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APRESENTAÇÃO

A coleção “As Ciências Biológicas e a Interface com vários Saberes” é uma obra que 
tem como intuito principal a apresentação e discussão científica por meio de trabalhos 
em diferentes áreas do conhecimento e que compõe seus capítulos. O volume abordará 
de forma categorizada e interdisciplinar trabalhos de pesquisas experimentais realizadas 
em laboratórios e revisões que literatura que passam conhecimentos na área de ciências 
Agararias, Botânica e Saúde pública e saúde coletiva, como também na área educacional. 
Essas pesquisas foram realizadas em Instituições Federais como também em: Institutos 
Federais, Faculdades privadas, etc. 

O objetivo central deste E-book foi apresentar de forma categorizada e clara os 
estudos desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Além disso, 
em todos esses trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à Agricultura, a 
Botânica, a Farmocobotânica, e a Metodologia de Ensino Aprendizagem.

Os temas abrangendo conteúdos diversos e interessantes são, deste modo, 
discutidos aqui com a proposta de fundamentar o conhecimento de estudantes, mestres e 
todos aqueles que de alguma forma se interessam pelo desenvolvimentos e padronização 
de metodologias que possam melhorar a germinação e desenvolvimento de vegetações, 
como também conhecer metodologias que possam ser usadas em salas de aulas 
com a intenção objetivo melhorar a apresentação de conteúdos abstratos e facilitar o 
entendimento desses conteúdos pelos estudantes.

Deste modo a obra As Ciências Biológicas e a Interface com vários Saberes, abrange 
vários assuntos que apresentam teorias bem fundamentadas em resultados práticos 
obtidos de experimentos laboratoriais, em dados coletados de artigos já publicados, 
mas apresentados aqui como pesquisa de revisão realizadas por diversos professores, 
pesquisadores, graduandos, pós-graduandos e acadêmicos que arduamente realizaram 
suas pesquisas que aqui serão apresentados de maneira objetiva e didática. Sabemos 
como é importante a divulgação científica de resultados de pesquisas para o conhecimento 
do homem nas áreas de Agricultura, Botânica, Zoologia e Educação do Brasil e de outros 
países. 

Além disso, evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer 
uma plataforma consolidada e confiável para estes pesquisadores exporem e divulguem 
seus resultados. 

Eleuza Rodrigues Machado
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RESUMO: Os peixes anuais desenvolveram 
adaptações para sobrevivência em ambientes 
efêmeros, sendo uma característica desse 
grupo a presença de diapausas, uma fase em 
que o desenvolvimento embrionário permanece 
estacionado e pode ser regulado por fatores 

abióticos e bióticos. Austrolebias nigrofasciatus 
é uma espécie de peixe anual encontrada na 
América do Sul que atualmente encontra-se 
ameaçada de extinção. Para avaliar os efeitos 
dos meios de incubação e do fotoperíodo no 
desenvolvimento embrionário dessa espécie, 
foram avaliados os fatores: presença/ausência 
de fibra de coco e fotoperíodo 12h claro:12h 
escuro ou 24h escuro. Os resultados mostram 
que ao final de quatro semanas, a maior 
parte dos embriões mantidos na fibra de coco 
permaneceram na fase de somitogênese, 
enquanto que embriões não submetidos a 
esse meio estavam no estágio de diapausa 
II ou pigmentação. Apenas embriões não 
submetidos a fibra de coco entraram em 
fase de pigmentação. Não foram observados 
efeitos significativos do fotoperíodo ao longo 
do tempo estudado. Da mesma forma, não 
se verificou diferenças na sobrevivência de 
animais mantidos na fibra de coco em relação 
aos animais mantidos sem esse meio. Esses 
resultados indicam que a fibra de coco retarda 
o tempo de embriogênese, sendo essa uma 
informação importante quando se deseja 
controlar o tempo de desenvolvimento em 
laboratório, tendo em vista seu cultivo para fins 
de pesquisa, conservação ou criação comercial.
PALAVRAS-CHAVE: killifish; diapausa; fibra de 
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coco; ambientes efêmeros; conservação.

