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CAPITULO 1 - CONSIDERAGOES GERAIS

O territério brasileiro apresenta recursos hidricos abundantes e uma rica
diversidade de espécies de peixes, com excelente potencial para o desenvolvimento da
aquicultura. Os peixes teledésteos possuem uma enorme variedade de espécies e
cresce o interesse da pesquisa com aquelas que apresentam alto potencial para a
piscicultura, como as do género Brycon (matrinxa, piracanjuba, piraputanga). O
matrinxad é proveniente da Bacia Amazbénica (HOWES, 1982) e foi introduzido no
sudeste do pais na década de 90 (SCORVO FILHO et al., 1998). De acordo com LIMA
(2003), o matrinxa que ocorre na Amazoénia brasileira, e € amplamente criado no Brasil,
€ 0 Brycon amazonicus e nao o Brycon cephalus como vem sendo freqientemente
citado na literatura. Segundo o autor, a distribuicdo de B. cephalus restringe-se ao alto
rio Amazonas no Peru e Bolivia. O matrinxd é um peixe de escamas, que chega a 80
cm de comprimento, atinge 5 kg de peso vivo e tem habito alimentar onivoro,
alimentando-se de frutos, sementes e insetos. Pode ser encontrado em diversos habitat
durante as diferentes fases de sua vida. Larvas e juvenis sdao encontrados em lagos e
na floresta alagada. Apds sairem dos lagos e igarapés para a primeira migracéo, época
da cheia do rio, os peixes formam grandes cardumes e migram pelo rio principal até o
sitio de desova (GOULDING, 1979). Em relacéo a reproducéo, por ser uma espécie que
realiza migracdo, o matrinxd ndo se reproduz em condigcdes de cativeiro, pois a
ovogénese e a desova ndo se completam, a ndo ser que sejam estimuladas
artificialmente por aplicacdo de horménios (BERNARDINO et al.,, 1993; GOMES &
URBINATI, 2005). A espécie se destaca pelo crescimento rapido, adaptacdo a racao
artificial, qualidade da carme e pelo comportamento na pesca esportiva
(CASTAGNOLLI, 1992). A criagdo do matrinxd vem crescendo rapidamente na
Amazénia onde sua carne €& muito apreciada. Atualmente, as principais espécies
cultivadas no Amazonas sédo o tambaqui, o matrinxa e o pirarucu (LIMA, 2005).

Com a grande expanséo da piscicultura, cresceu a procura por larvas e juvenis.

Entretanto, a criacdo de peixes em sistemas controlados ainda enfrenta problemas que



resultam em baixa sobrevivéncia na fase larval (CECCARELLI, 1997), aspecto
fundamental para a criagao.

A larvicultura é considerada uma das fases de maior dificuldade pelos
piscicultores, pois o manejo inadequado das larvas e o desconhecimento de técnicas
apropriadas causam baixa produtividade. Com os estudos atuais, pretende-se buscar
solugbes e o desenvolvimento de técnicas adequadas para a difusdo de novos
métodos, fundamentais na obtencdo de larvas e juvenis de qualidade (ZANIBONI
FILHO & BARBOSA, 1992). Pesquisas tém avaliado diferentes aspectos da larvicultura,
incluindo o desenvolvimento inicial dos peixes e o0 uso de horménios para a otimizacao
da larvicultura (LANDINES, 2003; SOARES et al., 2003; VASQUES, 2003; URBINATI et
al., 2003; LEONARDO, 2005). O sucesso da larvicultura, no entanto, depende de varios
fatores como tipo, quantidade e manutencéo do alimento natural disponivel nos viveiros;
densidade de estocagem, manejo de larvas e paradmetros da qualidade da agua, como
pH, aménia, alcalinidade, dureza total e oxigénio dissolvido (ROJAS, 2002; OLIVEIRA
et al., 2004). Dentre esses fatores, os relacionados com a nutricdo e o manejo
alimentar sao considerados como os pontos mais criticos (SALLES, 1998; TESSER et
al., 2005, 2002; JOMORI, 2001; JOMORI et al., 2003; GUEVARA, 2003; LUZ, 2004),
pois, se n&o forem bem aplicados, podem ocasionar retardo no crescimento e producao
de larvas de baixa qualidade.

A alimentagdo e nutricdo larval mostram que organismos vivos sao Otimas
fontes nutricionais, promovem o crescimento e produzem larvas de excelente qualidade,
com altas taxas de sobrevivéncia (TAVARES, 1993; FREGADOLLI, 1993). Entretanto,
para o entendimento do processo responsavel por essas respostas, € fundamental o
conhecimento das fung¢des basicas do sistema endoécrino (GAVLIK et al., 2002).

A participagdo dos horménios tireoidianos na embriogénese e
desenvolvimento larval tem sido observada em estudos nos quais os horménios séo
extraidos de ovos e larvas e quantificados por técnicas de radioimunoensaio, biologia
molecular ou por meio da determinacdo da atividade dos receptores nucleares dos
horménios tireoidianos (YAMANO & MIWA, 1998; POWER et al.,, 2001; DEANE &
WOO, 2002). Segundo LAM (1994), a fémea pode passar a larva uma quantidade de



hormdnios que garantird seu crescimento, desenvolvimento e diminuicdo do estresse,
promovendo a qualidade das larvas. Trabalhos como os de BROWN et al. (1988, 1989),
TAGAWA & HIRANO (1991), LAM (1994), HEY et al. (1996), LANDINES (2003),
VASQUES (2003), URBINATI et al. (2003) e LEONARDO (2005) mostram que os
horménios tireoidianos podem ter uma fungdo reguladora no desenvolvimento,
crescimento e sobrevivéncia das larvas, inclusive em algumas nativas tropicais. Alguns
estudos, além de avaliar a participagdo dos horménios tireoidianos no desenvolvimento
inicial de peixes tropicais, mostram sua influéncia na redugédo do canibalismo entre as
larvas (LANDINES, 2003; VASQUES, 2003; URBINATI et al., 2003; LEONARDO,
2005).

O comportamento de agresséao intra-especifica e de canibalismo pode ocorrer
em condicdes de escassez na oferta de alimento, luminosidade inadequada,
crescimento heterogéneo e densidade de estocagem (HECHT & PIENAAR, 1991;
FOLKVORD & OTTERA, 1993; GOMES et al.,, 2000; GREAVES & TUENE, 2001;
BRANNAS et al., 2002). Por outro lado, o comportamento agressivo de muitas espécies
tem sido associado aos hormonios tireoidianos (HEY et al., 1996; HUTCHISON &
IWATA, 1998; GAVLIK et al., 2002; URBINATI et al., 2003).

Uma forma de avaliagdo da ag&o dos hormonios tireoidianos foi sua
administracdo em fémeas maduras momentos antes da desova, de modo que se
pudesse avaliar a transferéncia materna dos horménios para os ovos e sua influéncia
nas larvas (BROWN et al., 1988, 1989; AYSON & LAM, 1993; MYLONAS et al., 1994;
TACHIHARA et al., 1997; LAMBERT et al., 1999; URBINATI et al., 2003). Outra forma
foi a imersao de ovos e larvas em solugbes apropriadas (de JESUS et al.,, 1998;
LANDINES, 2003; VASQUES, 2003).

Nos vertebrados, os horménios tireoidianos tém papel essencial na regulagéo
das mudancgas bioquimicas e morfolégicas que ocorrem durante o desenvolvimento
inicial, diferenciacéo de tecidos e metabolismo inicial (HEY et al., 1996; MANZON et al.,
1998; GAVLIK et al., 2002; LIU & CHAN, 2002). A regulacéo da funcéao tireoidiana
ocorre em dois pontos basicos: a estimulacao da secrecao de T4 (tiroxina) pela glandula

tiredide por meio do eixo hipotalamo-hipéfise (TRH-TSH) e a conversao periférica do T4



em T3 (3,5,3 -triiodo-L-tironina ou triiodotironina), para interagdo com receptores
nucleares. A sintese dos hormdnios tireoidianos ocorre em foliculos da glandula
tiredide, onde s&o estocados, sendo o T4 encontrado em quantidade maior do que o Ts.
O T4 tem poucas ac¢des diretas e é considerado precursor do T3, forma biologicamente
ativa do horménio (EALES & HIMICK, 1988). A tirosina € um aminoacido importante
para a sintese dos horménios tireoidianos, pois contribui para a construcédo do
esqueleto carbdnico da molécula das iodotironinas, T4 € T3, bem como da melanina e
das catecolaminas (BENTLEY, 1998). Um aumento temporario da proporcao de
fenilalanina e tirosina no estoque de aminoacidos livres foi encontrado por ocasiao da
primeira alimentacao de Scophthalmus maximus, sugerindo que o aumento da tirosina
estava relacionado ao inicio da atividade do tecido tireoidiano observado no final do
periodo de saco vitelino em larvas de peixes marinhos pelagicos (TANAKA et al., 1995;
CONCEICAO et al., 1997). HERFINDAL et al. (1999) mostraram que altos niveis
dietarios de tirosina durante o desenvolvimento inicial aumentou a sobrevivéncia de
Paralichthys olivaceus, fato atribuido a agdo dos horménios tireoidianos.

Os horménios tireoidianos, incluindo os de origem materna, participam da
regulacdo do desenvolvimento inicial e crescimento dos peixes e podem estimular
varios aspectos da embriogénese (POWER et al., 2001; LIU & CHAN, 2002), afetando o
crescimento e maturacéo dos tecidos.

Estudos realizados em peixes, com a utilizacdo de horménios exdgenos,
mostram bons resultados no crescimento, desenvolvimento, sobrevivéncia larval, além
da aceleragdo da absorgéo do saco vitelino e insuflagdo da bexiga natatoria (LAM &
SHARMA, 1985; BROWN et al., 1988, 1989; AYSON & LAM, 1993; LAM, 1994; HEY et
al., 1996; HUANG et al., 1996; de JESUS et al., 1998; SCHREIBER & SPECKER, 1998;
URBINATI et al., 2003; VASQUES, 2003). Os horménios tireoidianos influenciam o
crescimento, mas n&o se sabe ao certo se é uma acdo direta ou se ocorre
potencializacdo da atividade anabdlica de outros hormdnios, ou ainda se ocorre uma
interacdo com outros hormonios (PLISETSKAYA et al., 1983).

AYSON & LAM (1993) observaram que, em Siganus guttatus, houve

transferéncia dos hormonios tireoidianos para os odécitos e posteriormente as larvas,



que eram maiores e tiveram maior sobrevivéncia nos primeiros sete dias de criacao.
Resultados similares foram descritos por LAM (1995), em varias espécies de teledsteos,
nas quais relatou maior viabilidade, desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia das
larvas com o uso de T4, REDDY & LAM (1992), trabalhando com imersao de ovos em
solugdes com horménios tireoidianos, também observaram melhor desenvolvimento e
crescimento larval em Carassius auratus.

Segundo MYLONAS et al. (1994), a administracdo de hormdnios deve ser feita
com cautela, pois concentragcdes baixas podem nao surtir efeitos enquanto que doses
excessivas podem causar efeitos negativos.

