clpula —

cilios
sensoriais

células
sensoriais

nervo

nervo da linha lateral neuromasto
21994 Encyclopasdia Britannica, Ing.

Figura 9. llustracé@o representando o sistema de linha lateral de um peixe. A. Localizacdo dos
sistemas de canais da cabeca e do tronco. B. representacao de um canal em corte longitudinal.
C. Esquema de um neuromasto superficial. (Fonte: adaptado de ENCYCLOP/DIA
BRITANNICA, 2011)
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DIJKGRAAF (1963) considera a linha lateral como um Orgao tactil
remoto. Em ciclostomados e anfibios aquaticos esse sistema ou o0s
neuromastos livres séo localizados superficialmente na epiderme (MARSHALL,
1986) e algumas vezes em canais (EKSTROM VON LUBITZ, 1981). Em alguns
peixes, como no arenque atlantico Clupea harengus, a maioria dos
neuromastos € encontrada dentro de canais, sendo limitados a uma Unica parte
do corpo (JORGENSEN,1985). Entretanto, em Ictalurus punctatus, geralmente
se localizam na cabeca e tronco (NORTHCUTT et al., 2000) (Fig. 9).

Primitivamente, a linha lateral dos peixes mandibulados consistia em
neuromastos mecanorreceptores e 6érgdos ampulares eletrorreceptores. Ambos
os tipos de receptores foram retidos nos primeiros peixes actinopterigeos, mas
0os O6rgdos ampulares foram perdidos com a origem dos neopterigeos.
Entretanto, posteriormente reapareceu nos Tele6steos e parecem ter re-
evoluido pelo menos duas vezes nesse grupo (Fig. 10) (NORTHCUTT, 2003)

e
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Chondrostei
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Actinopterygii
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%f}
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Figura 10 — Uma hipétese atual das relagfes filogenéticas de acordo com a presenca de
O6rgdos ampulares. Grupos sombreados sdo o0s que possuem Orgdos ampulares
eletrorreceptores. Os Cladista e Chondostrei possuem 6rgaos ampulares, enquanto 0s
Ginglymodes e Halecomorphi ndo. Eletrorreceptores parecem terem re-evoluido pelo menos
duas vezes em Teledsteos, sendo uma vez entre os Osteoglossomorpha e novamente entre 0s
Euteleostei. (Fonte: NORTHCUTT, 2003).
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GHYSEN e CHAUDIERE (2004) descreveram 0s neuromastos, como
agrupamentos de células sensoriais e de suporte espalhadas sobre a superficie

do corpo e cabeca do peixe (Fig. 11).

Figura 11. llustracdo da distribuicdo de neuromastos superficiais (pequenos circulos cheios,
setas) e canal de poros (grandes circulos cheios) em Oncorhynchus mykiss. (Fonte:

MONTGOMERY et al., 2003).

As células sensoriais dos neuromastos sdo denominadas hair cells e
apresentam um feixe de cilios mais longos denominados cinecilio (ou

quinecilio) e outras proje¢des mais curtas denominadas estereocilios (Fig. 12).
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Figura 12 . (a) Esquema de um neuromasto, ilustrando os diferentes tipos de células envolvidas
em sua organizacdo. (b) Esquema de uma hair cell do neuromasto, ilustrando sua assimetria
funcional e a inervacéo aferente e eferente. (Fonte : adaptado de GHYSEN e CHAUDIERE,

2004).
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Os cinecilios de varias células sensoriais estdo embebidos em uma
Gnica estrutura gelatinosa chamada cupula, que é secretada pelas células de
suporte (Fig. 12). O movimento da agua provoca uma deformacdo da cupula
fazendo com que os cinecilios se curvem movendo-se em um unico plano. Os
cinecilos, ao serem deslocados na direcdo dos estereocilios as células se
despolarizam e, em sentido oposto, hiperpolarizam. Como consequéncia,
causam, respectivamente, aumento ou diminuicdo na secre¢cdo de
neurotransmissores excitatorios e estdo adaptados para detectar fenbmenos
ondulatorios (POUGH et al., 2003).

Muitos trabalhos sobre do desenvolvimento desse sistema s&o limitados
a breve discricdo e distribuicdo dos neuromastos (IWAI, 1963; APPELBAUM e
RIEHL, 1997; OTSUKA e NAGAI,1997), bem como a formacdo dos canais
(MARGULIES, 1989; POLING e FUIMAN, 1997), ndo contendo detalhes sobre
o desenvolvimento, como por exemplo, em quais 0s estagios da larva que
essas estruturas surgem.

Um estudo mais completo sobre o desenvolvimento da linha lateral foi
feito por DIAZ et al. (2003) com o peixe Dicentrarchus labrax. Através de
microscopia eletrénica de varredura (MEV), esse estudo demonstrou que, um
pouco antes da eclosdo da larva daquela espécie, os primeiros heuromastos se
projetam em cada lado do embrido, logo atrdas da protuberancia que
corresponde ao futuro olho (vesicula Optica). Eles sdo particularmente visiveis
por todo o periodo pré-larval e inicio do periodo larval. Préximo ao periodo da
ecloséo, outros trés pares de pequenos neuromastos aparecem no tronco do
animal. Apoés a ecloséo, os neuromastos crescem perto da abertura da boca no
tronco. Na larva mais velha, os neuromastos se multiplicam e se alinham
sugerindo um padréo que indica a futura posi¢cdo dos canais. A transi¢ao para o
estadio de juvenil marca o inicio da maior transformacéo anatdmica. A0 mesmo
tempo em que e as narinas sdo formadas, o padrdo de alinhamento ceféalico
dos neuromastos se dobra para dentro sendo revestido gradualmente pela
epiderme. Os canais sado formados quando se abrem externamente através de
orificios. Esse processo envolve sucessivamente canais supra-orbitais ao

mesmo tempo de canais operculares e finalmente os canais infra-orbital,
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mandibular e temporal. Esses canais aparecem por ultimo junto com a linha

lateral apds o desenvolvimento das escamas.

1.3.2 Ouvido interno

Os peixes possuem mecanismos sensoriais que lhes permitem distinguir
sons do ruido gerado por agua turbulentas ou por outras fontes, tanto proximas
guanto distantes, ja que tém a capacidade de detectar estimulos infra-sonicos
(menos de 1 Hz) (HAWKINS,1993).

Os Bagres possuem ossiculos de Weber, que sdo trés ou quatro pares
de ossiculos que se encontram posteriormente sobre a bexiga natatoria e
anteriormente sobre a perilinfa do ouvido interno (Fig. 13), ele tem a fungao de
transmitir as vibragBes sonoras recebidas pela bexiga natatoria para o ouvido
interno (MACIEL, 2006) Além disso, tanto a bexiga natatéria quanto os
ossiculos de Weber (Aparelho de Weber) sao utilizados como amplificadores
acusticos, 0 que é importante para a comunicacdo sonora entre 0s animais
(LIEM et al., 2001).

Perilinfa

Ossiculos
} de Weber

Bexiga
natatoria

Saco endolinfatico

Ouvido interno

Figura 13. llustracdo do Aparelho de Weber nos peixes. (Fonte: adaptado de REIS, 2011).
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O ouvido interno € um complexo 6rgdo sensorial responsavel pelo
equilibrio e deteccdo de som nos vertebrados. E originado de uma estrutura
embrionaria transitoria, a vesicula 6tica (TORRES e GIRALDEZ, 1998). Cinco
porcBes de epitélio sensorial, duas maculas e trés cristas desenvolvem o
ouvido embrionario e larval. As duas maculas sdo as primeiras regides
sensoriais a se desenvolver. Cada uma é sobreposta por um otdlito, um
depasito cristalino de calcio, carbonato e proteina (WHITFIELD, 2002).

A deteccdo de som e do movimento da cabeca em vertebrados depende
da transducéo da for¢ga mecénica em sinais elétricos através das hair cells do
ouvido interno (HUDSPETH, 1989) Os feixes capilares das hair cells séo
estruturas especializadas em detectar forcas mecéanicas (ZINE e ROMAND,
1996). Observacodes in vivo do ouvido interno de embrides de Zebrafish (Danio
rerio) demonstraram um pequeno numero de células ciliadas especializadas na
vesicula ética que séo hair cells prematuras (RILEY et al. ,1997).

Assim como em outros vertebrados a macula aparece como a primeira
area sensorial na vesicula o6tica de zebrafish (WHITFIELD et al, 2002) a méacula
contém os receptores hair cells acoplados a cristais de carbonato de calcio,
conhecido como otdlito, (Fig. 14) que detectam aceleracéo linear e vibragao do
som (POPPER e FAY, 1993; NICOLSON, 2005).

As hair cells com estereocilios sdo morfologicamente identificadas na
macula anterior (utricular) e posterior (sacular) um dia apés a fertilizacdo em
zebrafish (Danio rerio) (HADDON e LEWIS, 1996, HADDON et al., 1999).

Os otdlitos das espécies de teledsteos fazem parte do ouvido interno (o
labirinto membranoso). O labirinto € preenchido com endolinfa e consiste em
uma parte superior compreendendo canais semicirculares ortogonalmente
dispostos em uma parte inferior composto por trés areas, o utriculo, o saculo e
a lagena (Fig. 14). Os canais semi-circulares sao inervados por ramos do nervo
auditivo e contém ampolas que abrigam cristas sensoriais, estas respondem as
aceleracbes angulares como as voltas do peixe. As partes inferiores do labirinto
(utriculo, sacuolo e lagena) contém cada, uma macula sensorial coberta por
uma membrana (OTO, 2011).
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O sistema acustico-lateral dos teledsteos consiste do ouvido interno (o
labirinto membranoso, localizado na cavidade cefalica) e da linha lateral
(neuromastos) (OTO, 2011).

Canais semi-
circulares

Nervo
Auditivo

Utriculo 4§

Lagena

Otélito

Sagitta

Méculz Sacuolo

Figura 14. Esquema do Labirinto membranoso do Ouvido interno de teledsteo (Fonte:
adaptado de OTO, 2011).

