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RESUMO

O objetivo deste estudo foi descrever o desenvolvimento inicial de Prosomyleus
rhomboidalis (Cuvier, 1818), uma espécie de pacu amazénico de grande importancia
econdmica, ecoldgica e social para as populagdes ribeirinhas. Para a caracterizacao e
descri¢do do periodo embrionério, larval e juvenil, foram capturados no rio Xingu trés
casais adultos, e realizada a reprodugdo com fémeas capturadas em ambiente natural
que apresentavam ovulagdo esponténea. A incubacdo dos ovos foi mantida a 27,5°C
durante tudo periodo embrionario. Os odcitos ndo hidratados apresentaram tamanho
meédio de 2,12 mm, coloragdo amarela, formato esférico, ndo adesivos e demersais, apos
hidratacdo houve um aumento de 0,36 mm, referente ao espaco perivitelino. Foram
caracterizados os principais estagios de desenvolvimento, zigoto, clivagem, blastula,
gastrula segmentacdo e eclosdo. A formacdo do blastodisco foi observada 55 minutos
apos fertilizagdo, finalizando com a eclosdo com o rompimento do cérion pelas larvas
69 horas e 39 minutos apos a fertilizacdo. Apods a eclosdo, foram realizadas coletas nas
fases larval e juvenil. Um total de 135 larvas e 23 juvenis foram analisados quanto as
variaveis morfoldgicas, morfométricas e meristicas, além do coeficiente de crescimento
alométrico em relacdo a cabeca, tronco e cauda durante o periodo de desenvolvimento
larval. O comprimento padrdao (CP) dos individuos variou de 5,03 a 29,97 mm no
periodo larval e de 30,99 a 57,02 mm no periodo juvenil. Inicialmente as larvas recém
eclodidas possuem olhos e o corpo alongado despigmentados, boca fechada, membrana
embrionaria e trato digestivo indiferenciado. Durante o periodo larval, foram registrados
apenas trés estagios de desenvolvimento, larval vitelino, flexdo e pos flexdo. Individuos
nas fases finais do desenvolvimento larval, apresentavam corpo em formato romboidal,
com presenca de cromatoforos dendriticos e puntiformes por todo o corpo. O nimero
total de midmeros varia de 35 a 39 (19-22 pré; 15-17 pds-anal). Os individuos juvenis
apresentam caracteristicas morfoldgicas semelhantes aos adultos com presenca de
escamas no corpo e nadadeiras formadas e segmentadas: caudal (moda = iii, 9) dorsal
(moda = ii+22), anal (moda = ii+30), pélvico (moda = 8) e peitoral (moda = i,14). Estes
resultados contribuem para o conhecimento da biologia reprodutiva dos serrasalmideos
e sdo relevantes como suporte basico para estudos dos mecanismos de desenvolvimento
inicial, determinacdo de modelos experimentais nessa e em outras espécies de
teledsteos, permitir a definicdo da larvicultura que poderia ser empregada em larga
escala servindo como ferramenta para recomposicdo dos estoques naturais, além de
auxiliar na correta identificacdo dos espécimes em ambiente natural diferenciando de
seus congeéneres, e dessa forma, possibilitar que os estudos de ictioplancton realizados
na bacia do rio Xingu determinem periodos e areas criticas a conservacdo da espécie,
acOes fundamentais para manutengdo dos recursos pesqueiros.

Palavras-chave: Ontogenia inicial; Descricdo morfologica; Reproducdo artificial,
Pacu-de-seringa; Myleinae.



ABSTRACT

The aim of this study was to describe for the first time the initial development of
Prosomyleus rhomboidalis a species of Amazonian pacu of great economic, ecological
and social importance for riverside populations. For the characterization and description
of the embryonic, larval and juvenile period, three adult couples were captured in the
Xingu River, and reproduction was carried out with females captured in a natural
environment that presented spontaneous ovulation. Egg incubation was maintained at
27.5°C throughout the embryonic period. Unhydrated oocytes have an average diameter
of 2.12 mm, yellow color, spherical shape, non-adhesive, demersal, after hydration there
was an increase of 0.36 mm, referring to the perivitelline space. The main stages of
development were characterized: zygote, cleavage, blastula, gastrula segmentation and
hatching. The main stages of development were also characterized. Blastodisc formation
was observed 55 minutes after fertilization, ending with hatching with disruption of the
chorion by the larvae 69 hours and 39 minutes after fertilization. After hatching, larvae
were collected in the larval and juvenile phases. A total of 135 larvae and 23 juveniles
were analyzed for morphometric and meristic variables, in addition to the allometric
growth coefficient in relation to the head, trunk and tail during the initial development
period. The standard length (SL) of individuals ranged from 5.03 to 29.97 mm in the
larval period and from 30.99 to 57.02 mm in the juvenile period. Initially, newly
hatched larvae have depigmented eyes and elongated body, closed mouth, embryonic
membrane and undifferentiated digestive tract. During the larval period, only three
stages of development were recorded: yolk larval, flexion and post-flexion. Individuals
in the final stages of larval development had a rhomboidal body shape, with the
presence of dendritic and punctate chromatophores throughout the body. The total
number of myomeres ranges from 35 to 39 (19-22 pre; 15-17 post-anal). Juvenile
individuals present morphological characteristics similar to adults with the presence of
scales on the body and formed and segmented fins: caudal (mode = iii, 9) dorsal (mode
= ii+22), anal (mode = ii+30), pelvic (mode = 8) and chest (mode = i,14). These results
contribute to the knowledge of the reproductive biology of serrasalmids and are relevant
as a basic support for studies of the mechanisms of initial development, determination
of experimental models in this and other teleost species, allowing the definition of
larviculture that could be used on a large scale, serving as a tool for the reconstitution of
natural stocks, in addition to to assist the correct identification of specimens in a natural
environment, differentiating them from their congeners, and thus enabling the
ichthyoplankton studies carried out in the Xingu river basin, determine critical periods
and areas for the conservation of the species, fundamental actions for the maintenance
of fishing resources.

Keywords: Early ontogeny; Morphological description; Artificial reproduction; Fish;
Myleinae.
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1 INTRODUCAO GERAL

A regido amazonica possui uma grande diversidade ictiofaunistica, sendo 2.716
espeécies validas incluidas em 529 géneros, 60 familias e 18 ordens, com Characiformes
e Siluriformes sendo as ordens mais ricas em espécies, assim como em outras bacias
Neotropicais (DAGOSTA & PINNA, 2019; FROEHLICH et al., 2017). Dentre os
Characiformes, destaca-se a familia Serrasalmidae, um clado diversificado composto
por piranhas e pacus, atualmente com 94 espécies descritas em 16 géneros (ANDRADE
et al., 2019; MACHADO et al., 2018), dividida em trés grandes grupos: Serrasalminae
(Metynnis + piranhas), Colossomatinae (pacus de grande porte) e Myleinae (pacus de
pequeno e médio porte) (KOLMANN et al., 2021), sendo, um grupo morfologicamente,
ecologicamente e comportamentalmente diverso.

A familia é caracterizada por apresentar um corpo alto e comprimido
lateralmente, espinho pré-dorsal e espinhas abdominais e pélvicas formando uma quilha
ventral (JEGU, 2003; MACHADO et al., 2018). Algumas espécies sio generalistas
quanto ao habitat, mas outras sdo restritas a tipos especificos, com preferéncia por rios
e varzeas de onde se alimentam de frutos e sementes (GOULDING, 1980; JEGU &
KEITH, 1999), enquanto outras se restringem a habitats de corredeiras com uma
variedade de hébito alimentar incluindo carnivoria, insetivoria, onivoria, herbivoria,
frugivoria e lepidofagia ( LEITE & JEGU, 1990; PAGEZY & JEGU, 2002; JEGU et
al., 2003; ANDRADE et al., 2016, 2019).

Prosomyleus rhomboidalis (Cuvier, 1818) é uma espécie de pacu da subfamilia
Myleinae, apresentando tamanho medio e ocorrendo em rios de corredeiras que drenam
0s escudos brasileiros e das Guianas (KOLMANN et al., 2021; PAGEZY &
JEGU, 2002). No rio Xingu, é popularmente conhecido como pacu-de-seringa, e
‘asitau’ ou ‘kumaru’ na Guiana Francesa. EStd presente entre as espécies que tem
destaque na pesca comercial e de subsisténcia, compondo o grupo de espécies de maior
interesse na regido (NASCIMENTO, 2019; FRANCESCO & CARNEIRO, 2015;
ANDRADE et al., 2016). Apesar de ser conhecida, a compreensdo da ecologia e
morfologia inicial desta espécie é limitada. A auséncia de informagdes sobre os estagios
iniciais de vida gera lacunas no reconhecimento de espécimes coletados em ambiente
natural, limitando os estudos de ictioplancton (CAJADO et al., 2021; ZACARDI et al.,
2020; OLIVEIRA et al., 2021).
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Além disso, a maioria dos peixes desse grupo compartilham os mesmos locais
de reproducdo e crescimento, em periodos em que as condigdes ambientais apresentam
melhores condigdes para dispersdo e desenvolvimento de seus ovos (ZACARDI et al.,
2020), o que acarreta maiores dificuldades na correta identificacdo das espécies, devido
a grande similaridade morfoldgica encontrada durante o ciclo inicial de vida.
(NAKATANI et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2020; CAJADO et al., 2023). Dessa
forma, a reproducéo assistida, apresenta-se como uma aliada para trabalhos de descrigéo
ontogenética, pois permite acompanhar o desenvolvimento inicial desde a fertilizacdo
(SANTOS et al., 2022; COELHO et al., 2021; SILVA et al., 2022).

O uso de biotecnologias reprodutivas € uma alternativa essencial para reduzir a
pressdo sofrida pelos estoques pesqueiros e colaborar com os esfor¢os de conservacgao
de espécies nativas de peixes (HILSDORF et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2015), e
ameacadas, devido ao declinio das populacbes em ambiente natural (GANECO-
KIRSCHNIK et al., 2018). Além disso, pode servir como ferramenta para recomposi¢ao
dos estoques, uma vez que, 0s crescentes impactos antropogénicos, como a construcéo
de barragens que compromete a dindmica e a manutencdo da biodiversidade de peixes
(KEPPELER et al., 2022). Dessa forma, os estudos de caracterizacdo dos gametas e
descricdo das fases iniciais de espécies de peixes sdo de grande importancia para
explicar os mecanismos de reproducdo e fertilizacdo nas espécies (SANTOS et al.,
2016). Enquanto os aspectos relacionados a sua morfologia, morfometria e caracteres
meristicos sdo variaveis importantes para o conhecimento da ecologia da espécie,
elaboracdo de documentos que contribuem para estudos em ictioplancton que auxiliam e
esclarecem o estado de conservacao, determinacdo de areas e periodos de desova que
subsidiam acdes de manejo e conservacdo relacionadas aos recursos pesqueiros
(OLIVEIRA et al., 2022).

Diante desse contexto, esta Dissertacdo divide-se em dois capitulos que sdo
apresentados em formato de artigos:

Capitulo I: Caracterizacdo macroscopica da morfologia do 6ocito e
desenvolvimento embrionario de Prosomyleus rhomboidalis (Characiformes,
Serrasalmidae).

Capitulo 1I: Desenvolvimento larval de Prosomyleus rhomboidalis

(Characiformes, Serrasalmidae) da bacia do rio Xingu em cativeiro.

17



2 OBJETIVO GERAL

Descrever a ontogenia inicial de Prosomyleus rhomboidalis em cativeiro

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar macroscopicamente a morfologia do Oocito de Prosomyleus
rhomboidalis.

Descrever de forma detalhada o desenvolvimento embrionério do Prosomyleus
rhomboidalis.

Descrever o desenvolvimento larval e juvenil da espécie Prosomyleus
rhomboidalis.

Estabelecer as relagdes morfométricas e identificar os padrdes de crescimento
corporais durante a ontogenia inicial.

Destacar as principais diferencas entre P. rhomboidalis e seus
parentais/congéneres, fornecendo subsidios para a correta identificacdo larval em

espécimes coletados em ambiente natural.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi caracterizar macroscopicamente o gameta feminino, avaliar o
percentual de sobrevivéncia dos embrides gerados in vitro, bem como descrever
detalhadamente o desenvolvimento embriondrio de Prosomyleus rhomboidalis. Foram
capturados no rio Xingu trés casais adultos da espécie em estudo, em seguida realizada a
reproducdo artificial de fémeas selvagens que apresentavam ovulacdo espontanea. A
incubacdo dos ovos foi mantida a temperatura constante de 27,5°C, durante todo periodo
embrionario. Os resultados mostraram que 0 o06cito ndo hidratado apresenta tamanho médio
de 2,12 mm, coloracdo amarela, formato esférico, sdo ndo adesivos, apds hidratacdo houve
um aumento de 0,36 mm, referente ao espaco perivitelino, apresentando maior densidade que
a agua. O percentual de fertilizacdo e eclosdo de larvas normais foi considerado satisfatorio
(96%). Foram caracterizados e fotodocumentados os principais estagios de desenvolvimento
embrionario apds a fertilizacdo do odcito. A formacdo do blastodisco foi observada 55
minutos apds fertilizacdo, finalizando com a eclosdo das larvas 69 horas e 39 minutos. P.
rhomboidalis apresentou caracteristicas de tamanho do odcitos, do espaco perivitelino, e
periodo embrionario maior quando comparado a outras espécies da mesma familia. Os
resultados deste trabalho servirdo como suporte basico para novos estudos, sendo de extrema
importancia para fundamentar pesquisas com diferentes temperaturas, manipulagédo
cromossOmica e embrionaria nessa espécie e em outros teledsteos.