VASQUES (2003) relatou que a triiodotironina estimulou o desenvolvimento de
estruturas do sistema digestorio, da musculatura esquelética, acelerou a insuflagdo da
bexiga natatéria e reduziu o canibalismo do matrinxd (Brycon cephalus), enquanto
LANDINES (2003) n&o encontrou respostas positivas ao T3 em relagdo ao crescimento
e a reabsor¢cdo do saco vitelino nas espécies Pseudoplatystoma coruscans, Brycon
orbignyanus e Salminus maxillosus, embora tenha encontrado aumento na
sobrevivéncia das trés espécies. Em estudo posterior, LEONARDO (2005) testou varias
concentragdes de T3 em matrinxa, e observou que a concentragdo mais alta (0,1 mg. L
") reduziu a taxa de fertilizacdo, mas promoveu maior sobrevivéncia nos tratamentos
com concentragdes inferiores do horménio.

Além dos hormonios tireoidianos, outro horménio que deve ser investigado
para a melhoria da larvicultura de peixes, como agente redutor de canibalismo, € o
neurotransmissor mono-aminico serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-HT). A serotonina &
um importante neurotransmissor envolvido na sedacéo, inibicdo da agresséo, medo e
estresse em varias espécies animais e humanos e na regulagéo das interagbes sociais
em muitos animais (RALEIGH et al., 1991; SUMMERS et al., 1991; FERRIS et al., 1997;
VILLALBA et al., 1997; WINBERG et al., 1997; LARSON & SUMMERS, 2001;
HOGLUND et al., 2005; LEPAGE et al., 2005).

A organizacédo e a funcdo do sistema da 5-HT no encéfalo sédo altamente
conservadas nas classes de vertebrados (PARENT et al., 1984) e os efeitos

antiagressividade desse neurotransmissor foram relatados em varios vertebrados



(RALEIGH et al.,, 1991; BLANCHARD et al., 1993; DECKEL, 1996; LARSON &
SUMMERS, 2001), incluindo peixes tele6steos (ADAMS et al., 1996; WINBERG et al.,
1997; PERRAULT et al., 2003; LARSON et al., 2004; HOGLUND et al., 2005; LEPAGE
et al., 2005).

O aminoacido essencial triptofano (Trp) € o precursor do neurotransmissor
mono-aminico serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5-HT) e a taxa de biossintese da 5-HT
no encéfalo € limitada pela disponibilidade do aminoacido (BOADLE-BIBER, 1993), que
parece ser uma das principais limitagdes para a sintese de 5-HT. A ingestdo aumentada
de triptofano eleva o nivel do aminoacido no encéfalo, resultando em biossintese
aumentada de 5-HT no encéfalo de peixes (JOHNSTON et al., 1990; ALDEGUNDE et
al., 1998; ALDEGUNDE et al., 2000; WINBERG et al., 2001; LEPAGE et al., 2002) e no
encéfalo de mamiferos (FERNSTROM, 1983).

A participagdo da serotonina na regulacdo das interagdes sociais em muitos
animais pode ter implicagcdes no controle do comportamento e sistema endocrino, como
o eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal (HPI).

Embora poucos estudos tenham observado a relagdo entre a serotonina e
agressao em peixes, o padrao tipico de vertebrados, de alta atividade de serotonina em
individuos subordinados, foi descrito em Salvelinus alpinus (WINBERG et al., 1991;
WINBERG et al., 1992), truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (WINBERG et al., 1993) e
nos ciclideos Pomacentrus partitus (WINBERG et al., 1996) e Haplochromis burtoni
(WINBERG et al., 1997).

Manipulagdes experimentais sugerem o papel da serotonina como importante
mediador da condi¢cdo social e comportamento agressivo. Aumentos artificiais de
serotonina em crustaceos podem reverter temporariamente a condi¢cao social e tornar
individuos subordinados em agressivos e dominantes territoriais (HUBER et al., 1997),
pois a agao da serotonina em crustaceos e oposta aos demais vertebrados. Em
vertebrados, a atividade serotoninérgica elevada diminui agressdo e pode reverter
relacbes de domindncia em sistemas experimentais (SANCHEZ & HYTTEL, 1994,
DECKEL, 1996; FERRIS et al., 1997; VILLALBA et al., 1997; LARSON & SUMMERS,
2001).



Estudos com truta arco-iris mostraram que a suplementacdo de dietas com
triptofano (Trp) promoveu inibicdo do comportamento agressivo dos peixes, bem como
reduziu a reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal como indicado por niveis
pos-estresse reduzidos do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) e cortisol (WINBERG
et al.,, 2001; LEPAGE et al., 2002; LEPAGE et al., 2003; LARSON et al., 2004). Em
outro estudo com a mesma espécie, a suplementagdo da racdo com triptofano
promoveu diminuicdo do numero de ataques entre os peixes, corroborando a
participacao do triptofano na redugdo da agressividade dos peixes (LEPAGE et al.,,
2005). De modo semelhante, a suplementacéo da dieta com triptofano afetou o sistema
central de sinalizagdo 5-HT e reduziu o comportamento agressivo de juvenis de
bacalhau do Atlantico, Gadus morhua (HOGLUND et al., 2005).

Respostas semelhantes de supressdao de comportamento agressivo por
ingestédo de altas quantidades de Trp foram descritas em caes (DENAPOLI et al., 2000)
e aves submetidos a restricao alimentar (SHEA et al., 1994), enquanto que em
humanos uma dieta rica em carboidrato e pobre em proteina causou elevagéo do Trp
do sistema nervoso central e reduziu a resposta do cortisol e sentimentos de depresséo
em individuos com predisposi¢ao ao estresse (MARKUS et al., 2000).

A supressao do comportamento agressivo induzida pelo elevado nivel de Trp
dietario parece ser mediada pela elevacdo da atividade da 5-HT no encéfalo.
Entretanto, esse efeito supressivo pode ndo ser mediado por efeito direto na liberacao
da 5-HT, mas pode haver envolvimento de mecanismo de transportadores e receptores
da 5-HT como sugerido por estudos em que demonstraram efeitos antidepressivos de
substancias inibidoras de re-captagao da 5-HT, tais como fluoxetina (MONGEAU et al.,
1997; NUTT et al., 1999), sertralina e citalopram (SANCHEZ & HYTTEL, 1994). Estudo
recente usando fluoxetina, um dos inibidores seletivos da re-captagcdo de serotonina,
para aumentar experimentalmente a transmissao serotoninérgica em um peixe territorial
e testar o papel desse neurotransmissor na mediagdo do comportamento agressivo e
interacbes de dominancia mostrou redugdo do comportamento agressivo apés
administragcdo da droga (PERREAULT et al., 2003).



Outra possibilidade é que os efeitos do Trp dietario na agressdo e
responsividade do eixo HPI sejam mediados pela melatonina (N-acetil-5-metoxi-
triptamina). O Trp é precursor de 5-HT, que por sua vez € precursor de melatonina. Se
a atividade das enzimas aril-alkil-amina-N-acetil-transferase (AANAT) e hidroxi-indol-O-
metil-transferase (HIOMT), responsaveis pela conversao da 5-HT em melatonina, forem
suficientemente altas, os niveis elevados de Trp dietario poderiam resultar em niveis
elevados de melatonina.

A melatonina afeta o comportamento agressivo e as concentragdes pos-
estresse de cortisol. MUNRO (1986) mostrou que injecdes intracerebro ventricular de
melatonina no ciclideo Aequidens pulcher suprimiu a resposta agressiva dos peixes e,
em mamiferos a melatonina mostrou efeitos inibidores da secre¢cao de glicocorticoide
(XU et al., 1995; RAO et al., 2001).

A melatonina é considerada um sincronizador dos ritmos diarios do ciclo
claro/escuro na maioria dos vertebrados (CASSONE, 1998; FALCON, 1999), incluindo
peixes (EKSTROM & MEISSL, 1997). Estudo recente com Oncorhynchus mykiss
(LEPAGE et al., 2005) testou a hipétese de que elevadas concentragbes de triptofano
dietario elevam as concentragbes plasmaticas de melatonina e que esse aumento é
causado por producéo e secre¢cao aumentadas do horménio pelo trato gastro-intestinal.
A alimentacdo dos peixes com dieta suplementada com Trp elevou os niveis de
melatonina durante o dia e reduziu os niveis de cortisol pos-estresse, sugerindo a
existéncia de um mecanismo para a melatonina na mediagdo dos efeitos de niveis
aumentados de Trp sobre a dindmica do cortisol pds-estresse e no comportamento
agressivo da truta.

Reducgao de canibalismo foi demonstrada em espécies nativas, por efeito de
horménios exdgenos (LANDINES, 2003; URBINATI et al., 2003; VASQUES, 2003;
LEONARDO, 2005) e a sobrevivéncia foi melhorada quando se utilizou alimento vivo,
como zooplancton e larvas de outros peixes, na alimentagdo das larvas (LANDINES,
2003).

A utilizagédo de alimentos vivos enriquecidos vem sendo estudada desde 1986,

por SORGELOOS e colaboradores, que observaram melhora na qualidade nutricional



do alimento, na sobrevivéncia, no crescimento e na qualidade das larvas de peixes.
Dentre os organismos vivos utilizados na alimentacao de larvas, a Arfemia tem sido
adotada como dieta de sucesso pelo valor nutricional e possibilidade de enriquecimento
(SORGELOOS, 1986; SORGELOOS et al, 1986; OZKIZILCIK, 1994). O
enriquecimento de Artemia, utilizada na alimentacdo de larvas de Paralichthys
olivaceus, com fenilalanina e tirosina, promoveu maior sobrevivéncia larval
(HERFINDAL et al., 1999).

A Artemia salina € um crustaceo, que em estado adulto pode chegar a medir 17
a 18 mm. A fémea possui, geralmente, um ovario com 10 a 30 ovocitos podendo chegar
a 70. Ela pode ser encontrada em grandes lagos de agua salgada, denominadas
salinas. Os cistos (ovécitos fertilizados), quando secos, possuem uma forma
aparentemente inerte e podem permanecer assim por longos periodos, em estado de
criptobiose. Porém, em contato com a agua do mar, os cistos se hidratam e tem inicio o
desenvolvimento embrionario, tornando-se uma das mais importantes fontes de
alimentac&o natural na aquicultura. Os nauplios, logo que eclodem, medem entre 400 e
500 micra e tem uma cor levemente alaranjada. Possuem trés pares de apéndices, com
fungdes sensoriais, locomotoras, filtradoras e captagdo de alimento. O nauplio de
Artemia é um filtrador n&do seletivo (REEVE, 1963) e se alimenta tanto de particulas de
matéria organica como de organismos vivos de tamanho reduzido (bactérias e
microalgas). E uma excelente fonte de alimento, sendo essencial para a produgdo de
larvas de algumas espécies (KAISER et al., 2003). HAMRE et al. (2002) compararam a
alimentagédo de larvas com zooplancton e com Artemia e obtiveram um maior
crescimento e sobrevivéncia com uso da Artemia. Outros estudos indicam as vantagens
do enriquecimento da Artemia (WATANABE et al., 1983; SORGELOOS et al., 1986;
McEVOY, 1995). De acordo com o tipo e a duracdo do enriquecimento, ele pode
influenciar a composicao bioquimica da Artemia e a temperatura da agua influencia no
tempo e na qualidade do enriquecimento (RITAR et al., 2004).

