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Figura 9: Eletronmicrografia de varredura de B. splendens com énfase na papila urogenital. A:
Juvenil, posicio do peixe. B e C: Anus e papila urogenital iniciando sua protuberancia. D: papila
urogenital bem externalizada, indicando aptiddo da fémea para acasalamento. E: Inicio da
regressdo papilar. F: Papila regredida. Legenda: anus (a); papila urogenital (p); cabeca de seta
mostra papila urogenital iniciando regressdo e seta indica papila urogenital regredida................... 77
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Resumo geral

O Betta splendens destaca-se como uma das espécies ornamentais mais cultivadas no mundo.
Dentre os fatores que determinam o sucesso de criacdo, estdo aqueles relacionados as alteragdes
morfolégicas do trato digestorio e o desenvolvimento normal das gonadas. Este estudo objetivou
acompanhar e registrar o desenvolvimento do trato digestério e gonadal do B. splendens por meio
de técnicas de histologia e de microscopia eletronica de varredura (MEV). As larvas foram obtidas
a partir de reproducdo natural, mantidas sob cuidado parental do macho e coletadas em tempos pré-
estabelecidos durante o desenvolvimento. Em cada tempo de coleta, os peixes foram anestesiados
em solucdo de bezoncaina, pesados e fixados em formol 4% tamponado e também em Karnovsky
modificado. A temperatura da dgua durante a ontogénese foi de 28,0+2,0°C e o pH 6,9+0,3. A
eclosdo ocorreu 28 horas pés-fertilizacdo. Neste momento, as larvas apresentavam-se com trato
digestdrio incompleto, sendo visualizado um tubo reto e simples com um epitélio constituido por
uma camada de células colunares na regido ventral e posterior da larva, representando o intestino
primitivo. Com 18 horas pés-eclosdo (hpe) foi observada a abertura bucal e dentes maxilares. O
tubo digestdrio estava totalmente aberto com 32 hpe e a lingua apresentava botdes gustativos e
melané6foros na regido dorsal com 40 hpe. A absorg¢ao total do saco vitelinico ocorreu com 74 hpe,
quando foi observado conteiido no estdmago e intestino. Neste periodo, o trato digestério e
glandulas anexas estavam totalmente diferenciados e funcionais. Levando em consideracdo o
habito alimentar e suas particularidades, o conhecimento morfofuncional do trato digestério se faz
necessdrio para estabelecer dietas que atendam as exigéncias desta espécie, visando melhorias no
desempenho produtivo e saide dos animais. Em relacdo as gdnadas, peixes com até trés dias pos-
eclosdo (dpe) ndo foram vizualizados vestigios gonadais, porém, com quatro dpe apresentavam
gbnadas indiferenciadas que foram localizadas dentro da cavidade celomdtica. Com 13 dpe foi
observado um aumento na quantidade de gbnias preenchendo a génada. Com 76 dpe, os ovdcitos
em crescimento primdrio ou pré-vitelogénico apresentavam poucos granulos de vitelogenina em
seu citoplasma e células foliculares deram inicio a formagdo da teca. Ovdrios com ovdcitos em
crescimento primadrio, alvéolos corticais e nticleo centralizado com nucléolos perinucleolares foram
visualizados com 111 dpe. Quando as fémeas alcancaram 118 dpe, os ovarios eram formados
predominantemente por ovécitos em crescimento secunddrio ou vitelogénico. A vesicula
germinativa se deslocou do sentido centro a periferia e nao apresentava contornos nitidos.
Goticulas de lipidios puderam ser visualizadas na regido mais interna do citoplasma. Os alvéolos
corticais dispostos em varias camadas se localizavam na periferia dos ovdcitos. Em alguns ovécitos
em crescimento secunddrio foram notadas reentrincias na zona radiata. As fémeas, quando
alimentadas e manejadas adequadamente, podem reproduzir-se com quatro meses de idade. As
informacdes deste estudo sdo importantes e contribuirdo para o aperfeicoamento da larvicultura,
reproducdo e criagdo em cativeiro do B. splendens.

Palavras-chave: ontogenia, peixe ornamental, desenvolvimento, ovério.
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SILVA, R. C. (2013). Ontogeny of the digestive tract and gonadal development of Betta splendens:
morphological aspects. Master Thesis (Master Degree in Aquaculture) — Aquaculture Center of
Séao Paulo State University, Jaboticabal-SP.

General abstract

The Betta splendens highlights like one of the most cultivated ornamental fish in the world. Among
the factors that determine the success of rearing, are factors related to morphological changes of the
digestive tract and normal development of the gonads. This study aimed to monitor and record
changes in the digestive tract morphology and gonadal development of B. splendens by techniques
of histology and scanning electron microscopy (SEM). The larvae were obtained from natural
reproduction and were kept under male parental care and collected in pre-established time of
development. At each sampling time, fish were anesthetized in a solution of bezoncaine, weighed
and fixed in 4% buffered formaldehyde y and either in modified Karnovsk solution. The water
temperature during ontogeny was 28.0 = 2.0 °C and pH 6.9 + 0.3. The hatching occurred at 28
hours after fertilization. At this time the larvae presented an incomplete digestive system, being
viewed as a straight tube lined by a simple epithelium that consisted by a layer of columnar cells
located in the ventral and posterior regions of the larva, representing the primitive gut. At 18 hours
post-hatching (hph) was observed the mouth opening, and maxillary teeth. The digestive tract was
totally opened at 32 hph and tongue showed taste buds and melanophores in the dorsal region at 40
hpe. The total absorption of the yolk sac occurred at 74 hph, when feed particles were observed
into the stomach and intestine. In this period, the digestory tract and annexes glands were fully
differentiated and functional. Taking in consideration the feeding habit and your peculiarities, the
morphofunctional knowledge of the digestory tract becomes necessary for estabilish diets that meet
the requirements of this species, looking for improvement in the productive performance and health
of the animals. Regarding the gonads, fish with up to 3 days post-hatching (dph) was not visualized
gonadal traces, however, with 4 dph undifferentiated gonads arose and were located within the
coelomic cavity. At 13 dph were observed an increase in the amount of gonias filling the gonad.
With 76 dph, the oocytes in primary growth or pre-vitellogenic presented a few granules of
vitellogenin in their cytoplasm and the follicular cells initiated the formation of the teak. Oocytes in
the ovaries with primary growth, cortical alveoli and central nuclei with nucleoli perinucleolares
were visualized at 111 dph. When the females reached 118 dph, the ovaries were composed
predominantly of secondary growth oocytes or vitellogenic ones. The germinal vesicle moved from
the center towards the periphery and had no sharp edges. Lipid droplets could be located in the
innermost region of the cytoplasm. The cortical alveoli arranged in several layers were located at
the periphery of the oocytes. In some oocytes secondary growth was noted recesses in the zona
radiata. Females, when appropriately feed and managed, can breed with four months of age. The
information from this study are important and will contribute to the improvement of the hatchery,
breeding and rearing of captive Betta splendens.

Keywords: ontogeny, ornamental fish, development, ovary.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de peixes ornamentais ¢ uma modalidade da aquicultura em plena
expansdo nas ultimas décadas (CHAPMAN et al., 1997). O Brasil, além de apresentar
grande potencial hidrico e climdtico, também possui uma ampla biodiversidade de
organismos aqudticos (LUZ e ZANIBONI-FILHO 2001).

A piscicultura no Brasil tem se desenvolvido, fundamentalmente, com espécies
exoticas (MIRANDA e RIBEIRO, 1997). Entre as espécies ornamentais mais cultivadas,
destaca-se o Betta splendens, atualmente considerado um dos mais importantes peixes
ornamentais do mundo, muito vendido apresentando grande popularidade (CHAPMAN et
al., 1997; LIMA, 2003), com diversidade de cores (MAURUS, 1987 apud
GIANNECCHINI, 2010) e nadadeiras largas e compridas (DAMAZIO, 1992).

O setor produtivo de peixes ornamentais depende da intensificacdo dos sistemas de
producdo e da geracdo de tecnologias adequadas para que ocorra a expansao deste setor e
consequentemente, o suprimento dos mercados interno e externo (ZUANON et al., 2006).
Segundo Ribeiro e Fernandes (2008), as tecnologias utilizadas para a produgdo de peixes
ornamentais sdo muitas vezes similares as usadas na piscicultura convencional.

Durante a larvicultura, a sobrevivéncia das larvas depende da quantidade de
suprimento alimentar endégeno e de disponibilidade de alimento adequado a primeira
alimentacdo. Além disso, as provdveis mudancas ontogénicas refletem em alteracdes
morfoldgicas e maturacionais, tais como alteracdo no tamanho e posicdo da boca, melhora
da locomocgao e habilidades sensoriais dentre outras (WOOTTON, 1998). De acordo com
Beerli et al. (2004) muitos problemas precisam ainda ser resolvidos, principalmente com
relagdo a larvicultura de peixes, que representa um forte ponto de estrangulamento na

producdo de grandes quantidades de alevinos.
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Segundo Mangetti (2006), para o sucesso da criacdo racional de uma espécie de
peixe € essencial o conhecimento de seus hdbitos alimentares e das caracteristicas
morfolégicas do trato digestdrio, em especial durante seu desenvolvimento inicial. Pois,
Seixas-Filho et al, (2001) afirmaram que as caracteristicas anatdmicas do sistema
digestorio dos peixes se encontram em estreita dependéncia com a natureza dos alimentos,
as caracteristicas do habitat, o estado nutricional e o desenvolvimento do individuo, sendo
manifestadas especialmente neste sistema, através de adaptagdes e modificacdes. As
mudancas estruturais do canal alimentar que ocorrem ao longo do desenvolvimento
caracterizam diferentes adaptagdes funcionais (GOVONI et al.,1986). Durante o
desenvolvimento larval, ocorrem mudancas nos processos de digestdo, absorcdo e
assimilag@o de compostos quimicos (DABROWSKI, 1984).

Cestarolli (2005) afirmou que o periodo larval é um dos mais delicados e
importantes, € de seu éxito dependem as fases subsequentes. Para esse periodo, um

protocolo alimentar desempenha um papel essencial para se determinar caracteristicas do
alimento e da alimentacdo, bem como, estabelecer condi¢cdes ambientais adequadas. A
alimentacdo natural ¢ de fundamental importancia no desenvolvimento dos peixes,
principalmente nos estddios iniciais. Uma alimentacdo inadequada provoca elevadas taxas
de mortalidade e reduc@o nos parametros de desenvolvimento (NASCIMENTO, 1989;
HUNG, 1989). No cultivo de reprodutores, a alimentacdo interfere diretamente na

maturacdo gonadal e qualidade dos gametas (SANTOS et al., 2009).

' Artémia é um microcrusticeo pertencente A classe Anostraca, este organismos é muito utilizado na
alimentacdo de espécies aquéticas, sendo considerado como excelente alimento vivo e de facil produgéo. Entretanto, o

alto custo e as dificuldades de obtencdo de cistos limitam o seu uso.
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O estudo da ontogenia é 1til como ferramenta para a descri¢do e conhecimento do
inicio do desenvolvimento de diversas espécies, podendo contribuir para o
desenvolvimento comercial em cativeiro de novos estoques e avaliacdo daqueles ja
explorados (SANTIN et al., 2004).

Além das caracteristicas do trato digestorio, o conhecimento reprodutivo € essencial
para obtencdo de animais aptos a reproducdo, determinando o periodo para a realiza¢do do
cruzamento intuindo a aquisi¢ao de desovas ou novas desovas.

A reproducdo de peixes € controlada por processos fisioldgicos que sintetizam e
liberam hormonios (eixo hipotdlamo-hipéfise-gonadas), sendo modulados por fatores
ambientais como, temperatura da 4gua, fotoperiodo, chuvas e outros, os quais t€ém um
papel fundamental, mas ainda pouco elucidado nos processos de desenvolvimento gonadal,
maturacao final, liberagdo e fertilizacao de ovdcitos (BILLARD et al., 1990; BROOKS et
al., 1997; SCHULZ et al., 2001; WELTZIEN et al., 2004; AGUILLEIRO et al., 2006;
BOBE e LABBE, 2010).

As condicdes de cultivo afetam fortemente o desenvolvimento gonadal,
principalmente durante a fase de vitelogénese, de modo que, uma limita¢do na qualidade
ou quantidade do alimento, densidade de estocagem excessiva € o estresse, podem induzir
a reabsorcdo de ovdcitos vitelogénicos, resultando num menor ndmero de ovdcitos
maduros, ou ainda, podem atuar numa fase anterior, impedindo o inicio da vitelogénese
(HARVEY e CAROLSFELD, 1993), impossibilitando a ocorréncia de desovas.

Na maioria das vezes, os peixes para reproduzirem-se enfrentam outros
competidores da mesma espécie (conspecificos) ou de espécies diferentes
(heterospecificos) e usam a agressao como meio para suplantar seus oponentes. Entre os

peixes, a agressividade e territorialidade sdo manifestadas principalmente na época da
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reproducdo. Os machos, durante esta fase, sdo em geral mais agressivos do que as fémeas e
no inicio da estacdo de procriacdo estabelecem e defendem uma 4rea territorial contra
outros machos, resultando em encontros agonisticos (HUNTINGFORD, 1979).

Santos et al. (2009) verificaram o tempo de rematuragdo em fémeas de Betta
splendens quando submetidas a dietas com diferentes niveis proteicos, porém ainda nao se
conhece a maturacdo gonadal nesta espécie. Apesar das inimeras publicagdes sobre a
criacdo desta espécie, as informagdes cientificas sobre a sua biologia reprodutiva sdo
escassas (SANTOS et al., 2009), assim como pesquisas acerca do desenvolvimento do
trato digestdrio.

Diante destas consideragdes e sabendo-se que para o sucesso na obtencao de peixes
com ambito comercial € necessario o conhecimento da biologia da espécie, este estudo teve
como objetivo acompanhar e registrar a ontogenia do trato digestdrio e o desenvolvimento
gonadal de Betta splendens durante seu desenvolvimento.

