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APRESENTACAO

O trabalho denominado “Ontogenia larval e pos-larval de Astyanax
altiparanae (Garutti & Britski, 2000) em laboratorio” aborda o acompanhamento
e a descricao dos processos ontogenéticos de larvas e de pés-larvas do lambari-

do-rabo-amarelo, bem como os efeitos da temperatura nesse processo.

Este trabalho esté inserido em uma linha de pesquisa do Grupo Integrado
de Aquicultura e Estudos Ambientais, GIA, que visa investigar o potencial da
espécie para ser usada como modelo em ensaios laboratoriais destinados a
avaliar os efeitos dos mais diferentes agentes estressores e xenobidtico sobre
0os padrbes e processos bioldgicos que podem afetar a sobrevivéncia, o
desenvolvimento e a ecologia de peixes de agua doce, bem como o equilibrio
dos proprios ecossistemas aquéticos continentais.

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana

(protocolo numero 076/2015).

A dissertacao é constituida por dois capitulos, um apéndice e dois anexos.
O Capitulo 1 é intitulado “Efeitos da temperatura sobre o desenvolvimento
ontogenético larval e poés-larval de Astyanax altiparanae (Pisces,
Characiformes)” e visa a determinagcdo da temperatura mais adequada para a
incubacdo dos ovos e para o cultivo larval e pos larval da espécie. Uma vez
definida a temperatura mais adequada, no Capitulo 2, intitulado,
“‘Desenvolvimento ontogenético larval e pos-larval de Astyanax altiparanae
(Garutti & Britski, 2000), em condi¢des laboratoriais”, faz-se a descricdo dos
processos ontogenéticos dos organismos em condicbes de temperatura
consideradas as mais adequadas. Além disso, em ambos os capitulos, séo
avaliados parametros meristicos e morfolégicos das larvas e péds-larvas,
enfatizando a cronologia decorrida na indu¢do hormonal, incubacdo dos ovos,
eclosédo e no periodo ontogenético inicial pos-eclosdo. O apéndice | abrange
aspectos relativos ao lambari A. altiparanae, suas caracteristicas especificas e
tem como objetivo a divulgacgéo cientifica do tema em questdo. O anexo |, retrata
ilustracdes obtidas durante o desenvolvimento inicial da espécie em estudo e, o

anexo ll, as ilustracdes registradas para os animais com malformacdes.



RESUMO

O lambari Astyanax altiparanae Garutti e Britski (2000) vem ganhando a atencéo
de pesquisadores, pois apresentam caracteristicas bioldégicas consideradas
ideais para sua utilizagcdo como espécie modelo em ensaios laboratoriais. Neste
trabalho, o desenvolvimento inicial da espécie foi acompanhado sob trés
diferentes temperaturas, 20, 25 e 30°C. O monitoramento foi realizado desde o
exato momento da eclosdo das larvas, de modo a se caracterizar os efeitos
dessas temperaturas no desenvolvimento e na sobrevivéncia larval e pds-larval.
Foram acompanhadas individualmente, 48 larvas para cada temperatura
testada. Essas, por sua vez, foram obtidas por métodos de reproducao artificial,
aplicados ja nas respectivas temperaturas testadas. Reprodutores foram
selecionados com base nas caracteristicas de maturagcédo sexual, como ventre
abaulado e poro urogenital avermelhado para as fémeas, e textura aspera
(presenca de espiculas) na nadadeira anal dos machos. Apos a inducéo
hormonal, os reprodutores foram inseridos em um tanque rede instalado dentro
de um aquario, onde, foram monitoradas as horas-grau decorridas desde a
inducdo até a liberacdo dos ovos. Os ovos fertilizados entdo foram retirados
aleatoriamente do sistema e transferidos individualmente para placas de cultivo
celular, posteriormente alojadas em estufas verticais, com temperatura
controlada para cada tratamento. O acompanhamento ontogenético foi
registrados em horas pés-ecloséo (hpe) e dias pos-ecloséo (dpe). A fase larval
e pos-larval foi dividida em quatro estagios (I - Larval-vitelino, 1l — Pré-flexao, IlI
— Flexdo da Notocorda, IV — Pés-flexdo). Foram mensurados diariamente o
comprimento total (CT), altura do corpo (HC1), comprimento da cabeca (CC),
altura da cabeca (HC2), diametro dos olhos (DO), comprimento do saco vitelinico
(CV), altura do saco vitelinico (HV) e volume da reserva vitelinica (V). Como
resultado, observou-se grande varia¢cao na ocorréncia dos eventos de ontogenia
em funcdo da temperatura. Quanto maior a temperatura, mais rapidos 0s
processos de desenvolvimento, porém, maiores foram as taxas de crescimento
alométrico. Nenhum dos individuos cultivados a 20°C e 30°C completaram o
desenvolvimento pés-larval, sobrevivendo apenas até o estagio de pré-flexdo
(20°C) e de flexdo da notocorda (30°C). Apenas na temperatura de 25°C foi
possivel obter sobreviventes até o estagio de pos-flexdo da notocorda, indicando
ser essa a temperatura mais indicada para a utilizagdo do A. altiparanae em
estudos laboratoriais. Durante o periodo de ontogenia diversas metamorfoses
foram observadas. O primeiro estadgio de ontogenia (larval vitelino) de A.
altiparanae em temperatura de 25°C estendeu-se durante as primeiras 26 horas
pos-ecloséo (hpe) e durante este periodo observou-se a pigmentacéo dos olhos,
o surgimento do tubo digestério, abertura anal e os animais passaram a
apresentar movimentacao constante. Com o inflamento da bexiga natatoria tem
inicio o estagio de pré-flexdo, que se estendeu por até 230 hpe. Durante este
estagio, foi observada a transicéo entre a alimentacdo endogena e a exdgena,
sendo a reserva vitelinica totalmente absorvida apés 74 hpe (com os animais
atingindo 4,17 + 0,36 mm de CT). ApOs esse periodo, teve inicio o estagio de
flexdo da notocorda e da estruturagéo da nadadeira caudal, ocorrida entre o 11°
e 13°dpe. O ultimo estagio de desenvolvimento larval (pos-flexado), foi observada
a segmentacao completa dos raios das nadadeiras e o inicio do aparecimento
das escamas (animais com 5,97 + 0,65 de CT). O desenvolvimento ontogenético
larval de A. altiparanae foi concluido apos 22 dpe.

Palavras chave: espécie modelo, flexdo da notocorda, lambari, ontogenia



ABSTRACT

The tetra Astyanax altiparanae Garutti & Britski (2000) has gained the
attention of researchers, since they have biological characteristics considered
ideal for its use as a model species in laboratory tests. In this work, the initial
development of the species was accompanied under three different
temperatures, 20, 25 and 30°C. The monitoring was carried out from the moment
of hatching larvae in order to characterize the effects of temperature on
development and larval survival and post-larval. They were individually
monitored, 48 larvae for each tested temperature. These, in turn, were obtained
by artificial breeding methods already applied in the respective temperatures
tested. Players were selected based on the sexual maturation of features like
bulging belly and pore reddish urogenital for females, and rough texture
(presence of spikes) on the anal fin of males. After induction, the players were
entered into a network tank installed inside an aquarium, where the time-elapsed
degree from induction to the release of eggs were monitored. The fertilized eggs
were then removed from the system at random and individually transferred to cell
culture plates subsequently housed in vertical ovens with temperature control for
each treatment. The ontogenetic monitoring was recorded in post-hatching hours
(hpe) and post-hatching day (dpe). The larval and post-larval was divided into
four stages (I - Larval-yolk 1l - Pre-bending, Il - bending of the notochord, IV -
Post-bending). daily were measured the total length (TL), body height (HC1),
head length (CC), head height (HC2), hole diameter (OD), length of the yolk sac
(CV), the yolk sac height (HV) and yolk reserve volume (V). As a result, there was
great variation in the occurrence of events ontogeny as a function of temperature.
The higher the temperature, the faster the development processes, however,
were larger allometric growth rates. None of the individuals grown at 20°C and
30°C completed the post-larval development, surviving only to the pre-bending
stage (20°C) and bending of the notochord (30°C). Only the temperature of 25°C
was possible to get survivors to post-bending stage of the notochord, indicating
that this is the temperature most suitable for the use of A. altiparanae in laboratory
studies. During ontogeny period several metamorphoses were observed. The
first stage of ontogeny (yolk sac larvae) A. altiparanae at 25°C is reached during
the first 26 hours after hatching (hpe) and during this period was observed
pigmentation of the eyes, the appearance of the digestive tract opening anal and
animals began to show steady drive. With inflating the swim bladder starts the
pre-bending stage, which lasted until 230 hpe. During this stage, the transition
between endogenous and exogenous power was observed, the yolk reserve
being completely absorbed after 74 hpe (with animals reaching 4.17 £ 0.36 mm
CT). After that period, began the bending stage of the notochord and the structure
of the caudal fin, which took place between 11 and 13 dpe. The last larval stage
of development (after bending) was observed complete segmentation of the fin
rays and early onset of scales (animals 5.97 + 0.65 TC). The larval ontogeny of
A. altiparanae was completed after 22 dpe.

Keywords: bending of the notochord, model species, ontogeny, tetra
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INTRODUCAO GERAL

A utilizacdo de animais capazes de fornecer informacdes sobre a
qualidade do ambiente além de salientar a resisténcia que estes apresentam
quando expostos aos xenobiontes (Lins, Kirschnik et al. 2010), deve
corresponder a sua distribuicdo geografica e capacidade adaptativa desses
animais durante os ensaios laboratoriais (Akaishi, Silva de Assis et al. 2004).

Os peixes, de forma geral, sdo considerados bons indicadores da saude
ambiental, sendo as espécies nativas, fundamentais na projecdo de alertas
sobre quaisquer mudancas ambientais muito antes que ocorra danos mais
severos ao ambiente (Vieira, Almeida et al. 2014). Os estagios iniciais de vida
desses animais sdo ainda mais vulneraveis as variaveis ambientais (Ramos,
Cabral et al. 2015), o que os tornam bioincadores ainda melhores para a
compreensao desses efeitos sobre o meio aquético.

Estudos envolvendo o desenvolvimento pés-eclosdo de peixes estdo
ganhando espaco na avaliacdo do efeito dos mais diversos xenobiontes sobre a
qualidade do meio aquatico (Flores, Araiza et al. 2002; Meier, Craig Morton et al.
2010), pois nestes primeiros estagios de vida, os peixes podem sofrer severas
alteracdes morfologicas (Zambonino Infante and Cahu 2001), respondendo
mesmo a eventos de curta duracdo (Ramos, Cabral et al. 2015).

A determinagcdo ainda mais eficaz sobre os efeitos dos agentes
xenobibticos e estressores sobre a saude do meio aquéatico s6 pode ser
entendida pela dinAmica ocorrida durante os processos de desenvolvimento

normal (ou o que seria o esperado) de uma determinada espécie.

CARACTERISTICAS DA ESPECIE EM ESTUDO

O GENERO Astyanax

De acordo com Andrade et al. (2007) dentre os peixes da familia
Characidae, o niumero mais expressivo de géneros concentra-se na subfamilia
Tetragonopterinae, sendo que o género Astyanax (Baird & Girard, 1854) é o que

apresenta o maior numero de espécies e distribuicdo geografica mais ampla.
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A Ultima revisdo completa do género Astyanax foi realizada por
Eigenmann (1921) e incluia 24 espécies e subespécies distribuidas desde o
México e Estados Unidos, até a fronteira do Sul do Brasil com o Uruguai e a
Argentina. ApoOs a revisao realizada por Eigenmann, um sumario detalhado
publicado por Géry (1977), identificou mais de 60 espécies incluindo sinbnimos
e considerando novas subespécies com propositos taxondmicos baseados nos
dados de Eigenmann (Garavello & Sampaio 2010).

Segundo Garutti (1999), o género Astyanax é formado por peixes de
pequeno porte, com dimenséao de até 200 mm e comuns em bacias hidrogréaficas
neotropicais. O mesmo autor constata que aproximadamente uma centena de
espécies nominais foram incluidas ao género Astyanax e que a producado de
novas colec¢des ictioldgicas viabilizou a observacao de varias espécies do género
Astyanax oriundas de bacias hidrogréficas da América do Sul.

Almeida & Sampaio (2009), afirmam que o género Astyanax € composto
por uma grande variedade de peixes presentes nas bacias hidrograficas da
América do Sul e que apresenta mais de 80 espécies conhecidas para o0s
ambientes continentais brasileiros. O fato de possuirem grande variedade
gendmica e serem morfologicamente muito semelhantes, faz com que alguns

pesquisadores considerem o género como um complexo de espécies.

