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“O desejo humano de viajar, de percorrer terras e de
conhecer continentes, pode levar ao prazer ou ao
desencanto, conforme atenda ou ndo aos nossos sonhos.
Mas onde ir um homem sem levar consigo tudo o que de
fato é, e tudo o que se acostumou a desejar? A verdadeira
viagem, a que conserva as paisagens, mas modifica o
homem, é talvez a unica que ndo deve ser adiada. Nela, o
vigjante é mais importante do que as terras que percorre, e
a partir dela todos os caminhos tém um encanto novo -
mesmo os que levam de uma rua a outra, na cidade em que

se vive.”

Luiz Carlos Lisboa
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RESUMO

Em regides polares, como a Antartica, em situagdes ambientais extremas como de
baixa luminosidade no inverno, os peixes tem que utilizar estratégias e estruturas
sensoriais diversificadas para a captura do alimento A capacidade quimio-sensorial do
peixe Antartico Trematomus newnesi foi analizada experimentalmente através da
avaliagdo do comportamento alimentar e testando-se a percep¢do dos estimulos visual,
quimico e quimico-visual Para analise morfologica foram coletados os labios superior e
inferior, as narinas e as regides em torno da narina, infra-orbital, do assoalho bucal externo
e do epitélio da cabega, fixados em Liquido de Bouin, Gendre e Formol para microscopia
optica e em Glutaraldeido a 3% em Tampdo Cacodilato pH 7.2 para microscopia
eletronica de varredura. Como o epitélio olfatorio de 7. newnesi é organizado em forma
de roseta oval, sua acuidade olfatoria € intermediaria. Botdes gustativos,
morfologicamente diferenciados e com diferentes superficies de contato com o meio
ambiente, estdo concentrados na regido central do labio superior e distribuidos no labio
inferior, na regido em torno da narina e no assoalho bucal externo. A epiderme da cabega,
interface com o ambiente, € um oOrgdo sensorial, possuindo células quimio-sensoriais
esparsas. Estimulos quimicos olfatorios e gustatorios sdo suficientes para desencadear e
reproduzir o comportamento alimentar caracteristico para a espécie, mesmo quando os
Orgdos visuais e mecano-receptores nao podem atuar, tornando o 7. newnesi eficiente ao
se alimentar na coluna de agua, sendo capaz de selecionar seu alimento, em todas as
estagdes do ano na Antartica, utilizando-se principalmente de seu sentido quimio-
sensorial.
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ABSTRACT

In polar regions as is Antarctica, in extreme environmental conditions as the very
low light levels during the winter, fish have to use diversified strategies and sensorial
structures to catch food. The chemo-sensorial ability of the Antarctic fish Trematomus
newnesi was analyzed experimentally through evaluations of its feeding behavior and tests
on the visual, chemo and chemo-visual perception For morphological analysis, upper and
under lips, nares and the region around them, the infra-orbital epithelium, the external
mouth floor and the head epithelium were collected Fixation was in Bouin’s fluid, Gendre
and Formalin for optical microscopy and in Glutaraldehyde 3% buffered with Cacodylate
pH 7.2 for scanning electron microscopy The olfactory epithelium of T.newnesi is
displayed as an oval rosette and therefore their olfaction is considered intermediate. Taste
buds are morphologically differentiated and with different kinds of their contact surface with
the environment. They are concentrated in the central region of the upper lip and spread
along the under lip, around the nares and at the external mouth floor The epidermis of the
head is an interface with the environment, being a sensorial organ, with sparse chemo-
sensorial cells. Chemical stimuli inducing olfaction and gustation are sufficient to release
and reproduce the characteristic feeding behavior of the species This happens even when
visual organs and mechanoreceptors are not stimmulated, making 7. newnesi an efficient
feeder in the water column, able to select food in all seasons of the year in Antarctica, using

mainly their chemo-sensorial structures.
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1. INTRODUCAO

O continente Antartico apresenta caracteristicas que o diferenciam do restante dos
continentes.

O regime de luz ¢ caracteristico de regides polares, o que significa que no inverno ha
longos periodos sem luz enquanto que, no verdo a luz ¢ praticamente constante, ocorrendo
situagdes intermediarias nas outras estagdes do ano (RIVKIN e PUTT, 1987) A
penetragdo da luz na agua do mar é também atenuada pela neve e pelo gelo, sendo que
alguns dos aspectos deste regime de luz podem ser comparados com as condigdes
encontradas em aguas oceanicas profundas de outras areas do mundo (KOCK, 1992).

A temperatura das aguas continentais antarticas, bem como a das regides costeiras,
usualmente permanece em torno de 0°C durante todo o ano. Devido as temperaturas
sempre baixas, a variedade da fauna e da flora ¢ limitada (EASTMAN, 1991).

A pouca variagdo da temperatura da agua ndo afeta sua densidade, que é
controlada pela salinidade Quando o gelo é formado a partir da agua do mar, muitos dos
sais s3o excluidos, aumentando a salinidade e a densidade da agua. A baixas temperaturas a
agua torna-se duas vezes mais viscosa do que as aguas quentes de mares temperados. Esta
viscosidade afeta a flutuagdo e a natagdo dos animais, sua circulagdo sanguinea e a
percepgdo sensorial, exigindo dos organismos antarticos uma demanda maior de energia
quando comparada aos organismos de mares temperados (EASTMAN, 1991) Esta
variedade na combinagdo das caracteristicas fisicas da agua gelada € unica e teve certamente
influéncia nas adaptagdes evolucionarias da fauna marinha. Os peixes sdo caracterizados

pela limitada variagdo no numero de familias e alto grau de endemismo, apesar da idade e



do tamanho do ecossistema, resultado do isolamento geografico do Continente Antartico
(EVERSON, 1984).

A extensa area de agua do mar que circunda o continente é o habitat de uma fauna
com caracteristicas especiais. Os conhecimentos sobre a biologia desta fauna foram quase
que inteiramente obtidos neste século, existindo ainda consideraveis lacunas nas
informagdes, particularmente nos aspectos da distribui¢do, abundéncia e biologia das
espécies

A fauna de peixes antarticos € exclusivamente marinha compreendendo 274 espécies
pertecentes a 49 familias Com 17 géneros e 50 espécies, a familia Nototheniidae € a mais
diversificada, no que diz respeito a tamanho, a forma do corpo e & distribuigdo,
demonstrando o alto endemismo da fauna da regido (EASTMAN, 1993)

Os nototenideos possuem algumas das mais espetaculares adaptagGes fisiologicas
encontradas em teledsteos, incluindo a presenca de glicoproteinas anticongelantes que
previnem o congelamento do sangue e dos liquidos do corpo (De VRIES, 1970, 1971), rins
aglomerulares que impedem a perda, pela urina, das pequenas moléculas anticongelantes
(DOBBS et al, 1975); reduzido nivel de globulos vermelhos no sangue, diminuindo sua
viscosidade e reduzindo a energia gasta em sua circulagdo (EVERSON, 1977), flutuagdo
neutra, em algumas espécies, apesar da auséncia de bexiga natatoria (EASTMAN e
HIKIDA, 1991, De VRIES ¢ EASTMAN, 1981, EASTMAN, 1985b, EASTMAN et al ,
1994; SIDELL et al , 1995).

Como resultado desta capacidade de adaptag@o, os nototenideos contribuem com
mais de 90%, em numero e biomassa, da fauna de peixes demersais da regido (De
WITT,1971; EKAU, 1990) Apesar do nimero de individuos e da biomassa demonstrarem
que os nototenideos sdo elementos chave na fauna de peixes antarticos, muitos dados sobre

sua biologia e diversidade sdo ainda incompletos e pouco se conhece sobre as interagdes



troficas desses peixes com o ecossitema marinho antartico (DE VRIES e EASTMAN,
1981)

O estudo da biologia e, em particular, da alimentagdo dos peixes da regido antartica
tem, no presente, adquirido importincia devido ao desenvolvimento das atividades
pesqueiras de varios paises na regido a partir de 1960. Estas atividades levam a exploragdo
desenfreada de algumas espécies, apesar da proclamagdo de boas intengdes da Convencgio
para Conservagdo dos Recursos Vivos Marinhos Antarticos (CCAMLR) e do Protocolo do
Tratado Antartico (POLICANSKY, 1994). Além do crescente interesse nas espécies
comerciais antarticas, as pesquisas sobre a biologia e a alimenta¢do dos peixes antarticos
sdo de grande importancia na compreensdo do ecossistema antartico, ja que as espécies ndo
comerciais também possuem importante papel na estrutura trofica do ecossistema
(HOURIGAN e RADTKE, 1989). EASTMAN e GRANDE (1989) ¢ CLARKE (1983)
citam a oscilagdo sazonal do alimento como um dos fatores que contribuiram para a grande
diversidade dos nototenideos.