1.3.3 Eletrorrecepcao: receptores ampuliformes

Embora esta outra modalidade sensorial pertenca ao sistema de linha
lateral, ela difere dos neuromastos pelo tipo de recepg¢ao: os neuromastos sé&o
mecanorreceptores e 0s receptores ampuliformes sao eletrorreceptores. A
eletrorrecepcao é restrita a uma pequena parcela (menos de 1%) das espécies
de peixes teledsteos (BLECKMANN, 1993), caracteristica, porém né&o
exclusiva, de muitas espécies de Siluriformes. Nesses bagres, os 0rgaos
receptores dos estimulos elétricos de baixa frequéncia, os receptores
ampuliformes, localizam-se na epiderme, em varias espécies de agua doce, ou
em uma invaginacdo profunda da membrana basal da epiderme, em espécies
marinhas. (Fig. 15) Esses oOrgdos especializados da linha lateral atuam na
deteccdo de estimulos elétricos produzidos por fontes inanimadas ou por

outros organismos aquaticos. No primeiro caso, desempenham funcédo de
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orientacdo e, no segundo, estdo envolvidos no comportamento alimentar
(BLECKMANN,1993).
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Figura 15. llustracdo demonstrando o receptor ampuliforme. (Fonte: REIS, 2011)

1.4 Utilizacao de técnicas de microscopia no estud o do sistema sensorial

O pequeno tamanho das estruturas associadas ao sistema sensorial
ultrapassa o poder de resolu¢cdo do olho humano. Assim, para a observacéo
em detalhe dessas estruturas, € preciso a utilizacdo de técnicas de
estéreomicroscopia (EM), microscopia optica ou de luz (MO) e microscopia
eletronica, tanto de varredura (MEV), quanto de transmissdo (MET). Entende-
se por resolucdo ou poder de resolucdo de um instrumento de Optica a menor
distancia nitidamente distinguivel entre dois pontos do material do exame. A
resolucdo do olho humano é da ordem de 0,1 mm (milimetros), a de um
microscopio de luz, cerca de 200 nm (nanémetro) ou (0,2 um (micrémetro)), a
de um microscépio eletrdnico de transmissdo, cerca de 1-2 A (angstron) (0,1-
0,2 nm) (KITAJIMA e LEITE, 1999).

A EM permite observar e documentar detalhes do avanco do

desenvolvimento, além de facilitar as tarefas de manipulacdo do material
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(remogéo de embrides do corion, analises de material anestesiado ou fixado,
etc.) e permite a tomada de microfotografias, mas o poder de aumento da EM é
baixo (entre 40X e 60X) (CLAVIJO-AYALA, 2008).

Da mesma forma, as técnicas histologicas permitem obter seccdes
seriadas do material de estudo, as quais podem ser coradas, e posteriormente
examinadas com o uso de MO. Assim, é possivel detalhar a anatomia,
topografia e estrutura interna do material. As imagens obtidas auxiliam o estudo
das relagBes entre tecidos e 6rgdos, mas o poder de aumento na MO é limitado
(cerca de 1.000X) (KITAJIMA e LEITE, 1999).

Por sua parte, a MEV proporciona uma excelente imagem superficial,
caracterizada pela qualidade tridimensional e profundidade de campo. A
topografia superficial do espécime é revelada com grande detalhe. Em muitos
casos, a MEV é a ferramenta de primeira op¢do no estudo e descricdo de
estruturas delicadas da superficie de embribes e larvas em desenvolvimento
(receptores do epitélio olfativo, botées gustativos e neuromastos (CLAVIJO-
AYALA, 2008). Na MEV, as imagens séo formadas pelos elétrons secundarios
desprendidos da superficie da amostra, previamente coberta por uma camada
muito fina de ouro, ouro-paladio, ou paladio-platino, e bombardeada pelo feixe
de elétrons emitidos pelo canhao do microscopio (KITAJIMA e LEITE, 1999)

O MET possui sistemas de iluminagcdo e vacuo que produz feixes de
elétrons de alta energia (energia cinética), que ao incidir sobre a amostra de
tecido ultrafina (na espessura de nanbmetros), fornece imagens planas,
imensamente ampliadas, possuindo a capacidade de aumento util de até um
milhdo de vezes a assim permitindo a visualizagdo de moléculas organicas,
como o DNA, RNA e algumas proteinas, como também, detalhes estruturais
das células (BITTENCOURT, 2011)

1.5 A ordem Siluriformes
A ordem Siluriformes é composta por 31 familias de peixes

caracterizados pela auséncia de escamas no corpo e por possuirem a pele nua

ou coberta por placas 6sseas, possuem espinhos nas nadadeiras dorsais e



peitorais e normalmente apresentam trés pares de barbilhdes ao redor da boca.
A maioria possui habitos carnivoros e onivoros (NAKATANI et al, 2001)

Os Siluriformes (bagres e cascudos) constituem um grupo bastante
diverso, com ampla distribuicdo geogréfica, sendo a sexta maior ordem entre
os vertebrados viventes, com cerca de 36 familias, com 478 géneros e mais de
3.000 espécies descritas. Esses peixes colonizaram praticamente todos os
tipos de habitats aquaticos, desde os superficiais aos subterraneos. Do ponto
de vista ecoldgico os Siluriformes séo distintos da maioria dos peixes de agua
doce por apresentarem habito predominantemente noturno. Nao dependem
criticamente da visdo, mas sim de outros sistemas sensoriais elaborados tais
como barbilhGes tateis e quimiosensiveis e/ou orgaos olfativos desenvolvidos.
Devido a essas caracteristicas os bagres sdo considerados pré-adaptados para
viver no fundo de canais profundos de rios, cavernas, aquiferos e afins
(CUNHA 2008).

1.6 O género Rhamdia

O género Rhamdia, popularmente conhecido como jundia, pertence a
familia Heptapteridae, uma das maiores radiacdes de bagres neotropicais de
agua doce. Estes peixes de médio porte e habitos oportunistas e noturnos séo
encontrados em pequenos rios e corregos. No passado, Rhamdia foi
considerado um dos géneros mais especiosos dentro de Siluriformes, contando
com cerca de 100 espécies descritas. Entretanto, apdés uma revisédo
taxondmica recente 0 numero de espécies desse género foi reduzido a 12.
(GARCIA et al., 2009)

As espécies, Rhamdia zongolicensis e R. reddelli sdo Siluriformes que
habitam cavernas. Estas espécies apresentam olhos funcionalmente inativos,
auséncia de pigmentacdo e comportamento fototatico negativo (WILKENS,
2001). Para sobreviver sob condigcbes de escassez de alimento tipicas das
cavernas, estas espécies utilizam longos barbilhes que permitem o
aprimoramento dos sentidos de paladar e tato (WILKENS, 2001).

Outros peixes no género Rhamdia, que, no entanto, habitam aguas

superficiais, sdo também bem adaptados as condi¢des de baixa luminosidade,
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como Rhamdia laticauda (WILKENS, 2001) e Rhamdia quelen (BEHR et al.,
1999; PIAIA et al., 1999) (Fig. 16)

Figura 16. Imagem do jundia (Rhamdia quelen) adulto. (Fonte: MELLO e AMBROSANO,
2011).

Em bagres adultos, que possuem muitos botbes gustativos sobre os
barbilhdes e a superficie corpérea, a destruicdo do epitélio olfativo ndo impede
esses animais de procurar pela origem do estimulo quimico, evidenciando que,
entre os sentidos quimicos, o paladar desempenha papel essencial na
orientacao e localizacao do alimento (revisado por IWAI, 1980).

O jundid (Rhamdia quelen, Heptapteridae, Siluriformes) € um bagre
nativo das Américas Central e do Sul que vive em lagos e pocos fundos de rios,
preferindo os ambientes de aguas calmas com fundo de areia e lama, junto as
margens e vegetacdo (SILFVERGRIP, 1996). Escondem-se entre pedras e
troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de alimento (GUEDES,
1980, GOMES et al.,, 2000; ZANIBONI-FILHO e SHULZ, 2003; SCHULZ e
LEUCHTENBERGER, 2006). Experimentos com larvas e alevinos dessa
espécie em cativeiro demonstraram acentuada averséo a luz e busca de locais
escuros (PIAIA et al., 1999). Aléem disso, apresentam melhor crescimento em
baixa luminosidade (BEHR et al., 1999).

Morfologicamente, o jundia adulto caracteriza-se por possuir boca com
dentes diminutos e corpo sem escamas, possuindo trés pares de barbilhdes de
forma cilindrica, um par mentoniano, um maxilar e um mandibular, com
comprimento variando proporcionalmente ao tamanho do espécime. Os

barbilhdes tém crescimento alométrico negativo e esta relagéo é provavelmente
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aumentada devido a grande possibilidade de dano dos barbilhbes em
exemplares grandes (GUEDES, 1980).

Sao considerados euritérmicos e estenoalinos (MARCHIORO,1997) e
tém despertado grande interesse dos piscicultores da regido sul do Brasil, pela
sua resisténcia ao manejo, facilidade de reprodugéo e larvicultura, crescimento
acelerado, inclusive nos meses mais frios, boa eficiéncia alimentar e carne
saborosa, sem espinhas intramusculares (CARNEIRO, 2002; FRACALOSSI,
2002; 2004). Muitos aspectos da fisiologia reprodutiva, larvicultura,
hematologia, fisiologia da resposta ao estresse tém sido recentemente
estudados nesta espécie (GHIRALDELLI et al., 2007), de modo que podemos
considerar que o jundia tem se tornado um modelo de estudo dentro das
espécies brasileiras.

Entretanto, a maioria dos estudos a respeito dessa espécie € referente a
fisiologia e a melhoria das caracteristicas zootécnicas da espécie, havendo
poucas informacdes a respeito de seu desenvolvimento e de seu sistema
sensorial.

