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RESUMO

Entre as espécies nativas de peixes tropicais, os Rivulideos, peixes anuais destacam-
se entre 0S mais ameagados a extin¢do devido a diversos fatores, entre os quais as acoes
antrdpicas, como expansdo e ocupacdo de &reas alagadas, desmatamento e construcdo de
barragens, despontam como um dos principais agentes agressores. Desta forma, o presente
estudo objetivou conhecer a reproducdo da espécie em ambiente de laboratorio, bem como
descrever o desenvolvimento embrionério de duas espécies de Rivulideos anuais, obtendo
dados para o conhecimento da biologia reprodutiva das espécies e implementagdo de técnicas
de conservacdo e propagacdo mediada. .Foram utilizadas duas espécies de Rivullidae, trés
casais da espécie Hypsolebias janaubensis, e sete casais da espécie Hypsolebias sertanejo. O
comportamento reprodutivo foi observado em ambiente com temperatura controlada (27 —
30°C), contendo substrato de areia para deposito de ovos. Desta forma, foi possivel realizar
um levantamento quantitativo e qualitativo das desovas, acompanhar o0 comportamento
reprodutivo por filmagens e descrever 0s estagios do desenvolvimento embrionario nos
processos de diapausa (1, 2 e 3). Os resultados apontam que, embora estas espécies
apresentem picos de desova, as taxas de sobrevivéncia e eclosdo sdo muito baixas (inferiores a
30%). A observagéo da etologia reprodutiva evidenciou um comportamento evidente de corte
e desova até a deposicao dos ovécitos no substrato. Quanto ao desenvolvimento embrionario,
foram observados os estagios de zigoto, clivagem, blastula (diapausa I), segmentacdo inicial
(diapausa 1) e tardia (diapausa I11) e eclosdo. Os resultados permitiram conhecer o processo

reprodutivo e gerar dados para uso como ferramentas da biotecnologia aplicada.

Palavras-chave: Rivulideos; Peixes Anuais, reproducdo, embriogénese.



ABSTRACT

Among the native species of annual tropical fish, the Rivulideos stand out among
the most threatened to a scenario of extinction due to several factors, including human
actions, such as expansion and occupation of wetlands, deforestation and dam construction,
they emerge as one of the main agents. Thus, this study was conducted in order to establish
the artificial breeding protocols of species in a laboratory environment, and to describe the
embryonic development of annual Rivulideos, in order to generate a baseline study for the
improvement of conservation techniques and mediated spread of these species. We used
two species of Rivullidae, three couples of the speciesHypsolebias janaubensis, and seven
couples of the species Hypsolebias sertanejo. The reproductive behavior was observed in
controlled temperature environment (27 @ 30°C), containing sand substrate for spawning
tank and embryos. This way, it was possible to conduct a quantitative and qualitative survey
of spawning in captivity, to monitor the reproductive behavior by filming and describe the
stages of embryonic development in the diapause process (1, 2 and 3). The results show that
although these species have spawning peaks, survival and hatching rates are very low (below
30%). The observation of reproductive ethology showed an obvious behavior of cut and
spawning until the deposition of oocytes in the substrate. As for the embryonic
development, were observed stages of zygote, cleavage, blastocyst (diapause I), initial
(diapause Il) and late segmentation (diapause Ill) and hatching. These results will serve as

tools for the applied biotechnology

Keywords: Rivulideos; Annual Fish; Reproduction; Embryogenesis.
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1. INTRODUCAO

Em peixes, principalmente entre as espécies nativas neotropicais, aspectos
relacionados a reproducdo, morfologia e embriogénese representam conhecimentos de grande
importancia para o fortalecimento da aquicultura nacional e também para o desenvolvimento
de técnicas e estratégias de conservacdo. No entanto, essas informagfes sdo escassas ou
inexistentes para muitas espécies nacionais, inclusive entre as mais ameacadas, cujo
conhecimento basico da biologia reprodutiva muitas vezes poderia servir como ferramenta
para sua propagacdo mediada e conservacao.

Entre essas espécies ameacadas, podem-se destacar as chamadas anuais
(Cyprinodontiformes, Rivulidae), assim conhecidas por habitarem unicamente areas Umidas
sazonais, que passam por seca em determinados periodos do ano (ARENZON et al., 2002). A
principal fonte de ameaca a estas espécies € a destruicdo ou descaracterizacdo do seu habitat
pelas atividades humanas, entre elas a agropecuéaria e a expansao urbana (ROSA & LIMA,
2008; VOLCAN, 2011). Um agravante ainda maior é o fato de que esses ambientes
especificos sdo protegidos por lei, devido ao fato de, na maioria dos casos, representarem
areas de preservacdo permanente (APPs) (Lei Federal n°. 4.771 de 1965).

