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RESUMO

Foram realizadas amostragens em embrides e larvas de dourado
Salminus brasiliensis desde as 6 horas apods a fertilizagao (haf) até o 17° dia apés
fertilizacdo (daf) com o intuito de estudar o desenvolvimento do sistema sensorial, por
meio de microscopia eletrénica de varredura e o desenvolvimento estrutural e funcional do
trato digestorio por meio de analises histoldgicas e histoquimicas. Do sistema sensorial
foram estudados: o desenvolvimento dos olhos, do érgéo olfativo, dos mecanorreceptores
cefalicos e da linha lateral, e os quimiorreceptores (botbes gustativos). Foi observado que
os olhos e as narinas se desenvolvem muito precocemente (a partir de 18 horas
apos a fertilizagédo - haf), seguidos pelos mecanorreceptores cefalicos e das linhas
laterais principal e acessoria (48 haf), sendo esses tipos de recepg¢ao provavelmente
0s mais usados para alimentacdo durante essa fase inicial. As papilas gustativas
mostraram desenvolvimento mais tardio em relacdo as outras estruturas sensoriais
citadas, com poucas papilas distribuidas esparsamente na regido bucofaringea,
sendo observadas primeiramente aos 8 dias apods a fertilizagdo. O desenvolvimento
morfologico do sistema digestdrio foi descrito com base nas laminas histologicas e a
funcionalidade desse sistema foi analisada através de colora¢des histoquimicas. Com 18
haf, o canal alimentar foi observado acima do vitelo. Nessa fase também se
constatou um grupo de células que formaria o figado e o pancreas. As 24 haf
verificou-se a formagao do eséfago e da futura cavidade oro - branquial que, com 48
haf, ficou caracterizada como a boca e faringe. O esbéfago e o esfincter esofagico
também se encontravam formados e o canal alimentar continuava como um tubo
retilineo. O reto, valvula ilio-retal e anus ja estavam presentes, assim como o figado
e o0 pancreas estavam diferenciados, caracterizados pela observacdo dos
hepatdcitos e dos acinos pancreaticos, respectivamente. Dentes foram observados
as 72 haf, bem como dobras no revestimento do reto. Entre as 96 e 120 haf o figado
mostrou-se completamente formado, assim como o péancreas. Paralelamente,
ocorreu a formacado e o aumento das dobras da mucosa de revestimento em todo o
canal alimentar. A partir do 8° daf, o sistema digestério do dourado encontrava-se
completamente formado, possivelmente apto a assimilar nutrientes de dieta
formulada. Também foram realizados experimentos avaliando diferentes alimentos para a
transicdo alimentar das larvas de dourado de alimento vivo a alimentacao com dieta inerte,

a fim de reduzir os custos durante a larvicultura. Os tratamentos com larvas forrageiras



de piau Leporinus obtusidens proporcionaram as maiores taxas de sobrevivéncia em
comparagao com os demais tratamentos. Coragado bovino e biomassa de artémia
congelada induziram aos piores desempenhos, tanto em regime de co-alimentacéo,
quanto em transicdo abrupta. Pode ser observado que artémias vivas usadas no
protocolo gradual ou em co-alimentagdo com ragdo e, mesmo a ragao oferecida
diretamente, produzem resultados de sobrevivéncia muito baixos ao final de 17 dias
de experimento, sendo que para em um periodo curto de tempo, permitiram algum
crescimento. Assim, uma dieta ideal ndo foi identificada para o dourado,
especialmente no que tange a quantidade de dieta inerte oferecida, que evite altas
concentragcbes de amobnia ao mesmo tempo que atenda as necessidades
nutricionais e sejam atrativas para esses peixes durante a larvicultura. O ultimo
experimento da tese relaciona-se com técnicas de marcagdes radioativas de alimentos com
C' para avaliar os efeitos da introducéo precoce de dieta inerte na digestibilidade e
metabolismo lipidico de larvas de peixes (com a utilizacdo do linguado senegalense
Solea senegalensis). Foram monitorados a ingestdo de presas, o crescimento e a
sobrevivéncia apds a aplicagdo de um regime alimentar padrdo com alimento vivo
(ST) e um regime de co-alimentagdo com a substituicdo de artémia por dieta inerte
(Art R). Além disto, foram feitos testes usando artémias enriquecidas com duas
diferentes emulsées lipidicas, contendo glicerol tri [1-'*C] oleato (TAG) e L-3-
fosfatidilcolina-1,2-di-[1-*C] oleoil (PL), aos 9 e 17 dias ap6s a eclosdo (DAE) para
estudar a utilizagao de lipidios. A co-alimentacdo nao afetou a taxa sobrevivéncia
das larvas de linguado (ST 59.1 £+ 15.9 %; Art R 69.56 + 9.3 %), mas refletiu
significativamente em menores pesos finais aos16 DAE (ST 0.71 £ 0.20; Art R 0.48
0.14 mg). Maiores taxas de ingestdo de presas foram observadas em larvas de
linguado alimentadas com artémia enriquecida com PL marcada aos 9 DAE, mas
nao aos 17 DAE. Aos 17 DAE, as larvas menores (tratamento Art R) ingeriram
proporcionalmente mais artémias em percentagem de peso, independentemente do
enriquecimento. Aos 9 DAE a digestibilidade lipidica foi igual entre os tratamentos e
maiores que 90%, enquanto aos 17 DAE esta foi mais alta no tratamento ST (cerca
de 73 %) comparado ao grupo Art R (cerca de 66 %). A retencéo lipidica aos 9 DAE
foi mais alta no tratamento Art R, alcancando valores de 50 %, enquanto esses
valores quase duplicaram aos 17 DAE, acima de 80 % nos dois tratamentos sem
diferencas significativas. Estes resultados sugerem que a co-alimentagdo de dieta

viva e inerte desde a primeira alimentacdo em linguado senegalense tem um efeito
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prejudicial em termos de crescimento e digestibilidade lipidica, mas nao parece

comprometer a utilizagdo metabdlica de lipidios.
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ABSTRACT

Samples were carried out on embryos and larvae of dourado Salminus
brasiliensis from 6 hours after fertilization (haf) until the 17th day after fertilization
(daf) in order to study the development of sensory system, by scanning electron
microscopy, and on the structural and functional development of digestive tract by
histological and histochemical analysis. From the sensory system were studied: the
development of the eyes, the olfactory organ, the cephalic mechanoreceptors and
the lateral line mechanoreceptors and chemoreceptors (taste buds). It was observed
that the eyes and the nostrils develop very early (from 18 haf), followed by the
cephalic mechanoreceptors and by the mechanoreceptors of the principal and
secondary lateral line (48 haf). These types of senses are probably the most used for
feeding during this initial phase. The taste buds showed a later development
compared to the other sensorial structures cited, and were first observed sparsely
distributed along the bucopharynx at 8 daf. The morphological development of the
digestive system was described based on histological slides and its functionality was
analyzed by histochemical staining. At 18 haf, the gut was observed dorsally to the
yolk-sac. At this phase were also observed a group of cells that would form the liver
and the pancreas. At 24 haf were verified the formation of oesophagus and the future
orobranchial, which were characterized as mouth and pharynx at 48 haf. The
oesophagus and the oesophagic sphincter were also defined and the gut remains as
a straight tube at 48 haf. The rectum, ileo-rectal valve and anus were already
present, as well as the liver and pancreas were differentiated, characterized by the
hepatic cells and pancreatic acini, respectively. Teeth were observed at 72 haf, and
folds were seen in the rectum epithelium. Between 96 and 120 haf the liver and
pancreas showed complete development. In the same time, folds appeared and
increased in number on the mucosal wall of the entire intestine. From the 8° daf, the
digestive system was completely developed, possibly able to absorb the nutrients of
a formulated diet. Experiments were also conducted in order to evaluate different
feeds for weaning the dourado larvae from live feed onto inert diet, aiming at to
reduce the costs during the larviculture. The treatment using piau Leporinus
obtusidens as prey promoted the higher survival rates compared to the others.
Bovine’s heart and frozen artemia biomass induced to the worst performances in

both co-feeding regime and in abrupt regime. Artemia used as live feed in both
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regimes, and even inert diet offered directly, produced very low survival results along
17 days of trial, but at in a short term, could allow some growth. Therefore, an ideal
diet was not identified to dourado, specially concerning to inert diet amount offered
that avoid high concentrations of ammonium as the same time that reaches the
nutritional requirements, being also attracting to these fish during the larviculture
phase. A last experiment of this thesis is related to techniques for radioactive labeling
of food with C'*, used for monitoring the effects of early introduction of inert diet in
lipid digestibility and metabolism of sole Solea senegalensis. Larval feed intake,
growth and survival were also monitored in larva reared on a standard live feed
regime (ST) and co-feeding regime with inert diet (Art R). Trials using sole larvae fed
with Artemia enriched with two different lipid emulsions, containing glycerol tri [""C]
oleate (TAG) and L-3-phosphatidylcholine-"?-di-['""*C] oleoy! (PL), were performed at
9 and 17 days after hatching (DAH) to study lipid utilization. Co-feeding did not affect
sole survival rates (ST 59.1£15.9%; Art R 69.56+9.3%), but was reflected in
significantly smaller final weight at 16 DAH (ST 0.71+0.20; Art R 0.48%+ 0.14 mg).
Higher feed intake was observed in sole larvae fed on Artemia enriched with labeled
PL at 9 DAH but not at 17 DAH. At 17 DAH, the smaller larvae (Art R treatment)
ingested proportionally more Artemia in weight percentage, independently of
enrichment. At 9 DAH lipid digestibility was equal among treatments and higher than
90%, while at 17 DAH it was higher in ST treatment (around 73%) compared to the
Art R group (around 66%). Lipid retention efficiency at 9 DAH was higher in the Art R
treatment, reaching values of 50%, while these values almost duplicated at 17 DAH,
ranging up to 80% in both treatments without significant differences. These results
show that co-feeding of live feed and inert diet from first-feeding in Senegalese sole
has a toll in terms of growth and lipid digestibility but does not seem to compromise

lipid metabolic utilization.
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1 CAPITULO 1 - Desenvolvimento do Sistema Sensorial do Dourado

(Salminus brasiliensis)



DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA SENSORIAL DO DOURADO (Salminus

brasiliensis)
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Resumo

Visando gerar informagdes para melhor fundamentar a tecnologia de
cultivo do dourado Salminus brasiliensis, uma espécie nativa de alto valor
econbmico, este estudo priorizou a caracterizacdo do desenvolvimento das
estruturas sensoriais relacionadas a busca e apreensido de alimentos e a relagao
presa-predador (considerando o habito piscivoro e canibal) das larvas em sua fase
inicial de crescimento. Observou-se que os olhos e as narinas foram as primeiras
estruturas a se desenvolver, e muito rapidamente (a partir de 18 horas apos a
fertilizacdo - haf), seguidos pelos mecanorreceptores cefalicos e das linhas laterais
principal e acessoria (48 haf), sendo esses tipos de recepgao provavelmente os mais
usados para alimentagao durante essa fase inicial. As papilas gustativas mostraram
desenvolvimento mais tardio em relagao as outras estruturas sensoriais citadas, com
poucas papilas distribuidas esparsamente na regido bucofaringea, sendo
observadas primeiramente aos 8 dias apds a fertilizacdo. Nao foram observados

eletrorreceptores.

Palavras—chave: Desenvolvimento ontogenético, 6rgaos dos sentidos,

mecanorreceptores, quimiorreceptores, botdes gustativos, microscopia de varredura
1.1 Introducéo

O dourado Salminus brasiliensis € um peixe de escamas e coloragao

dourada de reflexos avermelhados, com varias listras longitudinais irregulares ao



longo do corpo e uma mancha escura alongada na base da nadadeira caudal. E
uma espécie piscivora de grande porte (que pode alcangar mais de 1 m de
comprimento), que realiza migragdes reprodutivas e utiliza sucessivamente os
ambientes de varzea (planicie de inundagao) e o leito dos rios durante seu ciclo de
vida (AGOSTINHO et al.,, 1997). Embora a biologia da espécie ainda seja pouco
conhecida, resultados levantados por Vazzoler e colaboradores (VAZZOLER et al.,
1997) indicam a utilizagao dos afluentes do rio Parana a montante e a jusante da foz
do rio Paranapanema para a realizagao de atividades reprodutivas (rios lvinhema e
Iguatemi no Mato Grosso do Sul e Piquiri e Ivai no Parana).

Nos ultimos anos aumentaram as pesquisas voltadas ao
desenvolvimento de sistemas de cultivo intensivos para algumas espécies nativas de
importancia comercial, como é o caso do dourado Salminus brasiliensis. Porém, a
disponibilidade de larvas e alevinos, com boa qualidade e em quantidade, é
considerada um gargalo para o sucesso da producdo intensiva de peixes
(PORTELLA et al., 2000).

O cultivo comercial de dourado ainda esta pouco estabelecido, devido,
principalmente, a baixa taxa de fertilizagdo, ao habito alimentar carnivoro desde as
primeiras horas de vida, ao acentuado canibalismo e a inabilidade das larvas em
aceitar de imediato as ragdes artificiais convencionais, obrigando a utilizagdo de
alimento natural. Todos estes fatores dificultam a produgdo do dourado em larga
escala (WOYNAROVICH e SATO, 1989; KUBITZA, 1995; ZANIBONI FILHO, 1997),
sendo que o desenvolvimento de estratégias que reduzam as perdas na larvicultura
podera criar novas perspectivas para o cultivo intensivo desta espécie.

Dessa forma, € necessario o conhecimento das estruturas sensoriais e
a compreensao do comportamento larval, particularmente o alimentar mediado por
essas estruturas, para o estabelecimento de uma dieta apropriada e seu uso efetivo.
Sem a adequada interagao, qualquer dieta tornar-se-a insatisfatoria (APPELBAUM e
RIEHL, 1997).

Um passo extremamente importante para a maioria das espécies de
peixes € o desenvolvimento da vis&do. Este sistema permite que o individuo detecte e
capture presas, bem como evite se tornar presa de outros (EASTER e NICOLA,
1996), assim como serve para receber informagdes sobre objetos préximos da
superficie e/ ou dentro da agua (GUTHRIE e MUNTZ, 1993).



KOTRSCHAL (2000) em uma revisédo sobre o olfato e o paladar, relata
que existem 3 sistemas quimiossensoriais em peixes: o olfato, o paladar (dividido em
dois subsistemas: os botdes gustativos e as células quimiossensoriais isoladas) e o
senso quimico comum, baseado em terminacgdes livres de nervos epidérmicos. Os
botdes gustativos sdo considerados os responsaveis pelo espectro de estimulo
relacionado a alimentacao, principalmente pela detec¢cao de aminoacidos, bem como
por estimulo tactil. As células quimiossensoriais isoladas respondem a um espectro
mais restrito de estimulos, principalmente a compostos biliares, mas nao a estimulos
tacteis. Ja o sistema olfatério € sensivel tanto para a procura de alimentos, com a
discriminacao de diversos aminoacidos, como pode ter seu papel em interacdes inter
e intraespecificas, juntamente com as células quimiossensoriais isoladas.

HANSEN e ZIELINSKI (2005) consideram o sistema olfatério um dos
mais cruciais nos peixes, e relatam que este sistema pode ter fungbes que vao
desde encontrar alimentos, até detectar parceiros sociais e sexuais, além de evitar
predadores e outras situagdes de perigo para esses animais. Sendo assim, esse
sistema responde a diversas moléculas dispersas no meio aquatico, que incluem
aminoacidos, acidos biliares, peptideos, acidos nucléicos e componentes esteroides.

Por sua vez, a mecanorrecep¢ao nos peixes esta relacionada com a
deteccdo de movimentos e diferencas de pressdo na agua circundante
(BLECKMANN, 1993), que séo captadas por estruturas denominadas neuromastos.
Esses ultimos podem estar distribuidos na linha lateral ou em canais ou linhas
sensoriais acessorias na cabeca (WEBB e SHIREY, 2003; CESTAROLLI, 2005).

1.2 Objetivo

Este trabalho teve o objetivo de estudar o desenvolvimento morfolégico
de larvas de dourado Salminus brasiliensis durante seu desenvolvimento inicial, com
énfase no sistema sensorial.

1.3 Materiais e Métodos

1.3.1 Obtencéo das larvas de dourado



As larvas de dourado Salminus brasiliensis foram obtidas por
reprodugdo induzida na piscicultura comercial Pirajuba Aquicultura localizada do
municipio de Porto Ferreira — SP. Utilizou-se a proporgédo de dois machos para cada

fémea, sendo que os ovos e larvas utilizados foram provenientes da mesma desova.

1.3.2 Manejo das larvas e amostragens

Os ovos (e posteriormente as larvas recém eclodidas) de dourado
permaneceram em incubadoras na piscicultura, sendo recolhidas amostras 6, 12, 18,
24, 48, 72, 96 e 120 horas apos a fertilizagdo (haf). Depois disso, o intervalo de
coletas passou a ser de 3 dias, ocorrendo no 8% 112 14% e 172 dias apods a
fertilizagdo. Da quantidade total de ovos e larvas obtidos com a reprodugédo foram
amostrados no minimo 30 ovos e larvas em cada horario estabelecido a fim de
garantir numero suficiente de individuos para a visualizagdo dos estagios do
desenvolvimento dos érgaos sensoriais. Apds 24 horas da fertilizagéo, as larvas foram
transferidas para o Laboratdrio de Nutrigado de Organismos Aquaticos (LANOA) do Centro
de Aquicultura da UNESP/ Jaboticabal, onde permaneceram em tanques com volume de
180 litros (Fig. 1 A e B) até o fim das coletas.

Os animais foram alimentados durante todo o periodo de amostragem com
larvas de piau (Leporinus obtusidens) e biomassa de artémia para sua manutengido. Os

tanques foram mantidos sob aeracao e fluxo de agua constantes, sendo que o fundo dos

mesmos foi sifonado diariamente para a retirada dos residuos alimentares.




Figura 1 A) Unidades experimentais do Laboratério de Nutrigdo de Organismos Aquaticos (LNOA) do
Centro de Aquicultura da UNESP; B) Larva pigmentada e larva albina de dourado S. brasiliensis
dentro do tanque de cultivo.