EFFECTS OF INCUBATION MEDIA AND PHOTOPERIOD ON THE EMBRYONIC 

DEVELOPMENT OF THE ANNUAL FISH Austrolebias nigrofasciatus

ABSTRACT: The annual fishes have developed adaptations for survival in ephemeral 
environments. One of these are diapauses, phases in which embryonic development remains 
stationary and may be regulated by abiotic and biotic factors. Austrolebias nigrofasciatus is 
an annual fish species found in South America that is currently threatened with extinction. 
To analyze the effects of incubation media and photoperiod on the embryonic development 
of this species, the following factors were evaluated: presence/absence of coconut fiber and 
photoperiod of 12h:12h or 24h dark. Results demonstrated that after four weeks, most embryos 
kept in coconut fiber stayed in the somitogenesis phase, while embryos not submitted to this 
medium were in the stage of diapause II or pigmentation. Only embryos not subjected to 
coconut fiber entered the pigmentation phase. No significant effects of the photoperiod were 
observed throughout the study period. Similarly, there were no differences in the survival 
rate of animals kept in coconut fiber compared to animals kept without this medium. These 
results indicate that coconut fiber delays embryogenesis time, making this an interesting tool 
when controlling the embryonic development is desired. Finally, the results obtained in this 
study are extremally relevant for A. nigrofasciatus cultivation for research, conservation and 
commercial purposes.
KEYWORDS: killifish; diapause; coconut fiber; ephemeral environments; conservation.

1 |  INTRODUÇÃO 

Os peixes anuais habitam áreas úmidas sazonais da costa atlântica da América do 
Sul e da África que secam em determinados períodos do ano (COSTA, 2006; COSTA 
et al., 2008). Durante a seca, a população de adultos morre. No entanto, os embriões 
destes animais permanecem em diapausa enterrados no substrato, esperando o próximo 
período chuvoso, quando eclodem e iniciam um novo ciclo de vida. A diapausa é uma 
fase estacionária do desenvolvimento embrionário que pode prolongar-se por muito 
tempo e caracteriza-se por uma intensa redução metabólica, conferindo aos embriões 
uma grande tolerância à estressores ambientais, como o estresse hídrico, térmico e a 
anoxia (PODRABSKY e HAND, 1999). São observados três estágios do desenvolvimento 
em que ocorrem as diapausas, nomeadas de diapausa I, II e III (AREZO et al., 2017). A 
primeira delas é facultativa, e, quando presente, está associada a um processo conhecido 
como dispersão e reagregação dos blastômeros. Este processo ocorre antes da formação 
do eixo embrionário definitivo, entre as fases de epibolia e embriogênese (WOURMS et 
al., 1972). Assim como a diapausa I, a diapausa II também pode ser facultativa, apesar 
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disto, a maioria dos embriões acaba entrando nesta fase (PODRABSKY e HAND, 1999). 
Logo antes deste estágio, é possível observar nos embriões a formação de um sistema 
circulatório que já possui um coração funcional (já batendo), além de elementos básicos 
do sistema nervoso central. A diapausa II é a fase do desenvolvimento embrionário mais 
estudada, sabe-se que sua duração pode passar dos 100 dias e a entrada e a saída 
desse estágio podem ser reguladas por fatores bióticos, como caracteres genéticos e 
sinais maternos, bem como por fatores abióticos, como o fotoperíodo, a disponibilidade 
de oxigênio (PODRABSKY e HAND, 1999; PODRABSKY et al., 2012), a temperatura 
(MARKOFSKY e MATIAS, 1977; ARENZON et al., 2002; PODRABSKY et al., 2010) e os 
meios de incubação (FONSECA et al., 2018). Além disto, os fatores citados podem regular 
também o tempo em que os animais permanecem em diapausa II, não apenas a entrada 
ou saída deste estágio. A diapausa III é a última fase pela qual os peixes passam. Neste 
estágio, o desenvolvimento já está completo e os embriões estão prontos para a eclosão.