As relagGes entre a morfologia e os habitos alimentares tém sido utilizadas para a
elucidagdo dos mecanismos adaptativos importantes na evolugdo e ecologia de peixes
antarticos Muitos destes estudos utilizam a morfologia externa do corpo, como sua forma,
tamanho da boca e rastros branquiais e a correlacionam aos habitos alimentares e ao tipo de
alimento ingerido (De GROOT, 1969, OJEDA, 1986)

Porém, a maior parte das informagdes obtidas acerca da distribui¢do, dieta e habitos
alimentares dos peixes antarticos e, em particular, dos nototenideos foi obtida de
exemplares coletados durante o verdo e com base na analise do conteudo estomacal por
TARVERDIYEVA (1972); RICHARDSON (1975); MORENO e OSORIO (1977),
DANIELS e LIPPS (1978, 1982); TAKAHASHI ¢ NEMOTO (1979); SLOSARCZYK

(1981); SLOSARCZYK e WYSOKINSKU (1980), TARGETT (1981), DANIELS (1982),



LINKOWSKI et al. (1983), WILLIAMS (1985), KOCK (1985); EASTMAN (1985a),
FOSTER et al. (1987), BARRERA-ORO e CASAUX (1990); CASAUX et al (1990),
KELLERMANN (1990), KELLERMANN ¢ SCHADWWINKEL (1991), SINQUE et al.
(1991); KIEST (1993), JOHNSTON e BATTRAM (1993), RAKUSA-SUSZCZEWSKI
(1993); KOCK et al. (1994), VACCHI et al. (1994) A analise dos conteudos alimentares
tem demonstrado que existem variagdes consideraveis na composi¢do da dieta e na
intensidade com que o alimento € ingerido ao longo das 4 estagdes do ano ou de acordo
com as localidades de coleta dos exemplares utilizados para estes estudos (KOCH, 1992 )
BARRERA-ORO e CASAUX (1990) estudando o habito alimentar do peixe

antartico Notothenia neglecta, observaram que muitos organismos presentes na area de
coleta estdo ausentes do conteudo estomacal. Assim, sugerem que fatores como tamanho da
presa, mobilidade e digestibilidade determinam o tipo particular de presa que € selecionado
e sugere que esses fatores podem ser estudados utilizando-se especificamente trabalhos
experimentais

Estudos experimentais sobre comportamento alimentar tém demonstrado que as
estratégias alimentares apresentadas pelos peixes antarticos apresentam diferengas
interespecificas e que estas estdo relacionadas com o nivel de adaptagdo das espécies as
variagdes sazonais nas condi¢Ges fisico-quimicas da regido. Os peixes antarticos s@o
capazes de ajustar seu comportamento para adaptar-se as mudangas do meio ambiente,
como por exemplo, a intensidade luminosa (FANTA et al , 1994).

Através de estudos experimentais foi demonstrado que espécies que habitam o
mesmo ambiente e estdo sujeitas as mesmas condigGes, possuem diferentes estratégias de
detecgdo, sele¢do e captura de alimento. A analise das estruturas sensoriais envolvidas no

no comportamento alimentar destas espécies demonstram que estes ajustes sdo possiveis



devido aos diferentes niveis de organizagdo molecular desses organismos, bem como na
quantidade e distribui¢do de estruturas sensoriais ( FANTA et al , 1994. )

Naturalmente ndo se pode isolar um dos sentidos do animal para estabelecer
relagOes entre a estrutura e a estratégia utilizada nas varias fungGes vitais, pois todos os
sentidos interagem para permitir ao animal um competente relacionamento com o meio
ambiente (SCHELLART, 1992; FANTA et al , 1994).

No que concerne a alimentagdo de peixes antarticos, os estudos atuais que
relacionam as estruturas morfologicas as estratégias alimentares sdo relacionados com o
sistema visual GROTZNER (1995) relaciona as estratégias alimentares de duas espécies
antarticas submetidas experimentalmente a diferentes regimes de luz com as diferengas
estruturais da retina e demonstra que estas espécies possuem adaptagbes estruturais que
permitem explicar determinados padrdes comportamentais na detecgdo e captura do
alimento Porém, nd@o foram encontradas especializagGes oculares extremas que fossem
caracteristicas de peixes mesopelagicos ou batipelagicos (MEYER-ROCHOW e KLYNE,
1982, EASTMAN, 1988) Como na regido antartica, sazonalmente a fungdo visual é
limitada pelos baixos niveis de luz, ocorre uma tendéncia natural pela dominancia dos
mecanismos mecanorreceptores em nototenideos (MONTGOMERY ¢ MACDONALD,
1987, MONTGOMERY e COOMBS, 1992a)

Dentro deste contexto, a linha lateral, presente em todos os peixes, possui
importante fungio e esta relacionada com a detecgio e localizagdo de movimentos animais a
curta distincia (KAPOOR, 1965). Em peixes antarticos, os trabalhos envolvendo a
morfologia da linha lateral e a resposta a estimulos tém demonstrado que apesar das
diferencas morfologicas, a frequéncia de respostas € relativamente homogénea

(MONTGOMERY e COOMBS, 1992a, 1992b, 1994, MONTGOMERY e



MACDONALD, 1987). Entretanto, n3o sdo conhecidas as rela¢gdes da variedade
morfologica desta estrutura com o comportamento alimentar

Muitas substancias odoriferas que possuem fungio bioldgica significativa na vida
dos peixes sdo de natureza organica Os mecanismos para a detec¢do de mudangas quimicas
no meio ambiente ocorrem em todos os grupos animais, mas sio particularmente
importantes em animais aquaticos. Em peixes, os orgdos do sentido quimico possuem
fungdo no comportamento Estdo envolvidos na discrimina¢do de individuos da mesma
espécie e de diferentes espécies durante os ciclos reprodutivos, atuam na orientagdo espacial
e na defesa e sdo particularmente importantes na procura e avaliagdo do alimento (HARA,
1971, DOROSHENKO e MOTAVKIN, 1986, WITHERS, 1992, ZUWALA ¢
JAKUBOWSKI, 1993).

A quimio-recep¢do possui uma longa escala de sensitividade Com base na
localizagdo das estruturas, em sua morfologia, bem como na inervagdo central, a quimio-
recepgdo € dividida em 3 categorias. olfagdo, gustacdo e senso quimico geral (HARA,
1971). Essas modalidades dos sentidos se interrelacionam, sendo que muitas das substancias
causam estimulos aos trés orgdos sensoriais (LAGLER et al, 1962; VALENTINCIC e
CAPRIO, 1994)

O orificio nasal, bem como toda a estrutura nasal, apresenta varios modelos
anatdmicos que refletem a fungdo relativa da olfagdo e as diferentes adaptagdes
ecoestruturais nas diferentes espécies (ZEISKE et al, 1994). A maioria dos peixes
teledsteos possui cada cavidade nasal com dois orificios separados por uma area de
epiderme, localizados no lado da cabega, acima da boca O fluxo de agua entra pela
abertura anterior e sai pela abertura posterior O movimento do fluxo da agua pode ocorrer
passivamente através da natagdo ou ativamente por agdo de uma valvula, que direciona o

fluxo de 4gua que entra, mas permite um fluxo reverso em resposta a agdo de musculos



associados a dentes ou branquias, ou a uma combinagio destes (HARA, 1971, LAGLER et
al, 1962 )

Os nototenideos estudados possuem, para cada cavidade nasal, apenas um orificio
correspondendo & abertura de um tubo curto O fluxo de agua dentro da cavidade oral
ocasiona mudangas de pressdo que sdo transmitidas para a cavidade nasal através de sacos
nasais acessorios (JAKUBOWSKI, 1975)

Em todos os teledsteos estudados o saco nasal é recoberto por um epitélio olfatdrio
que €, em geral, composto por uma série de dobras num arranjo denominado de roseta
olfatoria (HARA, 1971, HIBIYA, 1982; DOROSHENKO e MOTAVKIN, 1986). A roseta
olfatoria apresenta variagdes na estrutura da superficie, no nimero de dobras e sua
disposigdo, determinadas pelas diferencas nas posi¢des taxonémicas e pelos diferentes
mecanismos de adaptagdo do Orgdo olfatério ao meio ambiente (DOROSHENKO e
MOTAVKIN, 1986).

