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RESUMO

Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus e o hibrido resultante do
cruzamento entre essas espécies apresentam caracteristicas zootécnicas interessantes e
promissoras para 0 cultivo em piscicultura. Porém, a larvicultura dessas espécies
apresentam altos indices de mortalidade, pois nesse periodo as larvas ndo estdo totalmente
desenvolvidas e ndo possuem o sistema digestorio completamente formado. Pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento do sistema digestorio de larvas tem sido uma ferramenta
importante para o conhecimento sobre os periodos de alimentacdo endégena, exdgena e
mista. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo analisar e comparar as
caracteristicas anatdbmicas, histologicas e histoquimicas do sistema digestério de
Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus e do hibrido, nas fases inicias de
desenvolvimento apos eclosdo. As amostras foram fixadas em solugdo de karnovsky
(paraformoldeido 4% + glutaraldeido 2% + tampédo fosfato Sorensen 0,1 M, pH 7,2), e
processadas para analise anatdmica, histologica e histoquimica. As larvas de P.
reticulatum, L. marmoratus e hibrido eclodiram 24 horas apos a fertilizagdo. As larvas
recém-eclodidas apresentaram-se pouco desenvolvidas e com escassez de cromatéforos.
A cavidade bucofaringea p6de ser observada, mas ndo foi possivel diferenciar os
componentes do tubo digestivo. As reservas de vitelo foram observadas até o 3° DPE em
P. reticulatum e em L. marmoratus e no Hibrido até o 4° DPE. Para os trés modelos
biologicos, as primeiras células caliciformes do es6fago foram observadas ao 1° DPE. O
epitélio de revestimento do es6fago foi caracterizado como estratificado pavimentoso e
com a presenca de células caliciformes. Com o desenvolvimento dos animais, as células
caliciformes foram reativas ao PAS, AB, PAS+AB. Com relacdo ao estbmago, em P.
reticulatum e L. marmoratus as primeiras estruturas foram visualizadas no 3° DPE, a
formacdo das glandulas gastricas foi observada a partir do 15° DPE e 14° DPE,
respectivamente. No Hibrido as primeiras estruturas do estbmago foram visualizadas ao
4° DPE e até o 12° DPE ndo foram observadas a formacdo de glandulas gastricas. O
epitélio de revestimento do estdmago foi caracterizado como simples colunar com
auséncia de celulas caliciformes. Foi observada intensa reacdo ao PAS no epitélio de
revestimento do estdmago ao 3° DPE para larvas de P. reticulatum, no 5° DPE para larvas
de L. marmoratus e 4° DPE para o Hibrido, indicando a presenca de mucosubastancias
neutras. Quanto ao intestino, este apresentou epitélio simples colunar e células
caliciformes sendo mais concentradas na regido posterior. As células caliciformes do
intestino apresentaram reacdo positiva ao PAS e PAS+AB, indicando a presenca de
mucosubastancias neutra e acida. Sobre a formacdo das glandulas anexas, o figado teve
sua diferenciacdo observada no 1° DPE e o pancreas ao 2° DPE. No inicio da alimentacéo
exogena as glandulas anexas ja se encontravam bem desenvolvidas.

Palavras chave: Hibrido. Ontogenia. Alimentacéo exdgena. Diferenciacdo de 6rgaos.



ABSTRACT

Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus and the hybrid resulting from the
cross between these species show interesting and promising zootechnical characteristics
for fish farming. The main bottleneck of larviculture today is the high mortality rate in
the early stages of life, because in this period the larvae are not fully developed and do
not have a fully formed digestive system. Research related to the development of the
digestive system of larvae, has been an important tool for understanding the periods of
endogenous, exogenous and mixed feeding. In this sense, this work aimed to analyze and
compare the anatomical, histological and histochemical characteristics of the digestive
system of Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus and the hybrid, in the
early stages of development after hatching. The samples were fixed in a karnovsky
solution (paraformoldehyde 4% + glutaraldehyde 2% + phosphate buffer Sorensen 0.1 M,
pH 7.2), and processed for anatomical, histological and histochemical analysis. The
larvae of P. reticulatum, L. marmoratus and hybrid hatched 24 hours after fertilization.
The newly hatched larvae were poorly developed, with a shortage of chromatophores.
The buccopharyngeal cavity could be observed, but it was not possible to differentiate the
components of the digestive tract. Calf reserves were observed until the 3° DPE in P.
reticulatum and in L. marmoratus and in the hybrid until the 4° DPE. For the three
biological models, the first goblet cells of the esophagus were observed at the 1° DPE.
The esophageal lining epithelium was characterized as a stratified pavement and with the
presence of goblet cells. With the development of the animals, the goblet cells were
reactive to PAS, AB, PAS + AB. Regarding the stomach, in P. reticulatum and L.
marmoratus the first structures were seen on the 3°DPE, the formation of the gastric
glands was observed from the 15° DPE and 14° DPE, respectively. In the hybrid, the first
stomach structures were visualized at the 4° DPE and until the 12° DPE the formation of
gastric glands was not observed. The stomach lining epithelium was characterized as a
simple columnar with no goblet cells. An intense reaction to PAS was observed in the
stomach lining epithelium at the 3° DPE for P. reticulatum larvae, at the 5° DPE for larvae
of L. marmoratus and 4° DPE for the hybrid, indicating the presence of neutral
mucosubstances. As for the intestine, it presented simple columnar epithelium and goblet
cells being more concentrated in the posterior region. Goblet cells in the intestine showed
a positive reaction to PAS and PAS + AB, indicating the presence of neutral and acid
mucosubstances. Regarding a formation of the attached glands, the liver had its
differentiation observed in the 1° DPE and increased the 2° DPE. At the beginning of
exogenous feeding as attached glands are already being found well developed.

Keywords: Hybrid. Ontogeny. Exogenous feeding. Organ differentiation.
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caliciformes do esofago (Azul de toluidina). Legendas: asterisco (boca), esdfago (es),
seta fina (primérdio do tubo digestivo), sv (saco vitelino), e (epitélio), sm (submucosa),
ml (camada muscular longitudinal), mc (camada muscular circular), seta (células
caliciformes), st (estbmago) e seta grossa (apice das células do epitélio gastrico). ....... 31

Figura 8 - Secc0es histoldgicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
no 3° dia apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, visualizacéo das primeiras estruturas do
estdmago (Hematoxilina e eosina). B) 6° DPE corte longitudinal, epitélio do estdmago
simples cubico (Hematoxilina e eosina). C) 3° DPE corte longitudinal, células
caliciformes e células apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS (PAS+AB). D) 14°
DPE corte longitudinal, células apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS (PAS). E) 14°
DPE corte longitudinal, mudanca do epitélio gastrico de simples cubico para simples
colunar e formacdo das glandulas géastricas (Hematoxilina e eosina). F) 17° DPE corte
longitudinal, estbmago em forma sacular com a presenca de glandulas gastricas (Azul de
toluidina). Legendas: es (esdfago), st (estdbmago), e (epitélio), ia (intestino anterior), sm
(submucosa), m (camada muscular), gg (glandulas gastricas), seta (celulas caliciformes)
e seta grossa (apice das células do epitélio gastriCo). ........ccoceevviiriieiiieiiieiieeee e, 33

Figura 9 - Seccdes histoldgicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
com O dia apos eclos@o (DPE) corte longitudinal, primordio do tubo digestivo, saco
vitelino (Azul de toluidina). B) 1° DPE corte longitudinal, visualizagdo do limen da
regido do intestino anterior e intestino posterior (Azul de toluidina). C) larvas com 3° DPE
corte longitudinal, visualizacao de trés regides intestinais denominadas: intestino anterior,
médio e posterior (Hematoxilina e eosina). D) 3° DPE corte longitudinal, epitélio do
intestino anterior e médio (Hematoxilina e eosina). E) 3° DPE corte longitudinal, epitélio
do intestino posterior simples colunar com a presenca de células caliciformes. Legendas:
seta fina (primordio do tubo digestivo), sv (saco vitelino), es (es6fago), st (estbmago), ia
(intestino anterior), im (intestino médio), ip (intestino posterior) e seta (células
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Figura 10 - Seccdes histologicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
no 17° dia apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, reacdo borda em escova na regido do
intestino anterior e médio (PAS). B) 17° DPE corte longitudinal, reacdo borda em escova
na regido do intestino posterior (PAS+AB). C) 15° DPE corte longitudinal, aumento dos
enterdcitos no intestino médio (Hematoxilina e eosina). D) 6° DPE corte longitudinal,
reto com a presenca de pregas longitudinais (Azul de toluidina). Legendas: ia (intestino
anterior), ip (intestino posterior), im (intestino médio), seta (células caliciformes), seta
grossa (apice das células do epitélio intestinal), estrela (enterdcitos) e r (reto). ............ 36

Figura 11 - Seccdes histologicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
no 1° dia apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, evidenciando figado em diferenciacédo
(Azul de toluidina). B) 3° DPE corte longitudinal, pancreas em diferenciacdo com a
presenca de acinos pancreaticos (Hematoxilina e eosina). C) 5° DPE corte longitudinal,
figado com armazenamento de lipidios (Azul de toluidina). D) 5° DPE corte longitudinal,
glicogénio presente no figado apresentou reacdo ao PAS (PAS). E) 17° DPE corte
longitudinal, evidenciando pancreas extra-hepatico (Hematoxilina e eosina). F) 17° DPE
corte longitudinal, evidenciando péancreas extra-hepatico com a presenga de &cinos



pancredticos (Hematoxilina e eosina). Legendas: es (es6fago), f (figado), p (pancreas), st
(estdmago) e ap (ACINOS PANCIEALICOS). ...vveevreirireriieaiee st e sireesee e sre et e e sraeenraeees 38

Figura 12 - Secc0es histoldgicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) Larvas no 1° dia
apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, evidenciando abertura da boca, desenvolvimento
diferenciagdo do esdfago e intestino anterior (Azul de toluidina). B) 3° DPE corte
longitudinal, epitélio esofagico estratificado pavimentoso com a presenca de celulas
caliciformes (Hematoxilina e eosina). C) larvas com 5° DPE corte longitudinal, aumento
das pregas longitudinais do esofago (Azul de toluidina). D) 5° DPE corte longitudinal,
células caliciformes do esbfago reativas ao PAS (PAS+AB). E) 16° DPE corte
longitudinal, células caliciformes do eséfago reativas ao AB (AB). F) 16° DPE corte
longitudinal, células caliciformes do esdfago reativas ao PAS (PAS). Legendas: bf
(bucofaringe), es (es6fago), st (estbmago), seta (células caliciformes), seta grossa (apice
das células do epitélio gastrico), m (camada muscular), e (epitélio) e ia (intestino
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Figura 13 - Secgdes histologicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas no 3° dia
apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, visualizagdo das primeiras estruturas do estbmago
revestido por epitélio simples colunar (Azul de toluidina). B) 5° DPE corte longitudinal,
ceélulas apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS (PAS). C) larvas com 16° DPE corte
longitudinal, estbmago com forma sacular (PAS). D) 15° DPE corte longitudinal,
evidenciando a formacdo das glandulas gastricas (Hematoxilina e eosina). E) 16° DPE
corte longitudinal, células apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS e presenca de
glandulas gastricas (PAS). Legendas: esdfago (es), st (estbmago), e (epitélio), seta
(células caliciformes), sm (submucosa), m (camada muscular), ia (intestino anterior), seta
grossa (apice das células do epitélio gastrico) e gg (glandulas gastricas)...................... 42

