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RESUMO

A temperatura € um fator critico no desenvolvimento dos peixes. O objetivo
desse estudo foi examinar os efeitos da temperatura no desenvolvimento e
crescimento durante o periodo embrionario e estabelecer uma faixa de
temperatura 6tima para a incubagéo dos embriées de jundia (Rhamdia quelen).
Os embrides foram obtidos através de desova induzida e incubados a 21, 24,
27 e 30°C. Foram amostrados periodicamente, fixados e analisados através de
microscopia de luz. Imagens de seis embrides de cada amostra foram
capturadas para determinacado da area superficial e comprimento do embriao,
bem como a area superficial e o volume da célula vitelina. Todos os eventos
do desenvolvimento embrionario, da fertilizagéo (to = 0) a eclosédo, em todas as
temperaturas experimentais, tiveram seu tempo relativo estimado e foi avaliada
a dependéncia entre o tempo de desenvolvimento embrionario e a temperatura
de incubacgdo. Foram confeccionadas laminas histoldgicas, a fim de se tracar
uma comparagao entre as estruturas nos individuos incubados nas diferentes
temperaturas experimentais. O tempo de desenvolvimento embrionario foi
significativamente  maior nas temperaturas mais baixas, sendo
expressivamente mais lento nos embrides incubados a 21°C que nas demais
temperaturas, mostrando uma correlacdo negativa entre a temperatura de
incubacao e o tempo de desenvolvimento embrionario. O volume da vesicula
vitelina foi inversamente proporcional ao tempo de desenvolvimento
embrionario em todas as temperaturas testadas. Nao houve diferenca
significativa no volume da vesicula vitelina das larvas recém-eclodidas em
todas as temperaturas de incubacdo. A area superficial dos embrides
incubados a 30°C foi significativamente maior que nas demais temperaturas,
devido, provavelmente, aos edemas cardiacos apresentados pelos individuos
incubados nessa temperatura. O comprimento total do corpo foi
significativamente maior a 27°C e menor a 30°C, sendo intermediario em 21 e
24°C. Histologicamente, foi observado que, na temperatura de 21°C, o
comprimento dos miébmeros apresentou-se ligeiramente maior, em relagdo a
27 e 30°C. Os resultados deste estudo indicaram que, assim como para outras
espécies de peixes, o desenvolvimento do jundia é afetado pela temperatura
de incubacdo, sendo que as temperaturas mais altas aceleram o
desenvolvimento e as mais baixas o retardam. Além do mais, esta espécie
possui diferentes capacidades de consumir energia endégena sob diferentes
regimes de temperatura, significando que a taxa de consumo de vitelo é
dependente da temperatura de incubacgao, sendo esta menor em 27 °C até o
periodo de segmentacdo. Os embrides incubados nessa temperatura
resultaram em larvas com um comprimento significativamente maior, o que,
provavelmente esta relacionado a maior viabilidade das mesmas. Sendo,
portanto, 27°C, uma temperatura 6tima para a incubagdo dos embrides de
jundia.



1. INTRODUGAO

A histoéria de vida inicial dos peixes € marcada por uma seérie de eventos
cruciais para o desenvolvimento, e o crescimento rapido € uma das principais
caracteristicas desta fase (KAMLER, 1992). Dentre os fatores abidticos, a
temperatura tem um importante efeito no desenvolvimento e crescimento dos
peixes (BLAXTER, 1992; KAMLER, 1992; BERMUDES & RITAR, 1999).

Nos sistemas de piscicultura, a economia geralmente exige que os
organismos cultivados atinjam um tamanho ideal o mais rapido possivel.
Considerando isso, temperaturas elevadas sao frequentemente utilizadas para
acelerar o desenvolvimento inicial dos peixes (PETERSON et al.,, 2004).
Entretanto, € possivel que a incubagao em temperaturas mais altas leve a um
maior numero de malformagdes (KLIMMOGIANNI et al., 2004; SAKA et al.,
2005)

O jundia (Rhamdia quelen) (QUOY & GAIMARD, 1824) é um peixe
teledsteo com distribuicdo neotropical, do sudeste do México até a regido sul
da Argentina, pertencente a Ordem Siluriformes e a familia Heptapteridae
(SILFVERGRIP, 1996).

De acordo com CARNEIRO et al. (2002), existe uma quantidade
significativa de grupos de pesquisa brasileiros e de outros paises latino-
americanos que vém realizando estudos sobre o jundia. Os resultados dessas
pesquisas atraem cada vez mais pesquisadores interessados em contribuir
com o conhecimento sobre esta espécie.

O jundia vem adquirindo grande importancia econémica no sul do Brasil,
principalmente, por se tratar de uma espécie nativa bastante adaptada a
diferentes ambientes e com crescente aceitacao no mercado consumidor.

A variabilidade de ambientes de distribuicdo do jundia sugere que seus
embrides e larvas possam ser incubados com relativo sucesso em uma ampla
faixa de temperaturas. No entanto, fazem-se necessarios estudos mais
especificos, possibilitando o desenvolvimento de estratégias que reduzam as
perdas na larvicultura e criando, dessa forma, novas perspectivas para o
cultivo intensivo desta espécie.