Para elucidar os resultados, a dissertagdo foi dividida em dois artigos:

Artigo 1: Ontogenia do trato digestorio de Betta splendens

Artigo 2: Desenvolvimento gonadal de Betta splendens: aspectos morfologicos.

1.1 Espécie em estudo

Dentre as espécies ornamentais cultivadas no Brasil, destaca-se o Betta splendens,
conhecido popularmente como “beta” ou “peixe de briga” e nos EUA como Siamese
Fighting Fish por apresentar agressividade contra machos da mesma espécie. E um peixe
origindrio da bacia do rio Mekong, na peninsula Malaia (China, Mianmar, Laos, Camboja,
Vietna e Tailandia), no Sudeste Asidtico. O nome Beftta teve origem numa tribo guerreira
chamada "Ikan Bettah" nativa do Sido (FARIA et al., 2006) e o splendens tem sua origem
do latin, splendore. Sido era o nome do pais até meados de 1949, quando entdo nos dias

atuais passou a se chamar Tailandia.
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O “beta” pertence a Familia Osphronemidae da Ordem Perciformes e a Subordem

Anabantoidei, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo zooldgica de Betta splendens.

Reino:

Filo:
Subfilo:
Superclasse:
Classe:
Subclasse:
Infraclasse:
Superordem:
Ordem:
Subordem:
Familia:
Género:

Espécie:

Animalia
Chordata
Vertebrata
Osteichthyes
Actinopterygii
Neopterygii
Teleostei
Acanthopterygii
Perciformes
Anabantoidei
Osphronemidae
Betta

Betta splendens

Regiane Cristina da Silva

Figura 1: Exemplares adultos de Betta splendens. A: Fémea; B, C e D: Machos.
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Em seus locais de origem esta espécie pode ser encontrada em campos de arroz ou
pequenos lagos ou pogas d’dgua. Para sobreviver sob condi¢des de baixo teor de oxigénio
dissolvido, esta espécie apresenta um Orgdo suprabranquial que estd localizado
dorsalmente, chamado labirinto, esta estrutura auxilia na respiracdo, pois possibilita a
captura do oxigénio atmosférico. Quando o peixe sorve o ar pela boca, este é conduzido
diretamente até o labirinto onde é comprimido e introduzido na corrente sanguinea do
animal. Posteriormente como efeito da respiracdo, uma bolha € expulsa com gases
resultantes do metabolismo (NELSON, 2006; REID er al, 2005). A respiragdo aérea
acessOria permite sua manutencdo em pequenos aqudrios sem aeracdo (beteiras)
(ZUANON et al., 2009).

Sdo animais carnivoros que se alimentam de mosquitos, zooplancton e larvas de
outros insetos (RAINBOTH, 1996). Apresentam corpo fusiforme, nadadeira caudal longa,
larga e arredondada, nadadeira dorsal estreita e alta e as anais estreitas e pontiagudas,
dependendo da linhagem (MAURUS, 1987). Segundo este mesmo autor, as f€meas sdao
menores, apresentam cores menos vibrantes e nadadeiras menos desenvolvidas,
caracterizando o dimorfismo sexual. Esta espécie é ovipara, sendo o cuidado parental feito
pelo macho (DAMAZIO, 1992).

Fémeas e machos se desenvolvem juntos até o periodo entre 45 a 150 dias, quando
ocorre a separacdo dos machos, ao atingirem aproximadamente 4 cm de comprimento.
Mesmo adultas, as fémeas convivem pacificamente em altas densidades (DAMAZIO,
1992; WOLFSHEIMER, 2003). Os machos sdo geralmente muito agressivos com outros
machos da mesma espécie, sendo muito comuns episédios de lutas para proteger seu
territério e as fémeas (BRONSTEIN, 1984; BRONSTEIN e ATHERTON, 1985; MUNN,

2007).
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O macho constréi ninho de bolhas quando apto a reproducdo, estes ninhos sao
localizados na superficie da d4gua, muitas vezes sob abrigo. O macho carrega os ovos para
o ninho cuidadosamente em sua boca (MUNN, 2007) exercendo cuidado parental.

O B. splendens tem sido muito cultivado no Brasil e no mundo. No Brasil, a criagdo
desta espécie tem se expandido na regido da Zona da Mata Mineira, nos estados do
Nordeste, entre outras regides do pais, representando significativa fonte de renda para os
piscicultores (ZUANON et al., 2009). Esta espécie também € utilizada como controle
biologico de certas espécies de mosquito. Pamplona et al., (2004) demonstraram a
capacidade do Betta splendens como agente de controle biolégico para formas imaturas de
Aedes aegypti, em tanques de alvenaria no Ceara.

1.2 Morfologia do trato digestorio

Entre as alteracdes morfolégicas que mais influenciam na sobrevivéncia e
crescimento dos peixes durante o inicio do ciclo de vida, estd a formagdo do trato
digestorio, que passa por profundas mudancas em sua estrutura e fungdo, determinando
alteracoes no hdbito alimentar e no processo de digestdo e assimilacio de nutrientes
(NEUMANN, 2008). Segundo Mangetti (2006), para o sucesso da cria¢do racional de uma
espécie de peixe € essencial o conhecimento de seus hdbitos alimentares e das
caracteristicas morfoldgicas do trato digestorio.

Bértin (1958), baseado nos aspectos embrioldgicos, dividiu o trato digestério em
quatro subdivisdes, sendo: 1-) intestino cefdlico, que corresponde a cavidade oral e faringe;
2-) intestino anterior, que corresponde ao esdfago e estdbmago até o orificio
hepatopancredtico ou até o esfinquiter pilérico; 3-) intestino médio, que € o intestino
propriamente dito, cujo limite posterior € marcado pela valvula ileorretal ou por glandulas

retais e o 4-) intestino posterior que inclui o reto € o anus.
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Segundo Zavala-Camin (1996), o trato digestério em peixes estd constituido por
boca, cavidade bucofaringea, esofago, estbmago e intestino. A boca corresponde a abertura
anterior da cavidade bucofaringea, incluindo os ldbios. Bértin (1958) e Godinho (1970)
asseguram que a cavidade bucofaringeana, regido compartilhada pelos sistemas
respiratério e digestorio, € limitada anteriormente pelo orificio bucal (ldbios) e
posteriormente pelo dltimo par de arcos branquiais, sendo inteiramente continua na cabecga,
aderindo-se a parede interna desta e constituida apenas por uma tinica mucosa, podendo
ser chamada também de intestino cefélico. Esta regido desempenha um importante papel
na apreensdo dos alimentos.

Os lébios sao pregas do tegumento, separados das gengivas por um sulco labial
(GODINHO, 1970), podendo ser delgados, espessos ou ausentes dependendo do hébito
alimentar. Nos peixes carnivoros os ldbios sdo geralmente finos e com poucas
modificagdes (ROTTA, 2003), eles auxiliam na captura do alimento.

O esdfago nos teledsteos apresenta-se como um tubo curto, estreito e retilineo,
porém com grande elasticidade, adaptado aos vérios regimes alimentares e que conecta a
cavidade bucofaringea ao estobmago (BERTIN, 1958; GODINHO, 1970). Goldinho (1970)
relatou que o limite entre esOfago e estdmago (quando este existe) € indicado,
histologicamente pela mudanca do epitélio estratificado a colunar simples e pelo
aparecimento de glandulas géstricas. Quanto ao esofago, segundo Zavala-Camin (1996),
nos peixes geralmente ele € um 6rgdo tubular que serve de passagem entre a cavidade
bucofaringea e o estdomago. E segundo este mesmo autor, as espécies fisdstomas
apresentam um ducto pneumatico que conecta a vesicula gasosa (ou bexiga natatéria) € o
esofago, (do grego, physa = bexiga, stoma = boca), sendo capazes de infla-la respirando ar

da superficie.
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O estdmago na maioria dos peixes € uma dilatacdo onde os alimentos sdo mantidos
0 tempo necessdrio para realizar a digestdo dcida, com a sua mucosa interna formando
sulcos longitudinas e sinuosos que desaparecem quando o 6rgdo estd cheio, podendo este
segmento ser reto, ou ter forma de “U” ou “Y”, estando ausente em algumas espécies,
dependendo do habito alimentar desta (ZAVALA-CAMIN, 1996). Rotta (2003) referiu
que, histologicamente, o estdmago pode ser dividido em trés regides: cdrdica ou regido de
transicdo; fuindica com indimeras glandulas géastricas e pildrica, regido aglandular,
possuindo, porém uma forte musculatura.

Alguns peixes portadores de estdmago bem desenvolvido podem possuir cecos
piléricos em seu intestino, que sdo formacgdes tubulares com fundo cego e abertura
geralmente situada na regido pildrica do intestino, com estrutura histolégica semelhante ao
orgdo de origem e provavel funcdo de aumentar o pH do bolo alimentar para torna-lo
alcalino e acelerar sua assimilacdo (ZAVALA-CAMIN, 1996). Entretanto, ndo estd bem
definido se ha relacdo entre a presenca de cecos pildricos e a dieta do peixe, pois eles
ocorrem nos peixes carnivoros, onivoros e herbivoros. Nas espécies com pouco ou nenhum
ceco ocorre maior desenvolvimento da mucosa e/ou maior comprimento do intestino
médio para compensar a escassez ou auséncia dessas estruturas (ROTTA, 2003).

O intestino em peixes € um 6rgao geralmente tubular por onde transita o alimento e
no qual ocorre a digestdo alcalina e a absorcdo de nutrientes, podendo apresentar formas
variadas, como tubular, de vdlvula em espiral, de anéis sobrepostos e de ldmina enrolada,
com pregas na mucosa com funcdo de ampliar a superficie de absorcdo. No final do
intestino diferencia-se o reto, que pode estar separado por uma valvula e é facilmente

reconhecido por ter camada muscular espessa proxima ao anus (ZAVALA-CAMIN, 1996).
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A parede do intestino contém uma tinica mucosa, uma submucosa, uma muscular e
uma serosa. A mucosa do intestino médio é revestida por epitélio prismatico simples
ciliado ou ndo, com ou sem células caliciformes. O intestino posterior que compreende reto
e anus, apresentando um revestimento composto por epitélio estratificado (BERTIN,
1958).

O trato digestdrio em peixes apresenta glandulas anexas, que sdo representadas pelo
figado, vesicula biliar (quando presente) e pancreas. O trato digestério e as glandulas
anexas, figado e péancreas, originam-se das células do endoderma durante a embriogénese
(OBER et al, 2003). Alguns estudos mostraram que estas glandulas diferenciam-se
precocemente nas larvas, apresentando-se funcionais antes da absorcdo total do vitelo
(HAMLIN et al., 2000; PENA et al., 2003).

Nos peixes, o figado de tem funcdes similares as de mamiferos. Fung¢des estas, que
incluem assimilacdo de nutrientes, producdo de bile, desintoxica¢do, manuten¢do da
homeostase metabdlica do organismo que incluem o metabolismo de carboidratos,
proteinas, lipidios e vitaminas. O figado também desempenha um papel-chave na sintese
de proteinas plasmaticas, tais como, a albumina, fibrinogénio e fatores de coagulacio.
Histologicamente este 6rgdo apresenta células poliédricas com nicleos arredondados
(GENTEN et al.,2009).

A vesicula biliar € um saco contratil com parede delgada, cuja funcdo € de
armazenamento tempordrio da bile, a qual € coletada pelos ductos biliares vindos do figado
(ROTTA, 2003), podendo ser esférica, oval ou alongada (GODINHO, 1970).

O pancreas ¢ uma glandula mista, com fun¢des enddcrinas e exdcrinas, variando
amplamente quanto ao desenvolvimento e localiza¢do anatdmica, nos diferentes grupos de

peixes (DIAZ et al.,1999). Segundo Gonzéles et al., (2002), a porcdo enddcrina é
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representada pelas ilhotas de Langerhans, e em razdo da presenca dessas ilhotas pode-se
inferir que estas larvas possuem capacidade de assimilar os acticares eficientemente.

Além disso, células de tecido pancredtico também podem ser encontradas dispersas
no tecido hepatico dos teledsteos. Este tecido pode ser diferenciado do tecido hepético por
apresentar arranjo acinar e também pelo septo de tecido conjuntivo separando-o dos
hepatdcitos, sendo chamado de pancreas intrahepético (BRUSLE e ANADON, 1996).

Durante o desenvolvimento larval, a presenca dos 6rgdos sensoriais € importante
para a procura de alimento e fuga de predadores (MOORMAN, 2001). Sendo
imprescindiveis para que a transi¢do alimentar ocorra com sucesso. Estruturas, tais como
botdes gustativos e neuromastos, sdo pecas chave nesse processo e sdo indispensaveis para
percepcao de estimulos e/ou particulas e a orientacio nas fases iniciais de
desenvolvimento.

O botao gustativo € constituido por células receptoras, células conectivas
localizadas entre as células receptoras, células marginais e células basais (FINGER et al.,
1990; REUTTER e WITT, 1993; KOTRSCHAL et al.,, 1998). Sendo responsdvel pela
percepcio de sabor (CINAR e SENOL, 2005). Em peixes, o padrdo de distribuicdo dos
botdes gustativos varia entre as espécies, podendo ser encontrados na cavidade
bucofaringea, na boca e dispersos por todo o corpo (MATSUOKA, 2001; HANSEN et al.,
2002).

Ja os neuromastos sdo formados por células mecanoreceptoras ciliadas ligadas ao
sistema mecanossensorial dos peixes teledsteos, sendo responsdveis pela percepcdo de
estimulos externos vibratorios e gravitacionais (BLAXTER, 1986; NOAKES E GODIN,
1988). Para isso, essas células sdo inervadas por neurdnios que compdem uma série de

nervos da linha lateral (CESTAROLLI, 2005). Podem ser encontrados distribuidos
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livremente no epitélio, associados a linha lateral, ou, em alguns casos, formando linhas de
neuromastos livres na cabeca, inclusive constituindo parte de canais sensoriais craniais
(LIEM et al., 2001).