Figura 14 - SeccOes histoldgicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas com 1
dias apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, primordio do tubo digestivo (Hematoxilina e
eosina). B) larvas com 4° DPE corte longitudinal, presenca de alimento no intestino
anterior (Azul de toluidina). C) B) 4° DPE corte longitudinal, células caliciformes do
intestino anterior mostraram reacdo moderada ao PAS (PAS). Legendas: st (estdmago),
seta (células caliciformes), ia (intestino anterior), ip (intestino posterior) e f (figado). . 44

Figura 15 - Secc¢oes histologicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas no 8° dia
apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, visualizacdo das trés regides intestinais bem
delimitadas: intestino anterior, médio e posterior (Azul de toluidina). B) 8° DPE corte
longitudinal, intestino anterior revestido por epitélio simples colunar com a presenca de
células caliciformes (Azul de toluidina). C) 8° DPE corte longitudinal, intestino médio
revestido por epitélio simples colunar com a presenca de células caliciformes e
enterdcitos (células absortivas) (Azul de toluidina). D) 8° DPE corte longitudinal,
visualizacdo de alta concentracdo de células caliciformes e enterdcitos (células
absortivas) no epitélio do intestino posterior (Azul de toluidina). E) 16° DPE corte
longitudinal, intestino médio e posterior evidenciando borda em escova dos enterdcitos
(PAS). Legendas: ia (intestino anterior), im (intestino médio), ip (intestino posterior), f
(figado), p (pancreas), seta (células caliciformes), seta grossa (apice das células do
epitélio intestinal) e estrela (ENtErdCIt0S). ....covvveeeiiee e 45



Figura 16 - Secgdes histoldgicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas no 1° dia
ap6s eclosdo (DPE) corte longitudinal, evidenciando figado em diferenciacdo
(Hematoxilina e eosina). B) 2° DPE corte longitudinal, pAncreas em diferenciagdo com a
presenca de &cinos pancreaticos (Azul de toluidina). C) 4° DPE corte longitudinal, figado
reacdo positiva ao PAS de glicogénio presente no figado (PAS). D) 5° DPE corte
longitudinal, figado com armazenamento de lipidios e pancreas com acinos pancreéaticos
(Hematoxilina e eosina). E) 8° DPE corte longitudinal, figado com armazenamento de
lipidios e pancreas com presenca acinos pancreaticos (Azul de toluidina). F) 16° DPE
corte longitudinal, evidenciando péancreas extra-hepatico com a presenca de &cinos
pancredticos (Hematoxilina e eosina). Legendas: ia (intestino anterior), f (figado), p
(pancreas), ap (&cinos pancreéaticos) e seta pentdgono (ducto biliar)............c.cccceevvvenee. 47

Figura 17 - Secc0es histoldgicas das larvas de hibrido. A) larvas no 4° dia ap6s ecloséo
(DPE), corte longitudinal, regido do esdfago com a presenca de células caliciformes (Azul
de toluidina). B) 4° DPE corte longitudinal, epitélio do eséfago simples pavimentoso com
células caliciformes (Azul de toluidina). C) 4° DPE corte longitudinal, alta concentracao
de células caliciformes no es6fago (Azul de toluidina). D) 4° DPE corte longitudinal,
celulas caliciformes reativas ao PAS+AB (PAS+AB). E) 7° DPE corte longitudinal,
células caliciformes do esdfago reativas ao PAS (PAS). F) 7° DPE corte longitudinal,
evidenciando o aumento das pregas longitudinais do esofago (Azul de toluidina).
Legenda: es (esdfago), ia (intestino anterior), st (estbmago), seta (células caliciformes), f
(figado), e (epitélio), sm (submucosa), ml (camada muscular longitudinal), mc (camada
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Figura 18 - Seccdes histoldgicas das larvas de hibrido. A) larvas no 4° da apos ecloséo
(DPE) corte longitudinal, visualizacdo das primeiras estruturas do estomago (Azul de
toluidina). B) 4° DPE corte longitudinal, epitélio do estbmago simples colunar
(Hematoxilina e esosina). C) 4° DPE corte longitudinal, células apicais do epitélio
gastrico reativas ao PAS (PAS+AB). D) 7° DPE corte longitudinal, estbmago em
formacdo (Azul de toluidina). E) 7° DPE corte longitudinal, células apicais do epitélio
gastrico reativas ao PAS (PAS). Legendas: bf (bucofaringe), es (eséfago), st (estbmago),
e (epitélio), seta grossa (&pice das células do epitélio gastrico), seta (células caliciformes),
ia (intestino anterior), ip (intestino posterior), f (figado), p (pancreas), sm (submucosa) e
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Figura 19 - Seccdes histoldgicas das larvas do hibrido. A) larvas no 1° dia ap6s ecloséo
(DPE) corte longitudinal, visualizacdo do intestino em diferenciacdo (Azul de toluidina).
B) 4° DPE corte longitudinal, intestino anterior com lumen extenso (Azul de toluidina).
C) larvas com 7° DPE corte longitudinal, visualizacdo de trés regiGes intestinais
denominadas: intestino anterior, médio e posterior (Azul de toluidina). D) 7° DPE corte
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presenca de células caliciformes (Azul de toluidina). E) 7° DPE corte longitudinal, regido
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(Hematoxilina e eosina). Legendas: ia (intestino anterior), im (intestino médio), ip
(intestino posterior), estrela (enterdcitos), seta (células caliciformes), seta grossa (&pice
das células do epitélio iNteStiNal). .........ccoveiieiieii i 54

Figura 21 - Seccdes histologicas das larvas do hibrido. A) larvas no 1° dia ap6s eclosdo
(DPE) corte longitudinal, evidenciando figado em diferenciacdo (Azul de toluidina). B)
4° DPE corte longitudinal, glicogénio presente no figado apresentou reagdo positiva ao
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1 INTRODUCAO

A piscicultura de &gua doce na América do Sul possui potencial para um
crescimento forte e continuo, principalmente no Brasil que se destaca como um dos paises
com maior potencial para a piscicultura, por possuir grande disponibilidade hidrica, clima
favoravel e ocorréncia natural de espécies de interesse zootécnico e mercadologico
(GOULDING, 1980; PEIXEBR, 2019, 2020). A piscicultura brasileira especialmente de
peixes nativos vem apresentando um desempenho modesto, devido aos metodos de
producdo, tecnologias empregadas e a falta de informacGes biolégicas sobre as espécies
nativas com potencial zootécnico (BRABO et al., 2016).

Apesar da introducdo de novas tecnologias para o aprimoramento dos
procedimentos no setor de producdo de peixes, com vista ao melhor manejo alimentar e
nutricional e nas técnicas de reproducéo, o setor produtivo ainda enfrenta muitos desafios,
principalmente em relacdo a larvicultura. Diversos fatores interferem na sobrevivéncia
das larvas de peixes, dentre eles os principais fatores sdo: o canibalismo (espécies
carnivoras) e, o tipo, a forma e 0 momento da oferta do alimento, o que torna a larvicultura
uma das fases mais criticas na producdo em escala comercial (ALVES et al., 2014).

Como alternativa de superar desafios como os citados acima, muitos produtores
tém utilizado a técnica de hibridacéo, que consiste no cruzamento de espécies de peixes
de mesmo género ou de géneros diferentes. O objetivo dessa técnica é agregar em um
mMesmo grupo genético caracteristicas zootécnicas desejaveis apresentadas por espécies
diferentes, com vistas a aumentar a taxa de crescimento, diminuir a exigéncia nutricional
de proteina e tornar mais efetivo o desenvolvimento nas fases iniciais da ontogénese,
fatores esses que estdo diretamente relacionados a alimentacdo inicial das larvas, que
inicia-se um pouco antes ou logo a absorcao total do vitelo (BARTLEY et al., 2001;
ALVES et al.,, 2014).

Na larvicultura, a alimentacdo tem se mostrado fator determinante para a
sobrevivéncia e 0 bom desenvolvimento inicial das larvas (TESSER et al., 2006; AYRES,
2006). Neste periodo o sistema digestorio estd em fase de diferenciacdo estrutural e
funcional, desenvolvimento este que, na maioria das espécies, estd diretamente
relacionado ao momento da transicdo alimentar de alimentacdo endogena (vitelo) para
exdgena, composta por alimento vivo (fitoplancton, zooplancton, larvas, etc.), e/ou
alimento inerte (racdo seca) (KAMLER, 1992). A sobrevivéncia das larvas neste periodo
de transicdo depende do desenvolvimento de 6rgdos necessarios a degluti¢do e digestdo
dos alimentos e da disponibilidade do alimento adequado (GISBERT et al., 2014).
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Desta forma, o manejo alimentar deve estar coordenado com as alteragdes
morfofisiolégicas que ocorrem temporalmente no sistema digestério das larvas de peixes.
Assim, faz-se necessario, a aquisicdo de conhecimento sobre o desenvolvimento do
sistema digestorio das espécies de peixes a serem criados, para que se possa embasar a
escolha alimento adequado a ser fornecido em cada fase do desenvolvimento inicial
destas espécies, contribuindo para a melhoria do desempenho e crescimento larval e,
consequentemente, melhorando os indices de sobrevivéncia larval (ROSCH; SEGNER,
1990; TESSER et al., 2006).

1.1 Modelos biol6gicos

Os pimelodideos representam um dos grupos mais diversificados de peixes, até o
presente momento estdo catalogadas 109 espécies, distribuidas em 33 géneros. Em
relacdo ao hébito alimentar, os pimelodideos podem apresentar habito carnivoro ou
onivoro. Sdo mais ativos a noite ou no crepusculo, apresentam barbilhGes sensitivos que
tem um importante papel na busca por alimento (BALDISSEROTTO; CYRINO;
URBINATI, 2014).

O género Pseudoplatystoma apresenta grande notoriedade, pois compreende 0s
maiores peixes da familia Pimelodidae, da ordem dos Siluriformes (LUNDSTEDT, 2003;
INOUE et al., 2009; REGO, 2002). Peixes do género Pseudoplatystoma sdo migradores
e se reproduzem no leito dos rios na estacdo das chuvas. O periodo reprodutivo se estende
de novembro a fevereiro, apresentando desova total e ndo protecdo a prole. Habitam as
principais bacias hidrograficas sul-americanas e florestas alagadas da regido Neotropical
(VAZZOLER, 1996; ABREU et al., 2009).

Pseudoplatystoma reticulatum, conhecido popularmente como cachara, esta entre
0s maiores peixes da familia Pimelodidae, podendo pesar de 20 a 70 Kg, apresenta habito
alimentar carnivoro, predominantemente piscivoro, habita as principais bacias
hidrogréaficas Sul-Americanas, como Amazdnica, do Prata e do Paraguai, prefere as zonas
bénticas dos corpos aquaticos, subindo a superficie para predar espécies de peixes
forrageiros, possui cor acinzentado na regido dorsal do corpo, com faixas pretas
longitudinalmente alongadas e irregulares; regido ventral esbranquicada e desprovida de
manchas; nadadeiras esbranquicadas com pequenas manchas e pintas pretas; corpo baixo;
cabeca deprimida; perfil ventral reto; olho médio; boca ampla e terminal ou levemente
subterminal (BUITRAGO-SUAREZ; BURR, 2007).
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Peixes da espécie Pseudoplatystoma reticulatum, possuem um alto valor
comercial nas regides onde ocorre devido a qualidade de sua carne (colorag&o clara, sabor
suave, com baixo teor de gordura e ndo apresenta espinhas intramusculares), sendo fonte
importante de proteina de alto valor nutricional. Assim, possui grande relevancia na pesca
comercial e na piscicultura, além de serem apreciados na pesca esportiva (INOUE et al.,
2009; FAUSTINO et al., 2007). Esta espécie apresenta 6timos aspectos zootécnicos para
sua criacdo como, eficiente conversdo alimentar, alta taxa de crescimento e 6timo
rendimento de carcaca, 0 que torna a espécie atrativa para o produtor e ao mercado
consumidor (VENTURA et al., 2013).