A temperatura € um dos fatores ambientais mais decisivos durante o
desenvolvimento de peixes (BERMUDES & RITAR, 1999). Logo, a



determinacdo de uma faixa de temperatura 6tima para a incubacao de
embrides contribui para a melhoria na producdo de peixes, em geral, uma vez
que indica qual temperatura proporcionara maior crescimento e sobrevivéncia
(MAAREN et al., 1999; PIEDRAS et al., 2004; COOK et al., 2005) sem que o
embrido sofra alteragdes anatébmicas ou malformacoes.

Muitos estudos foram realizados a fim de se determinar a influéncia da
temperatura de incubagdo no desenvolvimento de teledsteos. WOOD' apud
JOHNS & HOWELL, 1980, por exemplo, incubou embrides de truta em
diferentes temperaturas e verificou que temperaturas de incubacdo mais altas
resultaram em menor eficiéncia no consumo do vitelo.

A temperatura da agua durante a incubagcdo é essencial para a
qualidade dos embrides de peixes (SAKA et al., 2004), ja que afeta
intensamente seu desenvolvimento inicial (CLAIREAUX & LAGARDERE 1999;
CONIDES & GLAMUZINA, 2001). Uma vez que o metabolismo € alterado pela
temperatura, ocorrem variacdbes no desenvolvimento normal de diversas
estruturas do embrido (KINNE & KINNE?, apud SAKA et al., 2004; COOK et
al., 2005), na duracdo dos estadios ontogenéticos, no tamanho da larva
eclodida e na eficiéncia na utilizagdo do vitelo (JOHNS & HOWELL, 1980;
KAMLER, 1992; KLIMMOGIANNI et al., 2004). Pode, ainda, causar
malformacoes, alteragcbes no género (BATTY et al., 1993; WATANABE et al.,
1995; OVERNELL, 1997; FUIMAN et al., 1998; BERMUDES & RITAR, 1999) e
no comportamento das larvas (SAKA et al., 2004).

A tolerancia e a magnitude dos efeitos da temperatura dependem néo
somente das espécies, mas também do estadio de desenvolvimento, ja que
diferentes fases da vida dos peixes requerem diferentes temperaturas
(HERZIG & WINKLER?®, apud KLIMOGIANNI et al. 2004). No entanto, muitos

pesquisadores observaram que os efeitos da temperatura sido mais

' WOOD, A. H. The effect of temperature on the growth and respiration of fish embryos (Salmo
fario). Journal of Experimental Biology, v. 9, p. 271-276, 1932.

2 KINNE, O. & KINNE, E. M. Rates of development in embryos of a cyprinodont fish exposed to
different temperature-salinity-oxygen combinations. Canadian Journal of Zoology, v. 40, p.
231-253, 1962.

3 HERZIG, A.; WINKLER, H. The influence of temperature on the embryonic development of
three Cyprinid fishes, Abramis brama, Chalcalburnus chalcoides and Vimba vimba. Journal of
Fish Biology, v. 28, p. 171-181, 1986.



pronunciados durante o desenvolvimento embrionario e larval (KAMLER,
1992), sendo que, geralmente, temperaturas mais baixas retardam os padrées
de desenvolvimento nos peixes e temperaturas mais altas os aceleram (SAKA
et al., 2004; YOSEDA et al, 2006), uma vez que baixas temperaturas reduzem
a taxa metabdlica, enquanto que altas temperaturas elevam o metabolismo (LI
& LEATHERLAND, J, 2008).

O tamanho da larva eclodida e a eficiéncia no consumo do vitelo tém
sido frequentemente utilizados como critério para se estimar uma faixa de
temperatura étima para a incubagado de embrides de peixes (POLO et al.,
1991; KLIMMOGIANNI et al., 2004), ja que estes parametros podem indicar
efeitos da temperatura tanto no metabolismo quanto no crescimento
(BERMUDES & RITAR, 1999). Seguindo esses critérios morfométricos,
essencialmente, muitos trabalhos foram desenvolvidos para se determinar a
temperatura o6tima para a incubacdo dos embrides, principalmente para
espécies de peixes de regides temperadas, onde a variagao térmica sazonal €
bastante significativa.

Bioensaios demonstraram que 15 a 19° C é a temperatura 6tima de
incubacao de diversas espécies de Perciformes oriundos do leste do Atlantico
e Mar Mediterréaneo, tais como Sparus aurata (19+3°C ; POLO et al*., apud
SAKA et al., 2004), Dicentrarchus labrax (15-17° C; CONIDES & GLAMUZINA,
2001), Dentex dentex (16-18 °C; SAKA et al., 2004) e Pagellus erythrinus (18
°C; KLIMOGIANNI et al., 2004). J& o Perciforme do Mar da China, Pagrus
major, pode se desenvolver numa ampla faixa de temperatura, tendo sido
observadas eclosées bem sucedidas em aguas com temperatura entre 14,5 °C
e 25,6 °C (MIHELAKAKIS & YOSHIMATSU, 1998). Em peixes bentbnicos,
como o linguado Solea solea ou de regides subpolares, como o bacalhau
Gadus morhua (Gadiformes, PETERSON et al., 2004), o desenvolvimento
embrionario étimo ocorre quando sdo incubados em baixas temperaturas. A
faixa de temperatura 6tima para S. solea (Pleoronectiformes) encontra-se entre
8 e 12 °C (BAYNESS et al., 1993), enquanto que para G. morhua (Gadiformes)