1.3 Desenvolvimento das gonadas

Um dos fatores que garante o sucesso reprodutivo dos animais sexualmente adultos
de qualquer espécie € o desenvolvimento normal das gonadas (DEVLIN e NAGAHAMA,
2002).

Em peixes, as células germinativas primordiais (CGPs) sdo formadas fora do local
de desenvolvimento das gonadas e, posteriormente, migram para colonizar as cristas
genitais (HOAR, 1969; PATINO e TAKASHIMA, 1995).

As células germinativas sdo envoltas por um epitélio germinativo. Dentro do
epitélio germinativo, ovogonias dividem-se por mitose para manter populacio (os ninhos).
Algumas delas iniciam meiose, tornando-se ovdcitos, dando inicio ao processo de
foliculogénese. Uma ovogodnia é caracterizada por ter um nicleo ovéide com cromatina
finamente granular e um dnico nucléolo (GRIER, 2000). Os ninhos consistem em células
germinativas que arranjam-se em forma de cistos (GRIER et al., 2009a).

Em teledsteos, como em outros vertebrados, células germinativas interagem com
células somdticas durante a diferenciagdo gonadal (NAKAMURA et al., 1998). Segundo
Meijide et al., (2005) a diferenciacdo gonadal é determinada pela transi¢do de ovogonia em
ovdcito ou espermatogdnia em espermatdcito que se caracteriza pela mudanga distinta
principalmente no nicleo da célula.

De forma semelhante aos testiculos, os ovéarios, em teledsteos, sdo de forma geral,
pares, alongados, com peso, forma, volume e coloracdo variando durante o ciclo
reprodutivo. Microscopicamente, os ovdrios sdo envolvidos por uma camada de tecido

conjuntivo denso, a tinica albuginea. Deste tecido surgem projecOes para o interior do
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orgdo, formando as lamelas ovigeras que sustentam as células germinativas em suas
diferentes fases de desenvolvimento (ZAIDEN, 2000).

Ovdrios de teledsteos podem ser de dois tipos baseando-se em caracteristicas
anatOomicas, o tipo cistovariano, no qual o lume ovariano tem continuidade com o oviduto,
através do qual os ovdcitos alcancam o meio externo, e do tipo gimnovariano, no qual o
oviduto estd ausente, de modo que os ovdcitos sdo liberados diretamente na cavidade
celomica para depois alcancgar o meio externo (HOAR, 1969).

No ovdrio ocorre a ovogénese, que € marcada por eventos sequenciais de
diferenciagdo e maturac@o dos foliculos ovarianos, iniciando-se com a diferenciagcdo das
células germinativas primordiais (CGPs) em ovogdnias. Estas entram em meiose
originando os ovdcitos que passardo pelas fases pré-vitelogénica (crescimento primario) e
vitelogénica (crescimento secundario), finalizando-se com a maturagdo final ovocitaria que
culmina com a ovulacdo (SELMAN e WALLACE, 1989; TYLER e SUMPTER, 1996;
PATINO e SULLIVAN, 2002).

Ocorrem divergéncias de nomenclatura para a classificacdo das células
germinativas (ZAIDEN, 2000). Entretanto, neste trabalho designou-se ovdcito em
crescimento primdrio os que se apresentavam nas seguintes fases de desenvolvimento: com
nucléolo tnico (ovogdnia) e nucléolos miultiplos e perinucleolares; os ovdcitos em
crescimento secundério foram categorizados na fase de alvéolo cortical (WALLACE e
SELMAN, 1981; MATSUYAMA et al 1990; ABASCAL e MEDINA, 2005;
LUCKENBACH et al., 2008).

Durante o crescimento folicular, ocorre a formacdo de uma camada acelular

denominada de zona radiata ou zona pelicida, que consiste na deposicio de matriz
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extracelular entre o ovdcito e as células foliculares. Na maioria dos peixes, a zona radiata é
formada por duas camadas atravessadas por poros-canais (GURAYA, 1996).

Em teledsteos, a zona radiata apresenta uma drea especializada, a micrépila, que
permite a entrada do espermatozdide durante a fertilizacdio (REDDING e PATINO, 1993).
Os espermatozodides ligam-se a parede do canal micropilar como primeiro nivel de
reconhecimento entre os gametas, ocorrendo a adesdo e a fusdo das membranas dos
gametas na base do canal micropilar (HART, 1990; YU et al., 2002). Ganeco e Nakaghi
(2003) caracterizaram a micrdpila no ovécito de Brycon orbignyanus como uma depressao
na zona radiata.

As vesiculas corticais ou alvéolos corticais sdo estruturas citoplasmaticas que
surgem no ooplasma periférico durante o desenvolvimento dos ovdcitos e contém
glicoproteinas que sdo liberadas no espago perivitelinico no momento da fertilizacdo,
constituindo um bloqueio a poliespermia (HART, 1990).

A vitelogénese consiste no acimulo de vitelogenina, que € produzida no figado, no
citoplasma do ovdcito sob a forma de granulos de vitelo. Ao final do processo de
vitelogénese, o ovdcito atinge seu desenvolvimento maximo e, dependendo de condi¢des
ambientais adequadas e sob a acdo de apropriado mecanismo hormonal gonadotrépico, o
ovdcito entra na etapa de maturacdo. A maturacdo ovocitiria é um fendmeno que se
desenvolve em curto tempo e que termina na ovulacdo (GODINHO, 2007).

O termo ovulagao refere-se a expulsao do ovécito maduro do foliculo (REDDING e
PATINO, 1993). O foliculo vazio caracteriza-se pela saida do ovdcito, permanecendo no
local somente as células da teca (VAZZOLER, 1996). Porém, nem todos os ovdcitos que
iniciam o desenvolvimento serdo liberados. Estes ovdcitos podem sofrer o processo de

atresia, o qual consiste na paralizacdo do desenvolvimento folicular seguido de sua
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degeneracdo. Este processo ocorre, geralmente, em foliculos ovarianos desenvolvidos.
(FAVARO e CHAVES, 1999). O processo da atresia é altamente regulado e essencial para
manuten¢do da homeostase ovariana que acontece no final do ciclo reprodutivo (KRYSKO
et al., 2008).

A comunica¢do dos ovdrios com o meio externo ocorre através do gonoducto que
se abre no poro ou papila urogenital. O gonoducto € uma estrutura tnica presente em
espécies que apresentam dois ovdrios ou uma fusdo parcial dos mesmos (MENDOZA,

1943; TURNER, 1947; AMOROSO, 1981).
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ARTIGO 1: Ontogenia do trato digestorio de Betta splendens

Sera submetido para: Aquaculture (Impact Factor 2,041)

Resumo

Entre as alteragdes morfoldgicas que mais influenciam na sobrevivéncia e crescimento dos
peixes durante o inicio do ciclo de vida, estd a formacdo do trato digestorio, com sua
complexidade variando de acordo com a espécie e seu habito alimentar. A espécie Betta
splendens tem hdébito alimentar carnivoro e ndo existe na literatura estudos sobre o
desenvolvimento de seu trato digestério. Assim, esta pesquisa teve o objetivo de descrever
a ontogenia do trato digestério de B. splendens por meio de histologia e microscopia
eletronica de varredura (MEV). As larvas foram obtidas de reproducdo natural e mantidas
sob cuidado parental do macho. Elas foram coletadas a partir da eclosdo (tempo zero) e
posteriormente a cada 2 horas até atingir 20 horas pés-eclosdo (hpe), seguindo, a cada 4
horas até 44 hpe, depois a cada 6 horas até completar 92 hpe, apos este periodo, esperou-se
9 dias para a proxima coleta, completando 308 horas de desenvolvimento pds-eclosdo. Em
cada tempo de coleta, os peixes foram anestesiados em solu¢do de bezoncaina, pesados e
fixados em formol 4% tamponado e também em Karnovsky modificado. A temperatura da
dgua durante a ontogénese foi de 28+2°C e o pH 6,9+0,3. A eclosdo ocorreu 28 horas pds-
fertilizagc@o e as larvas apresentavam em média 2,324+0,23mm de comprimento total (CT),
2,2340,21mm de comprimento padrio (CP) e peso de 215+49,93ug. Neste momento,
apresentavam-se com trato digestorio incompleto, visualizando-se um tubo reto e simples
com epitélio constituido por uma camada de células colunares na regido ventral e posterior
da larva, representando o intestino primitivo. Com 14 hpe, um pequeno limen surgiu na
regido mediana do tubo digestério, o qual dard origem ao segmento intestinal. Com 18 hpe
foi observada a abertura bucal e dentes maxilares. A vesicula biliar apresentou-se de forma
esférica com 20 hpe. Neste estadio, a lingua estava comec¢ando a formar-se no assoalho da
boca e o pancreas apresentava poucos granulos de zimogénio. O trato digestério estava
totalmente aberto com 32 hpe e a lingua apresentava botdes gustativos e melanéforos na
regido dorsal com 40 hpe. A absorc¢do total do saco vitelinico ocorreu com 74 hpe, quando
foi observado conteddo no estdbmago e intestino. Neste periodo, os peixes apresentavam
3,46£0,15mm (CT), 3,15+0,20mm (CP) e peso de 340+14,12ug. O trato digestdrio e
glandulas anexas estvam totalmente diferenciados e funcionais. Os animais apresentaram
reserva endégena até 68 hpe, sendo necessdria a utilizacdo de alimentacdo exdgena apds
este periodo. Levando em consideracio o hdbito alimentar e suas particularidades, o
conhecimento morfofuncional do trato digestério tem grande importincia para a
formulacdo e elaboracdo de dietas que atendam as exigéncias desta espécie, visando
melhorias no desempenho produtivo e saide dos animais.

Palavras-chave: peixe ornamental, desenvolvimento, histologia, larva.
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Abstract

Among the morphologic alterations that influences the most in survival and growth of the
fish during the beginning of the life cycle, it is to the formation of the digestive tract, with
its complexity varying according to the species and its alimentary habit. Betta splendens
species have carnivorous alimentary habit and it doesn't exist in the literature studies on
the development of the your digestive tract. Therefore, this study had the aim of describing
the ontogenic of the digestive tract of B. splendens through histology and scanning electron
microscopy (SEM). The larvae were obtained from natural reproduction and maintained
under male parental care. They were collected starting from the hatching (time zero) and
later every 2 hours until reaching 20 hours post-hatching (hph), proceeding, every 4 hours
up to 44 hph, later every 6 hours until completing 92 hph, after this period, it was waited 9
days for the next collection, completing 308 hours of development post-hatching. In every
collection time, the fish were anesthetized in a solution of bezoncaine, weighed and fixed
in 4% buffered formaldehyde y and either in modified Karnovsky solution. The water
temperature during ontogeny was 28.0 + 2.0 °C and pH 6.9 + 0.3. The hatching occurred at
28 hours post-fertilization and the larvae presented 2.32 + 0.23mm of total (CT) length on
average, 2.23 + 0.21mm of standard (CP) length and weight of 215+49.93ug. At this time
the larvae presented an incomplete digestive system, being viewed as a straight tube lined
by a simple epithelium that consisted by a layer of columnar cells located in the ventral and
posterior regions of the larva, representing the primitive gut. With 14 hph appeared a
lumen in the medium area of the digestive tube, which will give rise at the intestinal
segment. With 18 hph was observed the mouth opening and maxillary teeth. The gall
bladder was presented of spherical form at 20 hph. In this apprenticeship, the tongue was
beginning to form in the surface of the mouth and the pancreas presented few zymogen
granules. The digestive tract was totally open with 32 hph and the tongue presented taste
buds and melanophores in the dorsal region at 40 hph. The total absorption of the yolk sack
happened with 74 hph, when feed particles were observed into the stomach and intestine.
In this period, the animals presented 3.46+0.15mm (CT), 3.15+£0.20mm (CP) and weight of
340+14.12ug. The digestive tract and annexes glands were fully differentiated and
functional. The animals presented endogenous reserve until 68 hph, being necessary the
exogenous feeding after this period.Taking in consideration the feeding habit and your
peculiarities, the morphofunctional knowledge of the digestory system have great
importance for the formulation and preparation of diets that meet the requirements of this
species, looking for improvement in the productive performance and health of the animals.

Key-words: ornamental fish, development, histology, larvae.
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1. INTRODUCAO

Dentre as espécies ornamentais cultivadas no Brasil, destaca-se o Betta splendens,
conhecido popularmente como “beta” ou “peixe de briga” e nos EUA como Siamese
Fighting Fish por apresentar agressividade contra machos da mesma espécie. E um peixe
origindrio da bacia do rio Mekong, na peninsula Malaia, Sudeste Asidtico. O nome Betta
teve origem numa tribo guerreira chamada "lkan Bettah" nativa do Sido, atual Tailandia
(FARIA et al., 2006).

Embora o B. splendens seja muito importante para a aquicultura mundial, pouco se
conhece sobre seu desenvolvimento inicial, sendo imprescindivel a adequada compreensao
da biologia da espécie para o sucesso da criagdo (ROTTA, 2003). As diversas varidveis
relacionadas a ontogenia larval devem ser consideradas e dentre elas, conhecimentos sobre
o desenvolvimento do trato digestdrio sdo essenciais (YUFERA e DARIAS, 2007).

Tais informacdes sdo necessdrias para determinar o tempo adequado para primeira
transicdo alimentar, conhecer a fisiologia nutricional das larvas e adaptar as diversas
praticas de criacdo e alimentacdo para os diferentes estidios de desenvolvimento
(BAGLOTE et al., 1997; ZAMBONINO-INFANTE e CAHU, 2001; MAI et al., 2005; QU
et al., 2012). Neste contexto, um grande numero de trabalhos vem sendo executados com o
objetivo de descrever a organogénese do trato digestério para diversas espécies com
potencial para aquicultura (PAPADAKIS et al., 2009).