Palavras-chave: Ontogenia inicial; Aquicultura; Reproducdo artificial; Pacu-de-seringa;
Myleinae.

ABSTRACT

The objective of this study was to characterize macroscopically the female gametes, evaluate
the survival rates, as well as describe in detail the embryonic development of Prosomyleus
rhomboidalis. Three adult pairs of the species under study were captured in the Xingu River,
followed by reproduction with females from a natural environment that showed spontaneous
ovulation. Egg incubation was maintained at a constant temperature of 27.5°C throughout the
embryonic period. The results showed that the non-hydrated oocyte has an average size of
2124.43 mm, yellow color, spherical shape, are non-adhesive, after hydration there was an
increase of 0.36 mm, referring to the perivitelline space, presenting a greater density than
water. The percentage of fertilization and hatching of normal larvae was considered
satisfactory, with hatching above 96% of normal larvae. The main stages of development
after egg fertilization were characterized and photographed for the first time in this species.
The formation of the blastodisc was observed 55 minutes after fertilization ending with the
hatching of the larvae 69 hours and 39 minutes after fertilization, P. rhomboidalis presented
characteristics of oocyte size, perivitelline space, and longer embryonic period when
compared to other species of the same family. The results of this work will serve as basic
support for new studies, being extremely important to support research with different
temperatures, chromosomal and embryonic manipulation in this species and in other teleost
species.

Key-words: Initial ontogeny; Aquaculture; Artificial reproduction; Fish; Myleinae.
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Introducéo
Os crescentes impactos antropogénicos, tais como poluicdo, construcdo de barragens e

pesca predatoria, comprometem a dindmica e a manutencdo da biodiversidade de peixes
(Bem et al., 2021; Botta et al., 2010; Ilha et al., 2019; Pelicice et al., 2017; Reis et al., 2016).
Esses impactos podem gerar declinio na diversidade taxondmica e funcional da ictiofauna,
aléem de interferir negativamente nos aspectos reprodutivos das populacdes selvagens
(Keppeler et al., 2022). A reproducdo artificial pode ser considerada uma alternativa viavel
para reduzir a pressdo sofrida pelos estoques pesqueiros e colaborar com os esforcos de
conservacao de espécies nativas (Hilsdorf et al., 2022; Oliveira et al., 2015).

Conhecimentos prévios relacionados a caracteristicas do odcito e eventos pos-
fertilizacdo fornecem informacdes importantes que explicam os mecanismos de reproducéo e
fertilizacdo das espeécies, detalhando os primeiros estagios de vida e auxiliam na compreensao
da dinamica reprodutiva das populacgdes de peixes (Albert et al., 2020; Santos et al., 2016).
Essas informacdes sdo consideradas ferramentas essenciais e servem de subsidios para novos
estudos com aplicagdo de biotecnologias utilizadas na reproducéo de peixes (SILVA et al.,
2017), no transplante de células germinativas, na manipulacdo de embrides (Coelho et al.,
2019), e tém sido aplicadas principalmente para espécies de interesse comercial (Coelho et
al., 2021a), e em espécies ameacadas, devido ao declinio dos estoques em ambiente natural
(Ganeco-Kirschnik et al., 2018; Oliveira et al., 2015).

Algumas espécies de Serrasalmidae, principalmente os pacus da subfamilia Myleinae,
tém se destacado por apresentar caracteristicas econdmicas desejaveis, explorados tanto para
consumo quanto para comercializagdo (Francesco & Carneiro, 2015). Os pacus de grande
porte estdo entre as principais espécies produzidas e criadas no Brasil (Peixe BR, 2021;
Ricardo & YASUI, 2003). Para alguns individuos dessa familia, como Piaractus
mesopotamicus (Holmberg, 1887) e Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) (Coelho et al.,
2021; Leite et al., 2013) ja foram realizados alguns estudos descrevendo os estagios de
desenvolvimento embrionario e temperatura ideal para incubacdo, bem como para outros
teledsteos (Aradjo et al., 2020; Santos et al., 2016, 2021; Kimmel et al., 1995; Mattox et al.,
2014), informacgdes que subsidiam estudos que envolvem manipulacéo de embrides.

Prosomyleus rhomboidalis (Cuvier, 1818) é uma espécie de médio porte que ocorre
em rios de corredeiras que drenam os escudos brasileiros e das Guianas (Kolmann et al.,
2021). No rio Xingu, é popularmente conhecido como pacu-de-seringa e estd presente entre
as espécies que tém destaque na pesca comercial e de subsisténcia, estando entre as espécies
de maior desembarque (Choueri & Nascimento, 2019; Francesco & Carneiro, 2015;
Magalhaes et al., 2016). Recentemente, tem sido relatado pelos pescadores a dificuldade de
captura dessa espécie, podendo estar relacionada com os crescentes impactos antropicos,
como por exemplo, barramentos, uma vez que esses empreendimentos comprometem a
dindmica e a manutencgéo da biodiversidade de peixes (Keppeler et al., 2022).

Diante disso, o objetivo desse trabalho € caracterizar macroscopicamente 0 gameta
feminino, avaliar o percentual de sobrevivéncia dos embrides gerados in vitro e descrever
detalnadamente os principais estagios e fases poés-fertilizacdo do desenvolvimento
embrionario de P. rhomboidalis.
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Material e Métodos

Local do estudo

O estudo foi conduzido no Laboratério de Aquicultura de Peixes Ornamentais do
Xingu (LAQUAX), da Universidade Federal do Para, campus de Altamira, e no Laboratorio
do Centro de Estudos Ambientais (CEA), Vitoria do Xingu - PA. As matrizes de P.
rhomboidalis utilizadas no experimento foram obtidas através de coletas em habitat natural,
autorizadas de acordo com as normas do SISBIO (licenca nimero 79124-2). Todos 0s
procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA numero 4751220822).

Origem dos reprodutores e fertilizacao

As matrizes adultas de P. rhomboidalis utilizadas nesse experimento foram capturadas
por pescadores locais durante a época da estacdo chuvosa, de novembro de 2022 a janeiro de
2023, com redes de espera de 18 mm entre nds opostos, no trecho conhecido como Volta
Grande do Xingu. Os espécimes capturados foram transportados através de embarcacdo em
caixas de 250 L, até as margens, onde esta localizado o CEA (-3,3755S, -51,9398W). Apds
extrusdo dos gametas, os peixes foram aclimatados e mantidos em tanques de 3000 L em um
sistema aberto de circulacdo com &gua bombeada diretamente do rio garantindo a troca
constante, mantendo a qualidade da &gua de acordo com os padrdes naturais do rio Xingu,
com niveis de pH variando entre 6,5 e 7,0, temperaturas entre 28-32°C e leituras de
condutividade elétrica mantidas abaixo de 100 mS-cm-—3 (Sawakuchi et al., 2015), até o
momento de soltura das matrizes ao ambiente natural.

Para a fertilizacdo in vitro, os individuos foram previamente anestesiados com
eugenol 100 mg/L (Phytoterapica, Guarulhos/SP, Brasil) (COELHO et al., 2021), sexados
com base na morfologia da nadadeira anal, sendo a fémea identificada por apresentar um
lobolo, enquanto a macho apresentava dois lobolos na nadadeira anal, em seguida, foi
realizada a extrusdo dos gametas. Os machos (1,604 = 0,11 g e 33,16 + 0,32 cm) ndo
apresentavam espermiacdo durante massagem abdominal, sendo entdo eutanasiados e
sacrificados com o uso de eugenol 300 mg/L. Os espermatozoides foram coletados por
maceracdo testicular em tubo de 15 mL contendo 5 mL de solu¢do de Ringer modificada
(128.3 mM NaCl, 23,6 mM KCI, 3,6 mM CaCl2, 2,1 mM MgCI2) utilizado como meio
imobilizador e mantido a ~ 2,5°C (Yasui et al. 2015). As fémeas (1,784 + 0,13 g e 33,26 +
0,72 cm) apresentavam inicio de desova espontanea, sendo os Gocitos amostrados por meio
de massagem abdominal no sentido craniocaudal em recipientes plasticos com capacidade de
500 mL. Uma amostra dos ovos foi coletada no momento da extrusdo (ndo-fertilizados) e
apos fertilizacdo (tempo zero). A massa de ovos da fémea foi inseminada com 5 mL de
sémem diluido, na sequéncia adicionou-se 100 mL de agua para ativacdo e hidratacdo dos
ovos. Esses procedimentos foram realizados em ambiente aberto, e apds 2 minutos, foram
transferidos para incubadoras do tipo peneira (formato horizontal) com capacidade de 5 L.
As estruturas de incubacao foram distribuidas em aquarios de 30 litros equipados com bomba
de recirculagdo e termostato com temperatura controlada a 27,5°C, garantindo condicoes
ideais para o desenvolvimento embrionario. Apos a eclosdo a temperatura foi aumentada para
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30°C. Para o0 estudo de desenvolvimento embrionario foram utilizados trés casais e
consideradas como uma repeticdo cada desova que chegasse a eclosao.

Desenvolvimento embrionério e tempos de amostragem

ApoGs a extrusdo e fertilizagdo, as coletas dos embrides foram realizadas de acordo
com o desenvolvimento celular. Aliquotas de 10 a 20 embrides foram selecionadas
aleatoriamente e observadas em estereomicroscopio binocular (Nikon SMZ 800N, Tokyo,
Japan). Para que cada intervalo fosse classificado em um determinado estagio de
desenvolvimento, a aliquota observada in vivo (metade ou mais da metade) deveriam
apresentar as mesmas caracteristicas morfologicas.

Em seguida, eram selecionados e fotodocumentados trés embrides, considerando 0s
individuos que melhor representavam o desenvolvimento em cada estagio (zigoto, clivagem
inicial, blastula, gastrula, segmentacao e eclosdo) baseadas em estudos anteriores (Fujimoto
et al. 2006; Kimmel et al. 1995). As imagens digitais foram obtidas usando uma camera de
dispositivo de carga acoplada (CCD) (PrimeCam, INTERVISION SNZ12, DC 12V3A,
China), conectada ao microscépio usando o software Prime Life Science, calibrada em mm.
Em seguida, trés embrides de cada desova foram fixados em glutaraldeido 2,5% em solugédo
salina tamponada com fosfato Dulbeccofs (Sigma # D5773, St. Louis, EUA) (D-PBS). O
material fixado era armazenado em tubos criogénicos de 2 ml, para posterior descricdo das
fases de desenvolvimento, o restante foi devolvido para a incubadora de origem.

Os embriBes foram observados nos seguintes intervalos: a cada quinze minutos até 60
minutos pos-fertilizacdo (mpf); a cada 5 minutos de 60 mpf até 5 h pés-fertilizacdo (hpf); a
cada 20 min a partir de 5 hpf até 7 hpf; a cada 30 min de 7 hpf até 11 hpf; a cada 30 minutos
de 11 hpf até 24 hpf; e a cada 60 minutos de 24 hpf até a eclosdo, com adaptacdes (Coelho et
al. 2021b). Uma pequena aliquota foi separada e mantida sob as mesmas condi¢cfes para
quantificacdo do percentual de fertilizacdo nos respectivos estagios (clivagem inicial,
blastula, gastrula, somito e eclosdo) e as porcentagens de larva normal e anormal. As Larvas
eclodidas com padrGes que possibilitavam sua livre natacdo e com auséncia de mas
formagOes na distribuicdo de vitelo, no desenvolvimento da cauda ou na cabega eram
classificadas como normais. Aquelas que eclodiram com dificuldade em livrar-se de residuos
de cédrion, com problemas de natacdo devido as mas formacfes na cauda, na cabeca ou
mesmo no tamanho e conformacdo do vitelo, foram classificadas como anormais. Durante o
periodo de desenvolvimento, a &gua do aquario foi substituida uma vez por dia, para manter
melhores condicGes de qualidade. As medidas e imagens digitais que compde esse trabalho
sdo de embriBes vivos, obtidas com software NIS-Ar Elements (Nikon) e calibradas em
milimetros. Para a caracterizagdo do desenvolvimento embrionario, foram obtidas as
seguintes variaveis: diametro total (DO) antes e depois de hidratado; didametro do vitelo
(DSV) e espago perivitelino (EP) todas em milimetros (Nakatani, et al., 2001).

Anélise estatistica

Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo. Todas as andlises foram
obtidas a partir de triplicatas, sendo cada desova considerada uma réplica. O tempo de
desenvolvimento dos embriGes em cada estagio sob a mesma temperatura de incubacdo foi
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analisado usando Excel (2016). O percentual de clivagem, ovos nédo fertilizados, clivagem
inicial, blastula, gastrula, segmentacdo e eclosdo (com porcentagens de larvas normais e
anormais) foram verificadas normalidade pelo teste de Lilliefors e depois analisados pela
andlise de variancia (ANOVA) e multiplo de Tukey teste de intervalo, com nivel de
significancia de P < 0,05.

Resultados

As analises descritivas do desenvolvimento inicial de P. rhomboidalis realizadas neste
estudo seguem eventos cronoldgicos: inicia-se com a extrusdo e fertilizagdo dos gametas,
seguidos da hidratacdo dos ovos e a formacgédo do espaco perivitelino (Fig. 1), posteriormente
ocorre a divisdo de dois polos na célula, o animal onde ocorram divisdes meroblasticos
parciais, enquanto o vitelo esta concentrado no polo vegetal. O desenvolvimento embrionario
foi dividido nos estdgios de zigoto, clivagem inicial, blastula, gastrula, segmentagdo e
eclosdo. Cada periodo foi subdividido em varias fases, nomeados com base em caracteristicas
morfolégicas.