1.3.3 Analises microscopicas

Para o estudo do desenvolvimento das estruturas sensoriais foi
empregada a técnica de microscopia eletrénica de varredura. Esta etapa foi
realizada no Laboratério de Microscopia Eletrénica da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” USP, campus de Piracicaba. Os embrides e larvas coletados foram
imediatamente fixados em solugdo de MacDowell. Os embrides foram
cuidadosamente liberados do interior dos ovos pela ruptura e remocéo do coério. Em
seguida, os embrides e larvas foram desidratados em série (30%, 50%, 70%, 90% e
trés banhos de 100%, 20 minutos em cada concentracao) de alcool etilico ou de
acetona. Das duas substancias utilizadas na desidratagcao das amostras, verificou-se
que a série de acetona permitiu a melhor preservacdo das formas, quando
comparadas com a série de alcool etilico, que provocou rachaduras e distor¢goes dos
espécimes, dificultando a analise. Posteriormente, os espécimes foram secos em
secador de ponto critico CPD 050 da marca Balzers, montados sobre suporte de
latido com fita adesiva de face dupla e recobertos com uma fina camada de ouro
(cerca de 35nm), em equipamento apropriado (metalizador MED 010 da marca
Balzers). Apds esses procedimentos, os espécimes foram examinados e

fotomicrografados em microscépio eletrénico de varredura (Zeiss DSM 940 A).

1.3.4 Resultados e Discussao

O desenvolvimento dos embrides de dourado ocorreu muito
rapidamente, sendo que 12 horas apds a fertilizagdo ja podiam ser observados
midémeros na regido dorsal e, apesar do tubo neural ndo estar completamente
fechado na regido cefalica, ja se podia identificar o esbog¢o da abertura bucal (Figura
2A). A tabela 1 resume as transformagdes morfologicas gerais e do sistema
sensorial durante o periodo entre a fertilizagdo dos ovos e os 17 dias apds a
fertilizacdo de dourado S. brasiliensis.

As dezoito haf todas as larvas ja haviam eclodido, podendo notar-se o



desenvolvimento do orgao olfatorio em forma de uma pequena placa anterior com
células receptoras ciliadas e células receptoras com micro vilosidades, bem como o
aparecimento da abertura da camara branquial (Figura 2B), que ficou mais evidente
as 24 horas, com a exposi¢cao de trés arcos branquiais. CLAVIJO-AYALA (2008),
quando descreve o rapido desenvolvimento da larva de pacu Piaractus
mesopotamicus, pontua que ao se esgotarem rapidamente as reservas vitelinas e
por viverem em ambiente com risco de predacgao, é essencial que as larvas deste
peixe desenvolvam rapidamente suas estruturas alimentares, sensoriais e
locomotoras, a fim de que as larvas consigam garantir sua sobrevivéncia. Neste
trabalho, o autor relata que as 17 haf se iniciou a diferenciacdo das vesiculas
olfatérias, sendo que as 19 haf foi possivel identificar células receptoras ciliadas e
células receptoras com micro vilosidades.

As 24 horas ap6s a fertilizacdo a abertura bucal ja havia ocorrido e
também era possivel a observacdo da vesicula éptica (Figura 2C). Isto concorda
com o descrito nas analises histolégicas da retina e acuidade em larvas de dourado
as 24 horas apds a eclosao, em que foram observadas as vesiculas 6pticas em
formagado, com as camadas de neurbnios da retina ndo totalmente delimitadas e
pigmentacdo incompleta da retina (BERNAL-SANCHEZ, 2006). Até esta fase o
dourado tem um desenvolvimento similar ao descrito para o pintado
Pseudoplatystoma coruscans (CESTAROLLI, 2005). Porém, a partir das primeiras
24h de fertilizacdo deste bagre, comega o desenvolvimento das papilas gustativas
nos labios e barbilhdes que apresentam um crescimento acelerado nesta espécie,
além do desenvolvimento dos receptores elétricos e mecanicos em detrimento do
desenvolvimento dos olhos. No caso do pacu, CLAVIJO-AYALA (2008) relata que as
10 horas ap06s a fertilizagcao € possivel reconhecer as vesiculas opticas, e que apos
as 16 horas diferencia-se o cristalino. Aos 3 dias apos a eclosao, o pacu apresenta

os olhos totalmente pigmentados.



Tabela 1. Morfologia geral e desenvolvimento do sistema sensorial em dourado Salminus brasiliensis:

Periodo Amostragem
Embrionario 6 haf
12 haf
18 haf *
Larval 24 haf (1° daf)

48 haf (2° daf)

72 haf (3° daf)
96 haf (4° daf)
120 haf (5° daf)
8° daf

11° daf

14° daf

17° daf

Descricao
Definigdo do pdlo animal e vegetativo do embrido, com epibolia da blastoderme sobre o vitelo.
Tubo neural com fechamento incompleto; presengca de midbmeros na regido dorsal; esbogo da
abertura bucal.
Abertura da camara branquial; placa olfatéria presente, com células receptoras ciliadas e células
receptoras com micro vilosidades; presenca de muitos feixes ciliares ndo sensoriais na placa
olfatéria.
Abertura bucal presente; camara branquial apresenta 3 raios branquiais; inicio do
desenvolvimento do érgdo adesivo; nadadeira primordial envolvendo a larva, sem nadadeiras
independentes.
Presenca de dentes na boca; vesiculas 6pticas desenvolvidas; neuromastos livres ao redor dos
olhos, nas linhas laterais principal e acessoria, nos futuros canais mandibulares, operculares e
supra-orbitais; diferenciacdo das nadadeiras pares; 6rgao adesivo completamente desenvolvido;
nadadeiras peitorais arredondadas; epiderme com aspecto digitiforme.
Desenvolvimento da membrana branquiostegial sobre os arcos branquiais, que apresentam
branquias melhor desenvolvidas; nadadeiras dorsal e anal visiveis, com regressao continua da
nadadeira primordial; regressao completa do 6rgdo adesivo; narina se aprofunda e se alonga
Antero posteriormente; canais mandibulares ainda fechados.
Aproximagao da parte medial da narina, iniciando o formato de 8; botdes gustativos presentes
préximos aos dentes e labios.
Abertura dos canais mandibulares; botbes gustativos bem evidentes; canais supra-orbitarios em
desenvolvimento, recobrindo os neuromastos.
Narina dividida em 2 partes; nadadeiras completamente separadas e comecando a apresentar
raios; canais supra-orbitarios, mandibulares e operculares presentes.
Inicio do surgimento de escamas; lamelas presentes na narina posterior; linha lateral
completando o desenvolvimento, mas ainda sem cobertura de escamas.

"as larvas ja estavam eclodidas até as 18 horas com temperatura da agua a 27 + 0,5°C, mas foram colocadas na fase embrionaria devido ao intervalo entre

as amostragens de 12 e 18 horas. haf: horas apoés a fertilizagao; daf: dias apés a fertilizagao.



No dourado as nadadeiras pares nao se diferenciaram antes de 48h,
porém as demais nadadeiras apareciam conectadas pela membrana primordial ou
nadadeira embrionaria. Esta espécie apresenta 6rgao adesivo na parte rostral da
cabega da larva, sendo que as 48 horas (segundo dia apés a fertilizagdo) esse se
apresentava completamente desenvolvido (Figura 2D). Este tipo de estrutura
também pode ser encontrado em outras espécies de Characidae, como relatado por
SATO et al. (2006) para Astyanax bimaculatus (Linnaeus, 1758) e Tetragonopterus
chalceus Spix & Agassiz, 1829, sendo que estes autores afirmam que a sua

finalidade é permitir a fixagdo dessas larvas, principalmente em vegetais.

Figura2  A-Embrido com 12 h ap6s fertilizacao, a seta indica o esboco da abertura bucal; B — Larva com 18
h apés fertilizagao, 1 indica a placa do 6rgao olfatério em desenvolvimento e 2 a abertura da
camara branquial; C — Larva com 24 horas, 1indica a abertura bucal, 2 a vesicula 6ptica, 3 a placa
do 6rgao olfatdrio e 4 a abertura branquial, com 3 rastros branquiais; D — Larva com 2 dias de vida,
1 indica o 6rgéo adesivo da cabega e 2, o olho.

No segundo dia de vida (48h), os olhos ja estavam bastante
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desenvolvidos, foi registrada a presenga de dentes (Figura 3A) na boca, que ja
apresentava ampla abertura. Nesta fase foram detectadas as primeiras respostas
optocinéticas positivas no estudo da acuidade visual em larvas de dourado, quando
os olhos estavam completamente visiveis e as retinas bem pigmentadas, as
diferentes camadas da retina ja estavam definidas e o nervo Optico bem
caracterizado (BERNAL-SANCHEZ, 2006).

Nao ha relato de formagdo de cardume durante a fase larval do
desenvolvimento do dourado, independente das densidades de larvas utilizadas.
Porém, este evento, conhecido como “schooling”, ocorre em juvenis quando 0s
mesmos s&0 agregados em mais altas densidades nas unidades de cultivo
(MACHADO, 2004). Este € um comportamento mediado pela visdo que se faz
importante em cultivos desta espécie, uma vez que diminui os eventos de
dominancia e agressividade nesta etapa de crescimento. A capacidade visual das
larvas de dourado melhora rapidamente nos primeiros doze dias apo6s eclosao,
sendo este desenvolvimento importante, mas n&do fundamental para a detecgcao e
captura de presas (BERNAL-SANCHEZ, 2006). Esta autora ressalta ainda a
probabilidade de que a larva de dourado utilize os outros sentidos conjuntamente
para a localizacdo e captura do alimento. De fato, os resultados desse estudo
mostraram que no inicio da vida da larva de dourado ha um desenvolvimento
precoce do sistema olfatorio, auxiliando na captura das presas entre outras
atividades necessarias a vida deste peixe, corroborando a hipétese daquela autora.

Ainda as 48 haf, as placas sensoriais do 6érgédo olfativo mostravam
muitos feixes ciliares das células n&do sensoriais e células sensoriais menores
espalhadas entre as primeiras (Figuras 3B e 3C). O tipo de estrutura do epitélio
sensorial foi estudado em muitos teleésteos por YAMAMOTO (1982), o que resultou
em uma descrigcdo mais acurada desse tecido. Além das células sensoriais ciliadas,
outras categorias foram reconhecidas: as células ciliadas n&o sensoriais, as células
receptoras com micro vilosidades e as células bastao ("rod cells"). Este autor pontua
que as células sensoriais ciliadas e com micro vilosidades sao realmente as células
receptoras olfativas dos teledsteos, e ademais da regido sensorial, o epitélio olfativo
apresenta também uma zona indiferente.

Com base em uma extensa pesquisa com teledsteos, Yamamoto e
Ueda (YAMAMOTO, 1982) distinguiram quatro tipos de padrées de distribuicao no
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arranjo entre essas duas regides epiteliais. No tipo | o epitélio sensorial é continuo,
com zonas marginais de epitélio indiferente; no tipo Il, o epitélio sensorial € separado
em grandes areas por faixas de epitélio indiferente; no Ill, os dois tecidos formam
regides irregularmente distribuidas, enquanto que no tipo IV o epitélio sensorial esta
disperso em discretas ilhotas circundadas por tecido indiferente. Considerando
essas duas caracteristicas, ou seja, os padrdes de distribuicdo e a densidade de
cilios, Yamamoto e Ueda (YAMAMOTO, 1982) verificaram que aquelas espécies
convencionalmente agrupadas como detentoras de grande acuidade olfativa
apresentam area sensorial continua (tipo | ou Il) e cilios ndo sensoriais densamente
arranjados, enquanto que aquelas que se acredita sejam essencialmente
predadoras visuais apresentam area sensorial dispersa (tipo Il ou IV) com cilios ndo
sensoriais esparsos ou ausentes. Sendo assim, observando-se o padrao profuso de
feixes de células ndo sensoriais circundando as ceélulas sensoriais da placa olfativa
de dourado (Figura 3 C), infere-se que este peixe se encaixa na definicdo das
espécies com grande acuidade olfativa.

Nos teledsteos, o olfato parece atuar como o mediador geral dos sinais
quimicos envolvidos em varios comportamentos como selecdo de habitats,
migragéo, cuidados parentais e prevengao a predadores (HARA, 1971), e o paladar
parece estar envolvido nas fases do comportamento alimentar de busca e ingestao
do alimento (NOAKES e GODIN, 1988). TANAKA et al. (1991) ressaltam que larvas
de Pagrus major ja ao eclodirem apresentam células receptoras arranjadas
radialmente as narinas e, antes mesmo de comecarem a se alimentar,
possivelmente ja conseguem detectar quimicamente e permanecer proximo ao local
onde esta concentrada a fonte de alimento, o que pode ser uma estratégia eficiente
na sobrevivéncia e crescimento dessas larvas, uma vez que esta habilidade pode
contribuir para reduzir o gasto de energia para a alimentacéo.

Na regido ao redor do olho foram identificados neuromastos livres
(Figura 3A e B) as 48 haf. O epitélio ja apresentava aspecto digitiforme caracteristico
e neuromastos livres distribuiam-se desde a cabega até a cauda em intervalos
bastante regulares, onde posteriormente se formaram as linhas laterais principal e a
acessoéria (Figura 3D), além dos canais supra-orbitais, operculares e mandibulares.
O sistema mecanossensorial dos peixes teledsteos consiste estruturalmente do

ouvido interno e de um conjunto de canais sub-superficiais cheios de liquido, o
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sistema da linha lateral, ao longo do tronco e da cabega, os quais se comunicam
com a superficie por meio de uma série de poros. Os principais receptores de
estimulos externos vibratorios e gravitacionais, associados a esse sistema, sdo as
células mecanorreceptoras ciliadas do neuromasto (BLAXTER, 1986;
BLECKMANN,1993; NOAKES e GODIN, 1988). Essas células sao inervadas por
neurdnios que compdéem uma serie bem definida de nervos da linha lateral. O nervo
cranial anterior da linha lateral inerva os neuromastos localizados acima e abaixo do
olho, nas faces, nas séries operculares e mandibulares; o nervo mediano, os
neuromastos da regido caudal do cranio, enquanto que o nervo posterior da linha
lateral inerva outro conjunto de neuromastos na porgéo caudal do cranio e aqueles
do tronco (WEBB, 2000).

O aparecimento dos neuromastos nas larvas permite a deteccédo de
movimentos minimos na agua, isto é, medir a distribuicdo da presséo e a velocidade
da agua circundante. Sendo assim, pode ser utilizado pelas larvas na hora da
detecgao da presa. No estudo de captura de presas em diferentes intensidades de
luz por larvas de dourado, BERNAL-SANCHEZ (2006) observou que a visao nao é o
unico sentido usado pelas larvas na procura do alimento, pois em baixas
intensidades de luz, onde a visdo nao seria funcional, as larvas ainda sao capazes
de capturar presas. De forma similar, MUKAI (2006) constatou que larvas de
Gnathopogon elongatus caerulescens também sdo aptas a encontrar suas presas
em ambiente totalmente escuro, porém quando as larvas s&o tratadas com
estreptomicina - que impede o funcionamento dos neuromastos, e colocadas em
ambiente escuro, as larvas tornam-se incapazes de encontrar as presas, revelando
o0 papel dos neuromastos livres na localizagdo das presas. No mesmo estudo,
MUKAI ainda destacou que larvas tratadas com estreptomicina e postas a se
alimentar em ambiente iluminado sao capazes de detectar suas presas utilizando a

visao.
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Figura3 A —Larva com 48 haf, 1 mostra a depress&o da narina, a boca esta largamente aberta e as setas
indicam neuromastos ao redor do olho; B — Detalhe da larva com 48 haf, 1 mostra as células
ciliadas do 6rgao olfatério e 2 um neuromasto com um quinocilio longo e varios estereocilios mais
curtos na base; C — Placa do 6rgao olfatério mostrando feixes de células ciliares ndo sensoriais e
setas indicando as células sensoriais menores; D — Linha lateral principal e a acesséria que se
estende da cabega em dire¢éo a cauda.

Do terceiro ao quinto de vida ocorreu o inicio do desenvolvimento da
membrana branquiostegial sobre os arcos branquiais (Figura 4A), o aparecimento
das nadadeiras peitorais e separagdo da dorsal, além da regressdo completa do
orgao adesivo. Ainda no quinto dia, foi notado que a nadadeira anal havia se
separado da membrana primordial, os poros do canal mandibular ainda estavam
fechados e s6 comegam a abrir no décimo primeiro dia (Figuras 4B, C).

No oitavo dia, a narina estava distendida antero-posteriormente e

comegava a se aproximar na parte mediana, dando inicio a uma forma de numero 8.
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Isto estda de acordo com a revisao realizada por CESTAROLLI (2005), na qual o
autor relata que com o avango do desenvolvimento ontogenético do pintado, a
depressao olfativa torna-se mais larga e profunda, sendo que cada depressao forma
uma camara onde a aproximacao, e depois a fusdo das bordas epiteliais externas,
define um par de orificios com formato de “numero 8”, que constitui as narinas
anteriores e posteriores. Este tipo de formacado das narinas € comum em teledsteos
(APPELBAUM e RIEHL, 1997; IWAI, 1980; MANA e KAWAMURA, 2002), porém, no
caso de larvas de pacu Piaractus mesopotamicus, até os 25 dias apos a eclosao
CLAVIJO-AYALA (2008) relata que n&o foi possivel observar a formagéo de narina
anterior e posterior, nem de lamelas nas narinas, apesar disto ocorrer
posteriormente, ja que os adultos desta espécie demonstram este padrao
morfoldgico.

Ainda no 8° dia foram notados botdes gustativos proximos aos dentes e
labios, porém restritos esta regido e bem mais visiveis no décimo quarto dia (Figura
4D). O desenvolvimento do paladar ndo é muito grande em larvas de dourado, além
de também ser bastante tardio em comparagdo com o de diversos bagres, como por
exemplo, o pintado Pseudoplatystoma coruscans (CESTAROLLI, 2005) e
Pangasianodon hypophthalmus (MUKAI et al. 2010). As larvas deste ultimo, aos 2
dias de vida, sdo capazes de se alimentar de artémia congelada (inerte) em
condicdo de escuro, revelando toda uma estratégia diferenciada de busca e

alimentagao no escuro, podendo assim evitar predadores diurnos.
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Figura4 A —Larva de dourado com mais de 3 dias de vida, 1 mostra a membrana branquiostegial sobre os
arcos branquiais e 2 o aparecimento das nadadeiras peitorais; B — Larva de dourado com oito de
vida, mostrando os poros do canal mandibular fechados; C — Abertura dos poros do canal
mandibular em larvas de dourado com 11 dias de vida; D — Botdes gustativos na base dos dentes.

No décimo quarto dia, a narina apresentava-se dividida em duas partes
(Figura 5A) e as nadadeiras ja estavam todas separadas, comeg¢ando a apresentar
seus raios. Os canais supra-orbitarios, operculares e maxilares (Figura 5A, B) ja
podiam ser observados, porém havia um numero menor de neuromastos na cabeca
e no corpo do dourado, se comparado ao encontrado nos bagres (CESTAROLLI,
2005), provavelmente porque esses costumam habitar aguas mais profundas e com
menor visibilidade e dependem mais dos outros 6rgdos sensoriais complementares
a viséo.

No décimo sétimo dia de vida, as escamas comegaram a surgir na
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epiderme, a narina apresentava lamelas (Figura 5C) e a linha lateral completava seu
desenvolvimento; posteriormente, ainda receberia a cobertura das escamas

especiais perfuradas.