Astyanax altiparanae

Conhecidos vulgarmente como lambaris-do-rabo-amarelo, os Astyanax
altiparanae pertencem a familia Characidae, povoam desde pequenos riachos a
grandes rios formadores das bacias hidrogréaficas de todo o ambiente tropical
(Porto-Foresti et al., 2005). Segundo 0 mesmo autor, o Astyanax altiparanae é
uma espécie de pequeno porte, entre 10 a 15 cm de comprimento, e podendo
chegar a 60 gramas de peso. Por se tratar de uma espécie nativa, ndo migratoria,
e de grande importancia comercial, os peixes do género Astyanax sp. tém sido
muito utilizados nos experimentos de bioindicadores de contaminacao ambiental
(Ostrensky et al. 2001, Silva et al. 2009).

Anteriormente conhecidos como Astyanax bimaculatus, os Astyanax
altiparanae sdo excecdo no povoamento na bacia hidrografica do Iguacu em

relacdo as outras espécies do género Astyanax sp. (Garutti e Britski 2000). Além
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de importancia ecolégica a espécie tem producéo artificial em escala comercial,
apresentam habito alimentar flexivel, podendo se alimentar de insetos, sementes
e também pode praticar o canibalismo.

O dimorfismo sexual nessa espécie € bem visivel, sendo os machos, além
de menores, de crescimento mais tardio. No periodo reprodutivo, apresentam
espiculas na nadadeira anal, aderindo textura aspera ao toque, facilitando a sua
diferenciacdo sexual (Porto-Foresti et al. 2005). Outro parametro do seu
comportamento reprodutivo é a idade de maturacdo sexual. Estima-se que em
sistema de cultivo esse tempo € reduzido para quatro meses de vida.

Diversos estudos ja foram realizados utilizando individuos da espécie
Astyanax como bioindicadores no monitoramento de corpos hidricos (Schulz &
Martins Junior 2001; Alberto et al. 2005; Ghisi & Oliveira, 2013), ambientes
contaminados por agrotoxicos (Disner et al. 2011; Pistone et al. 2012; Goldoni &
Silva, 2012), metais (Santos 2009; Mariano-da-Silva 2012), combustiveis e
derivados (Akaishi et al. 2004; Dal Pont 2012) e medicamentos (Matsumoto &
Colus 2000), porém ambos abordam a utilizacao desta espécie em fases juvenis
e adultas, pouco se conhece a exploracdo desta espécie em suas fases iniciais

de vida em ensaios e estudos laboratoriais.
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OBJETIVO GERAL

Identificar e descrever os processos ontogenéticos e morfométricos do
lambari A. altiparanae, desde o momento da ecloséo até o final do periodo da
fase de pos-flexdo da notocorda, visando a utilizacdo futura da espécie como

modelo a ser empregado em ensaios e estudos laboratoriais diversos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da temperatura sobre o desenvolvimento larval e pos-
larval de A. altiparanae, estabelecendo a temperatura mais adequada

para a utilizacdo da espécie em ensaios laboratoriais;
e Descrever os processos morfoldgicos ocorridos individualmente em larvas

e poOs-larvas do lambari A. altiparanae, durante seu desenvolvimento em

condi¢cbes de temperatura consideradas ideais.
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CAPITULO 1. EFEITOS DA TEMPERATURA SOBRE O DESENVOLVIMENTO
ONTOGENETICO LARVAL E POS-LARVAL DE Astyanax altiparanae
(PISCES, CHARACIDAE)

RESUMO

O estudo teve por objetivo caracterizar o desenvolvimento ontogenético inicial
do lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae e investigar os efeitos da
temperatura (20, 25 e 30°C) sobre os parametros morfométricos durante o
periodo de desenvolvimento larval e pés larval da espécie em condi¢cdes
laboratoriais. Os embrides foram obtidos através de reproducéo induzida pelo
uso de extrato hipofisario de carpas. Larvas recém eclodidas (n = 48 por
tratamento) foram transferidas para placas de cultivo celular de 6 pocos (uma
larva/poco), mantidas em uma estufa microprocessada tipo DBO. O
desenvolvimento ontogenético foi caracterizado desde a ecloséo até o estagio
de pés-flexdo. Observou-se uma grande variacdo na ocorréncia dos eventos
ontogenéticos em funcdo da temperatura. Quanto mais rapido o processo de
desenvolvimento (o que aconteceu a 30°C), maior também foi a taxa de alometria
observada. O efeito da temperatura sobre o consumo do vitelo também foi
evidente, sendo o mais tardio (20°C) associado aos menores valores de
comprimento total observados. Nenhum dos individuos mantidos a 20°C e a 30°C
completou o desenvolvimento pés-larval. A 20°C os individuos testados
sobreviveram até o estagio de pré-flexdo e a 30°C até estagio de flexdo da
notocorda. J4 para os exemplares mantidos na temperatura de 25°C, 8% (n = 4)
dos individuos chegaram vivos ao estagio de pos-flexdo, o que ocorreu 22 dias
apos a eclosao. Os resultados aqui obtidos apontam a potencialidade do uso de
A. altiparanae, como espécie modelo em ensaios laboratoriais realizados a 25°C.

Palavras chave: desenvolvimento, parametros morfométricos, ontogenia,
inducao hormonal.

1.1INTRODUCAO

Estudos demonstram que nas suas fases iniciais de vida os peixes podem
ser influenciados por estimulos ambientais de baixa intensidade ou mesmo de
curta duracédo (Ramos, Cabral et al. 2015), o que os tornam bons bioindicadores
das condi¢cbes ambientais (Chovanec, Hofer et al. 2003, Ruaro, Gubiani et al.
2015). A sensibilidade a esses efeitos, por sua vez, esta relacionada
principalmente a espécie e ao estagio de vida em que a mesma se encontra
(Klimogianni, Koumoundouros et al. 2004).

Dentre os fatores que interferem no desenvolvimento ontogenético e na
propria sobrevivéncia dos peixes, um dos mais, sendo o mais importante, € a
temperatura (Laurence 1975, Blaxter 1991, Pepin 1991, Rombough 1997, Aritaki



and Seikai 2004, Pankhurst and Munday 2011). De uma forma em geral, a
temperatura do meio aquatico afeta diretamente o ritmo biol6gico dos peixes
(Ostrensky and Boeger 1998), sendo que, aproximadamente a cada 10 °C de
variacdo na temperatura do meio, dobram ou diminuem pela metade as taxas
metabdlicas dos peixes (Azocar, Claramunt et al. 2014), o que acarreta em uma
proporcional variagdo temporal nos eventos ontogenéticos.

O lambari-do-rabo-amarelo Astyanax altiparanae é uma espécie que tem
sido cada vez mais utilizada como bioindicadora em estudos ambientais
(Nogueira, Castro et al. 2009, Dal Pont 2012, Siqueira-Silva, Santos Silva et al.
2015), pois apresenta grande plasticidade trofica e a capacidade de se alimentar
nos mais diversos compartimentos ambientais (Peretti and Andrian 2008).
Também tem sido empregada como espécie-modelo em ensaios laboratoriais
(Almeida 2007, Vicente 2014, Ostrensky, Pedrazzani et al. 2015), por, dentre
outras caracteristicas, apresentar elevada rusticidade, ciclo de vida rapido,
pequeno porte e facil manejo (Garutti 2003).

Este trabalho tem como objetivo identificar e descrever os efeitos da
temperatura sobre os principais caracteres e sobre 0s processos ontogénicos
durante as fases larval vitelina, de pré-flexdo, de flexdo e de pos-flexdo da

notocorda de A. altiparanae.

1.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa com Organismos
Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais
(GIA), localizado no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana (UFPR), Curitiba, Parana, Brasil.

1.2.1 MANEJO DE REPRODUTORES E REPRODUCAO

Os exemplares de A. altiparanae utilizados no processo de reproducéo
induzida foram selecionados de um banco de reprodutores do GIA, com base
nos caracteres sexuais secundarios dos animais. Os machos através de analise
da textura da nadadeira anal (presenca de espiculas na nadadeira) e as fémeas

pela coloracéo avermelhada do poro urogenital e pelo ventre abaulado.



Os animais foram estocados em um tanque de manutencdo de
reprodutores (1000 L), confeccionado em polietileno, conectado a um filtro
mecénico e biologico externo, e mantido a 25 * 0,5°C, através do uso de trés
aguecedores de 300 watts, controlados por um termostato digital (BOYU,
Taiwan). O fotoperiodo foi ajustado para 12 h luz: 12 h escuro e intensidade
luminosa 1498 + 23lux (MLM-1010, Brasil). Nesses tanques eram mantidos 200
exemplares, enquadrados na classe de tamanho lll, segundo classificagdo
proposta por Vicente (2014). Os animais foram alimentados duas vezes ao dia
(08:00 e 17:00 horas), com racao comercial extrusada contendo 45% de proteina
bruta e 4% de extrato etéreo.

Dentre esses animais, 9 fémeas e 27 machos foram selecionadas em

funcdo do seu Fator de Condicéo Corporal (FC), calculado a partir da seguinte

equacao:
P
FC = (ﬁ) * 100
Onde:
P= peso (g).

CT= Comprimento total (cm).

As fémeas, apresentando FC=1,79+0,08 receberam uma dose
preparatéria de 1 mg/kg de extrato bruto de hipofise (EBHC) e, em seguida,
foram alojadas em um tanque-rede (nylon 3 mm com malha 1,5x1,5 cm), com
dimensdes de 25x25x20 cm (comprimento, largura e altura, respectivamente),
instalado no interior de um tanque de manutencéo de reprodutores. Apés 8 horas
foi aplicada uma segunda dose de EBHC, porém com concentragéo de 5 mg/kg.
No momento em que as fémeas receberam a segunda dose, os machos
(FC=1,72+0,15), receberam uma dose unica de 1,0 mg/kg de EBHC.

Apés os procedimentos de inducdo hormonal, os reprodutores foram
transferidos para um segundo tanque-rede (nylon 3 mm com malha 1,5x1,5 cm)
com dimensbes de 25x15x15 cm (comprimento, largura e altura,
respectivamente), mantido no interior de um aquario de vidro de 36 L. O aquaério,
por sua vez, era ligado, através de uma bomba submersa (SB-2000, Sarlobetter,

Brasil), a filtros mecanicos e biolégicos e submetido a aeracdo constante. A



temperatura do sistema foi mantida de acordo com os tratamentos térmicos
testados (20, 25 e 30°C). O controle da temperatura nesse sistema foi feito
através do uso de um aquecedor de 300 watts e de um termostato digital (BOYU,

Taiwan).

1.2.2 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A DESOVA

Foram monitoradas as Unidades Térmicas Acumuladas (UTAS),
calculadas desde o momento da aplicacdo do horménio indutor nos reprodutores

até o momento da desova, a partir da aplicacdo da seguinte formula:

UTA =Y (Hr xTemp °C)

Onde:
Hr = N° de horas contabilizadas do momento da inducao até a desova.

Temp °C = Valor da temperatura registrado de hora em hora.

ApoOs a desova natural, os reprodutores eram checados para verificacao
de possiveis ferimentos e 6Obitos, uma vez que ha um forte comportamento
agonistico entre machos e fémeas durante a reproducao, e sé entdo transferidos
para tanques de recuperacéao.

Os ovos foram removidos por sifonagem, retidos em uma peneira de
malha de 0,5 mm e lavados em agua corrente. Em seguida, eram coletados com
uma pipeta de Pasteur, analisados e selecionados sob microscépio 6ptico Leica®
DMLS, adaptado com camera digital ToupCam™ (L3CMOS-14000KPA, China).
Para cada tratamento, foram utlizados 48 ovos fecundados, mantidos
individualmente em 8 placas de cultivo celular de 6 pocos cada, com tampa e
com capacidade para 17 mL em cada pogo (KASVI K12-006, China). As placas
foram mantidas em incubadora vertical tipo DBO Microprocessada (ADAMO,
Brasil), com fotoperiodo ajustado para 12 h luz: 12 h escuro, com intensidade
luminosa 1498+23lux (MLM-1010, Brasil). Todo esse procedimento experimental
era integralmente repetido para cada tratamento (temperatura) testado.



1.2.3 TERMINOLOGIA

Os dados morfométricos foram obtidos com auxilio de estereomicroscopio
Leica® MZ6, com aumento de 0,63x e 0,8x, com uma camera ToupCam™
(L3CMOS-14000KPA, China) acoplada. O desenvolvimento larval foi analisado
através de observacdes visuais registradas diariamente com auxilio de
microscopio O6ptico Leica® DMLS. A diferenciacdo dos estagios de
desenvolvimento larval foi baseada nas descricbes de Nakatani, Agostinho et al.
(2001), com modificacdes (Tabela 2.5).