PEREIRA et al. (2006) relataram que os ovos de R. quelen séo
esféricos, demersais e ndo-adesivos, com espaco perivitelino definido e coérion
resistente. A 24°C, as larvas eclodem 26h apos a fecundacao (hpf) com poucas
estruturas sensoriais visivelmente formadas (RODRIGUES-GALDINO et al.,
2009).

A descricdo da formacdo dos sistemas sensoriais do jundia desde o
periodo embrionario até o periodo juvenil permite conhecer em que fases o
peixe comecga a ser capaz de interagir com o ambiente, possibilitando, por
exemplo, a captura de alimento e determinados comportamento sociais. Tal
conhecimento pode trazer subsidios para adequar o manejo alimentar de
jundias cultivados, bem como entender o comportamento alimentar e social de

individuos em seu habitat natural.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo visou descrever o desenvolvimento do sistema
sensorial do jundid (Rhamdia quelen) sob aspecto morfolégico desde o periodo

embrionario até o final do periodo pds-larval.

2.2 Objetivos Especificos

* Analisar temporal e morfologicamente a formagédo das estruturas
sensoriais durante o desenvolvimento embrionério, larval e pos-larval de
R. quelen.

» Descrever a morfologia externa das estruturas sensoriais através da
observacdo de individuos vivos sob microscopio de luz e através de
microscopia eletrénica de varredura.

» Descrever a organizacdo estrutural e a ultraestrutural dos Orgaos
sensoriais através de microscopia de luz (histologia) e microscopia

eletrbnica de transmissao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéo e incubacédo dos ovos

Os ovos foram obtidos no Laboratério de Pesquisas em Piscicultura da
PUCPR (LAPEP) - Patronato Santo Antbnio (S&o José dos Pinhais — PR).
Exemplares machos e fémeas adultos de Rhamdia quelen (jundid) foram
selecionados, pesados e mantidos em taques internos, separados por sexo. No
dia anterior a desova, as fémeas receberam inje¢do intramuscular (0,5 mg/kg)
de macerado hipdfise de carpa diluido em soro fisiologico. Apos
aproximadamente 12h, as fémeas receberam uma segunda dose (5 mg/kg) e
0s machos receberam uma dose Unica (0,5-1,0 mg/kg). Ap6s 12h, machos e
fémeas foram massageados ventralmente para liberagdo dos gametas, que
foram recolhidos, avaliados e colocados em recipientes separados para
posterior hidratacdo e fertilizacdo. Alguns minutos apdés o inicio da hidratacéo
dos ovos, a 4gua contendo os zigotos foi cuidadosamente trocada varias vezes
para retirada do excesso de sémen. Para estas lavagens, foi utilizada agua das
incubadoras, que estava nas mesmas condi¢cdes abidticas que a agua do

tanque das matrizes.

Em seguida, os zigotos foram transportados para Curitiba e incubados
no Laboratério de Biologia Adaptativa (UFPR — Departamento de Biologia
Celular) em aquéarios de vidro ou caixas plasticas com capacidade para 15 litros
de agua (Fig. 17 A-D). Foi utilizada agua filtrada e desclorinizada, através de
um produto especifico para essa finalidade e com a temperatura mantida a
26£1C com aeracao continua, em sistema fechado. Apds o esgotamento das

reservas vitelinicas, as larvas foram alimentadas com nauplios de Artemia.

Outro lote de zigotos foi mantido no LAPEP e incubados em
incubadoras tipo Zoug de 40L (Fig. 17 E) em sistema semi-aberto com
circulagdo continua de agua a 26+1T. A alimentacdo dessas larvas foi feita

com plancton coletado nos tanques externos do LAPEP. As pos-larvas foram
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transferidas para tanques escavados externos, sendo alimentadas com racao

comercial para alevinos e plancton do local.

Uma vez que nao houve diferenca no desenvolvimento morfolégico
dos organismos incubados nos dois locais, o material foi agrupado para a
descricao dos resultados.

Figura. 17 Aquéario (A) e caixas plasticas (A-B) onde foram incubados os embrides, larvas e
pos-larvas de Rhamdia quelen. C. Interior de uma caixa plastica mostrando grande nimero de
larvas incubadas (pontinhos) e um termostato usado para controlar a temperatura da agua. D.
Ampliagdo da imagem em C, mostrando larvas de Rhamdia quelen. E. Incubadoras tipo Zoug
de 40L.

3.2 Terminologia e Estadiamento

Neste estudo, o termo “embrido” refere-se aos estadios de
desenvolvimento dentro do cérion, desde a fecundacao até o instante anterior a
eclosdo. O termo “larva” refere-se aos estagios de desenvolvimento apés a
eclosdo até o esgotamento das reservas vitelinicas (cerca de 96 horas apos a
fecundacdo). O termo “pos-larva” refere-se aos organismos cujas reservas
vitelinicas se esgotaram até a completa metamorfose, assumindo aspecto de
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adulto, porém com tamanho reduzido e imaturo sexualmente (juvenil, cerca de
30 dias apos a ecloséo). Os individuos foram estadiados conforme Rodrigues-
Galdino et al. (2009).

3.3 Amostragem

Para cada técnica descrita abaixo, foram fixados, em média 6

individuos de cada estadio, conforme listado na Tabela O1.

Tabela 1. Estaddios do desenvolvimento em que os individuos de Rhamdia quelen foram
amostrados

Estadio do Identificagdo do Estadio do
Desenvolvimento* Desenvolvimento
1 Zigoto
16a21 Segmentacao
23 Faringula média
25 Ecloséo
26 - - Larva 12 hpe
26 - Larva 24 hpe
26 Larva 36 hpe
26 + Larva 48 hpe
27 - Larva 60 hpe
27 + Larva 72 hpe
28 - Larva 84 hpe
28 + Larva 96 hpe
29 Pés-larva 7 dpe
29+ Pés-larva 14 dpe
30 Pés-larva 21 dpe
30+ Juvenil 30 dpe

* Estadiamento segundo RODRIGUES-GALDINO et
al. (2009). hpe = horas apo6s a eclosao e dpe = dias
apos a ecloséo.

Foram realizadas cinco coletas de embrides, larvas e pds-larvas,

sendo a primeira em dezembro de 2005, a segunda em dezembro de 2006, a
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terceira em marco de 2009, a quarta em dezembro de 2009 e a quinta em
marco de 2010. Foram feitas observacOes diretas e fotomicrografias de
organismos vivos e, parte deles foi fixada e processada conforme descrito

abaixo.

3.4 Microscopia de Luz

Para a observacéo direta, durante o periodo de incubacéo, amostras de
organismos vivos foram periodicamente transferidas para laminas escavadas
contendo uma pequena quantidade de adgua da incubadora e observados sob
um microscopio de luz convencional (Quimisd). A documentacdo foi feita
acoplando-se uma camera fotografica digital (Sony-Cyber Shot(]l 13,2 MP) a
esse microscopio.

Parte das amostras foram fixadas em ALFAC por 24h em temperatura
ambiente e outra parte em Paraformaldeido 4% em tampé&o PBS 0,1M (PFA
4%) (n = 88) durante 3 h, a 4°C. Em seguida, as amostras fixadas em ALFAC
foram transferidas para alcool 70% e aquelas fixadas em PFA 4% foram
lavadas trés vezes em tampéao PBS 0,1M.

As amostras fixadas em ALFAC e parte das amostras fixadas em PFA
4% foram submetidas ao protocolo de desidratacdo em série alcoodlica
crescente, diafanizadas em xilol, impregnadas e emblocadas em Paraplast
Plus®, conforme procedimentos de rotina do Laboratério de Biologia
Adaptativa. Os cortes (7 pm), obtidos em microtomo, foram afixados a laminas
com albumina de Meyer a 7% e distendidos sobre uma placa aquecedora.

As demais amostras fixadas em PFA 4% foram desidratadas em série
alcodlica crescente e emblocadas em historesina Leicald, conforme
procedimentos de rotina do Laboratério de Biologia Adaptativa. Os cortes (4-5
pum), obtidos em micrétomo, foram afixados a laminas contendo gotas de agua
e distendidos sobre uma placa aquecedora.

Os cortes obtidos foram corados com Hematoxilina-Eosina e Azul de
Toluidina (modificado a partir de Clark, 1981) e as laminas montadas com

Polymount[d. As laminas foram analisadas sob microscopio de luz e os
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melhores cortes foram fotomicrografados com o auxilio de uma camera digital

Sony-Cyber Shot 013,2 MP acoplada a um microscopio Olympus PM 10AD.

3.5 Microscopia Eletronica de Transmisséo (MET)

Amostras fixadas em Karnovisky (paraformaldeido 2%, glutaraldeido
2,5% em tamp&o cacodilato 0,1M pH 7.2 a 4°C) foram pés-fixadas em tetroxido
de 6smio a 2% (tampao cacodilato 0,1M pH 7.2) lavadas de agua destilada
(4X) e contrastadas em blocos com acetato de uranila 2% e desidratadas em
uma série crescente de concentracdes de alcool e a desidratacéo foi finalizada
com alcool 100% + acetona pura na concentragdo 1:1. Apés emblocagem em
Epon-812 (Luft, 1961). Os cortes ultrafinos foram contrastados em solucao
aguosa de acetato de uranila 2% (Watson, 1958) e nitrato/acetato de chumbo
(Reynolds, 1963). A observacdo do material foi realizada em microscopio
eletrénico de transmissdo JEOL 1200EX Il do Centro de Microscopia Eletrénica
da UFPR.