Sdo distinguidas rosetas arredondadas, alongadas e ovais. Estas diferengas
anatomicas estdo relacionadas com a acuidade olfatoria. Assim, espécies com rosetas
olfatorias redondas, possuem poucas dobras lamelares e, usualmente, demonstram uma
baixa resposta a estimulagdo olfatoéria Espécies com rosetas alongadas, possuem numerosas
dobras lamelares e resposta intensa a estimulagdo olfatoria, enquanto que espécies com
rosetas ovais possuem caracteristicas intermediarias entre as duas (BURNE, 1909).

Histologicamente, cada lamela olfatoria possui um nucleo central de tecido
conjuntivo frouxo, com capilares sanguineos e vasos linfaticos, onde estdo apoiadas células
sensoriais, células de sustentagdo, células basais e células de muco (HARA, 1971; SINHA,
1987a, SINGH e SINGH, 1984, 1987, SINGH, 1994 )

As células receptoras sdo neurdnios bipolares primarios que enviam um delgado

processo cilindrico em dire¢dio a superficie do epitélio, onde sofrem uma dilatagdo que



suporta um varidvel nimero de cilios que se projetam dentro do limem do saco olfatério
(DOROSHENKO e MOTAVKIN, 1986, ZEISKE et al., 1994). Os axdnios originados do
polo basal das células receptoras atravessam a membrana basal e formam o nervo olfatério
que termina no bulbo olfatorio dentro da cavidade craniana (TUCKER e SMITH, 1976).

As células de sustentagdo apresentam em geral a mesma estrutura em todos os
teleosteos estudados (ZEISKE et al., 1994). Sdo células epitéliais colunares, localizadas
entre as células sensoriais, possuem microvilos irregulares em seu apice e nucleo oval
grande localizado basalmente

As células basais ocupam a regido imediatamente acima da membrana basal
(ZEISKE et al, 1994) Dois tipos tém sido descritos o primeiro tem forma cubdide, com
citoplasma claro e nucleo conspicuo € o segundo com nucleo oval ou redondo, que
apresenta forte basofilia (SINGH e SINGH, 1987)

As células de muco também foram encontradas em todas as espécies de peixes
estudadas (DOROSHENKO e MOTAVKIN, 1986) Sao encontradas margeando o epitélio
olfatorio e variam em numero nas diferentes espécies. Apresentam forma ovoide, que varia
na aparéncia conforme seu estagio de atividade secretora (SINGH e SINGH, 1987)

A gustagdo em vertebrados € mediada por botdes gustativos Os botSes gustativos
em peixes, estdo presentes na boca, faringe, arcos branquias, apéndices como barbilhdes e
nadadeiras e também, em algumas espécies, em toda a superficie do corpo (LAGLER et al.,
1962, HARA, 1971, WHITEAR, 1971b, OVALLE e SHINN, 1977, WITHERS, 1992,
KOTRSCHAL et al , 1993).

Até a presente data existem poucos dados morfologicos sobre botdes gustativos de
nototenideos antarticos. Para os teledsteos em geral, os botdes gustativos sdo constituidos
tipicamente por células sensoriais ou gustatorias, células de suporte ou sustentagdo e células

basais que apresentam um arranjo tipico em forma de tulipa (KAPOOR, 1961, LAGLER et



al, 1962, KAPOOR, 1965, BEIDLER e SMALLMAN, 1965, RAJBANSHI, 1966,
HARA, 1971, ZUWALA e JAKUBOWSKI, 1993)

Estudos histologicos de botdes gustativos tém revelado variagdes na forma de
exteriorizagdo, tamanho e posigdo relativa na epiderme de acordo com a localizagdo nas
diferentes regides do corpo e nas diferentes espécies (WHITEAR, 1970, REUTTER et al ,
1974), sendo que esses fatores podem refletir na diversidade de estratégias alimentares
(MEYER - ROCHOW e KLYNE, 1982, FANTA et al., 1994).

As células gustatorias que compdem os botdes gustativos sdo alongadas
verticalmente e se estendem da base ao apice do botdo, apresentando-se afiladas em ambas
as extremidades O apice possui curtas proje¢cdes que terminam em um poro gustativo,
onde fazem contato com a adgua A area que circunda cada poro ¢ composta por células
epiteliais, com superficie recoberta por microvilos. O citoplasma é caracterizado pela
presenga de reticulo endoplasmatico liso e nucleo localizado na regido basal (LAGLER et
al., 1962; HARA, 1971, ZUWALA e JAKUBOWSKI, 1993)

As células de suporte localizam-se lateralmente e estdo intercaladas as células
gustatorias. Ocupam areas mais basais e sdo consideradas de suporte porque formam um
tipo de envelope que circunda o botdo gustativo (KAPOOR, 1961, 1965; RAJBANSHI,
1966). O citoplasma das células de suporte contém um grande namero de tonofilamentos,
microtubulos e reticulo endoplasmatico liso (ZUWALA e JAKUBOWSKI, 1993).

O numero de células basais varia nas diferentes espécies estudadas. Possuem forma
discoidal e estio em contato com a membrana basal da base dos botGes gustativos. O
citoplasma contém tonofilamentos, reticulo endoplasmatico liso e frequentemente apresenta
granulos de glicogénio. O nicleo ¢ grande e orientado transversalmente (HARA, 1971,
KAPOOR, 1965, RAJBANSHI, 1966, ZUWALA e JAKUBOWSKI, 1993). Foram

observadas vesiculas sinapticas que formam grupos nas regides de contato sinaptico da
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célula basal e terminagGes nervosas que penetram na papila dermal do botdo e formam um
plexo de nervos abaixo da célula basal Este plexo nervoso é composto por uma intricada
mistura de processos das células de suporte e gustatorias ( WHITEAR, 1971a ).

O senso quimico geral, assim denominado primeiramente por PARKER (1912), esta
localizado na superficie do corpo de peixes teledsteos Ele é composto por terminagdes
nervosas e células sensoriais e sua sensitividade ¢ considerada baixa, quando comparada a
olfagdo e a gustagdo (HARA, 1971).

Como a epiderme de peixes, media um grande nimero de fungdes sensoriais, pode
ser considerada como um dos oOrgdos sensoriais (WHITEAR e MITTAL, 1986;
KOTRSHAL et al., 1993)

A literatura sobre morfologia do tegumento é numerosa, entretanto sdo raros os
trabalhos que fazem uma abordagem correlacionando a estrutura com a fungdo. Como
orgédo primario de interface, a epiderme de nototenideos € exposta a condigdes ambientais
tipicas da regido antartica e representa além de um orgdo sensorial, uma barreira
morfologica entre a propagag¢do do gelo e a difusdio do oxigénio (DOWNING e
NOVALES, 1971a) Existem poucos trabalhos sobre a epiderme dos peixes que vivem em
condigdes polares e sobre peixes antarticos, sendo que esses trabalhos enfocam
principalmente a ocorréncia de proteinas anticongelantes (VALERIO et al.,, 1992) e a
difusdo de oxigénio (WELLS, 1986)

A epiderme de organismos aquaticos € uma estrutura heterogénea, constituida por
um numero variavel de camadas, onde se distribuem diferentes tipos celulares e glandulas
unicelulares (WHITEAR, 1970, DOWNING e NOVALES, 1971a, LILLYWHITE e
MADERSON, 1988). Sua estrutura geral, no entanto, varia pouco nas diferentes espécies
de peixes, sendo composta basicamente por 3 camadas. a mais externa ou camada

superficial que recobre o corpo, a camada intermediaria e a camada basal (KITZAN e
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SWEENY, 1968, WHITEAR, 1970, MITTAL e BANERIJEE, 1974, SCHLIWA, 1975,
HIBIYA, 1982; AGARWAL e SHAH, 1987, SINGH e MITTAL, 1990).

A camada basal ¢ constituida por células indiferenciadas que apresentam, em geral,
formato alongado, com os nicleos variando de esféricos a alongados, sendo frequente as
figuras de mitose Entre as células sdo observados espagos intercelulares A camada
intermediaria apresenta células com formatos irregulares, os nucleos sdo esféricos e os
espagos intercelulares sdo menos proeminentes (KITZAN E SWEENY, 1968, AGARWAL
e SHAH, 1987). A camada superficial é composta usualmente por uma camada de células
pavimentosas ou de forma cuboide, apresentando portanto, nucleos frequentemente
esféricos ou achatados, ndo sendo observados espacos intercelulares nesta camada. A
superficie externa das células apresenta uma série de dobras de membrana denominadas de
microsaliéncias (MERRILEES, 1974, SCHLIWA, 1975), que possuem variavel densidade,
tamanho e formato nas diferentes espécies estudadas (HAWKES, 1974; SPERRY e
WASSERSUG, 1976)

Em todas as camadas celulares da epiderme sdo distinguidas células secretoras de
muco, que se diferenciam a partir de células basais e, gradualmente, a0 mesmo tempo em
que aumentam de tamanho, aproximam-se da regido superficial onde eliminam seu produto
(HENRIKSON e MATOLTSY 1968a, MITTAL e BANERJEE, 1974), constituem assim,
uma cuticula mucoide que recobre toda a superficie corporal (WHITEAR, 1970, 1990,
WHITEAR e MITTAL, 1986, SINGH e MITTAL, 1990).