Foram considerados como “larvas” as fases anteriores ao inflamento da
bexiga natatéria e como “pds-larvas” os periodos subsequentes. A cronologia
evolutiva foi descrita em unidades térmicas acumuladas (UTA), horas apés
inducao (hpi), minutos pos-eclosdo (mpf), horas pds-eclosao (hpe) e dias pos-

eclosdo (dpe).

Tabela 1.1 — Descricdo dos estagios de desenvolvimento inicial de A.
altiparanae, no periodo compreendido desde a eclosdo até o término do
desenvolvimento larval.

Estagio Descricao
Do momento da ecloséo até o inicio do desenvolvimento
Larval vitelino do tubo digestério, caracterizado pela abertura da
cavidade oral e anal e aparecimento da bexiga natatéria;

Desde o aparecimento da bexiga natatoria até o inicio do
Pré-flexio dobramento distal da notocorda, bem como inicio da
segmentacéao dos raios das nadadeiras peitorais e anal;

Flexao da Desenvolvimento dos raios das nadadeiras dorsal e caudal

notocorda e completa flexdo da por¢ao distal da notocorda;

Pos-flexdo Completa segmentacdo dos raios das nadadeiras anal,
dorsal, caudal e inicio do desenvolvimento de escamas.

1.2.4 EFEITOS DA TEMPERATURA SOBRE O DESENVOLVIMENTO
LARVAL

Foram realizadas observag@es horarias nos individuos desde a eclosédo até



a absorcédo completa da reserva vitelinica; a cada 12 horas, a partir do momento
em que houve completa absor¢cdo da reserva vitelinica até a flexdo total da
notocorda; e a cada 24 h apoés esta fase e a até o final do periodo poés-larval.
Para isso, as placas de cultivo foram retiradas individualmente da
incubadora. Cada poco era entdo sifonado em 3/4 do seu volume de agua, com
auxilio de uma pipeta de Pasteur, em seguida os animais foram observados e
fotografados individualmente sob estereomicroscopio.
Nessas ocasifes eram mensurados e quantificados o comprimento total
(CT), a altura do corpo (HC1), o comprimento da cabeca (CC), a altura da cabeca
(HC2), o didmetro dos olhos (DO), o comprimento do saco vitelinico (CV) e a
altura do saco vitelinico (HV) e o volume da reserva vitelinica (V), calculado de

acordo com a equacao:

1t * CV * HV?

V(mm3) = c

Ao término dos procedimentos, 0 po¢o onde o0 animal se encontrava era
novamente completado com agua na respectiva temperatura e a placa retornava
para a incubadora. Todo o procedimento analitico era realizado em sala mantida
na mesma temperatura do tratamento experimental que estava sendo analisado

naguele momento.

1.2.5 ALIMENTACAO POS-LARVAL

Assim que se constatava que 50% das pds-larvas de cada tratamento
haviam completado a absorcéo de sua reserva vitelinica, passava-se a fornecer
a todos os animais racdo microencapsulada (American B.P., EUA), contendo
46% de PB. O arragoamento foi realizado com 0,19 de racéo, pesada em balanca
digital (precisdo de 0,0001g) (Shimadzu-AUY220, Japao), previamente
dissolvida em 40 ml de 4gua. Com auxilio de uma pipeta de Pasteur, uma gota

dessa suspensdao era fornecida para cada larva todos os dias as 18:00 horas.

1.2.6 QUALIDADE DA AGUA

A &gua utilizada para a renovacgdo/reposicdo diaria dos pocos era

proveniente da rede de abastecimento publico, sendo previamente filtrada em
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filtro de 45um, clorada e neutralizada com tiossulfato de sédio. Essa agua era
entdo mantida em um tanque de polietileno (1000 L), acoplado a um filtro
bioldgico e mecanico do tipo air lift. Antes de ser usada, a agua era transferida
para uma incubadora tipo DBO, até que atingisse a temperatura do respectivo
tratamento experimental.

Os seguintes parametros fisico-quimicos da agua eram analisados
diariamente como rotina durante o experimento: pH, através de peagametro
digital (AZ-86505, Taiwan); oxigénio dissolvido (OD) e percentual de saturacéo
de oxigénio (OD), por meio de oximetro digital (YSI Pro20, EUA); alcalinidade
mensurada por titulometria com &cido sulfirico 0,02N (APHA, 2005a); e
concentracdo de diéxido de carbono (CO2) mensurada por titulometria com
hidroxido de sodio 0,02N (APHA, 2005b); concentracédo de nitrogénio na forma
de amonia total [N-AT= NHs+NH4*] obtida pelo método do indofenol (APHA.
2005) e nitrito (APHA 1995) seguido de leitura das amostras em
espectrofotdbmetro de bancada (Spectronic 20 Genesys, EUA). Para andlise, a
agua previamente sifonada dos poc¢os de cultivo era concentrada em um béquer

e analisada na forma de uma amostra Unica.

1.2.7 ANALISE ESTATISTICA

O banco de dados foi gerado e organizado através do uso dos softwares
Excel® e Access® (Microsoft Office Professional Plus 2013). Os dados de
qualidade da &agua e biométricos foram analisados através do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Os dados
biométricos foram relacionados através de analise de componentes principais e
comparados através de estatistica descritiva (p<0,05) e associados pela analise
de Scatterplot. A sobrevivéncia foi analisada pela curva de Kaplan-Meier. Todas
as andlises foram realizadas utilizando-se o software Statsoft StatisticaM? versédo
10.0°.

1.3RESULTADOS

O tempo de desova foi inversamente proporcional a temperatura testada.
As fémeas desovaram, em meédia, apds 220, 200, e 150 HG nas temperaturas

de 20, 25 e 30°C, respectivamente.



O tempo de eclosdo dos ovos incubados também foi inversamente
proporcional a temperatura de incubacdo (Tabela 1.2). Ao eclodirem,
independente da temperatura testada, as larvas apresentaram caracteristicas
altriciais, ou seja, ndo apresentavam capacidade de natacdo ou de se alimentar

a partir de alimentos exdgenos.

Tabela 1.2 — Periodo decorrido na incubacéo dos ovos até a eclosdo (em hpi) de
Astyanax altiparanae em diferentes temperaturas.

Unidade 20°C 25°C 30°C
Mediana 23 18 17
Amplitude 23-24 17-19,5 16,5-17,5
CVv 1,59 2,81 1,43

Através da analise de componentes principais (Figura 1.1), observou-se que 0s
dados morfométricos foram separados em dois grupos, sendo o primeiro,
envolvendo a altura do corpo, altura da cabeca, comprimento do corpo,
comprimento total e diametro do olho e, o outro grupo relacionado ao vitelo
(altura, volume e comprimento do vitelo). Baseado nesses agrupamentos, foram
definidos dois caracteres para representar os resultados obtidos, um de cada

grupo: comprimento total do corpo e volume do vitelo (Figura 1.3).
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Figura 1.1 — Agrupamento das variaveis morfométricas mensuradas durante o
acompanhamento do desenvolvimento ontogenético inicial em laboratorio de
Astyanax altiparanae em diferentes temperaturas.

As larvas incubadas em temperatura de 20 e 25°C eclodiram
apresentando e o mesmo volume do vitelo (0,06 = 0,01 mm3) (Figura 1.2) e o
mesmo comprimento total (2,93 + 0,23 mm) (Figura 1.3). Ja as larvas incubadas
a 30°C apresentaram maior volume de vitelo (0,11 + 0,02 mm?3) e comprimento
total ligeiramente inferior (2,73 = 0,20 mm).

O crescimento dos peixes nao foi linear em nenhum dos tratamentos
testados, sendo diretamente influenciado pela temperatura da agua. Observou-
se que com o0 aumento da temperatura houve uma aceleracao na velocidade de
consumo do vitelo. Também foi observada uma relacdo entre o consumo do
vitelo e a taxa de crescimento dos animais, havendo uma reducéo das taxas de

crescimento apOs o consumo total da reserva vitelinica (Figura 1.3).
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Figura 1.2 — Evolucao temporal do volume médio de vitelo (mm3) de Astyanax
altiparanae em diferentes temperaturas.
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Figura 1.3 — Comprimento total (mm) médio dos exemplares de Astyanax
altiparanae mantidos em diferentes temperaturas. As setas indicam o momento
em que ocorreu o consumo total da reserva vitelinica.

Observou-se que a relacdo entre altura do corpo e o comprimento total
também ndo se mostrou linear em nenhum dos tratamentos testados ao longo
do desenvolvimento ontogenético inicial dos animais, o que indica que 0s
animais apresentam crescimento alométrico nas fases iniciais de vida
(Figural.4).
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Figura 1.4 — Evolucéo temporal da relacdo altura do corpo/comprimento total de
larvas e pos-larvas de Astyanax altiparanae em diferentes temperaturas. Os
nameros indicam o estagio de desenvolvimento (1- Larval -vitelino; 2- Pré-flexao;
3- Flexdo da notocorda; 4- Pés-flexao).

Cerca de 11% dos individuos dos tratamentos a 20°C e de 13% dos
individuos mantidos a 30°C apresentavam malformacédo ao eclodir. Nao foram
observadas larvas e p0Os-larvas com malformagfes a 25°C (Tabela 1.3). Os
sinais mais evidentes de malformacdes foram identificados na notocorda e no

coracao (como a ocorréncia de edemas cardiacos).

Tabela 1.3 — Numero de observacdes e percentagem de larvas e pés-larvas de
Astyanax altiparanae que apresentavam edemas cardiacos e malformacdes de
acordo com cada estagio de desenvolvimento para cada temperatura testada.

Edemas Cardiacos Malformacdes
Tem - Total
. °Cp Estagio  gpservado n°de % n°de %
observacdes Aprox. observacBes Aprox.
1 182 0 0 18 10
20 2 560 0 0 32 6
3 2 0 0 0 0
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Edemas Cardiacos Malformacdes

T Estagio oo n°de % n°de %
observacdes Aprox. observacBes Aprox.

1 107 0 0 0 0

o5 2 669 0 0 0 0
3 87 0 0 0 0

4 65 0 0 0 0

1 73 7 10 11 15

30 2 539 44 8 55 10
3 170 0 0 0 0

Algumas outras malformacdes foram identificadas ao longo do
desenvolvimento, como, por exemplo, no 4° dpe, observou-se deformacdes
(principalmente na boca) das pos-larvas mantidas a 30°C. Até o 7° dpe, todas as
pés-larvas que apresentavam malformacdao, tanto a 20°C como a 30°C haviam

morrido (Figura 1.5).
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Figura 1.5 — Porcentagem de exemplares de Astyanax altiparanae com edemas
e malformacdes, observados durante o desenvolvimento ontogenético inicial em
diferentes temperaturas.
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Nao foi observada mortalidade durante o periodo larval-vitelino em
nenhuma das temperaturas experimentais. Ja em relagcéo as poés-larvas foram
registrados dois momentos considerados mais criticos de mortalidade durante
todo o periodo experimental em todas as temperaturas testadas (Figura 1.6).

Para os organismos testados a 20°C, além da morte dos individuos com
malformacdes, ocorrida entre o 2° e 6° dpe, a inanicdo também foi outro fator
causador de morbidade. Nessa temperatura, o Ultimo vestigio de alimento no
trato digestério de um animal foi registrado no 10° dpe. As Ultimas pés-larvas
desse tratamento morreram até o 15° dpe, quando ainda se encontravam no
estagio de pré-flexao.

Para os individuos mantidos a 25°C, registrou-se grande mortalidade
entre 0 4° e 5° dpe, coincidindo com o momento de transicdo alimentar. O
segundo momento critico foi registrado quando da flexdo da notocorda, que
ocorreu entre 0 10° e 11° dpe, momento em que a taxa de sobrevivéncia caiu de
58 para 36%. A partir do 18° dpe (pés-flexdo), ndo ocorreram mais mortes e a
taxa final de sobrevivéncia chegou ao 22° dpe em 8% (n = 4), quando o
experimento foi encerrado.

Ja para os organismos mantidos a 30°C, tanto o periodo de transicdo
alimentar como as malformacdes foram limitantes para a sobrevivéncia das pos-
larvas até o 5° dpe. Entre o 7° e 8° dpe, na fase de metamorfose da notocorda,
observou-se uma acentuada queda na taxa de sobrevivéncia das pos-larvas
mantidas nesta temperatura. Ainda assim, o ultimo vestigio de alimento no trato
digestorio foi observado no 6° dpe, sendo que, no 14° dpe, foi registrado 100%
de mortalidade, em um momento em que o0s individuos remanescentes

encontravam-se no estagio de flexdo da notocorda.
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Figura 1.6 — Curva de sobrevivéncia dos exemplares de Astyanax altiparanae,
avaliada desde o momento da eclosdo até o término do periodo ontogenético
inicial em trés diferentes temperaturas, com destaque para os dois eventos mais

criticos (denominados de transicdo alimentar e flexdo da notocorda) na
sobrevivéncia.