O estudo da ontogenia € ttil como ferramenta para a descri¢do e conhecimento do
inicio do desenvolvimento de diversas espécies, podendo contribuir para o
desenvolvimento comercial em cativeiro de novos estoques e avaliacdo daqueles ja

explorados (SANTIN et al., 2004). De acordo com Micale et al. (2006), técnicas de
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morfologia e histologia sdo consideradas como o passo inicial rumo a determinagdo das
relagdes funcionais entre alimentacdo e assimilagao.

Diante destas consideragdes e sabendo-se que para o sucesso na obtencao de peixes
com ambito comercial € necessario o conhecimento de sua biologia, este estudo teve como
objetivo acompanhar e registrar o desenvolvimento do trato digestorio de Betta splendens.
2. MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa, foi adotada a terminologia referida por Bértin (1958), que dividiu o
trato digestério em 1-) intestino cefélico, que corresponde a cavidade oral e faringe; 2-)
intestino anterior, que corresponde ao esdfago e estdbmago; 3-) intestino médio, que € o
intestino propriamente dito, cujo limite posterior € marcado pela vélvula {leorretal ou por
glandulas retais e o 4-) intestino posterior que inclui o reto e anus.

A terminologia utilizada para os estddios de desenvolvimento dos peixes foi
adotada segundo Kendall et al. (1984) que instituiram o termo “larva” como a fase que se
estendeu da a eclosdo até a metamorfose.

2.1 Manejo reprodutivo

O experimento foi realizado de Abril a Julho de 2011 no Laboratério de Peixes
Ornamentais, pertencente ao Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Campus de
Jaboticabal-SP, Brasil. Reprodutores machos e fémeas de Betta splendens (variedade véu)
foram mantidos em aquérios individualizados com capacidade de 2 litros dentro de caixas
de polietileno com sistema de recirculagdo de dgua a temperatura de 28,0+2,0° C, durante
dez dias para aclimatacdo. Apés este periodo, as fémeas foram distribuidas em recipientes
plésticos com furos nas laterais e inseridas nos aquérios dos machos por um dia, e entdo
soltas nos mesmos, permanecendo por trés dias para acasalamento. Durante este periodo,

ocorreram observacgdes constantes para que o momento da desova fosse registrado. Oito
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casais desovaram simultaneamente, sendo realizado um “pool” dos ovos de todos os casais
para eliminacdo de possiveis problemas genéticos inerentes a consanguinidade, para
posteriores coletas amostrais.

2.2 Coletas amostrais

Os peixes foram coletadas no momento da eclosdo (tempo zero), e posteriormente a
casa 2 horas até atingir 20 horas pos-eclosdo (hpe), seguindo a cada 4 horas até completar
44 hpe, a cada 6 horas até perfazer 92 hpe, depois disso, com um intervalo de 9 dias pds-
eclosdao (308 hpe). Os tempos de amostragem foram estabelecidos apds a execucdo de
estudos prévios piloto realizado pelo grupo de pesquisa. A temperatura da dgua durante a
ontogénese foi de 28,0+2,0°C e pH de 6,9+0,3 monitorado com o equipamento YSI,
modelo pH100.

Em cada coleta, 10 amostras de larvas e juvenis foram fixadas apds serem
anestesiadas em solu¢do de benzocaina, pesados e, em seguida, uma parte dos animais foi
fixada em formol 4% com tampao fosfato para andlise em microscopia de luz e a outra
parte em solugcdo de Karnovsky modificado tamponado (contendo aldeido glutérico a 2,5
% e paraformaldeido a 1,0 %, e tampdo cacodilato 0,1M com pH 7,4) para andlise em
microscopia eletronica de varredura, sendo ambas amostras armazenadas sob baixas
temperaturas (-4°C). O processamento das amostras para as andlises em microscopia de
luz foi realizado no Laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal enquanto que, o processamento das amostras para microscopia eletronica de
varredura ocorreu no Laboratério de Microscopia Eletronica, ambos pertencentes a

FCAV/UNESP de Jaboticabal-SP.
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2.3 Analise estereomicroscopica e morfometria
As andlises morfolégicas externas das larvas foram realizadas em

estereomicroscopio LEICA MZ 8, acoplado a camera digital LEICA DFC 280 utilizando-
se o programa IM 50-LEICA. Foram realizadas medidas do comprimento total (CT) que
foi aferida através da distincia entre a ponta do focinho e a extremidade da ultima vértebra
caudal e do comprimento padrdo (CP) sendo obtido pela distancia da extremidade mais
anterior do focinho a base dos raios medianos da nadadeira caudal, em linha reta, conforme
RICKER (1968).
2.4 Processamento das amostras e analise histologica (Microscopia de luz - ML)

As amostras foram incluidas em Histosec® e Historesina Leica e fotodocumentadas
em microscépio DM 2500 Leica, utilizando o software Leica Application Suite (LAS).

2.4.1 Inclusao em Histosec®

As amostras previamente fixadas em formol 4% tamponado foram lavadas em
tampao fosfato 0,1M, desidratadas em série de concentracdo crescentes de etanol (70%,
80%, 90%, 95%, etanol absoluto I, II e III), diafanizadas em xilol I, II e III e, em seguida,
incluidas em Histosec® (Merck). Os cortes foram realizados com 5 pm de espessura,
montados em ladminas e colorados com Hematoxilina-Eosina (TOLOSA et al., 2003).

2.4.2 Inclusao em Historresina
As amostras fixadas em Karnovsky modificado tamponado foram lavadas em

tampao fosfato 0,1M, desidratadas por 24 horas em etanol 80% e depois submetidas a trés
lavagens de 30 minutos cada em etanol 90%, 95% e 100%. Permaneceram, posteriormente,
4 horas na solu¢do de pré-infiltracdo de glicolmetacrilato (GMA) com etanol (1:1), 16
horas na etapa de infiltracdo (somente GMA) e, entdo foram incluidas em GMA com

solucdo endurecedora nos histomoldes. As amostras permaneceram em estufa a 50°C por
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no minimo 24 horas para polimerizacdo. Os cortes foram obtidos com 2um de espessura,
montados em ldminas e corados com Hematoxilina-Floxina (TOLOSA et al., 2003).
2.5 Processamento das amostras e anilise em microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para complementagdo das andlises referentes as caracteristicas morfoldgicas
externas das larvas, os animais fixados em Karnovsky modificado tamponado, foram
transferidos para solu¢do tampdo cacodilato de sédio, posteriormente, pds-fixadas em
solucdo de tetroxido de 6smio a 1% por duas horas, lavadas novamente em tampao e
submetidas a desidratacdo em bateria com concentragdo crescente de etanol (30%, 50%,
70%, 80%, 90% 95% e trés banhos de 10 minutos cada em etanol 100%), em seguida as
amostras foram secas em secador de ponto critico com CO, liquido em aparelho BAL-
TEC, montadas em suporte de cobre, metalizado em ouro e eletronmicrografadas em
microscopio eletronico de varredura (JEOL-JSM 5410).

3. RESULTADOS

O trato digestério do Betta splendens pdde ser dividido em intestino cefélico
(cavidade oral e faringe, incluindo os ldbios), intestino anterior (esdfago e estdmago),
intestino médio (intestino propriamente dito) e intestino posterior (reto e anus).

As larvas de B. splendens eclodiram 28 horas poés-fertilizacio em uma
temperatura de 28,0+2,0°C. No momento da eclosdo, as larvas apresentavam em média
2,3240,23mm de comprimento total (CT), 2,23+0,21mm de comprimento padrio (CP)
(Figura 1) e pesavam em média 2154+49,93ug (Figura 2). Durante o desenvolvimento
pode-se notar que o crescimento foi linear. A absorcao total do saco vitelinico ocorreu com
73h30min pés-eclosdao quando os peixes apresentavam 3,46+0,15mm (CT), 3,1540,20mm

(CP) e média de peso de 340+14,12ug.
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Figura 1: Média de comprimento total (CT) e padrdo (CP) em milimetros (mm) de larvas de Betta
splendens a partir da eclosao.

Figura 2: Média de peso em microgramas (ug) de larvas de Betta splendens a partir da eclos@o.

No momento da eclosdo (tempo zero), as larvas apresentavam corpo em postura
distendida e cabeca voltada para baixo, aderida a regido anterior do saco vitelinico (Figura
3A). Através da estereomicroscopia evidenciaram-se as modificagdes sucessivas na
posicdo da boca, de ventral para dorso-terminal durante o desenvolvimento, conforme

destacado na Figura 3.
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Figura 3: Morfologia externa de larvas de B. splendens. A: Larva recém-eclodida com
postura distendida, intestino primitivo (seta) e nadadeira embriondria (*). B: 10 hpe.
C: 20 hpe, abertura da boca (ponta de seta). D: 32 hpe, reducdo acentuada do saco
vitelinico. E: 44 hpe. F: 56 hpe. G: 80 hpe. H: 308 hpe, boca na regidao dorso-terminal.
Legenda: intestino primitivo (seta); nadadeira embriondria (*); saco vitelinico (sv);
deslocamento da cabeca (seta pontilhada) e boca (ponta de seta). Fotos de A-G
apresentam barra de calibragdo de 0,5mm e H barra de Imm.
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Um tubo reto e simples pode ser visualizado no momento da eclosdo, cujo epitélio
foi constituido por uma camada de células colunares na regido ventral e posterior da larva,
representando o intestino primitivo (Figura 4B), observando-se que as larvas eclodiram
com boca e anus fechados (Figura 4C).

Havia células indiferenciadas proximas a regido cranial com 2 hpe, que mais tarde
(6 hpe) esta massa celular originou a boca. O intestino posterior encontrava-se
parcialmente aberto com 4 hpe.

Com 6 hpe, um primérdio do intestino anterior foi visualizado como uma pequena
fenda (Figura 4B). Com 8 hpe em microscopia eletronica de varredura observou-se o
inicio da abertura bucal (Figura 7B).

Na cavidade bucofaringea houve um alongamento da fenda bucal com 10 hpe,
porém os ldbios permaneciam aderidos através de uma membrana (Figuras 4C e 4Ci).
Neste mesmo tempo, células do endoderma comecaram a diferenciar-se em hepatdcitos,
dando inicio a formacdo do figado. Iniciou-se a abertura do tubo digestorio na regido
cranial, sendo revestido por epitélio simples colunar (Figuras 4C e 4Ci). Os arcos
branquiais foram evidentes neste periodo. O pronefro iniciou sua diferenciacdo,
dorsalmente ao intestino (Figura 4D).

O tecido cartilaginoso branquial apresentou-se envolvido por vasos no local onde
dard origem aos filamentos branquiais com 12 hpe. Foi observado um ducto revestido por
tecido epitelial simples pavimentoso que realizava conexdo entre a cavidade bucofaringea
e o labirinto, sendo que este ducto tem a finalidade de transportar o ar até o labirinto que,

apresentava grande rede de vasos sanguineos, permitindo as trocas gasosas.
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Um pequeno limem surgiu em torno de 14 hpe na regido mediana do tubo
digestério, apresentando-se revestido por epitélio simples colunar (Figura 4D). Este tubo
dard origem ao segmento intestinal.

Os 14abios nao pigmentados encontravam-se separados apds 18 hpe (Figura 7D),
o labio inferior € um pouco mais espesso, possuindo maior mobilidade que o superior. Na
maxila pequenos dentes alinhados em fileira tinica foram observados (Figura 7F). Cilios
(Figura 7D) e células receptoras ciliadas, denominadas neuromastos, foram visualizadas,
estando concentradas na cabeca dos animais, principalmente préximo a boca (Figura 7G).
Além do inicio da formacdo da membrana branquiostegial que posteriormente, cobrird os
arcos braquiais (Figura 7E), foi possivel observar também a abertura da boca (Figura
7D). Na extremidade rostral da cavidade oral, iniciou o desenvolvimento das valvas orais,
situadas imediatamente aborais as séries de dentes, apresentando uma valva superior e
outra inferior.

Com 20 hpe, préoximo ao figado pode ser visualizado a vesicula biliar, que se
apresentava de forma esférica (Figura 4F). Na cavidade bucofaringea surgiu uma
evaginagdo, dando inicio a formacdo da lingua. O pancreas, localizado entre o estdmago,
figado e intestino, inicialmente apresentou poucos granulos de zimogé€nio, 0s quais
aumentaram em quantidade até a absor¢do do vitelo. O pancreas apresentou padrdo de
organizacao acinar em sua por¢ao exdocrina (Figura 6D).

Com 24 hpe, foi possivel observar a presenca de um ducto que conectava a
vesicula gasosa ao trato digestorio, denominado ducto pneumético (Figura 4F).

O olho é muito importante para a visualizacdo e captura da presa, e as larvas com
28 hpe apresentaram os olhos totalmente formados (Figura 4E). A nadadeira peitoral

apresentava uma base cartilaginosa. As branquias apresentavam filamentos e lamelas
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primdrias, porém ainda ndo estava completamente formada. O pronefro apresentava
organizacdo tubular em sua por¢do cranial.

Com 32 hpe, visualizaram-se em cada lado da faringe quatro pares de arcos
branquiais cartilaginosos que servirdo de suporte as branquias (Figura 4E). Na faringe
foram visualizadas células mucossecretoras. Nesta espécie ndo foram encontrados dentes
faringeos. O trato digestdrio apresentou-se aberto em toda sua extensio (Figuras 4E e 4F).
O pancreas localizava-se fora do tecido hepatico, préximo ao estdmago, figado e intestino
(Figura SE).