3.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para a microscopia eletrénica de varredura, apds fixacdo em Karnovisky
(paraformaldeido 2%, glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato 0,1M pH 7,2 a
4°C), o corion dos embrides foi retirado manualmente com o auxilio de agulhas
de acupuntura. Em seguida, o material foi lavado em tampéo Cacodilato (3
banhos de 10 minutos) foi desidratado em série alcodlica, sendo o ponto critico
obtido em um Balzers CPD — 010 com gas carbbnico. Em seguida ocorreu a
metalizacdo em ouro obtida em um Balzers SCD — 030. As analises e a
documentacdo do material foram feitas no microscépio eletrénico de varredura
JEOL-JSM 6360 LV do Centro de Microscopia Eletrbnica — Universidade
Federal do Parana.
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4 RESULTADOS

Inicialmente, serdo descritos 0s sistemas e estruturas sensoriais e,
posteriormente, sera descrita a formagédo dessas estruturas em uma sequéncia

temporal.

4.1 Descricao dos Sistemas e das Estruturas Sensor  iais

4.1.1 Sistema Visual

As vesiculas Opticas aparecem como duas protuberancias bem visiveis
externamente em cada lado da cabeca. As lentes dos olhos (cristalinos) se
diferenciaram a partir de células da epiderme adjacente a vesicula Optica e sédo
visiveis nos cortes histoldégicos como estruturas circulares, que se tornam
gradualmente pobres em células e ricas em matriz extracelular a medida que o
individuo se desenvolve (Fig.18-) A diferenciacdo das lentes (Fig.18-J)
acompanha a estratificacdo da retina. As camadas da retina séo: epitélio
pigmentar da retina, camada fotorreceptora (cones e bastonetes), camada
nuclear externa, camada nuclear interna, camada plexiforme interna, camada
de células ganglionares. Mesmo antes da completa estratificacdo da retina, a
pigmentacdo se torna visivel externamente nas larvas vivas (Fig.18-D). O
epitélio pigmentar é constituido por células cubicas com nucleo em posicéo
basal e ricas em pigmento (granulos de melanina). A regido basal destas
células se prende fortemente a membrana de Brush e apresenta invaginacfes
da membrana plasmatica (Fig. 18-K). A parte da retina situada na regido
posterior do globo ocular apresenta, de fora para dentro as seguintes camadas:

() Camada das células fotorreceptoras — 0s cones e 0s bastonetes
(Fig. 18-K)

(i) Camada da plexiforme externa — regido onde ocorre sinapse entre
as células fotorreceptoras e o0s neurdnios bipolares da camada
ganglionar.

(i) Camada da plexiforme interna — regido de contato entre células

bipolares e ganglionares.



(iv) Camada nuclear externa e interna — onde se encontram o0s
neurdnios bipolares que unem funcionalmente as células dos cones
e dos bastonetes as células ganglionares (Fig. 18-K)

(v) Camada das células ganglionares — que estabelece contato na sua
extremidade externa com o0s neurdnios bipolares e continua na
porgéo interna com as fibras nervosas que convergem, formando o

nervo éptico (Fig. 18-K)

Figura 18. Desenvolvimento do sistema visual de Rhamdia quelen. A-D. Individuos vivos sob
microscopio de luz. E-H. Eletromicrografias de varredura. I-K. Cortes histolégicos de pos-larva
com 21 hpf (E30) em plano longitudinal, coloragdo H&E. D-G. A e E. Embriées no inicio do
periodo de segmentacéo (E16+), B e F. Embriées em fase intermediaria de segmentacao (E18-
), C e.G. Larvas recém eclodidas (E25), D e H. Larvas iniciais (E26). I-K. Pds-larva com 21 hpf
(E30). Simbolos: bf: cavidade bucofaringea, co: coracéo, cr: corion, d: diencéfalo, le: lente
(cristalino), m: mesencéfalo, ov: ouvido interno, r. rombencéfalo, t: telencéfalo, vv: vesicula
vitelina, asteriscos: barbilhdes, setas: vesicula éptica (A, B, F) / olho (C, D, G, H, I). Os
nameros ardbicos em A e B indicam o primeiro e o Ultimo somito. Os niameros romanos em K
indicam as camadas da retina: I: Camada fotorreceptora (coberta pela membrana do epitélio
pigmentar; Il: Camada nuclear externa (nucleos de cones e bastonetes); Ill: Camada plexiforme
externa — sinapses entre fotorreceptores com células horizontais e bipolares; IV: Camada
nuclear Interna (Nucléolos de células horizontais, células bipolares e células anéacrinas; V:
Camada plexiforme Interna (Sinapses entre células bipolares e anacrinas com células
ganglionares; VI: Camada de células Ganglionares.
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4.1.2 Sistema Olfatério

Os primordios das narinas (placédios nasais) se apresentam como dois
pequenos dominios com aspecto ciliado, que se localizam anteriormente aos
primordios oculares (Fig.19 e 20). Gradualmente, as narinas se aprofundam,
formando duas cavidades tubulares e pregueadas na regido rostro-lateral, que
formam as rosetas olfatérias. Essas cavidades sdo revestidas pelo epitélio
olfatério pseudoestratificado, cuja ultra-estrutura indica a presenca de quatro
tipos celulares (Fig. 21- D,E,F eG):

(i) células receptoras com numerosos microvilos, citoplasma claro e
nucléolo evidente;

(i) células de sustentacdo, que contém numerosos granulos de
secrecédo, que lhe conferem um aspecto eletrodenso;

(iii) células basais, adjacentes a lamina basal, com ndcleo eletrondenso
e formato alongado; e

(iv) crypt cells, apresentando o seu caracteristico aspecto piriforme,

localizadas proximas a superficie epitelial. Ndo foram observados os cilios e
microvilos das crypt cells, conforme descrito na literatura.
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Figura 19 Desenvolvimento do sistema olfatério de Rhamdia quelen, sob microscopia
eletrdnica de varredura. A. Embrido no estadio de faringula inicial (E22). B. Larva recém
eclodida (E25). C. Larva com 42 hpf (E26+). D. Larva com 66 hpf (E27). E. Larva com 72 hpf
(E27+). F. Larva com 90 hpf (E28). G. Pés-larva com 13 dpf (E29+). H. Pds-larva com 21 hpf
(E30). Simbolos: af: arcos faringeos, bf: cavidade bucofaringea, bg: botdes gustativos, bmx:
barbilhdo maxilar, ol: olho, cabecas de seta: placddio nasal (primérdio da narina) (A a E) ou
narina (F e G)..
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LT

Figura 20 Desenvolvimento do sistema olfatério de Rhamdia quelen, sob microscopia eletrénica de varredura: detalhes das imagens da figura anterior
(figura 19) , destacando o placddio nasal (primérdio da narina) (A a E) ou narina (F e G). A. Embrido no estadio de faringula inicial (E22). B. Larva recém
eclodida (E25). C. Larva com 42 hpf (E26+). D. Larva com 66 hpf (E27). E. Larva com 72 hpf (E27+). F. Larva com 90 hpf (E28). G. Pés-larva com 13 dpf
(E29+). H. Pés-larva com 21 hpf (E30). Simbolos: na: placédio nasal (A a E) ou narina (F e G), cabecas de seta: cilios das hair cells do epitélio olfatério,
setas: botBes gustativos, asterisco: poro (em F) ou canal (em G) do sistema de linha lateral.



Figura 21 Estrutura e ultraestrutura dos érgaos olfatérios de Rhamdia quelen. A-C.
Cortes histologicos de poés-larva com 21 hpf (E30) em plano longitudinal, coloragao
H&E. D-G. Eletromicrografias de transmissao do epitélio olfatério de larva de 90 hpf
(E28). Simbolos: ch: células basais, cc: crypt cell, cr: células receptoras, cs: células
ricas em granulos de secrecéo (cs), fa: faringe, ov: ouvido interno, rod: roseta olfatéria
direita, roe: roseta olfatéria esquerda,cabecas cabecas de seta: lamelas revestidas
pelo epitélio olfatdrio, setas: microvilosidades das células receptoras.
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4.1.3 Sistema Gustativo

O jundia desenvolve trés pares de barbilhdes, sendo um par de
barbilhdes mandibulares, um par de barbilhdes maxilares e um par de
barbilhbes mentonianos (Fig 22, 23 e 24). Na larva tardia (90 hpf), os
barbilndes maxilares tém cerca de 80%, os mandibulares cerca de 50% e os
mentonianos cerca de 40% do comprimento da cabeca. Todos os barbilhdes se
tornam cobertos por numerosos
botdes gustativos nas suas
superficies ventrais (Fig.24) ao longo
do desenvolvimento larval.

Os botbes gustativos surgem
como pequenas saliéncias que
se sobressaem primeiramente nos
Figura 22 Barbilhdes de Larva média (E27)de
Rhamdia quelen em vista ventral sob
microscopia  eletrbnica de  varedura.
Simbolos: bf, cavidade bucofaringea, bmd:
barbilhdo  mandibular, bmt: barbilhdo

mentoniano, bmx: barbilhdo maxilar, op:
opérculo

100 pen

barbilnbes das larvas iniciais (Fig. 24) e posteriormente na regidao dos labios
inferior e superior nas larvas tardias (Fig. 24 C) e, internamente, na cavidade
bucofaringea das pés larvas (Fig. 24 G)
Nas poés larvas com 21 dpf, os botbes gustativos sdo bem evidentes, como
protuberancias arredondadas e numerosas (Fig.24 )
Apresentam-se imersos na epiderme, com suas bases localizadas na
altura das camadas intermediarias desta e com sua regiao apical projetando-se

para o meio externo (Fig 24). Sao constituidos por:
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Figura 23 Desenvolvimento dos barbilhdes de Rhamdia quelen sob microscopia eletrénica de varedura. A. Larva recém eclodida (E25). B. Larva inicial (E26).
C. Larva média (E27). D. Larva tardia (E28). E. Pos-larva com 13 dias (29+). F. Pés-larva com 21 dias (30). Simbolos: bmd: barbilhdo mandibular, bmt:
barbilhdo mentoniano, bmx: barbilhdo maxilar, li; labio inferior, Is: labio superior, estrela: primeiro arco faringeo.
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Figura 24 Botdes gustativos em larvas e pés-larvas de Rhamdia quelen. A-B. Barbilhdes com numerosos botBes gustativos. C. Labios com numerosos
bot6es gustativos. D-F Barbilhdes com numerosos botdes gustativos G. BotBes gustativos no epitélio de revestimento da faringe. E-F. Cortes histologicos de
barbilh6es apresentando botdes gustativos. A-D. Eletromicrografias de varredura de larvas com 90 hpf (E28). G-I. Fotomicrografias de cortes histoldgicos de
pos-larvas com 21 dpf (E30), coloracdo H&E . Simbolos: bmx: barbilhdo maxilar, fa: faringe, li: labio inferior, Is: labio superior, ep. epitélio. setas: botdes
gustativos, cabecas de seta: neuromastos.
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(i) células basais, que se posicionam horizontalmente entre as células
escuras e claras e da lamina basal. Estas células formam sinapses,
atuando como mecanorreceptores, podendo, ainda, ter funcdes
paracrinas ou neuroendocrinas;

(ii) células de sustentacdo que, como o proprio nome diz, sdo células
responsaveis pela sustentacdo das demais; e

(iif) células sensoriais, que sao células alongadas e formam o epitélio
sensorial do orgéo: células escuras com muitos microvilos pequenos

e células claras com um estereocilio na regido apical.