A necessidade de sobrevivência em ambientes efêmeros e hostis faz com que 
esses peixes tenham desenvolvido adaptações relacionadas ao seu ciclo de vida. 
No entanto, a maioria das espécies de peixes anuais não são vulneráveis apenas a 
variações ambientais, mas também à constante degradação e descaracterização de seus 
hábitats causados por ações antrópicas deletérias (VOLCAN et al., 2015). O peixe anual 
Austrolebias nigrofasciatus Costa & Cheffe (2001) pertencente à família Aplocheilidae 
ordem Cyprinodontiformes, está incluso na lista de espécies ameaçadas de extinção 
(ICMBIO, 2012). Neste contexto, torna-se importante conhecer os fatores que regulam 
sua embriogênese e, desta forma, fornecer subsídios para seu cultivo, manejo e criação 
em cativeiro, contribuindo assim para sua conservação. Pesquisas realizadas com peixes 
anuais mostram que esses organismos apresentam potencial para serem utilizados como 
modelos biológicos devido a possibilidade de estocagem de ovos em laboratório, rápida 
reprodução, fácil manutenção e alta sensibilidade a tóxicos (ARENZON et al., 2002; 
ARENZON et al., 2003). Além disso, peixes anuais são muito apreciados pelo aquarismo, 
em razão de sua coloração bastante atraente.

Para o eficiente cultivo de peixes anuais, tanto para fins de utilização em testes de 
laboratório, como conservação ou aquarismo, torna-se necessário definir suas condições 
ambientais ótimas (VOLCAN et al.,2013). Apesar dos avanços acerca desses organismos, 
pouco se sabe sobre como a manipulação de fatores bióticos e abióticos podem 
desencadear diapausas ou retomar a embriogênese de peixes anuais. Considerando o 
contexto exposto, no presente estudo foram testados os efeitos de diferentes meios de 
cultivo sobre os padrões de desenvolvimento de embriões do peixe anual Austrolebias 
nigrofasciatus, bem como o efeito de diferentes fotoperíodos durante este processo. 
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2 |  METODOLOGIA 

Desenho experimental

 Os embriões utilizados nesse experimento foram obtidos a partir da reprodução de 
5 casais da espécie Austrolebias nigrofasciatus. Os adultos foram mantidos a temperatura 
de 21ºC, aeração constante e fotoperíodo de 12h:12h, conforme descrito por Volcan et al. 
(2013). Embriões fertilizados foram selecionados e aclimatados sob temperatura de 21ºC, 
de acordo com o método descrito por Arenzon et al. (2002). Cada unidade experimental 
consistiu em 10 embriões distribuídos aleatoriamente, sendo o experimento realizado em 
triplicata. Foram testados dois fatores: presença/ausência de fibra de coco e fotoperíodo 
(12h claro:12h escuro ou 24h escuro). Após duas semanas, todos os embriões foram 
individualmente analisados na lupa. Foram registrados o número de pares de somitos e 
o número de embriões pigmentados. Na terceira semana foi avaliado o número embriões 
pigmentados. Após quatro semanas de experimento, foram quantificados os embriões 
em fase de diapausa I (dispersão dos blastômeros), somitogênese (de 1 a 34 pares de 
somitos), diapausa II (mais de 35 pares de somitos) e já pigmentados. Durante as quatro 
semanas verificou-se a mortalidade dos embriões. 

Análise estatística 

Os dados são expressos como média±erro padrão. A proporção de embriões 
pigmentados foi analisada com ANOVA, após terem sido realizados os testes de 
normalidade (Kolmogorov-Smirnov) e homogeinidade das variâncias (Levene). Diferenças 
significativas entre médias foram determinadas através do teste post hoc de Tukey. Os 
dados foram primeiramente analisados com ANOVA de três vias, considerando a presença/
ausência de fibra de coco como um fator, fotoperíodo como o segundo fator e tempo como 
o terceiro fator. Após a construção desse primeiro modelo foi observado que o fotoperíodo 
não influenciou nenhuma das variáveis testadas. Desta forma, as análises passaram a 
ser feitas por ANOVA de duas vias, considerando presença/ausência da fibra de coco e o 
tempo como únicos fatores. Para análise da proporção embrionária e da mortalidade dos 
embriões utilizou-se Teste t de Student. Todos os testes foram considerados sob um nível 
de significância de 95% (p<0,05).

3 |  RESULTADOS 

Ao avaliar a porcentagem de embriões pigmentados ao longo do tempo, encontramos 
diferenças apenas no fator presença/ausência de fibra de coco. Os embriões cultivados 
na fibra de coco não apresentaram pigmentação durante as quatro semanas de avaliação. 
Diferentemente, a proporção de embriões pigmentados aumentou nas repetições que não 
continham este meio (43,34±11,80%) (Fig.1). Não observamos efeitos significativos do 
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fotoperíodo ao longo das quatro semanas de estudo.
Frente a esse primeiro resultado, resolvemos avaliar mais profundamente os animais 

de ambos os tratamentos que não estavam pigmentados. Portanto, ao final do experimento 
(semana 4) classificamos os embriões nas seguintes fases: diapausa I (dispersão dos 
blastômeros); somitogênese (de 1 a 34 pares de somitos); diapausa II (mais de 35 pares 
de somitos) e já pigmentados.