Figura 1: Od6cito de Prosomyleus rhomboidalis ndo hidratado observado a fresco em estereomicroscépio (A);
Vista do ovo recém fertilizado com énfase para o espaco perivitelino formado, representado pela seta, apés a
hidratacdo tornando visivel a estrutura que confere protecdo mecénica e quimica ao embrido, denominada cérion

(*) (B).

Os ovos apresentam coloracdo amarelada de formato esférico, sendo ndo adesivos,
com espaco perivitelino pequeno e translucido, sendo maior densidade que a &gua e
permanecendo no fundo da incubadora, caracteristica de ovos demersais.
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Analise macroscopica e morfométricas dos oocitos

Os odcitos ndo hidratados da espécie tinham média de 2,15 mm com aumento para
2,51 mm de diametro apos a hidratacdo, como apresentado na Tabela 1, resultando em um
aumento de 0,36 mm correspondente ao espaco perivitelino (Fig. 1B).

Tabela 1: Caracteristicas morfométricas de odcitos de Prosomyleu rhomboidalis, antes e depois da hidratacao.

Odcitos Nao-hidratados Pos-hidratacéo Fig.
Média (mm) 2,15 2,51 1A
+ EP +0,02 +0,02 1B

Desenvolvimento embrionéario de P. rhomboidalis

Durante o periodo embrionario, acompanhou-se o percentual dos ndo fertilizados e os
que foram morrendo ao longo de cada estdgio de desenvolvimento, esses dados sdo
apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Percentuais de sobrevivéncia durante os estadgios do desenvolvimento embrionério de Prosomyleus
rhomboidalis incubados a temperatura de 27,5°C.

Total . i Eclosio
27,5°C  de = 't\.lﬁo q CZ A ?4 Blastula Géstrula Segmentacdo - -

ovos ' cralizados  Lelulas Normais Anormais
Média 439 1,83% 98,17% 98,17% 97,71% 96,79% 96,35% 3,65%
+ EP +053% +0,53% *=4,90% =+ 3,75% + 9,36% +1,96% +1,96%

No geral, os embribes incubados a 27,5°C apresentaram percentuais de
sobrevivéncia satisfatérios, durante o desenvolvimento até a eclosdo, embora observou-se
maiores taxas de mortalidade na fase de gastrula.

Embriogénese

O desenvolvimento embrionario durou 69 horas (h) e 39 minutos (min) desde a
fertilizacdo até a eclosdo. O estagio de zigoto foi caracterizado desde a fertilizacdo do ovo até
que ocorresse a primeira clivagem. Em seguida o estagio de clivagem apresentando as fases
de 2 a 64 células, logo apds, o estagio de blastula que acontece de 128 a mais de 1000 células.
Posteriormente o estagio de gastrula, marcado pela involucao até a completa invaginacdo do
vitelo na fase de 100% de epibolia. No estagio de segmentacdo, foi possivel observar o
surgimento e crescimento de diversos 6rgdos e sistemas rudimentares do embrido até a sua
completa formacgdo, apds isso, ocorreu a eclosdo, o ultimo estadgio de desenvolvimento
embrionario, finalizado com o rompimento do corion, membrana que protege o embrido
durante esse periodo, as principais caracteristicas observadas no desenvolvimento
embrionario estdo apresentadas na Figura 6. A temperatura de incubacdo foi mantida
constante durante todo o periodo embrionario, conforme mostrado na Tabela 3.
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Tabela 3: Intervalos pés-fertilizacdo do desenvolvimento embrionério de Prosomyleus rhomboidalis, incubados

sob a temperatura de 27,5°C.

Temperatura de incubagéo

Estagio Fases 275°C Fig
. Invaginagéo do polo animal 36 min 1B
Zlgoto Blastodisco 55 min 2A
2 Células 1 h 20 min 2B
4 Células 1 h 40 min 2C
Clivagem 8 Células 2h02 m!n 2D
16 Células 2 h 22 min 2E
32 Células 2 h 35 min 2F
64 Células 3h 12 min 2G
128 Células 3 h 34 min 2H
256 Células 3 h 50 min 21
512 Células 4 h 22 min 2]
Blastula 1000 Células 5 h 50 min 2K
Alongamento 6 h 20 min 2L
Esférico 7 h 37 min 2M
Cupula 8 h 57 min 2N
25% Epibolia 10 h 30 min 20
50% Epibolia 16 h 49 min 2P
Gastrula 75% Epibolia 17 h 57 min 2Q
90% Epibolia 19 h 33 min 2R
100% Epibolia 20 h 51 min 2S
Estagio de Néurula 19 h 54 min 2T
3 a5 Somitos 20 h 21 min 3A
Vesicula Optica 26 h 33 min 3D
Segmentacio \{esicula Otica 27h 04 m!n 3G
Vesicula de Kupffer 28 h 04 min 3F
Desaparecimento da Vesicula de Kupffer 31 h 10 min 3l
Embrido Cauda Livre 40 h 41 min 3]
Batimento Cardiaco 49 h 45 min 3K
Eclosao Rompimento do Cérion 69 h 39 min 4A

Estagio de zigoto

Apos a fertilizacdo e hidratagdo, determinada como Hora zero Pés-Fertilizagdo (HPF),
0 cdrion comega a expandir, induzindo o crescimento do espaco perivitelino. O ovo recém
fertilizado esta no periodo do zigoto. Nesse estagio, o citoplasma migra em direcdo ao p6lo
animal da célula, essa segregacdo rica em granulos de vitelo da inicio a formacdo do
blastodisco que recobre o p6lo animal (Fig. 1B) até que ocorra a primeira clivagem. O zigoto
tem cerca de 2,51 mm de didmetro total (Tabela 1), apds 55 minutos, é possivel observar a
formacéo do blastodisco (Tabela 3) (Fig. 2A).
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Figura 2: Desenvolvimento inicial de Prosomyleus rhomboidalis, durante os estagios de clivagem, blastula,
gastrula e segmentacéo inicial. A, zigoto; B, fase de duas células; C, fase de quatro células; D, fase de oito
células; E, fase de 16 células; F, fase de 32 células; G, fase de 64 células; H, estagio de blastula inicial, com 128
blastémeros; I, fase de 256 blastdmeros; J, fase de 512 blastémeros, K, fase com mais de 1000 blastdmeros; L,
fase de alongamento; M, fase esférica; N, fase de clpula; O, estagio de gastrula, fase de 25% de epibolia; P,
fase com 50% de epibolia e apresenta os anéis germinativos indicados pelas setas; Q, fase com 75% de epibolia;
R, fase com 90% de epibolia, embrido com escudo inicial; S, fase com 100% de epibolia, o asterisco indica a
formac&o do tubo neural; T, embrido em segmentacdo inicial.

Estagio de clivagem (2 a 64 células)

Apos a primeira clivagem, as células, ou blastdmeros, dividiu-se em intervalos de
aproximadamente 20 minutos (Tabela 3). As divisfes citoplasmaticas sdo meroblasticas e
parciais, caracteristicas observadas em outras espécies de peixes teledsteos, apresentando
divisdes celulares exclusivamente no polo animal. O estagio de clivagem compreende seis
fases (Fig. 2 B; G), em cada uma delas foi possivel visualizar quantos blastdmeros estavam
presentes por meio de sua disposi¢do. Durante este estagio os blastdbmeros dividiram-se
simultaneamente quase que de forma sincronizada, a0 mesmo tempo que correu a diminuigdo
no diametro de cada blastémero, finalizado apés 3 horas e 12 minutos pds-fertilizacdo
(Tabela 3).

Fase de 2 células

29



Nessa fase ocorreu a primeira divisdo mitdtica no plano vertical, com
aproximadamente 1 hora e 20 minutos pos-fertilizacdo, dando origem a dois blastbmeros de
tamanhos similares (Fig. 2B).

Fase de 4 células

Na fase de quatro blastémeros, segunda clivagem, os dois blastbmeros se dividem
transversalmente formando angulos retos com o plano da primeira clivagem, ap6s 20 minutos
da divisdo anterior. Neste momento, é possivel observar quatro blastbmeros em uma matriz 2
X 2 sobre o vitelo (Fig. 2C).

Fase de 8 células

A terceira clivagem, caracterizou a fase de oito células, formado verticalmente ao
segundo sulco de clivagem nos quatro blastdmeros (Fig. 2D). O blastodisco neste estagio
consistiu em oito blastdmeros alocados em uma matriz de 2 x 4.

Fase de 16 células

A quarta divisdo celular da origem a dezesseis blastdbmeros, apds 02 horas e 22
minutos HPF, dispostos em um padréo de matriz 4x4.

Fase de 32 células

O quinto ciclo de clivagens produz trinta e duas células, que ocorrem ao longo de
quatro planos paralelos, em uma vista lateral, geralmente apresentando monocamada irregular
de blastdmeros no plano horizontal entre a margem e o polo animal (Fig. 2F), as células estdo
presentes em um arranjo de 4 x 8.

Fase de 64 células

O estagio de clivagem finaliza com a sexta divisdo, dando origem a duas camadas de
células sobrepostas, totalizando sessenta e quatro blastémeros, ap6s 3 horas e 12 minutos
HPF, como descrito na Tabela 3. Em uma visdo frontal dessa fase, vé-se duas camadas de
células (Fig. 2G), o arranjo de blastdmeros pode parecer semelhante ao estagio de 32 células,
embora as células sejam menores. Durante as fases do estagio de clivagem, observou-se um
aumento gradual no numero de blastdmeros, devido as divisdes, e, portanto, uma diminuicao
gradual no tamanho da célula, provocando a formag&o de espacos irregulares.

Estagio de blastula (128 a 1024 células)

No periodo da blastula as divisGes continuam, este estagio € caracterizado por
ocorrerem processos importantes como a transicdo na sincronia da divisdo dos blastémeros,
formacdo da camada sincicial do vitelo (CSV), seguido do inicio da epibolia.

A blastula foi definida como inicial e final de acordo com as caracteristicas
apresentadas em cada fases, segundo a metodologia descrita por Fujimoto et al. (2006) e
Pereira-Santos et al. (2016), compreendendo as fases de 128, 256, 512 e 1024 blastdmeros,
incluindo as fases de alongamento, esférica e de cUpula. Durante este estagio, o padrdo de
divisdo e as caracteristicas morfologicas do embrido estdo descritos nas fases a seguir.
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Fase de 128 blastdmeros

A sétima clivagem da origem a fase de 128 blastémeros apds 3 horas e 34 minutos
pos-fertilizacdo, no qual o blastodisco tende a assumir um formato mais alto comparado as
clivagens anteriores, a medida que vao se formando camadas celulares com a constante
divisdo dos blastémeros (Fig. 2H).

Fase de 256 e 512 blastdbmeros

Nessas fases o diametro dos blastbmeros torna-se visivelmente menor comparado a
fase anterior de 128 blastdmeros, o blastodisco apresenta um formato ainda mais elevado e
liso, devido a sobreposicdo de camadas celulares e diminuicdo dos espacos entre elas (Figs.
21, J).

Fase de 1024 blastdbmeros

A décima clivagem produziu mais de 1000 blastémeros, sendo essa fase caracterizada
pela assincronia das clivagens no blastodisco. Por volta dessa fase, forma-se a camada
sincicial externa do vitelo (CSV). A CSV é formada pela proliferacdo celular da camada
marginal, presente entre o vitelo e os demais blastdmeros e borda do blastodisco, aumentando
0 contato com o vitelo durante o periodo de epibolia (Fig. 2K).

Fase de alongamento
Nessa fase os embrides adquirem um formato elipsoidal (Fig. 2L).
Fase esférica

A protuberancia visivel da fase anterior (formato elipsoidal) adquire uma forma mais
plana conferindo ao embrido um formato arredondado como ilustrado na Fig. 2M.

Fase de cupula

Nessa fase comecou a epibolia, apds 8 horas e 57 minutos pds-fertilizacdo como
mostrado na Tabela 3, dando inicio ao estdgio de gastrula. As células da blastoderme
assumiram formato de clpula devido a involucdo da camada sincicial que recobre do vitelo
em dire¢do ao pdlo animal (Fig. 2N). Os embriGes desenvolveram até 25% do estagio de
epibolia, o que significa que o blastoderma cobriu cerca de 25% da célula, um quarto do
vitelo (Fig. 20), caracterizando o final dessa fase.

Estagio de gastrula (epibolia)

As fases desse estagio, nomeado movimento de epibolia, caracteriza a cupula da
célula vitelina pela extensdo do blastoderma, definida pelo percentual como fracdo ao longo
do eixo polar da célula animal-vegetal, em que o vitelo é coberto.

Nesse estidgio ocorrem 0s movimentos morfogenéticos descritos como involucao,
convergéncia e extensdo, que dardo inicio ao anel germinativo e eixo embrionario cabeca-
cauda, com o aumento do movimento de epibolia. Definimos o periodo da géastrula como
finalizado quando a epibolia estd 100% completa com o fechamento do blastoporo e a
diferenciacdo das células cefalica e caudal do embrido.
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Estagio de 50% de epibolia e surgimento do anel germinativo

Apos atingir 50% do movimento de epibolia, como mostrado na Fig. 2P, apds 16
horas e 49 minutos pos-fertilizacdo, com os movimentos de involugdo é possivel observar o
inicio da formacdo do anel germinativo, é possivel observar diferentes camadas, sendo elas
compostas por uma camada superficial, o epiblasto, e uma interna, o hipoblasto.