Novos e eficientes métodos tém sido descobertos, resultando em melhores
taxas de ecloséo, desenvolvimento e enriquecimento dos nauplios de Artemia. Algumas

empresas privadas tém investido no desenvolvimento de novas tecnologias que
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potencializam e facilitam cada vez mais a utilizacao desse método (KOLKOVSKI, 2004).
SOUTHGATE et al. (1995) observaram resultados positivos com a utilizagdo de micro-
capsulas contendo 6leo marinho, indicando mais uma alternativa economicamente
viavel para o enriquecimento da Artemia, enquanto SMITH et al. (2004) obtiveram
sucesso no enriquecimento dos nauplios de Artemia com vitamina C. Ja STEWART et
al. (2001) obtiveram resultados positivos na diferenciacdo sexual em peixes com 0 uso
de horménios esterdides no enriquecimento de Artemia.

O uso de hormdnios na produgdo animal, no entanto, comeca a ser visto de
forma prejudicial ao meio ambiente e aos consumidores. Com a falta de
regulamentacédo para controlar os insumos usados ou os produtos, nos sistemas de
produgado animal, em escala industrial, as potenciais consequéncias sobre a saude das
comunidades sao fonte de grande preocupag¢do (KOOPMANS, 2004).

Na alimentagdo animal, o uso de hormobnios ja foi utilizado de forma
indiscriminada, e atualmente é visto com restricdes, gerando barreiras no momento da
comercializagdo do produto. A regulamentacgéo oficial da utilizagdo de hormbnios em
produgdo animal varia nos diversos paises. Somente o dietil-estilbestrol tem uso
proibido em todos os paises pelo seu efeito carcinogénico (COLLINS et al., 1989). Ja
em 1989, a Comunidade Econdmica Européia proibiu a utilizacdo de substéncias
anabolizantes para uso em animais, néo permitindo a comercializacado e a importacao
de carnes que apresentem residuos dessas substancias (BOOTS et al.,, 1997). No
Brasil, a partir de 1991, foram proibidos a importagéo, producdo, comercializagdo e uso
de substancias naturais ou artificiais, para fins de crescimento e/ou engorda de animais
de abate, com permissao apenas para fins terapéuticos, sincronizacao de ciclo estral e
preparacédo de doadores e receptores para a transferéncia de embrides (BRASIL,
1991). Em 1995, foi determinado pelo Codex alimentarius, que os produtos 17b-
estradiol, testosterona e progesterona seriam seguros a saude, assim como o acetato
de trembolona e o zeranol, desde que nas doses estipuladas (PALERMO-NETO, 1998).

A utilizacdo de alguns hormdnios na producdo de peixes € comum, com

resultados positivos e outros negativos (URBINATI, 2006).
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Novos procedimentos visando a melhoria da larvicultura devem ser
desenvolvidos para aumentar a produtividade em condi¢cdes de confinamento de forma
segura. Uma alternativa a ser explorada € o uso de nauplios de Artemia enriquecidos
com precursores de horménios, uma vez que tem sido mostrado o potencial do
enriquecimento de organismos naturais como zooplancton e Artemia (GUEVARA, 2003;
LUZ, 2004), inclusive com aminoacidos (HERFINDAL et al., 1999). Do mesmo modo, o
enriquecimento de ragdo com aminoacidos precursores de hormdnios é uma técnica de
aplicagdo exogena de indutores de respostas fisiologicas a hormdnios, sem seu uso
direto.

Com base nessas informacbes, e conhecendo o processo de sintese dos
hormdnios tireoidianos e da serotonina e melatonina, aminoacidos precursores desses
compostos podem ser utilizados no enriquecimento de Artemia e da ragéo, favorecendo
a sintese hormonal nos animais alimentados com um ou outro, de forma indireta. Assim,
0s aminoacidos tirosina e triptofano devem receber atencéo especial, pois seus efeitos

podem influenciar de maneira positiva o desempenho larval na producao de peixes.
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CAPITULO 2 - UTILIZAGAO DA TIROSINA NO ENRIQUECIMENTO DE NAUPLIOS
DE ARTEMIA E DE RAGAO NA LARVICULTURA DE MATRINXA (Brycon

amazonicus)
RESUMO

Este trabalho avaliou a influéncia da adi¢cao de tirosina, aminoacido precursor
dos horménios tireoidianos, na alimentacao de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus)
por meio de enriquecimento de nauplios de Artemia (Experimento 1) e pelo
enriquecimento da ragdo (Experimento 2) no desempenho zootécnico, reducéo de
canibalismo e sobrevivéncia. No Experimento 1, os tratamentos foram: nauplios de
Artemia nao enriquecidos (T1), enriquecidos com 6,5 mg (T2), 13 mg (T3) e 26 mg de
tirosina/L (T4) e no Experimento 2: racao comercial - RC (T1), RC enriquecida com 1,5
(T2), 4,5 (T3) e 10,5 g de tirosina/100g RC (T4). As amostragens foram realizadas 36
horas, 1, 3, 6, 9 e 12 dias ap0és inicio da alimentagao larval, sendo avaliados peso e
comprimento dos exemplares, taxa de crescimento especifico, coeficiente de variagéo
do peso e do comprimento, ocorréncia de canibalismo (conteudo estomacal),
sobrevivéncia e morfometria de foliculos tireoidianos. No Experimento 1, os tratamentos
ndo afetaram os parametros avaliados, possivelmente pela baixa eficiéncia do método
utilizado para o enriquecimento dos nauplios de artemia com tirosina. No Experimento
2, os resultados mostram que o tratamento contendo 5,39 g de tirosina/100 g ragéo (T3)
apresentou melhores resultados quando comparado com os demais tratamentos. As
larvas apresentaram maior crescimento em comprimento e peso € uma sobrevivéncia
superior a dos demais tratamentos. Dessa forma, o enriquecimento da racédo com
tirosina parece ser um método adequado para melhorar o desempenho e a
sobrevivéncia de larvas de matrinxad e a tirosina pode ser processada como precursor

dos hormonios tireoidianos produzindo os mesmos beneficios do seu uso.

Palavras-chave: canibalismo, sobrevivéncia, triiodotironina, hormoénio

tireoidiano.



29

ABSTRACT

The present study evaluated the enrichment of diets (Artemia — Experiment 1
and ration — Experiment 2) of matrinxa (Brycon amazonicus) larvae with tyrosine, amino
acid precursor of the thyroid hormones, and their influence on the early growth,
cannibalism and survival. In the Experiment 1, the treatments were: nauplios of Artemia
no enriched (T1), nauplios of Artemia enriched with 6.5 mg tyrosine (T2), nauplios of
Artemia enriched with 13 mg tyrosine (T3), nauplios of Artemia enriched with 26 mg
tyrosine (T4). In the Experiment 2, the treatments were: commercial ration - CR (T1), CR
enriched with 1.5 g tyrosine (T2), CR enriched with 4.5 g tyrosine (T3), CR enriched with
10.5 g tyrosine/100g (T4). The samplings were done at 36 h, 1, 3, 6, 9 and 12 days after
the feeding starts to evaluate length and weight, coefficient of variation of length and
weight, cannibalism, survival and morphometry of the thyroid follicles.

In the Experiment 1, the treatments did not affect the parameters, probably due
to the low efficiency of the tyrosine enrichment method. In the Experiment 2, the ration
containing 5.39 g tyrosine/g ration showed the best results (higher growth and higher
survival). The tyrosine enrichment of the ration seems to be an appropriate method to
improve the performance of larvae of matrinxad since tyrosine can be processed as

precursor of the thyroid hormones and reproduce their effects.

Key words: cannibalism, survival, triiodothyronine, thyroid hormone.
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1. INTRODUGAO

O matrinxd (Brycon amazonicus) (SPIX & AGASSIZ, 1829) é um peixe da
Bacia Amazoénica, muito apreciado pela qualidade da carne e por sua esportividade na
pesca. A espécie tem habito alimentar onivoro, alimentando-se de frutos, sementes e
insetos. E um peixe que, no ambiente natural, migra para reproduzir-se, depois que sai
de pequenos afluentes de agua preta para rios de aguas brancas ou turvas, no periodo
que antecede a desova (GOULDING, 1979). Destaca-se pelo crescimento rapido e
aceitacdo de racgdo artificial. Embora a reproducdo induzida do matrinxd ja seja
realizada com sucesso (BERNARDINO et al.,, 1993), ainda existem dificuldades na
larvicultura, durante a alimentacéo inicial das larvas, especialmente na primeira semana
de vida (SENHORINI et al., 1998). Esta dificuldade gera altas taxas de mortalidade e
esta relacionada, entre outros aspectos, ao canibalismo que chega, muitas vezes, a
inviabilizar a produgcédo. Esse comportamento tem causado prejuizo econdmico para a
piscicultura (SMITH & REAY, 1991).

Estudos com varias espécies de peixes enfocaram condigcbes em que pode
ocorrer o comportamento de agressao intra-especifica e de canibalismo. Sao elas:
intervalos longos entre o fornecimento de alimento, luminosidade, diferenga de tamanho
das larvas (HECHT & PIENAAR, 1991; FOLKVORD & OTTERA, 1993; GREAVES &
TUENE, 2001; BRANNAS et al.,, 2002) e densidade de estocagem (GOMES et al.,
2000). Por outro lado, dados da literatura associam o comportamento agressivo de
muitas espécies com os hormdnios tireoidianos (HEY et al., 1996; HUTCHISON &
IWATA, 1998; GAVLIK et al.,, 2002; URBINATI et al., 2003). Nos teledsteos, os
hormoénios tireoidianos estdo envolvidos principalmente no desenvolvimento inicial,
metamorfose e a sobrevivéncia das larvas (BROWN & BERN, 1989; LAM, 1994; HEY et
al., 1996; HUANG et al., 1996; de JESUS et al., 1998; SCHREIBER & SPECKER, 1998;
LIU & CHAN, 2002; URBINATI et al., 2003).

Nos peixes, a glandula tire6ide é composta por foliculos que apresentam a
superficie revestida por uma camada unica de células epiteliais. No lumen do foliculo,

existe um coldéide que funciona como reservatério dos horménios. O tecido tireoidiano
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localiza-se, em geral, atras da faringe, ao redor da aorta ventral e na inser¢ao dos arcos
branquias, embora em muitas espécies, os foliculos possam ser encontrados em outras
regides, como proximo a parte anterior do rim, figado, es6fago e encéfalo (RAINE &
LEATHERLAND 2005; DELGADO et al., 2006; DOMINGUES & HOLT, 2006). Os
foliculos tireoidianos estdo associados ao sistema do eixo hipotalamo-hipofise,
evidenciando a importancia fisiolégica do sistema hormonal tireoidiano (EALES &
HIMICK, 1988).