4 POLO, A.; YUFERA, M. & PASCUAL, E. Effects of temperature on egg and larval
development of Sparus aurata L. European Aquaculture Society Special Publication 1989.
Bredene, Belgium, vol. 10, pp. 207-208.



a incubagao entre 2 a 4 °C proporciona melhores resultados (PETERSON et
al., 2004),

Muitos destes autores relataram maior consumo de vitelo em
temperaturas de incubacdo mais altas. Por exemplo, para Hippoglossus
hippoglossus (PITTMAN et al., 1990), Dicentrarchus labrax (MARINO® et al.
apud BERMUDES & RITAR, 1999), Latris lineata (BERMUDES & RITAR,
1999) e Epinephelus malabaricus (YOSEDA et al., 2006) temperaturas mais
altas resultaram em larvas menores e com menores reservas de vitelo durante
a eclos3o.

Nao existem estudos descrevendo os efeitos da temperatura no
desenvolvimento embrionario do jundia. Os resultados deste estudo trardo
subsidios para melhorar os resultados na larvicultura e, consequentemente na
producdo destes peixes, além de contribuir para enriquecer o conhecimento

sobre a biologia do desenvolvimento de teledsteos.

5 MARINO, G., BOGLIONE, C., FINOIA, M.G., BRONZI, P., MONACO, G., BERTOLINI, B.,
CATAUDELLA, S. Effects of temperature and salinity on comparative embryo development and
hatching of Dicentrarchus labrax (L.) eggs. In: LAVENS, P., SORGELOOS, P., JASPERS, H.,
OLLEVIER, P. (Eds.), Larvi’91, Fish and Crustacean Larviculture Symposium, Belgium.
European Aquaculture Society, Special Publication 14, pp. 230-232. 1991



2. OBJETIVOS

Os objetivos desse estudo foram verificar a influéncia da temperatura no tempo
de desenvolvimento e no crescimento de embrides de jundia (Rhamdia
quelen), bem como estabelecer qual a faixa de temperatura étima para a

incubacao desta espécie.
Como objetivos especificos tém-se:

1. Calcular o tempo absoluto e relativo do desenvolvimento dos embrides

nas diferentes temperaturas.

2. Verificar o consumo de vitelo por embrides incubados a 21, 24, 27 e
30°C;

3. Analisar o crescimento dos embrides nas temperaturas testadas;

4. Verificar o tamanho das larvas eclodidas em cada uma das

temperaturas testadas;

5. Comparar as diferengas morfolégicas entre as larvas recém-eclodidas

nas diferentes temperaturas de incubacao.



3. MATERIAL E METODOS

Este experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal do Parana (certificado n°® 316, Processo
23075.019887/2008-05).

3.1. Obtengao dos Ovos

Matrizes de jundia (Rhamdia quelen), nativas do Rio Pequeno (Séo
José dos Pinhais — PR), foram coletadas através de anzol e redes de espera e,
posteriormente, confinadas em tanques escavados. Posteriormente, foram
selecionados sete fémeas e seis machos com base nas caracteristicas
morfologicas indicadoras do grau de maturagcao sexual para o fornecimento de
gametas para a fertilizagao in vitro. O experimento foi realizado no Setor de
Piscicultura da PUC - PR (Patronato Santo Anténio, Sdo José dos Pinhais —
PR).

Apos a selecdo das matrizes, o0s peixes receberam injecao
intramuscular de extrato hipofisario de carpa diluido em soro fisiolégico para a
inducdo da desova e espermiacdo. As fémeas receberam duas doses desse
extrato, sendo que a primeira delas ocorreu no dia anterior a desova (0,5
mg/kg) e a segunda 12h apods a injegcao da primeira (5,0 mg/kg). Os machos
receberam apenas uma dose (0,5 — 1,0 mg/kg). Apés 12h da ultima dose,
machos e fémeas foram massageados manualmente na regido ventral para a
extrusdo dos gametas (Fig. 1A), os quais foram recolhidos, avaliados quanto a
viabilidade e, posteriormente armazenados em recipientes por alguns minutos
em temperatura ambiente para a posterior fertilizagao.

Os gametas masculinos e femininos foram misturados a seco com o
auxilio de uma pena (Fig. 1B e 1C) e, posteriormente, foram hidratados. A
hidratacdo possibilitou que ocorresse a fertilizagdo dos ovécitos, ja que
permitiu o deslocamento dos espermatozéides em direcido as micropilas. A
agua contendo os zigotos foi trocada diversas vezes para retirada do excesso
de sémen utilizando agua proveniente dos tanques das matrizes. Os embrides

foram, entdo, gradualmente aclimatados as correspondentes temperaturas de



incubagéo: 21, 24, 27 e 30°C (+ 1°C). O processo de aclimatagao térmica levou

entre 30 e 90 min.