Fase de 75% de epibolia e escudo embrionéario

Trés quartos do vitelo foram cobertos pelo movimento de epibolia pela blastoderme

(Fig. 2Q).
Fase de 90% de epibolia e escudo embrionéario

O movimento da blastoderme avancou e cobriu aproximadamente 90% do vitelo,
nessa fase fica visivel o eixo embrionario cabeca-cauda (Fig. 2R), atingindo essa fase 19
horas e 33 minutos pos-fertilizacéo.

Fase de 100% de epibolia

A blastoderme cobriu completamente o vitelo com o fechamento do blastoporo por
meio do movimento de epibolia (100% epibolia), e assim pode-se observar a formacdo do
tubo neural (Figs. 2S, T).

Estagio de segmentacéo

No estagio de segmentacdo ocorreram importantes eventos como a neurulacdo e a
somitogénese classificada em inicial e tardia, junto a isso, o desenvolvimento dos 6rgaos
primarios, inicio do desenvolvimento das vesiculas Optica e Otica, aumento no nimero de
somitos e alongamento do embrido, com o desenvolvimento da cauda, apds isso ocorreram 0s
primeiros movimentos do corpo do embrido. Além disso, a medida que a cauda desenvolve
com o0 aumento do numero de somitos, consequentemente houve crescimento no
comprimento total do corpo do embrido.

A somitogénese, surgimento e aumento progressivo do numero de somitos, ocorreu
até um pouco antes do final desse estagio, quando inicia-se a eclosdo. Os primeiros somitos
foram observados ap6s 20 horas depois da fertilizacdo (Tabela 3). A medida que o embrido se
desenvolveu e 0 nimero de somitos aumentou, 0s Orgdos visuais e auditivos do embrido
tornam-se visiveis, constituindo caracteristicas morfoldgicas Uteis para identificar os estagios
de desenvolvimento.

Os somitos consistem em blocos de células mesodérmicas que ao se desenvolver sao
separados por um miosepto constituido por tecido conjuntivo, também conhecidos como
segmentos musculares ou miémeros. A medida que os musculos pioneiros se alongam, 0s
somitos assumem uma forma de Chevron (V). Portanto, definimos os estagios de
desenvolvimento com base nas caracteristicas morfoldgicas acima mencionadas e no nimero
de somitos.
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Figura 3: Embrides de Prosomyleus rhomboidalis, durante os estagios de segmentacdo, incubados a 27,5°C. A,
fase de neurulagdo inicial (a seta indica a regido de formacéo dos primeiros somitos); B, fase de 5 somitos; C,
fase de 10 somitos; D, fase de 14 somitos (a seta indica a formacéo da vesicula Optica); E, fase de 18 somitos, (0
sterisco indica a mudanga morfoldgica no formato dos somitos); F, fase de 20 somitos (o asterisco indica a
formacéo da vesicula de Kupffer); G, fase de 24 somitos, (a seta indica o surgimento da vesicula 6tica); H, a
cauda comeca a se desprender do vitelo; I, fase de 27 somitos, a vesicula de Kupffer é vista pela dltima vez; J,
fase de 28 somitos, regides anterior e caudal é evidente, mas a cauda ainda esta presa (o asterisco indica a
localizagdo que a cauda apresenta presa ao vitelo); K, ainda no estagio de 28 somitos, é possivel observar o
coracdo (localizagdo indicada pela seta); L, fase de mais de 30 somitos, embrido no periodo de segmentacéo
tardia, com o aumento do nimero de somitos; M, ainda na fase de mais de 30 somitos, é possivel observar a
diminuicdo do espaco perivitelino; N, embrido totalmente formado, cauda completamente desprendida, com
intensa movimentagdo dentro do cdrion e contendo ampla reserva de vitelo.

Fase de néurula

Na fase de neurulacdo o tubo neural pdde ser visto quando os embrides foram
analisados dorsalmente, caracterizando esta fase, com o surgimento dos primeiros somitos
(de um a trés somitos) (Figs. 2S, 3A), visualizados as 19 horas e 54 minutos pés-fertilizagéo,
iniciando a somitogenese.

Fase de 5 somitos

Nessa fase inicial era visivel um par de vesiculas épticas rudimentares na regido do
encéfalo (Fig. 3B).

Fase de 14 a 18 somitos

A vesicula dptica torna-se evidente (Fig. 3D), os somitos agora se formam a uma taxa
de cerca de dois por hora, e 0s pioneiros apresentam aparéncia em forma de V que indica a
futura divisdo dos miémeros em feixes musculares dorsal (epaxial) e ventral (hipaxial) (Fig.
3E). Nestas fases todos os embrides apresentavam a cauda ligada ao vitelo.
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Fase de 20 a 30 somitos

Ao inicio dessa fase, foi possivel identificar a vesicula de Kupffer uma estrutura
proeminente no final da nadadeira caudal (Fig. 3F), a vesicula 6tica torna-se visivel quando o
embrido apresenta 24 somitos (Fig. 3G), em seguida a cauda comeca a se desprender do
corpo do embrido (Fig. 3H), Aos 27 somitos, a vesicula de Kupffer desapareceu (Fig. 3I),
fase de 28 somitos, a soltura da caudal € evidente (Fig. 3J), foi possivel observar o
surgimento do coracdo quando o embrido apresentou a fase de 28 somitos (Fig. 3K), na
cavidade ventral entre a regido entre as vesiculas Optica e Gtica, com leves batimentos
cardiacos.

Fase de mais de 30 somitos

Esta fase, conhecida como segmentacdo tardia, € o periodo em que ha um aumento no
numero final de somitos (Fig. 3L), aumentando o tamanho do embrido e diminuindo o espaco
perivitelino (Fig. 3M), no final dessa fase, 0 embrido apresenta cauda completamente
desprendida com intensa movimentagdo dentro do cérion e contendo ampla reserva de vitelo
(Fig. 3N), as contracfes tornam-se mais fortes, mais coordenadas e mais frequentes até o
rompimento do cérion.

Eclosdo

Os embrides apresentaram periodo médio de incubacéo de 69 horas e 39 minutos pds-
fertilizacdo, até o rompimento do corion. As larvas recém-eclodidas normais eram
transparentes e apresentavam entre 35 e 39 midémeros, com medidas de comprimento das
larvas e do saco vitelino logo apds a eclosdo apresentadas na Tabela 4. Apresentavam uma
postura distendida, boca e anus fechados sendo o anus posicionado ne regido mediana do
corpo (Figs, 4A,5A), olhos ndo pigmentados, vesicula dptica (Fig. 4B(8)) vesicula dtica bem
delimitada sem pigmentacdo exibindo dois otolitos (Fig. 4B(9)), nadadeira embrionaria
cobrindo toda a regido caudal (Fig. 4A(4)). A cabeca estava posicionada ventralmente e
aderida a porcdo anterior do saco vitelino, que apresentava um formato circular (Figs. 4A(2)).
Além disso, as larvas recém eclodidas permaneciam no fundo da incubadora, com pouca
movimentagdo na vertical, provavelmente devido ao tamanho do vitelo e auséncia de
nadadeiras.

Tabela 4: Comprimento total (mm) das larvas de Prosomyleus rhomboidalis (CT); comprimento do vitelo (CV)
e altura do vitelo (AV) em mm.

27,5°C CT cv AV Fig
Média (mm) 5,98 2,25 1,91 4A
+ EP 0,19 0,04 0,05
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Figura 4: Larva normal de Prosomyleus rhomboidalis apds a eclosdo. A, Larvas com sistema nervoso central
(notocorda indicada pelo asterisco), cavidade pericardica com coragdo em desenvolvimento (1) indicada pela
seta, saco vitelino circular (2), presenca de miémeros (3), membrana embrionaria em toda regido caudal (4); B,
presenca do sistema nervoso central prosencéfalo (5), mesencéfalo (6) e rombencéfalo (7), vesicula dptica
completamente despigmentada (8), vesicula 6tica, com presenca de dois otolitos (9).

As taxas de larvas normais e anormais séo apresentadas na Tabela 2.

Figura 5: Larvas recém-eclodidas de Prosomyleus rhomboidalis, demonstrando padrées morfoldgicos para
larvas normais e anormais. A, Larva normal com 38 somitos (0 asterisco indica a formacéo e posi¢do do anus);
B, Larva contendo anormalidade na regido caudal (a seta indica a regido do final da notocorda danificada); C,
Larva eclodida com anormalidades na regido caudal. O vitelo apresenta um padrdo normal, mas a regido da
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cauda apresenta-se curvada para cima. D, Larva do mesmo lote com anormalidade na regido da cauda curvada
para baixo; E, Larva apresenta diversas anormalidades, na regido cefalica (indicada pela seta), apresentando mal
formacdo e cauda completamente curvada (regido indicada pelo asterisco); F, Larva apresenta diversas
anormalidades morfolégicas na regido caudal e regido do vitelo (indicada pelas setas).

Foram observadas algumas deformidades como malformacdo da cauda, curta ou
flexionada para cima ou para baixo (Fig. 5 B; F); cavidade pericardica aumentada (edema);
extravasamento de vitelo (Fig. 5 F); cabega deformada; microcefalia (regides cefélicas
reduzidas ou ausentes) (Fig. 5 E, F). As larvas com deformidades na cabeca, como
microcefalia, morreram horas ap0s a ecloséo.

Caracteristicas do estagio de desenvolvimento embrionario

Zigoto ' Clivagem Blastula Gistrula Segmentacio Eclosio

Divisdao dos polos animal e vegetal
Formacao do blastodisco
blastoderma
Formagao do anel germinativo
Presenc¢a do eixo embrionario cabeca-cauda
Formacgao do tubo neural
Vesicula doptica e otica
Vesicula de Kupffer
Inicio de movimentos fracos até a completo
desprendimento da cauda
Batimentos cardiacos
Rompimento do coérin

Divisao meroblasticas de 2 até 64 células
Fases de alongamento, esférica e inicio de ciapula

Divisao celulares de 128 até 1024 blastomeros

Do inicio até a completa cobertura do vitelo pelo
Aumento progressivo no nimero de somitos
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Figura 6: Resumo das principais caracteristicas observadas durante o desenvolvimento embrionario de
Prosomyleus rhomboidalis.

Discussao

As caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos ovos provenientes de
Prosomyleus rhomboidalis, de apresentam caracteristicas semelhantes a maioria dos peixes
de agua doce, sdo demersais, isto €, possuem gravidade especifica maior do que a da agua
(Reynalte- Tataje & Zaniboni- Filho, 2008), coloragcdo amarela, esféricos, ndo adesivos,
medindo 2,15 mm de didmetro e apés a hidratacdo apresentou espaco perivitelino reduzido,
baixa fecundidade e com longa duracdo da embriogénese atributos que de acordo com
Nakatani et al. (2001) e Rizzo & Bazzoli, (2020), significa que essa espécie difere das
demais espécies da familia, indicando que esta pode apresentar algum tipo de cuidado com a
prole. A espécie em questdo possui odcitos de didmetro superior ao descritos por alguns
individuos da ordem Characiformes, variando de 1,03 a 1,46 mm de diametro (Isau et al.,
2013; Nakaghi et al., 2014; Weber et al., 2013), e de algumas espécies da mesma familia
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como o C. macropomun e P. mesopotamicus com diametro de 1 mm (Leite et al., 2013;
Romagosa et al., 1990).

O conhecimento dos estagios iniciais de desenvolvimento observados em P.
rhomboidalis sdo semelhantes as da maioria dos teledsteos de agua doce, em termos de
eventos pos-fertilizacdo, no entanto, com um periodo embrionario mais longo comparado a
outras espécies (Coelho et al., 2021b; Santos et al., 2016; Fujimoto et al., 2006; Isal et al.,
2013; Kimmel et al., 1995; Maria et al., 2017).

Leite et al. (2013) observaram o desenvolvimento embrionério de C. macropomun
quando incubados a 27,5°C, mesma temperatura do presente trabalho, no entanto, a eclosao
ocorreu em um periodo de 13 horas pds-fertilizacdo. Isso pode estar relacionado a estratégia
reprodutiva da espécie e temperatura de incubacdo durante a embriogénese. Coelho et al.
(2021), trabalhando com P. mesopotamicus, que pertence a mesma familia, afirmaram que a
duracdo da embriogénese é temperatura-dependente, sendo mais longa em temperaturas mais
baixas e mais curta em temperaturas mais elevadas, influenciando no tempo de
desenvolvimento do embrido, nas porcentagens de sobrevivéncia e de larvas com
malformacdes (Arashiro et al., 2018; Coelho et al., 2019; Silva et al., 2017; Santos et al.,
2016).

A eclosdo em P. rhomboidalis foi superior a 96% na temperatura de 27,5 °C, e 0
percentual de larvas anormais (deformadas) foi de 3,65%, considerados bons resultados
quando comparados com os relatados por Pereira-Santos et al. (2016) em Astyanax
altiparanae incubados a temperatura de 26 °C e Coelho et al. (2021) com P. mesopotamicus
nas mesmas temperaturas. Esses resultados sdo considerados satisfatérios, uma vez que se
refere a reproducdo de matrizes selvagens sem registros cientificos da sua reproducdo em
cativeiro.

A temperatura de incubacdo é considerada um dos principais fatores que afetam
diretamente no desenvolvimento embrionario (Silva et al., 2017). A maioria das espécies de
peixes neotropicais desovam durante a estacdo chuvosa, periodo em que a temperatura da
agua geralmente atinge um limite ideal para o desenvolvimento inicial das espécies. Portanto,
isso pode explicar o comportamento de desova de peixes migratorios em que a chuva é o
principal gatilho para induzir a desova na estacdo reprodutiva, visto que, temperaturas mais
quentes aumentam a velocidade de desenvolvimento e a possibilidade de ma formacéao
embrionaria, até a inviabilidade dos individuos (Arashiro et al., 2018; Coelho et al., 2021b;
Ojanguren et al., 1999; Galdino et al., 2010).