Na criagdo de larvas, o estudo dos aminoacidos é importante, pois as
mudangas morfolégicas que ocorrem na metamorfose e no desenvolvimento inicial dos
peixes requerem a formacao dos tecidos, processo no quais os aminoacidos tém uma
grande importancia (SCREIBER & SPECKER, 1998). Estudos sobre suplementacédo de
dietas com aminoacidos mostram seu efeito na melhora da eficiéncia alimentar e
crescimento larval (ARAI, 1981; OGATA et al., 1983).

A tirosina € um aminoacido precursor das catecolaminas (dopamina, epinefrina
e norepinefrina) e dos hormdnios tireoidianos. Juntamente com o iodo, é responsavel
pela formacao, na glandula tire6ide, da tiroxina (T4) e da tri-iodotironina (T3).

O enriquecimento de alimentos vivos e de ragdo com tirosina pode ser uma via
de estimulacdo da producao dos hormdnios tireoidianos nas larvas alimentadas com as
dietas enriquecidas, e pode ser uma alternativa para substituir a utilizacdo direta de
horménios na larvicultura dos peixes, procedimento recomendavel em vista da atual
preocupacao e restricdo mundiais em relagcéo ao uso de horménios na produgao animal,
pelos prejuizos que podem causar ao meio ambiente e aos consumidores
(KOOPMANS, 2004).

Dentre os alimentos vivos, os nauplios de Artemia podem ser utilizados com
grande eficiéncia na alimentagdo de inumeras espécies de peixes, devido ao seu alto
valor nutricional, facil cultivo e alta producao (JOMORI, 2001; GUEVARA, 2003; LUZ,
2004; TESSER et al., 2005), além de que seu enriquecimento com tirosina estimulou o
desenvolvimento inicial de Paralichthys olivaceus (HERFINDAL et al., 1999).

Sendo assim, este trabalho avaliou a influéncia da tirosina na alimentagédo de

larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) por meio de enriquecimento de nauplios de
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Artemia (Experimento 1) e pelo enriquecimento de racdo (Experimento 2) no

desempenho zootécnico, redugéo de canibalismo e sobrevivéncia.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1.Espécie estudada

Classe: Actinopterygii
Sub classe: Neopterygii
Divisdo: Teleostei
Subdivisao: Euteleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Sub-ordem: Characoidei
Super-familia: Characoidae
Familia: Characidae
Género: Brycon
Espécie: Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829)

2.2. Local do experimento

O estudo, dividido em 2 experimentos, foi realizado no Centro de Pesquisa e
Gestado de Recursos Pesqueiros Continentais CEPTA/IBAMA, localizado no Municipio
de Pirassununga, Estado de Sao Paulo, Brasil (21° 56 S e 47° 22 W) e no Laboratério
de Fisiologia de Peixes, do Depto. de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV — Unesp,

Jaboticabal.
2.3. Unidades experimentais
Foram utilizadas caixas de fibra de vidro retangulares, com volume aproximado

de 25 litros, em sistema de circulagéo fechado, com temperatura controlada e aeragéo

constante. A densidade de estocagem das larvas foi de 16 larvas/litro.
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2.4. Manejo e Reproducgao

As larvas utilizadas nos experimentos foram obtidas por reproducgéo induzida
de matrizes de matrinxa (WOYNAROVICH & HORVATH, 1983), com 4 anos de idade,
mantidas em viveiro de terra escavado e alimentadas com ragéo comercial (28% P.B.),
oferecida duas vezes ao dia.

Os ovocitos de todas as fémeas foram misturados e aliquotados para

distribuicdo aleatoria das larvas produzidas nos seguintes tratamentos:

Experimento 1

T 1: nauplios de Artemia nao enriquecidos
T 2: nauplios de Artemia enriquecidos com 6,5 mg de tirosina/L
T 3: nauplios de Artemia enriquecidos com 13 mg de tirosina/L

T 4: nauplios de Artemia enriquecidos com 26 mg de tirosina/L

As concentracgdes de tirosina utilizadas no enriquecimento de Artemia foram
calculadas de acordo com SOLBAKKEN et al. (2002), que estabeleceram os valores
basais encontrados na Artemia apos eclosdo dos nauplios, e apartir desse valor foi
estipulado o enriquecimento em 0,5, 1 e 2 vezes o valor controle.

Apds o procedimento do enriquecimento, foi coletada 1 g de nauplios, que foi
congelada para posterior anadlise da concentracdo de tirosina pelo método de
cromatografia de troca ibnica com derivatizagc&o por ninidrina (LAB TEC).

Tabela 1. Valores dos resultados do enriquecimento dos nauplios de artemia
com tirosina (g/100 g) obtida.

Valores esperados Valores obtidos
Tratamento (g/100 g nauplios) (9/100 g nauplios)
T1 0,26 0,19
T2 0,33 0,21
T3 0,39 0,20

T4 0,52 0,20
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Experimento 2

T 1: ragédo comercial - RC

T 2: ragao enriquecida com 1,5 g de tirosina /100 g RC
T 3: ragdo enriquecida com 4,5 g de tirosina /100 g RC
T 4: ragdo enriquecida com 10,5 g de tirosina /100 g RC

As concentragdes de tirosina da ragcédo foram 2, 4 e 8 vezes a concentragéo
existente na ragdo comercial utilizada que foi a ragéo para larvas (56%) P.B. da Fri-ribe.
O aminoacido foi adicionado a ragéo e misturado de acordo com os tratamentos, com
um auxilio de um misturador tipo batedeira.

Em todos os tratamentos, as larvas receberam alimentacéo natural, juntamente
com a ragdo. Apo6s o procedimento do enriquecimento, 100 g de racdo foram
congeladas para posterior analise da concentragcdo de tirosina pelo método de

cromatografia de troca idnica com derivatizagéo por ninidrina (LAB TEC).

Tabela 2. Valores dos resultados do enriquecimento da racao com tirosina

Valores esperados Valores obtidos Recuperacgao
Tratamentos - ~

(g/100 g ragéo) (g/100 g racéo) (%)
T1 1,9 1,9
T2 3,4 3,14 92
T3 6,4 5,39 84
T4 12,4 9,79 79
2.5. Artemia

Os cistos de Artemia foram incubados até a eclosdo, de acordo com o
procedimento descrito por LAVENS & SORGELOOS (1996). Os cistos foram hidratados
durante uma hora e meia em agua doce, a 25°C, com aeracdo constante.

Posteriormente, foram desencapsulados em solugdo de agua doce com hipoclorito de
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sédio e incubados, durante 24 horas, em tanques cilindro-conicos com aeragao forte no
fundo, densidade de 1 g de ovos/L, iluminagao constante, temperatura entre 25-28 °C e
salinidade de 25 ppm.

No Experimento 1, os nauplios foram expostos a solugbes contendo tirosina,
durante 24 horas, de acordo com os tratamentos. A exposicado dos nauplios a tirosina
também ocorreu durante os outros procedimentos de preparacdo da Artemia:
hidratagcdo, desencapsulacédo e eclosédo, pois a agua utilizada tinha as mesmas

concentragdes de tirosina, de acordo com os tratamentos.

Alimentagao no Experimento 1

As larvas receberam somente alimentacdo natural (500 nauplios
enriquecidos por larva) a partir de 36 horas pos-eclosao, trés vezes ao dia (8:00, 13:00

e 17:00 horas), de acordo com os respectivos tratamentos.

Alimentag¢ao no Experimento 2

As larvas receberam alimentacéo natural (nauplios de Artemia) durante todo o
periodo experimental. A partir do primeiro dia de vida, receberam também racao

enriquecida com tirosina, de acordo com os tratamentos.

2.6. Parametros Limnoldgicos

Durante o periodo experimental, o monitoramento da qualidade da agua foi
realizado as 7:30 e 16:30 horas, mensurando-se a temperatura (27 + 0,1°C), oxigénio
dissolvido (7,4 + 1 mg O/L), pH (7,8 £ 0,7) e amdnia nao ionizada (0,02 mg/L). Os
valores encontrados estdo dentro da faixa recomendada para o cultivo de espécies
tropicais (BOYD, 1990). As caixas foram sifonadas duas vezes por semana, com uma

mangueira de borracha, para a retirada dos restos de alimento e os detritos.
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2.7. Coleta das larvas e juvenis

As amostragens foram realizadas nos tempos: 36 horas (controle — inicio da
alimentacéo com Artemia), 1, 3, 6, 9 e 12 dias ap0s inicio do periodo experimental. Oito
larvas ou juvenis foram fixados em Bouin, em cada amostragem, para avaliacdo de
peso e comprimento dos exemplares, taxa de crescimento especifico, coeficiente de
variacao do peso e do comprimento, ocorréncia de canibalismo (conteudo estomacal),
sobrevivéncia e morfometria de foliculos tireoidianos.

O peso e o comprimento total das larvas foram determinados com uma balanca
analitica, com precisdo de 5 casas decimais, e com um paquimetro e um
estereomicroscopio. A taxa de crescimento especifico foi calculada de acordo com a
féormula: TCE (%/dia)=100 x [(In peso final — In peso inicial)/dias]. O coeficiente de
variacdo do peso e do comprimento foi obtido a partir da férmula: CV = (desvio
padrao/média) x 100 (JOBLING, 1994). O coeficiente de variagdo, quando multiplicado
por cem, corresponde a porcentagem de variagdo da populagdo. O canibalismo foi
avaliado (%) por meio da determinagédo do conteudo estomacal de 28 larvas por
tratamento, por meio de microcirurgia, com o auxilio de uma lupa com aumento de 4,5
vezes. Foram observadas a presenca, auséncia e a quantidade do alimento consumido.

A sobrevivéncia final foi calculada, de acordo com SENHORINI et al. (1998),

utilizando-se a formula: S(%) = (n° final de juvenis / n°® inicial) x 100.

2.8. Morfometria dos foliculos tireoidianos

A presencga e o tamanho dos foliculos tireoidianos das larvas e alevinos foram
determinados apdés a preparagcdo do material bioldégico por meio de técnicas de
histologia e imunocitoquimica, que serdo descritas a seguir. Apos preparagao do
material, os cortes histolégicos foram fotografados com um fotomicroscopio Leica DFC

280, e as analises morfométricas foram feitas com auxilio do programa Leica Q Win V3.
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2.8.1. Histologia

As amostras foram fixadas em solu¢ao de Bouin e mantidas em alcool 70% até
serem processadas para inclusdo em parafina. Apds inclusdo, foram montados os
blocos e realizadas secg¢bes de 7 um de espessura, que foram fixadas as laminas com
poli-L-lisina e deixadas por uma noite a 45°C. As seccbes foram coradas com

Hematoxilina-VOF.