Leiarius marmoratus é uma espécie pertencente a familia Pimelodidae, conhecido
popularmente como jandia ou peixe onca, esta presente nas bacias hidrograficas dos rios
Amazonas e Orinoco. A espécie possui habito alimentar piscivoro, com forte tendéncia
ao comportamento onivoro e oportunista (camardes e insetos) em seu habitat natural.
Pode atingir aproximadamente 1 metro de comprimento e chega a pesar 12 kg (SATO et
al., 1988; LAYMAN et al., 2005; CRUZ-CASALLAS et al., 2008, 2011).

Essa espéecie tem se destacado no mercado pela qualidade de sua carne (cor clara,
sabor suave e presenca de poucas espinhas intramusculares) e, por apresentar
caracteristicas zootécnicas que favorecem sua criagdo em cativeiro como, cabeca
pequena, alta adaptabilidade ao confinamento e a alimentacéo artificial, rusticidade e alto
rendimento de carcaca. Estas caracteristicas apresentadas pela espécie tém estimulado os
produtores a utilizarem a espécie para producdo de hibridos (LAZARIN et al., 2016).

O cruzamento entre a fémea de P. reticulatum, com o macho de L. marmoratus
que origina o hibrido conhecido como pintado amazo6nico tem gerado grande interesse
por parte dos piscicultores, tanto para producdo de peixes ornamentais, devido a
diversificacdo dos padrbes de pigmentacdo (listras ou manchas), como para consumo,
pela qualidade de sua carne rendimento de carcaca. Estas caracteristicas tém contribuido
para 0 aumento da producdo desse hibrido (SOUZA et al., 2014).

O pintado amazdnico além de expressar grande parte das caracteristicas corporeas
do parental P. reticulatum (), apresenta forte tendéncia ao habito alimentar onivoro,
caracteristica herdada do parental L. marmoratus (&), o habito alimentar desse hibrido
interfere de forma drastica no sucesso da criacdo desses animais, tal caracteristica diminui
de forma significativa o canibalismo nas fases iniciais, como também as larvas
demonstram maior facilidade de aceitacdo da alimentacdo inicial e uma melhor
aproveitamento de proteinas vegetais, aumentando assim a taxa de sobrevivéncia larval
(PRIETO-GUEVARA et al., 2014).
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1.2 Ontogenia do Sistema Digestorio

Pesquisas sobre a alimentacdo e desenvolvimento inicial de peixes vém
aumentando nos Ultimos anos, dentre os diversos estudos destacam-se os realizados por
Ferraris et al., (1987), com Chanos Chanos, Sarasquete e Yufera (1994), com Sparus
aurata L, Jomori et al., (2003) e Menossi et al., (2012) com Piaractus mesopotamicus,
Tusuzuki et al., (2007) com Centropomus parallelus, Valverde-Chavarria et al. (2013),
com Parachromis dovii, Gisbert et al., (2014) com Pseudoplatystoma punctifer, e
Baconni et al., (2018), com o hibrido proveniente do cruzamento entre as espécies
Pseudoplatystoma fasciatum x Leiarius marmoratus.

Apesar das pesquisas nessa area estarem recebendo maior atencdo, muitos estudos
ainda sdo necessarios para fundamentar o sistema de criacdo de diversas espécies de
peixes, para que assim seja possivel sincronizar o estagio larval de desenvolvimento e
maturacdo de seus Orgdos digestivos com o protocolo de alimentacdo e as préaticas de
criacdo, bem como a identificacdo de outros fatores limitantes durante a criacao larval.

Considerando a grande diversidade das espécies de peixes e a consequente
diferenciagdo morfofisiologica, o estudo da ontogénese do sistema digestdrio desses
animais € uma fonte de informacdes que tem por objetivo fundamentar as bases para
possibilitar a sincronizacdo do estagio larval de desenvolvimento e maturacdo de seus
orgaos digestorios com os protocolos de manejo alimentar, bem como a identificacdo de
fatores limitantes durante a criacdo das larvas importante para a superagédo do principal
gargalo na producdo de peixes carnivoros em cativeiro que € a larvicultura, devido ao alto
indice de mortalidade neste estagio inicial do desenvolvimento. (GISBERT et al., 2014;
AIEMSOMBOON et al., 2017).

Estudos morfoldgicos do desenvolvimento ontogenético do sistema digestorio de
peixes teledsteos de agua doce sdo de grande importancia para que, em conjunto com
dados ecoldgicos sobre os diferentes habitos alimentares desses animais, possa se
determinar a ativacdo e funcdo de cada 6rgdo deste sistema temporalmente, em todas as
fases deste periodo (RODRIGUES et al., 2008).

O desenvolvimento do sistema digestério tem grande importancia pratica na
piscicultura, para determinar o tipo de alimentacdo a ser utilizado nessa fase
(TENGJAROENKUL et al., 2002). Antes da abertura da boca, as larvas nutrem-se do
vitelo, que é particulado e transferido as células pela camada sincicial do vitelo
(SHAHSAVARANI et al., 2002, NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452316X17302648#!
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As principais mudancgas do sistema digestorio de peixes acontecem durante o
periodo larval, passando de tubo indiferenciado para um conjunto de 6rgaos, que ao final
deste periodo estardo funcionando de maneira consonante, sendo que em algumas
espécies, o sistema digestorio pode estar em funcionalidade antes mesmo do vitelo estar
completamente consumido (ANDRADE et al., 2016).

Em experimentos realizados com Hoplias malabaricus, Mangetti (2006) observou
ao sexto dia, o sistema digestério das larvas com curvatura dilatada e estbmago repleto
de alimento, ao fim de uma semana, o sistema digestorio estava bem constituido, sendo
possivel distinguir o es6fago, estbmago e intestino. Ja em um estudo realizado por Neves
(1996), sobre o desenvolvimento ontogenético do sistema digestério de Hoplias cf.
lacerdae, observou com trés dias de vida, a mucosa pregueada do estdmago com epitélio
prismatico simples e aos 12 dias apos eclosdo (DPE) foram observados granulos de
secrecdo nas células glandulares e alimento no estbmago. Em Hemisorubim
platyrhynchos, o desenvolvimento do sistema digestorio foi dividido em quatro etapas
principais. Estagio | (endotrofico) em que o sistema digestorio caracterizava-se como um
sistema indiferenciado. O estagio Il (periodo endo-exotrofico) abrangeu o periodo de
abertura da boca até o esgotamento das reservas vitelinicas (quatro dias apds a ecloséo).
No estagio Il as larvas dependiam exclusivamente de alimentacdo exdgena, mas ainda
ndo apresentavam estdmago funcional e o estagio IV foi um periodo exotrofico marcado
pelo desenvolvimento de glandulas gastricas com 15 dias apds a eclosdo (FACCIOLI et
al., 2014).

Diante do exposto, fica evidente que existem diferencas morfoldgicas entre os
géneros e espécies de peixes, indicando a necessidade de cada espécie possuir sua
descricdo do desenvolvimento do sistema digestdrio de acordo com suas particularidades
(GODINHO; GODINHO et al., 2003). Considerando a grande diversidade de espécies de
peixes e as diferencas entre elas, estudos relacionados ao desenvolvimento inicial do

sistema digestdrio sdo de especial interesse para 0 sucesso da criacdo de peixes nativos.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

Descrever o desenvolvimento do sistema digestério das espécies de peixes,
Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus e do hibrido proveniente do

cruzamento entre estas espécies.

2.2 Objetivos Especificos

a) Descrever o desenvolvimento morfolégico dos érgdos do sistema digestorio das
trés espécies e suas modificacdes;

b) Identificar as caracteristicas histoquimicas do muco liberado pelas células
epiteliais do sistema digestorio das larvas, para deteccdo de mucosubstancias neutras e
acidas;

c) Comparar as caracteristicas anatémicas, histologicas e histoquimicas dos
orgaos do sistema digestorio em desenvolvimento de Pseudoplatystoma reticulatum,

Leiarius marmoratus e do hibrido.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1  Animais e cruzamentos:

As coletas foram realizadas de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016, que
corresponde ao periodo reprodutivo dos parentais Pseudoplatystoma reticulatum e
Leiarius marmoratus. Para obtencdo das larvas foram realizadas reproducdes induzidas,
utilizando o plantel de reprodutores pertencentes a Colpani Piscicultura, localizada no
municipio de Mococa/SP. As séries de desenvolvimento foram obtidas a partir de 3
cruzamentos, sendo eles:

Para obtencdo de espécies puras:

P. reticulatum () x P. reticulatum () L. marmoratus (/) x L. marmoratus ()
F. reticulatum L. marmoratus

Para obtencao do hibrido:

Figura 1 - A) Exemplar de fémea adulta de Pseudoplatystoma reticulatum em fase
reprodutiva (Fonte: Fishbase). B) Exemplar de macho adulto de Leiarius marmoratus em
fase reprodutiva (Fonte: Fishbase). C) Exemplar adulto oriundo do cruzamento de P.
reticulatum e L. marmoratus.

P. reticulatum (%) L. marmoratus ()

Fonte: Fishbase Fonte: Fishbase

Hibrido

Fonte: YABU ez al., 2017

Fonte: (Fishbas).
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As larvas recém-eclodidas foram transferidas e mantidas no Centro Nacional de
Pesquisa e Conservacao de Peixes Continentais — CEPTA/ICMBIO, em Pirassununga —
SP.

As coletas, procedimentos e manejos foram autorizados pela Comisséo de Etica
no Uso Animal (CEUA) do CEPTA/ICMbio (Processo 02031.000034/2015-57).

3.2 Coletas:

Foram analisadas séries de desenvolvimento, com inicio das coletas na eclosdo
até o 15° dia apos eclosdo para Pseudplatystoma reticulatum, 14° dia ap06s eclosdo para
Leiarius marmoratus e 12° dia ap6s eclosdo para o hibrido. Para avaliagdo, as amostras
foram coletadas em intervalos de seis em seis horas até a primeira alimentacdo exdgena,
em seguida de 12 em 12 horas por cinco dias e por fim as coletas aconteceram
periodicamente a cada 24 horas. Para cada coleta foram amostrados de 10 a 15 larvas.

As larvas coletadas foram previamente anestesiadas e eutanasiados em solucao
0,5% de benzocaina e posteriormente fixadas em solugdo de karnovsky (paraformoldeido
4% + glutaraldeido 2% + tampdo fosfato Sorensen 0,1 M, pH 7,2), por 24 a 48 horas,
dependendo do tamanho das larvas. Apds fixacdo, o material foi conservado em etanol
70%. O material testemunho referente as espécies utilizadas neste trabalho, bem como as
séries de desenvolvimento ontogenética, ficaram depositadas no Laboratdrio de Ictiologia
Neotropical (LINEO), Departamento de Biologia e Zootecnia vinculado a Faculdade de
Engenharia de Ilha Solteira (FEIS), UNESP, Campus de llha Solteira/SP.