3.2. Incubagao dos Embrides

Os sistemas de incubacdo utilizados nesse experimento estdo
esquematizados na Figura 2. As incubadoras foram confeccionadas com
garrafas PET invertidas, com capacidade 1,3L com tubos de abastecimento de
agua, conectados a aberturas nas tampas das garrafas. Aproximadamente
3000 embrides (5 mL) foram mantidos em cada incubadora de 1,3L. Nas
extremidades superiores das incubadoras foram acopladas telas de protecéo,

a fim de se evitar o extravasamento dos embribes para o tanque.
Figura 1 - (A) Procedimento para liberagdo dos ovdcitos das fémeas de Rhamdia quelen, (B)

Colocagao do sémen junto aos ovdcitos obtidos, (C) Gametas misturados a seco, com o auxilio de
uma pena, (D) Amostragem de embrides de Rhamdia quelen.

Grupos de seis incubadoras foram armazenados em um tanque circular

com capacidade de 100L, mas preenchidos com aproximadamente 70 litros de



agua com temperatura constante. Foram utilizados quatro tanques, sendo um
para cada temperatura experimental. As temperaturas foram mantidas através
de aquecedores acoplados a termostatos, com excecao da temperatura 21°C
(temperatura ambiente).

O oxigénio dissolvido foi periodicamente monitorado por um oximetro
YSI — 55 (Hexis) e mantido entre 6,0 e 7,0 mg/L por aeragdo controlada. A
vazao e circulagdo da agua foram controladas através de bombas submersas
(2100 L/h) garantindo, além da oxigenagédo, a movimentagdo dos embrides,

essencial para o desenvolvimento inicial.

Figura 2. Desenho esquematico do sistema de incubagdo para cada temperatura
experimental: 6 incubadoras de 1300 mL, sistema semi-fechado com circulagéo de agua entre
as incubadoras e o tanque.
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3.3. Amostragem dos Embrides

Durante as primeiras 19 horas de desenvolvimento, os embrides foram
amostrados em intervalos de 30 minutos. Cada amostra foi composta por
aproximadamente 10 individuos. Apds isso, os intervalos foram ampliados,
passando-se para uma amostra a cada hora até que todos os embrides viaveis

incubados em cada temperatura tivessem eclodido.



Os embrioes foram retirados das incubadoras, cuidadosamente, com o
auxilio de uma pipeta de vidro invertida, colocados em uma Placa de Petri para
a retirada do excesso de agua (Fig. 1D). Fotomicrografias de embrides vivos
foram adquiridas através de uma camera digital Sony-Cyber Shot 7,2 MP
acoplada em um microscépio de luz Quimis. Nesse momento, também foram
observadas e anotadas algumas caracteristicas de cada estadio de
desenvolvimento. Em seguida, foram transferidos para frascos contendo o
fixador Paraformaldeido 4% (PFA 4%) em PBS 0,1M, mantidos a 4°C até a
posterior analise. O tempo que as amostras permaneceram no fixador foi
variavel. Algumas amostras foram analisadas meses apds a coleta,

permanecendo durante todo este periodo no fixados PFA 4%.
3.4. Estadiamento e Morfometria

Embrides de todas as amostras foram transferidos para tampao PBS
0,1M, colocados em laminas de vidro escavadas e analisados diretamente ao
microscopio de luz Zeiss Axiophot®, a fim de se identificar os estadios
correspondentes em cada embrido. O estadiamento foi baseado em
RODRIGUES-GALDINO (2006) e KIMMEL et al. (1995). Apos a analise, as
imagens de seis embridbes de cada amostra foram digitalizadas para a
posterior morfometria através do software Sigma Scan, Jandel Scientific, v.
3.0. As medidas morfométricas realizadas estdo indicadas na Figura 3. O
volume da vesicula vitelina (Vi) foi calculado de acordo com a seguinte
equacao, descrita por KLIMOGIANNI et al. (2004):

Vyit = (11/6) Cvic*Avi? (mm°)

onde Cyi; € o comprimento da vesicula vitelina e e Ay;; € altura da mesma (Fig.
3)

Posteriormente, analises estatisticas foram conduzidas utilizando o
software GraphPad Instat (GraphPad, v. 3.0). A distribuicdo normal das
variaveis foi verificada através do teste Bartlett para a homogeneidade das

variancias. Comparacdes estatisticas foram realizadas através da ANOVA
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seguida pela comparagcao multipla de Tukey-Kramer. Os dados foram
expressos como meédia + SD (desvio padrdao) ou SEM (erro da média),
conforme indicado nas figuras e tabelas, e P < 0,05 foi considerado como
estatisticamente significante.

Figura 3. Medidas morfométricas realizadas nas larvas eclodidas de Rhamdia quelen.
llustragao adaptada a partir de Sanches et al. (1999).
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3.5. Calculo do Tempo Relativo de Desenvolvimento

Todos os eventos do desenvolvimento embrionario, da fertilizagdo (fp =
0) a eclosdao, em todas as temperaturas de incubagao, tiveram seu tempo

relativo estimado pela seguinte formula (DIVANACH® apud KLIMOGIANNI et
al., 2004):

TR; = (t;/ Tde) * 100%

Onde, TR; = tempo relativo do evento do desenvolvimento j;
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ti= intervalo de tempo entre t, (fertilizagao) e o evento do desenvolvimento ;
Tde = tempo total da duragcédo do periodo embrionario, ou seja, tempo até a
eclosdo.