Os principais eventos morfoldgicos registrados foram semelhante aos descritos por
(Kimmel et al. 1995), diferenciando-se apenas na cronologia dos eventos, 0 tempo
decorrente que varia de acordo com a espécie, tamanho do ovo e com a temperatura da
agua de incubacéo, assim como foi possivel observar com individuos da mesma familia, P.
mesopotamicus 20 horas (Coelho et al., 2021), C. macropomum, 13 horas (Leite et al.,
2013), e seu hibrido (Botero et al., 2004) com eclosdo 12 horas apds a fertilizacdo, em
temperatura semelhante ao do presente estudo.

O periodo de clivagem é caracterizado por sucessivas divisdes celulares meroblasticas
semelhante ao observado na maioria dos teledsteos, sendo a primeira clivagem originalmente
no centro do blastodisco até a fase de 64 células, como caracterizado por Sividanes et al.
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(2013) estudando o desenvolvimento de Leporinus copelandii observou a primeira divisao
aos 25 minutos pos- fertilizacdo, Nakauth et al. (2016) com Bricon amazonicus apés 20
minutos, Ganeco-Kirschnik et al. (2018) com B. orbignyanus ap6s 20 minutos e Santos et al.
(2020) com Astyanax lacustres 1 hora apo6s fertilizacdo. Segundo Faustino et al. (2011), o
namero de blastbmeros aumentou a medida que o diametro dos mesmos foram reduzido
durante esse periodo, caracteristica observada em nosso trabalho com P. rhomboidalis.

No estagio de blastula, de acordo com Kimmel et al. (1995), d& inicio a formacgéo da
camada sincicial do vitelo (CSV) uma estrutura extraembrionaria com atributos de um o6rgao
que ndo contribuird para a formacdo do embrido. Faustino et al. (2011) afirma que a CSV
desempenha um papel importante uma vez que, antes de se alimentar de fontes exdgenas, o
embrido se alimenta do vitelo que é constantemente reabsorvida via camada sincicial. O
aparecimento da CSV também foi relatado no estdgio de blastula por outros autores, como
(Silva et al., 2017; Fujimoto et al., 2006; Coelho et al., 2019).

As células movem-se de forma convergente para formar o eixo embrionario, assim
como observado por Botta et al. (2010) em Prochilodus lineatus, também notou-se neste
estudo. Segundo Leite et al. (2013), durante o estagio de gastrula, movimento caracteristico
conhecido como epibolia ocorreram no sentido do polo animal ao polo vegetativo. Os
mesmos eventos deste estagio também foram observados de forma semelhante por Nakauth et
al. (2016) para B. amazonicus, finalizando a gastrulacdo quando a blastoderme recobre
completamente o vitelo, caracterizando a fase de 100% de epibolia.

Em P. rhomboidalis, posteriormente ao fechamento do bléstoporo, foi observada a
regido da placa neural do sistema nervoso do embrido, assim como observado por Ganeco-
Kirschnik et al. (2018) e Kimmel et al. (1995), dar-se inicio ao periodo de segmenta¢do, uma
série de acontecimentos ocorrem, como encontrados por Nakauth et al. (2016) com o
surgimento de somitos em ambos os lados da notocorda, O surgimento das capsulas oculares
e auditivas (Coelho et al., 2021b), vesicula de kupffer (Faustino et al., 2007), sendo
identificado por Ninhaus-Silveira et al. (2006) apds o surgimento do 13 somitos e
desaparecendo apos a fase de 24 somitos, enquanto que no presente trabalho foi observado
com 20 somitos e desapareceu ap0Os 27 somitos. Essner et al. (2005) afirmam que esse 6rgao
transitorio € necessario durante a somitogénese para a padronizacdo da relacdo esquerda
direita no cérebro, coracdo e intestino dos individuos.

Com o desenvolvimento do embrido e 0 aumento progressivo no nimero de somitos,
assim como encontrado por Faustino et al. (2011) em B. gouldingi, Kimmel et al. (1995) em
D. rerio e Silva et al. (2017) com B. amazonicus a regido cefalica foi expandida, dando
origem ao cérebro anterior (prosencéfalo), cérebro médio (mesencéfalo) e cérebro posterior
(rombencéfalo), torna-se visiveis 0s 6rgaos primarios como coracdo (Faustino et al. 2011), a
cauda aumenta de tamanho, intensificando os movimentos corporais até o rompimento do
carion, conforme ocorreu com o P. rhomboidalis.

Em geral, o periodo embrionério varia de acordo com a estratégia da espécie, tamanho
do ovo e temperatura de incubacdo, sendo que, as especies migradoras geralmente
apresentam embriogénese mais rapida do que em peixes ndo migratorios, como por exemplo
P. mesopotamicus (20 h a 26 °C) e C. macropomum (12 horas a 28 °C), (Galo et al., 2015;
Coelho et al., 2021b), enquanto que para P. rhomboidalis foi de 69 horas a 27,5 °C. O
periodo de incubagdo variou para outros tele6steos como observado por Paschoalini et al.
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(2021) trabalhando com Salminus franciscanus com 20 horas a 24°C e Araujo et al. (2020)
com S hilarii 21 horas e 17 min a 26°C, Sividanes et al. (2013) com Leporinus copelandii
durou 22 horas e 50 minutos a 27,7 °C, Faustino et al. (2011) analisando B. gouldingi com
13,9 horas a 26,4°C, enquanto B. orbignyanus durou 13 horas a 27°C, Nakauth et al. (2016).

Apos a eclosdo, as larvas de P. rhomboidalis apresentavam um grande saco vitelino,
olhos desenvolvidos, mas sem pigmentacdo, e a boca na posi¢cdo subterminal e ndo funcional,
as branquias eram ausentes, atributos semelhante aos encontrados por Santos et al. (2020) ao
trabalhar com A. lacustris, Nakauth et al. (2016) com B. amazonicus e Faustino et al. (2011)
com B. gouldingi. Segundo Nakatani et al. (2001), as larvas recém-eclodidas que possuem
essas caracteristicas sao consideradas altriciais, ou seja, sdo pouco desenvolvidas na eclosao.
Além disso, observou-se que as larvas recém-eclodidas permaneceram no fundo das
incubadoras, com pouca natacdo vertical. Essa estratégia é considerada uma importante
vantagem, pois as especies de peixes com este perfil tém mais reserva alimentar
consequentemente mais tempo para completar seu desenvolvimento e encontrar alimento
disponivel.

Concluséo

Prosomyleus rhomboidalis possui ovos de diametro maior que de outros peixes da
mesma familia, com curto espaco perivitelino, de coloracdo amarelo e com densidade maior
que a agua. O percentual de fertilizagdo e eclosdo em temperatura de incubacdo de 27,5 °C,
foi acima de 96% de larvas normais, considerado satisfatorio. Além disso, foi possivel
acompanhar e descrever os principais eventos morfoldgicos e suas fases, concluindo que a
espécie possui desenvolvimento embrionario longo, caracteristica distinta comparado a outros
Characiformes.

As investigacOes levantadas no presente estudo sdo descritas pela primeira vez, sendo
importante conhecimento para novas pesquisas principalmente nas areas de genética e
biotecnologia, além de ser uma ferramenta para estudos taxondmicos, ecoldgicos e
conservacionistas desta espécie. A descricdo detalhada de cada estagio do desenvolvimento,
servirdo como suporte para novos estudos, desde testes com diferentes temperaturas ao
desenvolvimento de técnicas de producdo de quimeras germinativas em P. rhomboidalis,
além disso, nossos dados podem ser aplicaveis em outros teledsteos, especialmente em
espécies neotropicais da mesma familia.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi descrever o desenvolvimento larval e juvenil de Prosomyleus
rhomboidalis (Cuvier, 1818), uma especie de pacu do rio Xingu, com grande importancia
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ecoldgica, cultural e socioeconémica sendo fonte de alimento e renda para diversas familias
ribeirinhas. Um total de 135 larvas e 23 juvenis proveniente de reproducéo artificial, foram
analisados quanto as variaveis morfoldgicas, morfométricas e meristicas, além do coeficiente
de crescimento. O comprimento padrdo (CP) dos individuos variou de 5,03 a 57,02 mm com
a maioria das medidas apresentando aumento proporcional ao longo do desenvolvimento.
Inicialmente as larvas possuem olhos e o corpo alongado despigmentados, boca fechada,
membrana embrionéria e trato digestivo indiferenciado. Durante a ontogenia inicial, 0s
espécimes tém variacdo corporal de muito longo & muito alto, cabeca variando de pequena a
grande e os olhos de moderado a grande. Nos estagios finais do desenvolvimento larval, o
corpo assume o formato romboidal, apresentando um padrdo de pigmentacdo com
agrupamento de pigmentos formando manchas que se espalham e se intensificam pelo corpo.
O numero total de miébmeros varia de 35 a 39 segmentos (19-22 pré; 15-17 pos-anal). Os
juvenis a partir de 38,15 mm de CP apresentam caracteristicas morfologicas semelhantes aos
adultos com o corpo completamente coberto por escamas e nadadeiras formadas e
segmentadas: caudal (moda = iii, 9) dorsal (moda = ii+22), anal (moda = ii+30), pélvico
(moda = 8) e peitoral (moda = i, 14). As andlises de crescimento indicaram que maiores
mudancas ocorrem no limiar de pds-flexdo para o periodo juvenil, indicando alteracdes
morfoldgicas no formato do corpo. Estes resultados contribuem para a correta identificacao
dos espécimes em ambiente natural diferenciando de seus congéneres, além de possibilitar
que os estudos de ictioplancton realizados na bacia do rio Xingu, determinem periodos e
areas criticas a conservacao da espécie, acdes fundamentais para manutencdo dos recursos
pesqueiros.

Palavras-chave: Descricdo morfoldgica; Pacu-de-seringa; Myleinae; Criacdo em cativeiro;
Crescimento isométrico.

ABSTRACT

The aim of this study was to describe the larval and juvenile development of Prosomyleus
rhomboidalis (Cuvier, 1818), a species of pacu from the Xingu River with great ecological,
cultural and socioeconomic importance, being a source of food and income for several
riverside families. A total of 135 larvae and 23 juveniles from artificial reproduction, were
analyzed for morphological, morphometric and meristic variables, in addition to the
allometric growth coefficient in relation to the head, trunk and tail during the larval and early
juvenile period. The standard length (SL) of the individuals ranged from 5.03 to 57.02 mm,
with most measures showing a proportional increase throughout development. Initially,
newly hatched larvae have depigmented eyes and elongated body, closed mouth, finfold and
undifferentiated digestive tract. During early ontogeny, specimens have body variations from
very long to very tall, heads ranging from small to large and eyes ranging from moderate to
large. In the final stages of larval development, the body assumes a rhomboidal shape,
presenting a pigmentation pattern with groups of pigments forming spots that spread and
intensify across the body. The total number of myomeres ranges from 35 to 39 (19-22 pre;
15-17 post-anal). Juveniles from 38.15 mm of SL present morphological characteristics
similar to adults, with the body completely covered by scales and formed and segmented fins:
caudal (mode = iii, 9), dorsal (mode = ii+22), anal (mode = ii+30), pelvic (mode = 8) and
pectoral (mode = I, 14). Growth analyzes indicated that greater changes occur in the post-
flexion threshold for the juvenile period, indicating morphological changes in body shape.
These results contribute to the correct identification of specimens in the natural environment,
differentiating them from their congeners, in addition to allowing ichthyoplankton studies
carried out in the Xingu River basin to determine critical periods and areas for the
conservation of the species, fundamental actions for the maintenance of fishing resources.
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INTRODUCAO

A regido amazbnica possui uma grande diversidade ictiofaunistica, abrangendo
2.716 espécies validas (Dagosta & Pinna, 2019). As espécies pertencentes a Serrasalmidade é
um clado diversificado conhecidos popularmente por piranhas e pacus, atualmente com 94
espécies descritas em 16 géneros (ANDRADE et al., 2019; MACHADO et al., 2018),
dividida em trés grandes grupos: Serrasalminae (Metynnis + piranhas), Colossomatinae
(pacus de grande porte) e Myleinae (pacus de pequeno e médio porte) (KOLMANN et al.,
2021), caracterizada por apresentar um corpo alto e comprimido lateralmente, espinho pré-
dorsal e espinhas abdominais e pélvicas formando uma quilha ventral (JEGU, 2003;
MACHADO et al., 2018).

Prosomyleus rhomboidalis (Cuvier, 1818) pertencentes a subfamilia Myleinae,
apresenta tamanho médio e ocorre em rios de corredeiras que drenam os escudos brasileiros e
das Guianas (Kolmann et al., 2021). No rio Xingu é popularmente conhecido como pacu-de-
seringa, esta presente entre as espécies que tem destaque na pesca comercial e de
subsisténcia, sendo fonte de renda e de alimento para as comunidades ribeirinhas da regido
amazonica (Pagezy & Jégu, 2002; Choueri & Nascimento, 2019; Francesco & Carneiro,
2015). No entanto, existe uma grande lacuna de conhecimento sobre a ecologia e morfologia
inicial desta espécie.