3.3  Analises Morfologicas
3.3.1 Analises das caracteristicas corpOreas externas

As analises das caracteristicas corpdreas externas foram realizadas no Laboratorio
de Ictiologia Neotropical (L.I.NEO), UNESP - llha Solteira - SP. Para realizacdo da
analise os animais foram fotografados com o auxilio de estereomicroscopio Motic® SMZ
— 168, acoplado a uma camera digital para microscopios Moticam® 2300. Quando
possivel, as seguintes caracteristicas corporeas externas foram analisadas: pigmentacao
dos olhos, formacéo dos pares de barbilhdes, abertura da boca, presenca de cromat6foros
e formacdo dos raios de todas as nadadeiras, sendo esta Gltima caracteristica baseada no
trabalho de Buitrago-Suarez e Burr (2007).
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3.3.2 Anaélises morfométricas

As anélises morfométricas foram realizadas no Laboratorio de Ictiologia
Neotropical (L.I.NEO), UNESP — Ilha Solteira - SP. Para realizacdo das analises foram
utilizados 10 individuos de cada periodo de desenvolvimento, referente a cada modelo
biolégico. Os individuos foram fotografados para realizagdo das medigdes do
comprimento padrdo que compreende da extremidade do focinho ao final da coluna
vertebral. As medicdes foram realizadas com o auxilio de estereomicroscopio Motic®
SMZ — 168, acoplado a uma camera digital para microscopios Moticam® 2300, conectada
a um computador, utilizando programa de medigio Motic® Images Plus 2.0.

3.3.3 Histologia e histoquimica

As larvas foram submetidas a rotina de inclusio em historesina Leica® Biosystems
Nussloch GmbH. Para isso, dois individuos de cada periodo de desenvolvimento foram
desidratados em séries graduadas de etanol, com trés repeticdes com duragdo de 30
minutos cada, sendo: trés banhos em etanol 80%, em etanol 90%, em etanol 95% e em
etanol absoluto. Apos os banhos as amostras foram mantidas 24 horas em solugéo de pre-
infiltracdo de resina e etanol absoluto, na proporcdo 1:1. Em seguida, as amostras
permaneceram por 24 horas em solucdo de infiltracdo de resina para em seguida serem
incluidas em histomoldes contendo resina com solugdo endurecedora. Estes foram
mantidos por 48 horas em estufa, a 60°C, para completar a polimerizacéo da resina.

Secc0es histoldgicas de 2-3 um de espessura foram realizadas com navalhas de
vidro, em micrétomo semiautomatico Leica® RM2245, do Laboratério de Ictiologia
Neotropical da Universidade Estadual Paulista, Campus llha Solteira. As seccdes foram
submetidas a rotina de coloracdo com azul de toluidina a 1% (AT) pH 7 e hematoxilina
de Harris e eosina (HE), para realizacdo das analises histologicas. As laminas foram
analisadas com a utilizagdo do microscopio Zeiss® modelo AX10 e fotografadas com
camera Axio cam® MRc5, para analise e identificagdo.

As analises histoquimicas foram realizadas a partir da utilizacdo do reativo de
Schiff (PAS) e Alcian blue (AB) pH 2,5, visando identificar células secretoras de
glicoproteinas. O PAS revela a presenca de muco substancias neutras, enquanto o AB a

presenca de muco substancias &cidas.
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas morfolégicas externas

As larvas P. reticulatum, L. marmoratus e hibrido eclodiram 24 horas apds a
fertilizacdo (HPF) e apresentaram as seguintes caracteristicas: saco vitelino com formato
oval, notocorda, olhos parcialmente pigmentados, boca em formagéo, tubo digestivo em
formac&o e anus fechado. A nadadeira embrionaria estava presente contornando o corpo
do animal, exceto a cabega (Figuras 2A, 2B, 2C).

A abertura da boca das duas espécies parentais e do hibrido ocorreu no 1° dia apds
ecloséo (DPE). Em P. reticulatum e hibrido, no 1° DPE foi nitidamente observado que o
saco vitelino perdeu volume e apresentou forma afilada, diferente do parental L.
marmoratus que permaneceu com saco vitelino em formato oval. Neste mesmo periodo
foi observado a formacao dos pares de barbilhdo nas duas espécies parentais, enquanto
que para hibrido a formacao dos pares de barbilhdo ocorreu a partir do 2° DPE (Figuras
2D, 2E, 2F).

No 3° DPE o saco vitelino ndo era mais evidente em P. reticulatum e hibrido, no L.
marmoratus o0 saco vitelino ndo foi mais observado a partir do 4° DPE. Também foi
observado que os olhos estavam bem pigmentados para as duas espécies de parentais e
para o hibrido a partir do 4° DPE (Figuras 3A, 3B, 3C).

P. reticulatum e hibrido apresentaram uma intensificacdo dos cromat6foros na regido
dorsal do corpo, na cabeca e proximo aos olhos a partir da 12° DPE. Para L. marmoratus
a intensificagdo dos cromatdforos na regido da cabeca e proximo aos olhos, foi observado
a partir do 14° DPE.

As larvas de P. reticulatum apresentaram as nadadeiras dorsal, adiposa, anal, peitoral,
pélvica e caudal bem desenvolvidas ao 17° DPE (Figura 3D). Para as larvas de L.
marmoratus ao 16° DPE as nadadeiras adiposa e pélvica apresentaram-se totalmente
formadas, enquanto que as nadadeiras dorsal, anal e caudal estavam em desenvolvimento
(Figura 3E). Para o hibrido todas as nadadeiras ja estavam bem desenvolvidas ao 12° DPE
(Figura 3F).

Em relacdo ao crescimento, no momento da eclosdo as larvas de P. reticulatum
apresentaram comprimento de 3,10 £ 0,3 mm, L. marmoratus 2,38 = 0,24 mm e hibrido
3,37 £ 0,21 mm. As larvas de P. reticulatum no 17° DPE apresentaram 12,24 + 0,36 mm
de comprimento padrdo, L. marmoratus no 16° DPE 13,9 + 0,77 mm e hibrido no 12°
DPE 9,16 £ 0,79 mm (Figuras 4, 5, 6).
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Figura 2 - Desenvolvimento ontogenético de Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius
marmoratus e hibrido: A) 0 dias ap6s eclosdo (DPE) do P. reticulatum, saco vitelino. B)
0 DPE do L. marmoratus, saco vitelino. C) 0 DPE do hibrido, saco vitelino. D) 1° DPE
do P. reticulatum, evidenciando abertura da boca e formagéo dos barbilhdes. E) 1° DPE
DPE do L. marmoratus, evidenciando abertura da boca e formagéo dos barbilhdes. F) 1°
DPE do hibrido, evidenciando abertura da boca. Legendas: seta grossa (boca), n
(notocorda), seta fina (anus), sv (saco vitelino), b (barbilh&o), ponta da seta (olho) e ne
(nadadeira embrionaria).

N
BRI -

Fonte: Dados do préprio autor.
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Figura 3 - Desenvolvimento ontogenético de Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius
marmoratus e hibrido: A) 3° dia ap6s eclosdo (DPE) do P. reticulatum, auséncia do saco
vitelino. B) 4° DPE do L. marmoratus, auséncia do saco vitelino. C) 3° DPE do hibrido,
auséncia do saco vitelino. D) 17° DPE do P. reticulatum, evidenciando nadadeiras
desenvolvidas e cromatoforos na regido dorsal do corpo e olhos. E) 16° DPE DPE do L.
marmoratus, evidenciando nadadeiras em desenvolvimento e cromatéforos na regido dos
olhos. F) 12° DPE do hibrido, evidenciando nadadeiras bem desenvolvidas e
cromatéforos na regido dorsal do corpo e olhos. Legendas: seta grossa (boca), n
(notocorda), seta fina (anus), b (barbilhdo), ponta da seta (olho), ¢ (cromat6foros), ne
(nadadeira embrionaria, nd (nadadeira dorsal), nad (nadadeira adiposa), nc (nadadeira
caudal), np (nadadeira peitoral), npv (nadadeira peitoral pélvica) e na (nadadeira anal).

Fonte: Dados do proprio autor.
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Figura 4 - Crescimento das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. Comprimento
padrdo desde o momento da eclosdo até 17° DPE. Os valores acima das colunas

representam os valores de comprimento padrdo em milimetros referente a cada dia ap6s
ecloséo.

Pseudplatystoma reticulatum
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Fonte: Dados do proprio autor.

Figura 5 - Crescimento das larvas de Leiarius marmoratus. Comprimento padréo desde
0 momento da eclosdo até 16° DPE. Os valores acima das colunas representam os valores
de comprimento padrdo em milimetros referente a cada dia apos eclosao.

Leiarius marmoratus
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Fonte: Dados do proprio autor.

Figura 6 - Crescimento das larvas de hibrido. Comprimento padrdo desde o momento da
eclosdo até 12°DPE. Os valores acima das colunas representam os valores de
comprimento padrdo em milimetros referente a cada dia apos ecloséo.

Hibrido

9.16
e 682 712 719
6 4 oas oM
4 337
: I
0
0 1° 20 30 Fu 50 6° 70 120

Dias apds eclosdo

—_ —
o0 [=] (%]

Comprimento padrdo

Fonte: Dados do proprio autor.
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4.2  Histologia e histoquimica do desenvolvimento do sistema digestorio de
Pseudoplatystoma reticulatum

4.2.1 Bucofaringe e esdfago

Apb6s a eclosdo, a cavidade bucofaringea e o esdbfago ndo puderam ser
diferenciadas dos demais componentes do tubo digestivo (Figura 7A). Com 1 DPE, foi
observada a formagéo do limen esofagico (Figura 7B). No 3° DPE, o epitélio esofagico
foi caracterizado como estratificado pavimentoso com a presenca de células caliciformes
(Figura 7C). A reagdo histoquimica revelou que as células caliciformes esofagicas foram
PAS, AB e AB+PAS positivas a partir do 3° DPE (Figura 7D). Com o crescimento das
larvas, o numero de células epiteliais e células caliciformes aumentou, sendo
evidenciadas e pregas longitudinais no esdfago (Figuras 7E, 7F). Abaixo da camada
epitelial do eséfago, foi observada a lamina propria que ndo pdde ser distinguida da
submucosa pela auséncia de camada muscular. Com o crescimento das larvas observou-
se 0 aumentou da espessura da submucosa que era composta por tecido conjuntivo. A
camada muscular apresentou-se inicialmente delgada, sendo possivel observar o aumento
desta durante o crescimento dos animais, possibilitando a visualizacdo de fibras estriadas
com orientacdo longitudinal interna e circular externa. Abaixo da camada muscular

observou-se a presenca da camada serosa.
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Figura 7 - SeccGes histoldgicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
com 0 dias apds eclosdo (DPE) corte longitudinal, regido da boca, primérdio do tubo
digestivo, saco vitelino (Azul de toluidina). B) 1° DPE corte longitudinal, formacéo do
limen esofégico (Azul de toluidina). C) larvas com 3° DPE, corte longitudinal, epitélio
esofagico simples pavimentoso com a presenca de células caliciformes (Azul de
toluidina). D) 3° DPE corte longitudinal, células caliciformes do esdfago reativas ao
PAS+AB (PAS+AB). E) 17° DPE corte longitudinal, evidenciando pregas longitudinais
e das células caliciformes do es6fago que se mostraram reativas ao PAS (PAS). F) 17°
DPE corte longitudinal, evidenciando pregas longitudinais e aumento das células
caliciformes do esofago (Azul de toluidina). Legendas: asterisco (boca), esofago (es),
seta fina (primérdio do tubo digestivo), sv (saco vitelino), e (epitélio), sm (submucosa),
ml (camada muscular longitudinal), mc (camada muscular circular), seta (células
caliciformes), st (estbmago) e seta grossa (apice das células do epitélio gastrico).

i }%

Fonte: Dados
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4.2.2 Estdmago

O primérdio do estdbmago foi observado no 3° DPE, sendo notado como uma
extensdo do es6fago, porém com epitélio de revestimento simples clbico e limen mais
amplo e com maior quantidade de pregas longitudinais quando comparadas ao esofago
(Figuras 8A, 8B). A partir do 3° DPE, as células do epitélio gastrico mostraram a regido
apical fortemente reativa ao PAS (Figuras 8C, 8D).

