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1.

INTRODUCAO

Os peixes representam o maior grupo de espécies conhecidas entre os vertebrados, mais
da metade - 33.000 espécies e contando - ocupando os mais diversos ambientes aquaticos, desde
grandes altitudes até as profundezas marinhas, dentre as quais 0s peixes 0sse0s representam a
maior parte das espécies descritas (Nelson, 2016). Além disso, os peixes tém se tornando um dos
principais modelos bioldgicos, sendo que o primeiro registro de trabalhos utilizando esse grupo de
vertebrados em experimentacdo data de 1966, com trés artigos publicados. Esse nimero cresceu
exponencialmente, e em 2015 foram encontrados 390 artigos nessa area (SCOPUS, 2019). Sendo
assim, o conjunto de praticas relacionadas a reproducéo de peixes é de suma importancia para o dia
a dia das psiculturas e, para isso 0s caracteres sexuais secundarios sdo cruciais, fornecendo
informacbes importantes, como a sexagem das matrizes. Apesar do processo reprodutivo ser um
dos aspectos mais estudados dentro do ciclo de vida dos peixes, o volume de informacdes
disponiveis é bastante reduzido quando comparado ao numero de espécies existentes. Um dos
exemplos € o género Moenkhausia onde os caracteres propostos por Eigenmann, permanecem
como os Unicos diagnosticos para o género, sendo usados atualmente para definir as novas espécies
dentro do género (BENINE et al. , 2004; GERY e ZARSKE, 2004; ZARSKE et al. , 2004; LIMA e
BIRINDELLI, 2006; BERTACO e LUCINDA, 2006). A grande diversidade morfol6gica entre as
espécies do género Moenkhausia tem levado a sugestdo de que esse seja um grande grupo
parafilético (FINK, 1974; COSTA, 1994; WEITZMAN e PALMER, 1997), por compartilhar
diversas caracteristicas com outros géneros dentro da familia Characidae. Embora, também seja
possivel que existam grupos naturais neste género (Benine,2004). Para a espécie Moenkhausia
oligolepsis, por exemplo, ainda ndo estdo elucidadas informacdes sobre o desenvolvimento de
caracteres sexuais secundarios, como seus mecanismos de formacdo, variacdo e manutencdo. No
entanto, estudos, tais como sua Reproducdo e desenvolvimento embrionario (Santos, 2019) e a
analise das caracteristicas seminais (Rodrigues, 2019) ja foram realizados em nosso grupo com o
objetivo de adicionar tais informacbes na literatura, e assim facilitar trabalhos futuros com a
espécie estudada. O presente trabalho teve por objetivo estabelecer um protocolo de diafanizacéo
em M. oligolepis, elucidando caracteres sexuais secundarios, auxiliando nos estudos reprodutivos e
no esclarecimento das questdes taxonémicas e de desenvolvimento ontogenético.

2. MATERIAS E METODOS
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Protocolo de diafanizacéo piloto

Devido ao M. oligolepis ser um peixe selvagem, com reprodugéo em cativeiro dificultada,
com captura limitada a época reprodutiva (meses de janeiro a fevereiro), utilizou-se, a principio,
como objeto de estudo para estabelecimento de protocolo de diafanizacdo, a espécie Poecilia
reticulata (lebiste), por ser um peixe domesticado, resistente, e que se reproduz com facilidade. Os
espécimes foram anestesiados em solucdo de eugenol, fixados em solugdo de glutaraldeido e
mantidos em solugdo de alcool 70%. As amostras fixadas foram diafanizadas e coradas de acordo
com Taylor & Van Dyke (1985). Em seguida, foi feita a imersdo do peixe em uma mistura de 10
mg de Azul de Alcian 8GX em 80 ml de alcool etilico por 48 horas para coloragdo da cartilagem.
Posteriormente, foram feitas séries de lavagem de no minimo 3 horas cada, em alcool a 95%, 70%,
40% e 15%, respectivamente. Os animais foram postos em solucéo de 3 partes de borato de sdédio
para 7 partes de dgua e mantidos durante 2 dias em temperatura alta (34°C) ao abrigo da luz solar.
Por ndo apresentar resultados satisfatorios foi feita uma nova solugdo contendo maior taxa de
borato de sédio (3 g) e mantidos durante 3 dias. Logo apds, os espécimes foram transferidos para
uma solugdo com KOH e Alizarina durante 2 dias. Antes da diafanizagdo, com o auxilio de pinca
de ponta fina e agulhas cirtrgicas, os exemplares tiveram os olhos retirados para facilitar a
visualizacdo de estruturas internas.