4.1.4 Sistema Acustico-Lateral e Eletrorrecepgao

O sistema acustico-lateral € formado pelos ouvidos internos e pelo
sistema de linha lateral. As vesiculas Oticas foram observadas por
transparéncia nos embrides vivos durante o periodo de segmentacdo, como
estruturas ovais na regido do rombencéfalo (Fig. 29 e 30). Em seguida, as
vesiculas Gticas se desenvolvem nos ouvidos internos, havendo a formacao de
estruturas saculares (saculo, lagena e utriculo) com epitélio sensorial (Fig. 30)
denominado macula, bem como dos otdlitos que sdo depositados nas suas
cavidades. Com o dobramento cefalico, os ouvidos internos deslocam-se mais
anteriormente, juntamente com o reposicionamento do rombencéfalo. (Fig. 30)

O sistema de linha lateral é formado por estruturas mecanorreceptoras
denominadas neuromastos, que se distribuem na cabeca e no tronco. Os
neuromastos surgem, externamente, como estruturas discretas circulares,
tornando-se ligeiramente protuberantes e com longas projecdes (cinecilios) na
sua regiao central.

Inicialmente se distribuem na epiderme da regido cefalica, onde séo
numerosos, e regularmente espacados ao longo do tronco, formando uma
linha. A medida que o individuo se desenvolve, os neuromastos vdo se
aprofundando na epiderme, passando a se localizar no interior de poros. Na
regido cefalica da pos-larva com 13 dpf (E29+) foram observados 38 poros
visiveis em microscopia eletrénica de varredura, formando linhas e distribuidos

da seguinte forma (Fig 25):
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(i) linha preoperculomandibular com nove poros de cada lado da

cabeca (sobre a mandibula),

(i) linha supraorbital com quatro poros de cada lado, dorsalmente as

narinas e anteriormente aos olhos,

(i) linha infraorbital com quatro poros abaixo de cada olho, e

(iv) linha temporal com dois poros posteriormente a cada olho.

Na pos-larva com 21 dpf, os poros cefalicos de cada linha se unem,
formando sulcos (Fig. 26 F e 27).

No tronco da poés-larva, verificou-se a presenca de uma linha formada
por neuromastos regularmente espacados, localizados no interior de um sulco
que se estende desde a altura do primeiro raio da nadadeira primeira dorsal até
a altura da abertura anal (Fig. 27). No entanto, observou-se que 0s
neuromastos se estendem além deste sulco, em direcédo a extremidade caudal,
indicando que, possivelmente, 0 sulco se estendera posteriormente nos
estadios seguintes do desenvolvimento.

Cada neuromasto apresenta-se como uma massa discoide sub-
epidérmica envolvida por células achatadas, que convergem em uma cavidade
apical (Fig. 28). Possui dois tipos de células (Fig.28 G):

(i) hair cellse
(i) células de suporte.

As hair cells possuem nucleos e citoplasma um pouco mais
eletrondensos e acidofilos que as células de suporte e também se diferenciam
pela presenca de um cinecilio e estereocilios (Fig.28). Essas projecoes
citoplasmaticas sdo embebidas em uma cupula gelatinosa que, no entanto, ndo
foi observada nas amostras preparadas para o presente estudo.

Os 6rgaos ampulares (eletrorreceptores) surgem juntamente com o0s
neuromastos, sendo inicialmente estruturas muito semelhantes a estes. No
entanto, os 6rgdos ampulares distribuem-se de forma mais dispersa, néo
formando canais, nem tampouco se aprofundando no interior de poros, mas
sim de pequenas depressdes epidérmicas. Ao contrario dos neuromastos, que
apresentam longas projecdes citoplasmaticas (cinecilios e estereocilios), os
orgaos ampulares apresentam numerosas projecOes citoplasmaticas de

pequeno comprimento (Fig. 25 C-D, 28 A-B).



Figura 25 Sistema de linha lateral e 6rgdos ampulares da regiao cefalica de pos larva (E29+)
de Rhamdia quelen, sob microscopia eletrdnica de varredura. A e B. Superficie lateral esquerda
da cabeca. Os circulos em B destacam a localizacdo dos poros contendo neuromastos,
formando as linhas preoperculomandibular (pm, vermelho), supraorbital (so, azul), infraorbital
(io, verde) e temporal (temp, amarelo). C. A imagem em C é a ampliacao da area tracejada em
A. A imagem em D é a ampliacdo da éarea tracejada em C. Simbolos: bmd: barbilhdo
mandibular, bmt: barbilhdo mentoniano, bmx: barbilhdo maxilar, n: narina, o: olho, setas: 6rgdos
ampulares
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Figura 26 Desenvolvimento do sistema de linha lateral de Rhamdia quelen, sob microscopia
eletronica de varredura: neuromastos da regido cefalica. A e D. Larva com 90 hpf (E28). B e E.
Pds-larva com 13 dpf (E29+). C e F. Pos-larva com 21 dpf (E30). As setas indicam a
localizacdo de alguns neuromastos. Os retadngulos nas figuras A-C, destacam alguns
neuromastos da linha infraorbital, que séo superficiais na larva tardia (A), passam a se localizar
no interior de poros na pés-larva média (B) e em canais (pela fusdo dos poros) na pés-larva
tardia (C). Nas figuras D-F é feita uma comparacdo semelhante a anterior, destacando alguns
neuromastos da linha preoperculomandibular. Simbolos: bf: cavidade bucofaringea, ol: olho,
asteriscos: barbilhdes setas: neuromastos (ou poros dentro dos quais 0s neuromastos se
localizam
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Figura 27 Desenvolvimento do sistema de linha lateral de Rhamdia quelen, sob microscopia
eletronica de varredura: neuromastos do tronco. A-D. Larva com 90 hpf (E28). F-H. Pds-larva
com 21 dpf (E30). As setas indicam a localizacdo de alguns neuromastos, que sdo superficiais
na larva tardia (A), passam a se localizar no interior de um sulco na linha média do tronco da
pos-larva. Simbolos: NED: nadadeira embriondria dorsal, ND: nadadeira dorsal, NA: nadadeira
anal, NP: nadadeira peitoral, setas pretas: neuromastos, cabecas de seta branca: sulco dentro
do qual os neuromastos se localizam.
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Figura 28 Estrutura e ultraestrutura dos neuromastos do sistema de linha lateral de Rhamdia
quelen. A-C. Neuromastos 6rgdos ampulares da regido cefalica de larva com 90 hpf (E28) sob
microscopia eletrdnica de varredura. C-F. Cortes histoldgicos de neuromastos de pés-larvas
localizados no interior de poros (coloracdo H&E). G-H. Ultraestrutura de neuromastos.
Simbolos:, ci: cincilio(s), de: derme, ep: epiderme, me: granulos de melanina, po: poro, setas
brancas: neuromastos, setas pretas: 6rgdos ampulares, asteriscos: hair cells; seta: célula de
suporte, seta: cinecilio.
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Figura 29 Desenvolvimento do ouvido interno de Rhamdia quelen. Individuos vivos sob
microscopia de luz. A e E. Embrido em fase intermediaria de segmentacao (E18), B. Embrides
no no final do periodo de segmentacao (E21-), C. Embrido no estadio de faringula média (E23).
D. Larva recém eclodida (E25). E. Larva inicial (E26). Simbolos: bf: cavidade bucofaringea, co:
coracgdo, cr: corion, d: diencéfalo, h: hemisférios cerebrais, m: mesencéfalo, op. vesicula 6ptica,
ot. vesicula 6tica, ov: ouvido interno, r: rombencéfalo, t: telencéfalo, vv: vesicula vitelina,
asteriscos: barbilhdes. Os nimeros arabicos em A indicam o primeiro e o Ultimo somito e, em
B, o primeiro e o ultimo miémero.
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Figura 30 Ouvido interno de Rhamdia quelen. A e B. Larva recém eclodida (E25) viva sob
microscopia de luz. C- E. Cortes histologicos de pds-larva com 21 hpf (E30) em plano
longitudinal, coloragcdo H&E. Simbolos: bf: cavidade bucofaringea, ma: macula, ol: olho,ot:
otdlito, ov: ouvido interno, as: sacculus, ut: utriculum, vv: vesicula vitelina.

4.2 Desenvolvimento temporal do sistema sensorial do jundia a 27 °C

A tabela 2 sumariza a sequéncia temporal dos eventos ontogenéticos
relacionados a formacgéo dos sistemas sensoriais. Os peixes foram estadiados
de acordo com Rodrigues-Galdino et al. (2010), sendo os estadios de 1 a 30

referidos como E1 a E30.
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Tabela 2. Tempo de desenvolvimento das principais estruturas sensoriais do jundia (Rhamdia quelen)
incubados a 27+1°C.