A auséncia de informacGes taxonémicas sobre os estagios iniciais de vida de uma
espécie de peixe influencia negativamente o reconhecimento especifico de novas populagcfes
em um ambiente natural e limita os estudos sobre ictioplancton (Cajado et al., 2021; Zacardi
et al., 2020; Oliveira et al., 2021). O uso de biotecnologias como fertilizacdo in vitro permite
acompanhar o desenvolvimento ontogenético das espécies, e tem sido empregado
principalmente para espécies de interesse comercial (Santos et al., 2022; Coelho et al., 2021;
Silva et al., 2022), e ameacadas, devido ao declinio dos estoques em ambiente natural
(Ganeco-Kirschnik et al., 2018), além disso, pode servir como ferramenta para recomposicao
dos estoques naturais. A fertilizagdo in vitro também confirma a origem dos peixes parentais
e suas progénies, portanto certifica-se de que as larvas sdo puras ou hibridas (Botero et al.,
2004; Faustino et al., 2007), esse conhecimento prévio é fundamental para trabalhos de
ictioplancton (Santos et al., 2022).

Recentemente, tem sido relatado pelos pescadores locais a dificuldade de captura
dessa espécie, o que justifica ampliar os esforgcos de reproducdo e larvicultura para possivel
reposicao de estoque, além de ser uma ferramenta importante para uma melhor compreensdo
da biologia, estudos de identificacdo e avaliacdo de recursos pesqueiros (Magalhées et al.,
2016; Santos et al., 2020). Neste contexto, realizou-se a reproducéo artificial em cativeiro,
com o objetivo de descrever por meio de caracteres morfolégicos, morfométricos e meristicos
o desenvolvimento larval e juvenil da espécie P. rhomboidalis e identificar os padrdes de
crescimento corporais durante a ontogenia inicial.

Essas informagdes constituirdo em ferramentas essenciais para a correta
identificacdo dos espécimes em ambiente natural, assim como para a determinacdo das

46


https://link.springer.com/article/10.1007/s10750-018-3838-y#ref-CR65

possiveis épocas e areas de desova e locais de criadouros naturais, fundamentais para a
implementacdo de medidas de orientacdo e protecdo dos ambientes e do recurso pesqueiro,
possibilitando a manutencéo de uma pesca sustentada.

MATERIAL E METODOS

Local do estudo
A reproducdo artificial foi conduzida no Centro de Estudos Ambientais (CEA) —

Localizado em Vitoria do Xingu, no Laboratorio de Aquicultura de Peixes Ornamentais do
Xingu (LAQUAX), da Universidade Federal do Pard, campus de Altamira, e as anélises
morfoldgicas, meristicas, morfométricas e de crescimento, no Laboratério de Ecologia do
Ictioplancton e Pesca em Aguas Interiores (LEIPAI), da Universidade Federal do Oeste do
Para, campus Tapajos. As matrizes de P. rhomboidalis utilizados no experimento foram
obtidas através de coletas em habitat natural seguindo as normas do SISBIO (licenca nimero
79124-2). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA nimero 4751220822).

Origem dos reprodutores e fertilizacao

As matrizes adultas de P. rhomboidalis foram capturadas por pescadores locais com
redes de espera de 60 m de comprimento, 1,5 de altura e malha 18 de centimetros entre nos
opostos, no trecho conhecido como Volta Grande do Xingu, durante a estacdo reprodutiva, de
novembro de 2022 a janeiro de 2023, caracterizados pelo periodo mais chuvoso e aumento do
nivel fluviométrico. de. Os espécimes foram alocados em caixas de 500L e transportados até
0 CEA onde foi realizado a reproducdo artificial em condi¢des laboratoriais. Apds extrusao
dos gametas, os peixes foram aclimatados e mantidos em tanques de 3000 L em um sistema
aberto de circulacdo com agua bombeada diretamente do rio garantindo a qualidade da dgua
de acordo com os padrdes naturais do rio Xingu, com niveis de pH variando entre 6,5 e 7,0,
temperaturas entre 28-32°C e condutividade elétrica abaixo de 100 mS-cm3.

Para a fertilizacdo in vitro, os individuos foram sexados, anestesiados com eugenol
100 mg/L (COELHO et al., 2021), e realizada a extrusdo dos gametas. Os machos (1.604 +
0,11 g e 33,16 + 0,32 cm) foram eutanasiados com o uso eugenol 300 mg/L, 0s
espermatozoides foram coletados por maceracao testicular em tubo de 15 mL contendo 5 mL
de solucdo de Ringer modificada (128.3 mM NaCl, 23,6 mM KClI, 3,6 mM CaCl, 2,1 mM
MgCl,) e mantido a 2,5°C (Yasui et al., 2015). As fémeas (1,784 + 0,13 g e 33,26 £ 0,72 cm)
apresentaram ovulacdo espontdnea. A massa de odcitos foi inseminada em recipientes
plasticos com capacidade de 500 mL, com 5 mL de sémen diluido, na sequéncia adicionou-se
100 mL de agua para ativacdo e hidratacdo. Os ovos foram transferidos para incubadoras
flutuantes com capacidade de 5 L e alocadas em aquérios de 30 L equipados com aeracdo
constante e temperatura controlada a 27,5°C. Apdés o periodo de incubacdo, as larvas recém-
nascidas foram transferidas para aquarios de seis litros com aeracdo constante e temperatura
de 30°C, por 10 dias. Posteriormente a absorcéo parcial do vitelo as larvas foram transferidas
para aquarios com capacidade de 60 L (10 larvas/L), introduzindo-se alimentacdo exdgena
viva e inerte (nduplio de Artémia e racdo 0.2-0.5 mm, 60% PB). Trinta dias apos a ecloséo foi
ofertado apenas racao inerte (0.5-0.8 mm) até atingirem a fase de juvenil, quando foram
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transferidos para aquarios de 500 L (1,2 larvas/L) e alimentados com racdo comercial (Imm,
42% PB), trés vezes ao dia (8, 13 e 17 horas) até saciedade aparente, em todas as fases do
desenvolvimento.

Coleta e analise de material bioldgico

Para analise e caracterizagdo dos diferentes estagios e periodos de desenvolvimento
larval e juvenil de P. rhomboidalis, os individuos foram coletados com o auxilio de uma
pipeta de Pasteur nos seguintes intervalos: 2 larvas por dia até o 10° dia (20 larvas) horas ap0s
a eclosdo (hpe), em seguida, coletados aleatoriamente até que todos os estagios de
desenvolvimento larval fossem obtidos: larval vitelino (25 individuos), flexdo (76
individuos), p6s-flexao (34 individuos) e juvenis (23 individuos).

Todo o material coletado foi anestesiado com imersdo em solucdo de eugenol (30
mg/L) por aproximadamente um minuto e, em seguida, fixados em formaldeido a 4%,
tamponado com carbonato de calcio, e mantidos em frascos de vidro devidamente etiquetados
para posterior analise. O periodo larval foi categorizado de acordo com a flexdo da secao
final da notocorda e a sequéncia de desenvolvimento das nadadeiras e seus elementos de
suporte, nos respectivos estagios: larval vitelino, flexdo e pds-flexdo, este ultimo marcado
pelo aparecimento do botdo d nadadeira pélvica até a completa absor¢do da nadadeira
embrionaria, formacdo completa dos raios de todas as nadadeiras e a presenga de escamas—de
acordo com Ahlstrom e Moser (1976), modificado por Nakatani et al. (2001), e o periodo
juvenil. Essas classificacfes sdo amplamente utilizadas em diversos estudos de descricdo e
caracterizacdo morfoldgica dos estagios iniciais de vida de peixes de agua doce (Cajado et al.,
2021; Oliveira et al., 2021; Santos et al., 2020; Silva et al., 2021).

Para caracterizacdo morfométrica das séries de desenvolvimento larval e juvenil
foram realizadas as seguintes medidas corporais (Figura 1), como proposto por Ahlstrom et
al. (1976) e expressas em milimetros (mm): comprimento padrdo (CP), comprimento do
focinho (CF), diametro do olho (DOL), altura da cabeca (AC), altura do corpo (ACO),
comprimento da cabeca (CC) e distancia do focinho a origem das nadadeiras: anal (DPA),
dorsal (DPD), peitoral (DPP) e pélvica (DPV), quando possivel, os dados meristicos foram
registrados, através da contagem do nimero de raios duros segmentados ndo ramificados e
raios moles segmentados e ramificados das nadadeiras dorsal (D), anal (A), peitorais (P) e
pélvicas (V) e o nimero de midmeros pré-anal (MPA), pés-anal (MPA) e total (MT). Todos
0s espécimes analisados estdo depositados na Colecdo de Ovos e Larvas de Peixes (CROLP-
LEIPALI), da Universidade Federal do Oeste do Para — UFOPA (catalogo nimero: 00674).
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Figura 6: Medidas morfométricas de Prosomyleus rhomboidalis (Characiformes, Serrasalmidae) durante o
periodo a) larval e (b) juvenil. CP, comprimento padrdo; CF, comprimento do focinho; DOL, diametro do olho;
AC, altura da cabega; ACO, altura do corpo; CC, comprimento da cabeca; DPA, distdncia do focinho a
nadadeira anal; DPD, distancia do focinho a nadadeira dorsal; DPP, distancia do focinho a nadadeira peitoral;
DPV, distancia do focinho a nadadeira ventral; MPA, midémeros pré-anal e MPS, midmeros pos-anal.

A descricdo de cada estagio e periodo foi baseada no grau de desenvolvimento e na
ocorréncia dos principais eventos morfoldgicos. Para representar a morfologia de cada fase
foram selecionados os individuos que continham as melhores caracteristicas de cada estagio e
periodo, fotodocumentados com auxilio de camera digital acoplada ao estereomicroscopio,
servindo de base para a elaboracdo de pranchas com desenhos ilustrativos.

Analises estatisticas

Para avaliar as relacbes morfométricas de crescimento corporal ao longo do
desenvolvimento inicial da espécie, as medidas ACO, CC e DOL foram apresentadas como
porcentagens do comprimento da cabecga (CC), enquanto CC, AC, DPD, DPA, DPP e DPV,
foram apresentadas como porcentagens do comprimento padrdo (CP). As relagGes corporais
para a altura do corpo (ACO/CP), comprimento da cabeca (CC/CP) e didmetro do olho
(DOL/CC) foram estabelecidas utilizando-se os critérios sugeridos por Leis e Trnski (1989)..

Para avaliar o crescimento corporal, modelos de regressdo analitica foram utilizados
em que as variaveis morfométricas (dependentes) estavam relacionadas com comprimentos

padréo e cabeca (independente), e suas relagdes foram descritos por diferentes modelos de
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crescimento, 0 que pode representar distintos processos biologicos (Kovaé et al., 1999).
Primeiramente, testou-se a hipOtese de crescimento isométrico continuo das relacbes
corporais, através de um modelo de regressdo linear simples. Ao mesmo tempo as hipdteses
alternativas: crescimento gradualmente alométrico (regressdao quadratica) e, crescimento
isométrico descontinuo (regressdo por partes — Piecewise, que é marcada por pontos de
quebra que refletem diferentes taxas de crescimento), caracterizado por ocorrer mudangas
abruptas, marcadas por pontos de interrupcdo, no qual refletem taxas de crescimento
divergentes. Os modelos ideais para cada variavel morfométrica em relacdo ao tamanho do
corpo e da cabeca foram determinados usando testes F (Sokal & Rohlf, 1981). As analises
foram realizadas no ambiente R e adotado nivel de significancia de p <0,05.

RESULTADOS

Periodo larval

Foram analisados 158 individuos de P. rhomboidalis, 25 em estagio larval vitelino, 76
em flexdo, 34 em pos-flexdo e 23 juvenis. A descricdo morfoldgica de cada fase é
apresentada a seguir, na figura 2, com a ilustracbes e fotos dos espécimes que melhor
representaram as fases larvais e o periodo juvenil. Os resultados referentes aos valores
morfométricos e meristicos estdo apresentados na Tabela 1.

Larval vitelino (Figura 2 a, b; Tabela 1): O comprimento padrdo (CP) variou de 5,03 a 10,48
mm (7,69 mm + 1,75) (0 — 144 hpe, periodo compreendido até o 6° dia). A presentam reserva
vitelina grande ocupando mais de 1/3 do comprimento do corpo. Notocorda reta e visivel por
transparéncia, membrana embrionéria hialina bem desenvolvida, com inicio na regido
anterior mesodorsal do corpo até a extremidade final do saco vitelino. A cabeca posicionada
ventralmente e aderida ao saco vitelino, focinho arredondado, brénquias ausentes e presenca
de vesicula oOtica bem delimitada sem pigmentacdo ocular, boca e anus fechados. Intestino
reto, com o anus situado em posicao posteriormente ao meio do corpo. A partir de 7,31 mm
CP (36 hpe), torna-se visivel o botdo da nadadeira peitoral sem raios presente na regido
superior do saco vitelino. Os olhos sdo totalmente pigmentados a partir de aproximadamente
8,94 mm CP (68 hpe), quando se observa a abertura da boca e a presenca de brénquias. A
pigmentacdo corporal na forma de cromatéforos dendriticos e puntiformes, surge em larvas
com 9,19 mm CP (91 hpe), na regido superior do vitelo e se¢do final da notocorda. O nimero
de mibmeros totais variou de 37 a 39 (20 a 22 pré-anal e 15 a 17 pds-anal), moda = 37.