200um

Figura5 A — Canal supra-orbitario (seta) em larvas de dourado com 14 dias de vida; B — Canal mandibular
(seta) em larvas de dourado com 14 dias de vida; C — Abertura nasal de dourado, a seta mostra as
lamelas internas.

Em nenhuma fase foram detectados receptores elétricos durante o
desenvolvimento do sistema sensorial de dourado; porém, este tipo de receptor
ocorre em apenas 4 das mais de 30 ordens de teledsteos existentes (ZANKON,
1988).

1.4 Conclusao
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Os olhos e o 6rgéo olfativo do dourado tém um desenvolvimento
morfolégico expressivo durante o periodo inicial de ontogenia, que provavelmente
demonstra importancia fundamental na alimentacéao larval. A mecanorrecepgao, cujo
aparato € constituido pelos canais das linhas laterais cefdlica e neuromastos
superficiais presentes principalmente no tronco e na cauda, também se destaca
como um sentido importante no inicio do desenvolvimento da larva.

Os botbes gustativos aparecem em numero reduzido e tardiamente,

ocupando uma posigcao secundaria na busca e apreensao dos alimentos.
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Resumo

O dourado Salminus brasiliensis € uma espécie nativa das bacias do
Parana, Paraguai e Uruguai, de alto valor econémico, mas vulneravel a extingao
devido a represamentos e sobrepesca. O objetivo deste trabalho foi descrever o
desenvolvimento ontogenético do sistema digestorio de dourado, visando obter
informagdes basicas sobre sua biologia que contribuam para o desenvolvimento de
dietas e estratégias alimentares adequadas para seu cultivo nos estagios iniciais. As
larvas foram amostradas as 6, 12, 18, 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap0ds a fertilizagao
(haf). Posteriormente, o intervalo de coletas foi de trés dias (8°, 11°, 14° e 17° dias
apos a fertilizacéo - daf). As 6 haf foi observada epibolia da blastoderme sobre o
vitelo. A fase de neurulagao foi evidenciada nas amostras coletadas as 12 haf, com
a formacado do tubo neural, da notocorda e dos somitos. Com 18 haf, o canal
alimentar foi observado acima do vitelo. Nessa fase também se constatou um grupo
de células que formaria o figado e o pancreas. Nas amostras coletadas as 24 haf
verificou-se a formagao do eséfago e da futura cavidade oro - branquial que, com 48
haf, ficou caracterizada como a boca (com papilas gustativas) e faringe. O es6fago e
o esfincter esofagico também se encontravam formados e o canal alimentar
continuava como um tubo retilineo. O reto, valvula ilio-retal e anus ja estavam
presentes, assim como o figado e o pancreas estavam diferenciados, caracterizados
pela observacdo dos hepatocitos e dos acinos pancreaticos, respectivamente.

Dentes foram observados as 72 haf, bem como dobras no revestimento do reto.
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Entre as 96 e 120 haf o figado mostrou-se completamente formado, assim como o
pancreas. Paralelamente, ocorreu a formacado e o aumento das dobras da mucosa
de revestimento em todo o canal alimentar. A partir do 8° daf, o sistema digestorio do
dourado encontrava-se completamente formado, possivelmente apto a assimilar
nutrientes de dieta formulada.

Palavras—chave: Salminus, dourado, desenvolvimento ontogenético,

sistema digestorio, histologia, diferenciagao.

2.1 Introducéo

No Brasil, a espécie Salminus brasiliensis (Cuvier, 1816), sinbnimo de
S. maxillosus, S. brevidens e S. cuvier (GERY & LAUZANNE, 1990), conhecida
popularmente como dourado, ocorre nas bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai
(REIS et al., 2003). Em algumas regides é considerada uma espécie ameacada de
extingdo, como na bacia do Parana (ROSA e LIMA, 2008) e no Rio Grande do Sul
(MARQUES et al.,, 2002). No entanto, ndo figura no Livro Vermelho da Fauna
Brasileira Ameacada de Extingdo, uma vez que a bacia do Paraguai, apesar de sua
elevada pressao de pesca, pode ser considerada bem preservada (ROSA e LIMA,
2008). Os principais impactos que ameagam esta espécie sdo a sobreexploragao da
pesca, a degradagao do habitat e construgédo de usinas hidrelétricas, que atrapalham
0 processo de migragao para a desova (KOCH et al., 2000). Esse tipo de construgao
€ bastante difundido em varios rios brasileiros, pois é a base da geragao energética
do pais.

A espécie tem potencial para a aquicultura, apresentando rapido
crescimento, boa qualidade da carne, elevado preco de mercado, interesse para
pesca esportiva e produgcdo ornamental, sendo que a redugdo de populagbes
naturais dessa espécie resulta da degradacdo do habitat, além dos fatores acima
mencionados (VEGA-ORELLANA et al. 2006; SCHUTZ e NUNER, 2007).

No entanto, a criacdo dessa espécie em escala comercial ainda é
pouco desenvolvida principalmente por causa de sua pouca habilidade em aceitar
alimentos artificiais na transicao para a alimentacado exogena (VEGA-ORELLANA et
al., 2006), além de apresentar intensas taxas de canibalismo entre as larvas
(MORAIS FILHO e SCHUBART, 1955). De acordo com SCHUTZ e NUNER (2007),

uma alternativa para minimizar o problema do canibalismo de larvas é implementar
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um manejo alimentar adequado durante os primeiros dias de cultivo, sendo que
VEGA-ORELLANA et al. (2006) relata que é imperativo diagnosticar precocemente
quando as larvas de S. brasiliensis s&o fisiologicamente capazes de digerir e
absorver os nutrientes oferecidos, ou seja, quando o estdmago esta funcional, para
resolver o problema da baixa sobrevivéncia durante a transicdo para alimentos
inertes.

Alguns estudos tém sido realizados com relagdo ao cultivo S.
brasiliensis (SANTOS e GODINHO, 1999; ZANIBONI FILHO, 1997; LUZ et al., 2000;
MACHADO, 2004; VEGA-ORELLANA et al., 2006). No entanto, o desenvolvimento
morfolégico do trato digestério em estagios iniciais ainda nao foi adequadamente
descrito.

A compreensao da ontogenia do sistema digestério € uma importante
ferramenta para o sucesso da criacdo de uma espécie de peixe em escala comercial
(CHEN et al., 2006).

2.2 Objetivos

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo acompanhar o
desenvolvimento estrutural do sistema digestorio de larvas de dourado, como forma de
oferecer informagdes basicas sobre a biologia dessa espécie que venham a contribuir para
o desenvolvimento de dietas artificiais adequadas aos estagios iniciais de cultivo da
especie.
2.3 Materiais e Métodos
2.3.1 Obtencéo das larvas de dourado

Para este estudo foram obtidas amostras como relatado no capitulo 1.

2.3.2 Manejo das larvas e amostragens

Da mesma forma como no item anterior, a descricdo do manejo e

amostragens pode ser obtida no capitulo 1.
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2.3.3 Andlises histoldgicas

Os embrides e larvas foram imediatamente fixados em solucdo de
Karnovski e para as observagdes, os embrides foram cuidadosamente liberados do
interior dos ovos, pela ruptura e remocao do corio. O estudo do desenvolvimento do
sistema digestério através de histologia foi realizado no Laboratério de Dinamica de
Populag¢des do Departamento de Hidrobiologia da UFSCar - S&o Carlos.

As amostras foram incluidas em Historesina® e cortadas na espessura
de 3 a 5 ym em micrétomo de ladminas de vidro. Para as andlises histologicas e
histoquimicas foram empregados os métodos de Hematoxilina de Harris/Floxina B a 0,5%
para observacdo da estrutura geral dos tecidos, acido periodico de Schiff (PAS) para
detecgdo de glicoconjugados neutros, Azul de Alcian (AB — sigla em inglés para Alcian
Blue) pH 2,5 para detecgéo de glicoconjugados acidos, Azul de Alcian pH 2,5 e PAS para
evidenciagao conjunta de glicoconjugados acidos e neutros. As secgdes foram examinadas
e fotografadas sob microscopio BX 51 Olympus, com camera fotomicrografica digital Altra
2.0 M Pixel (1596 X 1196) Olympus.

2.4 Resultados

2.4.1 Analises histolégicas e histoquimicas

As 6 haf foi observada epibolia das células da blastoderme sobre o
vitelo (Fig. 1A), que se separaram em duas camadas distintas. Nesta fase ocorreu a
formacéao do hipoblasto por involugao de células do blastoderma em epibolizagao ou
por delaminagao do epiblasto. A fase de neurulacdo foi evidenciada nas amostras
coletadas as 12 haf, com a formagao do tubo neural, da notocorda e dos somitos.
Com 18 haf, o canal alimentar presuntivo apresentava-se como uma fina camada de
endoderme localizada acima do vitelo (Fig.1 B-C). A regido anterior do tubo neural
(neuréporo) ainda nédo se encontrava totalmente fechada. Nessa fase também se
constatou um grupo de células que formaria o figado e o pancreas (Fig.1 B-C). A
eclosado das larvas ocorreu por volta de 18 horas apo6s a fertilizag&o (haf), durante a
fase final da neurulacdo. Neste momento, os embrides de S. brasiliensis tinham
forma alongada e o vitelo se estendia até o final da cauda.

As amostras coletadas as 6, 12 e 18 haf ndo apresentaram reatividade
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aos corantes histoquimicos empregados (PAS e AB). As 24 haf, apenas o corante
PAS reagiu em alguns pontos da musculatura indicando deposicdo de glicogénio
muscular, o que nao mereceu interesse no ambito deste estudo.

Nas amostras coletadas as 24 haf (Fig.1 D) verificou-se a formagéo do
es6fago e da futura cavidade oro - branquial, sendo que esta ultima as 48 haf ficou
caracterizada como a boca, que ja estava completamente formada (Fig. 2A). Ainda
as 24 haf o canal alimentar apresentava-se como um tubo retilineo revestido por
epitélio simples localizado acima do vitelo (Fig. 1E), sendo que continuava com este
formato as 48 haf, porém aumentando seu limen. As 48 haf, o eséfago (Fig. 2B) e o
esfincter esofagico se encontravam formados, tendo por revestimento um epitélio
estratificado (Fig. 2C), bem como nessa fase se encontrava a musculatura
esquelética da camada muscular em formacéo. No intestino e no reto comecavam a
aparecer dobras na mucosa de revestimento (Fig. 2D).

O reto, valvula ilio-retal e anus ja estavam presentes (Fig.2E). Ocorreu
reagao ao corante PAS as 48 haf em alguns pontos da musculatura, no revestimento
externo e no glicogénio armazenado no figado (Fig. 2E). Nesse momento, o figado e
o pancreas (Fig. 3A-B) estavam em diferenciagao, caracterizados pela observagao
dos hepatdcitos e dos acinos pancreaticos. Os dentes foram observados as 72 haf,
bem como aumento do numero de dobras da mucosa do intestino posterior (Fig. 3C
e 3D, respectivamente). A estrutura do canal alimentar e do figado manteve-se como
na larva de 48 horas e a camada muscular do eséfago ja estava completamente
formada (Fig. 3B). As 72 haf, o corante PAS reagiu em alguns pontos da
musculatura da larva e na sua superficie corporal, no figado, na superficie do epitélio
de revestimento do esbéfago (Fig. 3E) e nas primeiras células mucosas do
revestimento do intestino (Fig. 3F). O corante AB nessa fase reagiu em algumas
células do eséfago (Fig. 4A) e no intestino. Os corantes combinados PAS+AB
reagiram no figado (Fig. 4B), nas papilas gustativas (Fig. 4C), nas células mucosas e
na superficie do epitélio de revestimento do eséfago (Fig. 4D), em pouquissimas
células mucosas do intestino (Fig. 4E), no citoplasma das células do intestino
posterior e células mucosas do mesmo (Fig. 4F).

O tubo digestério apresentava as 96 haf o estdbmago alargado dorso-
ventralmente (Fig. 5A) e nessa fase ocorreu no intestino um grande aumento de
dobras da mucosa, aparentemente iniciado pela parte posterior (mais estreita) para

a anterior (mais larga), sendo que a mucosa do estbmago comecgou a sofrer suas
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primeiras dobras. As 120 haf o figado e o pancreas mostraram-se completamente
formados, sendo que nesse ultimo estavam bem evidentes os acinos pancreaticos
cheios com granulos de zimogénio (Fig. 5B). Quanto as marca¢ées com PAS as 96
haf, essas se mostraram mais intensas na superficie do eséfago (Fig. 5C). A reagao
ao PAS no figado diminuiu (Fig. 5D), ao mesmo tempo em que as primeiras células
mucosas reagentes apareceram na regiao anterior do estémago (Fig. 5E). Granulos
(ou vesiculas) reagentes foram observados na regido apical das células de
revestimento do intestino posterior (Fig. 5F). Também, a superficie da mucosa
intestinal, ou borda estriada, apresentou-se reagente (Fig. 6A), além de poucas
células mucosas no epitélio do intestino. O AB reagiu pouco no eséfago e no
intestino, no entanto o PAS combinado ao AB reagiu no figado (Fig. 6B), papilas
gustativas, células mucosas do epitélio de revestimento do esb6fago, células
mucosas € na borda estriada do intestino (Fig. 6C).

As 120 horas a reacdo ao PAS no figado foi baixa (Fig. 6D). O AB
também reagiu pouco no eséfago (Fig. 6E) e intestino (Fig. 6F), como as 96 haf. O
PAS combinado ao AB né&o reagiu no figado as 120 haf, porém reagiu nas células
mucosas do es6fago e nas células do revestimento do estdbmago (Fig. 7A), além de
ter reagido nas células mucosas e na borda estriada do intestino.

No 8° daf o sistema digestério do dourado encontrava-se
completamente formado, possivelmente apto a assimilar nutrientes de dieta
formulada. A partir da amostra do 8° daf as estruturas se apresentavam em sua
forma definitiva, ndo sendo verificadas diferengas entre as amostras subsequentes.
A cavidade oral estava revestida por epitélio estratificado pavimentoso com papilas
gustativas, a submucosa de tecido conjuntivo frouxo apresentava-se com uma fina
camada, abaixo da muscular da mucosa (Fig. 7B, foto ao 17° daf). A faringe possuia
dentes (Fig. 7C, foto ao 11° daf) e o numero de células mucosas aumentou, sendo
que as coloragbes histoquimicas (PAS, PAS+AB) evidenciaram esse aumento
também nas mucosas da boca e no eséfago (Figs. 7D e F, respectivamente).

O esb6fago apresentava-se curto (Fig. 7E, foto ao 11° daf) e revestido
por mucosa composta de epitélio estratificado pavimentoso, com varias células
mucosas (Fig. 7F, ao 8° daf), lamina propria (tecido conjuntivo) e muscular mucosa.
A camada muscular do es6fago consistia de uma camada circular externa (em corte
transversal) bastante espessa e de musculatura estriada, outra camada longitudinal

e interna, constituida por musculo estriado em sua primeira por¢do, mudando
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gradualmente para musculatura lisa na transicdo com o estdmago. A superficie
interna do es6fago apresentava pregas longitudinais da mucosa (Fig. 7 E), sendo
acompanhada pela camada longitudinal da muscular. Nas amostras do 8° daf em
diante, as coloragdes histoquimicas PAS, AB e PAS + AB reagiram com as células
mucosas e superficie das células de revestimento do esdfago (assim como em
figuras anteriormente mostradas).

Na parede do estdmago observou-se revestimento de epitélio cilindrico
simples, sendo que esse apresentava dobras (fossetas e glandulas gastricas) (Fig.
8A, ao 8° daf; visivel também na Fig. 7E ao 11° daf). O nucleo era geralmente basal,
e a coloragdo combinada de PAS + AB reagiu na regido apical das células do
revestimento do estdbmago a partir das amostras do 8° daf (Fig. 8B). A camada
muscular do estbmago apresentava-se formada por musculatura lisa, disposta em
duas camadas, uma circular interna muito espessa e uma longitudinal externa, mais
fina.

A mucosa do intestino formava dobras (Fig. 8C) revestidas por epitélio
colunar simples, sendo acompanhada pela submucosa. As células possuiam
nucleos geralmente centro-basais. Na mucosa encontravam-se também células
caliciformes. No reto encontrava-se uma camada muscular mais espessa e células
mucosas no revestimento. No intestino anterior as dobras do revestimento eram
mais profundas do que no intestino posterior. O PAS reagiu nas células caliciformes
do epitélio de revestimento e em alguns granulos do reto (como em fotos anteriores).
O AB néo reagiu no intestino e reto nas amostras ao 11° daf, fato que também
ocorreu no es6fago com este corante. O PAS combinado ao AB reagiram fortemente
nas células mucosas a partir do 8° daf, bem como com o citoplasma das células do
intestino (Fig. 8D).

No figado houve reacao diferenciada ao PAS nas diferentes idades, sendo pouca
reacdo aos 8 daf, muita reacdo aos 11 e nenhuma aos 14 daf. Além disso, o PAS

combinado ao AB apresentou reatividade no figado somente a partir do 14° daf.
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Tabela 1. Morfologia geral e desenvolvimento do sistema digestoério de dourado Salminus brasiliensis:

Periodo
Embrionario

Larval

Amostragem
6 haf

12 haf
18 haf *

24 haf (1° daf)

48 haf (2° daf)

72 haf (3° daf)

96 haf (4° daf)

Descricéo
Epibolia das células da blastoderme sobre o vitelo, que se separaram em duas camadas distintas. Formacao
do hipoblasto por involugéo de células do blastoderma em epibolizagéo ou por delaminagao do epiblasto
Tubo neural com fechamento incompleto; presengca de midmeros na regido dorsal; eshogo da abertura bucal.
Canal alimentar presuntivo como fina camada de endoderme acima do vitelo. Regido anterior do tubo neural
ainda aberta. Grupo de células formadoras do figado e do pancreas ja presentes. Embrides com forma
alongada e o vitelo até o final da cauda.
Formacéo do eséfago e abertura da cavidade oro - branquial. Canal alimentar como um tubo retilineo
revestido por epitélio simples localizado acima do vitelo.
Esb6fago e o esfincter esofagico se encontravam formados, com revestimento de epitélio estratificado, bem
como se encontrava a musculatura esquelética da camada muscular em formacédo. O reto, valvula ilio-retal e
anus ja estavam presentes. No intestino e no reto comegavam a aparecer dobras na mucosa de revestimento.
PAS reagiu com glicogénio armazenado no figado. Figado e pancreas estavam em diferenciacao,
caracterizados pela observacao dos hepatdcitos e dos acinos pancreaticos, respectivamente.
Presencga de dentes na boca.
Camada muscular do esbfago ja estava completamente formada
Canal alimentar e figado como na larva de 48 horas.
Aumento do numero de dobras da mucosa do intestino posterior.
PAS reagiu na superficie do epitélio de revestimento do eséfago, no figado e nas primeiras células mucosas
do revestimento do intestino.
AB reagiu em algumas células mucosas no es6fago e no intestino.
PAS+AB reagiram nas papilas gustativas, nas células mucosas e na superficie de revestimento do eséfago,
no figado, em pouquissimas células mucosas do intestino, no citoplasma das células do intestino posterior e
reto e células mucosas dos mesmos.
Estbmago alargado dorso-ventralmente, cuja mucosa comecou a sofrer suas primeiras dobras.
Intestino com grande aumento de dobras da mucosa, aparentemente iniciado pela parte posterior (mais
estreita) para a anterior (mais larga).
PAS: reagbes mais intensas na superficie do es6fago. Reagéo no figado diminuiu ao mesmo tempo em que
as primeiras células mucosas reagentes apareceram na regiao anterior do estdmago. Granulos (ou vesiculas)
reagentes foram observados na regido apical das células de revestimento do intestino posterior. Também, a
superficie da mucosa intestinal, ou borda estriada, apresentou-se reagente, além de poucas células mucosas
no epitélio do intestino.
O AB reagiu pouco no eséfago e no intestino.