No 14° DPE foi evidenciado a presenca de glandulas gastricas. Também foi
observada a mudanga do epitélio simples cubico para simples colunar (Figura 8E). Apesar
da regido do primdrdio do estdbmago ter sido observada precocemente, 0 estbmago como
estrutura sacular foi observado apenas no 17° DPE (Figura 8F). Abaixo da mucosa
observou-se a camada submucosa delgada composta por tecido conjuntivo e
externamente a esta observou-se a camada muscular, composta por masculo liso com
orientacdo circular e longitudinal. Fazendo o revestimento externo do estdmago

observou-se a camada serosa.
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Figura 8 - Secc0es histoldgicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
no 3° dia apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, visualizacdo das primeiras estruturas do
estdmago (Hematoxilina e eosina). B) 6° DPE corte longitudinal, epitélio do estbmago
simples cubico (Hematoxilina e eosina). C) 3° DPE corte longitudinal, células
caliciformes e células apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS (PAS+AB). D) 14°
DPE corte longitudinal, células apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS (PAS). E) 14°
DPE corte longitudinal, mudanca do epitélio gastrico de simples cubico para simples
colunar e formacdo das glandulas gastricas (Hematoxilina e eosina). F) 17° DPE corte
longitudinal, estbmago em forma sacular com a presenca de glandulas gastricas (Azul de
toluidina). Legendas: es (esdfago), st (estbmago), e (epitélio), ia (intestino anterior), sm
(submucosa), m (camada muscular), gg (glandulas géstricas), seta (células caliciformes)
e seta grossa (apice das células do epitélio gastrico).

i_{ O LG - R
Fonte: Dados do proprio autor.
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4.2.3 Intestino

Apos a ecloséo, o intestino primitivo era formado apenas por um tubo reto, com
anus fechado (Figura 9A). A partir do 1° DPE, foi possivel observar a formacdo de pregas
intestinais e o limen comecou a ampliar-se, permitindo assim a visualizacdo de duas
regides, anterior e posterior (Figura 9B). A alimentacdo exdgena iniciou-se no 2° DPE e
ao 3° DPE foi possivel notar a presenca de alimento no intestino anterior e presenca de
uma pequena quantidade de vitelo, este periodo foi considerado de alimenta¢do mista.
Também foi possivel diferenciar trés regides intestinais bem delimitadas: anterior com
lamen amplo e aspecto sacular; médio com limen amplo e numerosas pregas e posterior
com lumen estreito e pregas longitudinais (Figura 9C).

O intestino é revestido por epitélio simples colunar, formado por células
absortivas ou enterocitos e células caliciformes (Figuras 9D, 9E), sendo as primeiras
células caliciformes visualizadas no 1° DPE. O numero de células caliciformes aumentou
com o desenvolvimento dos animais, sendo mais numerosas na regiao posterior. Estas
células apresentaram reacédo positiva ao PAS e PAS+AB em todas as regides intestinais.
Além disso constatou-se reacdo PAS positiva na borda em escova dos enterdcitos e grande
quantidade de vacuolos de absorcéo na regido apical dos enterdcitos do intestino médio e
posterior e a presenca de pregas longitudinais no reto (Figuras 10A, 10B, 10C, 10D).
Abaixo da camada mucosa observou-se uma fina camada submucosa, seguida por uma
camada muscular também delgada e o revestimento externo do intestino foi formado pela

camada serosa.
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Figura 9 - Secces histoldgicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
com 0 dia apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, primérdio do tubo digestivo, saco
vitelino (Azul de toluidina). B) 1° DPE corte longitudinal, visualizagdo do lumen da
regido do intestino anterior e intestino posterior (Azul de toluidina). C) larvas com 3° DPE
corte longitudinal, visualizacdo de trés regides intestinais denominadas: intestino anterior,
médio e posterior (Hematoxilina e eosina). D) 3° DPE corte longitudinal, epitélio do
intestino anterior e médio (Hematoxilina e eosina). E) 3° DPE corte longitudinal, epitélio
do intestino posterior simples colunar com a presenca de células caliciformes. Legendas:
seta fina (primordio do tubo digestivo), sv (saco vitelino), es (es6fago), st (estbmago), ia
(intestino anterior), im (intestino médio), ip (intestino posterior) e seta (células
caliciformes).

Fonte: Dados do proprio autor.
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Figura 10 - Secc0es histologicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
no 17° dia apds eclosdo (DPE) corte longitudinal, reacdo borda em escova na regido do
intestino anterior e médio (PAS). B) 17° DPE corte longitudinal, reacdo borda em escova
na regido do intestino posterior (PAS+AB). C) 15° DPE corte longitudinal, aumento dos
enterdcitos no intestino médio (Hematoxilina e eosina). D) 6° DPE corte longitudinal,
reto com a presenca de pregas longitudinais (Azul de toluidina). Legendas: ia (intestino
anterior), ip (intestino posterior), im (intestino médio), seta (células caliciformes), seta
grossa (apice das células do epitélio intestinal), estrela (enterdcitos) e r (reto).
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Fonte: Dados do proprio autor.



37

4.2.4 Glandulas anexas

O figado foi observado no 1° DPE, como um aglomerado de células, localizados
na regido cranial ao saco vitelino e abaixo do primérdio do es6fago (Figura 11A). Ao 2°
DPE observou-se a diferenciacdo do pancreas e ao 3° DPE ja era possivel visualizar a
presenca de &cinos pancreéticos (Figura 11B). Com o desenvolvimento dos animais e
ampliacdo do lumen intestinal, o0 pancreas e figado passaram a ocupar uma posic¢do cranial
ao intestino anterior. No inicio da alimentacdo exdgena as glandulas anexas ja se
encontravam bem desenvolvidas. Ao 5° DPE observou-se o armazenamento de lipidios
no figado e reacdo positiva ao PAS nos hepatdcitos, indicando a presenca de glicogénio
(Figuras 11C, 11D). O pancreas exocrino encontrava-se externo ao figado, caracterizando
assim a presenca de um pancreas difuso extra-hepatico (Figuras 11E, 11F).
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Figura 11 - Secc0es histologicas das larvas de Pseudoplatystoma reticulatum. A) larvas
no 1° dia apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, evidenciando figado em diferenciagdo
(Azul de toluidina). B) 3° DPE corte longitudinal, pancreas em diferenciacdo com a
presenca de acinos pancreaticos (Hematoxilina e eosina). C) 5° DPE corte longitudinal,
figado com armazenamento de lipidios (Azul de toluidina). D) 5° DPE corte longitudinal,
glicogénio presente no figado apresentou reacdo ao PAS (PAS). E) 17° DPE corte
longitudinal, evidenciando pancreas extra-hepatico (Hematoxilina e eosina). F) 17° DPE
corte longitudinal, evidenciando péancreas extra-hepatico com a presenca de &cinos
pancredticos (Hematoxilina e eosina). Legendas: es (es6fago), f (figado), p (pancreas), st
(estdmago) e ap (acinos pancreaticos).
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Fonte: Dados do proprio autor.
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4.3  Histologia e histoquimica do desenvolvimento do sistema digestorio de
Leiarius marmoratus

4.3.1 Bucofaringe e es6fago

Apb6s a eclosdo, a cavidade bucofaringea e o esdbfago ndo puderam ser
diferenciadas dos demais componentes do tubo digestivo. Com 1 DPE, foi observada a
diferenciacdo da bucofaringe, abertura da boca e a formacéo do limen esofagico (Figura
12A). No 3° DPE, o epitélio esofagico foi caracterizado como estratificado pavimentoso
e com a presenca de células caliciformes (Figura 12B). Com o crescimento das larvas, o
namero de células epiteliais e células caliciformes aumentou e pregas longitudinais foram
evidenciadas no es6fago (Figura 12C). A reacdo histoquimica revelou que a partir do 5°
DPE as células caliciformes esofagicas foram PAS, AB e AB+PAS positivas (Figuras
12D, 12E, 12F). Abaixo da camada epitelial do es6fago, foi observada a lamina prépria
que ndo pdde ser distinguida da submucosa pela auséncia de camada muscular. Com o
crescimento das larvas observou-se 0 aumentou de espessura da submucosa que era
composta por tecido conjuntivo. A camada muscular apresentou-se inicialmente delgada,
sendo possivel observar o aumento desta durante o crescimento dos animais,
possibilitando a visualizacdo de fibras estriadas com orientacdo longitudinal interna e

circular externa. Abaixo da camada muscular observou-se a presenca da camada serosa.
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Figura 12 - Secgdes histoldgicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) Larvas no 1° dia
apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, evidenciando abertura da boca, desenvolvimento
diferenciacdo do esbéfago e intestino anterior (Azul de toluidina). B) 3° DPE corte
longitudinal, epitélio esofagico estratificado pavimentoso com a presenca de células
caliciformes (Hematoxilina e eosina). C) larvas com 5° DPE corte longitudinal, aumento
das pregas longitudinais do esdfago (Azul de toluidina). D) 5° DPE corte longitudinal,
células caliciformes do esdfago reativas ao PAS (PAS+AB). E) 16° DPE corte
longitudinal, células caliciformes do eséfago reativas ao AB (AB). F) 16° DPE corte
longitudinal, células caliciformes do esdfago reativas ao PAS (PAS). Legendas: bf
(bucofaringe), es (es6fago), st (estbmago), seta (células caliciformes), seta grossa (apice
das células do epitélio gastrico), m (camada muscular), e (epitélio) e ia (intestino
anterior).

Fonte: Dados do prdprio autor.
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4.3.2 Estdmago

O primérdio do estdbmago foi observado no 3° DPE, sendo notado como uma
extensdo do es6fago, porém com epitélio de revestimento simples colunar. A regido do
primérdio do estbmago apresentou limen estreito e com maior quantidade de pregas
longitudinais quando comparadas ao es6fago (Figura 13A). A partir do 5° DPE o lumen
do estdbmago ampliou e a regido apical das células epiteliais apresentou forte reacdo ao
PAS positiva (Figura 13B).

Com a diferenciacdo gastrica, foi evidenciado a presenca de glandulas géastricas
em individuos a partir do 15° DPE (Figuras 13D, 13E). Apesar da regido do primérdio do
estdbmago ter sido observada precocemente 0 estdmago como estrutura sacular foi
identificado apenas ao 16° DPE (Figura 13C). Abaixo da mucosa observou-se a camada
submucosa delgada composta por tecido conjuntivo e externamente a esta observou-se a
camada muscular, composta por uma camada interna de fibras circulares e uma camada
externa de fibras longitudinais. Fazendo o revestimento externo do estdmago observou-

se a camada serosa.
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Figura 13 - Seccdes histologicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas no 3° dia
apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, visualizacdo das primeiras estruturas do estdbmago
revestido por epitélio simples colunar (Azul de toluidina). B) 5° DPE corte longitudinal,
celulas apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS (PAS). C) larvas com 16° DPE corte
longitudinal, estbmago com forma sacular (PAS). D) 15° DPE corte longitudinal,
evidenciando a formacdo das glandulas gastricas (Hematoxilina e eosina). E) 16° DPE
corte longitudinal, células apicais do epitélio gastrico reativas ao PAS e presenca de
glandulas gastricas (PAS). Legendas: es6fago (es), st (estbmago), e (epitélio), seta
(células caliciformes), sm (submucosa), m (camada muscular), ia (intestino anterior), seta
grossa (aplce das celulas do epltello gastrlco) e gg (glandulas géstricas).
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Fonte: Dados do proprio autor.
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4.3.3 Intestino

Apos a eclosdo, o intestino primitivo era formado apenas por um tubo reto, com
anus fechado. A partir do 1° DPE, foi possivel observar a formacéo de pregas intestinais
e 0 lumen comegou a ampliar-se, permitindo assim a visualizagdo de duas regides,
anterior e posterior. O limen do intestino anterior apresentou-se mais amplo que a do
intestino posterior (Figura 14A).