Como pode ser observado na (Tabela 1.4), de uma forma em geral,
observou-se uma tendéncia de queda nas concentracdes de oxigénio dissolvido
e nos niveis de saturacdo de oxigénio, em relacdo aos valores quantificados na
adgua usada para renovacdo dos pocos de cultivo em todos os tratamentos
experimentais.

A 20 °C durante o estagio larval-vitelino houve uma reducgéo da
alcalinidade da agua dos pocos de cultivo em relacdo a 4gua de renovagédo. O
pH, as concentracbes de amonia total, de nitrito e de CO2 ndo apresentaram
diferenca significativas (p<0,05) em relacdo a agua utilizada na renovacao dos
POCOS.

A 25 °C houve diferengas significativas (p<0,05) nas concentragdes dos

compostos nitrogenados. Durante os estagios de pré-flexao, flexao e pés-flexao,
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observou-se uma tendéncia de queda na alcalinidade em relacdo aos valores
quantificados na agua de reposicao.

Tanto a 25°C quanto a 30°C, houve uma leve tendéncia de acidificagéo
da agua no decorrer do desenvolvimento larval e pos-larval, observando-se um
aumento das concentracdes de amonia, de nitrito, de didéxido de carbono e da
alcalinidade da agua. No tratamento mantido a 30°C n&do foram observadas
diferencas significativas entre os parametros de qualidade da agua avaliados

antes e depois da renovacao dos pocos durante o estagio larval vitelino.

16



Tabela 1.4 — Parametros de qualidade da agua analisados antes e depois da renovacdo da agua das placas de cultivo celular de
acordo com cada estagio de desenvolvimento de Astyanax altiparanae em diferentes temperaturas.

Temp. o Parametro -
oC Estagio oH oD oD N-AT N-NOZ CO2 Alcalinidade
(mg.L-1) (%) (mg.L-1) (mg.L-1 CACO3) (mg.L-1)
Renovacio . 817" 7,812 95,607 0,01¥ 0,01 0,43 68,407
Larval (7,38-8,63) (6,61-8,61) (75,40-102,30) (0,01-0,03) (0,01-0,02)  (0,34-0,52)  (46,80-81,00)
vitelino o iento 195 6,11° 71,70 0,04 0,02 0,38 30,80
20 (7,54-8,10) (5,71-6,53)  (58,90-83,50) (0,02-0,04) (0,00-0,09)  (0,30-0,50)  (16,20-50,20)
, Renovacio . 73" 8,15 102,107 0,022 0,022 0,38% 61,20
Pré- (7,46-8,15) (7,68-8,60) (89,90-112,30) (0,01-0,05) (0,01-0,03)  (0,32-0,45)  (44,00-75,60)
flexdo o ocimento 677" 4,19 62,65 0,06° 0,05" 0,60° 38,60
(6,34-8,04) (4,02-6,55) (48,30-78,00) (0,03-0,08) (0,01-0,09)  (0,45-0,71)  (26,80-44,00)
Larval Renovacéo 7,38 6,61 77,807 0,023% 0,012 0,44 50,60
vitelino  Experimento 7,63 5,71 58,90 0,058 0,09 0,45 50,20
) 7,52 6,712 85,907 0,032 0,012 0,502 68,002
pro.  EMOVAGA0 ;o5 780y (6,02-692) (72,10-90,50)  (0,02-0,04) (0,01-0,01)  (0,27-057)  (55,60-82,80)
flexdo _ 7,34 3,54P 47,90 0,43 0,158 1,040 27,80
EXperimento 5 5g.7,68) (3,25-5,89)  (44,60-63,70) (0,06-0,48) (0,06-0,19)  (0,62-1,18)  (14,40-46,50)
- Renovacio . 146" 6,412 83,60° 0,022%" 0,012 0,422 45,802
. (7,34-7,68) (6,31-6,52) (80,20-84,50) (0,02-0,03) (0,01-0,02)  (0,31-0,56)  (44,00-58,00)
Flex&ao . 6.70° 3,920 49,06° 0,5208 0,178 1,168 38,208
Experimento ¢ 1. 674) (3,71-4,07) (4570-50,10) (0,51-0,54) (0,14-0,18)  (1,08-1,32)  (36,00-41,00)
) 7,712 6,49 83,95 0,022 0,012 0,422 53,002
pgs.  RENOVACA0 5 37783)  (6,02-7,05) (71,70-102,80) (0,01-0,03) (0,01-0,02)  (0,28-3,05)  (41,80-59,40)
flexdo _ 6,77" 3,83" 47,000 0,510% 0,138 1,638 40,608
Experimento 5 76 7 05) (3.15-4,43)  (43,80-56,60) (0,44-0,73) (0,12-0,18)  (1,29-1,88)  (29,00-48,60)
30 I__ar\_/al Renovacao 7,66 6,78 78,6 0,01 0,01 0,34 53,7
vitelino  Experimento 7,58 6,59 77,7 0,01 0,01 0,38 55,3
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Parametro

Teonép' Estagio H oD oD N-AT N-NO> CO2 Alcalinidade
b (mg.L-1) (%) (mg.L-1) (mg.L-1 CACO3)  (mg.L-1)
Renovacio . /02 6,537 75,954 0,017 0,02 0,507 64,80
Pré- (7,33-7,76) (6,25-6,62)  (62,70-78,90)  (0,01-0,02) (0,01-0,02)  (0,37-0,56)  (45,00-81,00)
flexdo  cyoerimento . /129" 5,53 42,75 0,05° 0,03 1,01° 52,20
(7,10-7,66) (5,20-6,32)  (59,90-74,20)  (0,03-0,09) (0,01-0,04)  (0,60-1,18)  (39,60-55,80)
Renovacio . /:66° 6,587 75,602 0,022 0,022 0,507 52,20
Flexéio (7,58-7,78) (6,44-6,62) (75,20-77,60)  (0,01-0,02) (0,01-0,03)  (0,31-0,52)  (41,40-63,00)
Experimento . 871" 4,88° 49,80° 0,08" 0,06° 1,30° 18,40
(6,36-7,26) (4,11-5,37)  (40,90-59,30)  (0,06-0,09) (0,03-0,09)  (1,02-1,50)  (14,40-55,80)

* Valores apresentados como mediana (minima-maxima). Letras minusculas (a,b) indicam diferencas significativas (p<0,05)
entre os parametros de qualidade de agua medidos na “renovagao” e “experimento” dos pocos das placas de cultivo celular.
Letras maiusculas (A,B) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os parametros mensurados na agua de renovacéo a
cada estagio de desenvolvimento larval. Letras maiusculas (X,Y) indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os parametros
mensurados na adgua do experimento em cada estagio de desenvolvimento larval.
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1.4DISCUSSAO

A reprodugdo induzida por horménios hipofisarios, nas diferentes
temperaturas aqui testadas, apresentou varia¢des significativas nos resultados
agui obtidos, mas dentro dos padrbes ja encontrados para a espécie (Sato,
Sampaio et al. 2006, Almeida 2007, Lopes 2011), que é entre 180 a 200 horas-
grau para temperaturas medianas (entre 24 e 26°C). Ressalta-se também que a
espécie tende a apresentar uma maior variabilidade genética se comparada a
outros peixes utilizados frequentemente em bioensaios e muito mais
“domesticados”, como é o caso do paulistinha (Zebra Fish) (Spence, Gerlach et
al. 2008), por exemplo.

O tempo de incubagcdo dos ovos apresentou resultados relativamente
proximos aos relatados em estudos prévios realizados com A. altiparanae. Lopes
(2011) obteve eclosdes 17 hpi em ovos incubados a 26°C. Este valor foi aqui
observado para ovos incubados a 30°C. Sato, Sampaio et al. (2006) obtiveram
eclosdao 18 hpi em temperatura de 23°C, valor proximo ao aqui registrados a
25°C.

Independentemente da temperatura testada, as larvas recém-eclodidas
apresentaram padrées morfolégicos altriciais, classificados por Fuiman and
Werner (2009) como tipicos de larvas pouco desenvolvidas. Apresentaram,
ainda, caracteristicas comuns para esse género e que ja haviam sido reportadas
para a propria espécie por Nakatani, Agostinho et al. (2001), como, por exemplo,
a presenca de pequenos pigmentos formados por cromatoforos dendriticos
espalhados na regiado frontal do saco vitelinico e a presenca da glandula adesiva.

O caractere morfologico mais evidente e diretamente afetado pela
temperatura durante os primeiros momentos pos-eclosdo foi o comprimento
total. Mas, apesar de maiores, os individuos incubados e cultivados a 30°C eram
também menos altos. Verreth (1994) postula que esse crescimento, denominado
alométrico, pode se manifestar como um reflexo das mudancas hidrodindmicas
ambientais, neste caso, expressas pelas diferentes temperaturas testadas e
também pelo estagio de desenvolvimento em que 0s peixes se encontravam. O
estagio de pre-flexdo, o mais longo entre todos os estagios de desenvolvimento

larval e pés-larval de A. altiparanae, foi marcado como o periodo de maior
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incremento na altura do corpo, o que de certa forma, reduziu, neste periodo, 0s
graus de alometria observados.

Segundo Reboucgas, de Lima et al. (2014), nas fases iniciais da sua
ontogenia, 0s peixes sao bastante suscetiveis aos mais variados agentes
estressores, que podem, mesmo em baixa frequéncia ou intensidade, levar os
exemplares a morte em poucos dias como aqui observado entre o 6° a 7° dpe
para as pos-larvas que apresentavam qualquer tipo de malformacéo morfolégica.

A existéncia de malformacdes larvais foi registrada exclusivamente nos
exemplares testados a 20 e 30°C. A maioria das malformacdes foi identificada
logo apos a eclosdo. Mas, em alguns individuos, como no tratamento a 30 °C
elas se manifestaram somente apds o 4° dpe. Essas malformacdes, por sua vez,
caracterizadas por deformacdes na notocorda e pela ndo abertura oral e anal,
também foram descritas por Koumoundouros, Gagliardi et al. (1997), que
identificaram pos-larvas de dourada Sparus aurata no estagio de pré-flexdo
apresentando desenvolvimento anormal, naquele apresentando alteracdes
morfologicas significativas na regido da nadadeira caudal.

Especificamente para algumas das larvas incubadas e mantidas a 30°C,
as anomalias também foram evidenciadas por deformidades na regido cardica,
que provocavam edemas cardiacos. Incardona, Swarts et al. (2013) relatam que
esse tipo de malformacdo € comum para individuos que sdo expostos a
xenobiontes toxicos. No presente caso, porém, os peixes ndo foram expostos a
nenhum outro agente estressor que ndo a temperatura, o que indica que uma
maior atividade metabdlica, provocada pelo aumento da temperatura acima dos
limites 6timos para a espécie pode também induzir ao aparecimento deste tipo
de alteracao.

Como bem documentado por Kamber (1992) e por Nunn, Tewson et al.
(2012), o inicio do estagio de pré-flexdo, que marca também o inicio da fase de
alimentagdo exdégena, € um dos pontos criticos (‘endpoints”) para a
sobrevivéncia de peixes. Mas, além dessa caracteristica comum, observou-se,
no presente caso, que ha grandes diferencas individuais das pos-larvas em
relacdo a sua capacidade de deteccao, captura, ingestao e digestao do alimento,
constantemente observado no momento em que houve o fornecimento de

alimento, momento em que algumas pds-larvas se movimentavam com maior
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intensidade assim que o alimento entrava em contato com a agua e isso, em
maior ou menor grau, foi observado em todas as temperaturas testadas.
Complementarmente, quando essas particularidades individuais se somaram
com a ocorréncia de malformacdes, houve uma potencializacdo deste evento
critico para a sobrevivéncia de A. altiparanae relacionado a transicao para a
alimentacdo exogena. Ficou claro ainda que as anomalias observadas
influenciaram de forma direta na mortalidade dos individuos que, muito
provavelmente, apresentavam dificuldade de acesso ao alimento em funcéo de
suas restricdes morfolégicas. A mortalidade por inanicdo também foi reportada
para pos-larvas de Piaractus mesopotamicus por Menossi, Takata et al. (2012),
Colossoma macropomum por Pedreira, Schorer et al. (2015), afetando também
a sobrevivéncia e desenvolvimento larval de Lophiosilurus alexandri, descrito por
(Lépez e Sampaio 2008), explicando a mortalidade de aproximadamente 98%
do surubim Steindachneridion melanodermatum, por Feiden, Hayashi et al.
(2006).