Foi avaliada a dependéncia entre o tempo de desenvolvimento
embrionario e a temperatura de incubagédo. Para tanto, foram testadas trés
equacdes que reproduzissem os dados obtidos em relagdo ao tempo de

eclosao até obter-se o melhor ajuste dos dados a curva.

3.6. Microscopia de Luz

As larvas recém eclodidas, identificadas como as primeiras amostras
cuja membrana coribnica estava ausente, foram selecionadas para a
confeccao de laminas histologicas, a fim de se tragar uma comparagao entre
as estruturas nos individuos incubados nas diferentes temperaturas
experimentais.

As amostras foram submetidas a desidratagao e infiltragdo seguida pela
emblocagem com historesina LEICA®, cujo protocolo esta descrito abaixo.

As amostras, fixadas em PFA 4%, foram lavadas em tampao PBS
0,fM em 3 banhos, cada qual com 10 minutos. Em seguida, as mesmas
passaram por uma desidratagcao em série alcodlica: alcool 70%, 80%, 90%, e
100% (2x), sendo cada banho com duragédo de 10 minutos.

Apds a desidratacdo, as amostras passaram por uma solucio
contendo alcool 100% e solugcado de infiltracdo da Historesina LEICA®, na
proporcdo de 1:1, e nela permaneceram por um periodo de 4 horas. Em
seguida, a solucado anterior foi substituida por solucdo de infiltragdo pura,
sendo que as amostras permaneceram nela por uma semana, havendo uma
troca pela mesma solugcdo no meio deste periodo.

Todo o procedimento para a emblocagem foi realizado sobre gelo, a
fim de se evitar a polimerizagdo prematura da resina. A solucdo de
emblocagem foi preparada misturando 4,5 mL da solugdo de infiltragdo com

0,1 mL da solugcdo polimerizadora LEICA®. As amostras em solugcdo de

6 DIVANACH, P. Contribution de la Biologie et de I'Elevage de 6 Sparides Mediterranéens: Sparus

aurata, Diplodus sargus, Diplodus vulgaris, Diplodus annularis, Lithognathus mormyrus, Puntazzo puntazzo
(Poissons Téleosteens). Thése d ‘Etat, Université des Sciences et Techniques, Languedoc, 1985.



12

infiltracado foram acomodadas em moldes apropriados para a emblocagem
previamente preenchidos com a solu¢do de emblocagem e permaneceram no
vacuo por 24 horas para a polimerizacao da resina.

Na sequéncia, os blocos de historesina foram cortados em micrétomo
com navalha descartavel de tungsténio, sendo os melhores cortes
selecionados para a coloragao com Hematoxilina/Eosina e Azul de Toluidina.

As laminas foram analisadas e fotomicrografadas através de camera

digital Sony Cyber Shot acoplada a um microscépio de luz Quimis®.
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4. RESULTADOS

4.2. Tempo de Desenvolvimento Embrionario

Observou-se, através das andlises dos estadios dos embrides de cada
amostra, que o tempo de desenvolvimento embrionario de jundia (R. quelen)
foi maior nas temperaturas mais baixas, sendo expressivamente mais lento
nos embrides incubados a 21°C que nas demais temperaturas (P<0,05),
conforme resumido na Figura 4 e Tabela 1.

Figura 4 —Tempo de desenvolvimento de embrides de Rhamdia quelen incubados em quatro
diferentes temperaturas.
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Tabela 1 — Tempo absoluto (h) de desenvolvimento embrionario de Rhamdia quelen
submetidos a diferentes temperaturas de incubacao

Tempo de desenvolvimento (hpf)

Periodo Estadio 21°C 24°C 27°C 30°C
Zigoto E.1 1 célula 0:00 0:00 0:00 0:00
Clivagem E.2 2 células 0:40 0:40 * *
E.3 4 células 1:00 1:00 1:00 *
E.4 8 células 1:30 1:15 1:10 1:00
E.5 16 células 2:00 1:30 1:20 1:10
E.6 32 células 2:20 1:40 1:30 1:20
E.7 64 células 2:40 1:50 1:45 1:30
Blastula E.8 Blastula Inicial 3:00 2:00 2:00 1:45
E.9 Blastula Média 4:00 3:00 2:30 2:00
E.10 Blastula Tardia 5:00 4:00 3:00 2:30
E.11 30% Epibolia 5:30 5:00 4:45 4:00
Gastrula E.12 50% Epibolia 6:00 6:00 5h15 5:00
E.13 75% Epibolia 9:30 6:30 6:00 5:30
E.14 Botao Caudal 10:00 7:30 7:00 6:00
E.15 Néurula 11:00 9:00 8:00 7:00
Segmentagéo E.16 2-3 somitos 11:30 9:30 8:30 7:30
E.17 6 somitos 15:00 11:15 9:00 8:00
E.18 10 somitos 15:30 12:00 10:00 8:30
E.19 14 somitos 16:30 13:00 11:00 9:00
E.20 18 somitos 17:30 14:00 11:30 10:30
E.21 25 somitos 20:30 15:30 15:00 12:30
Faringula E.22 Faringula Inicial 26:00 17:00 16:00 14:30
E.23 Faringula 40:00 19:00 18:00 16:00
E.24 Faringula Tardia 41:00 21:00 19:00 18:00
Ecloséo E.25 Eclosao 43:00 26:00 20:00 19:00

hpf = horas apos a fertilizagdo

* = nenhum embrido no correspondente estadio.