2.8.2. Imunocitoquimica

A imunocitoquimica foi realizada por meio de reagcdo para formagéo do
complexo peroxidase-antiperoxidase (PAP), usando anticorpo contra a-T4 (Biotrend,
diluicdo 1:400) que marca a presengca do horménio no foliculo (STERNBERGER,
1986). As seccdes processadas (2 x 15 min. em xilol, 2 x 10 min. em etanol 100, 10
min. em etanol 96, 10 min. em etanol 70, 5 min. em agua destilada, 15 min. em H;0,
5 min. em agua destilada e 2 x 5 min. em tamp&o Tris) para incubagdo em anticorpo
primario (diluicao 1:25) 18 horas, a temperatura ambiente. Um segundo anticorpo
(anti-IgG de rato) foi adicionado, por 1 hora, e o complexo PAP por 45 minutos,
ambos a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram mantidas por 15
minutos em DAB (3,3-diamino-benzidina tetrahidrocloreto, Sigma) e desidratadas em
série crescente de etanol (etanol 70, 96, 100 e 100, 10 min. cada) e xilol (2 x 10 min.)

para montagem das laminas.

2.9. Analise Estatistica

O delineamento utilizado em cada experimento foi um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com 3 concentracdes de tirosina e 1 testemunha. Cada
tratamento foi distribuido em 4 repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de

variancia e a comparagao das médias foi feita pelo teste de Tukey (nivel de 5%), com
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auxilio do programa estatistico SAS (8.12). Os resultados foram apresentados como

médias * erro padrao da média.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimento 1

Experimentos estudando o efeito de horménios tireoidianos na larvicultura de
peixes demonstram resultados positivos, com aceleracdo da metamorfose (INUI et al.,
1995; HUANG et al., 1996; de JESUS et al., 1998; SCHREIBER & SPECKER, 1998) e
do desenvolvimento larval (TAGAWA & HIRANO, 1991; AYSON & LAM, 1993; LIU et
al., 2002) e influéncia no comportamento de canibalismo (HEY et al., 1996; de JESUS
et al., 1998; GAVLIK et al., 2002; URBINATI et al., 2003) e na reducgéo da agressividade
(HUTCHISON & IWATA, 1998). Por outro lado, o uso de hormdnios na produgéo animal
comecga a ser visto de forma restritiva pelos prejuizos que podem causar ao meio
ambiente e aos consumidores. Uma alternativa € o uso de precursores dos hormoénios,
que indiretamente estariam promovendo a sintese dos mesmos nos animais
alimentados com o precursor. A tirosina € um aminoacido importante para a sintese dos
hormoénios tireoidianos, pois contribui para a construcao do esqueleto carbdénico da
molécula das iodotironinas, T4 e T3 (BENTLEY, 1998).

Neste experimento, procurou-se desenvolver um protocolo de enriquecimento
da Artemia com a tirosina, aminoacido de carater polar, por imersédo dos cistos e
nauplios em solu¢des contendo o aminoacido. Por meio da suplementacdo dos nauplios
com tirosina, poder-se-ia estimular a producdo dos horménios tireoidianos nas larvas
alimentadas com o alimento vivo. O protocolo foi testado, uma vez que o nauplio de
artemia é um filtrador ndo seletivo (SORGELOOQS, 1986), e pelo fato de que durante o
processo de desencapsulagédo os cistos se hidratam, absorvendo agua e substancias
que possam atravessar a membrana plasmatica. Analisando os resultados do
Experimento 1, verifica-se que o enriquecimento por meio da agua aumentou em
apenas 4-5% os niveis de tirosina nos tratamentos T3 e T4 e em 10,9% no T2 (Tabela
1) de modo que o enriquecimento ndo atingiu os valores desejados.

O pequeno aumento na concentragéo de tirosina nos nauplios n&o foi suficiente

para influenciar os parametros esperados. O comprimento e peso das larvas
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apresentaram aumento gradual com o passar do tempo, como era esperado, sem efeito
dos tratamentos. No dia 1, as larvas mais compridas eram as do T1 (Figura 1) e as
larvas com maiores pesos (Figura 2) foram encontradas nos T1 e T4. As larvas do T2
tiveram pesos inferiores quando comparadas com os dos demais tratamentos nessa
amostragem. Os maiores comprimento e peso, nos T1 e T4, podem ser explicados pela
maior ocorréncia de canibalismo que ocorreu nesses tratamentos, como mostra a
Tabela 6. Entretanto, ndo houve um padrao na resposta.

A taxa de crescimento especifico (Tabela 3) mostrou que o crescimento foi
maior entre os dias 1 e 6 (em torno de 20-22% ao dia), em todos os tratamentos,
diminuindo gradativamente nos dias 9 e 12, para valores em torno de 10 e 4 %. Essa
observacao mostra a importancia de uma nutrigdo adequada e a maior exigéncia das
larvas durante os primeiros dias de vida. Ja, a taxa de crescimento especifico total
mostra que nado houve diferenca significativa entre os tratamentos ao final do
experimento.

Os coeficientes de variagdo do comprimento e do peso s&do importantes
indicadores da homogeneidade do tamanho das larvas, pois indicam a variagdo do
comprimento e do peso das mesmas. O alto coeficiente de variagdo pode ser devido a
um maior canibalismo, a uma deficiéncia alimentar, onde a competi¢do pelo alimento se
torna mais assidua ocasionando em menor produtividade (KESTEMONT et al., 2003).

Em relagéo ao coeficiente de variagdo do comprimento (Tabela 4), ndo foram
observadas grandes alteracbes em relagcdo aos tratamentos, indicando baixa variagéo
do comprimento das larvas entre os tratamentos. Quanto ao coeficiente de variagcao do
peso (Tabela 5), houve uma variacdo expressiva no dia 6 quando o T4 apresentou
valores mais elevados de coeficiente. Na amostragem do dia 12, entretanto, o maior
coeficiente foi observado no T2. Esses valores indicam uma variagdo acentuada do
peso e heterogeneidade de tamanho entre as larvas, porém essa variagdo nao foi
observada no comprimento. De acordo com BARAS et al. (2002), a heterogeneidade do
lote aumenta a taxa de canibalismo, mas isso n&o significa que ndo tenham outros

fatores envolvidos, como a falta de alimento, estresse, manejo incorreto, etc.
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A analise do conteudo estomacal permite conhecer o comportamento alimentar
das larvas, pelo tipo e quantidade de alimento ingerido. Pela analise (Tabela 6),
constatou-se a ocorréncia de canibalismo (presenca de restos de outras larvas no
estdmago) nos dias 1 e 3, mas n&o houve diferencgas significativas entre os tratamentos
em cada dia de amostragem. Esse resultado concorda com LOPES et al. (1995), que
relataram ocorréncia de canibalismo em matrinxa a partir de 36 horas de vida, mas nao
explica as diferengas de tamanho evidenciadas pelo coeficiente de variagéo de peso.

A partir do 1° dia, larvas de todos os tratamentos tinham alimento no trato
gastrintestinal, mostrando inicio de alimentag&o.

Pela quantidade de Artemia encontrada no trato gastrintestinal das larvas, foi
possivel observar que o aumento do consumo de ndauplios estava diretamente
relacionado ao crescimento corporal. A partir do 9° dia de vida, em todos os
tratamentos, as larvas ingeriram uma quantidade superior a 250 nauplios por individuo.

A taxa de sobrevivéncia ndo foi afetada pelos tratamentos, mantendo-se em
torno de 20-25% (Figura 3). Esse resultado é conseqiéncia da inadequagcdo do
protocolo utilizado para enriquecimento, visto que todos os tratamentos apresentaram
quantidades muito proximas de tirosina. De acordo com a literatura, as taxas de
sobrevivéncia encontradas no presente experimento estdo proximas as descritas para a
mesma espécie por BERNARDINO et al. (1993), LOPES et al. (1994) de 17%, mas
abaixo das descritas por SENHORINI et al. (1998) e por GOMES et al. (2000) de 40 a
70%. LEONARDO (2005) testou o efeito de triiodotironina na sobrevivéncia de larvas de
matrinxa e observou que houve aumento de sobrevivéncia com o uso de horménio. As
larvas controle (sem horménio) apresentaram, ao final de 12 dias de criacao,
sobrevivéncia de 26,5%, enquanto as larvas provenientes de ovos imersos em
trilodotironina apresentaram sobrevivéncia em torno de 40%.

Nas secg¢des histologicas das larvas (Figuras 7 e 8), foi quantificado o numero
de foliculos tireoideanos (Tabela 7) e mensurados a area (Tabela 8) e o perimetro dos
mesmos (Tabela 9). Essas analises permitiram observar se o aminoacido afetou o
numero e desenvolvimento dos foliculos, que € um indicador do aumento da producao

hormonal.
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Os dados da Tabela 7 indicam que n&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos em relagdo a quantidade de foliculos, que ja sdo observados as 36 horas
de vida da larva. Em relagdo a area dos foliculos (Tabela 8), no 1° dia, as larvas dos
tratamentos T1 e T4 apresentaram valores superiores aos das larvas dos demais
tratamentos. Na coleta do 12° dia, larvas do Tratamento 3 apresentaram maior area em
relacdo aos demais tratamentos.

O perimetro dos foliculos tireoidianos (Tabela 9) das larvas do T4, na coleta do
12° dia, foi maior quando comparado ao dos demais tratamentos. Esse fato poderia
indicar maior atividade do foliculo tireoidiano nesse tratamento, com influéncia no
desenvolvimento e crescimento das larvas, mas isso n&o foi corroborado pelos
resultados relativos ao desenvolvimento das larvas em todos os tratamentos, que
seguiram o mesmo padréo. As analises morfométricas, do mesmo modo que os outros
parametros analisados confirmam a ineficiéncia do protocolo de enriquecimento de

nauplios de Artemia com tirosina.

3.1.1. CONCLUSOES

O protocolo utilizado para enriquecer nauplios de Artemia com tirosina nao foi
eficiente e conseqlientemente ndo afetou os parametros testados no presente
experimento (desempenho zootécnico, ocorréncia de canibalismo, sobrevivéncia e

ativacado da glandula tiredide).
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Figura 1. Valores médios (+ EP) do comprimento corporal (mm) de larvas de matrinxad (Brycon amazonicus)
alimentadas com nauplios de Artemia expostos a tirosina (Experimento 1). Letras diferentes indicam diferencas
(P<0,05) entre os tratamentos. T1 - nauplios de Artemia ndo expostos; T2 - expostos com 6,5 mg; T3 - 13 mg;
T4 - 26 mg de tirosina/L
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Figura 2. Valores médios (+ EP) do peso corporal (mg) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)
alimentadas com nauplios de Artemia expostos a tirosina (Experimento 1). Letras diferentes indicam
diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. T1 - nauplios de Artemia nédo expostos; T2 - expostos com 6,5
mg; T3 - 13 mg; T4 - 26 mg de tirosina/L
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia (+ EP) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com
nauplios de Artemia expostos a tirosina (Experimento 1). T1 - nauplios de Artemia nao expostos; T2 -
expostos com 6,5 mg; T3 - 13 mg; T4 - 26 mg de tirosina/L
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Tabela 3. Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxa (Brycon

amazonicus) alimentadas com nauplios de Artemia expostos a tirosina.