A alimentacdo exdgena iniciou ao 4° DPE, sendo possivel observar a presenga de
alimento no intestino anterior (Figura 14B). Esta espécie ndo apresentou periodo de
alimentacdo mista, uma vez que a alimentacdo exdgena iniciou apos a absor¢ao completa
das reservas de vitelo. As primeiras células caliciformes foram visualizadas com 1 DPE.
Ao 4° DPE as células caliciformes do intestino anterior apresentaram reacdo positiva
moderada ao PAS (Figura 14C). Ao 8° DPE, foi possivel diferenciar trés regies
intestinais bem delimitadas: a anterior com Iimen amplo e aspecto sacular; médio com
limen amplo e numerosas pregas e posterior com limen estreito e pregas longitudinais
(Figura 15A).

O intestino foi revestido por epitélio simples colunar, formado por células
absortivas ou enterocitos e células caliciformes (Figuras 15B, 15C). O namero de células
caliciformes aumentou com o desenvolvimento dos animais, sendo mais numerosas na
regido posterior (Figura 15D). Estas células apresentaram reacdo positiva ao PAS e
PAS+AB em todas as regides intestinais. Além disso constatou-se reacdo PAS positiva
na borda em escova dos enterdcitos e grande quantidade de vacuolos de absorcdo na
regido apical dos enterdcitos do intestino médio e posterior (Figura 15E).

Abaixo da camada mucosa observou-se uma fina camada submucosa, seguida por
uma camada muscular também delgada e o revestimento externo do intestino foi formado

pela camada serosa.
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Figura 14 - Secces histologicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas com 1
dias apds eclosdo (DPE) corte longitudinal, primérdio do tubo digestivo (Hematoxilina e
eosina). B) larvas com 4° DPE corte longitudinal, presenca de alimento no intestino
anterior (Azul de toluidina). C) B) 4° DPE corte longitudinal, células caliciformes do
intestino anterior mostraram reacdo moderada ao PAS (PAS). Legendas: st (estbmago),
seta (células caliciformes), ia (intestino anterior), ip (intestino posterior) e f (figado).

Fonte: Dados do proprio autor.
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Figura 15 - Seccdes histologicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas no 8° dia
apos eclosdo (DPE) corte longitudinal, visualizacdo das trés regifes intestinais bem
delimitadas: intestino anterior, médio e posterior (Azul de toluidina). B) 8° DPE corte
longitudinal, intestino anterior revestido por epitélio simples colunar com a presenca de
células caliciformes (Azul de toluidina). C) 8° DPE corte longitudinal, intestino médio
revestido por epitélio simples colunar com a presenca de células caliciformes e
enterocitos (células absortivas) (Azul de toluidina). D) 8° DPE corte longitudinal,
visualizacdo de alta concentracdo de células caliciformes e enterdcitos (células
absortivas) no epitélio do intestino posterior (Azul de toluidina). E) 16° DPE corte
longitudinal, intestino médio e posterior evidenciando borda em escova dos enterdcitos
(PAS). Legendas: ia (intestino anterior), im (intestino médio), ip (intestino posterior), f
(figado), p (pancreas), seta (células caliciformes), seta grossa (apice das células do
epitélio intestinal) e estrela (enterdcitos).
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Fonte: Dados do proprio autor.
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4.3.4 Glandulas anexas

O figado foi observado no 1° DPE, como um aglomerado de células localizadas
na regido cranial ao saco vitelino e abaixo do primdrdio do eséfago (Figura 16A). Com o
desenvolvimento dos animais e ampliacdo do lumen intestinal, o figado e péancreas
passaram a ocupar uma posicédo cranial ao intestino anterior. A diferenciacdo do pancreas
foi observada a partir do 2° DPE (Figura 16B). No inicio da alimentagdo exdgena as
glandulas anexas ja se encontravam bem desenvolvidas. A partir do 4° DPE, observou-se
0 armazenamento de lipidios e reacdo positiva ao PAS nos hepat6citos, indicando a
presenca de glicogénio (Figura 16C). Cabe destacar que o armazenamento de lipidios
iniciou momentos apds o animal iniciar a alimentacdo exdgena. No pancreas foram
observados a presenca de acinos pancreaticos a partir do 2° DPE (Figuras 16D, 16E). O
pancreas exocrino encontrava-se externo ao figado, caracterizando assim a presenca de

um pancreas difuso extra-hepatico (Figura 16F).
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Figura 16 - Seccdes histologicas das larvas de Leiarius marmoratus. A) larvas no 1° dia
ap6s eclosdo (DPE) corte longitudinal, evidenciando figado em diferenciacéo
(Hematoxilina e eosina). B) 2° DPE corte longitudinal, pancreas em diferenciagdo com a
presenca de &cinos pancreéaticos (Azul de toluidina). C) 4° DPE corte longitudinal, figado
reacdo positiva ao PAS de glicogénio presente no figado (PAS). D) 5° DPE corte
longitudinal, figado com armazenamento de lipidios e pancreas com &cinos pancreaticos
(Hematoxilina e eosina). E) 8° DPE corte longitudinal, figado com armazenamento de
lipidios e pancreas com presenca acinos pancreaticos (Azul de toluidina). F) 16° DPE
corte longitudinal, evidenciando péancreas extra-hepatico com a presenca de &cinos
pancredticos (Hematoxilina e eosina). Legendas: ia (intestino anterior), f (figado), p
(pancreas), ap (&cinos pancreéaticos) e seta pentagono (ducto biliar).
T -; 4 p s‘v\' . P - 3 .s.' ——
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4.4  Histologia e histoquimica do desenvolvimento do sistema digestorio de
hibrido

4.4.1 Bucofaringe e esdfago

Apb6s a eclosdo, a cavidade bucofaringea e o esdbfago ndo puderam ser
diferenciadas dos demais componentes do tubo digestivo. Com 1 DPE, foi observada a
abertura da boca e a formacéo do lumen esofagico. No 4° DPE, o epitélio esofagico foi
caracterizado como estratificado pavimentoso com a presenca de células caliciformes
(Figuras 17A, 17B, 17C). A reagdo histoquimica revelou que as celulas caliciformes
esofagicas foram PAS, AB e AB+PAS positivas a partir do 4° DPE (Figuras 17D, 17E).
Com o crescimento das larvas, ocorreu 0 aumento das células epiteliais e células
caliciformes do esdfago propiciando o aumento de pregas longitudinais (Figura 17F).
Abaixo da camada epitelial do es6fago, foi observada a lamina propria que ndo pdde ser
distinguida da submucosa pela auséncia de camada muscular. Com o crescimento das
larvas observou-se 0 aumentou de espessura da submucosa que era composta por tecido
conjuntivo. A camada muscular apresentou-se inicialmente delgada, sendo possivel
observar um aumento desta durante o crescimento dos animais, formada por fibras
estriadas com orientacdo longitudinal interna e circular externa. Abaixo da camada

muscular observou-se a presenca da camada serosa.
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Figura 17 - Secc0es histoldgicas das larvas de hibrido. A) larvas no 4° dia apds ecloséo
(DPE), corte longitudinal, regido do es6fago com a presenca de células caliciformes (Azul
de toluidina). B) 4° DPE corte longitudinal, epitélio do es6fago simples pavimentoso com
celulas caliciformes (Azul de toluidina). C) 4° DPE corte longitudinal, alta concentragdo
de células caliciformes no esdfago (Azul de toluidina). D) 4° DPE corte longitudinal,
células caliciformes reativas ao PAS+AB (PAS+AB). E) 7° DPE corte longitudinal,
células caliciformes do es6fago reativas ao PAS (PAS). F) 7° DPE corte longitudinal,
evidenciando o aumento das pregas longitudinais do esdofago (Azul de toluidina).
Legenda: es (esdfago), ia (intestino anterior), st (estbmago), seta (células caliciformes), f
(figado), e (epitélio), sm (submucosa), ml (camada muscular longitudinal), mc (camada
muscular circular).

Fonte: Dados do prdprio autor.
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4.4.2 Estdmago

O primérdio do estdbmago foi observado no 4° DPE, sendo notado como uma
extensdo do es6fago, porém com epitélio de revestimento simples colunar. A regido do
primordio do estdmago apresentou limen mais estreito e com maior quantidade de pregas
longitudinais quando comparadas ao es6fago (Figuras 18A, 18B). A partir do 4° DPE as
células do epitélio gastrico mostraram a regido apical fortemente reativa ao PAS (Figuras
18C, 18E). Com o crescimento das larvas, a regido do estbmago apresentou aumento nas
pregas longitudinais (Figura 18D). Apesar da regido do primérdio do estbmago ter sido
observada precocemente, até o 12° DPE ndo foi possivel visualiza-lo como estrutura
sacular, nem a presenca de glandulas gastricas. Abaixo da mucosa observou-se a camada
submucosa delgada composta por tecido conjuntivo e externamente a esta observou-se a
camada muscular, composta por uma camada de fibras estriadas circulares e uma camada
externa de fibras longitudinais. Fazendo o revestimento externo do estdmago observou-

se a camada serosa.
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Figura 18 - Secgdes histologicas das larvas de hibrido. A) larvas no 4° da apds ecloséo
(DPE) corte longitudinal, visualizacdo das primeiras estruturas do estdbmago (Azul de
toluidina). B) 4° DPE corte longitudinal, epitélio do estbmago simples colunar
(Hematoxilina e esosina). C) 4° DPE corte longitudinal, células apicais do epitélio
gastrico reativas ao PAS (PAS+AB). D) 7° DPE corte longitudinal, estbmago em
formacéo (Azul de toluidina). E) 7° DPE corte longitudinal, células apicais do epitélio
gastrico reativas ao PAS (PAS). Legendas: bf (bucofaringe), es (es6fago), st (estbmago),
e (epitélio), seta grossa (&pice das células do epitélio gastrico), seta (células caliciformes),
ia (intestino anterior), ip (intestino posterior), f (figado), p (pancreas), sm (submucosa) e
m (camada muscular).
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4.4.3 Intestino

Apos a eclosdo, o intestino primitivo era formado apenas por um tubo reto, com
anus fechado. A partir do 1° DPE, foi possivel observar a formacgdo de pregas intestinais
e 0 lumen comegou a ampliar-se, permitindo assim a visualizagdo de duas regides,
anterior e posterior. O limen do intestino anterior apresentou-se mais amplo que a do
intestino posterior (Figura 19A). A alimentacdo exdgena iniciou-se no 2° DPE, havendo
ainda a presenca de pequena quantidade de vitelo, sendo este periodo caracterizado como
alimentacdo mista. Ao 4° DPE, a alimentacdo mista finalizou-se, ndo sendo mais possivel
observar reservas de vitelo (Figura 19B).