A Figura 5 demonstra a correlacdo negativa entre a temperatura de
incubacao e o tempo de desenvolvimento embrionario. Baseado no modelo de
Lasker (1964), KLIMOGIANNI et al. (2004) verificaram a dependéncia entre
tempo de eclosdo e a temperatura de incubacdo em Pagellus erythrinus,

através de uma poténcia da temperatura, onde:
Tempo de desenvolvimento = (a . temperatura )

onde a e b sdo constantes.
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Figura 5. Tempo de eclosdo de Rhamdia quelen incubadas em diferentes temperaturas (21,
24, 27 e 30°C). Os dados obtidos nos experimentos est&o indicados pelos asteriscos. As linhas
azul e verde indicam as regressdes calculadas automaticamente pelo software Excel, sendo a
linha azul uma exponencial (hpf = 256,11 00T R?2= 0,8781) e a verde uma poténcia (hpf =
46207 T'2’3227, R2= 0,9106). A linha vermelha representa a exponencial deslocada, procurando
interativamente o limite minimo para obter o melhor ajuste, de modo que a tempo n&o tenda a
zero em uma temperatura infinitamente alta (hpf = 85298 0% T 4 17,97, R?= 0,9992). hpf =
tempo de desenvolvimento embrionario em horas apds a fertilizacdo. T = temperatura de
incubagédo em graus Celsius.

‘ X Dados Exponencial deslocada Exponencial (auto) Poténcia (auto) ‘
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hpf = 85298 € %7 +17,97| | hpf = 25611 70.0904 T hpf = 46207 T ~2.3224

R? = 0,9992 R2 = 08781 R2 = 0,9106

No entanto, através desta equacao, o tempo de desenvolvimento tende
rapidamente a zero em altas temperaturas. Utilizando uma equagao
semelhante a esta, ajustada para os dados obtidos no presente estudo,
obteve-se uma curva cujo R? = 0,9106. A curva exponencial calculada
automaticamente pelo software Excel, ndo apresentou um ajuste satisfatorio,
sendo R? = 0,8781. Ambas n3o reproduzem o que sugerem os dados, ou seja,
grande variacdo do tempo de desenvolvimento nas temperaturas mais baixas
e a pouca variagdo nas temperaturas mais altas. Visando aprimorar a
interpretacdo dos dados, calculou-se uma curva de tendéncia exponencial

deslocada, na qual o tempo minimo de eclosdo ndo € zero como nas curvas
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anteriores. O valor desse deslocamento foi determinado iterativamente de
modo a maximizar o coeficiente de correlacdo, ficando o tempo de
desenvolvimento minimo proximo a 18h. Assim sendo, a equacio obtida no

presente estudo segue o seguinte modelo:
Tempo de desenvolvimento = (a . e ™ temperaturay . ¢

onde a, b e ¢ sdo constantes. No entanto, de acordo com esta equacdo, ndo
ha limite de tempo para o desenvolvimento embrionario em baixas
temperaturas.

A 24, 27 e 30°C, o tempo relativo de desenvolvimento foi semelhante,
sendo que o periodo de segmentagdo foi proporcionalmente maior que os
demais (Fig.6 e Tabela 2). Os embrides incubados a 21°C, no entanto,
despenderam mais tempo nas etapas finais do desenvolvimento, ou seja, no
periodo de faringula.

Figura 6. Tempo relativo (%) de cada periodo do desenvolvimento embrionario de Rhamdia
quelen incubadas em diferentes temperaturas (21, 24, 27 e 30°C). Os numeros no interior das
barras indicam a porcentagem de tempo despendida em cada periodo em relagdo ao tempo
total de desenvolvimento.
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Tabela 2 — Tempo relativo (%) de desenvolvimento embrionario de Rhamdia quelen

submetidos a diferentes temperaturas de incubacao

Tempo relativo (%)

Periodo Estadio 21°C 24°C 27°C 30°C
Zigoto EA 1 célula 0 0 0 0
Clivagem E.2 2 células 1,55 2,57 * *
E.3 4 células 2,33 3,85 5,00 *
E.4 8 células 3,49 4,81 5,85 5,26
E.5 16 células 4,65 5,77 6,65 6,16
E.6 32 células 5,42 6,42 7,50 7,00
E.7 64 células 6,21 7,04 8,75 7,89
Blastula E.8 Blastula Inicial 6,98 7,69 10,00 9,21
E.9 Blastula Média 9,30 11,54 12,50 10,53
E.10 Blastula Tardia 11,63 15,38 15,00 13,16
E.11 30% Epibolia 12,79 19,23 23,75 21,05
Gastrula E.12 50% Epibolia 13,95 23,08 26,25 26,32
E.13 75% Epibolia 22,09 25,00 30,00 28,95
E.14 Botao Caudal 23,26 28,85 35,00 31,58
E.15 Néurula 25,58 34,62 40,00 36,84
Segmentagéo E.16 2-3 somitos 26,74 36,54 42,50 39,47
E.17 6 somitos 34,88 43,27 45,00 42,11
E.18 10 somitos 36,05 46,15 50,00 44,74
E.19 14 somitos 38,37 50,00 55,00 47,37
E.20 18 somitos 40,70 53,85 57,50 55,26
E.21 25 somitos 47,67 59,62 75,00 65,79
Faringula E.22 Faringula Inicial 60,47 65,38 80,00 76,32
E.23 Faringula 93,02 73,08 90 84,21
E.24 Faringula Tardia 95,35 80,77 95 94,74
Eclosao E.25 Eclosao 100,00 100,00 100,00 100,0
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4.3. Morfometria