Dias de coleta

1d 3d 6d 9d 12d total
T1 27,9 10,9 242 13,6 3,4 14,45
T2 22,36 24,5 19,4 13,1 4,6 14,51
T3 23,1 20,3 22,1 11,2 4,7 14,83
T4 26,73 20,4 26,3 6,1 4,5 14,70

T1 - nduplios de Artemia nao expostos; T2 - expostos com 6,5 mg; T3 - 13 mg; T4 - 26 mg de tirosina/L

Tabela 4. Coeficiente de variagdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa (Brycon

amazonicus) alimentadas com nauplios de Artemia expostos a tirosina.

Dias de coleta

36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 4,9 7,4 12,4 13,1 13,9 15,2
T2 4,9 6,7 12,9 8,2 12,0 12,3
T3 4,9 54 13,6 10,8 14,2 16,9
T4 4,9 6,4 14,3 12,4 10,0 14,2
T1 - nduplios de Artemia nao expostos; T2 - expostos com 6,5 mg; T3 - 13 mg; T4 - 26 mg de tirosina/L
Tabela 5. Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentadas com nauplios de Artemia expostos a tirosina.
Dias de coleta
36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 27 40,5 75,0 64,7 53,5 56,4
T2 27 34,1 66,2 43,8 65,0 150
T3 27 38,2 72,7 55,0 45,5 91,8
T4 27 43,5 71,7 571 442 74,6

T1 - nauplios de Artemia ndo expostos; T2 - expostos com 6,5 mg; T3 - 13 mg; T4 - 26 mg de tirosina/L
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Tabela 6 Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas
com nauplios de Artemia expostos a tirosina.

Dia de Coleta Tratamento Canibalismo Alimento (%) Artemia
(%) Auséncia Presencga n°
T1 0 0 0 0
T2 0 0 0 0
36h
T3 0 0 0 0
T4 0 0 0 0
T1 21 25 75 25
1d T2 16 25 75 24
T3 13 53 47 25
T4 21 47 53 26
T1 19 34 46 20
T2 33 37 63 22
3d
T3 34 41 59 23
T4 31 50 50 21
T1 0 8 82 50
T2 0 8 82 62
6d
T3 0 0 100 55
T4 0 0 100 66
T1 0 0 100 193
T2 0 0 100 >250
9d
T3 0 0 100 >250
T4 0 0 100 >250
T1 0 0 100 >250
T2 0 0 100 >250
12d
T3 0 0 100 >250
T4 0 0 100 >250

T1 - nauplios de Artemia ndo expostos; T2 - expostos com 6,5 mg; T3 - 13 mg; T4 - 26 mg de tirosina/L
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3.2. Experimento 2

No Experimento 2, foi utilizado um protocolo de enriquecimento de racao com
tirosina para verificar o efeito do aminoacido sobre a larvicultura do matrinxa,
considerando seu papel de precursor de hormoénios tireoidianos.

A andlise de aminoacidos da ragdo mostrou que houve um aumento da
concentragao de tirosina de 1,65; 2,83 e 5,14 vezes o valor da ragao original, obtendo-
se concentracdes finais de 1,9 g de tirosina/100 g, na ragcdo controle comercial (T1),
3,14 g de tirosina/100 g na ragao enriquecida com 3 g (T2), 5,39 g de tirosina/100 g na
ragao enriquecida com 6 g (T3) e 9,79 g de tirosina /100 g na racao enriquecida com 12
g (T4) (Tabela 2).

A utilizacdo do enriquecimento da racdo com aminoacidos visa aumentar, de
forma indireta, a produgao de tiroxina (T4) e triiodotironina (T3) pela glandula tiredide.
Muitos trabalhos mostram os efeitos positivos da utilizagcdo desses horménios no
desenvolvimento inicial, metamorfose e a sobrevivéncia larval dos peixes (BROWN &
BERN, 1989; LAM, 1994; HEY et al., 1996; HUANG et al., 1996; de JESUS et al., 1998;
SCHREIBER & SPECKER, 1998; GEYTEN et al.,, 2001; LIU & CHAN, 2002). Em
espécies tropicais, como Brycon cephalus, Brycon orbignyanus, Pseudoplastistoma
coruscans e Salminus maxillosus ja foi registrada a influéncia positiva da triiodotironina
no crescimento, maturagao de tecidos e sobrevivéncia (LANDINES, 2003; URBINATI et
al., 2003; VASQUES, 2003; LEONARDO, 2005).

Neste experimento, o crescimento das larvas foi afetado pela presenca da
tirosina nos tratamentos T2 (3,14 g tirosina/100 g) e T3 (5,39 g tirosina/100 g) nas
amostragens dos dias 9 e 12 de criagdo (Figura 4). No dia 9, as larvas dos dois
tratamentos apresentaram comprimento maior. Ja no dia 12, apenas em T3 as larvas
tinham maior comprimento. O peso das larvas (Figura 5) apresentou perfil similar ao do
comprimento. Foi observado o maior peso das larvas em T2 e T3. No 12° dia, as larvas
do T3 tinham peso superior em relagdo ao tratamento controle. Resultado similar foi
encontrado por MACKENZIE et al. (1993), que observou maior crescimento de larvas

alimentadas com racao enriquecida com triiodotironina. WOO et al. (1991) alimentaram
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Pagellus bogaraveo com péletes de racédo enriquecidos com 3,5,3’-triiodo-L-tironina e
observaram aumento na taxa de crescimento e melhora no apetite e na conversao
alimentar. O crescimento também foi estimulado em larvas de Brycon cephalus e
Brycon orbignyanus provenientes de ovos imersos em solugbes de triiodotironina
(LANDINES, 2003; LEONARDO, 2005). A alimentacédo de Paralichthys olivaceus com
Artemia enriquecida com tirosina estimulou o desenvolvimento inicial da espécie
(HERFINDAL et al., 1999). Verifica-se assim, que o enriquecimento da ragdo com a
tirosina promoveu efeitos similares aos verificados com o uso da triiodotironina, em
outros estudos, sugerindo que a utilizagdo do aminoacido pela glandula tiredide para a
sintese de hormonios tireoidianos nas larvas.

A taxa de crescimento especifico (Tabela 10), calculada ao final do
experimento, indica a maior taxa de crescimento nas larvas do T3, resultado que
corrobora os verificados para comprimento e peso.

O coeficiente de variagdo do comprimento das larvas (Tabela 11) n&o se
alterou significativamente entre tratamentos, ao longo do experimento, sugerindo
homogeneidade no crescimento das larvas em comprimento dentro dos tratamentos.
Em relagédo ao coeficiente de variagdo do peso (Tabela 12), foi observada uma maior
variacdo em T1 e T2, na amostragem do 6° dia, e em T1 e T4 na amostragem do 9° dia.
Na amostragem do 12° dia, as larvas do Tratamento 3 apresentaram o menor
coeficiente de variagdo do peso. Em T3 verificou-se uma tendéncia a maior
homogeneidade em relagdo ao peso e ao comprimento das larvas em relacdo aos
outros tratamentos, resultado desejado na larvicultura de matrinxa, pois, de acordo com
KESTEMONT et al. (2003), o crescimento heterogéneo das larvas é o principal
problema na larvicultura de espécies predadoras.

A ocorréncia de canibalismo foi verificada pela analise do conteudo estomacal
das larvas (presenca de restos de outras larvas no estbmago), como mostra a Tabela
13. Verifica-se incidéncia mais alta de canibalismo nas larvas coletadas nos dias 1 e 3,
em todos os tratamentos. Estes achados concordam com os de LOPES et al. (1995),
que registraram ocorréncia de canibalismo em larvas de matrinxa a partir de 36 horas

de vida. No 3° dia, registrou-se incidéncia de canibalismo maior em T2 apresentou que



51

nos outros tratamentos, mas nao suficiente para alterar a sobrevivéncia final das larvas,
de forma significativa.

No 6° dia foi observada ocorréncia de canibalismo apenas no T1, indicando que
nos tratamentos com tirosina o comportamento predador desapareceu mais
precocemente. A reducéo da agressividade em salmao foi relatada por HUTCHISON &
IWATA (1998). Segundo esses autores, uma elevacdo de horménios tireoidianos
acontece quando juvenis de salmao, com habito territorialista, perdem a agressividade e
formam cardumes para migrar para o mar. Resultado divergente foi descrito por HEY et
al. (1996) que encontraram aumento de canibalismo em Stizostedion vitreum apés
tratamento das larvas com horménio tireoidiano.

Os resultados do presente experimento, mostrando sobrevivéncia larval
aumentada, corroboram outros experimentos com uso de horménios tireoidianos.
Segundo STICKNEY et al. (1999), a adicdo de horménios tireoidianos na agua de
cultivo, por um periodo de 30 dias, aumentou a sobrevivéncia em Hipoglossus
stenolepis. A sobrevivéncia de larvas de matrinxd foi significativamente mais alta
quando as fémeas receberam triiodotironina antes da desova (URBINATI et al., 2003).
Esses estudos reforcam que o enriquecimento da racdo com tirosina € uma forma
indireta para se obter os efeitos da triiodotironina.

A presenca de alimentos no estdbmago das larvas, inclusive de ragdo, foi
observada em todos os tratamentos a partir da coleta do 1° dia, mesmo que em
pequenas quantidades, indicando que a alimentacdo oferecida foi adequada. Na
pratica, existe a informacéo de que as larvas de matrinxa ndo aceitam racéo nessa fase
da vida, mas neste experimento, foi observada a presenca de ragdo em algumas larvas.
CURNOW et al. (2006), estudando Lates calcarifer verificaram a importéancia de uma
correta alimentac&o, e concluiram que larvas mal nutridas apresentavam canibalismo
intenso.

Em relacdo a quantidade de Artemia ingerida, houve relagdo direta entre o
aumento do consumo e o aumento do tamanho das larvas.