Glandulas unicelulares grandes, presentes na epiderme de peixes teledsteos, tém sido
distinguidas de células de muco e sdo denominadas de células claviformes Sua principal
caracteristica ¢ o seu grande tamanho, quando comparada a outros tipos celulares
presentes. O nucleo é irregular e localizado no centro da célula O conteudo celular ndo foi

ainda definido quimicamente e sua fungdo parece estar relacionada com substancias de
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alarme que mediam respostas intra e interespecificas (HENRIKSON e¢ MATOLTSY,
1968b, DOWNING e NOVALES, 1971b, ZACCONE et al , 1990)

Apesar das células epiteliais e células secretoras serem os tipos estruturais basicos
da epiderme de peixes, varios outros tipos celulares tém sido descritos em diferentes
espécies. Teledsteos marinhos apresentam células alongadas, com nucleos centrais,
orientadas na dire¢do perpendicular a superficie da pele, que exibem as mesmas
propriedades de coloragdo que as células receptoras dos botdes gustativos. Estas células
diferenciam-se ultraestruturalmente das células epiteliais e sdo relacionadas com fungdes
quimiosensoriais (WHITEAR, 1965).

Os orgdos quimio-sensoriais estdo envolvidos no desenvolvimento de diferentes
fungdes basicas para a manuteng:ﬁb do organismo, como por exemplo a alimentagdo. Apesar
de sua importancia, as informagGes morfologicas e funcionais disponiveis sdo relativamente
pequenas quando comparadas a outros sistemas

Devido a suas caracteristicas especiais, a regido antartica ¢ hoje um desafio para
aqueles que procuram compreender as adaptagdes desenvolvidas pelos organismos
aquaticos as condi¢Ges locais, que naturalmente se alteram ao longo dos dias e estagbes do
ano, influenciando o comportamento alimentar das espécies.

Como ja comentado anteriormente, nos ultimos anos, muitas espécies de peixes tém
sido capturadas comercialmente, sem que, no entanto, estudos sobre sua biologia e ciclo de
vida tenham sido desenvolvidos por completo As inumeras adaptagdes que estas espécies
sofreram ao longo da evolugdo s3o, ainda hoje, parcialmente desconhecidas.

Ao abordar o estudo da morfologia e distribui¢do das estruturas quimiosensoriais
e relaciona-las a0 comportamento alimentar, este trabalho, além de fornecer dados basicos
da morfologia destes 6rgdos para a espécie, ndo disponiveis na literatura, procura trazer um

novo enfoque a area de estudo da alimentagdo. O comportamento alimentar ¢ fundamental
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para a compreensdo da distribui¢do das espécies antarticas, de sua posi¢do na cadeia trofica
e de sua importancia na estrutura do ecossistema.

O estudo morfofuncional reveste-se ainda de importdncia porque alia os
conhecimentos basicos da estrutura morfologica com os dados comportamentais obtidos
experimentalmente, fornecendo assim condi¢Ges de elucidar alguns dos mecanismos de

adaptag@o das espécies estudadas a diferentes fatores ambientais
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2. OBJETIVOS

® Analisar a capacidade funcional dos 6rgdos quimio-sensoriais do T. newnesi através de

ensaios experimentais.

® Descrever a morfologia dos orgdos de olfagio, gustagdo e senso quimico geral do peixe
antartico Trematomus newnesi Boulenger, 1902, através de microscopia Optica e

microscopia eletronica de varredura

® Analisar do ponto de vista morfofuncional a capacidade quimio-sensorial do peixe

antartico T. newnesi.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Local de Estudo.

O continente Antartico possui 14 milhdes de km® Sua forma quase circular é
interrompida pela curvatura da Peninsula Antartica e dois profundos Golfos, os Mares de
Weddell ¢ Ross A cadeia de montanhas Transantarticas divide o continente em Antartica
Oeste e Antartica Leste (Fig 1).

A Antartica Ocidental ¢ uma area montanhosa que inclue a Peninsula Antartica
Esta possui um conjunto de 62 ilhas, consideradas parte da regido sub glacial, que
constituem o Arquipélago das Shetlands do Sul (Fig 2a). A Ilha do Rei George é a maior
ilha deste arquipélago e esta situada a oeste da Peninsula Antartica entre 57° 35’ ¢ 59° 15’
W e 62° S (Fig. 2b). Embora possua 95% de sua area coberta por gelo perene, a Ilha do Rei
George supre a regido de portos naturais e praias com locais para desembarque
relativamente rasos e livres de gelo no verdio (HEADLAND e KEAGE, 1985).

Nestas areas é encontrada a flora terrestre da ilha, compreendendo algas, fungos,
liquens e musgos. A fauna terrestre ¢ composta principalmente por rotiferos, colémbolas,
insetos e varias espécies de crustaceos Os vertebrados s@o representados por passaros e
mamiferos marinhos que ocorrem apenas sazonalmente

A Baia do Almirantado é um vale pos-glacial com profundidade maxima de 530 a

540 metros € que se abre para o Estreito de Bransfield no lado sul da Ilha Rei George
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(SKORA, 1993). Seu ecossistema ¢ influenciado pela presenga de terra que, livre de gelo no
verdo, constitui-se num local de nidag@o de passaros e reprodugdo de mamiferos marinhos,
que produzem matéria organica que € transportada pelo vento e ondas caracteristicos da
regido, enriquecendo o solo e as aguas interiores da Baia (RAKUSA-SUSCZEWSKI,
1993). A ictiofauna da Baia do Almirantado é composta principalmente por espécies de
peixes circunantarticos pertecentes em sua maioria a familia Nototheniidae. Compreende
espécies residentes durante todo o ciclo de vida assim como espécies que habitam a area
entre o estagio demersal e pelagico (SKORA, 1993).

Na Baia do Almirantado, as margens da Peninsula Keller, em 1984, foi instalada a
Estagdo Antartica Comandante Ferraz ( EACF ) que fornece apoio logistico para o
desenvolvimento de pesquisas cientificas ( Fig. 3a, b ). A Estacdo esta equipada com botes
inflaveis e lancha oceonografica para coleta de organismos marinhos Suas instalagGes
contam com um modulo de triagem para espécimes biologicos, um laboratério mantido a
zero grau e laboratorios com temperatura controlada, destinados a execugdo dos projetos

da area biologica

3.2 Material Biologico

Dentre as espécies da familia Nototheniidae que habitam a Baia do Almirantado
durante todo o ciclo de vida inclue-se o peixe Trematomus newnesi Boulenger, 1902
(SKORA, 1993) (Fig 4a)

O T. newnesi ¢ uma espécie amplamente distribuida na costa da Peninsula Antartica,

ao sul das Shetlands do Sul, nas Ilhas Orkney, além das regides costeiras do continente
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Antartico, a profundidades de até 160 metros (FISHER e HUREAU, 1985) (Fig. 4b). Esta
espécie possui o corpo moderadamente comprimido lateralmente, cabe¢a e boca
comprimidas dorso-ventralmente e a boca apresentando-se em posi¢do supraterminal O
corpo apresenta coloragdo marrom clara, sendo escuro dorsalmente (FISCHER e
HUREAU, 1985).

Trematomus newnesi possui a dieta menos diversificada de todas as espécies
estudadas nas Shetlands do Sul (CASAUX et al., 1990). Anfipodas gamarideos s3o a sua
principal presa, sendo as algas consumidas apenas ocasionalmente (VACCHI et al., 1995)

Apesar da espécie ndo ser ainda explorada comercialmente, 7. newnesi tem sido
objeto constante de estudo, pois possui importante posi¢do na cadeia alimentar da regido,
constituindo-se em um item alimentar de diversos passaros marinhos e das focas de

Weddel (KOCK, 1992 ).

3.3 Método de Captura

As coletas foram realizadas na Enseada Martel, Baia do Almirantado, durante o
verdo antartico de 1993 e 1994.