Nas espécies de peixes anuais do Cerrado brasileiro, os principais fatores que imp&em
sérios riscos de extincdo sdo a proliferacdo de vastas plantacbes de soja e outras
monoculturas, acarretando desmatamentos, erosao e drenagem de areas inundadas, e o grande
namero de barragens implementadas nestes biomas, que provocam o alagamento de grandes
areas onde se concentram as maiores diversidades de peixes anuais. Atividades de pecuaria
também tendem a reduzir a cobertura arb6rea destas regides, acelerando o processo de
secagem e introduzindo animais que consomem grandes quantidades de dgua e compactam o

solo, fatores que também reduzem a area propicia para a desova (COSTA, 2009).
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Além do apelo conservacionista, estas espécies representam importantes modelos
laboratoriais para pesquisa cientifica, devido a caracteristicas de sua biologia béasica, a
destacar: os aspectos relacionados a diapausa nos embrides, a facilidade de locacdo e manejo,
além da fécil adaptacdo aos variados sistemas de tratamento, e o tempo de vida curto,
possibilitando um estudo detalhado sobre taxas de mortalidade, sobrevivéncia e reproducéo,
com resultados claros em um breve periodo (GENADE, et al., 2005).

Por viverem em areas Umidas que permanecem alagadas por curtos periodos, 0s peixes
anuais apresentam rapido crescimento e precocidade na maturagdo sexual. A maioria das
espécies enterra seus ovos no substrato, onde permanecem durante a estacdo de seca em
estagio de diapausa até o inicio das chuvas. Quando as areas alagam, os ovos eclodem e um
novo ciclo é iniciado (WOURMS, 1972;VOLCAN, 2009).

Estudos das décadas de 60 e 70 apontam a diapausa nos peixes rivulideos como um
processo que ocorre em trés fases distintas. Na primeira fase, também conhecida como
diapausa I, que ocorre no inicio do desenvolvimento, observa-se um processo Unico entre 0s
peixes anuais, caracterizado como uma disperséo e reagregacdo de blastdmeros durante a
embriogénese. Esta etapa da diapausa pode ser induzida por condi¢bes ambientais
desfavoraveis (WOURMS, 1972).

A segunda etapa, ou diapausa Il, ocorre em embrides no estagio de segmentacdo, com
38 a 40 somitos, coracdo funcional e sistema nervoso central em formacdo. Finalmente, na
diapausa 111, o processo ocorre imediatamente antes da eclosdo. O embrido ja esta totalmente
desenvolvido e pode eclodir a qualquer momento de acordo com a sinalizacdo favoravel do
ambiente, no caso, a incidéncia de chuvas e fim do periodo de seca. Durante este periodo,
Wourms (1972) relata que o consumo de vitelo parece parar consideravelmente, e observa-se

também uma diminuicdo na frequéncia cardiaca dos embrides em preé-ecloséo.



Todo o processo é extremamente delicado e estd intimamente relacionado com as
condigdes externas do ambiente, como indices de chuva, temperatura, incidéncia de luz e
caracteristicas fisico-quimicas da dgua. N&o séo totalmente conhecidos todos 0s mecanismos
que interferem induzindo e cessando o processo de diapausa nessas espécies de peixes, 0 que
evidencia um processo evolutivo muito complexo e individual. Conhecer e descrever todos
estes mecanismos entre as espécies anuais € muito necessario como ferramentas de
conservacgao e propagacdo destes grupos, que ja possuem muitas espécies em risco real de
extingéo.

Desta forma, este trabalho foi conduzido com o objetivo de descrever a biologia
reprodutiva e o desenvolvimento embrionario das espécies de peixes anuais Rivulidae sob
condigdes controladas em laboratorio, a fim de levantar informacdes detalhadas sobre estas
espécies ameagadas que possam servir como base em estudos de biotecnologia aplicada a

conservacao.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da
Biodiversidade Aquéatica Continental- CEPTA — ICMBIo0, localizado a 21°55°48” latitude sul,
47°22°28,1” longitude oeste, no municipio de Pirassununga, estado de Sao Paulo.