Com 7 DPE, foi possivel visualizar trés regifes intestinais bem delimitadas:
anterior com limen amplo e aspecto sacular; médio com limen amplo e numerosas pregas
e posterior com lamen estreito e pregas longitudinais (Figura 19C). O intestino foi
revestido por epitélio simples colunar, formado por células absortivas ou enterocitos e
celulas caliciformes. O nimero de celulas caliciformes aumentou com o desenvolvimento
dos animais, sendo mais numerosas na regido posterior (Figuras 19D, 19E). Estas células
apresentaram reacdo positiva ao PAS e PAS+AB em todas as regifes intestinais. Alem
disso constatou-se reacdo PAS positiva na borda em escova dos enterdcitos e grande
quantidade de vacuolos de absorcao na regido apical dos enterdcitos do intestino médio e
posterior (Figuras 20A, 20B, 20C, 20D). Abaixo da cama mucosa observou-se uma fina
camada submucosa, seguida por uma camada muscular também delgada e o revestimento

externo do intestino foi formado pela camada serosa.
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Figura 19 - Secc0es histologicas das larvas do hibrido. A) larvas no 1° dia apds ecloséo
(DPE) corte longitudinal, visualizagédo do intestino em diferenciacdo (Azul de toluidina).
B) 4° DPE corte longitudinal, intestino anterior com limen extenso (Azul de toluidina).
C) larvas com 7° DPE corte longitudinal, visualizacdo de trés regides intestinais
denominadas: intestino anterior, médio e posterior (Azul de toluidina). D) 7° DPE corte
longitudinal, intestino anterior e médio revestidos por epitélio simples colunar com a
presenca de células caliciformes (Azul de toluidina). E) 7° DPE corte longitudinal, regido
do intestino posterior revestido por epitélio simples colunar com a presenca de células
caliciformes e enterdcitos (células absortivas) e regido do reto evidenciando a presenca
de pregas longitudinais (Azul de toluidina). Legenda: asterisco (boca), bf (bucofaringe),
es (esdfago), st (estbmago), seta fina (primordio do tubo digestivo), sv (saco vitelino), v
(vitelo), n (notocorda), p (pancreas), ia (intestino anterior), im (intestino médio), ip
(intestino posterior), r (reto), estrela (enterdcitos), seta (células caliciformes), f (figado) e
p (pancreas).
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Fonte: Dados do proprio autor.
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Figura 20 - Secgdes histoldgicas das larvas do hibrido. A) larvas no 12° dia ap6s ecloséo
(DPE) corte longitudinal, visualizado borda em escova no intestino anterior e células
caliciformes reativas ao PAS+AB (PAS+AB). B) 12° DPE corte longitudinal, visualizado
borda em escova no intestino médio e células caliciformes reativas ao PAS+AB
(PAS+AB). C) 12° DPE corte longitudinal, visualizado borda em escova no intestino
posterior e células caliciformes reativas ao PAS+AB (PAS+AB). D) 12° DPE corte
longitudinal, alta concentragdo de células caliciformes na regido do intestino posterior
(Hematoxilina e eosina). Legendas: ia (intestino anterior), im (intestino médio), ip
(intestino posterior), estrela (enterdcitos), seta (células caliciformes), seta grossa (apice
das células do epitélio intestinal).

A

Fonte: Dados do proprio autor.
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4.4.4 Glandulas anexas

O figado foi observado no 1° DPE como um aglomerado de células localizados na
regido cranial ao saco vitelino, abaixo do primdrdio do intestino (Figura 21A). Com o
desenvolvimento dos animais e ampliacdo do lumen intestinal, o figado e pancreas
passaram a ocupar uma posic¢ao cranial ao intestino anterior. No inicio da alimentacao
exdgena as glandulas anexas ja se encontravam bem desenvolvidas. A partir do 4° DPE,
observou-se reacdo positiva ao PAS nos hepatdcitos, indicando a presenga de glicogénio.
Também foi possivel observar o armazenamento de lipidios e a presenca de &cinos
pancredaticos no pancreas (Figuras 21B, 21C). Cabe destacar que ao 12° DPE, o pancreas
exdcrino encontrava-se externo ao figado, caracterizando assim a presenca de um

pancreas extra-hepatico (Figura 21D).
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Figura 21 - Secc0es histologicas das larvas do hibrido. A) larvas no 1° dia apds ecloséo
(DPE) corte longitudinal, evidenciando figado em diferenciacdo (Azul de toluidina). B)
4° DPE corte longitudinal, glicogénio presente no figado apresentou reagdo positiva ao
PAS (PAS). C) 4° DPE corte longitudinal, pancreas com a presenca de A&cinos
pancredticos (Azul de toluidina). D) 12° DPE corte longitudinal, pancreas exdcrino,
externo ao figado (Hematoxilina e eosina). Legendas: in (intestino), f (figado), p
(pancreas) e ap (acinos pancreaticos).
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Tabela 1 - Principais eventos observados durante o desenvolvimento do sistema
digestorio de Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus e hibrido. Legendas:
Horas apds a fertilizacdo (HPF), dias ap0s eclosédo (DPE).

Modelos bidlogicos

Eventos Pseudoplatystoma Leiarius Hibrido
do desenvolvimento reticulatum marmoratus
Temperatura (° C) 26-29 26-29 26-29
Eclos&o (HPF) 24 24 24
Absorcao
do vitelo (DPE) 3 3 4
Inicio da
alimentacéo 2 4 2
exogena (DPE)
Diferenciagéo 1 1 1
Hepatica (DPE)
Diferenciagédo 5 5 5
do pancreas (DPE)
Apice das células
?pltellals d.o. 3 5 4
estbmago positivo
ao PAS (DPE)
Glicogénio
nos hepatocitos 5 4 4
(DPE)
Presenca de
glandulas gastricas 14 15 -
(DPE)

Fonte: Dados do préprio autor.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo foram descritas as caracteristicas anatémicas, histoldgicas e
mudancas ocorridas durante o desenvolvimento do sistema digestorio das espécies de
Pseudoplatystoma reticulatum, Leiarius marmoratus e do hibrido resultante do
cruzamento dessas espécies. As larvas de P. reticulatum, L. marmoratus e do hibrido,
eclodiram 24 horas ap0s a fertilizacdo, neste momento as larvas eclodiram apresentando
olhos parcialmente pigmentados, boca fechada, tubo digestivo indiferenciado e saco
vitelino grande. Caracteristicas estas também observadas para outras larvas de teledsteos
como Epinephelus fuscoguttatus (AIEMSOMBOON et al., 2017) e Trachelyopterus
galeatus (SANTIN et al., 2015). Segundo Nakatani et al., (2001), é comum nessa fase a
escassez de pigmentacdo nos olhos, além da boca e tubo digestivo indiferenciados, sendo
essas caracteristicas observadas na maioria das larvas de peixes de dgua doce.

Apos a eclosdo, as larvas de P. reticulatum, L. marmoratus e hibrido apresentaram
comprimento padrdo de 3,1 mm + 0,3; 2,38 mm + 0,24 e 3,37 mm = 0,21,
respectivamente, podendo assim, ser consideradas como altriciais. As larvas altriciais séo
aquelas que apresentam tamanho pequeno ao eclodir, reservas de vitelo que se esgotam
logo nos primeiros dias apos a eclosdo, o que faz com que as larvas iniciem a alimentacéo
exogena ainda sem o sistema digestorio completamente diferenciado (NAKATANI et al.,
2001; HOLT; WEBB; RUST, 2011).

Dentre os trés modelos bioldgicos analisados, as larvas que apresentaram maior
comprimento padrdo no momento da eclosdo foram as larvas do P. reticulatum e hibrido,
possivelmente este fato esta relacionado a espécies estritamente carnivoras apresentarem
crescimento acelerado (RESENDE et al., 1995).

As larvas de L. marmoratus apresentaram crescimento mais lento quando
comparado com os demais modelos bioldgicos, possivelmente devido ao seu habito
alimentar onivoro. Segundo Resende et al., (1995), espécies onivoras ou com forte
tendéncia ao habito alimentar onivoro, podem apresentar crescimento mais lento.

Apesar do hibrido apresentar habito alimentar onivoro, caracteristica herdada do
parental L. marmoratus (&), as larvas do hibrido apresentaram o padrdo de crescimento
das larvas de P. reticulatum (%), indicando que o hibrido pode ter herdado caracteristicas
de crescimento acelerado, fato que atribui o grande interesse para producdo desse animal
em cativeiro.

Com 1 dia ap6s ecloséo (DPE), foi observada a abertura da boca e diferenciagdo

do figado, para os trés modelos bioldgicos. Essas caracteristicas também observadas em


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2452316X17302648#!
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larvas de Trachelyopterus galeatus (SANTIN et al., 2015). De acordo com Shahsavarani
et al., (2002), antes da abertura da boca, as larvas nutrem-se somente do vitelo, sendo este
a Unica fonte de alimento até que ocorra a abertura da boca e inicio da alimentacéo
exdgena.

A alimentacdo exdgena em algumas espécies de peixes inicia quando ainda ha a
presenca das reservas de vitelo e este periodo é caracterizado como o momento de
alimentacdo mista (HEMING; BUDDINGTONG, 1988; GISBERT; WILLIOT, 1997).
Considerando que as larvas de P. reticulatum iniciaram a alimentacdo exdgena a partir
do 2° DPE e tiveram as reservas de vitelo completamente absorvidas no 3° DPE, pode-se
afirmar que estas apresentam um periodo de alimentagdo mista de um dia. As larvas do
hibrido também iniciaram a alimentacdo exdgena a partir do 2° DPE, no entanto, tiveram
a absorcdo completa do saco vitelino no 4° DPE, totalizando dois dias de alimentacao
mista. As caracteristicas relatadas para as larvas de P. reticulatum e hibrido corroboram
com os estudos de Andrade et al., (2016), com larvas de P. reticulatum, em que
observaram o inicio da alimentacéo exdgena no 2° DPE, estando o saco vitelino absorvido
completamente no 4° DPE. Este padrdo de transi¢ao alimentar também foi observado em
Caraciformes, Atencio-Garcia et al., (2003) relataram que larvas de Brycon siebenthalae
iniciaram a alimentacdo exdgena entre 0 1° e 2° DPE, enquanto ainda possuiam abundante
reservas de vitelo.

Ja as larvas de L. marmoratus, iniciaram a alimentacdo exdgena no 4° DPE,
momento em que foram observadas particulas de alimento no intestino e isso, somente
ocorreu, apos a absorcdo completa do vitelo (3° DPE), aparentemente ndo foi possivel
observar um momento de alimentagdo mista como nas outras espécies estudadas.
Algumas espécies de peixes iniciam a alimentacdo exdgena somente quando ha a
absorcdo completa das reservas de vitelo (HEMING; BUDDINGTONG, 1988;
GISBERT; WILLIOT, 1997). Nossas observac@es corroboram os dados levantados por
Zacheo-Coelho et al., (2017), trabalhando com larvas da mesma espécie, como também
é comparado ao que é relatado por Aiemsomboon et al.,, (2017) para larvas de
Epinephelus fuscoguttatus, em que o periodo de absorcdo do vitelo ocorre durante do 1°
ao 2° DPE e, sO inicia a alimentacdo exdgena no 3° DPE, apds a finalizacdo da
alimentacdo enddgena.

As mudancas morfoldgicas que ocorrem na alimentacdo dos peixes sao
direcionadas para aumentar a absorc¢do e digestdo de nutrientes exdgenos. Desta forma
para que as larvas sejam capazes de ingerir e assimilar os primeiros alimentos exdgenos

apos a absorcdo completa das reservas de vitelo, o figado e o pancreas precisam estar em
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funcionamento, sendo eles responséveis pela producdo das enzimas digestivas (MICALE
et al., 2006; QU et al., 2012).

Apos a eclosdo, o sistema digestorio das espécies estudadas estava indiferenciado,
ndo sendo possivel distinguir bucofaringe e eséfago. Ao 1° DPE, o esdfago apresentou-
se curto e posteriormente foi aumentando com o desenvolvimento dos animais. De acordo
com Luizi et al., (1999), a proliferacdo celular do es6fago € importante para que o 6rgdo
execute sua principal funcdo, de conduzir o alimento até o estbmago. A partir do 3° DPE
as pregas longitudinais foram visualizadas. Com o crescimento dos animais e a
proliferacdo das células esofagicas, ocorreu o aumento de pregas longitudinais na
mucosa. Estas pregas que se desenvolvem durante o crescimento das larvas, permitem a
distensdo durante a degluticdo, estando relacionadas também com o aumento da
superficie de contato com o alimento, que ira auxiliar na digestdo (MURRAY et al., 1994;
FERRARIS et al., 1987).