No decorrer de todo processo ontogénico pdés-larval, independente da
temperatura testada, observou-se uma continua mortalidade dos exemplares.
Isso seria naturalmente esperado pela prépria dindmica experimental, pois 0s
individuos, em uma fase bastante fragil de sua vida, sofriam manipulacdo (e
consequente estresse) diario. Ainda assim, ficou evidente que houve um
segundo evento critico, que coincidiu com o periodo em que ocorreram as
bruscas metamorfoses da porcédo final da notocorda. Nao ha, porém, registros
na literatura sobre a influéncia dessa metamorfose sobre a sobrevivéncia larval.

Outro fator a ser considerado, quando do uso de larvas e de pés-larvas
de A. altiparanae como espécie modelo em experimentos laboratoriais diz
respeito a deterioracdo da qualidade da agua nas unidades experimentais.

Observou-se que praticamente ndo houve alteracbes nos padrdes de
qualidade da agua (com destaque para o oxigénio dissolvido) nos tratamentos a
30°C durante o estagio larval-vitelino. Provavelmente, este resultado seja um
reflexo de que a grande maioria das larvas permaneceu neste estagio por, no
maximo, 12 hpe, tempo relativamente curto e muito inferior aos registrados nas
duas outras temperaturas aqui avaliadas (48 e 24 hpe, respectivamente a 20 e
25°C).
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A medida em que os individuos evoluem para os estagios subsequentes,
eles passam a também alterar de forma mais significativa as variaveis
determinantes da qualidade da agua, principalmente em temperaturas mais
elevadas, consequentemente aumentando a demanda por oxigénio (Ferreira,
Barbosa et al. 2009), e pelo aumento da quantidade de residuos metabdlicos
(principalmente compostos nitrogenados e CO2) gerados (Orbe, Lima et al. 2003,
Rosso, Bolner et al. 2006).

Contudo, ainda h&a poucas informacfes sobre 0s niveis criticos de cada
um dos parametros de qualidade da agua aqui registrados para fases iniciais de
vida de A. altiparanae, o que nao possibilita se descartar a hipétese de que, a
qualidade do meio também tenha influenciado na mortalidade pés-larval. Caso a
espécie venha, de fato, a se consolidar como modelo em estudos laboratoriais,
o conhecimento sobre tais limites criticos precisa ser melhor investigado.

Ainda assim, animais mantidos a 25°C foram capazes de sobreviver
(mesmo que em proporc¢ao relativamente baixa) por todo o periodo experimental,
sendo capazes de se adaptar as intensas e inevitdveis manipulacdes a que
foram submetidos durante o experimento; alimentar-se (0 que pode ser
constatado pela presenca de residuos alimentares ao longo do trato digestério
durante praticamente todo o experimento); desenvolver adequadamente as suas
estruturas morfoldgicas; e interferir, como seria esperado, nos parametros de
qualidade de agua. Os resultados aqui obtidos apontam a potencialidade do uso
de larvas e pés-larvas do lambari-do-rabo-amarelo, Astyanax altiparanae, como

animais modelo em ensaios laboratoriais realizados a 25°C.
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CAPITULO 2. DESENVOLVIMENTO ONTOGENETICO LARVAL E POS-
LARVAL DE Astyanax altiparanae (GARUTTI & BRITSKI, 2000) EM
CONDICOES LABORATORIAIS

RESUMO

O desenvolvimento ontogenético do lambari Astyanax altiparanae (Pisces,
Characidae) foi estudado em condicbes ambientais controladas. Larvas e pos-
larvas, obtidas através de reproducéo artificial, foram mantidas individualmente
em placas de cultivo celular de 6 pocos, alojadas em uma estufa vertical, em
temperatura mantida a 25°C e fotoperiodo de 12 h luz/12 h escuro. Diariamente
foram realizadas observacdes e medices morfométricas. As larvas eclodiram
com 3,02 + 0,34 mm (média + desvio padrdo) de comprimento total (CT); sem
pigmentacdo e com 0,06 £ 0,02 mm3 de reserva vitelinica. O periodo larval
vitelino estendeu-se durante as primeiras 26 horas pds-eclosdo (hpe) e durante
este periodo teve inicio o processo de pigmentacdo dos olhos, o surgimento do
tubo digestorio, abertura anal e o0s animais passaram a apresentar
movimentacdo constante. Com o inflamento da bexiga natatéria tem inicio o
estagio de pré-flexdo, que se estendeu por até 230 hpe. Durante este estagio,
foi observada a transicdo entre a alimentacdo enddgena e a exégena, sendo a
reserva vitelinica totalmente absorvida apds 74 hpe (com os animais atingindo
4,17 + 0,36 mm de CT). Apés esse periodo, teve inicio o estagio de flexdo da
parte final da notocorda e da estruturacdo da nadadeira caudal (11 e 13 dias
apos a eclosdo — dpe). Por fim, no dltimo estagio de desenvolvimento larval (pos-
flexdo), foi observada a segmentacdo completa dos raios das nadadeiras e 0
inicio do aparecimento das escamas (animais com 5,97 + 0,65 de CT). O
desenvolvimento ontogenético larval de A. altiparanae foi concluido apos 22 dpe.

Palavras chave: bexiga natatéria, estagio larval, morfometria, notocorda.

2.1INTRODUCAO

Embrides e larvas sdo os estagios de vida de peixes mais vulneraveis as
variacdes das condi¢cdes ambientais, sendo afetados até mesmo por eventos de
baixa intensidade e de curta duracdo (Ramos, Cabral et al. 2015). Por isso,
estudos envolvendo o desenvolvimento pos-eclosdo de peixes costumam ser
utilizados na avaliacdo dos efeitos dos mais diversos xenobiontes sobre a
qualidade do meio aquatico (McKim 1977, Meier, Craig Morton et al. 2010), como
metais pesados (Sfakianakis, Renieri et al. 2015), prata (Barrera 2013) e
derivados de petroleo (Lema, Schultz et al. 2007, Ingvarsdattir, Bjgrkblom et al.
2012).

Em funcdo da grande diversidade de espécies e também de fatores como

o tipo de alimento disponivel e as variaveis ambientais locais e regionais, a
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duracédo do estagio larval de um peixe pode se estender por dias ou até meses.
Durante este periodo, as larvas passam por profundas alteragcdes morfolégicas
e celulares (Zambonino Infante and Cahu 2001), ocorrendo, na maioria dos
casos, transformacdes significativas de orgaos e sistemas (Brown and Nufiez
1994).

Durante o desenvolvimento ontogenético inicial, diversos processos
metamoérficos provocam ndo apenas diferenciacbes estruturais, mas também
definem as caracteristicas alimentares e reprodutivas de cada espécie, e, aliado
a possiveis limitacdes fisiologicas das larvas, podem acarretar em altas taxas de
mortalidade j& nas primeiras horas de vida (Nakatani, Agostinho et al. 2001,
Russo, Scardi et al. 2014). O tamanho da boca, por exemplo, acaba sendo um
fator limitante para o desenvolvimento dos individuos, visto que restringe o
namero e o tamanho de presas capturadas (Govoni, Boehlert et al. 1986, Nunn,
Tewson et al. 2012).

Porém, a utilizacdo de indicadores morfométricos, como comprimento e
peso, ndo evidenciam obrigatoriamente as relagdes ocorridas durante o
desenvolvimento larval (MACIEL 2006). De acordo com Gisbert, Asgari et al.
(2014), as diferentes mudancas morfométricas relacionadas ao desenvolvimento
alométrico ou isométrico de cada regido do corpo, bem como na movimentacao
e alimentacao larval, sdo parametros que possibilitam uma melhor analise da
ontogenia inicial de peixes, fornecendo informacdes mais precisas sobre o
desenvolvimento normal da espécie estudada.

Este trabalho tem como objetivo descrever os processos morfoldgicos,
avaliando e identificando individualmente larvas e pos-larvas do lambari A.
altiparanae, enfatizando caracteristicas peculiares ocorridas desde o0 momento
da ecloséo ateé o final do periodo de desenvolvimento inicial, visando a utilizacao
futura da espécie como modelo a ser empregado em ensaios e estudos

laboratoriais diversos.
2.2MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Pesquisa com Organismos

Aquaticos (LAPOA), do Grupo Integrado de Aquicultura e Estudos Ambientais
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(GIA), localizado no Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Parana (UFPR), Brasil.

2.2.1 MANEJO DE REPRODUTORES

Os exemplares de Astyanax altiparanae utilizados no processo de
reproducdo induzida foram selecionados com base nos caracteres sexuais
secundarios dos animais. Os machos atraves de analise da textura da nadadeira
anal (presenca de espiculas) e as fémeas pela coloracdo avermelhada do poro
urogenital e pelo ventre abaulado.

Os animais foram retirados de um tanque de manutencdo de
reprodutores, onde foram submetidos a um regime prévio de restricdo alimentar
por 24 horas. O sistema de manutencao dos reprodutores era composto por um
tanque de polietiieno (1000 L), conectado a um filtro mecanico e bioldgico
externo, mantido a 25°C através do uso de trés aquecedores de 300 watts,
controlados por termostato digital (BOYU, Taiwan). Nesses tanques eram
mantidos 200 animais em idade reprodutiva. Os reprodutores foram capturados
com auxilio de um pucd, anestesiados, segundo a metodologia proposta por
Vicente (2014), com 35 pL.L* de solucdo de 6leo essencial de cravo (10%), até
atingirem o estagio IV de anestesia cirlrgica.

Os animais foram entdo pesados individualmente em balanca digital
(Shimadzu-AUY220, Japéo) e mensurados com paquimetro manual (Vonder-
200mm/0,05mm, Brasil). Apds a avaliagdo morfométrica, foram selecionadas 3
fémeas, com peso médio de 24,06 + 1,37 g (média £ desvio padrao) e
comprimento total de 9,9 = 1,0 cm; e 9 machos, com peso médio de 5,20 + 1,99
g e comprimento total médio de 8,4 £ 0,3 cm.

Apés essa selecdo, os reprodutores foram alojados em sistema de
maturacao final composto por um tanque de polietileno de 100 L, ligado, através
de uma bomba submersa (SB-2000, Sarlobetter, Brasil), a filtros mecéanicos e
biolégicos, com aeracdo constante e temperatura mantida em 25°C, através do
uso de um sistema de aquecimento composto por um aquecedor de 300 watts,
controlado por um termostato digital (BOYU, Taiwan).

Durante os 10 dias que permaneceram neste sistema, 0os animais foram

alimentados duas vezes ao dia (08:00 e 18:00 horas), com ragdo comercial
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extrusada (Kowalski, Brasil) contendo 45% de proteina bruta e 4% de extrato

etéreo.

2.2.2 INDUCAO HORMONAL

Para inducdo hormonal foi utilizado extrato bruto de hipofise de carpa
(EBHC), provenientes da piscicultura MOANA Aquacultura (Cananéia, Brasil). O
hormonio foi ministrado, através de injecdo com seringa graduada (0,3 mL/cc)
na base inferior da nadadeira peitoral, em um angulo de 45°, em doses Unicas
de 5,0 mg/kg de EBHC para as fémeas e de 1,0 mg/kg de EHBC para os machos.
A Unidade Térmica Acumulada (UTA) foi calculada a partir do momento da
aplicagcado do hormonio nos animais, ficando entre 190-200 horas-grau.

2.2.3 DESOVAS

ApGs o procedimento de inducdo hormonal, todos os reprodutores foram
acondicionados em um tanque-rede com dimensdes de 25 x 15 x 15 cm
(comprimento, largura e altura, respectivamente), confeccionado com rede de
nylon trangcada de 3 mm e malha de 1,5 x 1,5 cm, mantido, por sua vez, em um
tanque de polietileno de 100 L, em temperatura controlada de 25°C com 0 uso
de um aquecedor de 300 watts (BOYU, Taiwan). O tanque era ainda ligado a um
sistema de filtracdo fisica e bioldgica externo, de 60 L. Os animais foram
mantidos nesse local até a liberacao e posterior fertilizacdo dos ovdcitos.

Imediatamente apds a desova, os ovos foram removidos por sifonagem,
retidos em uma peneira de malha de 0,5 mm, lavados em agua corrente. Em
seguida, foram coletados com uma pipeta de Pasteur e analisados em
microscopio optico Leica® DMLS, adaptados com camera digital Dino-Eye (AM-
423X, Taiwan) e transferidos para 8 placas de cultivo celular de 6 pocos cada
com tampa (KASVI K12-006, China), de volume unitario de 17 ml, sendo
acondicionado um ovo fecundado por pogo. As placas foram mantidas em
incubadora vertical tipo BOD Microprocessada (ADAMO, Brasil), com

fotoperiodo ajustado para 12 h luz: 12 h escuro e mantida em 25°C.
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2.2.4 TERMINOLOGIA ADOTADA

Os registros morfométricos foram obtidos com auxilio de um
estereomicroscépio Leica® MZ6, com aumento de 0,63x e 0,8x, adaptado com
camera Dino-Eye (AM-423X, Taiwan). O desenvolvimento larval e também a
contagem de batimentos cardiacos foram caracterizados através de registros
diarios, realizados com auxilio de microscépio éptico Leica® DMLS, sendo
realizada a diferenciacdo dos estagios de desenvolvimento larval, conforme
descrito por Nakatani, Agostinho et al. (2001), com modificacdes (Tabela 2.5).