Periodo/Estadio Tempo* Sistema Evento ontogenético
Embrionario
E15 8 hpf Nervoso Formacdo do tubo neural
E16 9 hpf Visual Formacao das vesiculas 6pticas (primordio dos
olhos)
E18 11 hpf Acustico- Formacao das placodios 6ticos (primordios dos
lateral ouvidos internos)
E19 12 hpf Visual Diferenciacéo das lentes (cristalinos)
E23 18 hpf Acustico- Formacdo dos otélitos e maculas dos ouvidos
lateral internos
E24 19 hpf Olfatorio Formacao dos placédios nasais (primérdios das
narinas)
E25 24 hpf Olfatério Ligeiro aprofundamento dos placédios nasais
(ecloséo)
Larval
E26 36 hpf Gustativo Formacao dos primérdios dos barbilhdes
Acustico- Formacao dos neuromastos (cabeca e tronco)
lateral
Visual Inicio da pigmentacéo do olho
E26+ 42 hpf Olfatério Aparecimento de células com aspecto ciliado no
epitélio olfatério
E27 66 hpf Gustativo Formacdo de botBes gustativos primordiais

sobre os barbilhdes

Gustativo Os barbilhdes maxilares se tornam mais longos
gue os mentonianos

Gustativo O labio inferior se torna definido

E27+ 72 hpf  Gustativo O labio superior se torna definido
E28 90 hpf Gustativo Alongamento dos barbilhdes e formacgdo de
botdes gustativos nos labios e na superficie
cefalica
Visual Estratificacédo da retina
Pés-larval
E29 13 dpf Acustico- Formacao de linhas de poros na regido cefalica
lateral
Olfatério Narinas proeminentes e rosetas pregueadas
E30 21 dpf Acustico- Poros cefélicos se unem, formando sulcos
lateral

* tempo aproximado, hpf = horas ap0s a fecundacao; dpf = dias apés a fecundacao

4.2.1 Periodo Embrionéario

Quando incubados a 26+1°C, os primérdios de diversas estruturas
sensoriais se formam durante o periodo embrionario, que dura
aproximadamente 24h. Cerca de ~9 horas apés a fecundacdo (hpf) (E16),
surgem as vesiculas opticas (primoérdios dos olhos) (Fig. 18 A). As lentes
(cristalinos) se diferenciam em seguida (12 hpf) (E20). Os primérdios dos
ouvidos internos, as placodios oticos, puderam ser visualizados 11 hpf (E18;
Fig. 29-B e 30), havendo a formagdo das méculas e dos otdlitos 18 hpf (E23;
Fig. 30 C-E). Os placddios nasais comecam a ser visualizados 19 hpf, sendo
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que, ao eclodir (E25, ~24 hpf), a larva apresenta os placédios ligeiramente
deprimidos com relacéo a superficie da epiderme (Fig. 29 C-E).

4.2.2 Periodo Larval

Durante o periodo larval (que se estende até aproximadamente 96 hpf),
ha um rapido desenvolvimento dos sistemas sensoriais. Nas larvas iniciais com
36 hpf (E26), trés pares de barbilhbes comecam a brotar na regido da
mandibula e maxila (Fig. 23B). Nesta mesma fase, 0s neuromastos e
primérdios dos 6érgdos ampulares (eletrorreceptores) comecam a surgir na
regido cefalica e do tronco (Fig. 27-28). A pigmentacdo dos olhos é visivel
nessas larvas iniciais (Fig. 29E e 30A), embora a estratificagdo completa da
retina seja evidente apenas na larva tardia (E28; Fig. 18 I-K).

A larva eclode com placddios nasais, que gradualmente vao se
aprofundando para formar as narinas e assumindo um aspecto ciliado (a partir
de 42 hpf,(E26+; Fig 19D-F e Fig. 20).

Durante a fase larval, os barbilhdes se alongam (Fig. 23 A-F), passando
a apresentar numerosos botdes gustativos primordiais em 66 hpf (E27). O Iabio
inferior se define em 66 hpf, enquanto que o superior se torna evidente 72 hpf
(E27+; Fig. 23 C-D e Fig. 24 C), sendo que ambos comegcam a apresentar
botdes gustativos 90 hpf (E28). Na larva tardia (E28) também foram
observados botdes gustativos dispersos na superficie da cabeca (Fig. 24C e
26D).

4.2.3 Periodo Pés-larval

Nas pos-larvas com 13 dias apés a fecundacdo (dpf) (E29+), os
barbilhdes sdo bem desenvolvidos e com numerosos botdes gustativos sobre
eles, bem como nos labios superior e inferior (Fig 24).

O sistema de linha lateral apresenta-se bem organizado 13 dpf (E29+),
com o0s neuromastos alinhados no tronco (Fig. 27) e poros na regido cefalica
(Fig. 25). Com 21 dpf (E30), os poros se fundem formando sulcos (Fig. 26),
dentro dos quais se encontram 0s neuromastos. O sulco do tronco comecga a
se formar a partir de 13 dpf (E29+; Fig 27).
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5 DISCUSSAO

O rapido desenvolvimento embrionario e larval de Rhamdia quelen
observado no presente estudo permite que 4 ou 5 dias apés a eclosédo as
larvas se tornem exclusivamente exotréficas. Uma vez que suas reservas
vitelinicas se esgotam rapidamente e se desenvolvem em ambientes com
potencial risco de predacéao, as larvas de jundia devem ter como prioridade o
rapido desenvolvimento de estruturas alimentares, sensoriais e locomotoras,
gue possibilitem sua sobrevivéncia, assim como verificado para outras
espécies de peixes (CLAVIJO-AYALA, 2006).

Ao eclodir, as larvas de muitas espécies de teledsteos apresentam olhos
despigmentados e muito provavelmente ndo funcionais (BLAXTER, 1986) o
que também ocorre em R. quelen jA& que 0 mesmo comeca a apresentar
pigmentacdo dos olhos no estadio E26 (cerca de 12 horas apo0s a eclosao).
Porém, no inicio da alimentacdo exdgena, a retina, que na maioria das
espécies de peixes Teledsteos é constituida exclusivamente de cones, células
fotorreceptoras envolvidas na visdo de cores e na acuidade visual, ja é
adequada para a captura de alimento, uma vez que possibilita a visdo mesmo
em baixas intensidades luminosas (BLAXTER, 1986). Desse modo, aquele
autor sugere que diversos resultados que indicam a ocorréncia de alimentacéo
no escuro devem ser observados com cautela, pois € provavel que tenham
subestimado o fato de que a luz pode ter sido suficiente para a visdo atraves
dos cones.

Durante o desenvolvimento, no periodo de transicdo para uma fonte
exogena de alimento, mudangas de habitat ou modificacdes em determinados
fatores ambientais e sociais que afetem o0 crescimento, podem ser
responsaveis por modificacdes na estrutura do olho. (NOAKES e GODIN,
1988).

De acordo com as evidéncias morfoldgicas observadas, pode se afirmar
gue o desenvolvimento dos receptores oculares em Rhamdia quelen é rapido,
mas ainda nao fica claro qual € o momento em que inicia a funcionalidade do
mesmo, ou de alguns de seus elementos. No periodo de segmentagéo corporal
(E16, ~9 hpf) se observou a diferenciagdo das vesiculas Opticas, e, pouco
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depois (E18, ~11 hpf), se constatou a diferenciagédo das lentes. Embora isso
nao tenha sido objeto de estudo no presente trabalho, no momento da eclosé&o
(E25, 24 hpf) ndo se verificaram respostas a estimulos luminosos
(fotofobia/fototaxia), o que também ndo foi observado em pacu (Piaractus
mesopotamicus) (CLAVIJO-AYALA,2008)

De acordo com Blaxter (1986) e Noakes e Godin (1998), uma grande
parte de larvas de peixes eclodem com os receptores oculares ainda imaturos
(n&o funcionais), sO atingindo sua capacidade receptora a partir do momento
da pigmentacéo da retina. Neste estudo observou-se a pigmentagao total dos
olhos na larva inicial (E26, 36 hpf). De acordo com Junqueira e Carneiro
(2008), a retina € a estrutura receptora-integradora do olho, pois apresenta
camadas de células especializadas na fotorrecepcédo, camadas de células
bipolares que unem funcionalidade as células especializadas na fotorrecepcgéo,
camadas de células ganglionares, que convergem o0s axbnios formando o
nervo optico.

Porém, assim como o R. quelen, os bagres de um modo geral sao
peixes de aguas profundas e barrentas, onde o campo visual € limitado e a
capacidade mecanorreceptora e quimiorreceptora desses animais é mais
eficiente na captura de alimento do que o sistema visual (IWAI,1980). O rapido
e intenso desenvolvimento dos elementos quimiorreceptores e
mecanorreceptores do sistema sensorial podem indicar a sua prevaléncia ou
complementaridade frente a possivel baixa funcionalidade do receptor ocular
durante os primeiros dias de vida livre do R. quelen.

Uma vez esgotadas as reservas vitelinicas, o crescimento das larvas de
peixes dependerd de sua habilidade de capturar alimentos vivos ou inertes.
Considerando a possivel baixa acuidade visual, o bom desempenho de larvas
de Rhamdia quelen em cativeiro, com relacdo ao crescimento e a
sobrevivéncia, dependera de uma alta palatabilidade do alimento. De forma
contraria, a larva deixara de se alimentar, podendo causar sérios prejuizos pelo
baixo crescimento (PEREIRA et al 2006). Assim, € importante que R. quelen
tenha estruturas receptoras de paladar bem desenvolvidas.