Foram utilizadas duas espécies de Rivullidae, Hypsolebias janaubensis, 3 casais, € a segunda
espécie Hypsolebias sertanejo, sendo utilizados 7 casais, todos aptos a reproducéo.
Ambas as espécies foram colocadas em aquarios capacidade de 30 L, com 20 litros de agua,
aeracdo constante e temperatura controlada (27-30 °C), sendo colocado um casal por aquério

totalizando dez aquérios



Para os experimentos com reproducdo, desova, filmagem do comportamento reprodutivo
(etologia) e avaliar aspectos quantitativos e qualitativos das desovas, foram colocados

substratos de areia em cada aquario, formando um “ninho”, Figs 1 e 2.

Fig 1 Fémea de Hypsolebias utilizada durante os experimentos

Fig 2 Macho de Hypsolebias utilizada durante os experimentos.

Experimento 1: Avaliacdo dos aspectos quantitativos e qualitativos das desovas.

Apbs se verificar que estava ocorrendo comportamento reprodutivo, o substrato de desova
(areia) passou a ser filtrado diariamente, passando por uma peneira malha 300 micras para que
os ovos fossem separados, e logo em seguida eram contados e colocados em placas de Petri.
Posteriormente, os ovos foram analisados em estereomicroscopio, verificando-se quais

estavam fertilizados recolocados em outras placas de Petri contendo fibras de cbco, para
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evitar umidade e mantidos em estufa tipo B.O.D a 26°C por 30 dias para que ocorresse a
secagem.
Passado esse periodo, os ovos eram retirados da fibra de coco, hidratados em placas de petri
para quebra da diapausa, e em seguida colocados em potes plasticos com agua até a ecloséo.
Nesse experimento foram avaliados 0s seguintes parametros:

1) quantidade de ovos coletados do substrato (areia);

2) porcentagem de ovos fertilizados;

3) quantidade de ovos recuperados do substrato (fibras de c0co) e;

4) porcentagem de ovos eclodidos.
Experimento 2: Acompanhamento da etologia reprodutiva.
Neste experimento foram feitas anélises com o auxilio de filmagem dessas espécies de
Rivulideos, verificando-se o comportamento de cortejo e como esses ovos eram depositados
no substrato, e tinha a filmagem a duracgdo de 6 horas diarias.
Experimento 3: Desenvolvimento embrionério.
Nesta etapa os peixes foram acompanhados para se verificar 0 exato momento em que 0s 0VOS
eram depositados ao substrato, em seguida, os mesmos foram coletados e levados até um
estereomicroscopio, e |4 fotografados em cada etapa do desenvolvimento embrionario
(clivagem, bléastula, gastrula, somito e eclosdo). Os embrides foram observados diariamente

até a eclosao.

3. RESULTADOS

Aspectos quantitativos e qualitativos das desovas



Os resultados parciais do experimento 1 indicam que embora essas espécies
apresentam picos de desova, podendo chegar até 60 ovos didrios em uma Unica fémea, a taxa
de eclosdo é bem baixa e na maioria das vezes zero. A Tabela 1 demonstra o numero de
desovas obtidas para cada espécie analisada, bem como a viabilidade de cada uma. Na espécie
Janaubensis, foi possivel obter um nimero maior de desovas, com boa qualidade devido ao

fato de terem sido obtidas em sistema artificial.

Etologia reprodutiva

Na figura 3 é apresentado o comportamento reprodutivo da espécie, o qual em A
temos a fémea esperando para ser pareada com o macho; em B o inicio do cortejo; em C o
inicio do posicionamento para enterrar 0s ovos ao substrato; em D-E-F os ovos estdo sendo

enterrados e fertilizados pelo macho; em G-H-I termina-se o comportamento reprodutivo.

Desenvolvimento embrionério

Durante o desenvolvimento embrionario foram observados cinco estagios (clivagem,
blastula — momento da diapausa |, somito — momento da diapausa Il e 11, e eclosdo). Ap6s a
fertilizacdo os ovos iniciaram as clivagens, sendo observado o estagio de quatro células
(Figura 4A). Com a continuidade das divisdes celulares, os ovos atingiram a fase de blastula,
a qual é caracterizada pela formacdo da blastoderme (Figura 4B). Posteriormente, foi
observado o estagio de somito (Figura 4C), o qual faz parte do processo de organogénese.
Durante deste evento, as larvas comecgaram a apresentar movimentos ativos, o que culminou
na saida do cdrion, momento da eclosdo (Figura 4D). Logo apds a eclosdo as larvas
apresentavam alimentacdo exogena (nauplios de Artemia sp.), 0 que permitiu o rapido

desenvolvimento das mesmas (Figura 4E). O estagio de géastrula (apds a blastula) ndo foi
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verificado, pois 0s ovos entraram em diapausa e as observacbes sé possibilitaram a

verificagdo do préximo estagio (somito).