A captura dos espécimes utilizados no desenvolvimento deste trabalho, foi realizada
através de rede de espera de fundo, do tipo tri-malha “feiticeira”, langada a profundidades
entre 40 e 100 metros, por um periodo de 24 horas

Este método permitiu a captura de espécimes vivos de peixes de diversas espg’cies da
familia Nototheniidae, que foram transportados em tambores, contendo dgua do mar, para

os tanques do moédulo de triagem da Estagdo Antartica Comandante Ferraz
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Foram realizadas coletas com rede de arrasto a profundidades entre 20 e 100 metros
e coletas com redes manuais, tipo puga, a profundidade de 0,5 a 1 metro para a captura de
diversos géneros anfipodas que foram utilizados como itens alimentares durante o

desenvolvimento deste trabalho

3.4 Aclimatac¢io e Manutencao

O laboratorio zero grau da Estagdo Antartica Comandante Ferraz é dotado de
sistema de captagdo de agua do mar e sistema de refrigeragdo que permite a manutengio
dos espécimes em condigGes abidticas controladas (temperatura 1° C (£ 0.2°C), pH 7.5
(10 2) e salinidade a 34 %o Os exemplares de Trematomus newnesi foram selecionados e
transferidos para tanques de 500 litros por um periodo de 5 dias para recuperagdo e
aclimatacgdo

Os invertebrados coletados, utilizados como itens alimentares, foram triados por
género e mantidos em caixas plasticas, com condigdes abidticas controladas

Apds periodo de aclimatagdo, espécimes de 7. newmesi, de comprimento total

médio 12 cm (£ 1,0 cm ) foram selecionados e transferidos para aquarios de 70 litros.

3.4.1 Aquarios Experimentais

Os aquarios utilizados para aclimatagdo e desenvolvimento da fase experimental
deste trabalho foram revestidos externamente, nas faces laterais e posteriores por papel

“contact” verde (FANTA, 1995) e as faces frontais foram quadriculadas com quadrados de
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10cm’ de lado (Fig. 16a ). O fundo do aquario foi recoberto com pequenos seixos, de modo
a simular um substrato rochoso. Duas pedras maiores foram colocadas no fundo do aquario
e dispostas de maneira a simular uma toca natural. A parte superior do aquario foi fechada
com tela de “nylon”, contendo orificios, por onde foram introduzidas mangueira de aeragdo
e sensores que permitiram a aferigdo diaria das condigdes abitticas. Sobre cada aquario
foram colocadas 1ampadas de luz fria de 15 Volts, sendo estabelecido um fotoperiodo de 20
horas luz e 4 horas escuro, simulando as condig¢des de luminosidade da regido no periodo de
realizagdo do experimento

A temperatura da agua foi mantida a 1° C (= 0.2), pH 7.5 (£ 0 2) e a salinidade a
34%o0 A temperatura e o pH da agua dos aquarios foram medidos com o auxilio de

sensores eletronicos de campo Digi-sense pH Meter, da marca Cole-Palmer modelo 59880

® e a Salinidade através de um refratdmetro Atamo ®

3.5 Fase Experimental

Na fase experimental foram utilizados dois aquarios, cada um contendo 4
exemplares de Trematomus newnesi, identificados de acordo com FISCHER ¢ HUREAU
(1985)

A fase experimental foi desenvolvida em duas etapas. A primeira etapa, foi realizada
com o objetivo de analisar a cronologia alimentar e preferéncias alimentares de
Trematomus newnesi. Na segunda, foi analisada a capacidade de detecg¢do, captura e

selecdo dos alimentos.
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As condigdes abioticas, utilizadas na aclimatagdo, foram mantidas durante toda a
fase experimental Nas duas etapas experimentais o periodo de luz iniciou-se as 6 00 horas
encerrando-se as 02.00 horas, perfazendo um total de 20 horas luz.

Todos os testes alimentares foram realizados durante o periodo de luz O periodo
destinado a realizag¢@o dos testes alimentares foi estabelecido em 15 horas, iniciando-se duas
horas apds o inicio do periodo de luz e encerrando-se trés horas antes de seu término Este
periodo foi dividido em trés subperiodos: até 6 horas apos inicio do periodo de luz(To),
entre 6 e 12 horas apds o inicio do periodo de luz (To) e entre 12 e 18 horas apos o inicio
do periodo de luz (To) Os testes foram realizados em cada aquario em cada um dos trés
subperiodos. Foi estabelecido um intervalo de trés horas entre um teste e outro, evitando-se
assim a estimula¢do constante Cada teste alimentar teve dura¢do de 72 horas, sendo
seguido de um intervalo de 24 horas, destinado & manuteng@o e preparagdo dos aquarios
para um novo teste

Diariamente, apos o encerramento dos periodos de testes, os peixes recebiam ragéo
alimentar composta de varios géneros de anfipodas

Durante a realiza¢do dos testes da primeira e segunda etapas foram realizadas video-
filmagens para posterior analise do comportamento e das estratégias alimentares

desenvolvidas pelo Trematomus newnesi.

3.5.1 Teste Alimentar 1

O teste alimentar 1 foi realizado com o objetivo de determinar a preferéncia
alimentar de Trematomus newnesi, quando em presenga de diferentes itens alimentares

Para seu desenvolvimento foi preparada uma rag@o alimentar contendo varios géneros de
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anfipodas vivos , que variavam no tamanho, na cor e nos niveis de motilidade. Esta ra¢do
foi oferecida por introdug@o direta nos aquarios (Fig. 5a), observando-se a relagdo entre a
dispersdo e comportamento das presas, € o método de detecgdo, captura e selegdo

desenvolvidos pelo Trematomus newnesi.

3.5.2 Teste Alimentar 2

O teste alimentar 2 foi realizado com o objetivo de ser observada a capacidade de
detecgdo e selegdo de alimentos acidificados e adocicados Para o desenvolvimento dos
testes foram preparadas trés ragGes alimentares

a) Ragdo Acidificada. anfipodas de varios géneros foram imersos em solugdo diluida de
acido acético, por um periodo de 6 horas e, em seguida, lavados em agua do mar.

b) Ragdo Adocicada. anfipodas de varios géneros foram imersos em solugdo de glicose
saturada por um periodo de 6 horas e, em seguida, lavados em agua do mar.
c¢) Ragio Neutra: anfipodas mortos de varios géneros, sem tratamento prévio, lavados em
agua do mar

Nos horarios previamente estabelecidos, estas ragdes alimentares foram introduzidas
diretamente no aquario (Fig. 5b), tendo sido observadas a capacidade de detec¢do, bem
como da selegdo do alimento antes e depois da captura, e o indice de rejeigdo para cada

alimento

3.5.3 Teste Alimentar 3
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O teste alimentar 3 foi realizado com o objetivo de analisar isoladamente a a¢do do
estimulo apenas visual na detec¢do das presas Para o seu desenvolvimento foram
introduzidas no centro de cada aquario, cubas plasticas transparentes de 20 cm de didmetro
e contendo 1,5 litros de agua do mar No fundo de cada cuba foram colocadas pedras de
modo a tornar o ambiente semelhante ao do aquario Nio foi estabelecido nem um tipo de
comunicagdo entre a adgua das cubas e a agua dos aquarios (Fig. 6a). Nos horarios
previamente estabelecidos, anfipodas de varios géneros eram introduzidos na cuba por um
periodo de 10 minutos Durante este periodo foi avaliada a resposta dos peixes ao estimulo
visual resultante da presenga de presas € o seu comportamento frente a impossibilidade de
captura Apos o periodo destinado a cada teste, as cubas eram retiradas, lavadas e
novamente posicionadas no centro do aquario para o novo teste. Este procedimento foi

adotado para evitar-se um estimulo constante causado pela presenga dos anfipodas

3.5.4 Teste Alimentar 4

O teste 4 foi desenvolvido com o objetivo de analisar a capacidade de detecgdo de
alimentos por estimulos apenas quimico. Para seu desenvolvimento anfipodas de varios
géneros foram triturados em agua do mar , sendo o caldo produzido filtrado e diluido em
dgua do mar Uma cuba plastica de 20 cm de didmetro e com capacidade de 1,5 litros foi
posicionada do lado externo do aquario, fora do alcance visual dos peixes (Fig. 6b) Nos
horarios previamente estabelecidos para a realizagdo dos testes foi introduzido um sifdo
que estabeleceu comunicagio entre a cuba contendo caldo de anfipodas e a agua do

aquario Este método permitiu a troca continua de substdncia quimica entre os dois meios,
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sem a introdugdo de grandes quantidades de substincias no aquario Durante a realiza¢do
do teste foi avaliada a reagdo de Trematomus newnesi frente a estimulos apenas quimicos,
sem a presenca da presa.