As tabelas 3 e 4 indicam o crescimento dos embrides em area e
comprimento desde o periodo de segmentacdo até a eclosdo. Nao existe
diferenca significativa entre a area das larvas eclodidas apds incubagao a 21,
24 e 27°C. No entanto, as larvas incubadas a 30°C apresentaram uma area
superficial maior (P < 0.05, Fig. 7B). O comprimento do corpo foi
significativamente maior a 27°C e menor 30°C, sendo intermediario em 21 e
24°C (Fig. 7C).

Tabela 3 — Area superficial (mm2) dos embrides incubados nas diferentes temperaturas (média
+ SEM). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (P<0,05)

Segmentagao Faringula Eclosao
21°C  0,31+£0,01° 046+0,01° 0,59+0,03°
24°C  0,36+0,02° 0,50+0,02° 0,67 «0,05°
27°C  0,37+0,01° 049+0,01° 0,61+0,03"
30°C 0,35+£0,01° 0,48+0,02° 0,81+0,05

Tabela 4 — Comprimento dos embrides (mm) incubados nas diferentes temperaturas (média +
SEM). Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (P<0,05)

Segmentagao Faringula Eclosao
21°C  2,56+0,04° 299+0,03° 3,62+0,04°
24°C  282+0,05° 3,24+0,03° 3,52+0,04°
27°C  2,70+0,04° 3,34+0,05° 3,89+0,02°
30°C  2,74+0,04° 3,17+0,04° 3,23+0,09°
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Figura 7 — (A) Volume da vesicula vitelina durante a eclosdo; (B) Area superficial das larvas
durante a eclosédo e (C) Comprimento das larvas durante a eclosdo, nas diferentes
temperaturas (média + SEM). Letras diferentes sobre as barras indicam diferencga significativa
(p<0,05)
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O volume da vesicula vitelina é inversamente proporcional ao tempo de

desenvolvimento embrionario em todas as temperaturas testadas (Fig. 8).

Figura 8 — Volume da vesicula vitelina dos embrides de Rhamdia quelen incubados em quatro
diferentes temperaturas ao final de cada periodo do desenvolvimento.
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4.3. Morfologia das larvas eclodidas

A observacgao das larvas eclodidas vivas sob microscépio de luz revelou
um maior numero de malformagdes, especialmente edema cardiaco (Fig. 9),
nos individuos incubados a 30°C que nas demais temperaturas. No entanto,
nao foi possivel quantificar a proporcdo de malformagbes devido ao grande
numero de embrides por incubadora. Futuramente, o experimento sera

repetido de modo a esta estatistica ser possivel.

Figura 9 — Larvas eclodidas de Rhamdia quelen vivas sob microscépio de luz. (A) Individuo
incubado a 24°C e (B) Individuo incubado a 30°C apresentando edema cardiaco. C = cavidade
pericardica; v = vesicula vitelina. Escala: 100 um.

Cortes histologicos das larvas incubadas nas quatro temperaturas
experimentais mostraram poucas diferengas morfolégicas. O comprimento dos
miémeros é aparentemente maior a 21°C, embora o estadio de diferenciagéo

das fibras musculares pareca semelhante (Fig. 10).
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Figura 10 — Cortes histolégicos sagitais de larvas eclodidas de Rhamdia quelen. Regido
cefélica de individuos incubados a (A) 21°C, (B) 27°C e (C) 30°C. Cortes sagitais do tronco de
individuos incubado a (D) 21°C, (E) 27°C e (F) 30°C. t = telencéfalo, d = diencéfalo, m
mesencéfalo, r = rombencéfalo, vo = vesicula otica (capsula auditiva), n = notocorda, c
coragao, vv = vesicula vitelina. As setas com pontas duplas nas figuras D, E e F indicam o
comprimento de um miémero (m). Coloragdo: A, D, E e F = azul de toluidina; B e C = H.E..
Escala: 10 um
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5. DISCUSSAO

As diferengcas encontradas no crescimento de R. quelen durante o
periodo embrionario e tempo de desenvolvimento entre os tratamentos foram
atribuidas a diferencas nas temperaturas de incubacao.

Foi observado que, assim como em outras espécies de peixes, O
desenvolvimento embrionario do jundid € afetado pela temperatura de
incubacdo. Desta maneira, o presente estudo corrobora com trabalhos
anteriores, cujos resultados indicaram que temperaturas mais altas aceleram o
desenvolvimento embrionario dos peixes e temperaturas mais baixas o retarda
(SAKA et al., 2004; POLO et al,, 1991; CONIDES & GLAMUZINA, 2001;
MIHELAKAKIS & YOSHIMATSU, 1998; BAYNESS et al., 1993). As larvas de
R. quelen incubadas a 30°C eclodiram mais rapidamente que as demais,
sendo que as incubadas a 21°C foram as ultimas a eclodir.