120 haf (5°
daf)

8° ao 17° daf
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PAS+AB: reagiu no figado, papilas gustativas, células mucosas do epitélio de revestimento do eséfago,
células mucosas e na borda estriada do intestino.

Figado e pancreas completamente formados, sendo bem evidentes os acinos pancreaticos cheios com
granulos de zimogénio.

PAS: reacéo no figado foi baixa.

AB também reagiu pouco no eséfago e intestino.

PAS+AB: ndo reagiu no figado, porém reagiu nas células mucosas do eséfago e nas células do revestimento
do estdbmago, além de ter reagido nas células mucosas e na borda estriada do intestino.

Sistema digestdério completamente formado, as estruturas se apresentavam em sua forma definitiva, nao
sendo verificadas diferengas morfologicas significantes entre as amostras subsequentes.

Boca e es6fago apresentavam epitélio estratificado pavimentoso, a primeira com papilas gustativas; Faringe
apresentava dentes e o niumero de células mucosas aumentou, sendo que as coloragdes histoquimicas (PAS,
PAS+AB) evidenciaram esse aumento também nas mucosas da boca e no eséfago.

Musculatura lisa na transi¢cdo do eséfago com o estdmago. Nas amostras do 8° daf em diante, as coloragbes
histoquimicas PAS, AB e PAS + AB reagiram com as células mucosas e superficie das células de
revestimento do esé6fago.

Na parede do estdmago observou-se revestimento de epitélio cilindrico simples, sendo que a mucosa
apresentava dobras (fossetas e glandulas gastricas) aos 8 daf. O nucleo das células de revestimento era
geralmente basal, e a coloragdo PAS + AB reagiu na regiao apical das células do revestimento do estdbmago a
partir das amostras do 8° daf.

A mucosa do intestino formava dobras revestidas por epitélio colunar simples, sendo acompanhada pela
submucosa. Nucleos geralmente centro-basais. Presenca de células caliciformes. PAS reagiu nas células
caliciformes do epitélio de revestimento e em alguns granulos do reto. AB ndo reagiu no intestino e no reto
nas amostras ao 11° daf, o que também ocorreu no eséfago.

PAS+AB reagiram fortemente nas células mucosas a partir do 8° daf, bem como com o citoplasma das
células do intestino.

No figado houve reacao diferenciada ao PAS nas diferentes idades, provavelmente explicadas pelo
dinamismo de secreg¢des dependendo do processamento alimentar da larva, sendo que o PAS +AB somente
apresentou reatividade no figado a partir do 14° daf.
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Figura 1 A) Embrido as 6 haf. V: vitelo, B: blastbmeros PA: poélo animal e PV: pdlo vegetativo.
B) 18 haf. Canal alimentar presuntivo (*), células precursoras do pancreas (P) e do
figado (F). C) Detalhe de B. D) 24 haf. Es6fago em formagéo (Eg), cavidade oro -
branquial (Cog) presuntiva e vitelo (V). E) 24 haf. Canal alimentar retilineo (CA) e
vitelo (V). Coloragdo com hematoxilina e floxina.
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A) Boca completamente formada, mostrando algumas papilas gustativas (setas). B) Formagao do
esoOfago (Ef). Vitelo (V), cavidade bucal (CB). C) Detalhe do eséfago (Ef), revestimento de epitélio
estratificado (EE) e fibras musculares esqueléticas em formacgdo (FM). D) Detalhe da regiao
posterior do canal alimentar, epitélio simples (ES) e inicio da formag&o das dobras da mucosa. Luz
do intestino (L), tecido conjuntivo (TC). E) Valvula ilio-retal (seta), intestino posterior (IP) e reto (R).
F) Detalhe do figado mostrando granulos de glicogénio. Todas as fotos correspondem as 48 haf.
Coloragdo com hematoxilina e floxina, exceto em F (coloragdo com PAS).



Figura 3

A) 48 haf: Estrutura em acinos do pancreas (P). Vitelo (V). B) 48 haf. Esbéfago (E). Pancreas (P),
cavidade bucal (CB). C) 72 haf: Detalhe da cavidade bucal (CB), setas indicam dentes. D) 72 haf:
Dobras na mucosa do intestino posterior (IP) e reto (R). E) 72 haf: Granulos de glicogénio no figado
(F) e superficie (seta) do revestimento do eséfago (Er). F) 72 haf: primeiras células caliciformes

(setas) do epitélio de revestimento do intestino (1). Coloragdes com hematoxilina e floxina, exceto E
e F: PAS.
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A) Células caliciformes (setas) no epitélio do esdfago (Ef) coradas com AB e contraste. B)
Granulos de glicogénio no figado (F). C) Cavidade bucal (Cg) mostrando as papilas gustativas (Pg).
D) Eséfago (Er) mostrando as células caliciformes (setas). E) Intestino (I) mostrando as células
caliciformes (*) do epitélio de revestimento. F) Intestino posterior. Todas as fotos as 72 haf, coradas
com PAS + AB + Hematoxilina, exceto A.



Figura 5
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A) Estdbmago alargado dorso-ventralmete, apresentando dobras da parede da mucosa (D),
conteudo alimentar (CA), revestimento proximal do intestino (RP). B) Pancreas (P): estruturas em
acinos (A) e granulos de zimogénio (GZ). C) Células mucosas (setas) e superficie das células do
epitélio (*) do esbfago (Er). D) Pouca reagao no figado (F) e no pancreas (P). E) Primeiras células
mucosas reagentes (setas) no estdbmago (ET). F) células caliciformes (setas) e granulos (ou
vesiculas) (*) reagentes na regido apical do revestimento do intestino posterior (IP). Coloragdes
com PAS, exceto A e B: Hematoxilina e Floxina. Todas as fotos as 96 haf, exceto B (120haf).



Figura 6
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A) 96 haf: Intestino () mostrando a superficie da mucosa reagente (borda estriada) (*) e poucas
células mucosas (seta). PAS. B) 96 haf: Figado (F). ET = estbmago. PAS + AB + Hematoxilina. C)
Intestino (I) mostrando células mucosas (setas) e borda estriada (*). PAS + AB + Hematoxilina. D)
120 haf: pouca reagdo ao corante no figado (F). PAS. E) 120 haf: Es6fago (Er) mostrando as
células mucosas (setas). AB + contraste. F) Detalhe do intestino (I) as 120 haf mostrando as
células mucosas (setas) no epitélio de revestimento. AB + contraste.



Figura 7
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A) 120 haf, células mucosas (setas) no epitélio do esdfago (Er) e na superficie das células (*) do
revestimento do estdmago (ET). PAS + AB + Hematoxilina. B) 17° daf: Boca apresentando epitélio
estratificado pavimentoso (EEP), células mucosas (seta), muscular da mucosa (MM), submucosa
de tecido conjuntivo (SM e papila gustativa (PG). C) Detalhe da faringe ao 11° daf, dentes
faringeanos (*) e células mucosas (setas). Hematoxilina e Floxina. D) cavidade bucal (Cg) no 8°
daf, células mucosas (setas) do epitélio de revestimento. PAS + AB + Hematoxilina. E) 11° daf:
Estdbmago (ET), esdfago (EF), intestino (1) e figado (F) e fossetas gastricas (*). F) Es6fago (Ef) ao
8° daf mostrando células mucosas (setas). PAS + AB + Hematoxilina.



Figura 8
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A) Detalhe do estdmago ao 8° daf: [imen (L), epitélio colunar simples (ES) e glandulas gastricas
(GG). B) Estdbmago (ET) ao 8° daf, reacéo no citoplasma das células (*) de revestimento. PAS +
Alcian B + Hematoxilina. C) Intestino aos 17° daf, dobras da mucosa (*) e células caliciformes
(setas). D) Intestino ao 8° daf mostrando células caliciformes (setas) e vesiculas (*) do citoplasma
das células do epitélio de revestimento. PAS + AB + Hematoxilina.
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2.5 Discussao

As larvas de dourado apresentaram boca e anus fechados no momento
da eclosédo, como ocorre com o bagre africano Clarias gariepinus (VERRETH et al.,
1992), com o linguado senegalense Solea senegalensis (RIBEIRO et al., 1999), com
o “piau-gordura” Leporinus piau (BORCATO et al. 2004), entre outras espécies de
peixes. Assim como para o bagre africano (VERRETH et al., op. cit.), o dourado
comecgou a apresentar alimentagéo exdégena entre as 48 e 72 haf, sendo que ambas
as espécies ja apresentavam o figado, o pancreas e o intestino segmentado nesse
periodo. Segundo a definicdo dada por BALON (1975), o estagio embrionario
comeca na fertilizagdo e dura até o inicio da alimentagdo exdégena. Assim, o embrido
de dourado pode ser considerado uma larva por volta das 48 haf de acordo com o
conceito citado, pois as 24 haf (com temperatura média da agua a 27 + 0,5°C) ja se
observava a abertura bucal, e entre as 48 haf e as 72 haf, ocorreu ingestao de
alimento exdégeno e puderam ser vistas vesiculas grandes e claras na mucosa do
intestino das larvas, sugerindo que estava ocorrendo absorgédo nesta parte do canal
alimentar. Paralelamente, ocorreu a finalizacdo da absorg¢ao do vitelo, e puderam ser
vistas as primeiras células mucosas marcadas com PAS no intestino, o que de
acordo com RIBEIRO et al. (1999) sugere a secre¢do de mucinas neutras que
facilitariam a digestao de dissacarideos e acidos graxos de cadeia curta, que é como
os materiais alimentares chegam apds passarem pelo processamento na boca,
es6fago e estbmago. Também as 72 haf o AB reagiu com poucas células mucosas
do intestino das larvas de dourado.

As papilas gustativas, que foram vistas apenas ao 8° daf na
microscopia de varredura (Cap. 1), foram visualizadas as 72 haf marcadas com PAS
+AB nas laminas histoquimicas. O dourado apresentou poucas papilas restritas a
regido bucofaringea, sendo elas esparsamente dispersas na superficie da mucosa
de revestimento e ao redor dos dentes. Essas estruturas estdo envolvidas na
selecdo e aceitagdo de alimentos, sendo que LANE e WHITEAR (1982) e REUTTER
(1982) destacam que os botdes gustativos ocorrem no epitélio oral e faringiano, bem
como sobre a superficie corporal e a superficie das nadadeiras de varias espécies
de peixes. O pintado Pseudoplatystoma coruscans apresenta botdes gustativos na

superficie dos barbilndes horas apdés a sua eclosdo, que refletiia a maior
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capacidade dessas larvas de capturar alimento na auséncia de luz, sendo que estes
botdes também se apresentam nos labios e interior da boca (CESTAROLLI; 2005).

O esbfago da larva de dourado também comecga a ser funcional entre o
2° e 3° dias de vida (48-72 haf), e nas amostras as 72 haf podem ser verificadas
células mucosas marcadas fracamente com PAS, além de positividade ao PAS+ AB
na superficie do epitélio voltada para a luz do canal esofagico, demonstrando a
secrecdo mista de mucopolissacarideos neutros e acidos do esdfago, o que se
mantém constante até final das amostragens neste estudo. Para a espécie de
esturjado siberiano Acipencer baeri, somente a porg¢ao anterior do eséfago foi
caracterizada como tendo funcéo secretora pela presenca de células caliciformes,
sendo que a fungao da parte posterior seria de transporte do alimento, uma vez que
apresenta células ciliadas (GISBERT et al., 1999). No dourado, ao contrario do que
acontece com o esturjajo acima citado, verificou-se a presenga de células
caliciformes em todo o es6fago até a transicdo com o estdbmago. Nao foi descrito
neste estudo a presencga de células ciliadas nesta regiao.

O estbmago de dourado apresentou-se distendido a partir das 48 haf,
mas somente nos materiais de 72 haf foram observados alimentos parcialmente
digeridos em seu interior. As primeiras reagdes histoquimicas foram observadas as
96 haf com o corante PAS. VEGA-ORELLANA (2006) ao analisar algumas das
enzimas digestivas do dourado, encontrou atividade de pepsina de 0.0004+ 0,0 U *
mg”' ao 3° dia apds a eclosdo (ou seja, por volta das 96 haf), indicando a
funcionalidade do estdbmago, fato que corrobora a marcagao com PAS nas células
mucosas do revestimento do estdbmago vistas no presente estudo. Um elevado
numero de glandulas gastricas foi visualizado ao 8° daf, porém a diferenciagao
dessas glandulas provavelmente ocorreu antes desta amostragem, ja que no
material do 5° daf (120haf) estas glandulas nao foram detectadas. O aparecimento
dessas gléandulas no estémago ¢é indicativo da funcionalidade deste 6rgdo e ocorre
em periodos diferentes para as espécies de peixes. DABROWSKI (1984) sugere
uma divisdo dos peixes em 3 grupos de acordo com a morfologia € as enzimas
digestorias: a) espécies que apresentam o estdmago funcional antes do inicio da
alimentagao exdgena; b) espécies cujo estdbmago torna-se funcional apos o inicio da
digestdo exogena (larvas altriciais) e, c) espécies de peixes que sao agastros,
possuindo somente digestdo alcalina para absor¢do dos alimentos. No caso de

Thunnus albacares as glandulas gastricas se diferenciam aos 12 dias apds a
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eclosdo, demonstrando que, assim como o dourado, esta espécie participa do
segundo grupo (larvas altriciais) na divisao proposta por DABROWSKI (1984).

O intestino das larvas de dourado se desenvolve precocemente e ao
mesmo tempo em que o figado e o péancreas, formando dobras em sua mucosa
desde as 48 apods a fertilizacdo. As 72 haf, o intestino comeca a apresentar as
primeiras células caliciformes reagentes ao PAS, ao AB e a ambos - PAS+AB. Com
0 amadurecimento deste 6rgao, ocorre um aumento sensivel no numero de células
caliciformes na superficie da mucosa de revestimento, sendo que a parte posterior
do intestino e o reto apresentam reducdo do numero de dobras da mucosa. O
desenvolvimento do tubo digestorio do dourado parece iniciar-se e ser mais rapido
na parte posterior e s6 entdo na anterior, fato este descrito por GISBERT et al.
(1998) como processo de diferenciagado assincrénico.

Foram vistos muitos corpusculos claros suprabasais nas células do
intestino desde as 48 haf, que estdo provavelmente relacionados a absorgdo dos
alimentos que ocorre nesse 6rgao.

O dourado apresentou diferenciagao precoce do figado e do pancreas,
sendo que estes Orgaos nesta espécie apresentam-se distintos, contrario ao que
ocorre em diversas espécies de peixes que possuem inclusdes de tecido
pancreatico dispersos no tecido do figado, denominado hepatopancreas, como é o
descrito para o piau-gordura por BORCATO et. al. (2004), e para tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus por MORRISON et al. (2004). Este ultimo autor relata que a
parte exécrina do pancreas de tilapia comecga a penetrar o tecido do figado ao longo
dos vasos sanguineos aos 16 dias apds a eclosdo. No presente trabalho ndo foram
visualizadas as partes enddcrinas produtoras de insulina e glucagon do pancreas (as
llhotas de Langherans), talvez por se tratar de um tecido disperso entre os acinos ou
em baixas quantidades em relagao a parte exdcrina deste 6rgao, necessitando que
outros estudos avaliem através de ensaios imuno-histoquimicos especificos a exata
localizacdo destas células enddcrinas. A parte exdcrina, envolvida na secrecao de
suco pancreatico no duodeno, esta desenvolvida desde as 48 haf, revelando a sua
importancia diante da digestao do alimento, uma vez que o estdmago ainda nao esta
funcional neste periodo. De forma analoga, o figado também permite as 48 haf a
visualizagdo dos granulos de glicogénio acumulado, com coloragdo de PAS.
STROBAND e DABROWSKI (1981) sugerem que estas reservas de glicogénio

sejam possivelmente provenientes do conteudo do saco vitelinico que foram



41

transportadas pelo sistema vascular até o figado.

2.6 Conclusao

O dourado apresenta um desenvolvimento extremamente rapido
quanto ao sistema digestorio, apresentando suas maiores modificagdes morfoldgicas
e em funcionalidade entre as 48 e 72 haf. As formag¢des do figado e do pancreas
tiveram inicio muito precocemente (as 18 haf), quando um grupo de células
precursoras de cada érgao foi reconhecido na parte cranial e superior do saco
vitelinico da larva. As caracteristicas tipicas das células destes 6rgaos foram
observadas as 48 haf, quando os primeiros hepatdcitos e estruturas de acinos do
pancreas puderam ser observados. Neste periodo comegou o armazenamento de
glicogénio no figado e as 96 haf, tanto esse como o pancreas pareciam
completamente formados, somente aumentando de tamanho.

O eséfago e o esfincter esofagico estdo formados as 48 haf, bem como
a boca e o anus ja estdo abertos, sendo que a larva inicia sua alimentagdo exoégena
apos as 48 haf, podendo-se encontrar restos alimentares em avancado estado de
digestdo no estdbmago de larvas de dourado as 72 haf. O estbmago comeca a
demonstrar alguma fungdo a partir das 96 haf, porém somente forma gléndulas
gastricas entre o 5° e o0 8° daf.