De acordo com a Figura 6, observa-se maior sobrevivéncia das larvas em T3

em comparagcdo com os demais tratamentos e uma menor sobrevivéncia no T4. A
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sobrevivéncia das larvas no tratamento T3 foi aproximadamente 20% superior em
relagédo ao tratamento controle, mostrando um excelente resultado para a larvicultura da
espécie. A producéao de larvas de matrinxa é um grande desafio para o sucesso de sua
criagdo devido a alta taxa de canibalismo que a espécie apresenta. De acordo com
SENHORINI et al. (1998), a solugéo para o problema do alto canibalismo nessa espécie
seria a utilizagdo de larvas forrageiras nas incubadoras como fonte de alimento. Os
resultados obtidos nesse experimento (de 30-44%) sdo superiores aos obtidos no
Experimento 1, dessa Dissertagéo (20-25%). Mesmo os valores obtidos no grupo de
larvas controle podem ser considerados bons (37%) comparando-se com os descritos
na literatura para a mesma espécie, ou seja, de 17% (BERNARDINO et al., 1993;
LOPES et al., 1994), de 26% (LEONARDO, 2005) e de 40 a 70% (SENHORINI et al.,
1998; GOMES et al., 2000). Pois os mesmos autores utilizaram uma densidade em
torno de 120, 30 e 70 larvas por m?. Ja no presente trabalho os resultados sugerem a
possibilidade da utilizacdo de 16.000 larvas por m?, resultando numa sobrevivéncia de
até 34 % ocasionando numa produtividade superior aos descritos pelos autores acima,
permitindo que a criagdo de larvas de matrinxd em tanques seja realizada de forma
mais intensiva, potencializando o sistema produtivo. Comparando-se os grupos controle
dos Experimentos 1 e 2, deste capitulo, o que os diferencia é que no Experimento 2,
que apresentou valor mais alto de sobrevivéncia, a alimentacao fornecida as larvas foi
uma combinagcdo de alimento natural com ragao enriquecida com tirosina desde o
primeiro dia de criagdo, sugerindo uma influéncia positiva desse manejo alimentar. A
oferta de nauplios d e Artemia juntamente com a ragdo com tirosina suplementar
mostrou bons resultados de sobrevivéncia (44%). Este método pode ser também, mais
uma alternativa na larvicultura de matrinx&, ao invés da utilizagdo de larvas de espécies
forrageiras, sendo assim mais uma opg¢ao para o produtor. O uso de triiodotironina na
hidratagéo de ovos fertilizados de matrinxd aumentou a sobrevivéncia larval para 40%,
de acordo com estudo de LEONARDO (2005).

Em relagdo a analise morfométrica das seccgbes histoldgicas das larvas
(Figuras 7 e 8), observou-se que o numero de foliculos tireoidianos das larvas do

tratamento T3 (Tabela 14) foi menor no 3° dia de amostragem, mas com o passar dos
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dias, se torna igual ao dos demais tratamentos. Em relagdo aos valores de area e
perimetro (Tabelas 15 e 16) dos foliculos, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos durante todas as coletas. Os resultados ndo indicam
alteracéo da atividade da glandula tiredide apesar das respostas verificadas nos outros

parametros analisados.

3.2.1. CONCLUSOES

Os resultados mostram que o enriquecimento da racdo com 5,39 g de
tirosina/100 g racado (2,83 vezes a quantidade presente na ragdo comercial controle)
promoveu os melhores resultados, pois as larvas apresentaram um maior crescimento
em comprimento e peso, redugao de canibalismo e sobrevivéncia larval superior as
observadas nos demais tratamentos.

A tirosina pode ser usada como precursor dos hormonios tireoidianos,
estimulando a produgéo hormonal e causando, de forma indireta, os mesmos beneficios

do seu uso.
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Figura 4. Valores médios (+ EP) do comprimento corporal (mm) de larvas de matrinxd (Brycon
amazonicus) alimentadas ragédo enriquecida com tirosina (Experimento 2). Letras diferentes indicam
diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. T1 - ragdo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com

1,5; T3 - RC enriquecida com 4,5 e T4 - RC enriquecida com 10,5 g de tirosina/ 100g ragao.
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Figura 5. Valores médios (+ EP) do peso corporal (mg) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)
alimentadas com ragéo enriquecida com tirosina (Experimento 2). Letras diferentes indicam diferengas
(P<0,05) entre os tratamentos. T1 - racdo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com 1,5; T3 -

RC enriquecida com 4,5 e T4 - RC enriquecida com 10,5 g de tirosina/ 100g ragao.
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Figura 6. Taxas de sobrevivéncia (+ EP) de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com
ragdo enriquecida com tirosina (Experimento 2). Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os
tratamentos. T1 - ragdo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com 1,5; T3 - RC enriquecida com
4,5 e T4 - RC enriquecida com 10,5 g de tirosina/ 100g rago.
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Tabela 10. Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxd (Brycon

amazonicus) alimentadas com rag¢ao enriquecida com tirosina.

1d 12d
T1 12,71 15,15
T2 12,71 14,98
T3 12,71 24,18
T4 12,71 13,61

T1 - ragdo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com 1,5; T3 - RC enriquecida com 4,5 e T4 - RC enriquecida com 10,5 g

de tirosina/ 100g ragao.

Tabela 11. Coeficiente de variagdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxa

(Brycon amazonicus) alimentadas com ragao enriquecida com tirosina.

Dias de coleta

36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 7,0 5,6 58 28,5 231 17,4
T2 7,0 4,4 9,1 16,8 18,5 16,2
T3 7,0 6,3 6,3 211 201 14,1
T4 7,0 6,8 7,7 20,4 241 20,3

T1 - ragéo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com 1,5; T3 - RC enriquecida com 4,5 e T4 - RC enriquecida

com 10,5 g de tirosina/ 100g ragéo.

Tabela 12. Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de

amazonicus) alimentadas com rag¢ao enriquecida com tirosina.

matrinxd (Brycon

Dias de coleta

36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 20,0 36,2 45,9 93,5 90,5 71,3
T2 20,0 34,6 48,1 104,2 68,8 73,3
T3 20,0 35,4 47,6 63,4 76,2 49,1
T4 20,0 36,9 50,0 65,7 100,0 74,0

T1 - ragdo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com 1,5; T3 - RC enriquecida com 4,5 e T4 - RC enriquecida com 10,5 g

de tirosina/ 100g racéo.
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Tabela 13. Conteudo estomacal de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com ragao enriquecida com tirosina.

Dia de Coleta Tratamento Canibalismo Alimento (%) Artemia Ragéo
(%) Auséncia Presencga n° (%)
T1 0 0 0 0 0
T2 0 0 0 0 0
36h
T3 0 0 0 0 0
T4 0 0 0 0 0
T1 25 12 88 17 18
1d T2 25 12 88 19 13
T3 25 12 88 23 10
T4 25 12 88 18 21
T1 13° 13" 73 20 30
T2 25" 13 73 22 30
3d 5 5
T3 13 0 100 23 40
T4 13° 0° 100 21 44
T1 13 0 100 54 100
T2 0 0 100 49 100
6d
T3 0 0 100 39 100
T4 0 0 100 44 100
T1 0 0 100 114 100
9d T2 0 0 100 102 100
T3 0 0 100 124 100
T4 0 0 100 103 100
T1 0 0 100 >250 100
T2 0 0 100 >250 100
12d
T3 0 0 100 >250 100
T4 0 0 100 >250 100

T1 - ragédo comercial - RC (Controle); T2 - RC enriquecida com 1,5; T3 - RC enriquecida com 4,5 e T4 - RC enriquecida com 10,5 g

de tirosina/ 100g ragéo.
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Figura 7. Fotomicrografia de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus),
evidenciando os foliculos tireoidianos. Coloragéo anticorpo a T4 . A) 36
HPE, B) 1 dia, C) 3 dias, D) 6 dia, E e F) 12 dias.
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Figura 8. Fotomicrografia de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus),
evidenciando os foliculos tireoidianos. Coloragdo Hematoxilina-VOF. A)
36 HPE, B) 1 dia, C) 3 dias, D) 6 dia, E) 9 dias e F) 12 dias.
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CAPITULO 3 - UTILIZAGAO DO TRIPTOFANO NO ENRIQUECIMENTO DE
NAUPLIOS DE ARTEMIA E DA RAGAO NA LARVICULTURA DE MATRINXA

(Brycon amazonicus)

RESUMO

O aminoacido triptofano é um precursor do neuro-transmissor serotonina (5-
hidroxi-triptamina, 5-HT) que atua no encéfalo, estando associado a reducdo da
agressividade em animais e menor incidéncia de canibalismo. Este trabalho avaliou a
influéncia da suplementagao de triptofano na alimentacéo de larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) por meio da exposi¢cao de nauplios de Artemia (Experimento 1) e da
suplementacéo da racédo (Experimento 2) no desempenho zootécnico, sobrevivéncia e
canibalismo. Os tratamentos do Exp. 1 foram: nauplios de Artemia ndo expostos (T1),
expostos a 0,175 mg (T2), 0,375 mg (T3) e 0,7 mg de triptofano/L (T4) e do Exp. 2
foram: ragdo nao enriquecida (T1), enriquecida com 0,48 g (T2), 1,44 g (T3) e 3,36g de
triptofano/kg (T4). As coletas foram realizadas 36 horas, 1, 3, 6, 9 e 12 dias apds inicio
do periodo experimental e foram avaliados, peso e comprimento das larvas e juvenis,
taxa de crescimento especifico, coeficiente de variagdo do peso e do comprimento,
ocorréncia de canibalismo (conteudo estomacal) e sobrevivéncia. No Exp. 1 ndo houve
diferenca no desempenho zootécnico e sobrevivéncia das larvas, fato atribuido a baixa
eficiéncia do protocolo utilizado no enriquecimento dos nauplios de Artemia com o
triptofano. No Exp. 2 n&o foram encontradas diferencas em relagdo ao crescimento em
comprimento e peso e seus coeficiente de variagdo, mas houve melhora significativa na
sobrevivéncia, com menor taxa de canibalismo entre as larvas tratadas com o
aminoacido. Dessa forma, o enriquecimento da ragdo com triptofano pode ser uma
alternativa viavel para a criagcdo de matrinxa, aumentando a sobrevivéncia das larvas,

diminuindo o canibalismo e gerando maior produtividade.

Palavras-chave: agressividade, canibalismo, serotonina, sobrevivéncia
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ABSTRACT

The essential amino acid I-tryptophan (Trp) is the precursor of the monoamine
neurotransmitter serotonin (5-hydroxytryptamine, 5-HT) that acts in the animal brain
supressing the agressive behavior and cannibalism. The aim of the present study was to
clarify the effects of dietary Trp on growth performance, survival and cannibalism of
matrinxa (Brycon amazonicus) larvae. Artemia naupli (Experiment 1) and ration
(Experiment 2) were suplemented with tryptophan. The treatments in Exp. 1 were: T1 -
naupli not exposed to Trp; T2 - naupli exposed to 0.175 mg; T3 - naupli exposed to
0.375 mg and T4 - naupli exposed to 0.7 mg Trp/L. In Exp. 2 the treatments were: T1 —
ration not suplemented; T2 — ration suplemented with 0.48 g; T3 — ration suplemented
with1.44 g and T4 - ration suplemented with 3.36g Trp/kg. Samplings were done 36h, 1,
3, 6, 9 and 12 days of culture (after the feeding beginning). Length and weight, specific
growth rate, coeficient of variation of length and weight, cannibalism occurrence
(stomach content) and survival were evaluated. In the Exp. 1 there were no effects of
the treatments suggesting low efficiency in the protocol of naupli enrichment with Trp. In
the Exp. 2 there were no differences regarding growth in length and weight but there
was an significant improvement of the survival and decreased cannibalism among the
larvae treated with Trp. Thus, the suplementation of the ration with Trp can be an
appropriate alternative in the matrinxa culture, increasing the survival by reducing the

agressive behavior of cannibalism of the larvae.