3.5.5 Teste Alimentar 5

O teste alimentar 5 foi desenvolvido com o objetivo de analisar a resposta a estimulo
apenas quimico desencadeado pela presenca de presas vivas e estimulos quimico e visual
simultaneamente. Para seu desenvolvimento foram utilizadas duas cubas plasticas
transparentes, dispostas da seguinte maneira’

Cuba A" a cuba foi introduzida no centro do aquario (Prancha 07a). Nos horarios
previamente estabelecidos foram introduzidos na cuba anfipodas de varios géneros e
estabelecida a comunicagdo, por intermédio de sifio entre a agua do aquario e das cubas
plasticas Assim permitiu-se o contato quimico e visual entre predador e presas

Cuba B: posicionada do lado externo do aquario, fora do campo visual dos peixes (Fig.
07b) Nos horarios previamente estabelecidos foram introduzidos nesta cuba anfipodas de
varios géneros, sendo estabelecido contato, através de sifdo, entre a agua da cuba e a agua
do aquario sem no entanto ocorrer a introdug@o dos anfipodas no aquario Esta situagdo
permitiu o contato quimico entre predador e presa, mas ndo visual.

Os testes foram realizados com intervalos de 3 horas, utilizando-se alternadamente
as cubas internas e externas. Durante a realizag@o dos testes foi analisado o comportamento
de Trematomus newnesi frente a estimulo apenas quimico e quimico e visual

simultaneamente
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3.6 Estudos Morfoldgicos

3.6.1 Disseccio

Visando o estudo das estruturas quimio-sensoriais, apds o periodo de testes, todos
os exemplares foram sacrificados, ap6s sec¢@o medular, para coleta de amostras para estudo
morfologico através de microscopia Optica e microscopia eletronica de varredura

A disseccdo dos espécimes foi realizada a 4°C, tendo sido coletados os labios
superior e inferior, a regido infra-orbital, as narinas, as bochechas, a regido do assoalho
bucal externo, e a regido infra-orbital (Fig 8). Todas as pegas coletadas foram lavadas em

solugdo salina de Cortland (WOLF, 1963).

3.6.2 Fixagio e Processamento Histolégico para Microscopia Optica’

Apos a lavagem, as amostras foram fixadas em Fluido de Bouin (CULLING et al.,
1985) por um periodo de 8 horas , em formol tamponado (CULLING et al., 1985) por 12
horas ou em Gendre (CULLING et al , 1985) por 6 horas. Apos o periodo de fixag@o as
pecas foram transferidas para alcool 70% onde foram conservadas para posterior
processamento.

O processamento histologico foi realizado no Laboratério de Impacto Ambiental,

Departamento de Biologia Celular, da Universidade Federal do Parana. Todas as pegas

! Roteiros de técnicas descritos no apéndice
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foram submetidas a desidratagdo em série alcodlica, diafanizadas em Xilol e incluidas. em

Paraplast-Plus ®.

Os blocos obtidos foram trimados em forma de pirimide e seccionados em
Micrétomo de parafina da marca Wetzlar. Os cortes obtidos, com espessura entre 2 € 4
um, foram dispostos sobre lamina de vidro contendo Albumina de Mayer (CULLING et

al., 1985), distendidos em placa aquecedora e secos em temperatura ambiente

3.6.3 Coloragdes para Microscopia ()ptica.

Varias técnicas de coloragido foram utilizadas visando a identificagdo morfologica e
funcional das estruturas quimio-sensoriais

O corante Giemsa (BDH, 1969) foi utilizado para evidenciar as lamelas que
compdem a roseta olfatoria.

A coloragio com Hematoxilina-Eosina (BUCHERL, 1962) foi utilizada por permitir
a identificacdo e localiza¢do dos diferentes tipos celulares existentes no epitélio aonde estdo
contidas as diversas estruturas estudadas

O Tricromico de Mallory (CLARK, 1981, modificado) foi utilizado para a
diferenciacdo dos diferentes tecidos que compdem as estruturas estudadas.

Para a identificagdo de glicosaminoglicanas presentes em abundancia no epitélio dos
peixes foi utilizado o Alcian Blue em pH 0,5 e pH 2,5 (CULLING et al, 1985) que
possibilitam a diferenciagdo entre glicosaminoglicanas acidas sulfatadas e carboxiladas O
contraste foi em alguns casos obtidos com Hematoxilina de Harris ou Hematoxilina Férrica

de Heidenhain (CULLING et al., 1985)
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3.6.4 Analise das Laminas Histologicas

As laminas histologicas foram analisadas e documentadas em Fotomicroscopio
Olympus PM 10AD do Laboratério de Estudos de Impacto Ambiental, Departamento de
Biologia Celular da Universidade Federal do Paran4, utilizando-se filmes Kodakcolor 35mm

e Asa 100

3.6.5 Fixacdo e Processamento para Microscopia Eletronica de Varredura'

As pegas destinadas ao estudo através de Microscopia Eletronica de Varredura,
foram fixadas em Glutararaldeido a 3,0% em tamp&do cacodilato a 0,2 M, pH 7,2 por um
periodo de 24 horas, a 4°C Apoés o periodo de fixagdo, as pecgas foram lavadas em agua
destilada e submetidas a desidrata¢do em série alcodlica, sendo conservadas em alcool 70%
a 4°C

No Centro de Microscopia Eletrénica da Universidade Federal do Parana, estas
pegas foram desidratadas em alcool 90% e alcool 100%, submetidas ao ponto critico em
um Balzers SCD-030 ¢ metalizadas em ouro (CULLING et al., 1985 ¢ GLAUERT, 1986)

A analise ¢ documentagio foram realizadas em Microscopio Phillips 505.






FIG. 1

e Mapa do Continente Antartico mostrando as montanhas Transantarticas que separam a

Antartica Leste da Antartica Oeste e a localizag¢do da Peninsula Antartica
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FIGURA 1
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FIG. 2

e ( a ) Mapa da Peninsula Antartica ( 1 ) Em detalhe, o Arquipélago das Shetlands do Sul (2)

e ( b) Mapa da Ilha Rei George, onde se localiza a Baia do Almirantado, na qual se situa a

Estagdo Antartica Comandante Ferraz ( EACF ).
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FIG. 3

e ( a) Vista da Estagdo Antartica Comandante Ferraz, localizada as margens da Peninsula

Keller, Baia do Almirantado

o ( b) Vista aérea da Esta¢do Antartica Comandante Ferraz, com disposi¢do dos modulos que

a compdem e do lago de captagdo de agua.
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FIGURA 3




FIG. 4

e ( a ) Trematomus newnesi Boulenger, 1902 ( FISHER e HUREAU, 1985 )

e ( b ) Mapa da regido Antartica. Em sombreado, a distribuigdo da espécie Trematomus
newnesi na costa da Peninsula Antartica, no sul das Shetland do Sul, nas Ilhas Orkney, além
das regides costeiras do continente (FISHER et al, 1985 ). Os numeros 48, 58 e 88 referem-se
a areas em que a Convengdo para Conservagdo dos Recursos vivos Marinhos Antarticos

(CCAMLR ) regulamenta as atividades pesqueiras.
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FIG. 5

e ( a ) Representagdo esquematica do Teste Alimentar 1 Oferta de anfipodas vivos

introduzidos diretamente nos aquarios

e ( b ) Representagdo esquematica do Teste alimentar 2 Anfipodas mortos acidificados e

adocicados introduzidos diretamente no aquario.

Obs Da mesma forma, neste teste, também foi introduzida a ragdo neutra
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FIGURA 5
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FIG. 6

e ( a ) Representagdo esquematica do Teste Alimentar 3 Anfipodas introduzidos em cuba

posicionada no centro do aquario, permitindo apenas comunicagio visual

e ( b ) Representacdo esquematica do Teste Alimentar 4 Extrato de anfipodas em cuba

externa, permitindo apenas comunicagdo quimica
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FIGURA 6
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FIG.7

¢ ( a ) Representacdo esquematica do Teste Alimentar 5a oferecidos anfipodas na cuba com

comunicag¢io quimica e visual

e ( b ) Representagdo esquematica do Teste Alimentar S5b oferecidos anfipodas em cuba

posicionada no lado externo do aquario, com comunicagio quimica e sem comunicag¢io visual.
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FIGURA 7
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FIG. 8

e (a) e (b) Estruturas e regides da cabeca de T. newnesi coletadas para estudos histologicos
e ultraestruturais através de microscopia Optica e microscoOpia eletronica de varredura ( n )
narina, ( 1s ) labio superior; ( 1i ) labio inferior, ( if ) regido infra-orbital; ( b ) bochecha, (a )

assoalho bucal externo
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4. RESULTADOS

4.1 - Testes Alimentares

4.1.1 Teste Alimentar 1

No teste alimentar 1 foram introduzidos diretamente no aquario varios géneros de
anfipodas vivos, entre os quais predominam Gondogenea antarctica e Waldeckia obesa
que apresentaram dois comportamentos distintos Os anfipodas do género G. antarctica
nadam ativamente por todo o aquario, apenas nos dois primeiros minutos do teste, indo em
seguida ao fundo e permanecendo sobre o substrato rochoso, enquanto que os anfipodas do
género W. obesa permanecem em atividade ao longo de todo o teste.