O revestimento do intestino comecou a formar dobras da mucosa
desde as 48 haf, e este tem papel fundamental para a larva na digestdo e absorcao
dos alimentos até a funcionalidade do estdbmago apds o inicio da alimentagéo

exdgena, sendo auxiliado pelo figado e pelo pancreas.
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Resumo

Visando contribuir com a tecnologia de cultivo do dourado Salminus
brasiliensis, uma espécie nativa do Brasil que apresenta alto valor econémico, o
presente estudo avaliou os efeitos da transicdo alimentar precoce na sobrevivéncia
de dourado, utilizando protocolos gradual ou em co-alimentagdo. Os alimentos
utilizados foram larvas forrageiras de piau Leporinus obtusidens (L), artémia viva (A),
biomassa congelada de artémia (B) e coragao bovino (C) na transigdo abrupta ou
gradual (co-alimentagao) desses itens com dieta comercial formulada (DC). Embora
preliminares, os resultados tém mostrado que o coragdo bovino conduziu a
resultados mais pobres na sobrevivéncia na transigdo gradual e mortalidade total na
transicdo abrupta. Os tratamentos com larvas forrageiras foram os mais bem
sucedidos (sobrevivéncia de 20,5 + 13,10 para L, 11,25 + 9,39 para P + DC),
seguido pelo tratamento A. No entanto, recomenda-se que este experimento deva
ser reconduzido, a fim de confirmar os resultados principalmente quanto a pratica de

co-alimentacgao, que foram afetados pelo nivel de aménio na agua.

Palavras-chave: weaning, transicdo alimentar, co-alimentagéo,

larvicultura.
3.1 Introducéo

O dourado Salminus brasiliensis € uma espécie de peixe neotropical

ameacada pela poluicdo, sobrepesca e construcdo de barragens para fins de
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geracao de energia hidrelétrica (KOCH et al., 2000). Estas constru¢des sédo bastante
comuns no Brasil e impedem que o dourado e outros peixes completem suas
migragdes reprodutivas.

E sabido que o desenvolvimento precoce de S. brasiliensis em cativeiro
€ o periodo mais critico para a sua producdo, e nao raramente mortalidades da
ordem de 90% sao atingidas, dificultando o estabelecimento de sua criagao
comercial. Entre os motivos levantados por diversos autores quanto as dificuldades
no cultivo de dourado salientam-se a baixa taxa de fertilizagcdo, habito alimentar
carnivoro desde as primeiras horas de vida, os altos indices de canibalismo e a
inabilidade das larvas em aceitar dietas artificiais precocemente, gerando a
necessidade de se usar alimentos vivos no inicio dos cultivos (WOYNAROVICH e
SATO, 1989, KUBITZA, 1995, ZANIBONI FILHO, 1997, LUZ et al., 2000).

Neste contexto, o processo de transicdo alimentar & altamente
recomendado para esta espécie, reduzindo o tempo de uso do alimento vivo, mas
existe pouca informacéo disponivel.

Este trabalho visa fornecer informagdes sobre a transigdo alimentar
precoce de dourado S. brasiliensis para os aquicultores, a fim de melhorar seus
meétodos de alimentacao e tratamento de rotina, culminando, em ultima instancia, em
melhores sistemas de producdo deste peixe para a alimentagdo e pesca esportiva,

protegendo os espécimes selvagens contra a exploragao excessiva.

3.2 Objetivo

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da transigdo alimentar
precoce sobre a sobrevivéncia, peso e comprimento de S. brasiliensis utilizando
diferentes tipos de alimentos atrativos, tais como peixes forrageiros (larvas de piau
Leporinus obtusidens) (L), artémia viva (A), biomassa de artémia congelada (B),
dieta comercial formulada (DC), e coragdo bovino (C), em transicdo abrupta ou

gradual (co-alimentagao).

3.3 Materiais e Métodos

3.3.1 Obtencdo e manejo das larvas de dourado

Durante o més de dezembro de 2007 foram obtidas as larvas de
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dourado S. brasiliensis de reprodutores mantidos em cativeiro na piscicultura
Pirajuba (Porto Ferreira — SP), por meio de indugdo hormonal com extrato de
pituitaria de carpa, segundo protocolo desenvolvido por Zaniboni-Filho e Barbosa
(1996).

As larvas permaneceram nas incubadoras por 4 dias, recebendo 3 dias
de alimentagcdo com larvas de piau Leporinus obtusidens apds a abertura da boca,
que ocorreu aproximadamente 24horas apo6s a ecloséo.

Ao final do terceiro dia, as larvas foram transportadas para o
Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquaticos (LANOA) do Centro de
Aquicultura da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal —
UNESP.

3.3.2 Delineamento experimental

No quarto dia de alimentagcdo exdégena com larvas forrageiras de piau,
as larvas de dourado S.brasiliensis foram dividas em 27 caixas com 180L de
capacidade, recebendo 100 larvas cada, nos seguintes tratamentos:

Transigao direta para

e Dieta comercial formulada com 59 % de proteina (DC)
e Larva forrageira de piau (L)

e Artémia viva (A)

e Biomassa congelada de artémia (B)

e Coragéao bovino (C)

Transi¢cdo gradual para ragao acrescida dos mesmos alimentos (L+DC,
A+DC, B+DC, C+DC), sendo estes oferecidos 10 minutos antes da ragao.

A transicao teve duracéo de 5 dias, comecando no quarto e terminado
no oitavo dia apds o inicio da alimentacao exdégena. O oferecimento foi realizado 8
vezes ao dia, com intervalo médio de 3 horas (3 am, 6 am, 9 am, 12 pm, 15 pm, 18
pm e 21 pm e, 24 pm).

A quantidade oferecida dos alimentos DC, B e C para os tratamentos
em cada uma das alimentacgdes foi padronizada (colher medida), sendo que o peso
para cada um desses alimentos foi de 2g, 2g e 7 g por medida, respectivamente.

Esta quantidade foi reduzida a menos da metade no segundo dia, pois demonstrou
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ser excessiva, prejudicando a qualidade da agua pela elevagéo da concentragao de
amonia.

A quantidade de larvas forrageiras seguiu o consumo indicado para
dourado nos estudos realizados por WEINGARTNER et al.(2003) e WEINGARTNER
e ZANIBONI FILHO 2005, ou seja, uma média estimada de 12 larvas forrageiras (L)
por larva de dourado no quarto dia de alimentacao, 20, 30, 45 e 50 L por larva de
dourado no quinto, sexto, sétimo e oitavo dias de alimentagdo, respectivamente,
divididas em oito alimentacdes diarias.

A artémia viva foi oferecida com base na quantidade consumida pelo
pintado Pseudoplatystoma coruscans com peso similar (TAKATA, 2006), ou seja,
1000 nauplios para o quarto dia (peso meédio do dourado de 0,0028g), que foi
aumentado para 2000, 3000, 4000 e 5000 no quinto, sexto, sétimo e oitavo dias de

alimentacgao, respectivamente, igualmente divididas em oito alimentagdes diarias.

3.3.3 Qualidade de agua e biometrias

A temperatura média da agua durante todo experimento foi de 26,7 *
0,5 ° C e a concentracao de oxigénio média foi de 5,3 + 0,7mg/L. A renovacao da
agua e a aeragao dentro das unidades experimentais foram constantes. Somente no
segundo dia foram coletadas amostras de agua para andlise de amonia, nitrito e
nitrato, devido a ocorréncia aguda de mortes de larvas em alguns tratamentos.

O peso inicial das larvas de dourado foi anotado, sendo que foram
realizadas duas biometrias e contagem da sobrevivéncia, a primeira ao final dos 5
dias de transi¢cdo alimentar, e a segunda ao final de uma semana de cultivo apos a

transicao alimentar, utilizando exclusivamente racdo comercial como alimento.
3.34 Analise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os
resultados foram submetidos a teste de Analise de Variancia (ANOVA)/ Kruskal
Wallis (ANOVA NAO PARAMETRICA) e teste Tukey/ teste Dunn para separagdo de

médias utilizando o programa GraphPad Instat verséo 3.0 (GraphPad Instat Inc.).

3.4 Resultados e Discussao
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3.4.1 Sobrevivéncia

Os tratamentos que receberam coragdo bovino (C) apresentaram
mortalidade total na transicdo alimentar abrupta e resultados muito pobres na
transi¢cado gradual (C+DC = 1,75% de sobrevivéncia) ao final do experimento. Estes
tratamentos foram excluidos das analises estatisticas, porém ainda serao
brevemente comentados na discuss&o para que se registrem os resultados obtidos
com este alimento, tdo comumente empregado em larvicultura de outras espécies

carnivoras.

3.4.2 Sobrevivéncia apos 5 dias de transicao alimentar

Ao final de cinco dias de transicado alimentar, as taxas de sobrevivéncia
(em %) dos tratamentos utilizando o protocolo abrupto foram 66,00 + 10,98 (L),
56,00 * 3,55 (A), 18,25 + 8,99 (DC), 8,75 £ 5,18 (B) (p < 0,05). Os tratamentos L e A
foram agrupados e apresentaram elevada sobrevivéncia, mostrando diferenca
estatistica significativa dos tratamentos DC e B, que formaram um grupo de baixa
sobrevivéncia (Fig.1A).

Devido ao fracasso da transigdo alimentar gradual, uma comparagéo
com a transicdo abrupta ndo foi realizada, mas algumas taxas de sobrevivéncia
relevantes ainda foram obtidas (Fig.1B), como 44,50 + 36,79 (L + DC), 9,25 + 8,09
(A +DC)e 8,50 + 10,34 (B + DC), apresentando diferencgas significativas entre estes
tratamentos (p < 0,05), e indicando que o L + DC foi o tratamento que apresentou

maior sobrevivéncia.
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Figura 1 - Dados de sobreviéncia de larvas de dourado S. brasiliensis submetidas a 5 dias de transicéo
alimentar: A — abrupta; B — gradual.

3.4.3 Sobrevivéncia apds uma semana com dieta comercial

Depois de uma semana recebendo dieta comercial com 59% de
proteina como unico alimento, a sobrevivéncia das larvas da transicdo alimentar
abrupta diminuiu, apresentando (em %) valores iguais a 20,5 + 13/10 (L), 2,25 £ 1,25
(A), 3,5+ 1,29 (DC), 4 £ 1,63 (B) (Fig.2A). Apenas o tratamento L diferiu dos outros,
apresentando a maior sobrevivéncia (p < 0,05). A mesma diferenga foi encontrada
para os tratamentos com transigdo gradual (p < 0,05), indicando que a taxa de
sobrevivéncia de 11,25 + 9,39 (L + DC) diferiu dos valores 1,5 £ 1,29 (A + DC) e 2,0
+ 0,81 (B + DC) (Fig. 2B).
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Figura2  Dados de sobrevivéncia de larvas de dourado S. brasiliensis submetidas a uma semana de
alimentagdo apenas com ragdo comercial, apds os tratamentos de transicao alimentar. Em A —
transi¢cdo abrupta; em B — transi¢o gradual.

3.4.4 Qualidade da agua e biometrias

Na maioria dos tratamentos utilizando a co-alimentagao, foi observado
um aumento nos niveis de aménia, atingindo valores considerados letais para
juvenis de dourado, segundo Serafini 2004 (CL 50-96h = 0,525 mg NH3 /L com nivel
de oxigénio de 4,92 mg O2 /L) e consequentemente, foram observadas altas
mortalidades em alguns tanques durante o experimmento, indicando que as larvas

sdo tao sensiveis a amdnia quanto os juvenis.
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No caso do tratamento utilizando coragao bovino, ndo foram atingidos
niveis superiores a 0,43 mg NH3/L, porém foi observada mortalidade total,
provavelmente relacionada a dificuldade de ingestdo deste alimento.

O peso e comprimento inicial (primeiro dia da transigao alimentar) das
larvas de dourado no quarto dia apds a eclosao foram, respectivamente, 0,0193g e
13,80mm. Embora tenha havido diferengas significativas de peso e comprimento
entre os tratamentos, as analises do fator de condi¢céo relativa ndo resultaram em
diferencas significativas entre eles. A relacdo peso-comprimento geral para o

dourado é mostrada na Fig. 3.
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Figura3  Relagao peso comprimento durante o experimento que descreve o crescimento do dourado S.
brasiliensis.

Estes resultados sio preliminares e mais estudos sdo necessarios para
melhorar as taxas de sobrevivéncia durante a larvicultura de dourado. No entanto,
estes resultados podem ser usados como um guia do tipo de alimentagao possivel
em fases iniciais para este peixe.

Nesse contexto, uma alimentacdo de rotina usada para peixes
carnivoros no Brasil (coragdo bovino) pode ser descartada, devido as taxas de
sobrevivéncia muito pouco eficientes encontradas.

No tratamento com coracdo bovino, mesmo que este alimento tenha
sido triturado duplamente em acougue antes de ser oferecido, foi constatado que
algumas larvas morreram tentando ingerir de forma ineficiente este alimento, devido
as suas fibras e ao tamanho insatisfatorio. De maneira contraria, nesse mesmo
tratamento, outras larvas apenas nao se alimentaram e morriam ou de inani¢gao ou,

mais comumente, eram predadas por larvas maiores. O desinteresse dessas larvas
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pode também refletir a falta de atratividade quimica desse item alimentar, sua pouca
motilidade e flutuabilidade, ou todos esses fatores combinados.

Por outro lado, a utilizagdo de Artémia viva na transigdo abrupta
mostrou-se como uma possivel solu¢cdo em caso de falta de peixe forrageiro no
inicio do desenvolvimento de dourado.

As baixas taxas de sobrevivéncia em todos os tratamentos deste
experimento sao principalmente causadas por canibalismo ligado a heterogeneidade
de tamanho entre as larvas e a da falta de uma alimentacdo adequada, desafios a
serem superados para o sucesso da larvicultura de muitos peixes carnivoros.

O manejo alimentar realizado com intervalos préximos, como os de 3
horas usado neste experimento, demonstra alta eficiéncia na prevengcdo ao
canibalismo, sendo importante ressaltar que o0s primeiros casos deste
comportamento observados neste experimento ocorreram apenas quando houve o
atraso de alimentacdo da madrugada do quinto dia de testes, sendo que os
individuos canibais foram retirados das unidades experimentais para evitar a
heterogeneidade de tamanho que propiciaria a continuidade deste comportamento
alimentar. Em contrapartida, este tipo de manejo demanda que haja um nivel de
dedicacao elevado de trabalho humano e gera a necessidade de limpeza constante
das unidades experimentais para evitar a deterioragdo da qualidade da agua. Além
destes fatores, o constante manejo também aumenta o nivel de estresse dos
animais, colaborando para que haja mais agressividade ou perda de apetite nos

peixes.

3.5 Conclusao

Os tratamentos com larvas forrageiras mostraram as maiores taxas de
sobrevivéncia em comparagdo com os outros tratamentos. Coragao bovino induziu
ao pior desempenho, tanto em regime de co-alimentagdo quanto em transigcéo
abrupta. Pode ser observado que artémias vivas e congeladas permitem um certo
crescimento e sobrevivéncia, e poderiam ser utilizadas como alimento para o
dourado em fases iniciais. De qualquer forma, sugere-se confirmar estes resultados,
especialmente com relacdo a quantidade de dieta inerte oferecida aos tratamentos

em co-alimentacado, numa tentativa de evitar altas concentragdes de aménia.
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Efeitos da transicdo alimentar precoce de Dourado Salminus brasiliensis —
experimento definitivo (2008)

3.1 Introducéo

Com o intuito de melhorar o experimento piloto de transigdo alimentar
previamente testado, um novo experimento foi realizado, sendo que a introducgao, os
objetivos e os materiais e métodos foram essencialmente os mesmos, sendo
acrescentadas apenas as informagdes das alteragbes introduzidas neste

experimento definitivo, a fim de tornar mais breve essa descrigao inicial.

3.2 Materiais e Métodos

3.2.1 Obtencéo e manejo das larvas de dourado
As larvas de dourado S. brasiliensis foram obtidas no més de
dezembro de 2008, como descrito no experimento piloto e foram igualmente

manejadas e transferidas para as unidades experimentais.

3.2.2 Delineamento experimental
No quarto dia de alimentacdo exdégena com larvas forrageiras de piau,
as larvas de dourado foram dividas em 27 caixas com 50L de capacidade,
recebendo 100 larvas cada, nos mesmos tratamentos:
Transigao direta para
e Racéao comercial formulada com 59 % de proteina (DC)
e Larva forrageira de piau (L)
e Artémia viva (A)
e Biomassa congelada de artémia (B)
e Coragéao bovino (C)
Transi¢do gradual para ragdo dos mesmos alimentos (L+DC, A+ DC,
B+ DC, C+ DC), sendo estes oferecidos 10 minutos antes da ragéao.
A transicéo teve duracgdo de 5 dias, comegando no quarto e terminado
no oitavo dia apds o inicio da alimentagdo exogena. O oferecimento foi realizado 5

vezes ao dia, com intervalo médio de 4 a 5 horas ( 6 am, 11 am, 16 pm, 20 pm e, 1
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am).

As quantidades oferecidas dos alimentos DC, B e C para os
tratamentos em cada uma das alimentagbes foram padronizadas (colher medida),
sendo que o peso para cada um desses alimentos foi de 1g, 1g e 2 g por medida,
respectivamente, tendo como base o primeiro experimento realizado um ano antes.

A quantidade de larvas forrageiras e artémia viva foram repetidas do

experimento anterior, porém dividida em 5 alimentagdes diarias.

3.2.3 Qualidade de agua e biometrias

A temperatura média da agua durante todo experimento foi de
28,07+£0,79 °C e a concentracdo de oxigénio média foi de 6,52+0,20 mg/L. A
renovacdo da agua e a aeragao dentro das unidades experimentais foram
constantes. Apesar da constante renovagcdo da agua nas unidades experimentais,
devido a ocorréncia aguda de mortes de larvas durante o primeiro experimento,
foram coletadas amostras de agua para analise de amoénia, nitrito e nitrato durante o
ultimo dia da transi¢ao alimentar, ou seja, o oitavo dia de alimentagao (equivalente
ao nono dia apds a fertilizagao.

As biometrias e contagens de sobrevivéncia foram feitas como no
primeiro experimento, a primeira ao final dos 5 dias de transicdo alimentar, e a
segunda ao final de uma semana de cultivo apds a transi¢ao alimentar, utilizando

exclusivamente racdo comercial como alimento.

3.2.4 Anadlise Estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado e os
resultados foram submetidos a teste de Analise de Variédncia (ANOVA)/ Kruskal
Wallis (ANOVA NAO PARAMETRICA) e teste Tukey/ teste Dunn para separagdo de
médias utilizando o programa GraphPad Instat versdo 3.0 (GraphPad Instat).
Quando houve diferenga significativa verificada pelo método de Kruskal Wallis, ndo
ocorrendo separagao das médias pelo teste Dunn, foi verificada a existéncia das
diferencas comparando-se os tratamentos par a par com o auxilio do teste de Mann-
Wittney.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Sobrevivéncia

Nenhum tratamento apresentou mortalidade total na transigao
alimentar abrupta ou gradual durante o segundo experimento (2008) apds o periodo
de transic&o alimentar, porém foram obtidas taxas de sobrevivéncia mais baixas com
relagdo a maioria dos tratamentos nesta fase comparados aos testes realizados em

2007, como mostra a Tabela 1:

Tabela1  Tabela comparativa das sobrevivéncias entre os experimentos de transicao alimentar de 2007 e
2008.