As primeiras células caliciformes esofagicas foram observadas em P. reticulatum,
a partir do 1° DPE, para L. marmoratus e hibrido isso foi observado a partir do 2° DPE.
As células caliciformes de P. reticulatum foram reativas ao PAS e PAS+AB a partir do
3° DPE, enguanto que para L. marmoratus e hibrido esta caracteristica foi observada a
partir do 4° DPE. De acordo com Gisbert et al., (2014), as células caliciformes esofagicas
em Pseudoplatystoma punctifer comecaram a secretar mucosubatancias neutras e acidas
ao 6° DPE. A presenca dessas células na regido esofagica, indica que o esdfago esta
morfologicamente preparado para se proteger contra a acdo abrasiva de alimentos. Essas
células tém como funcdo a liberacdo de muco que além de facilitar o transporte de
alimentos, ira proteger a mucosa digestiva contra danos fisico-quimicos e contra-ataque
bacteriano e viral (HACHERO-CRUZADO et al., 2009; ANDERSON,1986; GALVAO
etal., 1997). O esb6fago dos trés modelos bioldgicos foi revestido por epitélio estratificado
pavimentoso. O epitélio em associacdo a secrecdo de mucosubstancias proporciona maior
protecdo ao esOfago, esta mesma caracteristica foi observada em Paralichthys
californicus (GISBERT; PIEDRAHITA; CONKLIN, 2004).

O primérdio do estbmago foi observado em L. marmoratus e P. reticulatum ao 3°
DPE e no hibrido ao 4° DPE. Em L. marmoratus e hibrido o inicio da formacéo do 6rgédo
foi notado pelo revestimento epitelial simples colunar e pela presenca de mucosubtéancias
neutras na regido apical das células epiteliais. Em P. reticulatum, o epitélio de
revestimento observado foi simples cubico com a presen¢a de mucosubtancias neutras na
regido apical das células epiteliais e apds 0 6° DPE o epitélio passou a ser simples colunar.

De acordo com Gisbert et al. (2013), as propriedades histoquimicas da regido apical das
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celulas epiteliais (positivas para PAS: secre¢do de mucosubstancias neutras) que revestem
as regides gastricas podem ser consideradas como um sinal indireto da funcionalidade do
estdmago. Estas mucosubstancias neutras, tem como fungéo proteger o estbmago do suco
gastrico, impedindo assim danos ao tecido epitelial, contribuindo para que o processo de
digestdo ocorra normalmente (CHEN et al., 2006; DIAZ et al., 2008; HERNANDEZ et
al., 2009).

A partir do 16° DPE, o0 estdmago era visto como uma estrutura sacular, contendo
vérias glandulas géastricas em L. marmoratus. Essas caracteristicas foram observadas a
partir do 15° DPE em P. reticulatum, mas ndo foram observadas no hibrido até o 12° DPE.
O aparecimento de glandulas géastricas varia de acordo com a espécie de peixes.
(STROBAND; KROON, 1981; WILSON; CASTRO, 2011). Em estudos realizados por
Portella et al., (2014) em larvas de Piaractus mesopatamicus, a formacéo das glandulas
gastrica iniciou-se a partir do 12° DPE, em P. fasciatum a partir do 10° DPE
(DABROWSKI; PORTELLA, 2006), e Cichlasoma urophthalmus a partir do 9° DPE
(CUENCA-SORIA et al., 2013). A presenca dessas glandulas, que sdo formadas por
células oxintopépticas e secretam acido cloridrico e enzimas digestivas, indica a formacao
de um estémago funcional (STROBAND; KROON, 1981; WILSON; CASTRO, 2011).

Em relacdo ao intestino dos trés modelos bioldgicos, inicialmente observou-se que
este era um tubo reto com a porcao final dobrada ventralmente. O epitélio de revestimento
das regides intestinais foi identificado como simples colunar. Este epitélio era formado
por células caliciformes e enterdcitos (células absortivas). Porém, nos estagios iniciais de
desenvolvimento poucas células caliciformes foram observadas entre os enterdcitos.
Estas caracteristicas corroboram com os estudos realizados em larvas de Hemisorubim
platyrhynchos em estéagios iniciais de desenvolvimento (FACCIOLI et al., 2016).

De acordo com o crescimento do animal e o inicio da alimentacdo exdgena o
limen do intestino anterior expandiu drasticamente assumindo forma sacular para
acomodar os alimentos ingeridos. Para P. reticulatum estas caracteristicas foram
observadas ao 3° DPE, L. marmoratus e hibrido ao 4° DPE. Em pesquisas realizadas em
larvas de Pseudoplatystoma punctifer, observou-se a dilatacdo drastica da regido do
intestino anterior para acumular as presas ingeridas a partir do 2° DPE (GISBERT et al.,
2014).

Os vacuolos de absorcdo foram observados com maior concentragdo na regido
média e posterior do intestino. O acumulo de lipidios na mucosa intestinal logo ap6s o
inicio da alimentacdo exdgena pode ser interpretado como um indicador de digestéo e

absor¢do luminal e armazenamento de lipidios, refletindo o desenvolvimento funcional


https://www.cambridge.org/core/journals/animal/article/histological-development-of-the-digestive-system-of-the-amazonian-pimelodid-catfish-pseudoplatystoma-punctifer/B8F658BF109FE877A035FE5CDD53DC20/core-reader#ref7
https://www.cambridge.org/core/journals/animal/article/histological-development-of-the-digestive-system-of-the-amazonian-pimelodid-catfish-pseudoplatystoma-punctifer/B8F658BF109FE877A035FE5CDD53DC20/core-reader#ref38
https://www.cambridge.org/core/journals/animal/article/histological-development-of-the-digestive-system-of-the-amazonian-pimelodid-catfish-pseudoplatystoma-punctifer/B8F658BF109FE877A035FE5CDD53DC20/core-reader#ref38

62

do intestino (GISBERT et al., 2008, 2014). Estes vacuolos estdo relacionados a digestédo
intracelular de lipidios, proteinas e carboidratos, pois nos estagios iniciais de vida o
sistema digestivo enzimético é pouco desenvolvido, sendo a assimilagdo de nutrientes
dependente parcialmente da digestdo intracelular (TANAKA, 1972; GOVONI et al.,
1986). Em estudos realizados por Mangetti (2006) com larvas de Pseudoplatystoma
corruscans, 0s vacuolos de absorcdo nos enterdcitos ocorreram com 3 DPE, em
Plectropomus leopardos ao 3° DPE (QU et al., 2012), Rhamdia quelen ao 4° DPE
(SILVEIRA, 2012), Parachromis dovii ao 6° DPE (VALVERDE-CHAVARRIA et al.,
2013).

Em todas as regides intestinais dos trés modelos bioldgicos, observou-se reacao
borda em escova nas células absortivas do intestino, constituido por microvilos. Devido
a reacdo positiva a coloracdo de PAS, constatou-se que estas estruturas continham
mucosubstancias neutras. O mesmo foi observado para larvas de Hemisorubim
platyrhynchos (FACCIOLI et al., 2016) e Plectropomus leopardos (QU et al., 2012). A
borda em escova nas células absortivas do intestino forma uma superficie absortiva em
que estdo localizadas enzimas envolvidas na degradacéo final do alimento, a reacdo PAS
na borda em escova ocorre nesta regido devido a presenca de glicoconjugados neutros
que formam o glicocalice (MURRAY et al., 1996; KUZ’MINA; GELMAN, 1997).

Com relacdo as glandulas anexas do sistema digestorio dos trés exemplares, o
figado iniciou a diferenciacdo a partir do 1° DPE e o pancreas a partir do 2° DPE. As
glandulas anexas se localizavam na parte ventral ao intestino em desenvolvimento e
foram identificadas como uma massa de tecido ndo lobular. O mesmo padrdo de
diferenciacdo dos oOrgdos acessorios foi descrito para o siluriforme Pelteobagrus
fulvidraco (YANG et al., 2010).

As glandulas anexas, figado e pancreas, iniciam a diferenciacdo cedo nas larvas,
apresentando-se funcionais antes da absorcdo total do vitelo. Isso ocorre devido a
importancia destes 6rgdos na digestdo de alimentos ingeridos pelas larvas. Nos estagios
iniciais de vidas as larvas dependem do pancreas e intestino para digestdo de nutrientes e
do figado para assimilacdo de substéncias nutritivas, armazenamento de glicogénio e
vitaminas (PENA et al., 2003).

O armazenamento de lipidios no figado foi identificado a partir do 4° DPE, nas
larvas de L. marmoratus, momento em que havia iniciado a alimentacdo exdgena. Para
P. reticulatum e hibrido isso foi observado mais tardiamente a partir do 5° e 4° DPE,
respectivamente, apos iniciarem a alimentacdo exdgena. Conforme relatado por Gisbert

et al., (2014), o acimulo de gordura no figado de Pseudoplatystoma punctifer coincidiu
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com o inicio da alimentagdo exdgena. No entanto, tais caracteristicas ndo foram
identificadas para as larvas de P. reticulatum e hibrido. Para as larvas de Pelteobagrus
fulvidraco a incorporacao de lipidios no figado também s6 teve inicio apds a alimentacéao
exdgena iniciar (YANG et al., 2010).

Com relacdo as nadadeiras, para P. reticulatum, L. marmoratus e hibrido a
primeira a surgir foi a embrionéria, observada momentos apds a eclosdo e responsavel
pelo suporte para formagdo das impares. Ao 17° DPE as larvas de P. reticulatum
apresentavam todas as nadadeiras formadas (nadadeira peitoral, anal, dorsal, pélvica e
adiposa). Em L. marmoratus e hibrido isso foi observado ao 16° DPE e 12° DPE,
respectivamente. As nadadeiras atuam na orientacdo e equilibrio dos peixes, nao
permitindo que eles girem em torno do seu eixo longitudinal e também como propulsoras.
Esse mesmo padrdo de desenvolvimento das nadadeiras € semelhante para outras espécies
de Siluriformes (ANDRADE et al., 2014, 2016).



6

d)

9)

64

CONCLUSOES

Com base na anélise dos resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

As larvas de Pseudoplatystoma reticulatum e do hibrido apresentaram um periodo de
alimentacéo mista, enquanto que para as larvas de L. marmoratus ndo foi observado
periodo.

O padrdo morfo-temporal do desenvolvimento do sistema digestdrio apresentado nos
estagios ontogenéticos iniciais, foi similar entre o hibrido e suas espécies parentais.
O surgimento das células caliciformes esofagicas, bem como o aumento da
concentracdo destas e da reacdo positiva ao PAS, AB e PAS+AB, indica que o
esofago estd se preparando para receber alimentos, devido a presenca de
mucosubstancias responsaveis pela protecdo do epitélio.

Como o desenvolvimento do epitélio gastrico, pode ser observado na regido em
contato com a luz do estbmago, uma reacdo positiva ao PAS, indicando o inicio da
secrecdo de mucosubstancias neutras, que protegerao o estbmago da autodigestéo.
O intestino apresentou-se revestido por epitélio simples colunar com
microvilosidades composto por células caliciformes e enterdcitos (células
absortivas). As células caliciformes foram mais abundantes na regido posterior do
Orgado. A reacdo positiva ao PAS e PAS+AB, indicou a presenca de mucosubstancias
neutras e acidas responsaveis pela protecao do epitélio e por facilitar a passagem do
alimento.

A regido do intestino anterior apresentou limen amplo, pregas longitudinais mais
espessas e com menor concentracdo de células caliciformes.

As glandulas anexas iniciaram a diferenciacdo a partir do 1° DPE e no inicio da

alimentacdo exdgena ja se encontravam bem desenvolvidas.
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