A habilidade natatéria foi gradualmente se tornando eficiente e, a partir de 40 hpe,
a vesicula gasosa encontrava-se inflada e revestida por um epitélio estratificado
pavimentoso. Neste periodo deu-se inicio a formacdo de lamelas secundérias nas
branquias. A cavidade bucofaringea mostrou-se revestida por epitélio pavimentoso simples
(Figura 5B). A lingua, localizada em uma depressdo do assoalho da cavidade oral, € presa
na base e possui relativa mobilidade (Figura 6F). Esta estrutura é revestida por epitélio,
alargando-se em sentido caudal. No dorso da lingua, a mucosa apresentou um sulco no
plano mediano, e préximo ao dpice, ocorrem melanéforos, que se apresentaram dispersos e
em pequena quantidade (Figura 6F). Neste tempo pode-se observar a presenca de um vaso
sanguineo atrds do ultimo arco branquial que separa a cavidade bucofaringea do saco
vitelinico. Observou-se também uma dilatacdo caudal no es6fago em forma de saco, a qual
dard origem ao estdmago. Com 44 hpe as lamelas secunddrias das brinquias estavam
completamente formadas.

No intestino médio (porcdo proximal e distal) visualizou-se com 56 hpe, tubo
digestério com suas quatro camadas fundamentais: 1) mucosa com vilosidades tipicas,

revestida por epitélio simples colunar (enterdcitos) apresentando borda em escova, 2)
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submucosa mostrou-se composta por tecido conjuntivo frouxo, 3) camada muscular lisa
que apresentou feixes longitudinais e transversais, € externamente, 4) a serosa que se
apresentou revestida por epitélio simples pavimentoso (Figuras SE e SF). No intestino
médio (porcdo distal) a mucosa com orla em escova apresentou abundancia de células
caliciformes entre as células epiteliais (Figura 5G). A submucosa era composta por tecido
conjuntivo frouxo, a camada muscular era constituida por tecido muscular liso e a camada
serosa apresentou-se revestida por epitélio simples pavimentoso. A mucosa do intestino
posterior, compreendido pelo reto e anus, apresentou-se com pregas longas que se
projetavam em direcdo a luz revestida por epitélio simples colunar com células
caliciformes (Figura SE) e a submucosa era constituida igualmente ao intestino médio,
porém a camada muscular apresentou-se mais delgada. Na regido anal evidenciou uma
camada muscular mais espessa € a camada serosa constituiu-se por uma delgada camada de
tecido conjuntivo mais um epitélio simples pavimentoso (Figura SE).

Com 68 hpe, ainda havia vestigios do saco vitelinico, indicando que a larva ainda
se nutria com reserva enddgena, porém, € neste periodo que os pisicultores iniciam a
alimentacdo exdgena, geralmente com nduplios de Artémia sp. O esdfago apresentou-se
pregueado (Figura S5D), revestido por epitélio simples colunar com células
mucossecretoras entremeadas entre as células epiteliais 1dmina prépria constituida de
tecido conjuntivo, a submucosa apresentou-se constituida por tecido conjuntivo frouxo e a
camada muscular era constituida de musculo estriado esquelético e a dltima camada era a
adventicia (Figura SD). A superficie interna apresentou pregas longitudinais paralelas
entre si, continuas ao longo do 6rgao. No estdmago havia uma camada muscular bem
desenvolvida, a mucosa apresentava pregas altas e arredondadas. O estdbmago possuia

forma sacular (Figura 5A), sendo constituido por quatro camadas: mucosa, submucosa,
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muscular e serosa. A camada mucosa apresentou-se pregueada, revestida por epitélio
simples colunar, a submucosa formou-se por tecido conjuntivo frouxo; na espessa camada
muscular, verificou-se a presenca do tecido muscular liso e a camada serosa comp0s-se por
tecido conjuntivo frouxo com vasos, nervos e revestimento epitelial simples pavimentoso.

Conteudo alimentar no interior do estdmago e intestino foi observado com 74 hpe.
Neste tempo, em alguns animais foi observado figado vacuolizado e nio se notava mais
vitelo. Com 80 hpe, pode-se notar que a valva oral superior era mais ampla que a inferior
(Figura 7G) e o figado permanecia com vacuolos (Figs. 6A e B). Porém, com 86 hpe o
figado e pancreas apresentavam aspecto normal (Figura 6C).

Com 308 hpe as branquias possuiam lamelas secundarias (Figura SA). Em
microscopia eletronica de varredura foram observados detalhes sobre os dentes, os quais
apresentaram superficie lisa, desprovidos de cispides (Figura 7I) e eram inseridos na parte
interna das bordas labiais superior e inferior (Figuras 7F e 7H), porém na mandibula eram
maiores € mais nuUMerosos.

Os principais eventos ontogénicos com seus respectivos tempos estdo descritos na

Tabela 1.
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Figura 4: Fotomicrografias de larvas de B. splendens. Coloracdo HF. A: Larva recém-eclodida. B: 6
hpe; primérdio da cavidade bucofaringea e intestino posterior. C: 10 hpe; cavidade oral fechada,
destaque em CI: (circulo) e, CII (retdngulo) fissura do tubo digestério. D: 14 hpe; limem na regido
mediana do tubo digestdrio, surgimento do pronefro e porcao final do intestino posterior. E: 32 hpe;
olho; cavidade oral (circulo), 1dbios, lingua, arcos branquiais e, em destaque camada sincicial (ponta
de seta) absorvendo vitelo. F: 32 hpe; faringe; eso6fago, intestino, vesicula gasosa com seu ducto
pneumadtico, figado, vesicula biliar e saco vitelinico com considerdvel redugdo. Legenda: saco
vitelinico (sv); notocorda (no); olho (o0); formacdo da cavidade bucofaringea (*); cavidade
bucofaringea (cb); faringe (fa); esdfago (es); intestino primitivo (seta); vesicula gasosa (vg); ducto
pneumatico (dp); pronefro ou rim primitivo (pro); figado (f); vesicula biliar (vb); intestino (in); lingua
(1) e arcos branquiais (1, 2, 3 e 4). Barra de calibracdo. A: 100pum. B: 100um. C: 100um, em
destaque: circulo (20pum); destaque em retangulo (Sum). D: 30um. E: 30um, em destaque (Spum).
F: 30um.
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Figura 5: Fotomicrografias de larvas de B. splendens com &nfase no trato digestorio. Coloracao
HF com excecdo da H. A: 56 hpe, intestino cefélico e anterior, figado, branquias com lamelas
secunddrias (seta). B: 56 hpe, cavidade bucal. C: 56 hpe, faringe e esofago. Destaque: célula
mucossecretora. D: 68 hpe, es6fago com pregas. E: 80hpe, glandulas anexas ao trato digestério
(vesicula biliar, figado e pancreas); intestino posterior (anus). F: 86 hpe, epitélio intestinal. G:
86 hpe, célula caliciforme na mucosa intestinal. H: 308 hpe, Artémia sp. no intestino. Coloracao
HE. Legenda: cavidade bucofaringea (cb); botdo gustativo (bg); Lamelas branquiais (seta
fechada); banquias (bq); faringe (fa); esofago (es); estdbmago (st); camada muscular (m);
vesicula gasosa (vg); figado (f); pancreas (p); vesicula biliar (vb); intestino (in); epitélio (ep);
porcdo inicial (1), por¢cdo média (2) e porcdo final (3) do intestino; célula caliciforme (seta
aberta); cisto de Artémia sp. (cabega de seta); reto (r) e anus (*). Barra de calibracao. A:
100pm. B: 10 pm. C: 20um, em destaque (Sum). D: 20um. E: 30pm. F: 20um. G: 10 um. H:
100 um.



Dissertagio de Mestrado Regiane Cristina da Silva 40

Figura §
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Figura 6: Fotomicrografias de B. splendens, coloracdo HE. A: 74 hpe, figado com
vacuolos (seta). B: 80 hpe, figado com vactolos (seta). C: 86 hpe, figado com aspecto
normal. D: Acinos pancredticos (em destaque). E: 74 hpe, alguns componentes do trato
digestério. F: 80 hpe, cavidade bucofaringea apresentando botdes gustativos (em
destaque). Legenda: vesicula gasosa (vg); cavidade bucofaringea (cb); lingua (1);
melandforos (cabeca de seta); faringe (fa); esdfago (es); estdmago (st); figado (f);
vacuolos no figado (seta); vesicula biliar (vb); pancreas (p) e intestino (in). Barra de
calibracdo. A: 30pm. B: 30um. C: 30pm. D: Suym. E: 100um. F: 30um, em destaque
10um.
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Figura 6
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Figura 7: Eletronmicrografias de varredura de B. splendens. A: Larva recém-eclodida. B: 8 hpe,
formacdo do sulco bucal (destaque) C: 16 hpe, boca. D: 18 hpe, boca com ldbios separados e
cilios no labio superior (destaque). E: 20 hpe, visdo lateral da larva, redugdo do saco vitelinico. F:
40 hpe, denticulos maxilares. G: 80 hpe, Abertura oral com a valva superior (*) e, em destaque um
neuromasto. H: 308 hpe, visdo lateral e, em destaque a boca com numerosos dentes no ldbio
inferior. I: 308 hpe, dentes pontiagudos. Legenda: nadadeira embriondria (ponta de seta); saco
vitelinico (sv); boca (b); cavidade oral (co); membrana branquiostegial (mb); nadadeira peitoral
(np) e denticulos (seta).
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Tabela 1. Caracteristicas estruturais do desenvolvimento larval de B. splendens de acordo
com o tempo de desenvolvimento em horas pds-eclosdo (hpe).

Tempo (hpe) Fase Descricao
Corpo em postura distendida e cabeca voltada para baixo.
Eclosao (Ohpe) Larval Tubo digestério era reto e simples, a larva ndo apresentava
boca e anus aberto.
4 Larval Intestino posterior apresentava-se parcialmente aberto.
Extremidade anterior apresentando pequena fenda, indicando
6 Larval S .
primérdio da cavidade oral.
Alongamento da fenda bucal. Células do endoderma se
10 Larval . . ‘-
diferenciando em hepatdcitos.
14 Larval Surgiu um limem na regido mediana do tubo digestdrio.
Abertura bucal e visualizacdo de dentes maxilares,
18 Larval neuromastos. Inicio do desenvolvimento da membrana
branquiostegial.
Evaginacdo no assoalho da boca para formacdo da lingua.
20 Larval Cabega em posicdo semiventral. Vesicula biliar apresentava-
se com formato esférico.
28 Larval Olhos completamente formados.
32 Larval Trato digestorio aberto em toda sua extensdo.
Lingua formada apresentando botdes gustativos e
40 Larval melandéforos na regido dorsal. Vesicula gasosa totalmente
inflada.
Branquias com lamelas primdrias e secunddrias totalmente
44 Larval
formadas.
50 Larval Células mucossecretoras bem evidentes na faringe.
Intestino com vilosidades tipicas, borda em escova e células
56 Larval ..
caliciformes.
Larva com vestigios de vitelo. Esdfago apresentou-se
pregueado e com camada muscular estriada bem
68 Larval : .
desenvolvida. Estdmago em forma sacular apresentou camada
de tecido muscular liso.
Larva sem saco vitelinico. Observacdo de particulas
74 Larval . o . . .
alimentares no interior do estdmago e intestino.
36 Larval Figado e pancreas com aspecto normal, pancreas localizou-se
entre estdmago, figado e intestino.
Dentes maiores e pontiagudos no ldbio inferior e menores no
308 Larval p &

superior.
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4. DISCUSSAO

A temperatura da 4gua monitorada durante o desenvolvimento ontogénico ficou
em torno de 28,0+2,0°C, estando dentro da faixa de conforto para o “beta” segundo
Halperin, et al.,(1992), os quais determinaram como zona Gtima para producdo de larvas
entre 25,0 e 28,0°C.

A maioria das larvas de peixes de dgua doce eclodem com boca e mandibulas
ainda ndo formadas, olhos despigmentados e grande saco vitelinico (NAKATANI et al.,
2001). Antes da abertura da boca, as larvas nutrem-se do vitelo, que € reabsorvido
constantemente através de endocitose via camada sincicial vitelinica (SHAHSAVARANI
et al., 2002). Como observado em larvas de B. splendens. Ademais, as larvas desta espécie,
ao eclodirem, apresentaram somente uma nadadeira embriondria circundava a cauda em
toda a sua extensdo e tubo digestério rudimentar, sem aberturas oral e anal.

Quando esgotadas as reservas endogenas, a larva dependerd de sua habilidade de
captura para adquirir seu alimento. Neste processo, a visdo € de fundamental importancia,
especialmente apds o inicio da alimentacdo exdgena (CARVALHO et al., 2004). De
acordo com Blaxter (1986) e Noakes e Godin (1988), uma grande parte de larvas de peixes
eclodem com os receptores oculares ainda imaturos (ndo funcionais), s6 atingindo sua
capacidade receptora a partir do momento da pigmentacdo da retina. No entanto, o
desenvolvimento do olho, em B. splendens, ocorreu de forma progressiva estando
totalmente formado com 28 hpe. Em Astronotus ocellatus, o olho estava totamente
formado com 383 hpe, apresentando pigmentacio e coloracdo intesa na retina (Paes et al.,
2011). No entanto, Bialetzki er al, (2001) descreveram que larvas de Auchenipterus
osteomystax, ao eclodirem, se encontravam bem desenvolvidas, com olhos pigmentados e

boca aberta.
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Ap6s a absorcdo do vitelo, que ocorreu com 74 hpe, o crescimento e o ganho de
peso aumentaram acentuadamente. Paes ef al. (2011) descreveram que o saco vitelinico,
no oscar (Astronotus ocellatus) foi completamente absorvido com 257 hpe. De acordo com
Nakatani et al. (2001), o tempo de consumo do vitelo € um parametro biolégico que varia
entre as vdrias espécies de peixes.

A abertura da boca em B. splendens foi observada com 18 hpe. Em Seriola
lalandia, este evento foi observado com 2 dias pés-eclosio (CHEN et al., 2006). Ja em
Glossolepis incisus, a abertura da boca ocorreu ainda no interior dos ovos, como relatado
por Nakatami et al., (2001) e Ferreira et al., (2009).