O uso do tempo relativo nos estadios embrionarios tem se mostrado
uma boa ferramenta para se estabelecer o tempo requerido para atingir os
diferentes eventos a qualquer temperatura. KLIMOGIANNI et al. (2004)
verificaram que o tempo relativo ndo se altera com a temperatura de incubagao
em Pagellus erythrinus. No entanto, 0 mesmo nao foi observado em R. quelen,
no qual o tempo investido no periodo de faringula foi maior em temperaturas
mais baixas (21°C).

A curva a qual os dados foram melhor ajustados demonstra que o
tempo de desenvolvimento nas temperaturas mais baixas é proporcionalmente
muito maior, de modo que pequenas variagdes térmicas provocam grandes
alteragdes no tempo de eclosdo. Por outro lado, nas temperaturas mais altas a
variagao temporal do desenvolvimento é menor. Esta curva considera que,
mesmo em temperaturas infinitamente altas, o tempo de desenvolvimento néo
excede 17,97h e que em temperaturas abaixo de 20°C o tempo de
desenvolvimento aumenta muito rapidamente. Os limites reais de tolerancia
térmica deverao ser determinados em experimentos futuros, visto que, embora
nao tenha sido quantificado, nao parece ter havido mortalidade significativa em
nenhuma temperatura testada. Entretanto, a curva obtida, reproduz bem o
tempo de desenvolvimento embrionario de Rhamdia quelen incubadas entre
20 e 35°C.
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A maior area superficial apresentada pelas larvas eclodidas apoés
incubacao a 30° C, pode ser atribuida a presenga de edemas cardiacos e nao
devido a um aumento real da massa corporea. Vale lembrar que estas larvas
apresentaram o menor comprimento dentre todas.

Segundo ATKINSON (1994), para os ectotermos o tamanho de um dado
estadio ontogenético, como na eclosdo, é inversamente proporcional a
temperatura, ou seja, quanto maior a temperatura de incubagdo, menor o
tamanho da larva eclodida. Uma possivel explicacdo seria que altas
temperaturas promovem um aumento no metabolismo, reduzindo a energia
total disponivel para o crescimento e produzindo larvas menores
(OJANGUREN & BRANA, 2003), o que resulta numa menor eficiéncia no
consumo do vitelo (KAMLER, 1992). Entretanto, o estudo do desenvolvimento
de R. quelen sugere um mecanismo diferente para esta espécie.

Os resultados deste trabalho indicaram que os embrides de jundia
possuem diferentes capacidades de consumir energia enddgena sob
diferentes regimes de temperatura, significando que a taxa de consumo de
vitelo € dependente da temperatura de incubagao, sendo esta menor em 27°C
até o periodo de segmentacdo. No entanto, as larvas eclodiram com
quantidades semelhantes de vitelo. Durante a eclosao, o vitelo deve conter
reservas energéticas suficientes para permitir que a larva sobreviva até
desenvolver estruturas relacionadas a captura e digestdo de alimento.

Os embrides incubados a 27°C adquiriram um comprimento
significativamente maior que nos demais tratamentos. O maior comprimento
das larvas garante uma maior viabilidade das mesmas, ja que melhora a
velocidade de natacdo, capacidade de alimentacdo e fuga de predadores
(PEPIN, 1991). Isto indica uma melhor taxa de conversao do vitelo, ou seja,
melhor aproveitamento da energia enddégena favorecendo o crescimento. Por
outro lado, um aumento de mais trés graus na temperatura de incubacgao
(30°C) resultou em larvas menores apos a utilizagdo de quantidades
semelhantes de vitelo, além de, aparentemente, um maior numero de
malformacgdes que podem comprometer a sobrevivéncia das mesmas.

A utilizacdo das reservas endogenas e o tempo de desenvolvimento
foram acelerados com o aumento da temperatura. Entretanto, um

desenvolvimento acelerado parece ser desvantajoso para a estratégia inicial
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de sobrevivéncia das larvas, uma vez que as mesmas podem utilizar toda a
energia proveniente do vitelo antes mesmo de estar apta a captura e digestao
de alimento (YOSEDA et al., 2006).

6. CONCLUSOES

O jundid (R. quelen) tolera uma ampla faixa de temperaturas de
incubacgao. Entretanto, os resultados indicam que os embrides dessa espécie
incubados a 27°C resultaram em larvas com um maior comprimento, o que
possivelmente estd diretamente relacionado com a maior viabilidade das
mesmas. Considerando-se conjuntamente o tempo de desenvolvimento e o
tamanho das larvas eclodidas, pode-se concluir que a temperatura étima de
incubacao dos embrides de jundia é de 27°C.

E necessario, no entanto, investigar os efeitos de outros fatores biéticos
e abidticos na embriologia do jundia, assim como verificar o efeito da
temperatura de incubagdo como agente teratogénico para esta espécie a fim

de se ter um melhor aproveitamento no setor produtivo.
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