4. DISCUSSAO

Os dados parciais desta pesquisa destacam dois importantes aspectos relacionados a
reproducdo das espécies de peixes anuais. O primeiro deles trata da quantidade e qualidade
das desovas obtidas por duas dessas espécies sob condi¢bes de laboratorio, em sistemas
artificiais de criacdo. O segundo descreve os padrdes de comportamento reprodutivo destas
espécies, tdo caracteristico que o torna imprescindivel para o entendimento, manejo e
manipulacdo dos padrdes reprodutivos destes animais.

Quanto a quantidade e qualidade das desovas obtidas sob condicdes experimentais de
laboratdrio, Wourms (1972), em um dos trabalhos mais classicos realizados com as espécies
anuais de peixes sobre aspectos reprodutivos, destaca que no processo de embriogénese destes
animais, a diapausa | ocorre na fase de dispersdo de células, previamente a sua reagregacéo. O
processo de dispersdao — reagregacdo é considerado um mecanismo de controle basico na
formacdo da massa de células critica para a continuacdo da embriogénese. O autor destaca
ainda que, submeter os ovos apés a desova a condi¢des ndo ideais durante a fase de dispersao
impede a reagregacdo e atrasa a embriogénese, comprometendo seriamente a qualidade e 0s
indices de sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento. A existéncia da diapausa I, entre
outros aspectos, permite que a embriogénese seja postergada até que o ambiente apresente
condicdes adequadas a sua continuidade, em uma clara estratégia de sobrevivéncia e
propagacao da especie.

No presente trabalho, o desenvolvimento embrionario e os fatores que o0 modulam e
influenciam serdo abordados na segunda etapa da pesquisa, mas 0s primeiros estagios de

desenvolvimento pos fertilizacdo em desovas semi artificiais em laboratorio ja puderam ser
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observados durante a execugdo da primeira etapa do trabalho, apresentando padrdes muito
semelhante aos ja descritos para outras espécies de peixes anuais na literatura.

Com relacdo aos aspectos relacionados aos processos de diapausa que ocorrem
durante a embriogénese normal destes peixes, Podrabsky (1999) destaca que é possivel que a
longa duracéo das secas e a relativa instabilidade e imprevisibilidade dos efémeros bidtopos
possam ter favorecido o processo de diapausa em detrimento ao “atraso na eclosdo”. As
condigdes ambientais que regulam o fim da diapausa continuam obscuras em toda literatura
indexada sobre este aspecto, 0 que sugere claramente que estes fatores séo multivariados.

Durante as desovas observadas em laboratério na presente pesquisa, foi possivel
observar claramente o padrdo de trés estagios de diapausa, influenciados por essa série de
fatores ambientais e bioldgicos especificos que ndo sdo totalmente conhecidos mas que, a
principio, estdo diretamente relacionados aos indices pluviométricos e consequentemente ao
volume d’4dgua. Ovos com morfologia adequada e aparentemente viaveis entravam em
diapausa | nas condigfes experimentais e continuavam o seu desenvolvimento normal dias
apos o repouso quando se adicionava dgua ao ambiente criado com fibras. Muitos chegavam a
eclosdo com taxas satisfatorias de sobrevivéncia, como serd apresentado posteriormente na
segunda etapa desta pesquisa.

Outro aspecto muito abordado na literatura sobre fatores ambientais modulando a
qualidade da desova de peixes anuais é a questdo da influéncia da temperatura sobre o0s
ovocitos e o desenvolvimento embrionario. Arenzon, Lemos e Bohrer (2002), abordando 0s
aspectos da influéncia da temperatura sobre o desenvolvimento da espécie Cynopoecihus
melanotaenia, constataram que o efeito de duas faixas distintas de temperatura, 20°C e 25°C e
de uma outra variavel (16-25°C), afetavam diretamente o tempo de desenvolvimento dos
embribes da espécie, modulando a velocidade de ocorréncia dos estagios normais da

embriogénese. Os autores destacam que foi necessario menor periodo de incubacdo para
12



completar o desenvolvimento a 25°C, temperatura mais elevada. Entretanto, todos os
embrides mantidos sob essa faixa chegaram a eclosdo, apresentando méas formacdes
morfologicas que inviabilizariam sua posterior sobrevivéncia. O trabalho deixa clara a
influéncia exercida por mais um fator ambiental — temperatura — sobre a qualidade e
sobrevivéncia das desovas e embrides e larvas das espécies anuais.