 Foi possível observar que ao final das quatro semanas experimentais, dos embriões 
cultivados na fibra de coco, 89,75±3,45% estavam em somitogênese (1 a 34 pares de 
somitos) e 10,25±3,45% dos embriões estavam em diapausa II. Nas repetições mantidas 
sem fibra de coco, 56,67±11,80% dos embriões estavam na diapausa II e 43,34±11,80% 
encontrava-se na fase de pigmentação (Fig.2).

Em relação a taxa de mortalidade de embriões de A. nigrofasciatus, não foram 
verificadas diferenças entre os tratamentos (Fig.3).

Figura 1: Porcentagem de embriões pigmentados de Austrolebias nigrofasciatus ao longo de quatro 
semanas submetidos a presença ou ausência de fibra de coco. Os valores são representados pelas 

médias ± erro padrão. As letras maiúsculas sobre as barras indicam diferenças dentro de cada 
tratamento ao longo das quatro semanas. As letras minúsculas indicam diferenças entre os tratamentos 

dentro de cada semana. (n ≥23; ANOVA Two-way; p<0,05)
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Figura 2: Porcentagem de embriões do peixe anual Austrolebias nigrofasciatus nas fases de 
somitogênese, dipausa II e pigmentados, após quatro semanas mantidos na presença ou ausência 
de fibra de coco. Os valores são representados pelas médias ± erro padrão. As letras maiúsculas 

significam diferenças entre os tratamentos. (n ≥23; Teste t de Student; p<0,05) 

Figura 3: Mortalidade (%) de embriões do peixe anual Austrolebias nigrofasciatus na presença ou 
ausência de fibra de coco. Os valores são representados por média ± erro padrão. (n ≥23; Teste 

t de Student; p<0,05)

4 |  DISCUSSÃO

Em nenhum dos tratamentos foram encontrados embriões na diapausa I. Todos os 
animais entraram em diapausa II em ambos os meios testados, no entanto, o meio sem 
fibra de coco teve uma parcela maior de embriões nesse estágio. 

A fibra de coco foi utilizada com intuito de reproduzir características do meio natural, 
simulando os ovos enterrados no substrato. Outros meios de incubação como, por 
exemplo, o peat moss e a solução de Yamamoto são usados em ensaios de laboratórios 
que utilizam peixes anuais. Entretanto, Fonseca et al (2018) demonstrou que embriões 
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mantidos em água com fibra de coco se mantem na fase de diapausa II por mais tempo 
quando comparados a embriões mantidos em solução de Yamamoto. 

Em nosso estudo, observou-se que o tempo de desenvolvimento embrionário diferiu 
nos dois tratamentos, sendo essa uma boa opção para o controle do desenvolvimento 
embrionário de peixes anuais em laboratório. O meio contendo fibra de coco é ideal 
quando deseja-se prolongar o desenvolvimento e assim definir o melhor momento para 
continuar a embriogênese. Essa manipulação é importante na criação desses peixes, pois 
permite um controle mais fino sobre o desenvolvimento destes animais. Este é um fator 
importante, pois muitas vezes o pesquisador busca uma fase embrionária específica para 
a realização de estudos científicos.  Além disto, a possibilidade de escolher quando estes 
animais irão eclodir permite que isto se dê de forma a coincidir com a disponibilidade de 
recursos para manutenção destes animais em laboratório. Por outro lado, a ausência de 
fibra de coco possibilita que o desenvolvimento ocorra de forma mais rápida, facilitando os 
estudos acerca do desenvolvimento embrionário quando se deseja resultados ágeis em 
laboratório, dado que no ambiente natural a diapausa pode perdurar por um longo período. 
Controlar o tempo de embriogênese facilita a manutenção e os estudos sobre a biologia 
e a reprodução de peixes anuais em cativeiro, sendo essas importantes compreensões 
para a conservação de espécies ameaçadas de extinção.