O paladar é percebido por estruturas quimiorreceptoras. Diversos
autores enfatizam a dificuldade na discriminacdo dos estimulos que podem ser

percebidos pelo epitélio olfativo daqueles percebidos pelos botdes gustativos,
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pois ambos 0s sistemas sdo sensiveis as substancias quimicas dissolvidas na
agua (CLAVIJO-AYALA, 2008). No entanto, a sequéncia de aparicdo e
localizac&o dos botbes gustativos indicam seu papel na identificacdo quimica e
selecéo de alimento (KOTRSCHAL, 2000).

Em Rhamdia quelen, foram identificados botdes gustativos a partir do
estadio de larva média (E27, ~66 hpf), inicialmente sobre os barbilhnbes e mais
tarde (~72 hpf) no epitélio dos labios, apresentando-se em grande densidade
na larva tardia (E28, ~90 hpf).

De acordo com Hansen et al (2002), o epitélio sensorial dos botdes
gustativos é formado tanto pelas células com uma Unica terminagdo apical,
quanto pelas células com mudltiplas microvilosidades apicais (células claras e
escuras, respectivamente, de acordo com sua densidade eletronica na
microscopia eletronica de transmisséao).

Os primérdios dos botbes sao cobertos por células epiteliais e, alguns
dias ap6s a sua formacdo, as areas receptoras se tornam expostas ao
ambiente. A exposicdo da area receptora (4-5 dpf) coincide com o inicio da
alimentacdo exdgena no zebrafish (Danio rerio, HANSEN et al, 2002) o que
também foi observado em R. quelen.

Igualmente ao observado no presente estudo, Kotrschal et al (1997)
descrevem que nos labios, os primordios dos botdes gustativos parecem ter
uma distribuicdo aleatoria. Por outro lado, nos arcos branquiais, 0os primeiros
botdes estdo localizados em pequenas saliéncias espacadas mais ou menos
uniformemente, que marcam as extremidades distais dos rastros branquiais.

Segundo Kotrschal (1997), em varios Siluriformes os botbes gustativos
podem se encontrar em toda a superficie corporal, e agregarem-se em areas
de freqliente contato e/ou localizacdo de alimento, como labios, barbilhdes e
nadadeiras. Por sua vez, Northcut (2005) descreve a presenca de botdes
gustativos na regido do tronco de Ictalurus punctatus. Tais botdes gustativos
extra-orais teriam a funcédo de deteccdo quimica e mecéanica. Nos exemplares
de Rhamdia quelen analisados neste trabalho ndo foram encontrados botdes
gustativos na regido do tronco.

Baseado nas informacdes proporcionadas no presente estudo, pode-se
afirmar que o padrdo de desenvolvimento do sistema quimiorreceptor em

Rhamdia quelen é similar ao reportado para Danio rerio (Zebrafish) por Hansen
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et al (2002), no qual os botbes gustativos aparecem depois do desenvolvimento
de outros elementos do sistema sensorial como 0Ss neurdnios
quimiorreceptores do epitélio olfatério. Os barbilhdes do zebrafish se formam
na fase juvenil, cerca de 30-40 hpf, surgindo como proeminéncias nas quais se
localizam éareas receptoras de botbes gustativos em formacdo. Em R. quelen
os barbilhBes surgem bem mais cedo, ainda no periodo larval (E26, 36 hpf) e
desenvolvem-se bem mais que no zebrafish, tornando-se muito alongados.

Durante a formacao do barbilhdo, os botdes gustativos se localizam nas
extremidades, sendo seu eixo desprovido dessas estruturas. Posteriormente,
novos botdes gustativos serdo formados ao longo deste eixo. Assim como em
R. quelen a superficie dos barbilhndes das espécies Mullus surmuletus e M.
barbatus se encontra coberta por botdes gustativos que, na superficie apical,
se encontram isolados e dispostos em fileiras mais ou menos regulares,
orientadas perpendicularmente ao longo do barbilhdo (HANSEN e ZEISKE,
1993)

A rapida diferenciacdo dos neurbnios quimiorreceptores especializados
dos bagres pode indicar a relevancia deste mecanismo sensorial no
desenvolvimento inicial e a precoce sensibilidade quimica da espécie
(CLAVIJO-AYALA, 2006). Em pacu (Piaractus mesopotamicus) a diferenciacéo
das vesiculas olfatérias se inicia no final do periodo embrionario (17 hpf), e, no
momento da eclosao (19 hpf), o epitélio olfatério se encontra exposto, sendo
possivel identificar células receptoras ciliadas e células receptoras com
microvilosidades (CLAVIJO-AYALA, 2008). O presente trabalho também
demonstrou que as vesiculas olfatorias de R. quelen se iniciaram um pouco
antes da ecloséo, no estadio E24 (19 hpf) e o aparecimento das células ciliadas
ocorreu apos a ecloséo as 42 hpf (E26+).

Tanaka et al. (1991) observaram que larvas recentemente eclodidas de
Pagrus major apresentam células sensoriais ciliadas no epitélio olfatério e
descrevem sensibilidade quimica com tendéncia a permanecer perto da fonte
do estimulo. A r4pida diferenciacdo das células sensoriais € também
assinalada como evidéncia da funcionalidade do epitélio olfativo por diversos
autores (APPELBAUM e RIEHL, 1997; ARVEDLUND et al., 2000; MATSUOKA,
2001).
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De acordo com Calvijo-Ayala (2008), da mesma forma que o sistema
quimiorreceptor, elementos mecanossensoriais sdo observados precocemente
durante o desenvolvimento embrionario e larval. Em R. quelen foram
observados neuromastos a partir das larvas iniciais (E26, 36 hpf) que é
considerado um surgimento tardio ao compararmos com o pacu (Piaractus
mesopotamicus) que possui neuromastos imaturos (sem cupula) no momento
da eclosdo (CALVIJO-AYALA, 2008). Na verdade, os neuromastos do pacu
comecam a se formar ainda no periodo embrionario (ao final da organogénese
embrionéria). Nesta espécie, a auséncia da cupula permitiu a observacéo de
guatro eixos de sensibilidade dos cinecilios (cranio-caudal e dorso-ventral) por
meio de MEV (CALVIJO-AYALA, 2008), o que néo foi observado nos
exemplares de R. quelen do presente estudo.

Os neuromastos podem ser encontrados associados a linha lateral,
distribuidos livremente no epitélio ou, em alguns casos, formando linhas de
neuromastos livres na cabeca, inclusive constituindo parte de canais sensoriais
craniais (LIEM et al., 2001). A rapida aparicdo dos neuromastos, e a sua
distribuicdo tanto na cabeca quanto nas regides dorsal e lateral do corpo, pode
indicar a importancia da mecanorrecepcdo no desenvolvimento inicial de
Rhamdia quelen.

De acordo com Liem et al. (2001), a mecanorrecep¢ao tem um papel
fundamental na adaptacdo das larvas a 4guas abertas apds a eclosdo, e
participa na deteccdo de estimulos mecénicos, identificando a aproximacao da
particulas moéveis aos seu redor. Isto é fundamental para larvas recém-
eclodidas, as quais ainda nao tém desenvolvido a fotorrecepcao e capacidade
visual, ou para aquelas que se desenvolvem em ambientes com pouca ou
nenhuma luminosidade, como os bagres.

Appelbaum e Riehl (1997) destacam o papel da mecanorrecepcao na
deteccdo de particulas moveis e, portanto, na captura de alimento. Por outro
lado, Cestaroli (2005) concluiu que a mecanorrecepcdo ndo deve ocupar
posicdo relevante para a alimentacao de larvas de Pseudopltystoma coruscans,
uma vez que os canais da linha lateral cefalica e os neuromastos superficiais
dessa espécie somente se encontram bem desenvolvidos na época da
metamorfose, aos 16 dpe. Moyle e Cech (2004) destacaram o papel de

mecanorrecep¢do na orientacdo espacial dentro da agua e, no trabalho de Liu
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et al. (2008), ficou demonstrada a importancia dos receptores da linha lateral
na orientagao e natagao de peixes nos cardumes.

Receptores elétricos, aparecem nas larvas de R. quelen disseminada
pela superficie epidérmica. Receptores elétricos, ampuliformes ou tuberosos,
sdo conhecidos somente em vertebrados aquaticos, ocorrendo em apenas
qguatro das mais de 30 ordens de teledsteos (ZAKON, 1988).. Uma delas é a
dos Siluriformes, que possui apenas receptores ampuliformes (ZAKON,1988).

As caracteristicas morfologicas visiveis do receptores ampuliformes em
larvas de Rhamdia quelen, sdo feixes de terminacfes que se projetam em
direcdo ao meio externo, os quais formam aglomerados de aspecto circular. De
acordo com Zakon (1988), essas terminacbes sdo as microvilosidades das
células receptoras implantadas em um epitélio de células de suporte. Em
Rhamdia quelen séo facilmente identificaveis por meio de MEV, uma vez que
sua estrutura é bastante singular.

Na poés-larva (estadio E29+) o receptor ampuliforme adquire as
caracteristicas morfologicas de uma estrutura quase madura, assemelhando-se
a uma bolsa, simples ou miltilobada, a ampola propriamente dita, que, nessa
fase, sofre um ligeiro aprofundamento na epiderme, néo suficiente para formar
um canal, de modo que ainda mantém quase toda a area sensorial exposta as
correntes que banham a superficie do corpo. Na base dessa bolsa esta o
epitélio que contém as células receptoras, cujo numero, dentro de cada ampola
pode variar (Cestarolli, 2005)

Zakon (1988) afirma que, em Gymnarchus, um Gimnotiforme, ocorre
uma unica célula, enquanto que no bagre Kryptopterus aparecem vinte delas.
Em Rhamdia quelen pode ser observada a ocorréncia de mais de um conjunto
dessas terminagdes, onde formacdes com um, dois, dez e até quinze feixes
séo detectados na area sensorial.