Na presenga dos anfipodas o Trematomus newnesi, inicialmente em repouso, entra
imediatamente em atividade, nadando na coluna de agua, com o corpo orientado
paralelamente em relagdo ao fundo do aquario. O ataque a presa é rapido e apds a
apreensdo ocorre um giro do corpo de 180 graus com retorno a posigdo inicial O T.
newnesi alimenta-se preferencialmente dos anfipodas do género G. antarctica,
apresentando um indice de acerto de captura de 100% Os anfipodas do género W. obesa
sdo capturados apenas nos 2 minutos iniciais do teste, quando hd uma grande dispersdo de
anfipodas no aquario, sendo posteriormente rejeitados.

O numero de presas ingeridas pelo T. newnesi diminui em todos os testes em
média de 10 presas ingeridas no primeiro minuto do teste para uma presa no quinto minuto

(Fig 9) Apo6s a diminuigdo do nimero de anfipodas em atividade o T. newnesi, permanece
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ativo, adotando uma nova postura, mantendo o corpo obliquo ao fundo do aquario,
nadando lentamente e, posteriormente, voltando a sua posigdo inicial de repouso no
substrato, preferencialmente atras de rochas ou dentro de tocas

Os testes realizados 6, 12 e 18 horas apds o inicio do periodo de luz (To) revelaram
o mesmo padrdo de comportamento alimentar. Observou-se, entretanto, uma diminuig¢do
do numero total de presas capturadas e ingeridas: de uma média de 25 presas nos testes
realizados até 6 horas apos o inicio do periodo de luz (To) para 20 presas nos testes
realizados entre 6 e 12 horas e 12 presas nos testes realizados entre 12 ¢ 18 horas apds o

inicio do periodo de luz (To) (Fig. 9).

4.1.2 Teste Alimentar 2

O teste alimentar 2 foi realizado oferecendo-se anfipodas mortos acidificados,
adocicados, e neutros. Ao serem introduzidos no aquario, os anfipodas permaneceram
flutuando na agua durante os dois primeiros minutos do teste e posteriormente depositaram
-se no substrato rochoso.

Imediatamente apos a introdugdo de anfipodas acidificados e adocicados, ocorreu
detec¢do das presas pelos T. newnesi, que entraram em natagdo. Ocorreu a captura e
posterior rejeicdo de 100% do alimento capturado em todos os horarios do periodo de luz
(Fig 10 e 11). Entretanto ao ser ofertado anfipoda neutro, observou-se detecgdo e captura
das presas, ocorrendo rejeigdo apenas nos testes realizados entre 12 e 18 horas apds o inicio
do periodo de luz (Fig 12)

Ao ser ofertada ragdo morta, com os trés tipos de tratamento, foi observado uma

diminuigdo do nimero total de presas apreendidas Em média, ao longo do periodo de luz,
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foram apreendidas 32 presas adocicadas, 19 presas acidificados, posteriormente rejeitadas e
26 presas neutras, (Fig. 10, 11 e 12) enquanto que no Teste Alimentar 1 foram apreendidas

e ingeridas 60 presas.

4.1.3 Teste Alimentar 3

Foram introduzidos anfipodas de varios géneros em cuba posicionada no centro do
aquario, estabelecendo-se, assim, comunicagdo visual, sem no entanto estabelecer-se
comunicag¢do quimica com a agua do aquario. Os anfipodas na cuba mantiveram-se em
movimento constante durante todo o tempo de duragdo do teste. O T. newnesi, detectou
imediatamente as presas (Fig. 13a), abandonando a posigio inicial de repouso, nadando em
torno da cuba, com o corpo posicionado horizontalmente em relagdo ao fundo do aquario e
disparando ataques a cuba, executando os mesmos movimentos para captura de presas
observados no teste alimentar 1 (Fig. 13b)

O nimero de ataques a cuba decresceu em média de 10 no primeiro minuto para 2
ataques no quinto minuto do teste, sendo substituido por natagdo em torno da mesma,
quando entdo o T. newnesi adotou posicionamento do corpo obliquo ao fundo do aquario
(Fig. 14a) Ao final do teste todos os individuos permanecem em repouso no substrato
rochoso, em torno da cuba (Fig. 14b). Observa-se agressdes e perseguicdes quando da
aproximagdo de outros exemplares do local de repouso.

O nimero total de ataques a cuba é maior nos testes realizados até 6 horas apos o
inicio do periodo de luz quando foram observados em média 50 ataques em cada teste,
diminuindo para 17 nos testes realizados entre 6 €12 horas apos o inicio do periodo de luz

e 7 nos testes realizados entre 12 e 18 horas ap6s o inicio do periodo de luz (Fig 15).



38

4.1.4 Teste Alimentar 4

No Teste alimentar 4, a cuba plastica foi posicionada no lado externo do aquario,
sem permitir o contato visual com o alimento ao 7. newnesi. Foi introduzida na cuba, uma
solugdo de extrato de anfipodas e estabelecido comunicagdo quimica entre esta e o aquario,
através de um sifdo. Imediatamente apos ser estabelecido a comunicagio quimica , o T.
newnesi abandonou a posigdo inicial de repouso no substrato e nadou lentamente, com o
corpo orientado obliquamente em relagdo ao fundo do aquario, em torno da mangueira,
disparando ataques a sua extremidade. Apds os trés minutos iniciais do teste, a natagdo se
estendeu por todo o aquario

No quinto minuto do teste todos os exemplares do aquario repousaram no
substrato, concentrados na regido de entrada do fluxo do extrato de anfipodas no aquario

Nio foi observado movimentos de agressividade ou disputa de territorio

4,1.,5 Teste Alimentar 5

O Teste Alimentar 5 foi realizado utilizando-se duas cubas, a primeira sendo
introduzida no aquario e a segunda mantida do lado externo.

Na cuba interna foram adicionados anfipodas vivos permitindo o contato visual e
sendo também estabelecido contato quimico da agua do aquario com a mesma através de
um sifdo (Fig 16a). Ao ser estabelecido o contato visual e quimico, o T. newnesi abandona
a posi¢do de repouso e dispara ataques a cuba com o mesmo padrdo de comportamento

observado nos testes 1 € 2 O nimero médio de ataques a cuba por teste foi de 50 nos testes
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realizados até 6 horas, 28 nos realizados até 12 horas e 24 nos testes realizados até 18 horas
apos o inicio do periodo de luz (Fig. 17).

Nos testes realizados com a cuba posicionada externamente ao aquario, foram
introduzidos anfipodas vivos sendo estabelecido apenas o contato quimico com a agua do
aquario (Fig. 16b). O T. newnesi nadou lentamente, com o corpo orientado obliquamente
em relagio ao fundo do aquario, inicialmente na regido onde foi estabelecida a comunicagao
e posteriormente por todo o aquario. O repouso ao final do teste foi concentrado na regido
de entrada do fluxo de comunicagio Nao foram observados movimentos de agressio ou

perseguic@o nos dois testes

4.2. Morfologia dos Orgaos Quimio-sensoriais

Foram estudados os oOrgdos quimio-sensoriais vinculados ao comportamento
alimentar de 7. newnesi localizados na regido da cabega: oOrgdo olfatorio, orgdo de

gustacdo e epiderme da regido da cabega ( Fig 8)

4.2.1 Orgio olfatério.

Trematomus newnesi possui um par de 6rgios olfatorios localizados lateralmente

acima da boca, que mantém contato com o meio através de um bulbo olfatorio simples

(Fig. 18a)
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O bulbo olfatério é revestido interna e externamente por epitélio estratificado,
apoiado em espessa membrana basal, abaixo da qual se observa tecido conjuntivo denso
modelado e ndo modelado, separados por uma camada de cromatoéforos (Fig. 18b)

Na face externa, na regido da base do bulbo, observa-se superficie irregular
contendo numerosas células secretoras de muco, que apresentam reagdo positiva ao Alcian
Blue pH 2,5 (Fig. 18c) e que diminuem em nimero no epitélio que reveste o bulbo. As
células epiteliais superficiais apresentam-se revestidas por microsaliéncias punctiformes em
sua base e longas de disposig@o irregular no epitélio que reveste o bulbo (Fig.18d,¢)

A face interna apresenta a mesma estrutura da face externa, ndo sendo observadas
células secretoras de muco e cromatoforos na interface dos tecidos conjuntivos denso
modelado e ndo modelado (Fig 18b). Superficialmente as células apresentam
microsaliéncias com o mesmo padrdo de forma e distribuigio das da camada externa
(Fig 189).