A posi¢ao da boca nos peixes pode ser terminal, dorso-terminal ou vetro-terminal
(KEAST e WEBB, 1966). A posicdo, a forma e o tamanho da boca estdo fortemente
relacionados ao habito alimentar dos peixes (KEAST e WEBB, 1966; RODRIGUES e
MENIN, 2006a). A forma e a posicdo da boca podem influenciar quantitativa e
qualitativamente o alimento ingerido (HYATT, 1979). O Betta splendens eclodiu com a
boca em posicdo ventral e no final do desenvolvimento a boca adquiriu a posi¢cdo dorso-
terminal, localizada na por¢do anterior da cabeca e era formada por labios.

Os ldbios sdao elementos primdrios na procura do alimento, podendo assumir
diferentes formas nos Teleostei (KAPOOR et al., 1975; RODRIGUES e MENIN, 2006b).
Em espécies carnivoras os ldbios apresentam-se geralmente delgados e aderidos as
respectivas maxilas (MENIN e MIMURA, 1991; RODRIGUES e MENIN, 2006a). Na
espécie estudada nesta pesquisa nao foi notada pigmentacdo nos ldbios, porém, o inferior
apresentava-se mais espesso, como observado por Maciel et al, (2009) em trairdes,

Hoplias lacerdae.
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As valvas orais, encontradas na cavidade oral do B. splendens, sdo semelhantes a
relatadas por Rodrigues e Menin (2006) em Salminus brasiliensis. Estas estruturas estdo
envolvidas na mecanica respiratéria e, provavelmente, com a prevencao ao escape da presa dessa
cavidade (RODRIGUES e MENIN, 2006).

O B. splendens apresentava dentes menores no ldbio superior € maiores no
inferior, com formato pontiagudo e desprovidos de cuspides, como observado para
espécies carnivoras predadoras, cujos dentes sdo caninos e pontiagudos (AL-HUSSAINI,
1952).

A lingua do B. splendens estava localizada no assoalho bucal, apresentando-se
como uma estrutura pequena, de coloracdo esbranquicada e com pouca mobilidade. Tais
informacdes corroboram o que afirmou Bértin (1958) sobre a lingua dos peixes ser
desprovida de musculatura propria é incapaz de movimentos amplos, com sua restrita
mobilidade dependendo das estruturas esqueléticas adjacentes por ser a mais primitiva
dentre os vertebrados.

Foram observados botdes gustativos no interior da cavidade bucofaringea de B.
splendens que, segundo Hansen et al., (2002), sdo 6rgdos quimiossensoriais que 0s peixes
usam para aumentar o potencial de busca de alimento, selecionando substincias
comestiveis e rejeitando as ndo-comestiveis.

Em relacdo aos neuromastos, células sensoriais (mecanorreceptoras), sao
localizadas superficialmente na epiderme, constituindo os neuromastos livres
(MATSUOKA, 2001; DIAZ et al., 2003), apresentam cilios que podem ter tamanhos
variados. Estas células foram observadas, neste estudo, distribuidas ao longo do corpo, na
cabeca e, principalmente, proximos a boca, podendo estar relacionada com a selecdo
alimentar ou na fuga de um predador. Pois, de acordo com Liem et al. (2001), a

mecanorrecep¢ao tem um papel fundamental na adaptagdo das larvas a dguas abertas apds



Dissertagio de Mestrado Regiane Cristina da Silva 48

a eclosao, e participa na deteccdo de estimulos mecanicos, identificando a aproximacgdo da
particulas moveis aos seu redor. Appelbaum e Riehl (1997) destacam o papel da
mecanorrecep¢ao na deteccio de particulas méveis e, portanto, na captura de alimento.

Rodrigues e Menin (2006b) verificaram em dourado, Salminus brasiliensis, outras
adaptagcdes anatOmicas que também possibilitam a ingestdo e a degluticdo de presas
inteiras no intestino cefélico: fenda bucal ampla, cavidade oral alargada aboralmente e
aparelho dentério faringeano com espessura reduzida, o que favorece a tomada e a ingestao
de presas de maior porte. Porém, nesta pesquisa ndo foi notado a presenca de dentes
faringeos, mas a fenda bucal se alargou durante do desenvolvimento do “beta”, sugerindo
que o mesmo € capaz de ingerir presas maiores.

Na faringe, foram encontradas células secretoras de muco, que segundo Galvao et
al.,(1997) sao células que participam no deslizamento das presas a serem deglutidas. A
maioria dos estudos classificam as células secretoras de muco como células caliciformes
ou células mucossecretoras, independente da localizagdo. Porém, alguns estudos fazem
distincdo entre células secretoras de muco e células caliciformes, sendo a primeira
encontrada no esdfago apresentando formato de saco e a segunda encontrada no intestino,
como descrito por Leknes (2011) para Hyphessobrycon anisitsi. Sendo assim, neste estudo
optou-se titular de célula mucossecretora.

Nos peixes geralmente o esdfago é um 6rgdo tubular que serve de passagem do
bolo alimentar entre a cavidade bucofaringea e o estdmago, com o ducto pneumatico da
vesicula gasosa se abrindo no esdfago das espécies fisostomas (ZAVALA-CAMIM, 1996),
isto também ocorreu em B. splendens. Contudo, o esdfago da espécie em estudo
apresentou-se como um tubo curto com pregas. O aspecto das pregas internas da mucosa

esofageana, que foram longitudinais e paralelas entre si seguiu os mesmos padrdes para
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Leporinus macrocephalus (RODRIGUES et al., 2008) e para Steindachnerina notonota
(SILVA et al., 2005). Como na maioria dos Teleostei (MENIN, 1988; AMARAL, 1990;
RODRIGUES et al., 2002; RODRIGUES et al., 2004), o padrdo da mucosa esofageana
longitudinal, pode ser relacionado com a distensibilidade da parede desse 6rgdo, o que o
torna adequado para a recepg¢do e rdpida condugdo de presas inteiras ao estomago.

O estomago apresentou-se revestido por epitélio simples colunar. Mesmo
resultado foi obtido por Diaz et al., (2003) para Engraulis anchoita e Santos et al., (2007)
para Pimelodus maculatus. Além disso, este 6rgdo mostrou-se pregueado por toda sua
extencdo, o que permite o aumento da superficie de contato com o alimento e,
consequentemente, a eficiéncia da digestdo e assimili¢io. Porém, quando repleto de
particulas alimentares, encontrava-se distendido.

Segundo Lemes e Braccini (2004) o figado € responsdvel por importantes fungdes
metabolicas, sendo a maior glandula do organismo, que se molda de acordo com o espaco
na cavidade peritoneal.

Histologicamente, o figado de B. splendens, apresentou hepatdcitos que se
arranjavam em placas celulares cordonais circundadas por capilares sinuséides, sendo
semelhante ao descrito para outros teledsteos (BRUSLE e ANADON, 1996; LEMES e
BRACCINTI, 2004; VICENTINI et al., 2005). Em alguns “betas”, foi possivel perceber que
o figado apresentou vactiolos com 74 até 80 hpe, momento em que ocorreu a absor¢ao total
do vitelo, podendo ser este evento o responsavel por esta vacuolizagdo, uma vez que 0s
peixes eram alimentados com nauplios de Artemia sp., apds a absorcdo do vitelo. Seré este
um processo fisioldgico? Ou um processo degenerativo? Pois, com 86 hpe, o figado
encontrava-se com aparéncia normal, portanto mais investigacdes sao necessdrias para tais

observacoes.
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O figado produz a bile, a qual € coletada pelos ductos biliares e armazenada
temporariamente na vesicula biliar. Esta estrutura € um saco contratil com parede delgada
(ROTTA, 2003), podendo em peixes ser esférica, oval ou alongada (GODINHO, 1970).
Em “beta” esta vesicula encontrou-se revestida por epitélio pavimentoso simples
apresentando forma esférica. Vicentini et al., (2005) encontraram esta mesma forma de
vesicula biliar em Oreochromis niloticus.

Outra glandula importante para digestao € o pancreas. De acordo com Lemmes e
Braccini (2004) este 6rgio € encontrado em todos os vertebrados e produz dois grupos de
substancias, as enzimas digestivas liberadas no intestino médio, onde se tornam ativas e
hormonios como a insulina e o glucagon, que regulam a concentragdo de acticar no sangue.
DIAZ et al., (1999) descreveram o pancreas como sendo uma glandula mista, com fung¢des
enddcrinas e exdcrinas, variando amplamente quanto ao desenvolvimento e localizacao
anatOmica, nos diferentes grupos de peixes. Bruslé e Anadon (1996) asseguram que o
tecido pancreatico em algumas espécies encontra-se difuso no figado, sendo chamado de
pancreas intrahepdtico. Em B. splendens, esta difusdo intrahepdtica ndo ocorreu, sendo que
0 pancreas estd localizado dentro da cavidade celomdtica entre o estdmago, figado e
intestino.

Neste estudo, o pronefro estava presente desde a eclosdo das larvas e, de acordo
com Kimmel ef al., (1995), esta estrutura desenvolve-se na fase inicial da somitogénese,
diferenciando-se em mesonefro somente nos individuos juvenis/adultos (DRUMMOND et
al., 1999).

Em relacdo ao intestino médio e posterior, em B. splendens pode ser observado
pregas longas que se projetavam em dire¢do a luz revestida por epitélio simples colunar

com orla em escova e, apresentavam também células caliciformes. Santos et al., (2007)
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também encontraram este epitélio de revestimento no intestino de Pimelodus maculatus.
Segundo Gonzélez et al., (2002), a presenca de pregas no intestino, indica aumento na
eficiéncia da digestdo e absor¢do dos alimentos. Seixas-Filho et al., (2000) sugeriram que
pregas transversais na mucosa retardam a passagem de alimento, possibilitando maior
periodo digestivo e melhor aproveitamento dos nutrientes no intestino médio.

A vesicula gasosa em B. splendens encontrou-se inflada por completo com 40 hpe.
De acordo com Hidelbrand (1995), este 6rg@o possui variadas fungdes como recepcao de sons
e pressao, e até mesmo a producdo de sons por meio do controle da passagem de ar entre a
vesicula e o intestino anterior (es6fago), no caso de peixes fiséstomos. Ademais, a localizagao
da vesicula gasosa, na parte dorsal do corpo, acima do centro de gravidade do peixe, permite a
manutencdo da postura sem depender de esforco muscular. Segundo Blaxter (1986), muitas
larvas de peixes enchem a vesicula momentos apds a eclosdo devido a ingestdo de ar da
superficie.

Na maioria das espécies de peixes, as larvas apresentam trato digestério simples e
indiferenciado, desenvolvendo, a seguir, os 6rgaos digestérios (GOVONI et al., 1986). De
fato, o B. splendens, no momento da eclosdo apresentava um tubo digestério rudimentar,
enquanto no momento da absor¢do total do saco vitelinico o trato digestério pode ser
dividido em intestinos cefélico, anterior, médio e posterior, segundo classificacdo adotada
por Bértin (1958). Desta forma, O’CONNELL (1981) registrou que a exaustdo completa
do vitelo deve ocorrer quando a larva estd apta para a alimentacdo exdgena, refletindo a
concomitancia funcional do trato digestorio.

O trato digestorio de B. splendens estava totalmente formado com 74 hpe e seguiu
um padrao similiar a outras espécies de peixes teledsteos de dgua tropical. Ocorrendo

diferenciacdo simultanea de estruturas que permitem a captura de alimentos logo no inicio
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do desenvolvimento, antes da exaustdo das reservas energéticas enddgenas, e também
asseguram a fuga de predadores, aumentando as chances de sobrevivéncia durante a fase
larval.

Estas informagOes sobre ontogenia do trato digestério do “beta” sdo inéditas e
imprescindiveis para aquicultura ornamental, que no momento esti em expansdo em
carater mundial, podendo contribuir para um melhor desempenho e producio em cativeiro.

5. CONCLUSOES

ApOs a andlise dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que em Betta
splendens:

v" As larvas eclodem com o trato digestério incompleto, com a boca e anus
fechados.

v" Os animais eclodiram com 28 horas pés-fertilizagdo e apresentaram reserva
enddgena até 68 hpe, ou seja, a larva se nutre dessa reserva até 3 dias pds-eclosao,
sendo necessdria a utilizacdo de alimentagdo exdgena apds este periodo.

v'Com 74 hpe, esofago, estdmago, intestino, figado, vesicula biliar e pancreas
estdo totalmente diferenciados e funcionais.

v O desenvolvimento de estruturas natatérias e alimentares ocorreu
concomitantemente, fornecendo aos peixes um conjunto de caracteres morfolégicos
favordvel a predacdo para obtencdo de sua propria alimentagao.

6. CONSIDERA COES FINAIS

Considera-se necessdrio ressaltar que por ser este um trabalho essencialmente
descritivo, nao foram testadas hipéteses, contudo, informagdes importantes sobre o trato
digestério aqui descrito poderdo ser aplicadas em pesquisas posteriores envolvendo o
desenvolvimento de dietas balanceadas. Pois, o conhecimento morfofuncional do trato

digestorio dos peixes tem grande importancia para a formulagao e elaboragdo de dietas que
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atendam as exigé€ncias desta espécie de peixe, levado em consideracdo o habito alimentar e
suas particularidades, buscando melhorias no desempenho produtivo e saide dos animais.

A larva com aproximadamente 68 hpe, ainda apresentava vitelo, porém &
necessdrio iniciar a alimentacdo exdgena, podendo melhorar as taxas de sobrevivéncia
nesta espécie, pois uma alimentacdo fornecida antes deste tempo pode comprometer a
qualidade de dgua dos aqudrios e, se oferecida tardiamente pode causar mortalidade das
larvas.
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ARTIGO 2: Desenvolvimento Gonadal em Beffa splendens: aspectos morfologicos.

Serd submetido: The International Journal of developmental Biology (Impact Factor 2,95).