Flexdo (Figura 2 c, d): O comprimento padrdo das larvas variou de 7,94 a 11,23 mm CP (9,60
mm + 0,59) (145 — 648 hpe, finalizada no 27° dia). O inicio da flexdo da notocorda foi
observada em larvas com 7,94 mm CP (99 hpe), com a formac&o dos primeiros elementos de
suporte dos raios da nadadeira caudal (hipurais). A membrana embrionaria ainda é bastante
desenvolvida, entretanto € possivel observar o delineamento e o desenvolvimento dos
primeiros raios das nadadeiras dorsal, anal e caudal. Com 9,50 mm CP (243 hpe) o saco
vitelino encontra-se totalmente absorvido. O focinho se torna menos arredondado que o
estagio anterior, sendo visivel um par de narinas simples, boca aberta em posicdo terminal,
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olhos bem pigmentados e esféricos, e branquias, o opérculo ainda ndo se encontra
diferenciado. Intestino relativamente longo situado na regido posterior do corpo. A bexiga
natatoria é visivel por transparéncia e encontra-se inflada. A pigmentacdo segue 0 mesmo
padrdo do estagio anterior, porém existe um incremento de cromatoforos dendriticos e
puntiformes distribuidos na cabeca, focinho, intestino, na nadadeira embrionaria entre 0s
raios formadores da dorsal e caudal, delineando toda a margem superior e inferior do corpo,
sob a notocorda e na base dos raios da nadadeira anal. No final do estagio, os pigmentos de
coloracdo acastanhados se intensificam e distribuem-se irregularmente por todo o corpo,
concentrados na regido mais posterior. O botdo da nadadeira peitoral permanece sem raios. O
numero total de midmeros variou de 35 a 39 (20 a 22 pré-anal e 15 a 17 pds-anal), moda =
38.

Pos-flexdo (Figura 2 e, f, g): O comprimento padrao das larvas variou de 11,02 a 29,97 mm
CP (18,64 mm + 5,82). O desenvolvimento larval finaliza ap6s 1.614 hpe equivalente ao 67°
dia. Nota-se o surgimento do botdo da nadadeira pélvica. A membrana embrionaria ainda se
encontra presente, sendo completamente absorvida com 23,71 mm CP (1.149 hpe). A cabeca,
os olhos esféricos e a boca terminal estdo mais desenvolvidas, o focinho se torna mais afilado
que na fase anterior, as narinas sao duplas. O corpo apresenta um formato romboidal sendo
observado a formacao de serras na regiao ventral posterior a nadadeira pélvica com presenca
de pequenas escamas a partir de 26,89 mm CP. A pigmentacdo acastanhada se torna mais
intensa que na fase anterior, os cromatéforos puntiformes se aglomeram formando um padrao
de manchas concentradas na parte superior dorsal, e menos nitidas na regido médio posterior
do corpo até o final do pedinculo caudal. Na cabeca destaca-se maior pigmentacao na parte
superior e uma faixa longitudinal na regido lateral do focinho até os olhos. Pigmentos
também sdo observados nos primeiros raios da nadadeira dorsal e entre os raios das demais
nadadeiras marcando toda sua extensdo. A nadadeira adiposa é visivel em individuos com
13,76 mm CP e nadadeira caudal é bifurcada. A contagem do nimero total de elementos
seguindo a sequéncia de formacéo das nadadeiras s&o: caudal (moda = ii, 9), dorsal (moda =
i, 22), anal (moda =i, 30), pélvica (moda = 8) e peitoral (moda = 9) (Tabela 1). O aumento da
espessura do tecido muscular e a intensificacdo da pigmentacdo ndo permite a visualizacdo da
notocorda e segmentos musculares (midmeros).
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Figura 7: Desenvolvimento larval e juvenil de Prosomyleus rhomboidalis (Characiformes, Serrasalmidae). (a)
larval vitelino, 6,22 mm, 5 hpe; (b) larval vitelino, 8,48 mm, 67 hpe; (c) flexdo, 9,20 mm, 139 hpe; (d) flexdo,
10,36 mm, 309 hpe; (e) pds-flexdo, 11,02 mm, 477 hpe; (f) pés-flexdo, 16,56 mm, 699 hpe (g) pos-flexdo, 24,77
mm, 1.614 hpe; (h) juvenil, 51,33 mm, 2.028 hpe. Barras de escala = 1 mm
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Periodo juvenil

Vinte e trés individuos juvenis no 67° dia apds a eclosdo foram analisados e
apresentaram variacdo de 30,99 a 57,02 mm de CP (39,39 mm=+7,61) (Figuras 2, h e 3).
Exibiram caracteristicas morfoldgicas semelhantes aos espécimes adultos, cabeca com perfil
dorsal convexo, boca terminal, olhos esféricos, narinas duplas e abertura anal localizada
verticalmente sobre a regido posterior do corpo. O corpo tem formato romboidal comprimido
lateralmente e completamente coberto por pequenas escamas prateadas, linha lateral aparente,
presenca de quilha ventral composta por espinhos diminutos formando uma serra abdominal.
A pigmentacédo formada por cromatoforos é visivel principalmente na da cabeca, ao redor dos
olhos, narinas e na parte distal da nadadeira dorsal e anal formando uma faixa na
extremidade. Todas as nadadeiras encontram-se completamente formadas e com 0s raios
segmentados, caudal (moda = iii,9) dorsal (moda = ii+22), anal (moda = ii+30), pélvico
(moda = 8) e peitoral (moda = i,14), conforme a Tabela 1.
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Figura 8: Sinopse dos eventos morfoldgicos observados durante o desenvolvimento inicial de Prosomyleus
rhomboidalis (Cuvier, 1818).

Anélises morfométricas

Durante o periodo larval e juvenil, individuos de P. rhomboidalis apresentaram um aumento
proporcional ao longo do desenvolvimento. Inicialmente, na fase larval vitelino os espécimes
possuem o corpo variando de muito longo para longo (6,96% para 12,13%), em flex&@o de
longo para moderado (10,36% para 21,06%), em pds-flexdo de moderado para alto (20,33%
para 51,01%) e o juvenil modifica de alto para muito alto (48,22% para 100,60%). A cabeca
varia de pequena a moderada em larval vitelino e flexdo (14,10% para 30,32%), tornando-se
de moderada a grande na fase de pds-flexdo e juvenil (22,96% para 62,55%). Os olhos variam
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de moderado a grande (26,23% para 44,26%) durante o periodo larval e se manteve grande
em juvenil (35,15% para 40,93%). A altura da cabeca e o comprimento do focinho
aumentaram proporcionalmente ao comprimento da cabeca (35,98% para 121,96% e 11,10%
para 27,24% respectivamente). A distancia do focinho a origem das nadadeiras dorsal, anal,
pélvica e peitoral apresentou aumento em suas proporces ao longo do desenvolvimento
(Tabela 1).

Prosomyleus rhomboidalis (Cuvier, 1818)

Variaveis Larval vitelino (n= 25) Flexdo (n=76) Pés-flexao (n=34) Juvenil (n=23)

(mm) Min-Max _ MédiatDP __ Min-Max _ MédiatDP _ Min-Max _ MédiazDP __ Min-Max __ MédiazDP
CP 5,03-10,48 7,69-1,75 7,94-11,23 9,60-0,59 11,02-29,97  18,64-5,82 21,01-57,02 39,39-7,61
cC 0,85-2,06 1,32-0,41 1,31-3,14 2,48-0,34 3,45-9,27 5,56-1,66 8,81-15,79 11,93-1,71
CF 0,11-0,43 0,22-0,09 0,14-0,78 0,45-0,11 0,78-2,34 1,33-0,44 2,19-3,89 2,83-0,45
DO 0,22-0,68 0,43-0,15 0,52-1,11 0,85-0,12 1,15-3,66 2,03-0,65 3,13-5,55 4,44-0,56
AC 0,34-1,44 0,90-0,40 1,16-2,25 1,79-0,24 2,24-9,92 5,18-2,21 9,26-18,00 12,92-2,04
ACO 0,35-1,11 0,77-0,25 0,82-1,88 1,39-0,18 2,24-14,82 7,24-3,83 15,86-33,93 21,18-4,83
DPD NV NV 4,03-5,43 4,71-0,29 5,26-14,67 9,13-2,81 14,83-27,44 19,16-3,10
DPA NV NV 5,66-7,29 6,27-0,32 7,41-20,72 12,40-4,05 21,27-40,59 27,64-4,58
DPP 1,25-2,05 1,62-0,29 1,41-2,88 2,30-0,29 3,06-8,48 4,99-1,46 7,28-12,47 9,99-1,28
DPV NV NV NV NV 5,68-15,16 9,40-2,97 15,48-28,40 20,53-3,38

Proporgdes morfométricas (%0)
CF/CC 11,10-24,35  16,96-4,01  10,69-26,00  18,32-3,20  19,15-27,71  23,72-1,99 20,81-27,24 23,71-1,63
DO/CC 26,23-39,34  32,31-4,13  29,69-41,32  34,42-2,42  32,45-44,26  36,54-2,28 35,15-40,93 37,32-1,59
AC/CC 35,98-97,06  64,20-21,49 59,10-102,14 72,75-7,07 62,75-131,60 90,42-15,43 101,71-121,96 108,22-4,99
ACO/CP 6,96-12,13 9,75-1,40 10,36-21,06  14,67-1,78  20,33-51,01  37,13-8,42  48,22-100,60  54,31-10,57
CcC/cp 14,10-20,40  16,90-2,02  16,49-30,32  26,07-2,70 = 22,96-33,62  30,10-2,08 26,68-62,55 31,04-7,00
DPD/CP NV NV 0,00-62,63  42,43-16,83  46,82-5074  49,01-0,86 45,09-92,26 49,56-9,36
DPA/CP NV NV 0,00-67,92  51,05-26,56 63,80-69,82  66,28-157  65,17-138,39  71,56-14,63
DPP/CP 15,21-21,55  10,85-9,15  16,20-28,05  23,96-2,44  23,62-49,14  27,27-4,32 21,87-54,73 26,10-6,44
DPV/CP NV NV NV NV 30,27-65,19  50,74-5,08  46,04-100,86  53,33-11,72
NuUmero de midbmeros

Min-Max Moda Min-Max Moda Min-Max Moda Min-Max Mode
Pré-anal 20-22 21 19-22 21 NV NV NV NV
Pos-anal 15-17 16 14-17 17 NV NV NV NV
Total 37-39 37 35-39 38 NV NV NV NV

NUmero de raios

Min-Max Moda Min-Max Moda Min-Max Moda Min-Max Moda
Dorsal NV NV NV NV i-ii,20-23 i,22 i-iii,19-23 ii,22
Anal NV NV NV NV i-ii,28-32 i,30 i-iii,28-32 ii,30
Pélvica NV NV NV NV i,8 8 i,7-9 8
Peitoral NV NV NV NV i,8-11 9 i,9-16 i,14
Caudal NV NV NV NV i-iiii,8-10 ii,9 ii-iiiii,8-10 iiii,9
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Tabela 5: Valores minimos (Min), maximos (Max), comprimento médio (mm) e desvio padrdo (DP) de variaveis
morfométricas e meristicas obtidas de larvas e juvenis de Prosomyleus rhomboidalis (Cuvier, 1818).

CP: comprimento padrdo; CC: comprimento da cabega; CF: comprimento do focinho; DOL: didmetro do olho;
AC: profundidade da cabeca; ACO: profundidade do corpo; DPD: comprimento do focinho a nadadeira dorsal;
DPA: comprimento do focinho & nadadeira anal; DPP: comprimento do focinho a nadadeira peitoral; DPV:
comprimento do focinho a nadadeira pélvica; NV: estruturas nao visiveis.

Anélises de crescimento corporal

Ao longo do desenvolvimento dos espécimes de P. rhomboidalis, as variaveis
morfométricas DPA, DPP e DPV apresentaram crescimento isométrico continuo,
representado por regressao linear simples, indicando taxa de crescimento constante em
relacdo ao CP. Apenas o CC foi melhor representado pelo modelo quadréatico, apresentando
alometria negativa. O DOL, AC, e a DPD, ACO e CF apresentaram crescimento isométrico
descontinuo sendo melhor representado pela regressdo linear por partes (Tabela 2). O CF, CC
e DOL apresentaram o ponto de quebra no limiar do periodo larval para juvenil. Enquanto
para DPD e ACO o ponto de quebra foi observado no estagio de flexao.

Tabela 6: Estatisticas de regresséo linear, quadratica e por partes para as varidveis morfométricas em relagéo ao
comprimento da cabe¢a e comprimento padrdo de larvas e juvenis de Prosomyleus rhomboidalis (Cuvier, 1818).

Prosomyleus rhomboidalis

R2 Test F

Measured BM BP N
L Q S Q/L S/IQ S/L
CC~CF 0,99 0,99 0,99 4,73 8,04 649 S 7,67 158
CC~DOL 0,99 0,99 1,00 8,54 36,48 2349 S 11,42 158
CC~AC 0,99 0,99 0,99 22,08 50,54 3984 S 3.24 158
CP~ACO 0,99 0,99 1,00 57,20 67,68 7474 S 10,68 158
CP~CC 0,98 0,99 0,99 44,20 0,00 2182 Q - 158
CP~DPA 0,96 0,96 0,97 3,26 0,00 0,00 L - 129
CP~DPD 0,96 0,96 0,96 3,26 23,32 13,57 S 9,14 132
CP~DPP 0,98 0,96 0,98 3,26 0,00 000 L - 147
CP~DPV 0,99 0,99 0,99 3,48 2,71 315 L - 58

Nota: Valores em negrito apresentados p < 0,05. Abreviaturas: R2, coeficiente de determinacéo, L, regresséo
linear; Q, regressdo quadrética, S, regressdo por partes, BM, melhor modelo, BP, ponto de quebra, N, nimero de
individuos analisados.
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Figura 9: Relagbes morfométricas (mm) entre comprimento da cabe¢a e comprimento do focinho (a),
profundidade da cabeca (b) e didmetro do olho (c); e entre comprimento padréo e, profundidade do corpo (d),
comprimento da cabeca (e), distancia pré-anal (f), distancia pré-dorsal (g), distancia pré-peitoral (h), distancia
pré-pélvica (i) durante o desenvolvimento larval e juvenil de Prosomyleus rhomboidalis (Characiformes,
Serrasalmidae).