A roseta olfatoria, de forma oval, localiza-se na cimara olfatoria e é composta por 2
fileiras de lamelas olfatorias (Fig. 19a) que evaginam-se a partir de um sulco mediano
composto por tecido conjuntivo (Fig. 19a,c). As lamelas sdo menores na parte anterior,
aumentando de tamanho na parte posterior da roseta (Fig. 19a).

As faces de cada lamela sdo compostas por um epitélio com regides que apresentam
caracteristicas ndo-sensoriais e regides com caracteristicas sensoriais (Fig 19b). O epitélio
com caracteristicas ndo-sensoriais esta localizado nas partes periféricas da lamela olfatoria,
apresentando células de muco globosas, com reagdo positiva ao Alcian Blue pH 2,5 (Fig.
19¢). A superficie € recoberta por microsaliéncias semelhantes as observadas em outras

regies da epiderme (Fig 19d)
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O epitélio com caracteristicas sensoriais esta apoiado em espessa membrana basal e
recobre as faces centrais da lamela olfatoria (Fig 20a). E composto por células sensoriais,
células de sustentagio e células basais

As células sensoriais sdo células fusiformes, com nucleos ovais, de coloragio mais
intensa, localizados na regido intermediaria e superior do epitélio (Fig 20a). Sdo neurdnios
bipolares, que emitem longos processos em dire¢do a superficie da lamela que se
exteriorizam em forma de cilios (Fig. 19d e 20b) e na regido basal unem-se formando o
nervo olfatorio (Fig 20c)

As células de suporte localizam-se na camada intermediaria do epitélio olfatorio,
possuem nucleos arredondados e coloragdo menos intensa quando comparadas as células
sensoriais (Fig. 20a)

As células basais sdo observadas nas camadas mais profundas do epitélio, em
contato com a membrana basal. Possuem forma esférica ou cubodide e nucleos arredondados
ou alongados (Fig. 20a).

Em toda a regido superficial do epitélio olfatério observa-se células secretoras de
muco (Fig 20d) e reagdo positiva ao Alcian Blue pH 2,5 proximo a superficie epitelial

(Fig.20e).

4.2.2. Orgios de Gustagio.

O Trematomus newnesi possui botdes gustativos presentes no labio superior e

inferior, na regido em torno da narina, no assoalho bucal externo, na bochecha e na regido

infra-orbital entre outros.
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A regido central dos labios superiores do T. newnesi apresenta superficie irregular
com saliéncias e reentrancias, onde observa-se um grande nimero de botdes gustativos
concentrados acima de inumeros denticulos (Fig. 21a, b). Os botGes desta regido
apresentam forma e tamanho constantes S3o compostos por células de sustentagdo, com
nucleos claros, localizadas na regido basal e células sensoriais, com nucleos escuros,
localizados na regido intermediaria (Fig 21c, e€). Essas células emitem seus processos
citoplasmaticos para a superficie epitelial, onde fazem contato com o meio ambiente (Fig.
21d, ) Em vista superficial observa-se a exterioriza¢do das células sensoriais, circundadas
por células epiteliais indiferenciadas que apresentam-se recobertas por microsaliéncias (Fig.
21e).

Nas regides laterais do labio superior foi observado reduzido nimero de botdes
gustativos. A distribui¢do de células de sustentagdo e sensoriais ¢ semelhante & observada
nos botGes gustativos da regido central, diferenciando-se apenas na regido superficial onde
apresentam-se mais afilados. Ao nivel da ultima camada epitelial, os prolongamentos das
células sensoriais apresentam-se em forma de tufo. (Fig 22a, b) Foram observadas células
sensoriais com prolongamentos dicotomizados que emitem ramificagdes para o interior do
botdo gustativo e do tecido epitelial (Fig 22a).

No labio inferior os botdes sio escassos e ndo se concentram em uma regiao
especifica. Diferenciam-se dos observados no labio superior por apresentarem a superficie
das células sensoriais localizadas em criptas formadas na camada superficial do epitélio (Fig.
22¢).

Em vista superficial, o epitélio apresenta inimeros orificios € depressdes entre as
células recobertas por microsaliéncias longas (Fig. 22d) Entretanto ndo € possivel
identificar, através de microscopia eletronica de varredura, quais orificios que

correspondem aos botGes gustativos.
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Na regido em torno da narina foram observados dois tipos de botdes gustativos que
diferem dos anteriores descritos em sua porgdo apical. O primeiro tipo ¢ fusiforme, com os
nucleos das células sensoriais e de suporte concentradas na regido intermediaria (Fig. 22e).
Na regido basal parece haver processos citoplasmaticos que se projetam no interior do
tecido epitelial. Na regido apical os prolongamentos citoplasmaticos estdo recobertos pela
ultima camada superficial composta por células pavimentosas (Fig. 22¢) Em vista
superficial observa-se elevagdo do epitélio e projegGes das células sensoriais em meio a
células epitéliais recobertas por microsaliéncias longas (Fig. 22f).

O segundo tipo de botdo gustativo foi observado em depressdes em torno do bulbo
olfatorio (Fig 23a), circundado por inimeras aberturas de células secretoras de muco (Fig
23b). Estas estruturas sdo globosas e ocupam toda a espessura da epiderme. As células de
suporte possuem nucleos localizados na regido basal, em contato com a membrana basal.
As células sensoriais apresentam os nucleos localizados na regido central e intermediaria da
estrutura (Fig. 23d) Em vista superficial observa-se emissdo de muco (Fig 23c)

No assoalho bucal, os botGes gustativos observados possuem os nicleos das células
de suporte e das células basais localizados na regido basal. A superficie externa dos botdes
se encontra no mesmo nivel das células epitéliais superficiais em depressdes do tecido
epitelial (Fig 23e). Em vista superficial , ndo foram identificados botdes gustativos.

Na bochechas de T. newnesi foram observados botdes gustativos com forma
caracteristica, totalmente diferente da observada em outras regides estudadas. Estas
estruturas estdo localizadas em invaginagdes do tecido epitelial que se aprofundam no
tecido conjuntivo S3o compostas por células alongadas fusiformes, dispostas paralelamente
desde a base da estrutura até a superficie epitelial, com nucleos alongados, concentrados na
regido basal (Fig. 24a) Todas as células estdo apoiadas na membrana basal e seus

prolongamentos citoplasmaticos estendem-se até a superficie epitelial (Fig 24b),
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abrangendo uma area proporcionalmente grande. Entre as células do “botdo” gustativo sdo
observados nucleos localizados na regido central e células secretoras de muco na regido
apical. Uma fina camada de muco é observada na regido superficial apresentando reagdo
fraca ao Alcian Blue pH 2,5 (Fig. 24a).

Em vista superficial, o epitélio da bochecha apresenta-se irregular, com células
recobertas por microsaliéncias e inimeros orificios e aberturas de células secretoras de
muco (Fig 24c). No entanto, ndo foi possivel identificar superficialmente botdes gustativos

nesta regido, bem como, na regido infra-orbital.

4.2.3 Epiderme da Regido da Cabeca

A epiderme da regido da cabega € o Orgdo que esta em contato com o meio
ambiente e apresenta regides com estruturas de senso quimico geral.

A epiderme do labio superior e inferior, regido em torno da narina, assoalho bucal
externo, bochecha e regido infra-orbital apresenta-se constituida por um niimero variavel de
camadas celulares, onde distingue-se basicamente trés regides: basal, intermediaria e
superficial (Fig. 25a).

Em todas as regides da cabega a camada basal do epitélio € constituida por células
cilindricas, que apresentam nucleos que variam da forma esférica a oval Entre as células
da camada basal observa-se espagos intercelulares (Fig 25b)

A regido intermediaria apresenta células de formato irregular, com nucleos esféricos.
Nio sdo observados espagos intercelulares, ocorrendo, no entanto, vacuolizagdo do

citoplasma, que é mais acentuada na regido infra-orbital ¢ na bochecha (Fig 25b, c).
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A camada superficial ¢ constituida por células pavimentosas O numero de células
que constituem esta camada varia de 2 no labio inferior a 5 a 15 na regido infra-orbital
(Fig 25b).

Em vista superficial todas as regiGes da cabega apresentam células superficiais
poliédricas de formato irregular, recobertas principalmente por microsaliéncias longas no
labio superior e inferior (Fig 25e, f) e predominantemente punctiformes na regido em torno
da narina (Fig 25d).

Células secretoras de muco estdo presentes em todas