Resumo

Dentre os fatores que determinam o sucesso da criagdo, o desenvolvimento normal
das gdnadas € imprescindivel. Neste sentido, este trabalho descreve, pela primeira vez, o
desenvolvimento gonadal de B. splendens por meio de técnicas de morfologia macro e
microscopica. As larvas foram obtidas a partir de reproducdo natural e mantidas sob
cuidado parental do macho. Elas foram coletadas a partir da eclosdao (tempo zero) e
posteriormente a cada 2 horas até atingir 20 horas pds-eclosdo (hpe), seguindo, a cada 4
horas até 44 hpe, depois a cada 6 horas até completar 92 hpe, apos um intervaldo de 9 dias,
seguidos de coletas semanais até completar 118 dias de desenvolvimento pds-eclosdo. Em
cada tempo de coleta, 10 peixes foram anestesiados em solucdo de bezoncaina, pesados e
fixados em formol 4% tamponado e também em Karnovsky modificado. A temperatura da
agua durante o experimento foi de 28,0+2,0°C e o pH 6,9+0,3. A eclosdo ocorreu com 28
horas poés-fertilizacdo e as larvas apresentaram em média 2,32+0,23mm de comprimento
total (CT), 2,23+0,21mm de comprimento padrdo (CP) e peso de 215+49,93ug. Com
quatro dias pds-eclosdo (dpe) os peixes apresentaram gonadas indiferenciadas localizadas
dentro da cavidade celomatica. Com 13 dpe foi observado um aumento na quantidade de
gbnias preenchendo a gonada. Uma estreita cavidade surgiu ao longo do ovario com 20
dpe, quando a gbnada mostrava morfologia de um ovdrio indiferenciado, contendo ninhos
de ovogonias indiferenciadas, diferenciadas e células somdticas distribuidas ao redor dos
ninhos. Com 76 dpe, os ovdcitos em crescimento primdrio apresentavam poucos granulos
de vitelogenina em seu citoplasma e as células foliculares deram inicio a formacao da teca.
Ovirios com ovdcitos em crescimento primdrio, alvéolos corticais e nucleo centralizado
com nucléolos perinucleolares foram visualizados com 111 dpe. Quando as fémeas
alcancaram 118 dpe, os ovdrios eram formados predominantemente por ovdcitos em
crescimento secunddrio ou vitelogénico. Os ovérios sdo do tipo cistovariano e 0s ovocitos
apresentaram desenvolvimento sincronico. Fémeas, quando alimentadas e manejadas
adequadamente, podem reproduzir-se com quatro meses de idade. Estes resultados sdo
importantes e servirdo de base para aperfeicoar a reprodugdo e a produgdo em cativeiro do
B. splendens.

Palavras-chave: gonadas, peixe ornamental, desenvolvimento, histologia.
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Abstract

Among the factors that determine the success of rearing, the normal development of
the gonads is essential. Therefore, this study describes for the first time, gonadal
development of B. splendens by macro and microscopic morphology techniques. The
larvae were obtained from natural reproduction and were kept under male parental
care.They were collected starting from the hatching (time zero) and then every 2 hours
until reach 20 hours post-hatching (hph), following every 4 hours to 44 hph, then every 6
hours up to complete 92 hph, after this period, after an interval of 9 days, followed by
weekly collections until 118 days of post-hatching development. At each sampling time, 10
fish were anesthetized in a solution of bezoncaina, weighed and fixed in 4% buffered
formaldehyde y and either in modified Karnovsky solution. The water temperature during
the experimente was 28,0+2,0°C and pH 6.9+0.3. Hatching occurred at 28 hours post-
fertilization and the larvae were on average 2.32+0.23mm in total length (TL), 2.23 +
0.21mm standard length (SL) and weight of 215+49.93g. With four days post-hatching
(dph), fish had undifferentiated gonads located within the coelomic cavity. At 13 dph, we
observed an increase in the amount of gonias filling the gonad. A narrow cavity appeared
along the ovary with 20 dph, when the gonad showed undifferentiated morphology of an
ovary containing oogonia, nests of undifferentiated oogonia, differentiated somatic cells
distributed around the nests. With 76 dph, oocytes in primary growth had few vitellogenin
granules in their cytoplasm and follicular cells initiated the formation of teak. Oocytes in
the ovaries with primary growth, cortical alveoli, central nuclei and nucleoli
perinucleolares were visualized with 111 dph. When the females reached 118 dph, the
ovaries were composed predominantly of secondary growth oocytes or vitellogenic ones.
The ovaries are the ovarian cysts type and the oocytes presented sincrhonous developemt.
Females, when appropriately feed and managed, can breed with four months of age. The
information from this study are importante and will contribute to the improvement of the
hatchery, breeding and rearing of captive Betta splendens.

Keywords: gonads, ornamental fish, development, histology.
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1. INTRODUCAO

O B. splendens é um peixe ornamental muito importante para a aquicultura
mundial, porém, é imprescindivel a adequada compreensio da biologia da espécie para o
sucesso da criagdo (ROTTA, 2003). Um dos fatores que garantem o sucesso reprodutivo
dos animais sexualmente adultos de qualquer espécie € o desenvolvimento normal das
gonadas (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002).

As condi¢cdes de cultivo afetam fortemente o desenvolvimento gonadal,
principalmente durante a fase de vitelogénese, de modo que, uma limita¢do na qualidade
ou quantidade do alimento, densidade de estocagem excessiva € o estresse, podem induzir
a reabsor¢do de ovdcitos vitelogé€nicos, resultando num menor ndmero de ovdcitos
maduros, ou ainda, podem atuar numa fase anterior, impedindo o inicio da vitelogénese
(HARVEY e CAROLSFELD, 1993), impossibilitando a ocorréncia de desovas.

Santos et al. (2009) verificaram o tempo de rematuracdo em fé€meas de Betta
splendens quando submetidas a dietas com diferentes niveis proteicos, porém pouco se
conhece sobre a maturacdo gonadal nesta espécie.

O conhecimento do desenvolvimento ovocitdrio de Betta splendens é de grande
importincia, pois permite estabelecer o periodo reprodutivo, sua duragdo e quais eventos
estdo envolvidos durante a maturagao ovocitdria.

Constatando que na literatura nao ha trabalhos cientificos, at¢é o momento, com
desenvolvimento gonadal de Betta splendens, assim, esta pesquisa teve por objetivo
acompanhar e registrar o desenvolvimento gonadal desta espécie durante seu

desenvolvimento até a formacao total das gonadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Manejo reprodutivo

O experimento foi realizado no Laboratério de Peixes Ornamentais do Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP), Campus de Jaboticabal-SP, Brasil no periodo de
Abril a Julho de 2001. Machos e fémeas reprodutores de Betta splendens (variedade véu)
foram selecionados e mantidos em aqudrios individualizados de 2 litros dentro de um
sistema de recirculacdo de dgua composto por dez caixas de polietileno, durante dez dias
para aclimatacdo. Apds esse periodo, as fémeas foram acondicionadas em recipientes
plasticos transparentes perfurados e introduzidas nos aqudrios dos machos por um dia,
permitindo assim, a troca de dgua e ferormodnios entre os recipientes, estimulando os
animais ao comportamento de corte e a construcdo ou aumento dos ninhos de bolhas sob
um substrato pldstico. Passado um dia, as fémeas foram soltas no aquario dos machos para
o acasalamento, onde permaneceram durante trés dias. Durante este periodo, ocorreram
observacgdes constantes para que fosse registrado o momento da desova. As fémeas, entdo,
eram retiradas e devolvidas aos seus aqudrios de origem. Se houvesse desova o macho era
mantido no aqudrio juntamente com os ovos para o cuidado parental.
2.2 Coletas amostrais

Os peixes foram coletadas no momento da eclosdo (tempo zero), e posteriormente a
casa 2 horas até atingir 20 horas pds-eclosdo (hpe), seguindo a cada 4 horas até completar
2 dias pés-eclosdo (dpe), a cada 6 horas até perfazer 4 dpe, depois disso, com um intervalo
de 9 dias pés-eclosdo, seguidos de coletas semanais até totalizar 118 dpe, sendo coletados
10 peixes por tempo de amostragem.

Os animais foram anestesiados e depois eutanasiados por prolongamento do plano

anestésico, pesados e, posteriormente, fixados em solu¢do de Formaldeido 4% com tampao
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fosfato 0,1M, pH7,4 e, em solucdo de Karnovsky modificado (contendo aldeido glutarico a
2,5% e paraformaldeido a 1,0%, com tampdo cacodilato 1,0M, pH7,2) e ambas amostras
foram armazenadas sob baixas temperaturas (-4°C) para andlise em microscopia €
mensuracdo de comprimentos com auxilio de estereomicroscopio. Os peixes foram
mantidos em dgua com temperatura de 28,0+2,0°C durante todo o periodo experimental.
2.3 Analise estereomicroscopica e morfometria

As andlises morfolégicas externas das larvas foram realizadas em
estereomicroscopio LEICA MZ 8, acoplado a camera digital LEICA DFC 280 utilizando-
se o programa IM 50-LEICA. Foram realizadas medidas do comprimento total (CT) que se
obtém através da distancia entre a ponta do focinho e a extremidade da ultima vértebra
caudal e de comprimento padrao (CP) sendo obtido pela distancia da extremidade mais
anterior do focinho a base dos raios medianos da nadadeira caudal, em linha reta, conforme
RICKER (1968).
2.4 Processamento das amostras e analise em microscopia de luz (ML)

Para andlise em microscopia de luz, os peixes fixados em solucdo de formol a 4%
tamponado foram incluidos em histosec® (Merck), enquanto que, os peixes fixados em
solu¢do de Karnovsky modificado tamponado foram incluidos em historesina Leica até o
processamento.

2.4.1 Inclusao em Historec®

O material previamente fixado em formol 4% tamponado foi lavado em tampao
fosfato 0,1M, em seguida, desidratados em uma bateria de concentracdo crescente de
etanol, sendo 70%, 80%, 90%, 95%, e, etanol absoluto I, II e III, diafanizado em xilol I, II

e III e, finalmente, incluidas em histosec® (Merck). Foram realizados cortes com 5 um de
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espessura e corados com Hematoxilina-Eosina (TOLOSA et al, 2003). Para a
fotocumentagdo os corte foram fotomicrografados em fotomicroscopio (Leica DM 2500).
2.4.2 Inclusao em Histeresina

As amostras fixadas em solucdo de Karnovsky modificado tamponado foram
lavadas em tampao fosfato 0,1M, desidratadas por 24 horas em soluc¢do de etanol 80% e
realizadas lavagens com duragdo de 30 minutos cada em etanol 90%, 95% e 100%.
Permaneceram, posteriormente, 4 horas na solucdio de pré-infiltracio GMA
(glicolmetacrilato) com etanol de concentracdo de 100%, na proporcdo 1:1, em seguida,
foram submetidas por 16 horas na etapa de infiltracio (somente GMA) e entdo, foram
incluidas em GMA com soludo endurecedora nos histomoldes. As amostras foram levadas
para estufa a 50°C, permanecendo por no minimo 24 horas para polimerizacdo. Os cortes
foram obtidos em micrétomo LEICA RM2255 com 2 um de espessura, utilizando-se
navalha de tungsténio e corados com Hematoxilina-Floxina (TOLOSA et al., 2003). A
andlise das laminas e fotodocumentacdo ocorreram em fotomicroscopio Leica DM 2500
utilizando o software Leica Application Suite (LAS).

Alguns ovérios foram fotografados com camera digital Canon SXI120IS para
mostrar a morfologia externa das gonadas femininas que, posteriormente foram
processadas em histologia.

2.5 Processamento das amostras e analise em microscopia eletronica de varredura (MEYV)
Para complementagdo das andlises referentes as caracteristicas morfoldgicas
externas das larvas, os animais fixados em Karnovsky modificado tamponado, foram
transferidos para solucdo tampao cacodilato de sodio, posteriormente pds-fixadas em
solucdo de tetroxido de 6smio a 1% por duas horas, lavadas novamente em tampao e

submetidas a desidratacdo em bateria crescente de concentragao de etanol (30%, 50%,
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70%, 80%, 90% 95% e trés banhos de 10 minutos cada em etanol 100%), em seguida as
amostras foram secas em secador de ponto critico com CO, liquido em aparelho BAL-
TEC, montadas em suporte de cobre, metalizadas com ouro e eletronmicrografadas em
microscopio eletronico de varredura (JEOL-JSM 5410).

3. RESULTADOS

Nos peixes com até trés dias pos-eclosdo (dpe) ndo foram vizualizados vestigios
gonadais, porém, com quatro dpe apresentaram gonadas indiferenciadas que estiveram
localizadas dentro da cavidade celomdtica. Neste periodo, foi observado que alguns
animais apresentaram inicialmente uma estrutura simples e compacta, denominada
primérdio gonadal, contendo células germinativas primordiais, podendo ser visualizadas
em cortes longitudinal e sagital (Figuras A1, A1, Br, Biie Ci e CI1,) e em outros peixes, as
gbOnadas apresentaram algumas células germinativas primordiais que, por sua vez, eram
envoltas por varias células somaticas (Figuras D1 e Di11).