] Sobrevivéncia (média e desvio padrédo em %)
Protocolo Alimentar e

apos transigao Final 2007 apos transigao Final 2008
Tratamentos
alimentar 2007 alimentar 2008
L 66,00 + 10,98 26 +8,71 60,66 + 7,09 19,33 + 13,27
A 56,00 + 3,55 225+1,25 6,33 +£ 2,08 1,0+0
Abrupto DC 18,25 + 8,99 3,560+1,29 8,00 + 3,00 1,66 + 1,15
B 8,75+5,18 4,00 £1,63 4,00 + 1,00 Excluido
C 0 0 1,66 + 0,57 Excluido
L+DC 44,50 + 36,79 15,00 + 6,92 45,66 + 4,61 23,00 £ 5,56
A+DC 9,25 + 8,09 1,50+ 1,29 4,66 + 0,94 1,0+0
Gradual
B+DC 8,50 + 10,34 2,00 £0,81 4,00+ 1,00 Excluido
C+DC 1,75+1,70 Excluido 4,00 +1,70 Excluido

3.3.1.1 Sobrevivéncia apds 5 dias de transicéo alimentar

Ao final de cinco dias de transicdo alimentar, se compararmos todos os
tratamentos graduais e abruptos conjuntamente (Fig.4), as diferencas estatisticas
apontam que, no experimento realizado ao final do ano de 2008, somente o
tratamento que usou a transicdo abrupta de coracdo bovino diferiu tanto do que
utilizou somente larva forrageira, quanto do que usou este alimento combinado a
dieta comercial. Nenhuma outra diferenga estatistica foi detectada entre os outros

tratamentos.
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Sobrevivéncia apés a transi¢do alimentar
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Figura4  Dados de sobrevivéncia de larvas de dourado S. brasiliensis submetidas a 5 dias de transigéo
alimentar.

Também, como foi feito no experimento de 2007, sdo mostrados
separadamente para comparacdo, os graficos de sobrevivéncia apds a transicao
alimentar entre os protocolos abrupto (Fig.5A) e gradual (Fig.5B), que visualmente

sdo mais demonstrativos, além do grafico anterior que combina todos os tratamentos

entre si.
Sobrevivéncia apds a transigao abrupta Sobrevivéncia apds a transi¢do gradual
B 60 - b
80 a
70 A 50 -
X 60 =
= © 40
§ 50 °
< 40 < 30
230 5 20
[e] ab [e]
» 204 ab ab 2} a a a
10 1 b 101
0l 0l I N I
DC B Cc A L L+DC B+DC A+DC C+DC
Tratamentos Tratamentos

Figura5  Dados de sobreviéncia de larvas de dourado S. brasiliensis submetidas a 5 dias de transi¢éo
alimentar: A — abrupta; B — gradual.

3.3.1.2 Sobrevivéncia apds uma semana com dieta comercial

Depois de uma semana recebendo dieta comercial com 59% de

proteina como unico alimento, a sobrevivéncia das larvas diminuiu, assim como no
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experimento de 2007 (Fig. 6).

Pode ser observado na tabela 1 para os resultados de 2008, que os
tratamentos que apresentaram sobrevivéncia inferior a 5% do total inicial apds a
transicao foram descontinuados por serem considerados ineficientes, sendo eles os
seguintes: biomassa de artémia congelada e coragdo bovino, assim como a
combinagao destes com ragao (B; C; B+DC;C+DC).

Sobrevivéncia apés uma semana

40 - (todos os tratamentos) a
35
a

;\\o; 30
8 25
(&)
@
S 20
>
= 15 -
o
(7)) 10 A

5 4 a a a

0 ﬁ [ [

DC A A+DC L L+DC
Tratamentos

Figura 6 Dados de sobreviéncia de larvas de dourado S. brasiliensis submetidas a uma semana de
alimentagao apenas com ragao comercial, apds os tratamentos de transigao alimentar

Assim como foi feito para a sobrevivéncia apods a transigao alimentar, a
sobrevivéncia final foi separada pelos diferentes protocolos de alimentagéo (Fig.7 A
e B). Quando realizadas as andlises estatisticas de cada grupo separadamente
(entre os tratamentos de transicdo gradual entre si, e entre os tratamentos de co-
alimentagao entre si), verificou-se que, em ambos os protocolos, os tratamentos que
utilizaram larva forrageira apresentaram sobrevivéncias mais altas que os outros
grupos, apesar do alto desvio padrdo encontrado, fator comum nos cultivos de

peixes carnivoros.
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Sobrevivéncia apds uma semana Sobrevivéncia apds uma semana
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Figura7  Dados de sobrevivéncia de larvas de dourado S. brasiliensis submetidas a uma semana de
alimentagdo apenas com ragdo comercial, apds os tratamentos de transicao alimentar. Em A —
transicdo abrupta; em B — transi¢o gradual.

Pode-se inferir a partir dos graficos de sobrevivéncia que as larvas que
apresentam maiores valores de peso e comprimento correspondem aqueles
tratamentos nos quais as sobrevivéncias foram menores, caracterizadas pelos altos
indices de canibalismo, fator que em ultima instédncia culmina numa grande
heterogeneidade de tamanho, elevando as médias dos pesos e comprimentos

destes tratamentos, acompanhados por desvios-padrao altos.

3.3.2 Qualidade da agua e biometrias

A reducdo no numero de arragoamento e da quantidade de alimento
oferecido em cada alimentacgao tiveram efeito positivo na manutencédo da qualidade
da agua, sendo o nivel médio de aménia aferido igual a 0,25 mg/L, nao atingindo os
valores de CL 50-96h ( 0,525 mg NH3 /L com nivel de oxigénio de 4,92 mg O2 /L,
segundo Serafini 2004). Em apenas um dos tratamentos foi detectado a presencga de
nitrito, porém em quantidades muito baixas (C+DC repeticdo 2, num total de 0,4
Mg/L). Ainda assim, as repeticoes deste tratamento também tiveram sobrevivéncia
inferior a 5 % apds a transicdo alimentar mesmo sem apresentar quantidades
detectaveis de nitrito, o que nos permite supor que este ndo foi o motivo da morte
das larvas nas outras repeticdes de C+DC, tendo como valor letal de nitrito para
peixes 0,5mg/L. O valor maximo de nitrato atingido dentre todos os tratamento foi
igual a 1,06 mg/L e a média 1,00mg/L, sendo o valor letal de referéncia igual a 5
mg/L.
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O peso e comprimento iniciais (primeiro dia da transi¢cao alimentar) das
larvas de dourado no quarto dia apds a eclosao foram, respectivamente, 0,0193g e
13,80mm. As analises de peso e comprimento entre os tratamentos resultaram em
diferencgas significativas entre eles, sendo que as representagdes dessas diferengas
apoés a transicdo alimentar, e apés uma semana alimentadas apenas com racao,
mostrada nos anexos | e Il.

Apesar do fato de terem ocorrido diferengas significativas de peso e
comprimento entre os tratamentos, as analises do fator de condigéo relativa (Fig.8)
nao resultaram em diferengas significativas entre eles. A relagdo peso-comprimento

para o dourado durante o experimento € mostrada na Fig. 9.

Kn experimento transicdo alimentar 2008
Médias e desvio-padrao

0.737 4

0,655
0.573
0,492
04
0,328
0.246
0,164
0,082
DC B c A | ' | '

B+DC  A+DC c+DC L L+DC
Tratamentos

Valores de Kn

o

Figura8  Fator de condicdo relativa entre os tratamentos logo apés os 5 dias de transicdo alimentar. DC:
dieta comercial; B: biomassa congelada de artémia; C:coragao bovino; A: artémia viva; B+DC:
biomassa de artémia congelada e dieta comercial; A+DC: artémia viva e dieta comercial; C+DC:
coracao bovino e dieta comercial; L :larva forrageira; L+DC: larva forrageira e dieta comercial. Nao
ha diferenca estatistica entre os tratamentos.



61

Relacdo peso-comprimento para S. brasiliensis

(2008)
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Comprimento total (mm)
Figura 9 Relagdo peso comprimento para larvas de dourado S. brasiliensis, a partir do

experimento de transi¢do alimentar de 2008.

3.4 Conclusao

Os tratamentos com larvas forrageiras mostraram as maiores taxas de
sobrevivéncia em comparagdo com os demais tratamentos. Coragcdo bovino e
biomassa de artémia congelada induziram aos piores desempenhos neste
experimento, tanto em regime de co-alimentagdo, quanto em transicdo abrupta.
Pode ser observado que artémias vivas usadas no protocolo gradual ou em co-
alimentagdo com ragcdo e, mesmo a ragao oferecida diretamente, produzem
resultados de sobrevivéncia muito baixos ao final de 17 dias de experimento, sendo
que para em um periodo curto de tempo, permitiram algum crescimento. Ainda,
concluimos que uma dieta ideal nao foi identificada para a espécie, especialmente
no que tange a quantidade de dieta inerte oferecida, que evite altas concentracoes
de ambnia ao mesmo tempo que atenda as necessidades nutricionais e sejam

atrativas para esses peixes durante a larvicultura.

3.5 Consideragcdes sobre os experimentos realizados de transicéo alimentar de

dourado

Atualmente a criagdo comercial do dourado ainda é feita com grande

incerteza. Os motivos para isto, na maioria das vezes, sdo os fatores como as taxas
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de fertilizagdo dos peixes, incluindo-se aqueles que servirdo de alimento (chamados
de peixes forrageiros) no inicio da larvicultura do dourado, além das dificuldades na
hora da desova extrusiva que acarretam na perda dos reprodutores, do precoce
habito alimentar carnivoro e do alto indice de canibalismo nessa espécie.

Nao é raro ocorrer a perda de toda - ou quase toda - uma desova de
dourado porque os peixes forrageiros nao sobrevivem. E, mesmo com o uso de
zooplancton selvagem concomitante aos peixes forrageiros ou na falta desses, as
sobrevivéncias atingidas até um més de cultivo sdo consideradas baixas, frente a
outras espécies carnivoras.

Outra dificuldade enfrentada pelos pesquisadores e criadores desta
espécie voraz e onerosa, € que sua reprodugao ocorre apenas uma vez ao ano e
com desova total, o que restringe a possibilidade de sucesso ou repeticdo dos
experimentos e dos cultivos propriamente ditos.

O numero de alimentacbes parece ser um fator decisivo para a
melhoria da sobrevivéncia durante a larvicultura do dourado, fato observado durante
o experimento piloto de transigdo alimentar, quando foram administrados diferentes
alimentos com alta regularidade (8 vezes ao dia). Nesse teste ndo foram observadas
situagdes de canibalismo nos primeiros dias, até que ocorreu um intervalo de 5 (ao
invés de 3) horas entre as alimentagdes. Este tipo de manejo alimentar resultou
muito trabalhoso e ocasionou perda da qualidade da agua devido ao constante input
de alimentos nas unidades experimentais. Como forma de evitar a deterioragdo da
qualidade da agua, realizaram-se sifonamentos do fundo das unidades
experimentais uma hora apds cada oferta de alimentos, fator que pode ter gerado
maior estresse nas larvas cultivadas, dificultando a interpretacdo dos resultados do
experimento piloto.

No experimento definitivo foram oferecidas 5 alimentagdes ao dia para
melhorar a qualidade da agua, reduzindo o manejo e, possivelmente, o estresse das
larvas. No entanto, diante dos resultados de sobrevivéncia obtidos, ainda n&o foi
definida uma dieta ideal durante o periodo de transi¢cao alimentar, sendo necessario

mais experimentagdes para elucidar essa questao.

3.6 Agradecimentos
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Anexo |
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Fig. 10 Diferengas de peso entre as larvas de dourado submetidas a diferentes tratamentos (2007). Em A

e C —transigdo abrupta; em B e D — transi¢cdo gradual.
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Peso das larvas de dourado apds a transicéo
gradual
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Pesos finais das larvas de dourado depois da
transigéo gradual
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Diferencas de peso entre as larvas de dourado submetidas a diferentes tratamentos (2008). Em A

e C — transigao abrupta; em B e D — transigao gradual.
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Anexo Il
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Fig. 12 Diferengas de comprimento entre as larvas de dourado submetidas a diferentes tratamentos

(2007). Em A e C —transigéo abrupta; em B e D — transi¢éo gradual.
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ab b
a ab b
= 25 a 25 ac c
£ 20 20 a
o
£ 15 15
[}
£ 10 10
g 5
g 5
o 0 0
cD B H A P B+CD A+CD H+CD P+CD
Tratamentos Tratamentos
Comprimento final das larvas de dourado apds EI Comprimento final das larvas de dourado apoéa
transigdo abrupta transig&o gradual
= 50 a 50
€ a
£ 40 a a 40 a
2 30 30
Q
€ 20 20
=
g 10 10
S o 0
DC A L L+DC A+DC
Tratamentos Tratamentos
Fig. 13 Diferengas de comprimento entre as larvas de dourado submetidas a diferentes tratamentos

(2008). Em A e C —transigao abrupta; em B e D — transi¢&o gradual.



4 CAPITULO 4 - Co-Alimentac&o com Alimento Vivo e Dieta Inerte Desde a
Primeira Alimentacdo Afeta a Digestibilidade e Retencédo de Lipidios em

Larvas de Linguado Senegalense (Solea senegalensis)
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* Este capitulo foi publicado na revista cientifica Aquaculture vol. 296 (2009), pag.
284-291, sob o titulo:

Co-feeding of live feed and inert diet from first-feeding affects artemia lipid
digestibility and retention in Senegalese sole (Solea senegalensis) larvae
Ménica Giacometti Mai, Sofia Engrola, Sofia Morais, Maria Célia Portella, José
Roberto Verani, Maria Teresa Dinis, Luis E.C. Conceigao.

O trabalho corresponde ao estagio de 7 meses em Faro —Portugal,
durante o periodo de abril a outubro de 2008, no ambito da parceria firmada com a
Universidade do Algarve (UALG). A apresentacédo do texto é feita no formato da
Revista Aquaculture, correspondendo as normas e padrdes exigidos pela revista em

09/2009, porém traduzido para o portugués.
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Resumo

O presente estudo avaliou os efeitos da introdugdo precoce de dieta
inerte na digestibilidade e metabolismo lipidico de linguado, enquanto a ingestao de
presas, o crescimento e a sobrevivéncia também foram monitorados. Larvas de
Solea senegalensis foram criadas em um regime alimentar padrdo com alimento vivo
(ST) e um regime de co-alimentagdo com a substituicdo de artémia por dieta inerte
(Art R). Foram feitos testes usando larvas de linguado alimentadas com artémias
enriquecidas com duas diferentes emulsdes lipidicas, contendo glicerol tri [1-'%C]
oleato (TAG) e L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-*C] oleoil (PL), aos 9 e 17 dias apds a
eclosdo (DAE) para estudar a utilizagao de lipidios. A co-alimentagcao nao afetou a
taxa sobrevivéncia do linguado (ST 59.1 + 15.9 %; Art R 69.56 + 9.3 %), mas refletiu
significativamente em menores pesos finais aos16 DAE (ST 0.71 £ 0.20; Art R 0.48
0.14 mg). Maiores taxas de ingestdo de presas foram observadas em larvas de
linguado alimentadas com artémia enriquecida com PL marcada aos 9 DAE mas n&o
aos 17 DAE. Aos 17 DAE, as larvas menores (tratamento Art R) ingeriram

proporcionalmente mais artémias em percentagem de peso, independentemente do
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enriquecimento. Aos 9 DAE a digestibilidade lipidica foi igual entre os tratamentos e
maiores que 90%, enquanto aos 17 DAE esta foi mais alta no tratamento ST (cerca
de 73 %) comparado ao grupo Art R (cerca de 66 %). A retengao lipidica aos 9 DAE
foi mais alta no tratamento Art R, alcancando valores de 50 %, enquanto esses
valores quase duplicaram aos 17 DAE, acima de 80 % nos dois tratamentos sem
diferencgas significativas. Estes resultados sugerem que a co-alimentagcao de dieta
viva e inerte desde a primeira alimentagdo em linguado senegalense tem um efeito
prejudicial em termos de crescimento e digestibilidade lipidica, mas n&o parece
comprometer a utilizagdo metabdlica de lipidios.

Palavras-chave: Solea senegalensis; Transicdo  alimentar;

Metabolismo lipidico; Digestibilidade; Ingestdo de presas; Metamorfose.

4.1 Introducdo

Para atingir uma significante substituicdo parcial de alimento vivo por
dietas inertes desde a primeira alimentacdo, é indispensavel o entendimento
detalhado da fisiologia digestiva e como isto pode ser afetado pelos componentes da
dieta (Morais, 2005).

O linguado senegalense (Solea senegalensis, Kaup 1858) é um peixe
plano encontrado ao longo das costas do Mediterraneo e Atléantico, e € um candidato
promissor para a aquicultura européia desde a década de 90 devido aos bons
precos de mercado (Howell, 1997; Dinis et al., 1999; Imsland et al., 2003). A
despeito do seu alto potencial como espécie para a aquicultura, somente poucos
estudos sao disponiveis sobre as condigdes de cultivo larval (Esteban et al., 1995;
Dinis et al., 1999) e estratégias de transicdo alimentar (Marin-Magan et al., 1995;
Canavate e Fernandez-Diaz, 1999; Ribeiro et al., 2002; Engrola et al., 2005, 2007).
Além disto, o sucesso na transigao alimentar de linguado senegalense ainda € um
passo critico, sendo possivel através de duas estratégias: transigcdo abrupta e em
co-alimentagdo com metanauplios de artémia (Engrola et al., 2007). A respeito do
recente progresso sobre os requerimentos nutricionais e entendimento da fisiologia
digestiva larval, os resultados de transicdo alimentar obtidos até agora sao variaveis
e dificeis de reproduzir (Conceigdo et al., 2007b). Desse modo, protocolos de
larvicultura para linguado senegalense ainda se baseiam em presas vivas durante o
periodo antes da metamorfose, que ocorre entre 12 e 20 DAE, quando elas podem

ser gradualmente substituidas por metanauplios de artémia congelados.
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Recentemente tem sido demonstrado que a digestibilidade e retencao de proteinas é
diminuida pela co-alimentagdo com altos niveis de substituicdo artémia por dieta
inerte, e assim leva a um crescimento mais baixo (Engrola, comunicagéo pessoal).
No entanto, quando um nivel moderado de substituicdo de artémia é usado, o
linguado é capaz de adaptar seu metabolismo protéico e aumentar a utilizacdo de
proteina ao longo do tempo, com um efeito promotor de crescimento ao completar a
transicédo alimentar (Engrola et al., 2008).