Dentre as fases de desenvolvimento larval, a terminologia aplicada para
“larva” foi definida para fase na qual os animais ndo possuem ainda bexiga
natatoria inflada e “pds-larva” para os periodos subsequentes. A cronologia
evolutiva foi descrita em horas-grau (HG), unidade térmica acumulada (UTA),
horas ap6s inducéo (hpi), minutos pés-ecloséo (mpf), horas pos-ecloséo (hpe) e

dias pos- ecloséo (dpe).

Tabela 2.1 — Descricdo dos estagios de desenvolvimento de Astyanax
altiparanae, compreendidos desde a eclosdo até o término do periodo de
desenvolvimento inicial.

Estagio Descricéo

Desde o momento da eclosdo até o inicio do
desenvolvimento do tubo digestério, caracterizado pela
abertura da cavidade oral e anal e pelo aparecimento da
bexiga natatoria;

Larval vitelino

Estagio compreendido desde o aparecimento da bexiga
natatéria até o inicio do dobramento distal da notocorda.

Pre-flexao Também caracterizado pelo inicio da segmentacdo dos
raios das nadadeiras peitorais e anal;
Flexa Desenvolvimento dos raios das nadadeiras dorsal e caudal
exao

e completa flexdo da porcao distal da notocorda;

) . Caracterizado pela completa segmentacéo dos raios das
Pos-flexao nadadeiras anal, dorsal, caudal e inicio do
desenvolvimento de escamas.
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2.2.5 MORFOMETRIA

Foram realizadas andlises morfométricas e observacdes gerais em
intervalos regulares de 60 min, desde a eclosdo até a absorcdo completa da
reserva vitelinica; a cada 12 horas, a partir do momento em que houve completa
absorcdo da reserva vitelinica até a flexao total da notocorda; e a cada 24 h,
desde este ponto até o final do periodo de desenvolvimento inicial.

Para realizacdo das analises, as placas de cultivo eram retiradas
individualmente da incubadora. Cada poco era entédo sifonado em 3/4 do seu
volume, com auxilio de uma pipeta de Pasteur e, em seguida, 0s animais eram
observados individualmente (dentro dos préprios pocos) com auxilio de
estereomicroscopio.

Foram mensurados o comprimento total (CT), a altura do corpo (HC1), o
comprimento da cabeca (CC), a altura da cabeca (HC2), o diametro dos olhos
(DO), o comprimento do saco vitelinico (CV), a altura do saco vitelinico (HV) e o
volume da reserva vitelinica (V), calculado de acordo com a equacao:

v (mm) = (T cv6. HV?)

Ao término das observacgdes, o volume original de agua em cada poco era
renovado e as placas eram novamente tampadas, realojadas na incubadora e
mantidas até o periodo subsequente de observacdo. Para maior controle da
temperatura, a sala onde as andlises eram realizadas era também mantida a
25°C.

2.2.6 MORFOLOGIA
Os animais foram analisados sob microscopio optico (4x) e tiveram suas
variaveis morfologicas registradas com base ao desenvolvimento das suas
estruturas internas e externas. A descricdo foi realizada a partir do primeiro
animal em que determinada estrutura era observada. Ja o intervalo de
desenvolvimento foi definido com base no momento em que todos 0s outros
animais remanescentes tivessem completado o desenvolvimento da mesma

estrutura observada.
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2.2.7 ALIMENTAGCAO POS-LARVAL
Quando 50% dos animais ja haviam absorvido sua reserva vitelinica por
completo, passava a se ofertar a todos os animais do experimento ragao
microencapsulada (American B.P., EUA), contendo 46% de PB. Isso era feito
pesando-se 0,1g de racdo em balanca de precisdo (Shimadzu-AUY220, Japao)
e, em seguida, dissolvendo-se essa quantidade em 40 ml de 4gua. Com auxilio
de uma pipeta de Pasteur, uma gota dessa suspensao era fornecida para cada

larva todos os dias as 18:00 horas.

2.2.8 QUALIDADE DA AGUA

A &gua utilizada para a renovacao diaria dos pocos de cultivo era retirada
de um reservatorio de agua de polietileno (1000 L), acoplado a um filtro biol6gico
e mecanico do tipo air lift, sendo a mesma filtrada em saco bag (45um), clorada
e neutralizada com tiossulfato de sodio. Antes de ser usada, a agua era mantida
em incubadora para que atingisse 25°C.

Os seguintes parametros fisico-quimicos da agua eram analisados
diariamente: pH, através de peagametro digital (AZ-86505, Taiwan); oxigénio
dissolvido (OD) e percentual de saturacdo de oxigénio (%OD), por meio de
oximetro digital (YSI Pro20, EUA); alcalinidade e concentracdo de dioxido de
carbono (COz2) mensurada por titulometria com hidroxido de sédio 0,02N (APHA,
2005a); concentracao de nitrogénio na forma de amonia total [N-AT= NH3+NH4*]
obtida pelo método do indofenol (APHA. 2005) e nitrito (APHA 1995). As analises
colorimétricas eram realizadas em espectrofotdmetro de bancada (Spectronic 20
Genesys, EUA). Em func¢éo dos reduzidos volumes, a agua sifonada dos pogos

era concentrada em um béquer e analisada na forma de uma amostra Unica.

2.2.9 ANALISE ESTATISTICA
O banco de dados foi gerado e organizado através do uso dos softwares
Excel® e Access® Microsoft Office Professional Plus 2013. Os dados de
qualidade da agua foram analisados através do teste de normalidade de Shapiro-
Wilk, seguido pelo teste U de Mann-Whitney. Os dados biométricos foram

comparados atraves de estatistica descritiva. A sobrevivéncia foi analisada pela
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curva de Kaplan-Meier. Todas as analises foram realizadas utilizando-se o

software Statsoft StatisticaMR versdo 10.0°®.

2.3RESULTADOS
2.3.1 DESENVOLVIMENTO LARVAL VITELINO

Assim que eclodem, as larvas de A. altiparanae possuem cabeca aderida
a regido anterior do saco vitelinico, postura distendida e auséncia de nadadeiras.
Algumas larvas eclodem sem pigmentacao e outras apresentam pigmentacdo na
borda do saco vitelinico. Neste momento, todas apresentam membrana
embrionéria e trato digestorio rudimentar, sem abertura anal. Ja nas primeiras
horas pds-eclosdo, inicia-se a pigmentacdo dos olhos e ocorre grande
desenvolvimento da membrana na nadadeira embrionaria.

A cabeca pode ser observada em trés posicées distintas no decorrer deste
estagio larval. Inicialmente, ela encontra-se colada ao saco vitelino, separada
pelo espago perivitelinico. Cerca de 10 a 12 hpe a cabega assume posicdo
semiterminal e, 20 horas depois, posicdo terminal. No decorrer do
desenvolvimento, a boca também sofre transformacéao significativa, passando de
uma posicao ventral para terminal.

A fase larval vitelinica (Figura 2.7) foi a mais rapida dentre as fases de
desenvolvimento corporal, durando entre 18 e 26 hpe (Tabela 2.6). Essa fase
termina no momento em que a bexiga natatéria, localizada acima do trato
digestério e abaixo do segmento notocordal, torna-se funcional.

O tamanho das larvas pos-ecloséo variou de 2,28 a 3,31 mm. Ja na
segunda hora de vida foi possivel notar o inicio da pigmentacdo da regido frontal
do saco vitelino e dos olhos, além do aumento consideravel da membrana
embrionaria caudal. Entre 5 a 7 hpe, o comprimento total era de 2,99 + 0,31 mm
(média £ desvio padrdo), sendo possivel identificar o tubo digestorio, de formato

morfologico reto, bem como a abertura anal.

Tabela 2.2 — Morfometria dos parametros avaliados durante o periodo de
desenvolvimento larval vitelino de Astyanax altiparanae, em temperatura de
25°C.
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Parametros (mm)

Morfometria

Coeficiente

X + dp* Amplitude  de Variacao
Comprimento total 2,95 +0,28 2,28-3,36 9,32
Altura do corpo 0,19 + 0,04 0,08-0,26 19,76
Comprimento da cabeca 0,53+ 0,09 0,30-0,66 15,90
Altura da cabeca 0,32+ 0,05 0,17-0,40 15,14
Diametro do olho 0,14 £ 0,03 0,09-0,22 19,65
Comprimento do vitelo 0,69 + 0,06 0,48-0,79 8,29
Altura do vitelo 0,40 = 0,06 0,21-0,54 14,57
Volume do vitelo 0,06 = 0,02 0,01-0,12 30,67
Miémeros pré-anal 13+ 3,59 9-17 28,16
Miémeros pés-anal 11 +£4,05 6—-15 18,96
Total de Miémeros 23 £8,48 10 - 32 25,48

*Valores apresentados como média e desvio padrao (n=48).

O sangue comecou a apresentar pigmentacao entre 3 a 4 hpe e, a partir

disso, foi possivel observar claramente o fluxo sanguineo irrigando as demais

estruturas corporais. Esse fluxo sanguineo foi observado irrigando a glandula

adesiva até 26 hpe. Apdés 98 hpe (pré-flexdo), a glandula, localizada

originalmente na regido superior frontal da cabeca das larvas, ndo foi mais

observada.
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0 hpe 0,2mm 0,2mm 12 hpe

2 hpe 0,2mm | 0,2mm 24 hpe

Figura 2.1- Desenvolvimento de Astyanax altiparanae durante o periodo larval
vitelinico: Larva recém eclodida (1), apresentando glandula adesiva (a), olhos
com pouca pigmentacéo (b), vesicula éptica (c) e sem abertura anal (d); (2) maior
pigmentacdo dos olhos (e), maior pigmentacédo da reserva vitelinica (f) e botéo
da nadadeira peitoral (g); (3) boca na posicéo ventral (h), maior desenvolvimento
da vesicula éptica (i) e pigmentacéo do coracao (j); (4) olhos pigmentados (k) e
bexiga natatoria (L).

2.3.2 PRE-FLEXAO

Apbs se inflar de ar, a bexiga natatdria, juntamente com as estruturas
natatorias (nadadeira caudal e peitorais), passa a dar suporte para a constante
movimentagao pos-larval. Nesta fase (sintetizada na Tabela 2.7), foi observada
uma maior pigmentacdo dos animais, principalmente dos olhos, que ficaram
totalmente escuros apés 32 hpe.

O desenvolvimento dos quatro arcos branquiais ocorre rapidamente
algumas horas depois. A movimentacdo do opérculo, as constantes
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movimentacOes das nadadeiras peitorais e o fluxo sanguineo passam a ocorrer

de forma sincronizada com os batimentos cardiacos.

Tabela 2.3 - Morfometria dos parametros avaliados durante o periodo de pré-
flexdo (entre hpe) de Astyanax altiparanae.

A Morfometria Coeficiente
Parametros (mm) X + dp* Amplitude de Variagéo
Comprimento total 3,65 +0,52 2,39-4,88 13,89
Altura do corpo 0,43+0,16 0,14-0,89 37,91
Comprimento da cabeca 0,59+0,10 0,33-0,91 16,45
Altura da cabeca 0,38 + 0,07 0,22-0,67 17,77
Diametro do olho 0,20 + 0,06 0,12-0,47 28,11
Comprimento do vitelo 0,39 +£0,28 0,00-0,75 72,44
Altura do vitelo 0,18 + 0,15 0,00-0,52 79,87
Volume do vitelo 0,02 + 0,02 0,00-0,10 113,58
Miémeros pré-anal 17+1,11 15-19 7,07
Miémeros pés-anal 16 +£1,21 13-19 8,18
Total de mibmeros 33+2,30 18-38 7,54
Raios das nadadeiras peitorais 12 + 3,44 10-13 7,42
Raio da nadadeira caudal 16 + 1,86 15-19 3,27

*x: média. dp: desvio padro.