Técnica modificada de dupla coloracédo (Tripsina modificada para papaina)

A espécie utilizada como objeto de estudo para a técnica modificada de dupla coloracao
foi a Moenkhausia oligolepis. Os espécimes foram anestesiados em solucéo de eugenol, fixados em
solucdo de glutaraldeido e mantidos em solucdo de alcool 70%. As amostras fixadas foram
diafanizadas e coradas de acordo com Dingerkus & Uhler (1977). Em seguida foram colocados em
100 ml de solucdo branqueadora por cinco horas (Agua oxigenada 3%), posteriormente foram
imergidos em Corante Alcian Blue (100 ml) por duas horas. A desidratacdo do tecido foi realizada
com diferentes concentracbes de alcoois, cada um com duracdo de uma hora, a partir da
concentracdo mais alta (96%) para as mais baixas, 96%, 96%, 75%, 40% e 15%, respectivamente.
Os individuos foram imersos em agua destilada por 5 a 10 minutos, e em seguida foram imersos em
100 ml da solucdo digestora (Papaina), esta solucdo foi obtida usando 3,5 g de sementes de mamao
verde maceradas, misturada com 95 ml de agua destilada e 1 g de borato de sédio.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo do protocolo era deixar as amostras translicidas, mostrando apenas a
estrutura 6ssea. No entanto, ao analisar a Figura 1, pode-se notar que o tecido muscular das larvas
continuou intacto, provavelmente devido a ndo digestdo pelo borato de sddio, o que impossibilitou
a visualizacdo da estrutura 6ssea. Como apresentado na Figura 1, muitas estruturas estdo em
desenvolvimento, sendo, por isso, ainda muito pequenas e/ou fracamente coradas. Além disso,
conforme individuos aumentam de tamanho, torna-se mais dificil focar todas os planos de interesse
numa mesma foto, tornando algumas estruturas de dificil visualizacdo.
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Figura 1. Desenvolvimento em larvas de Poecilia reticulata. Espécimes diafanizados e corados
com Azul de Alcian e Vermelho de Alizarina. (na): Nadadeira anal; (nc): Nadadeira caudal; (nd):
Nadadeira dorsal; (np): Nadadeira pélvica; (0): Olho; (sd): Sistema digestorio; (td): Tecido digerido

Fonte: autor

O segundo protocolo também néo foi satisfatério e digeriu érgdos importantes (total ou
parcialmente.

Figura 2: Larvas de M. oligolepis diafanizadas. (na): nadadeira anal; (nc): nadadeira
caudal; (0): olho; (td): trato digestorio; (v): vitelo.
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Além da digestéo total (Fig. 2d; 2e) do espécime, alguns individuos tiveram a nadadeira caudal
digerida parcialmente (Fig. 2a; 2b.).

4. CONSIDERACOES FINAIS

Pdde-se notar que o tecido muscular das larvas continuou intacto, provavelmente devido a
ndo digestdo pelo borato de sodio, o que impossibilitou a visualizagdo da estrutura 6ssea. Muitas
vezes estruturas, principalmente 6sseas, quando visualizadas pela primeira vez, geralmente estdo
comegando seu desenvolvimento, sendo, por isso, ainda muito pequenas e/ou fracamente coradas.
Além disso, conforme individuos aumentam de tamanho, torna-se mais dificil focar todas os planos
de interesse numa mesma foto, sendo que algumas estruturas, embora presentes, ndo sao
visualizadas por questdes de foco. Novos protocolos serdo testados a fim de conseguirmos a correta

visualizacdo das estruturas.
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