Ja com 13 dpe as gbdnadas apresentaram-se mais desenvolvidas, notando-se um
visivel aumento na quantidade de goOnias preenchendo toda a gonada e estas goOnias
estavam envoltam por células somdticas que se mostraram de vdrias formas, exibindo-se de
forma pavimentosa, fusiforme ou triangular (Figuras E, F1 e Fi1). Morfologicamente ndo
foi possivel distinguir gbénada feminina de gobénada masculina, neste tempo de

desenvolvimento.
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Figura 1: Fotomicrografias de gonadas indiferenciadas de larvas B. splendens. Coloracao HE.
(A, B, C, D: peixes com 4 dpe; E, F peixes com 13 dpe). A1, A1, Bre Bir: Corte longitudinal:
primérdio gonadal dorsalmente ao trato intestinal. Cr e Ci: Corte sagital: gdnadas aos pares.
D1: Gonada compacta. Dit: Em detalhe, gonias e células foliculares. E: Células foliculares
com formato pavimentoso. Fr: Células foliculares apresentando formato triangular. Fir: Em
detalhe, células somaticas e ovogonias. Legenda: gonada (g); gonias (go); figado (f); vesicula
gasosa (vgs); intestino (in) e células sométicas (cs).
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Com 20 dpe a gbnada apresentava morfologia de um ovdrio indiferenciado,
notando-se o surgimento de uma estreita cavidade ao longo deste ovdrio (Figura 2A), o
qual continha ninhos de ovogonias indiferenciadas, diferenciadas e células somdticas
distribuidas ao redor dos ninhos e dispersas na gonada (Figura 2B). Foi observado um
notavel aumento do volume dos ovarios em um periodo de 34 a 48 dpe, sendo que neste
periodo os ovarios mostraram-se diferenciados (Figuras 2C e 2D). Estes eram envolvidos
por uma camada de tecido conjuntivo denso, a tinica albuginea (Figura 2E). Inicialmente
a cavidade ovariana se estendeu por todo ovario até o pedinculo e, através deste, a gbnada
conectou-se ao mesentério (Figura 2F).

Com o decorrer do desenvolvimento, os ovarios apresentaram lamelas ovigeras que
sustentavam os ovOcitos em crescimento primério e as ovogonias Entre as lamelas havia
um espaco, denominado espago interlamelar. Também foram observados ninhos de
ovogolnias préximo ao epitélio germinativo (Figura 2G).

Com 76 dpe, os ovocitos em crescimento primdrio ou pré-vitelogénicos
apresentavam nticleo em posi¢do central com nucléolos perinucleolares, poucos granulos
de vitelo em seu citoplasma e as células foliculares deram inicio a formagdo da teca
(Figura 2H e 2I).

Com 90 dpe, as fémeas de Betta splendens apresentaram um par de ovdrios do tipo
cistovariano, localizados na cavidade celomadtica. (Figura 3A). E, quando maduros,
ocupavam grande parte desta cavidade, estendendo-se ventralmente ao rim e dorsalmente
ao intestino.

Com 111 dpe os ovdrios continham ovdcitos em crescimento primario, os quais
apresentavam alvéolos corticais e nucleo centralizado. O citoplasma mostrou-se mais

baséfilo que o nicleo, devido a grande quantidade de vitelogenina (Figura 3B, 3C e 3D).
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Quando as fémeas alcancaram 118 dpe, os ovérios eram formados predominantemente por
ovdcitos em crescimento secunddrio ou vitelogénico. Por todo o citoplasma, pode-se notar
granulos de vitelo, que sdo quase sempre esféricos, porém de tamanhos variados (Figura
3H). A vesicula germinativa se deslocou em sentido centro-periferia, ndo apresentando
contornos nitidos. Goticulas de lipidios puderam ser vistas na regido mais interna do
citoplasma, proxima a vesicula germinativa. Os alvéolos corticais, dispostos em varias
camadas, localizaram-se predominantemente na periferia dos ovécitos variados (Figura
3F). Em alguns ovdcitos em crescimento secunddrio foram notadas reentrincias da zona
radiata em dire¢do ao ovdcito (Figuras 3F e 3H). Em outros ovdcitos de menor tamanho a

zona radiata apresentou-se totalmente irregular (Figura 3J e 3K).
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Figura 2: Fotomicrografias de ovério de B. splendens. A e B: 20 dpe, cavidade na regidao
central da gonada, ovogonias indiferenciadas e diferenciadas. C, D, E e F: 34 dpe,
ovdcitos em crescimento primdrio, lamelas ovigeras, espaco interlamelar, tinica albuginea
e cavidade ovariana. G: 41 dpe, ninhos de ovogonias préximos ao epitélio germinativo
(seta). H e I: 76 dpe, ovodcitos em crescimento primdrio, nicleo com nucléolos
perinucleolares, granulos de vitelogenina e células foliculares. Legenda: gonada (g);
ovogdnia (0g); ovogodnia indiferenciada (ogi); ovogdnia diferenciada (ogd); cavidade
ovariana (cvo); células somaticas (cs); ovocito em crescimento primdrio (op); lamela
ovigera (lo); tinica albuginea (ta); espaco interlamelar (ei); vitelogenina (vg); nicleo (n);
nucléolos perinucleolares (np) e células foliculares (cf).
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Figura 2
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Figura 3: Fotomicrografias de ovario de B. splendens. A: 90 dpe, cavidade celomética
preenchida pelo ovdrio. Observar ovdcitos em crescimento primdrio. B e C: 111 dpe,
ovdcitos em crescimento primdrio com alvéolos corticais e nucléolos. D: 118 dpe, ovdcito
em crescimento primdrio, citoplama com granulos de vitelogenina e sem nucléolos
evidentes E: 118 dpe, em detalhe, células foliculares hipertréficas. F: 118 dpe, ovécito em
crescimento secunddrio, vesicula germinativa circundada por lipidios. G: 118 dpe,
granulos de vitelogenina. H: Granulos de vitelogenina com formato esférico e alvéolos
corticais. I: ovdcito em crescimento secunddrio com vesicula germinativa migrando em
direcdo a periferia. J: ovdcito apresentando reentrincias e sulcos K: Sulcos no ovdcito.
Legenda: gbénada (g); estobmago (et); cavidade celomatica (cc); tinica albuginea (ta);
ovdcito em crescimento primdrio (op); alvéolos corticais (ac); nucléolos perinucleolares
(np); nucleo (n); teca (t); citoplasma (c); células foliculares (cf); ovicito em crescimento
secunddrio (os); lipidios (Ip); vesicula germinativa (vg) e vitelogenina (v).
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Figura 3




Dissertagdo de Mestrado Regiane Cristina da Silva 74

No momento em que foi observado o primérdio gonadal, os animais apresentaram
em média 0,36cm de comprimento total e padrdo e pesavam em média 36,0mg, e ao
atingirem 20 dpe o comprimento total e padrdo mantiveram um aumento linear (Figura 4).
Porém, o ganho de peso teve um aumento considerdvel (Figura 5). Os peixes com 104 dpe
comecaram a perder peso passando de 574,40 para 397,95mg quando atingiram os 118
dpe, conforme demonstrado na figura 5.

Os ovdrios aos pares de B. splendens geralmente eram de tamanhos iguais,
apresentaram forma alongada, contendo um oviduto que desembocava na papila urogenital,
localizada posteriormente ao anus. Os ovdrios estavam presos a cavidade celomadtica pelo
tecido conjuntivo frouxo, o mesentério. O tamanho, coloracdo e vascularizacdo variavam
de acordo com o estidio de desenvolvimento, que quando maduros mostraram-se
altamente vascularizados, com cor amarelada e cranialmente fundiram-se entre si (Figuras
6 e 7). Também pode-se notar que o acimulo de gordura visceral diminuiu, conforme o

desenvolvimento gonadal progredia (Figura 6).
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Figura 4: Média de comprimento total (CT) e padrdo (CP) em centimetros (cm) de Betta
splendens.
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Figura 5: Média de peso em miligramas (mg) de Betta splendens.

Figura 6: Ovirios de fémeas de B. splendens em diferentes estddios de desenvolvimento
(macroscopicamente). A: GOnadas imaturas. B: Gonadas em maturacdo e C: Gonadas em
maturacao avancada. Legenda: gdnadas (g); visceras (vi) e gordura visceral (*).

Figura 7: Ovario maduro de B.
splendens.
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No periodo reprodutivo as fémeas desta espécie apresentavam sinais secundarios,
tais como, listras verticais e papila urogenital proeminente, os quais puderam ser
visualizados macroscopicamente (Figura 8) e em microscopia eletronica de varredura
(Figura 9). J4 os machos apresentavam comportamento de produzir ou aumentar o ninho

de bolhas de ar.

Figura 8: Fotografias de fémeas adultas de B. splendens com sinais
secunddrios durante o periodo reprodutivo. A: Fémea com papila
urogenital proeminente e esbranquicada; listras corporais verticais
(seta). B: Papila urogenital localizou-se ventralmente e, entre as
nadadeiras pélvicas.
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Figura 9: Eletronmicrografia de varredura de B. splendens com énfase na papila urogenital.
A: Juvenil, posicdo do peixe. B ¢ C: Anus e papila urogenital iniciando sua protuberancia.
D: papila urogenital bem externalizada, indicando aptiddao da fémea para acasalamento. E:
Inicio da regressdo papilar. F: Papila regredida. Legenda: anus (a); papila urogenital (p);
cabeca de seta mostra papila urogenital iniciando regressdo e seta indica papila urogenital
regredida.
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4. DISCUSSAO

O Betta splendens apresentou os ovdrios como Orgdos pares e alongados que
sofreram modificacdes durante o ciclo reprodutivo, seguindo o padrdo descrito para a
maioria dos teledsteos, semelhantemente ao descrito por Mello et al, (2005) em lambari-
prata, Astyanax scabripinnis.

Acumulo de gordura visceral foi evidente em fémeas de B. splendens durante o
inicio da maturagdo gonadal e, que ao longo do desenvolvimento das gonadas o volume de
gordura viceral decrescia. Costa et al., (2005) verificaram que os maiores valores médios
do indice de gordura celomdtica em piau vermelho foram observados no estidio de
repouso € maturacdo inicial, decrescendo em seguida nos subestddios de maturagdo
intermedidria, maturacdo avangada e desovado.

O decréscimo no conteido de gordura celomdtica ao longo dos estaddios do ciclo
reprodutivo sugere uma provavel utilizagdo das reservas graxas no processo de
amadurecimento das gOnadas e/ou migracdo reprodutiva (WOOTTON, 1995).
Comportamento semelhante foi observado em Leporinus piau (TAVARES e GODINHO,
1994) e Curimatella lepidura (ANDRADE, 1990).

As andlises microscépicas dos ovdrios de B. splendens permitiram verificar que os
mesmos sdo revestidos pela tiinica albuginea que € constituida de tecido conjuntivo denso
e que emite projecdes (lamelas), dividindo o ovario em compartimentos, onde as células
germinativas sdo sustentadas por um tecido conjuntivo frouxo (estroma ovariano)
igualmente ao verificado por Bernardes e Dias (2000) em peixes de dgua salgada, no caso,
0 peixe-porco, Balistes capriscus. Mazzoni et al., (2010) também verificaram em Cyprinus
carpio que no inicio do desenvolvimento ovariano pequenas invaginacdes comegaram a se

formar na regido ventral do ovério e, no decorrer do desenvolvimento estas envaginagdes
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formaram as lamelas ovigeras, sendo que estas projecdes originaram-se a partir da tinica
albuginea.

De acordo com os critérios propostos por Hoar (1969), a cavidade ovariana da
espécie em estudo tem continuidade com o gonoducto, caracterizando os ovérios como do
tipo cistovariano. Entretanto, em algumas espécies de teledsteos, como os salmonideos
(KENDALL, 1921; ROBERTSON, 1953) e as anguilides (COLOMBO et al.,1984) ndo
apresentaram cavidade ovariana, sendo o ovario descrito como do tipo gimnovariano.

Nesta pesquisa observaram-se os estdgios descritos para a maturacdo gonadal,
inicialmente com a alta concentracdo de ovogonias, indicando sua proliferacdo, depois a
diferenciacdo em ovdcitos, seguidos de modificagcdes morfoldgicas, ligadas ao processo de
vitelogénese (COSTA et al., 2005). Mello et al., (2005) afirmaram que o desenvolvimento
das células germinativas geralmente sdo semelhante nos teledsteos, com variacdes na
composi¢do e distribui¢do do vitelo, no grau de desenvolvimento dos alvéolos corticais e
no desenvolvimento das camadas envoltdrias.

Nem todos os ovdcitos que iniciam o desenvolvimento serdo liberados. Estes
ovécitos podem sofrer o processo de atresia (FAVARO e CHAVES, 1999). Segundo
Leonardo et al.,(2006) ovdcitos atrésicos apresentam ondulacdes e ruptura da zona radiata,
hipertrofia e invaginacdes na camada folicular. No entanto, na espécie estudada nesta
pesquisa a zona radiata, mostrou-se em formado irregular em ovdcitos com
desenvolvimento secunddrio, havendo reentrancias que penetravam nos ovdcitos, e alguns
ovdcitos de menores tamanhos apresentavam camada totalmente irregular. Tais achados
sugerem que os ovocitos que apresentaram somente reentrancias possam estar em um
estadio inicial de atresia e os menores, que contém camada irrugular por todo ovdcito,

estdo em estadio mais avancado. A atresia folicular pode ter sido causada pelo manejo dos
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animais. Evidentemente, sdo necessdrios mais estudos (ultraestruturais), para descobrir o
papel destas estruturas e para confirmar se, de fato, estas estruturas estdo relacionadas a
atresia folicular.
5. CONCLUSOES
De acordo com o desenvolvimento gonadal de fémeas de Betta splendens, pode-se
concluir que:
v Os ovdrios desta espécie sdo do tipo cistovariano e os ovdcitos
apresentaram desenvolvimento sincronico.
v' A fémea tem seu peso reduzido durante a maturacio final devido a
utilizacdo da gordura celomatica em prol do desenvolvimento ovariano.

v" Sinais secunddrios, tais como papila urogenital proeminente e listras
corpOreas verticais, caracterizam o periodo reprodutivo, indicando que as
fémeas estdo aptas ao acasalamento.

v'Fémeas quando alimentadas e manejadas adequadamente, podem
reproduzir-se com 4 meses de idade.

v'O manejo inadequado pode ocasionar degeneragdo ovocitdria e
impossibilitar as desovas, comprometendo a criagdo.
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8. ANEXOS

8.1 Certificado de Comissao de Etica no uso de Animais
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