Quanto a segunda etapa realizada e descrita no presente relatorio parcial, foi possivel
observar e estabelecer alguns padrées do comportamento reprodutivo das espécies de peixes
anuais estudadas.

Informagdes acerca dos mecanismos de isolamento reprodutivo, incluindo uma
andlise detalhada dos sinais de cortejo, sdo escassas entre esses peixes na literatura indexada.
O comportamento reprodutivo de Austrolebias reicherti, uma outra espécie também anual, foi
observado e descrito por Garcia, Loureiro e Tassino (2008). Os autores destacam que, entre 0s
machos da espécie, o padrdo de comportamento foi a chamada “exibi¢do lateral”, onde
caracteristicas espécie — especificas da morfologia e colorido sdo destacados e exibidos a
fémea durante o comportamento de corte.

O trabalho destaca, ainda, que entre as fémeas, foi observado um comportamento
reprodutivo de “quietude”, o que indica que o mesmo poderia desempenhar um papel
avaliativo durante o cortejo. Os autores também chamam a atencéo pelo fato de que, além dos
sinais visuais envolvidos no cortejo das espécies anuais, 0s machos também vibram as
nadadeiras dorsal e anal e ondulam o corpo, indicando que 0s sinais mecanicos também
poderiam ter influéncia na atracdo das fémeas. Os movimentos de cortejo altamente
conservados dentro de Austrolebias indicam que o reconhecimento especifico e a barreira a
hibridizacdo poderiam n&o ocorrer nesta etapa, a menos que se encontrem diferencas

guantitativas e de frequéncia nestes sinais comportamentais.
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Quanto ao desenvolvimento embrionario, observado nas etapas finais do presente
relatério, os padrdes de embriogénese e diapausa foram bem caracteristicos para espécies de
rivulideos tropicais. O primeiro plano da clivagem na presente espécie da origem a dois
blastbmeros com tamanho idéntico, caracteristica semelhante a identificada para outras
espécies, como Oryzias latipes (IWAMATSU, 2004), e Gadus morhua (HALL et al., 2004).
No estagio de blastula, o padrdo de desenvolvimento embrionario observado pode ser
comparado ao descrito por lwamatsu (2004) para o0 medaka e por Kimmel et al. (1995) para o
“zebrafish”. As células movem-se de forma convergente para formar o eixo embrionario. Nao
foi possivel observar os eventos correspondentes ao estagio de gastrula nesta espécie, visto
que os embrides entraram em diapausa apds a blastula. Na segmentacdo, momento em que se
multipicam o0s primeiros somitos, 0 ndmero total observado gradualmente pode ser
empregado para definir o estagio de desenvolvimento durante a segmentacdo (GORODILQOV,
2004). No entanto, este padrdo ndo pode ser seguido sem adaptacOes, porque 0 nimero de

somitos e os intervalos de seu desenvolvimento sdo espécie-especifico.

5. CONCLUSAO

Os padroes observados neste trabalho, de uma forma geral, foram muito semelhantes
aos descritos na presente pesquisa para as duas espécies observadas: um comportamento de
corte muito especifico e de grande duracdo entre os adultos das respectivas espécies aptos a
reproducdo, sem uma clara evidéncia de barreira a formacdo de hibridos, mas com padrdes
bem estabelecidos de comportamento e frequéncia deste comportamento até o ato de desova e

fertilizag&o.
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FIGURAS E TABELAS

TABELA 1 — Numero de desovas obtidas para cada espécie, durante o desenvolvimento
experimental (47 dias de observagdes).

Sertanejus Janaubensis
Desova Ovos vidveis  Ovos invidveis | Ovos viaveis  Ovos inviaveis
1 120 34 47 0
2 70 44 S7 6
3 112 49 38 3
4 115 19 24 0
5 106 21 22 1
6 95 17 28 3
7 88 9 1 0
8 133 20 8 3
9 41 23 2 7
10 49 10 4 5
11 10 2 1 7
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FIG. 3 — Sequéncia da etologia reprodutiva da espécie QUAL ESPECIES
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A- Estagio de clivagem (4 blastdmeros); B- Estagio de blastula (diapausa 1); C- Estagio de
segmentacdo (diapausa Il); D- Estagio de segmentagao tardia (diapausa Il1); E- Larva (1 dia de
eclosdo); F- Larva (4 dias de eclos&o).

FIG. 4- Sequencia do desenvolvimento embrionario da espécie Hypsolebias. QUALLLL?
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