Outras formas de regular o desenvolvimento embrionário de peixes anuais já 
foram estudadas em laboratório. Podrabsky et al. (2010) demonstrou que embriões 
de Austrofundulus limnaeus conseguem escapar da diapausa II quando mantidos em 
temperaturas mais elevadas. A velocidade de desenvolvimento costuma estar diretamente 
relacionada com o aumento da temperatura (MARKOFSKY e MATIAS, 1977). Da mesma 
forma, sabe-se que o fotoperíodo pode exercer influência durante a embriogênese. Em 
ambientes naturais, a exposição a luz pode ser um importante sinal para ativação dos 
embriões antes do retorno dos períodos chuvosos, induzindo a um término da diapausa 
II (LEVELS et al., 1988; PODRABSKY et al., 1999). Um estudo conduzido com embriões 
de peixe anual A. limnaeus demonstra que um fotoperíodo de dia longo (14h claro: 10h 
escuro) induz a um término mais rápido da diapausa II quando comparado a embriões 
expostos a um fotoperíodo de dia curto (10h claro: 14h escuro) e a embriões em total 
escuridão (PODRABSKY et al., 1999). Diferentemente, Levels et al. (1988) verificou que 
a temperatura de incubação pode estar relacionada aos efeitos do fotoperíodo. Embriões 
do peixe anual Nothobranchius korthausae quando mantidos a 18ºC entram em diapausa 
II independentemente do ciclo claro: escuro, enquanto que embriões submetidos a 
temperatura de 25ºC tiveram a diapausa II inibida ou terminada no ciclo 12h claro: 12h 
escuro. No presente estudo não foi possível observar efeitos significativos do fotoperíodo 
no desenvolvimento embrionário de A. nigrofasciatus. Apesar disto, mais investigações 
são necessárias para que possamos concluir se este fator realmente não afeta os embriões 
desta espécie. Neste contexto, sugerimos que mais experimentos sejam realizados, 
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testando mais variações de fotoperíodos e combinando-os com diferentes temperaturas, 
visto que esta combinação parece afetar embriões de outras espécies de peixes anuais.

 A manutenção de ovos em laboratório pode ser dificultada devido a fragilidade 
dos embriões e a insidiosa contaminação por fungos. Fonseca et al. (2018) relatou que 
embriões de A. nigrofasciatus expostos a fibra de coco tiveram uma sobrevivência menor em 
relação aos animais mantidos em solução de Yamamoto. Já para ovos de Nothobranchius 
spp., a solução de Yamamoto resultou em uma sobrevivência inferior a 30% (BLAZEK et 
al., 2013). Nossos resultados mostram que a mortalidade dos embriões mantidos na fibra 
de coco não diferiu em relação aos embriões que não continham esse meio, evidenciando 
que a fibra de coco não influencia nas taxas de sobrevivência, tornando este um meio 
viável quando deseja-se prolongar o tempo de desenvolvimento.

5 |  CONCLUSÃO

Com este estudo podemos concluir que o desenvolvimento embrionário de Austrolebias 
nigrofasciatus apresenta resposta diferente em relação aos meios de incubação testados. 
A exposição à fibra de coco não mostrou embriões em fase de pigmentação, evidenciando 
um atraso no desenvolvimento em comparação ao cultivo sem este material. Além disto, 
os fotoperíodos testados não influenciaram a embriogênese desses animais. Por fim, a 
presença ou ausência de fibra de coco durante a manutenção dos embriões não alterou 
as taxas diárias de mortalidade. Sendo assim, em conclusão, quando o objetivo é obter 
rápido desenvolvimento embrionário, tanto para fins de obtenção de larvas para cultivo 
ou utilização de embriões em experimentos, sugere-se que estes animais não sejam 
mantidos em fibra de coco. Apesar disto, quando o objetivo é o estoque de embriões por 
longos períodos, sugere-se a utilização deste material. Lembrando que esta escolha não 
irá influenciar na taxa de sobrevivência destes animais.

 Por fim, entende-se que as conclusões obtidas neste trabalho permitem um melhor 
controle do tempo de desenvolvimento embrionário de A. nigrofasciatus em laboratório ou 
estações de criação, facilitando muito os estudos com espécies de peixes anuais e seu 
cultivo, tanto para fins de pesquisa, conservação ou criação comercial. Além disso, esses 
resultados demonstram a importância do meio abiótico na regulação das diapausas em 
peixes anuais, o que possui grande impacto para a elaboração de estratégias de manejo, 
tanto na natureza como fora dela.
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