Dietas para larvas de peixes, e particularmente artémia enriquecida,
tendem a ser ricas em triacilgliceréis (TAG) como fonte lipidica (Morais et al., 2006),
numa tentativa de atingir os requerimentos de acidos graxos essenciais (EFA, sigla
em inglés), nomeadamente em termos de acidos graxos poliinsaturados da série n-3
(PUFA, sigla em inglés) (Sargent et al., 1989). Isto pode ser um problema uma vez
que altos niveis de lipidios, bem como desequilibrios na composi¢ao das classes de
lipidios encontrados ocasionalmente em presas vivas enriquecidas tem sido
sugerido por afetar a digestdo e absorgdo de acidos graxos (FA, sigla em inglés)
(Salhi et al., 1995, 1997, 1999; Diaz et al., 1997; Morais et al., 2007). No ambiente
marinho, altos niveis de fosfolipidios (PL) sdo normalmente encontrados no total de
lipidios de fitoplancton e zooplancton ingerido pelas larvas de peixes (Sargent et al.,
1989). Um efeito benéfico tem sido demonstrado em dietas purificadas
suplementadas com PL em termos de sobrevivéncia, crescimento, resisténcia a
estresse e ocorréncia de deformidades em larvas e juvenis de varios peixes e
crustaceos (Geurden et. al., 1995; Coutteau et al., 1997; Koven et al., 1998).

O presente trabalho avaliou os efeitos da co-alimentagdo de alimento
vivo e dieta inerte desde a abertura da boca sobre a capacidade digestiva e o
metabolismo da larva de linguado, comparado a um tratamento padrdo usando
somente alimento vivo. Para alcangar estes objetivos, foram realizados dois testes
metabdlicos usando artémia enriquecida com emulsdes lipidicas radio marcadas
contendo glicerol tri [1-'*C] oleato (TAG) ou L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-'*C] oleoil
(PL) com larvas de linguado antes (9 dias apds a eclosdao, DAE) e durante o climax
da metamorfose (17 DAE). A digestibilidade, retencdo e catabolismo da radio
marcagao incorporada na artémia foi medida, bem como a ingestéo de presas pelas
larvas de linguado. Além disso, o uso de diferentes fontes de lipidio radio marcado
(TAG ou PL) permitiu verificar quando esses efeitos eram dependentes também da

por¢cao molecular na qual o acido graxo é fornecido para a artémia.
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4.2 Materiais e Métodos

4.2.1 Cultivo larval

Os ovos de linguado senegalense usados neste experimento foram
obtidos por desova natural de reprodutores em cativeiro mantidos no IPIMAR-
CRIPSul, Olhdo, Portugal. As larvas foram estocadas em tanques cilindro-cénicos
com 100 L numa densidade de 100 larvas L™. A técnica de agua verde foi usada nos
tanques de cultivo com uma mistura de 1:1 de Tetraselmis chuii e Isochrysis galbana
num sistema de recirculacio, a temperatura de 19.8 £ 0.4 °C e a salinidade de 37.8
1 1.5 %o. A saturagao de oxigénio foi de 96.4 + 9.6% e um ciclo de 12/12-h luz/escuro
foi adotado. A renovagao de agua aumentou de 4 vezes/dia de 0 DAE a 8 vezes/dia

de 13 DAE até o final do experimento, que foi finalizado no 19 DAE.

4.2.2 Regimes alimentares

Dois diferentes regimes de alimentacao foram aleatoriamente adotados
em triplicata durante a fase pelagica: regime alimentar padrdo com alimento vivo
(Standard, ST) e substituicdo de artémia por dieta inerte desde a abertura da boca
(Artémia Replacement, Art R). Ao final do experimento as larvas dos tratamentos Art
R receberam 45 % de metanauplios de artémia congelada e 55 % de dieta inerte
(Proton 100-200 pm; INVE Aquaculture NV, Dendermonde, Belgium) em proporgao
ao total diario de ragcdo. A alimentacdo foi baseada em rotiferos (Brachionus
rotundiformis) enriquecidos com Red Pepper (BernAqua, Olen, Belgium) de 2 a 4
DAE para os dois tratamentos; nauplios de artémia (INVE Aquaculture NV) de 4 a 9
DAE para ambos os tratamentos; e metanauplios de artémia enriquecida por 12
horas, com 250 nauplios mL™', com 0,4 g L' em duas doses (as 3 e as 6h, seguindo
as instrugdes do fabricante) numa mistura de 1:1 (com base no peso) de Easy DHA
Selco® (INVE Aquaculture NV) e Micronised Peixemeal® (Ewos, Scotland) para os
dois tratamentos no final do experimento. Entre os dias 13 e 16, os metanauplios
vivos foram gradualmente substituidos por artémia congelada. Os metanauplios de
artémia foram coletados, enxaguados em agua do mar, contados, e congelados a -
20 °C. Quinze minutos antes da alimentac&o, as artémias foram descongeladas em
agua do mar. A tabela 1 mostra os regimes alimentares em detalhe.

Tabela 1

As larvas foram alimentadas diariamente as 11:00 am, 14:00 pm e
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17:00 pm. A primeira refeigdo foi composta por 50 % da dose diaria de alimento, e

0s 50 % remanescentes foram divididos em duas alimentag¢des seguintes.

4.2.3 Amostragens

Amostras foram coletadas para determinacdo do peso seco individual
(dry weight, DW) aos: 2 DAE, abertura da boca (n=30 por tratamento), 8 DAE (n=30
para cada réplica de tratamento) e 16 DAE (n=15 por cada réplica de tratamento). As
larvas foram estocadas a - 20 °C e posteriormente desidratadas por 48 h numa
secadora Savant SS31 (Savant Instruments Inc., Hokbrook, NY, USA). O DW das
larvas foi determinado numa balanga Sartorius tipo M5P (precisdo de 0.001g;
Sartorius micro, Goéttingen, Germany). A sobrevivéncia foi determinada ao fim do

experimento, por contagem das larvas remanescentes nos tanques de cultivo.

4.2.4 Testes de metabolismo lipidico

Dois testes foram realizados com artémia marcada com diferentes
fontes de lipidios-"*C para analisar os efeitos dos regimes alimentares na
capacidade digestiva e no metabolismo das larvas de linguado: o primeiro teste aos
9 DAE, na fase pelagica, e o segundo aos 17 DAE, durante o climax da

metamorfose.

4.2.4.1 Marcacdo da artémia [1-**C]

Duas emulsées lipidicas foram preparadas usando 0.09 g de Easy DHA
Selco plus com 50 pL (50 uCi) de glicerol tri [1-'*C] oleato (TAG; 3-7MBg/mL) ou 100
uL (10 uCi) de L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-'*C] oleoil (PL; 0-925MBg/mL)
(Amersham Pharmacia Biotech Ltd., UK). Ap6s misturar os lipidios radio marcados, o
solvente no qual a marcagao vem dissolvida foi evaporado com N,. Os eppendorfs
com as emulsdes foram cobertos com parafiime e submetidos a 5 min de banho de
ultra-som a 30 °C, vigorosamente agitados por 2 minutos e entdo estocados a - 20
°C. O enriguecimento foi feito adicionando-se e misturando-se as emulsdes de TAG
ou PL ao meio de enriquecimento (150 mL de agua do mar) antes de introduzir as
artémias (200 metanauplios/mL). A incubagdo durou 14 h (Morais et al., 2004b).
Apds a incubagdo, os metanauplios de artémia foram enxaguados varias vezes,
contados e amostras foram retiradas para medidas da marcagao incorporada.

Amostras da agua de incubacao foram também guardadas para se fazer corre¢des
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para o '*C presente na agua.

4.2.4.2 Teste Frio (Cold Chase) - preparo

Em ambos os testes, aproximadamente 14 h antes do inicio da
alimentagdo com artémia radio marcada e 30 min a seguir da ultima refei¢cdo, as
larvas foram transferidas para bandejas menores na sala experimental e
aclimatizadas. Cada uma das quatro bandejas (duas por tratamento) conteve 30
larvas (10 larvas de cada triplicata dos tanques de criagdo). Cada bandeja recebeu
aproximadamente 10,000 metanauplios de artémia radio marcados com um dos dois
lipidios marcadores, resultando nos seguintes tratamentos: ST — TAG (Regime
alimentar padrao com alimento vivo + Artémia enriquecida com glicerol tri [1-14C]
oleato - TAG); ST — PL (Regime alimentar padrdo com alimento vivo + Artémia
enriquecida com L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-"*C] oleoil - PL); At R — TAG
(Substituicao de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com TAG) e Art R -
PL (Substituicdo de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com PL). As
larvas de linguado foram alimentadas durante 30 minutos com artémia radio
marcada. Este periodo € o balanco entre o tempo necessario para a completa
refeicdo e para evitar perdas significantes pelo catabolismo da larva. Apds este
periodo, 15 larvas de cada tratamento foram cuidadosamente transferidas, uma a
uma com uma pipeta Pasteur, através de dois tanques com agua do mar limpa (para
eliminar o lipidio "*C que poderia estar na superficie do peixe), e subsequentemente
transferidas para camaras de incubagao. Apos 2h, cada larva dentro de sua camara
foi realimentada com artémia ndo marcada na mesma concentracdo normalmente
oferecida nos tanques de cultivo. Esta alimentagao de artémia marcada seguida pela
alimentagdo com artémia ndo marcada caracteriza um teste do tipo “frio” (cold

chase) (Conceicao et al., 2007a).

4.2.4.3 Determinacéo daradio marcacao

O método empregado permite seguir o destino metabdlico de um
nutriente tragador nos diferentes compartimentos: retengdo no corpo (larva),
catabolismo (CO, armadilha metabdlica) e evacuagdo (agua de incubagao)
(Rennestad et al., 2001). As camaras metabodlicas foram conectadas a uma
armadilha metabdlica (KOH 0.5 M), para capturas o "“CO, eliminado pela larva.

Apods 24 h, cada larva foi amostrada e colocada num tubo de cintilagdo (Sarstedt,
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Rio do Mouro, Portugal). Acido hidroclérico (HCI 0.1 M) foi gradualmente adicionado
na agua remanescente, resultando no progressivo decréscimo do pH causando a
difusdo de qualquer CO; ainda presente na agua de incubagao (Rennestad et al.,
2001). Como resultado, a radioatividade encontrada na agua das cémaras de
incubagao corresponde ao evacuado, i.e., ndo absorvido, de artémia marcada. Foi
adicionado solubilizador de tecidos (Solvable, Packard Bioscience, Groningen,
Netherlands) aos tubos de incubacdo contendo as larvas amostradas e as artémias
radiomarcas. Os tubos foram deixados overnight em estufa para permitir a
solubilizacdo dos tecidos. Apos esfriar, foi adicionado 5 mL de liquido de cintilagao
Ultima Gold XR (Packard Bioscience). Aos tubos contendo a agua de incubagao das
larvas e KOH (armadilha metabdlica), também foi adicionado 5 mL de Ultima Gold
XR. As amostras foram analisadas num contador de cintilagcdo liquida Beckman LS
6000IC (Beckman Instruments Inc., Fullerton, CA, USA) e os resultados séao
apresentados como percentagem de desintegragdes por minuto (DPM) em cada
compartimento em relagdo ao total contado. A ingestao de presas (Fl, feed intake
em inglés) e a utilizacdo do alimento pela larva em cada tratamento alimentadas
com artémia enriquecida com uma das duas emulsdes (4 combinagdes; n=15 por
combinagao) foram determinadas aos 9 DAE e 17 DAE. A ingestdo de presas (%
DW do corpo) durante o teste “frio” cold chase foi determinado como:
Fl = [(Reotal/ SRartemia)/DWhpeixe] X 100

Como descrito por Conceigao et al. (1998), onde R € @ soma da
radioatividade na agua do mar de incubacédo, na armadilha de CO, e no peixe
(DPM), SRaemia € a radioatividade especifica nas amostras de Artémia (DPM/mg
DW de Artémia), e DWeixe € 0 peso seco (mg) de peixe.

Diferentes parametros da utilizacdo de artémia foram determinados:
digestibilidade (D, %), retencao (R, %) e catabolismo (C, %). Estes foram calculados

como:

D= [(Rcorpo + RC02 armadilha)/(Rcorpo + RC02 armadilha Régua)] X 100,
R= [Rcorpo/(Rcorpo + Rco2 armadiiha)] X 100;
C= [RCOZ armadilha /(Rcorpo + I:\:‘COZ armadilha)] X 100,

onde Rcorpo € O total de radioatividade no corpo do peixe (DPM), Rco:

armadilha € O total de radioatividade nas armadilha de CO, (DPM), e Rasgua € O total de
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radioatividade na agua de incubagao (DPM).

4.25 Anélises estatisticas

Os dados obtidos para cada tratamento foram comparados através de
analise de variancia (ANOVA): one-way (crescimento e sobrevivéncia) ou two-way
(distribuicdo das marcagdes radioativas em cada compartimento nos testes
metabdlicos), usando o software Statistica 6 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Para two-
way ANOVA, foram testados os efeitos combinados dos fatores “regime de
alimentagao” (ST ou Art R) e “fonte lipidica” (TAG ou PL). A homogeneidade de
variancia foi verificada usando o teste de Bartlett e o nivel de significancia de 0.05 foi
empregado (Zar, 1996). Os dados de dos testes de alimentacdo com artémia
marcada (percentagem das contagens em cada compartimento) e todas as outras
percentagem foram transformadas por arco seno de x"2. Quando diferencas
significantes foram encontradas nas analises de one way e two way ANOVA, foram
realizados os testes de Tukey e Newman Keuls, respectivamente. Todos os dados

foram dados como médias e desvios padrao.

4.3 Resultados

4.3.1 Crescimento e sobrevivéncialarval

O DW inicial das larvas de linguado foi de 42.68 + 13.91 ug para todos
os tratamentos. Nao foram observadas diferencas na sobrevivéncia entre os dois
regimes alimentares testados (ST 59.1 £ 15.9 %; Art R 69.6 £ 9.3 %) aos 16 DAE,
mas a meédia do peso seco final foi significativamente maior nas larvas alimentadas
somente com alimento vivo (tratamento ST) neste periodo (Fig. 1b). No entanto, esta
diferenca em DW ainda nao era observada aos 8 DAE (Fig. 1a).

Figura 1

4.3.2 Ingestdo de presas

As artémias marcadas com as emulsées contendo "“C-TAG ou "*C-PL
resultaram nos valores médios de DPM de 78.6 + 7.5 DPM/artémia e 37.9 + 2.9
DPM/artémia para marcagcédo com TAG e PL, respectivamente, no teste metabdlico
feito aos 9 DAE; e 65.8 £ 1.8 e 54.8 + 4.9 DPM/artémia para marcacdo com TAG e

PL, respectivamente, aos 17 DAE.
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Aos 9 DAE, linguados alimentados com artémia enriquecida com PL
(tratamento ST e Art R) apresentaram mais alta ingestdo de presas comparado
aqueles alimentados com artémia TAG-enriquecida (P <0.001), enquanto ndo foram
observadas diferengas significantes entre os dois regimes alimentares. O numero de
artémias consumidas por larva aos 9 DAE foi ST - TAG 9.1 £ 2.3; ST — PL 23.8 £
6.7; At R — TAG 116 + 4.1; Art R - PL 19.2 £ 6.9. Considerando que nao houve
diferencas no DW das larvas nesta idade, a percentagem de peso de artémia
ingerida em relagdo ao peso da larva de linguado foi significativamente maior nos
tratamentos alimentados com artémia marcada com *C - PL (Fig. 2a).

Ao fim do experimento (17 DAE), larvas do tratamento ST e Art R
consumiram a mesma quantidade de artémia marcada, independentemente do tipo
de emulsao lipidica usada para marca-las: ST - TAG 40.9 £ 16.2; ST - PL 41.8 £
10.5; At R - TAG 43.7 + 10.8; Art R - PL 42.1 + 7.5 artémia/larva de linguado. No
entanto, aos 17 DAE o DW das larvas cultivadas no regime padrao (ST) foi maior do
que as do tratamento em co-alimentag&o Art R (Fig.1b), o que significa que as larvas
menores (Art R) ingeriram proporcionalmente mais artémias em percentagem de
peso (P <0,001) do que aquelas larvas alimentadas somente com alimento vivo (ST)
(Fig. 2b). Neste periodo, nenhuma diferenga significante foi observada entre os
tratamentos alimentos com artémia enriquecida com PL ou TAG.

Figura 2

4.3.3 Digestibilidade e metabolismo larval

Aos 9 DAE ndo houve diferenga significante entre os tratamentos
quanto a digestibilidade das artémias marcadas (Fig. 3a). Aos 17 DAE, no entanto,
larvas do tratamento ST alimentadas com artémia enriquecida com TAG tiveram
digestibilidade de lipidios significativamente mais alta (88.7%) (P <0,001 “regime
alimentar” e P <0,05 para “fonte lipidica”). Linguados do tratamento Art R
alimentados com artémia marcada com PL tiveram digestibilidade de lipidios mais
baixa, 66.0% (Fig. 3b).

Figura 3

Larvas de linguado aos 9 DAE apresentaram retengdo da radio
marcagao significativamente mais alta (% da marcagao absorvida) no tratamento de
co-alimentagao (Art R) (P <0,05) e nenhuma diferenga estatistica foi encontrada para
“fonte lipidica” (P >0,07; Fig. 4a). A retencéo lipidica foi de 48.8 £ 11.2 % em Art R —
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TAG; 404 +17.2 % em At R—PL; 32.3 + 10.6 % em ST - TAG € 40.0 + 11.0 % em
ST - PL. Concomitantemente, as larvas submetidas ao regime de alimentacdo ST
apresentaram o catabolismo significativamente mais alto, independentemente da
fonte lipidica utilizada para enriquecimento das artémias (67.6 £ 10.6% em ST —
TAG € 59.9 + 12.7% em ST — PL; 51.1 + 11.2% em Art R — TAG; 59.5 + 17.2% em
Art R — PL). Os mesmos resultados foram observados quando foram analisados a
retencdo, o catabolismo e evacuagéo expressos como DPM/ mg de DW da larva de
linguado aos 9 DAE (resultados n&o mostrados).

Figura 4

Aos 17 DAE nao houve mais diferengas estatisticas na retencdo ou
catabolismo (Fig. 4b) entre os tratamentos alimentares e também entre as larvas de
linguado alimentadas com artémia enriquecida com PL ou TAG. O mesmo foi
observado quando os dados foram expressos em DPM/mg de DW (resultados nao
mostrados) ao invés de expressos em % de DPM, mesmo quando foram feitas as

corregdes para as marcacdes de artémia enriquecida com TAG e PL.