Este foi o0 momento mais critico para a sobrevivéncia dos animais, pois
ocorreram bruscas mudancas morfofisiol6gicas para algumas pds-larvas (Tabela
2.8), principalmente para aquelas cuja reserva vitelinica ja havia se esgotado (74
hpe) e ainda ndo apresentavam alimento no tubo digestorio (86 hpe).
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Tabela 2.4 — Principais eventos morfolégicos ocorridos desde a eclosdo até a absorcdo completa da reserva vitelinica do lambari
Astyanax altiparanae, durante acompanhamento individual a temperatura de 25° C, evidenciando a cronologia em horas pos-eclosao

(hpe) e unidade térmica acumulada (UTA).

Tempo* (mpf) Crzggologla evﬂ;’.ﬁi\va Fase Larval Tar?rﬁnmr;o** Desenvolvimento observado
80 - 120 1-2 25-50 Larval vitelino 2,99 +£0,32 Inicio da pigmentacao dos olhos

120 - 240 3-4 74 - 100 Larval vitelino 2,99 0,24 Inicio da pigmentacédo do sangue

300 - 360 5-6 125 - 150 Larval vitelino 3,00 £ 0,24 Formacéao do tubo digestorio

300 - 420 5-7 125-175 Larval vitelino 3,00 £ 0,24 Abertura da cavidade anal

360 - 420 6-7 150 - 175 Larval vitelino 3,00+ 0,24 Visualizacdo de um arco branquial

480 - 600 8-10 200 - 250 Larval vitelino 3,01 £0,32 Cabeca desprende do vitelo

660 - 720 11-12 275 - 300 Larval vitelino 3,03+0,31 Cabeca na posicdo semiterminal
1140 - 1200 19-20 475 - 500 Larval vitelino 3,056+0,31 Boca na posic¢éo terminal
1380 - 1440 23-24 575 - 600 Larval vitelino 3,07+0,31 Nadadeiras peitorais desenvolvidas
1080 - 1560 18 - 26 450 - 650 Larval vitelino 3,04 £ 0,28 Bexiga natatoria inflada
1200 - 1560 20 — 26 500 - 650 Larval vitelino 3,05+ 0,29 Desenvolvimento da mandibula
1800 - 1920 30-32 750 - 800 Pré-flex@o 3,11 £ 0,29 Cabeca na posicao terminal
1860 - 1920 31-32 775 - 800 Pré-flexao 3,12 +0,30 Pupila dos olhos totalmente pigmentadas
1920 - 1980 32-33 800 - 825 Pré-flexdo 3,13+0,30 Formacgéo completa dos arcos branquiais
2280 - 2460 38-41 950 - 1025 Pré-flexdo 3,29 £ 0,29 Enovelamento do intestino
2580 - 2700 43 - 45 1075 - 1125 Pré-flexdo 3,42 £ 0,30 Aparecimento da faringe e do esofago
3300 - 4440 55-74 1375 - 1850 Pré-flexdo 3,92 +0,32 Absorcdo completa da reserva vitelinica
3720 - 5160 62 - 86 1550 - 2150 Pré-flexao 4,02 +0,30 Primeiro alimento no tubo digestorio
5160 - 5880 86 - 98 2150 - 2450 Pré-flexao 4,16 + 0,33 Desaparecimento da glandula adesiva

*Tempo apresentados como minimo-maximo observado;
**\/alores apresentados como média e desvio padrao.
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Ao longo deste estagio houve um aumento da pigmentacéo corporal. Os
animais passaram a apresentar maior quantidade de cromatéforos dendriticos,
distribuidos, em sua maioria, horizontalmente acima da notocorda, além de
cromatoéforos puntiformes, distribuidos principalmente na regido superior da
cabeca. O momento-chave da transicdo para a fase subsequente € o inicio do
dobramento da porcao distal da notocorda, mais precisamente na base da
nadadeira caudal.

2.3.3 FLEXAO
Durante a flexao, observa-se a completa pigmentacao dos olhos (retina).
Havia, em média, 30 midbmeros no inicio do estagio de flexdo. O corpo
apresentava-se mais pigmentado (coloracdo marrom escura) em relacdo a fase
anterior. Durante este periodo ocorreu a estruturacdo dos raios da nadadeira
anal, em processo simultaneo ao dobramento da porcéo distal da notocorda,
formando um angulo de 45° (Tabela 2.9).

Tabela 2.5 - Morfometria dos parametros avaliados durante o periodo de flexdo
da notocorda de Astyanax altiparanae.

A Morfometria Coeficiente

Parametros (mm) X + dp* Amplitude de Variagao
Comprimento total 4,93 £ 0,22 4,45-5,23 3,81
Altura do corpo 0,88 + 0,07 0,73-1,01 7,19
Comprimento da cabeca 0,91 £0,10 0,67-1,03 9,45
Altura da cabeca 0,70 £0,06 0,57-0,81 8,13
Diametro do olho 0,48 + 0,05 0,38-0,58 9,18
Miodmeros pre-anal 15+ 1,056 13-17 5,43
Miémeros pés-anal 14 £ 0,79 13-16 4,33
Total de mibmeros 30+4,93 14-32 13,54
Raios das nadadeiras peitorais 13+0,54 11-13 7,81
Raios da nadadeira anal 21+1,49 15-21 15,24
Raios da nadadeira caudal 21 +1,35 15-21 13,60
Raios da nadadeira dorsal 80,28 7-11 6,89

* X: média. dp: desvio padrao.

Ao término da flexdo da notocorda, observou-se a presenca de 7-11
(minimo-maximo) raios na regido superior e 8-18 raios na regido inferior da
nadadeira caudal.
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2.3.4 POS-FLEXAO

Durante a pos-flexdo (Tabela 2.10), hd um aumento da pigmentacao da
face lateral da cabeca e do tronco. No opérculo, pode ser observada uma grande
guantidade de cromatoforos. A bexiga natatéria apresenta-se com dois
compartimentos. Com auxilio da microscopia in vivo, foi possivel observar a
presenca de alimento nas dobras intestinais. Essa identificagdo visual do
alimento so foi possivel até o inicio da pos-flexdo, pois no decorrer deste estagio,
O corpo passa a ser opaco, ndo sendo mais possivel diferenciar os 6rgaos
internos dos animais.

Os primeiros indicios de escamas surgiram em 17 dpe. Inicialmente, elas
se concentraram na por¢ao ventral, ao longo da extensao da bexiga natatoria, e
de estruturas do trato digestorio e do opérculo. Nao foram observados miémeros

nesta fase.

Tabela 2.6 - Morfometria (em mm) dos parametros avaliados durante o estagio
de desenvolvimento pos-flexdo do Astyanax altiparanae.

Para Morfometria Coeficiente

arametros (mm) X + dp* Amplitude  de Variagéo
Comprimento total 5,68 £ 0,45 4,98-6,28 6,66
Altura do corpo 1,01 £0,08 0,82-1,12 6,88
Comprimento da cabeca 1,03 +£0,08 0,81-1,11 6,56
Altura da cabeca 0,82 + 0,07 0,65-0,89 7,56
Diametro do olho 0,57 £ 0,06 0,43-0,66 9,33
Raios das nadadeiras peitorais 13+1,86 12-13 3,92
Raios da nadadeira anal 21 +6,45 17-21 9,36
Raios da nadadeira caudal 23 +3,04 21-23 3,71
Raios da nadadeira dorsal 11+1,86 10-11 4,65

*X: média. dp: desvio padrao.
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Figura 2.2 — Exemplares de Astyanax altiparanae no estagio final do
desenvolvimento ontogenético larval: (1) presenca de alimento dentro do tubo
digestério (a); (2) dentes (b); (3) pigmentacdo puntiforme na regido dorsal da
cabeca (c); (4) escamas (d).
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2.3.5 QUALIDADE DA AGUA NO SISTEMA EXPERIMENTAL

Tabela 2.7 — Parametros de qualidade da agua medidos em cada estagio do desenvolvimento de A. altiparanae em sistema de
placas de cultivo celular, antes e depois da renovacéo de agua.

Parametro
Estagio pH oD oD N-AT N-NO2 CO2 Alcalinidade
(mg.L?t) (% Sat.) (mg.L?) (mg.L?t) (mg.L* CaCO:s) (mg.L?)
Larval vitelino Antes 7,38 6,61 77,80 0,02 0,01 0,44 50,60
Depois 7,63 571 58,90 0,05 0,09 0,45 50,20
Antes 7,52 6,71 85,902 0,032 0,012 0,502 68,002
oré-flexio (7,25-7,82) (6,02-6,92) (72,10-90,50) (0,02-0,04) (0,01-0,01)  (0,27-0,57)  (55,60-82,80)
Depois 7,34 3,54b 47,90P 0,43bA 0,15° 1,040A 27,8004
(5,58-7,68) (3,25-5,89) (44,60-63,70) (0,06-0,48) (0,06-0,19)  (0,62-1,18)  (14,40-46,50)
Antes 7,462 6,412 83,602 0,028%Y 0,012 0,422 45,803%Y
Flexdo (7,34-7,68) (6,31-6,52) (80,20-84,50) (0,02-0,03) (0,01-0,02) (0,31-0,56) (44,00-58,00)
Depois 6,70P 3,92b 49,06° 0,52bB 0,17° 1,169 38,200AB
(6,61-6,74) (3,71-4,07) (45,70-50,10) (0,51-0,54) (0,14-0,18)  (1,08-1,32)  (36,00-41,00)
Antes 7,712 6,492 83,952 0,022% 0,012 0,422 53,00%%
P Mo (7,37-7,83) (6,02-7,05) (71,70-102,80) (0,01-0,03) (0,01-0,02)  (0,28-3,05)  (41,80-59,40)
Depois 6,77° 3,83 47,000 0,51v8 0,13 1,638 40,6008
(5,76-7,05) (3,15-4,43) (43,80-56,60) (0,44-0,73) (0,12-0,18)  (1,29-1,88)  (29,00-48,60)

* Valores apresentados como mediana (min-max). Letras minusculas indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os parametros
de qualidade de agua medidos antes e depois da renovacdo em cada um dos estagios de desenvolvimento. Letras mailsculas
indicam diferencas significativas (p<0,05) entre os estagios: YX — Indicam diferengas significativas entre as aguas usadas para
renovacao nas placas de cultivo (Antes), AB - Indicam diferencgas significativas entre as aguas nas placas de cultivo ao longo de
cada estagio (Depois).
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No estagio de desenvolvimento larval vitelino, nenhum parametro de
qualidade da 4gua apresentou diferenca em relagdo aos da agua utilizada na
renovacao dos pocgos (p>0,05). Durante o estagio de pré-flexdo observou-se uma
tendéncia de queda nas concentracdes de oxigénio dissolvido, saturacédo de
oxigénio e alcalinidade em relacdo aos valores identificados na agua de
reposicdo O pH apresentou ligeira acidificagdo em relacdo a éagua de
manutencao nos estagios de flexdo e pds-flexdo. J& em relagdo as andlises de
amonia total, nitrito e CO2, observou-se um aumento significativo dos valores
observados depois da renovacdo da agua. Ao decorrer dos estagios larvais,
observou-se uma tendéncia das concentracdes de amdnia, dioxido de carbono
e da alcalinidade. Os demais parametros ndo apresentaram relacdo com o

desenvolvimento larval.

2.3.6 SOBREVIVENCIA
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Figura 2.3 — Curva de sobrevivéncia dos exemplares do Astyanax altiparanae
durante o desenvolvimento ontogenético inicial, avaliada do momento da eclosao

ao término do periodo inicial de desenvolvimento. As setas indicam os periodos
mais criticos de sobrevivéncia larval.
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Observou-se dois momentos criticos na sobrevivéncia das pos-larvas
durante a ontogenia inicial. O primeiro, ocorreu no periodo de transi¢éo
alimentar, ocasionando 28% de mortalidade entre o 4° e 5° dpe. O segundo
momento ocorreu no inicio da flexdo da notocorda (entre o 10° e o 11° dpe).
Neste momento, a taxa de sobrevivéncia registrada era de 36%. A partir do 18°

dpe, néo ocorreu mais mortes, mantendo a taxa de sobrevivéncia final em 8%.

2.4DISCUSSAO

Segundo Nakatani, Agostinho et al. (2001), a maioria das espécies de
peixes apresenta um padrao morfolégico pos-eclosao relativamente semelhante.
Os autores destacam, por exemplo, algumas caracteristicas morfolégicas que
foram aqui observadas nas larvas de A. altiparanae, como, por exemplo, a
presenca de pequenos pigmentos formados por cromatéforos dendriticos,
espalhados pelas bordas externas do saco vitelinico e proximos aos olhos. Os
pardmetros morfométricos analisados no presente estudo também s&o
compativeis com os descritos por Nakatani, Agostinho et al. (2001) para larvas
dessa mesma espécie, em fase de pds-eclosdo, mas coletadas em ambiente
natural.