Enquanto ndo haja evidéncia experimental, é possivel supor que o
eletrorreceptor constituido de um unico feixe sensorial seja a unidade basica
para a formacdo de estruturas mais complexas, que poderiam responder por
uma sensibilidade mais agucada, nessa espécie. A elevada densidade desses
receptores, ao redor de 500.mm™ na &rea labial, pode corroborar essa hipétese
(CESTAROLLI, 2005).
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O 6rgéao do sistema sensorial que se desenvolve mais rapido é o ouvido
interno do Rhamdia quelen. No embrido em segmentacdo (E17, ~9 hpf) se
observou a diferenciacdo dos placédios oticos, sendo possivel identificar os
otolitos ao final desse periodo (E21, ~15 hpf). Nesta mesma fase, observou-se
a diferenciacdo celular das maculas constituidas por células sensoriais e
células de sustentacdo. Assim, mesmo antes da ecloséo o jundia apresenta 0s
elementos sensoriais fundamentais do ouvido interno. Os otdlitos associados
as células sensoriais das maculas permitem a captacao de vibracbes na agua,
além de participar da sensibilidade gravitacional, localizacdo espacial e
equilibrio da larva. Por sua vez, as células sensoriais das cristas participam na
captacao de sons (NELSON, 2006; CLAVIJO-AYALA, 2008).

Apesar dos avancos no conhecimento do desenvolvimento inicial do
sistema sensorial de Rhamdia quelen derivados deste estudo, diversos
aspectos anatdbmicos, morfoldgicos, estruturais, ultra-estruturais e funcionais
permanecem ainda sem o adequado detalhamento. Porém, a tarefa de
descrever a ontogenia inicial do sistema sensorial de qualquer espécie precisa
de multiplos esforcos, e de equipes de especialistas em distintas areas.

O estudo do desenvolvimento inicial, da ontogenia das estruturas
sensoriais, e das mudancas no comportamento larval € fundamental para o
entendimento de multiplos aspectos da ecologia larval em aguas abertas,
assim como para o desenvolvimento de técnicas adequadas a implementar
durante a incubacdao e larvicultura de peixes.

No entanto, pode-se afirmar com veeméncia, que muitos dos aspectos
fundamentais da ontogenia inicial do sistema sensorial da espécie sao
apresentados pela primeira vez, neste estudo, embora outros permanecam,
ainda como uma incognita. Essa certeza estimula a continuidade dos estudos

nesta area, ndo s6 com o Rhamdia quelen, mas também em outras espécies.
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6 CONCLUSOES

De acordo com a analise dos resultados obtidos neste estudo e da
discusséo feita a luz das informacdes disponiveis relativa ao desenvolvimento
do sistema sensorial em peixes, pode-se concluir que:

- O rapido desenvolvimento e especializacdo das estruturas sensoriais
em Rhamdia quelen é prioritario para a sobrevivéncia larval da espécie;

- ApGs a eclosdo se observa um epitélio olfatorio diferenciado com
células quimiorreceptoras especializadas (neurbnios sensoriais ciliados e
neurbnios sensoriais com microvilosidades). Essa répida diferenciagdo do
epitélio olfatério pode indicar a precoce funcionalidade do mesmo;

- O desenvolvimento do sistema mecanorreceptor é notorio durante os
primeiros dias apés a ecloséo, indicando que podem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento inicial das larvas da espécie;

- O desenvolvimento do ouvido interno € rapido poucos dias apos a
eclosdo podendo indicar a precoce sensibilidade de larvas de R. quelen a sons
e 0 papel do ouvido interno na localizagdo espacial, controle direcional e
equilibrio, j& que nesse momento do desenvolvimento se observa larvas com
claras habilidades natatérias;

- Embora diversos elementos do receptor ocular se desenvolvam
rapidamente, ndo é possivel com esses estudos demonstrar a funcionalidade
do receptor visual;

- No momento em que comeca esgotar suas reservas vitelinas, o R.
guelen aparentemente adquire capacidade potencial em perceber, identificar,
perseguir e capturar presas, 0 que possibilita seu crescimento e, a0 mesmo
tempo, perceber, identificar e fugir de potenciais predadores e/ou situagdes de

desconforto, convertendo-se em um organismo exclusivamente exotrofico .
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Anexo 1. Tabela mostrando os principais eventos ontogénicos de Rhamdia
guelen, extraida de Rodrigues-Galdino et al., (2009).

Stages of R quelen develapment 3

Table 1 Periods snd stages of developrmen t of Rhemdi guziin incubated ot 21, 3, 27 and 30°C

Heonrrs post fertilization :h]:!ff-

Period Stage 2170 AT AT 3 Description
Emzaye
Z}'Ec:fbe 1 Kl (HE! CELKF HEF  1ie=l] —q-lvp]mm strearms boward srimal Pn]emfc::m th =l antoctise
Ch:m-age 2 [1E0 [k} A T chls-—]:url:i.u] ﬂ.caraae
3 140 14K 14K ra  deells—2 x 2 array of blastomeres
4 140 115 110 L0 Beslly—2 x4 array of Blastomieres
] 24K 13 13 110 laoells—4 = -lma:.rr.\f':]mbcm:u
] 224 140 L3} 121 32 cells -4 x Barray of Dlastomens, cells starts to compact
7 240 13 145 130 &dcells— 2 layvers of 32 blesbome e, YS1 forma
Blastula # FiKl 24K 200 15 Early blashala - 128 b 255 blastomeres, forming 2 balf sphere
9 44N 34M 23 200 Midblestula — 512 blastomenss or mon
iy 34K 41K (K} 230 Late blastula —':n]:lt-::-c‘ﬁ!cﬂ:l‘hﬂ'dng
1 3% S0 445 &90  3Ps Epitoly - Blastoderm highly flattened with uniform thickress;
margin reaches 3 of distarcs between the mimal and w:gcta]
poles
Gastrula 12 aix a4 315 5 5Pa Epiboly — margive of the Slastoderm resches 5% of distarcs
batwear the srimal ard vegetal poles; germ ring and, after,
:m':ry\c:rr.ic shisld is visble
7T% Epiboly — blagtoderm covers 73-8F6 of the embryo; dorsal side
i thicker
13 930 a3 600 530 ¥olkplug - yolk plug inthe yepetal pole
14 Mg 730 200 600 Neurula — blastoderm fully covens the yolk plig closune: reural
Eroove visible: ETI_I"T‘II'U usme d]:i]:rl'iﬂ]
15 1100 94K B 700
Sepmentation 16 1130 93 B3P FA 23 Somites — the first pairs of somites snd optic primordinm are
vhible
17 1510 115 %00 800 4Scmites - brajnreummens, opbc vesicles, noptrils {primordial
ol factory organ), and revtochord visible
18 1530 124K THE - 830 W Somites — KJJ]:!Fu'i vegcles and nﬁcplmﬁde 'Fm'mal:iu:mﬂpl:ic
vesicle moe evident
3 Somoi by — mreericep halon slightly promirent, optic lers, YE
':\:l:d.l,r ft:rr:m.ins_:
19 1630 1300 1140 0 S0 18 Somubes — obic vesicle, at lexst 3 Mindbrain reuromens, tail bod
beygrirs bo protrods, first mouscnler twitches
&} 1730 1440 1130 1630 25 Somuites — 'I."-'I.l'n!l]x‘ld trumk soomites, side-toesdde flexures, tadl and
Y¥E well ewbended, obaliths inthe otic vesdcle. dorsal sorts visible,
K upd:e: ‘s vesicle dlisap peaned
21 2030 1530 1540 123}
Pharyrgula 2. 2600 1700 1440 143 Early pharyrgula — ~3) myooenes, interge meotility fembove mtate
ingice the cherion ), fomgnat development (bt the mouth and the
Arws remered :|-::lled_:-_. Pﬂ'.i.cm‘di:] c.w:t}' isdole, mcraepha]-:m
divided in two hemisphenes
23 40 1900 1840 1800 M pherynguls - hesrtast (8540 bpm ), wsk sirculation, mideut
viitle, YE disappeared, embryoric fn {dorsel continuous with
eandal amd arall
24 416 21K 1940 100  Lste Pj'm"l,'ns'u]a = ‘h:_'a'lgafl:ﬂtntm'd effemnt dreulation
{~80 bpm), 4} myomerns, emoryos folded {1 /2 mmk) irside the
choman; chorion Seforms with ﬂ:l.-:n"l. T TLiveTTeTh, £aps
gorreipondent to the mouth and operculum e visible, midguat
visinle
Hatching 35 4300 2600 X0 1900 Hatching —low metility ust before hatching, ~1005pm, re
pigmerntation
Laryvas 2H Ta 340 ™ T Early larva — eye bacame pigmented, the monthis a slliptical gap,

Sartells bods {3 P.:n'n:-_. aral o and t:iPE:l:L‘I]ﬂ open, P}..:l.r :r.nge:]
pouches start to develop, neuromasts poesent in trurk and
caphalic mgrion

81



4

Table 1 {Cont)
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Radrigues-Galding et al.

Honrs post fertilization (hpf)

Periog St'rage i il rris S i Deu:l::ipl:i-:m
= A il A ra  Middle larva — Sody became pigmenbed, longer barbetly with small
ard raymenu $ protuber anced {primondial tevbe buds), maxillary
':m'bd]:]arsﬂ thar mertal Sarells, irderior ard !.u]:u::i::qr “PI
become defined
) e Q{00 T na Late larvan — barbells well developed, teste Euds on barbells and
Ii]x-_.'Pm-h'udu:I _"a“'.l-_.':"ecp revatrils with cilisbed calls, y\cﬂk:n:m}r
reduced, swim Blad der inflated, and beginning of exogerous
feading
Prat=larvams ] e 7 dpf Ta e Youlk gac sbawnt, barbells ardd fing well developed
Juverdle 3 ra  2dpf na A Buccal and pharyngeal testhes, prsgencs of large thymuos, Tateral

lire pores

hpt = hours posthertilization: dpf s dayvs posthertilization YE moyolk extersion, YSL m yolk syroytial Layver; roa m mot smalyssd.
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