4.4 Discussao

44.1 Co-alimentacdo com dieta inerte desde a primeira alimentacdo afeta o
crescimento, mas n&o a sobrevivéncia larval

As taxas de sobrevivéncia observadas no presente estudo
apresentaram uma meédia mais alta do que os valores de estudos prévios com larvas
de linguado senegalense (Dinis et al., 1999; Cafnavate e Fernandez-Diaz, 1999).
Além disso, a introdugdao precoce de dieta inerte desde a abertura da boca
(tratamento Art R), ndo afetou a taxa sobrevivéncia das larvas de linguado,
comparado ao regime alimentar padrdao até o 19 DAE. Resultados similares foram
encontrados para outras espécies (Kolkovski et al., 1997; Roselund et al., 1997),
quando uma co-alimentagcéo precoce foi testada. Curnow et al (2006) quando co-
alimentaram a perca gigante (Asian sea bass) Lates calcarifer com duas diferentes
dietas inertes, verificaram sobrevivéncias mais baixas quando foram observadas
meédias de peso mais altas usando uma das dietas, e o oposto com a outra dieta,
maior sobrevivéncia porém menores médias de peso, 0 que era compensado com O
tempo de cultivo. Tem sido sugerido que a co-alimentagcdo de larvas de linguado

desde 1 mg de peso pode até melhorar as taxas de sobrevivéncia uma vez que isto
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pode melhorar a maturagao digestiva e/ou estimular a secreg¢ao digestiva (Engrola et
al., 2007), mesmo que seja observada maior dispersao de tamanho das larvas.

O crescimento foi significativamente mais baixo no tratamento Art R,
comparado as larvas alimentadas somente com alimento vivo até o final da fase
pelagica. No entanto, efeitos em longo prazo da estratégia de co-alimentagao
precoce em diferentes espécies tém mostrado: aumento do crescimento e da
sobrevivéncia apds a transicdo alimentar de linguado senegalense (Canavate e
Fernandez-Diaz, 1999); aumento da taxa de sobrevivéncia e crescimento
equivalente em comprimento e peso de dourado Salminus brasilienses (Vega-
Orellana et al., 2005); e aumento de crescimento e sobrevivéncia de linguado
tongue sole” Cynoglossus semilaevis (Chang et al., 2006). Adicionalmente, Yufera et
al. (2003) demonstraram que o linguado senegalense cresce a taxas mais baixas
quando alimentado exclusivamente com dieta inerte desde o 13 DAE em diante, do
que quando alimentados com alimento vivo.

Ainda, mesmo que as taxas de crescimento observadas no tratamento
Art R tenham sido baixas comparadas com o grupo controle, estes valores estiveram
dentro de valores normais para cultivo para linguado senegalense (Cafavate e
Fernandez-Diaz, 1999; Engrola et al., 2008).

4.4.2 Fonte lipidica e marcacao da artémia

Neste estudo a artémia foi marcada pela inclusdo de um tracador de
acido oleico-"*C na emuls3do de enriquecimento, oferecido esterificado a TAG ou PL.
No entanto, os resultados da digestibilidade e metabolismo de lipidio da artémia nao
podem ser completa e diretamente relacionados com o efeito da classe de lipidio
uma vez que € bem conhecido que metanauplios de artémia nao pode ser
considerado como um carregador passivo de acidos graxos (FA), e tanto a
marcagado com TAG e PL pode ter sido transformada em outros lipidios pela artémia.
De fato, uma importante fragdo dos lipidios filtrados € digerida, assimilada no corpo
da artémia e metabolizada, e ndo s6 simplesmente acumulada no trato digestivo
(Ando et al., 2004).

Além do metabolismo diferencial de certos acidos graxos, alguns
acidos graxos incorporados se redistribuem entre as classes de lipidios com alta
imprevisibilidade, tanto durante o enriquecimento e particularmente em condi¢cbes de

jejum, depois de terem sido adicionadas aos tanques de cultivo larval (Watanabe et
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al., 1982; Léger et al., 1986, 1987; Takeuchi et al., 1992; McEvoy et al., 1995, 1996;
Navarro et al., 1999). No presente estudo, a composicao lipidica da artémia marcada
ao final do enriquecimento n&o foi analisada.

Esta é a primeira vez que artémia enriquecida com lipidios marcados
com C é usado para estudar a utilizagdo em dietas para larvas de peixes. Estudos
metabolicos tém sido realizados usando proteina hidrolisada marcada com 'C
incorporada na proteina da artémia, com a finalidade de estudar a ontogenia da
capacidade digestiva de proteina (Morais et al., 2004a) e o efeito do regime

alimentar na utilizagdo da proteina (Engrola et al., 2008).

4.4.3 Enriguecimento de artémia com fosfolipidios estimula a ingestdo de presas
por larvas de linguado senegalense

Aos 9 DAE as larvas de linguado alimentadas com artémia enriquecida
com PL marcado apresentaram 2.6 vezes (ST) e 1.6 vezes (Art R) maior ingestao de
presas quando comparadas com os tratamentos alimentados com TAG marcado.
Além disto, quando foi calculada a quantidade adicional de PL fornecida pela radio
marcacdo da emulsdo lipidica, um valor muito baixo (0.111 x 10° pg de L-3-
fosfatidilcolina-1,2-di-oleoil por artémia) foi encontrado. Este valor € ainda mais
reduzido se for considerado que somente uma porcado disto pode ser encontrado
intacto (i.e., ndo assimilado e metabolizado) no trato digestivo da artémia na hora da
ingestdo larval. A artémia enriquecida com L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-"*C] oleoil
(PL) parece ter um efeito estimulante na alimentacdo de larva de linguado aos 9
DAE. No entanto, o conteudo de PL na artémia nao foi verificado no presente
estudo. Todavia, foi demonstrado que em dietas para larvas de camarao peneideo
com artémia enriquecida com fosfatidilcolina (PC, neste trabalho designado por PL)
nao aumentou o seu conteudo de PC (Tackaert et al., 1991). Em larva de dourada (“
gilthead seabream”) foi observado um aumento na ingestdo de microdietas com
niveis mais altos de PC (Koven et al., 1994, 1998; Izquierdo et al., 2001). A PC na
dieta foi considerada como um estimulante/atrativo a alimentacdo e aumentou
significantemente as taxas de ingestdo em larvas de dourada de 15-26 DAE; apesar
disto ndo ser mais efetivo em larvas com 28 DAE e mais velhas (Koven et al., 1998).
A eficacia de PL na dieta parece se reduzir com a idade e pode refletir a natureza
imatura do sistema digestivo em larvas de peixes marinhos, que carecem de um

trato totalmente funcional até completarem a metamorfose (Munilla-Moran e Stark,
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1989; Bisbal e Bengtson, 1995; Ribeiro et al.,, 1999; Bell et al., 2003). Também,
Iritani et al. (1984) mostraram que larvas de peixes tém capacidade limitada para
biossintetizar “de novo” PL endogenamente, o que pode ser insuficiente para manter
taxas 6timas de sintese de lipoproteina. Isto esta de acordo com Morais (2005), que
sugeriu que o alto requerimento de PL na dieta é também provavel em estagios
iniciais para sustentar o crescimento rapido e a organogénese, que provavelmente
requere altas taxas de sintese de membranas neste periodo.

Em linguado senegalense, aos 17 DAE o nivel de ingestdo de artémia
por larva foi independente do tipo de enriquecimento lipidico usado na artémia. Por
outro lado, as larvas menores do tratamento Art R ingeriram significativamente mais
artémia como percentagem de DW comparado com larvas alimentadas apenas com
alimento vivo. Isto pode eventualmente ser explicado como uma tentativa de
compensar a energia despendida na metamorfose das larvas do tratamento Art R,
junto com o seu atraso em ganho de peso neste estagio. Resultados similares foram

obtidos por Engrola et al. (2008).

4.4.4 Estratégia de co-alimentacdo precoce afeta a capacidade digestiva de lipidios
em larvas de linguado

A ingestdo de presas mais alta para o tratamento com artémia
enriquecida com PL nos dois tratamentos (ST e Art R) aos 9 DAE néo foi traduzida
em diferencas estatisticas para a digestibilidade. Neste estagio, as larvas de
linguado parecem ter capacidade digestiva para lidar com os lipidios de presas vivas
(mais de 90% de digestibilidade), independente do regime alimentar e da fonte de
lipidio usada para radio marcar a artémia. Assim, as larvas parecem ter melhor
capacidade digestiva para lipidios comparado com proteinas, uma vez que a
digestibilidade de proteina aos 8 DAE foi de 72.4% no regime padréao de alimentagéo
e 70.4% num regime de co-alimentagédo (Engrola et al., 2008), e 83% aos 12 DAE
(Morais et al., 2004a).

Aos 17 DAE uma significante digestibilidade de lipidios foi medida no
tratamento Art R comparado ao ST e também em relagao aos 9 DAE. As larvas de
linguado co-alimentadas com dieta inerte desde a abertura da boca tém uma
reducéo na digestibilidade de proteina durante o climax da metamorfose (16 DAE),
comparado a idades mais jovens e mais velhas (Engrola et al. 2008). De fato, o

climax da metamorfose € um estagio critico no desenvolvimento para larva de
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linguado, e a adaptacao precoce de dieta inerte, em particular, parece ter um efeito
prejudicial em termos eficiéncia digestiva. Nesse estagio, o crescimento, a taxa de
ingestdo e o consumo de oxigénio tém mostrado ser decrescente (Parra, 1998). A
mais alta digestibilidade de lipidios pelas larvas alimentadas no tratamento ST
quando comparado com as larvas co-alimentadas com dieta inerte aos 17 DAE,
independente da marcacgéo usada, pode ser explicada por um desenvolvimento mais
rapido do sistema digestivo dessas larvas, relativo ao seu mais alto DW (tratamento
ST). Cahu and Zambonino Infante (2001) observaram que a maturagao intestinal
pode ser estimulada, mas também irreversivelmente impedida, dependendo de
como a co-alimentacdo com presas vivas e dieta inerte é feita. Além disso,
Fernandez-Diaz et al. (2006) observaram que linguados alimentados exclusivamente
com dietas microencapsuladas tiveram suas estruturas hepatica e gastrointestinal
alteradas quando comparadas com animais alimentados com alimento vivo.

Aos 17 DAE foi observada uma digestibilidade significativamente mais
alta com artémia marcada com TAG do que com PL. Como ja mencionado, os
acidos graxos e a composicao das classes de lipidios da artémia radio marcada n&o
foi determinada e dessa forma, a digestibilidade mais alta de artémia TAG marcada
deve ser discutida com cautela. Estudos prévios tém mostrado que fosfolipidios tém
mais alta digestibilidade comparado a TAG (Morais et al., 2007). Ainda assim, o
presente estudo sugere que o enriquecimento de artémia com PL pode ser menos
eficiente para transferir o acido oleico, e eventualmente outros acidos graxos,
comparado com TAG durante o climax da metamorfose de linguado. Estas

descobertas claramente merecem estudos mais aprofundados.

445 Co-alimentacédo afeta aretencéo e o catabolismo em larvas de linguado

Aos 9 DAE o catabolismo lipidico foi significativamente reduzido e
concomitantemente, a retencdo corporal da marcacdo radioativa foi
significantemente aumentada, quando a larva foi co-alimentada com dieta inerte
desde a primeira alimentagédo (tratamento Art R). Tem sido sugerido que jovens
larvas podem ter a habilidade de compensar por uma eventual digestibilidade mais
baixa com mais altas retengbes dos amino acidos absorvidos (Morais et al., 2004a).
A mesma idéia pode ser usada para explicar os presentes resultados, se for
assumido que a dieta inerte € menos digerivel do que as presas vivas durante os

estagios iniciais de desenvolvimento. Nesse caso, larvas em co-alimentagao podem
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ter eficiéncia digestiva mais baixa, derivada da introdugao precoce de dieta inerte no
regime de alimentacgao.

Aos 17 DAE ambos o catabolismo e a retengao lipidica néao
apresentaram diferencas estatisticas entre os tratamento, comparando com os
dados de 9 DAE, sugerindo mudangas metabdlicas com o decorrer da metamorfose.
De fato, o catabolismo lipidico foi 2 vezes mais alta (ca. 50% comparado com ca.
20% do total de lipidios absorvidos) aos 9 DAE comparado aos 17 DAE. Isto sugere
que as perdas de lipidios sdo importantes como energia combustivel durante a
metamorfose. Alternativamente, isto pode ser resultado do aumento nos niveis de
lipidios corporais como reserva de energia nos estagios anteriores a metamorfose
(portanto mais retencdo lipidica), para compensar pela redugdo no consumo de
presas durante este periodo (Parra, 1998; Youson, 1988). Ainda, o presente estudo
demonstra que a eficiéncia da retencdo de lipidios permanece constante
independentemente do regime alimentar e da fonte de lipidios usada no
enriquecimento da artémia durante o climax da metamorfose. Por isso, parece que a
substituicdo parcial da artémia por dieta inerte parece nao comprometer o

metabolismo larval.

45 Concluséo

A co-alimentagdo de larvas de linguado com dieta inerte desde a
abertura da boca ndo afeta a sobrevivéncia, mas resulta em menores tamanhos de
larva. Embora o tragador lipidico usado para marcar a artémia tenha provavelmente
sido ao menos parcialmente assimilado e metabolizado pela artémia de um modo
imprevisivel, uma fragcdo da marcagédo com PL permaneceu no trato digestivo da
artémia pode ter tido um efeito estimulante na ingestao de presas aos 9 DAE, mas
nao mais aos 17 DAE. Além disto, enquanto nenhuma diferenca foi observada aos 9
DAE na digestibilidade de lipidios, o tratamento ST-TAG mostrou as digestibilidades
mais altas aos 17 DAE, muito provavelmente como resultado da maturacdo mais
avangada do sistema digestivo. Ademais, aos 9 DAE o regime de co-alimentagao
reduziu o catabolismo lipidico e concomitantemente aumentou a retencéo de lipidios
nas larvas de linguado, o que pode ser uma adaptagdo ao regime alimentar com
digestibilidade mais baixa. No entanto, a retencéo lipidica foi alta em todos os

tratamentos aos 17 DAE, provavelmente como resposta as mudangas morfologicas
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e fisioldgicas que acontecem no corpo da larva durante o climax da metamorfose.
Em resumo, co-alimentagao de alimento vivo e inerte desde a primeira

alimentagdo em linguado senegalense (Solea senegalensis) tem um efeito

prejudicial em termos de crescimento e digestibilidade lipidica, mas n&o parece

comprometer a utilizagdo metabdlica de lipidios.
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689 Anexos
690
691 Tabela 1 — Regimes alimentares de larvas de linguado senegalense de 2 a 19 dias apés a ecloséo (DAE); ST —
692 Regime alimentar padréo com alimento vivo; Art R — Substituicdo de Artémia por dieta inerte (com
693 base na matéria seca) desde a abertura da boca.
Tratamentos
ST Art R
Na Meta Meta Dieta
DAE Rot AF EG Rot NaAF EG Inerte

2 3.0 3.0 0.1

3 5.0 5.0 0.1

4 8.0 2.0 8.0 2.0 0.1

5 4.0 4.0 0.1

6 6.0 5.0 0.2

7 8.0 6.0 0.2

8 8.0 6.0 0.3

9 4.0 4.0 3.0 3.0 04

10 6.0 3.0 0.5

11 8.0 4.0 0.6

12 10.0 5.0 0.8

13 12.0 6.0 0.9

14 12.0 6.0 1.1

15 14.0 7.0 1.2

16 14.0 7.0 1.5

17 16.0 8.0 1.8

18 16.0 8.0 2.2

19 18.0 9.0 2.7
694
695 Rot: Rotiferos; Na AF: nauplios de Artémia da linhagem AF; Meta EG: metanauplios

696  de Artémia da linhagem EG; e Dieta Inerte: dieta Proton. Rotiferos e Artémia foram expressos em
697 “ndmero de presas / volume de tanque em ml / dia; ragéo diaria de dieta inerte foi expressa como ‘mg
698 /tanque/dia’.
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Figura 1 — Peso seco de linguado senegalense (mg) aos 9 dias apds a eclosdo (DAE) (1a, n = 3, amostras
sortida de 30 larvas) e 16 DAE (1b, n = 15). ST — Regime alimentar padrao com alimento vivo; Art
R — Substituicdo de Artémia por dieta inerte (com base na matéria seca) desde a abertura da boca.
Os valores sdo médias + desvio padrao. Diferentes letras para a mesma idade indicam diferencas
estatisticas entre os tratamentos (P <0,05, ANOVA).
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705
706  Figura 2 — Ingestdo de presas por larvas de linguado aos 9 (2a) e 17 dias apds a ecloséo (DAE) (2b). Os
707 valores sdo médias + desvio padréo. ST — TAG (Regime alimentar padrdo com alimento vivo +
708 Artémia enriquecida com glicerol tri [1-'*C] oleato - TAG); ST — PL (Regime alimentar padrdo com
709 alimento vivo + Artémia enriquecida com L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-"“C] oleoil - PL); Art R — TAG
710 (Substituicio de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com TAG) and Art R - PL
711 (Substituicdo de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com PL). Diferentes letras para a
712 mesma idade indicam diferengas estatisticas (P <0,05, two way ANOVA) entre os regimes

713 alimentares (a, b) ou entre as fontes lipidicas (x, y).
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714
715 Figura 3 — Digestibilidade determinada em larvas de linguado aos 9 (3a) e 17 dias apds a eclosdo DAE (3b). Os
716 valores sdo médias + desvio padréo. ST — TAG (Regime alimentar padrdo com alimento vivo +
717 Artémia enriquecida com glicerol tri [1-'*C] oleato - TAG); ST — PL (Regime alimentar padrdo com
718 alimento vivo + Artémia enriquecida com L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-"“C] oleoil - PL); Art R — TAG
719 (Substituicio de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com TAG) and Art R - PL
720 (Substituicdo de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com PL). Diferentes letras para a
721 mesma idade indicam diferengas estatisticas (P <0,05, two way ANOVA) entre os regimes

722 alimentares (a, b) ou entre as fontes lipidicas (x, y).
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Figura 4 — Retengao lipidica e catabolismo determinada em larvas de linguado aos 9 (4a) e 17 dias apos a
eclosdo DAE (4b). Retengao (R, %) e Catabolismo (C, %) foram calculados como: R = [Reopo/(Reomo
+ Reozamadina)] X 100; C = [Reozamadina /(Roopot Reozamadina)] X 100; respectivamente, onde Reopo € O
total de radioatividade no corpo do peixe (DPM) e Rcozamading € © total de radioatividade por CO,
armadilha (DPM). Os valores sao médias + desvio padrao. ST — TAG (Regime alimentar padréo
com alimento vivo + Artémia enriquecida com glicerol tri [1—14C] oleato - TAG); ST — PL (Regime
alimentar padrdo com alimento vivo + Artémia enriquecida com L-3-fosfatidilcolina-1,2-di-[1-"C]
oleoil - PL); Art R — TAG (Substituicido de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com TAG)
and Art R - PL (Substituicdo de Artémia por dieta inerte + Artémia enriquecida com PL). Diferentes
letras para a mesma idade indicam diferencas estatisticas (P <0,05, two way ANOVA) entre os
regimes alimentares (a, b).