Uma caracteristica importante em larvas da espécie é a presenca da
glandula adesiva. De acordo com Godinho, Santos et al. (2003), essa glandula
permite que, em meio natural, as larvas tanto possam permanecer no local de
eclosdo quando ser levadas pela correnteza, potencializando a capacidade de
dispersédo da espécie. A glandula ndo foi mais registrada nos animais 98 hpe.

Nas horas subsequentes a eclosdo, foi observada uma maior
pigmentacao por cromatoforos dendriticos espalhados ao longo da regido acima
da notocorda, e puntiformes, espalhados pela regido cranial. De acordo com
Meijide and Guerrero (2000), os estudos da pigmentacéo corporal de peixes sao
fundamentais para a identificagdo de estagios larvais e pos larvais de varias
espécies. Larvas de espécies como Atherinella brasiliensis (Franca, Severi et al.
2007) e de larvas de Rhinelepis aspera (Perini, Sato et al. 2010) apresentam
apenas um tipo de cromatoforo. Outras espécies apresentam os dois tipos de
cromatéforos, como Pimelodus maculatus (Buzollo, Verissimo-Silveira et al.

2011), jundida Rhamdia quelen (Amorim, Gomes et al. 2009) e o proprio Astyanax
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altiparanae, como constatado neste estudo. Neste estagio também foi observado
o desenvolvimento das estruturas do trato digestorio, com destaque para a
abertura e funcionalidade bucal, desenvolvimento do tubo digestoério e abertura
anal.

Com o aparecimento da bexiga natatéria e o desenvolvimento das
nadadeiras peitorais e caudal, evidenciou-se o inicio do estagio de pre-flexao.
Segundo Trotter, Pankhurst et al. (2003), assim que a bexiga natatdria torna-se
funcional, as larvas precisam capturar o ar atmosférico. O desenvolvimento
destas estruturas possibilita um maior equilibrio e controle natatorio,
aumentando o potencial de captura de alimento e, consequentemente, de
sobrevivéncia das pos-larvas.

Quanto ao desenvolvimento das nadadeiras, o padrao aqui observado
mostrou-se semelhante ao reportado por Makrakis (2001) para Auchenipterus
osteomystax, iniciando-se pela metamorfose da membrana embrionéaria caudal,
processo também observado em larvas de Danio rerio (Parichy, Elizondo et al.
2009); surgimento do botdo das nadadeiras peitorais (larval vitelino);
desaparecimento da membrana embrionéria; surgimento da nadadeira caudal
(pré-flexdo); desenvolvimento da nadadeira anal e dorsal na pos-flexao.

O tempo até a absorcao da reserva vitelinica constatada neste estudo
diferiu do observado por Almeida (2007) em exemplares da mesma espécie.
Segundo o autor, a absorcdo completa da reserva vitelinica e o inicio da
alimentacdo exdgena ocorreram em 18 hpe (larval vitelino). JA no presente
estudo, esses processos foram observados 74 hpe, tempo proXimo ao
encontrado para pos-larvas de Brycon orbignyanus (Maciel, Lanna et al. 2010,
Nogueira, Godinho et al. 2014).

No estudo realizado por Nakatani, Agostinho et al. (2001), a total absorcéo
do saco vitelino ocorreu quando os exemplares de Astyanax altiparanae
atingiram 4,50 mm de CT (pré-flexdo). J& no presenta caso, as pOs-larvas
apresentavam 3,90 mm de CT, o que pode indicar tanto a existéncia de variacdes
genética dentro da mesma espécie ou a possibilidade de que em laboratério o
desenvolvimento ontogenético sofrer alteracdes em relacdo aos padrdes
observados na natureza, que certamente sdo expostos a diversas variacoes da

temperatura ao longo do desenvolvimento inicial.
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Em laboratorio, um dos fatores-chave para o sucesso da larvicultura é a
adaptacao dos animais ao alimento externo, principalmente no caso de uso de
alimentos inertes. O periodo de transicao entre a nutricdo endégena e exdgena
€ caracterizado por elevados indice de mortalidade durante os primeiros dias de
vida dos peixes. Entre 62 a 86 hpe, foi observada a presenca de racédo no tubo
digestério das pés-larvas, indicando que o periodo de transi¢do ocorreu quando
0os exemplares ainda possuiam vestigios de reserva vitelinica. Segundo
Guerrero Alvarado (2003), as pos-larvas ndo reconhecem imediatamente dietas
artificiais inertes como alimento, o que pode explicar a amplitude observada
(préximo a 24 horas) entre o primeiro e o ultimo exemplar de A. altiparanae que
apresentou o primeiro vestigio de alimento dentro do tubo digestério. Pittman,
Yufera et al. (2013) relataram que fatores como o comprimento total e o maior
tamanho da boca sdo essenciais, nas fases iniciais, para aumentar a
probabilidade de sobrevivéncia das poés-larvas, estando relacionados a maior
chance de capturar alimento. Os mesmos autores relatam ainda que, na
auséncia de predadores e na presenca de grande disponibilidade de alimentos,
essa vantagem deixa de existir, pois ndo ha relatos na literatura de que larvas e
pés-larvas maiores se tornem necessariamente juvenis e adultos também
maiores.

Quando as pés-larvas atingiram em média 4,93 mm de CT (11 a 13 hpe),
iniciou-se a flexdo da porcdo caudal da notocorda. Nao ha outros registros do
momento de flexdo da notocorda para esta espécie. Em pds-larvas de Brycon
hilarii a flexdo total da notocorda acontece quando os individuos atingem 9,00
mm de CT (Oliveira, Bialetzki et al. 2012). Ja para pos-larvas de Pyrrhulina
australis, a notocorda encontra-se flexionada quando os exemplares atingem
aproximadamente 5,33 mm de CT (Taguti, Kipper et al. 2009).

Durante este estagio de desenvolvimento também foi observado o numero
de midbmeros pré e pos-anal, que variou entre 13a 17 e 13 a 16, respectivamente.
No trabalho realizado por Nakatani, Agostinho et al. (2001), o numero de
midémeros totais de Astyanax altiparanae variou entre 32 a 37 no estagio de pos-
flexdo. Neste estudo, 0 numero maximo de miébmeros observados no periodo de
flexdo da notocorda foi de 33. Nao foram visualizados midmeros durante a pés-

flexdo larval. O numero de miémeros observados para A. altiparanae os
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diferencia de outras espécies da familia Characidae, como Pyrrhulina australis
(Taguti, Kipper et al. 2009), Brycon orbignyanus (Faustino, Nakaghi et al. 2011)
e Brycon hilarii (Oliveira, Bialetzki et al. 2012).

Segundo Nakatani, Agostinho et al. (2001) os individuos de A. altiparanae
atingem o estagio de pés-flexdo com 8,10 mm de CT, e as escamas sao visiveis
quando os exemplares atingem 13,08 mm de CT. Neste estudo, as pos-larvas
entraram em estagio de pos-flexdo da notocorda com 4,98 mm de CT e
apresentavam escamas quando atingiram 5,97 mm de CT (17 hpe). Mais uma
vez, tais diferencas podem estar tanto relacionadas as variacbes genéticas,
guanto ser decorrentes das condi¢des laboratoriais.

Embora existam grandes varia¢des individuais no niumero de raios de
cada nadadeira, ndo existe na literatura estudos referentes a essa caracteristica
morfolégica durante o periodo de desenvolvimento inicial de A. altiparanae.
Tanto os raios das nadadeiras peitorais, anal, caudal e dorsal diferenciaram de
exemplares de A. altiparanae observados por Nakatani, Agostinho et al. (2001).
Isso mostra que, mesmo apos o periodo larval, algumas altera¢cdes morfolégicas
ainda podem ocorrer para a espécie.

Um dos desafios a serem superados para o uso de pos-larvas em
experimentos laboratoriais € a tendéncia de deterioracdo da qualidade da agua
nas unidades experimentais provocadas pelo aumento na producéo de residuos
metabdlicos e pela decomposicdo das fracdes ndo consumidas de racdo. Tais
processos puderam ser constatados principalmente a partir do aumento das
concentracdes de amonia e de CO2 que ocorreram ao longo do desenvolvimento
dos individuos. Em estudo de toxicidade da amonia para individuos adultos de
Astyanax altiparanae, realizado por Dal Pont (2012), a CLso 24 h foi superior a
100 mg.L1. Porém, nada se sabe sobre toxicidade da amonia ou do CO: para as
formas larvais dessa espécie. Dessa forma, ndo se pode, a priori, descartar a
hipotese de que os aumentos das concentracfes desses compostos Nos Pogos
de cultivo tenham afetado a taxa de crescimento ou até a sobrevivéncia dos
animais.

Ainda assim, os resultados obtidos no presente estudo mostram que
larvas e pés-larvas de A. altiparanae tém grande potencial para serem utilizadas

como modelo em ensaios laboratoriais com peixes, como em testes de
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exposicao a xenobidticos, testes de mutagenicidade e experimentos biologicos
em geral. Nesse sentido, os dados aqui apresentados constituem uma
importante contribuicdo para a compreensdo dos processos ontogenéticos

larvais da espécie e como referéncia a estudos subsequentes.
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ANEXO |

Figura 3.7 — Micrépila de um ovo recém liberado de uma fémea de Astyanax
altiparanae durante o processo de reproduc¢éo induzida e desova livre ocorrida
neste estudo a 25°C.

Figura 3.2 — Ovos fecundados de Astyanax altiparanae durante o monitoramento
e distribuicdo de ovos para as placas de cultivo celular.
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Figura 3.3 — Exemplar de Astyanax altiparanae apresentando completa
pigmentacdo das pupilas, pigmentacdo do sangue (regido cardiaca totalmente
avermelhada) e desenvolvimento de dois arcos branquiais, durante o
monitoramento em temperatura de 25°C.

Figura 3.4 — Coracéao pigmentado de Astyanax altiparanae, apresentando ainda
maior desenvolvimento da vesicula éptica e bexiga natatéria inflada, com inicio
do desenvolvimento do intestino.
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Figura 3.5 — Maior desenvolvimento do trato digestorio (intestino) de Astyanax
altiparanae durante o periodo de pré-flexdo da notocorda, em temperatura de
25°C.

Figura 3.6 — Desenvolvimento completo das nadadeiras peitorais e dos arcos
branquiais de Astyanax altiparanae durante o estagio de pré-flexdo em
temperatura de 25°C.
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Figura 3.7 — Bexiga natatéria inflada e vestigio de alimento no trato digestorio de
Astyanax altiparanae durante o estagio de pré-flexdo (7dpe) em temperatura de
25°C.

Figura 3.8 — Seguimentacdo completa dos raios da hadadeira dorsal de Astyanax
altiparanae durante o estagio de flexdo da notocorda (9dpe) em temperatura de
25°C.
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Figura 3.9 — Seguimentacao completa dos raios da nadadeira anal de Astyanax
altiparanae em temperatura de 25°C.

Figura 3.10 — Flexao total da porcéo final da notocorda de Astyanax altiparanae
(10dpe) durante o desenvolvimento em temperatura de 25°C.
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Figura 3.11 — Completo desenvolvimento dos olhos e pigmentacdo puntiforme
na cabeca de Astyanax altiparanae durante o periodo de pés-flexdo (18dpe).

Figura 3.12 — Exemplar de Astyanax altiparanae, no estagio de pos-flexao
(20dpe), apresentando completo desenvolvimento dos raios das nadadeiras
peitorais, anal, dorsal e caudal.
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ANEXO I

Edemas e malformacdes foram registradas nos estagios larval vitelino e
pré-flexdo de A. altiparanae, durante o acompanhamento ontogenético nas

temperaturas de 20 e 30°C.

Figura 4.1 — Exemplar de Astyanax altiparanae apresentando edema cardiaco
(72hpe) em temperatura de 30°C.

Figura 4.2 — Malformacao da porc¢ao final da notocorda de Astyanax altiparanae
em temperatura de 30°C (64hpe).
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Figura 4.3 — Malformacdo da notocorda de Astyanax altiparanae, durante o
estagio larval vitelino em temperatura de 20°C.

Figura 4.4 — Malformacdo da notocorda de um exemplar de Astyanax
altiparanae, durante o estagio de pré-flexdo (86hpe) em temperatura de 30°C.
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Figura 4.5 — Exemplar apresentando completo desenvolvimento da pupila
(56hpe) porém com maldesenvolvimento da cabeca, observado em temperatura
de 20°C.

Figura 4.6 — Malformacado da cabeca e edema cardiaco no mesmo exemplar de
Astyanax altiparanae durante o estagio larval vitelino em temperatura de 20°C.
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Figura 4.7 — Edema cardiaco e malformacdo da notocorda de Astyanax
altiparanae, durante o desenvolvimento morfolégico (64hpe) ocorrido a 20°C.
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