DISCUSSAO

Prosomyleus rhomboidalis apresenta caracteristicas reprodutivas pouco conhecidas
cientificamente, alguns indicativos como desova parcelada durante o periodo chuvoso
(dezembro a marco), baixa fecundidade, ovos de didmetro médio com pequeno espaco
perivitelino e longo periodo embrionario, sdo caracteristicas observadas na espécie, esses
atributos estdo relacionadas aos padrbes de comportamento reprodutivo das espécies e
acompanham a filogenia (Rizzo & Godinho, 2003).

As larvas de P. rhomboidalis podem ser consideradas altriciais, pois apresentam-se
pequenas, transparentes e pouco desenvolvidas a ecloséo; boca ausente, anus e branquias nao
funcionais; olhos ndo pigmentados; saco vitelino relativamente grande, de acordo com Orsi et
al. (2016), caracteristicas também observadas em larvas de outras espécies de Serrasalmidae
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como Colossoma macropomum (Albuquerque et al., 1995; Johnston & Vieira, 1996),
Piaractus mesopotamicus (Paula, 2012), Piaractus brachypomus (Santos et al., 2022), e em
outros Characiformes como Characidium orientale (Ticiani et al., 2022), Astyanax lacustris
(Santos et al., 2020) , Brycon amazonicus (Nakauth et al.,2016) e Brycon gouldingi(Faustino
et al. 2011). Além disso, observou-se que as larvas recém nascidas permaneceram no fundo
das incubadoras, com pouca natacao vertical, 0 mesmo foi observado por Santos et al. (2020),
0 que pode ser justificado pela auséncia de nadadeiras, peso e tamanho do saco vitelino e
bexiga natatdria ndo inflada (inativa).

O periodo de absor¢do do saco vitelino é vital para as larvas, pois, nessa fase, o
sistema digestivo ainda se encontra em diferenciacdo. O periodo de absorcao varia entre as
larvas neotropicais de 6,09 mm CP, 6 dias de vida, em P. mesopotamicus (Paula, 2012), a
6,33 mm CP, 4 dias de vida em P. brachypomus (Santos et al., 2022). A absorcao total do
vitelo de P. rhomboidalis foi registrada com 10,82 mm CP, com 25 dias de vida.

A abertura e funcionamento da boca, a formacdo dos dentes e a funcionalidade do
intestino e do anus, junto com a pigmentagdo dos olhos e do corpo séo eventos que podem
ocorrer em fases distintas em espécies de Serrasalmidae simultaneamente a transicdo
alimentar, descritas nas fases de pré-flexdo para P. brachypomus (Santos et al., 2022) e
Myloplus asterias (Oliveira et al., 2022), e outros Characiformes Markiana nigripinnis
(Souza et al., 2023), Triportheus albus e Triportheus angulatus (Cajado et al., 2023). P.
rhomboidalis ndo apresenta a fase de pré-flexdo, esses eventos sdo observados durante a fase
de flexdo, isto esta associado a necessidade de formacdo de estruturas sensoriais e
locomotoras, que ocorrem simultaneamente na busca por alimentos exdgenos.

O olho é um 6rgdo sensorial que desempenha importante papel na deteccdo de presas
e fuga de predadores em ambiente natural (Oliveira et al., 2012; Oliveira et al., 2022), no
entanto, para espécies criadas em cativeiro a oferta de alimentacdo exdgena é uma fase de
adaptacgdes crucial para o sucesso na aquicultura, uma vez que a alimentagdo nos primeiros
dias de vida é um dos principais obstaculos na producdo de alevinos bem nutridos, quando
bem sucedida a introducdo alimentar contribui evitando mortalidade, canibalismo e garante
um crescimento satisfatorio dos individuos (Senhorini et al., 1998; Faustino et al., 2015),
desse modo, a alimentacdo exdgena para larvas de P. rhomboidalis iniciaram-se a partir de 7
dias de vida.

A pigmentacdo é uma caracteristica morfoldgica importante a ser observada durante a
ontogenia inicial, por representar um carater taxiondmico bastante utilizado na identificagdo
de espécies, visto que cada espécie apresenta um padrdo distinto (Cajado et al., 2023;
Oliveira et al., 2022). No entanto, a intensidade da pigmentacdo pode variar rapidamente em
funcdo do ambiente e da alimentacdo (Correia et al., 2010; Luo et al., 2021). P. rhomboidalis
na fase de poOs-flexdo apresentam pigmentos que formam um padrdo de manchas na parte
dorsal do corpo que se distribuem até atingirem um padrdo homogéneo nos juvenis e uma
faixa preta é formada na extremidade na nadadeira dorsal, distinguindo de P. brachypomus
(Santos et al., 2022), Myloplus lobatus e M. asterias (Oliveira et al., 2022). Contudo, o
padrdo de pigmentacdo sdo caracteristicas genéticas das Uteis na diferenciacdo taxonémica,
principalmente de larvas de ambiente natural. Associado a isso, s&o utilizados caracteres
meristicos para ajudar na diferenciagdo entre individuos que apresentam padres de
pigmentacdo similares, como por exemplo, a contagem do nimero de miémeros, que nada
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mais é do que feixes musculares formados entre mioceptos (Cajado et al., 2021; Kimmel et
al., 1995).

O numero total ou parcial de midmeros pode auxiliar na identificacdo de larvas de
peixes, inclusive na diagnose entre congéneres (Oliveira et al., 2022). P. rhomboidalis
apresenta de 35 a 39 miébmeros, distinguindo de P. brachypomus com 39 a 41 midmeros
(Santos et al.,, 2022) e M. lobatos de 40 a 41 midmeros (Oliveira et al., 2022), C.
macropomum variando de 39 a 41 miomeros (Nakatani et al., 2001), no entanto, espécies que
apresentam sobreposi¢cdo na contagem do numero total de miémeros, como Myloplus Arnoldi
(Andrade et al., 2016) e M. asterias com 37 a 39 (Oliveira et al., 2022), somente esse
caractere ndo pode ser usado com eficiéncia para diferencia-las.

A sequéncia de formacdo das nadadeiras encontrados para essa espécie segue O
mesmo padrdo encontrado para outras especies de Characiformes: caudal, anal, dorsal,
pélvica e peitoral (Silva et al., 2022; Oliveira et al., 2012; Cajado et al., 2023). A nadadeira
adiposa aparece na fase de pos-flexdo, mostra-se morfologicamente distintas a M asterias, P.
brachypomus (Oliveira et al., Santos et al., 2022), essa estrutura funciona como lemes
estabilizadores (Souza et al., 2023). O numero de raios das nadadeiras no estagio final de pds-
flexd@o e periodo juvenil corresponde aos apresentados pela espécie adulta, a variacdo de 19 a
23 (moda = 22) raios ramificados na dorsal, distingue de Mylopulos nigrolineatus (25-29), M.
asterias (25) M. rubripinnis (24-26) Myloplus tumukumak (23-25) (Ota et al., 2020; Oliveira
et al., 2022; Andrade et al., 2018; Jegu et al., 2004).

A variacdo corporal encontrada para P. rhomboidalis durante o desenvolvimento
ontogenético de muito longo a muito alto, também €é encontrado para outros individuos de
Serrasalmidae (Oliveira et al., 2022; Santos et al., 2022), que apresentam corpo alto e
comprimido lateralmente conferindo caracteristicas hidrodindmicas relacionada habilidades
de natacdo e ao seu habitat (Andrade et al., 2019; Kolmann et al., 2021). O aumento no
comprimento da cabeca e diametro do olho estd associado a diversos fatores, como a
expansdo e desenvolvimento do cérebro, aparelho branquial, acompanhado de habitos
alimentares com a busca de alimento exdgeno a partir da formacéo e ossificacdo da boca, pré-
maxilar, maxilar e dentario (Silva et al., 2022; Cajado et al., 2021), influenciando na
variagdo do comprimento do focinho, o que justifica 0 modelo de crescimento alométrico
para a variavel comprimento da cabeca, indicando mudangas continua durante a ontogenia
relacionadas as estruturas e habitos alimentares. O crescimento da regido do focinho até as
nadadeiras anal, pélvica e peitoral ocorreram sem quebras, isso pode refletir uma melhora no
desempenho na natacdo, possibilitando uma maior interacdo entre as espécies e o ambiente,
consequentemente maximizando o chances de sobrevivéncia (Oliveira et al., 2012; Silva et
al., 2022; Santos et al., 2022).

Os pontos de interrupcdo observados para as varidveis AC, CF, DO, ACO, DPD
mostram mudancas abruptas na forma de crescimento com ponto de quebra no estagio de
pos-flexdo, aponta 0 aumento da taxa de crescimento da profundidade cefélica. As demais
variaveis apresentam ponto de interrupcdo no limiar entre as fases de pds-flexdo e juvenil,
periodo de maior metamorfose da espécie, com remodelacdo da forma externa do corpo, e
habitos alimentares exdgenos (Pagezy & Jégu, 2002; Silva et al., 2022; Santos et al., 2022;
Oliveira et al., 2022). A diminuicdo da taxa do comprimento do focinho, didmetro do olho,
nadadeira dorsal e o aumento da altura corporal demonstram maior desenvolvimento da
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musculatura corporal, por exemplo, formagdo completa das nadadeiras, mudanca na forma do
corpo e surgimento da quilha ventral (Cajado et al., 2023; Santos et al., 2020) Segundo
Kovac™ et al. (1999) varidveis que apresentam crescimento abrupto, ou seja, com ponto de
quebra, sdo consideradas significativas se associadas a algum evento morfolégico, fisiologico
e/ou de sobrevivéncia. Nesse caso, mudancas associadas ao desenvolvimento coordenado de
suas funcdes sensoriais, locomotoras e morfologia externa do corpo auxiliam na percepgéo,
identificacdo de presas e fuga de predadores em ambiente natural, e contribuem para a
eficiéncia natatoria (Cajado et al., 2021; Souza et al., 2023).

CONCLUSAO

As larvas de P. rhomboidalis sdo altriciais logo apds a eclosdo, possuem grande
quantidade de reserva vitelina, inicialmente desenvolvem os érgédos associados a alimentacao
(olhos, boca e aparelho digestivo) e locomocéo (nadadeiras), ndo apresentando a fase de pré-
flexdo. O padrdo de pigmentacdo juntamente a caracteres meristicos, nimero de miémeros e
namero de raios da nadadeira dorsal, apresentado pela espécie permite diferenciar individuos
pertencentes a Serrasalmidae. As maiores modificagdes morfoldgicas foram encontradas no
limiar entre os estagios de estagio de pos-flexdo e juvenil, indicando que, possivelmente neste
periodo, grandes mudancas no formato do corpo, desenvolvimento da musculatura e
formacdo completa das nadadeiras estejam ocorrendo. Uma combinacdo de caracteristicas,
como posicdo do anus, padrdo de pigmentacdo, nimero de miémeros e raios das nadadeiras,
formato da nadadeira adiposa, é Gtil quando usado de forma integrativa para diferenciar P.
rhomboidalis de outros Serrasalmidae da bacia amazonica.
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4 CONCLUSAO GERAL

Atraves desse estudo, analisamos as caracteristicas dos odcitos de P. rhomboidalis, e
conclui-se que a espécie possui ovos grandes, com curto espago perivitelino, de coloracao
amarelo e com densidade maior que a 4gua, 0 que indica que a espécie possui algum tipo de
cuidado parental. Além de possibilitar acompanhar o percentual de fertilizacdo e eclosdo em
temperatura de incubagéo de 27,5 °C, obtendo um resultado acima de 96% de larvas normais,
considerado satisfatdério, bem como, acompanhar e descrever 0s principais eventos
morfolégicos e suas fases, a espécie possui desenvolvimento embrionario longo,
caracteristica distinta comparado as espécies da mesma familia ja conhecidas.

As larvas de P. rhomboidalis sdo altriciais logo ap6s a eclosdo, possuem grande
quantidade de reserva vitelina, inicialmente desenvolvem os érgédos associados a alimentacao
(olhos, boca e aparelho digestivo) e locomocéo (nadadeiras), ndo apresentando a fase de pre-
flexdo. O padrdo de pigmentacdo juntamente a caracteres meristicos, nimero de miémeros e
namero de raios da nadadeira dorsal, apresentado pela espécie permite diferenciar individuos
pertencentes a Serrasalmidae. As maiores modificacbes morfoldgicas foram encontradas no
limiar entre os estagios de estagio de pos-flexdo e juvenil, indicando que, possivelmente neste
periodo, grandes mudangas no formato do corpo, desenvolvimento da musculatura e
formacéo completa das nadadeiras estejam ocorrendo

As investigacOes levantadas no presente estudo sdo descritas pela primeira vez, sendo
importante conhecimento para novas pesquisas principalmente na area de biotecnologia, além
de ser uma ferramenta para estudos taxondmicos, ecol6gicos e conservacionistas desta
espécie. A descricdo detalhada de cada estagio do desenvolvimento, servirdo como suporte
para novos estudos em testes com diferentes temperaturas e desenvolvimento de técnicas de
producdo de quimeras germinativas em P. rhomboidalis, além disso, nossos dados podem ser

aplicaveis em outros teledsteos, especialmente em espécies neotropicais da mesma familia.
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