Key-words: agressiviness, cannibalism, serotonin, survival
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1. INTRODUGAO

Varias espécies de peixes nativos tém despertado interesse para a criagao,
pelo alto potencial produtivo, destacando-se as do género Brycon. Esse género
apresentava uma taxonomia muito confusa, pois faltava uma revisdo que incluisse um
grande numero de espécies representativas da enorme distribuicdo geografica do
género (BORGES, 1986). Uma revisao de LIMA (2003) relata que a espécie conhecida
como matrinxa, erroneamente citada como Brycon cephalus, que ocorre na Amazonia
brasileira e € amplamente criada no Brasil, € na verdade Brycon amazonicus, (SPIX &
AGASSIZ,1829). Sua criagao cresceu na década de 90, devido suas caracteristicas que
incluem o excelente sabor da carne e comportamento agressivo, tornando-se muito
procurada pelos pescadores (SCORVO FILHO et al., 1998). Na Amazoénia, a criagdo do
matrinxa vem se destacando, e atualmente se tornou a segunda espécie mais criada,
perdendo somente para o tambaqui (LIMA, 2005).

No entanto, para a otimizagdo da produgdo de peixes, aspectos como
larvicultura, desempenho, nutricdo, reprodugédo e resisténcia dos animais a doengas
s&o muito importantes como base para pesquisas (ARAGAO et al., 2004; KAISER &
PAULET, 2003; PEREIRA & NUNER, 2003; LAM et al., 2005).

Uma das grandes limitagbes da criagdo desta espécie € a produgao de larvas
em quantidade e de qualidade, pois, durante a larvicultura, ocorrem as maiores perdas
no processo produtivo devido ao alto canibalismo das larvas, comportamento que pode
ser minimizado com a utilizagao de alimentos vivos. Durante o desenvolvimento larval, o
alimento vivo é uma das fontes mais importantes de nutrientes e ja foram demonstradas
as vantagens de sua utilizagcado durante a larvicultura (SALLES, 1998; TESSER et al.,
2005). Segundo WOYNAROVICH & HORVARTH, (1983), CASTAGNOLLI (1992) e
LANDINES (2003), o zooplancton selvagem e a Artemia sdo muito importantes para a
fase inicial da vida das larvas promovendo os melhores resultados no desempenho das
mesmas.

O inicio do canibalismo nas larvas de matrinxd ocorre 36 h apds a eclosao,

ocasionando baixa sobrevivéncia (MENDONCA, 1994). Este fato estd associado
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principalmente a problemas na alimentacgéo, luminosidade, crescimento heterogéneo e
densidade de estocagem (HECHT & PIENAAR, 1991; FOLKVORD & OTTERA, 1993;
GREAVES & TUENE, 2001; GOMES et al., 2000). Em algumas espécies, deve-se ao
comportamento agressivo que as larvas apresentam logo apds a reabsorgdao do saco
vitelino (LANDINES, 2003).

GOMES et al. (2000) citam que o crescimento heterogéneo das larvas é
usualmente relacionado com a competi¢cao por alimento, estresse, interagdes sociais e
deficiéncia nutricional. O crescimento heterogéneo acaba por aumentar o canibalismo
entre as larvas. Uma alternativa para minimizar o problema da agressividade poderia
ser a suplementacao de dietas com aminoacidos adequados. Nos ultimos anos, tem
sido crescentes o numero de estudos que mostram o efeito positivo da suplementacéo
de dietas com aminoacidos no crescimento, melhora na conversido alimentar e
diminuicdo da agressividade e do estresse (KIM, 1997; LEPAGE et al., 2003; AHMED,
2005; GAYLORD, 2005). A manipulacao das dietas para aumentar a habilidade do
animal de resistir ao estresse e diminuir a agressividade pode resultar em maior
produgdo com menor custo (STEWART et al., 2001; LEPAGE et al., 2005).

Em peixes, os estudos com aminoacidos ainda sao incipientes, mas com o
avanco de novas tecnologias tornaram-se cada vez mais minuciosos, e vem ganhando
destaque. De acordo com WILSON (1994), a eficiéncia da utilizagdo de proteina em
peixes é baixa quando comparada a de outros animais. Em consequéncia, as dietas de
peixes possuem de 2 a 4 vezes mais proteina do que as dietas de outros vertebrados.
KIM (1997), estudando a truta arco iris, observou grande similaridade nas exigéncias de
aminoacidos da espécie, quando comparadas as de animais agrarios, como 0 suino.

Dentre os aminoacidos que vém sendo pesquisados, esta o triptofano (Trp),
que € um precursor do neuro-transmissor serotonina (5-hidroxi-triptamina, 5HT) que
atua no encéfalo, podendo estar associado a redugcédo da agressividade em animais,
levando a menores indices de canibalismo.

A organizagdo e funcdo do sistema da 5-HT no encéfalo sdo altamente
conservadas nas classes de vertebrados (PARENT et al.,, 1984) e os efeitos anti-

agressividade desse neurotransmissor foram relatados em varios vertebrados
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(RALEIGH et al., 1991; BLANCHARD et al., 1993; DECKEL, 1996; LARSON &
SUMMERS, 2001), incluindo peixes teledsteos (ADAMS et al., 1996; PERRAULT et al.,
2003). Assim, a supressado do comportamento agressivo induzida pelo elevado nivel de
Trp dietario parece ser mediada pela elevagao da atividade da 5-HT no encéfalo.

A suplementacao de dietas com triptofano inibiu o comportamento agressivo de
truta arco-iris e diminuiu a reatividade do eixo hipotalamo-pituitaria-interrenal como
indicado por niveis pds-estresse reduzidos do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) e
do cortisol (WINBERG et al.,, 2001; LEPAGE et al., 2002; LEPAGE et al., 2003).
Respostas semelhantes de supressdo de comportamento agressivo por ingestdo de
altas quantidades de Trp foram descritas em cdes (DENAPOLI et al., 2000) e aves
(SHEA et al., 1994), enquanto que em humanos, o aumento do Trp no SNC reduziu a
resposta do cortisol e sentimentos de depressao em pacientes com predisposi¢ao ao
estresse (MARKUS et al., 2000).

Outra possibilidade é que os efeitos do Trp dietario na agressdo e
responsividade do eixo HPI sejam mediados pela melatonina (N-acetil-5-metoxi-
triptamina). O Trp é precursor de serotonina, que por sua vez € precursora de
melatonina, processo dependente das enzimas aril-alkil-amina-N-acetil-transferase
(AANAT) e hidroxi-indole-O-metil-transferase (HIOMT), responsaveis pela conversao da
5-HT em melatonina. A melatonina afeta o comportamento agressivo e as
concentragdes pos-estresse de cortisol em mamiferos (XU et al., 1995; RAO et al.,
2001). Injegcbes intracerebro ventriculares de melatonina suprimiram respostas
agressivas do ciclideo Aequidens pulcher (MUNRO, 1986), enquanto que, em truta
arco-iris, a alimentacéo dos peixes com dieta suplementada com Trp elevou os niveis
diurnos de melatonina e reduziu os niveis de cortisol pds-estresse, sugerindo a
participacdo da melatonina na mediagdo dos efeitos causados por niveis aumentados
de Trp sobre a dindmica do cortisol pos-estresse e no comportamento agressivo da
truta (LEPAGE et al., 2005).

A deficiéncia de triptofano pode causar alguns problemas em peixes, como

escoliose, lordose, corrosdo da nadadeira caudal, cataratas, opérculos mal formados, e
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aumento nos niveis de calcio, sédio e magnésio e potassio (HALVER & SHANKS,1960;
POSTON & RUMSEY, 1983; WALTON et al., 1984).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia da
administracéo de triptofano na alimentacao de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus)
por meio do enriquecimento de nauplios de Artemia (Experimento 1) e da racao

(Experimento 2) no desempenho zootécnico e na sobrevivéncia da espécie.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Espécie estudada

Classe: Actinopterygii
Sub classe: Neopterygii
Divisdo: Teleostei
Subdivisao: Euteleostei
Superordem: Ostariophysi
Ordem: Characiformes
Sub-ordem: Characoidei
Super-familia: Characoidae
Familia: Characidae
Género: Brycon
Espécie: Brycon amazonicus (SPIX & AGASSIZ, 1829)

2.2. Local do experimento

Este estudo foi realizado no Centro de Pesquisa e Gestdo de Recursos
Pesqueiros Continentais CEPTA/IBAMA, localizado no Municipio de Pirassununga,
Estado de S&o Paulo, Brasil (21° 56 S e 47° 22 W) e no Laboratério de Fisiologia de
Peixes do Depto. de Morfologia e Fisiologia Animal, da FCAV — Unesp, Jaboticabal.

2.3. Unidades experimentais
Foram utilizadas caixas de fibra de vidro com formato retangular, com volume

aproximado de 25 litros, em sistema de circulagdo fechado, com temperatura controlada

e aeragao constante. A densidade de estocagem das larvas foi de 16 larvas/litro.
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2.4. Manejo e Reproducgao

As larvas utilizadas foram obtidas por reproducéo induzida (WOYNAROVICH &
HORVATH, 1983) de matrizes de matrinxa (Brycon amazonicus) com 4 anos de idade
mantidas num viveiro escavado de terra e alimentadas com racao comercial (28% P.B.),
duas vezes ao dia.

Os ovocitos de todas as fémeas foram misturados e separados em porgdes

iguais para posterior distribuicdo das larvas produzidas nos seguintes tratamentos:

Experimento 1

Tratamento 1: nauplios de Artemia ndo expostos
Tratamento 2: nauplios de Artemia expostos a 0,175 g de triptofano/L
Tratamento 3: nauplios de Artemia expostos a 0,375 g de triptofano/L

Tratamento 4: nauplios de Artemia expostos a 0,7 g de triptofano/L

As concentragdes de triptofano utilizadas no enriquecimento de Artemia foram
calculadas de acordo com SOLBAKKEN et al. (2002), que estabeleceram os valores
basais encontrados na Artemia ap6s eclosao dos nauplios, e apartir desse valor foi
estipulado o enriquecimento em 0,5, 1 e 2 vezes o valor controle.

Apds a exposicdo dos nauplios ao triptofano, 1 g de nauplios foi congelada
para posterior andlise da concentragdo de tirosina pelo método de cromatografia de

troca iGnica com derivatizagao por ninidrina (LAB TEC).

Tabela 1. Valores dos resultados do enriquecimento dos nauplios de artemia com
triptofano (g/ 100 g)

Valores esperados Valores obtidos
Tratamento (g/100 g nauplios) (g/100 g nauplios)
T1 0,17 0,068
T2 0,35 0,067
T3 0,55 0,031

T4 0,87 0,069
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Experimento 2

Tratamento 1: racdo comercial - RC
Tratamento 2: racao enriquecida com 0,48g de triptofano / 100g RC
Tratamento 3: racdo enriquecida com 1,449 de triptofano/ 100g RC

Tratamento 4: racdo enriquecida com 3,36g de triptofano/ 100g RC

A racéo comercial utilizada foi a ragédo para larvas com 56% P.B. da Fri-ribe, o
aminoacido foi adicionado a ragdo e devidamente misturados de acordo com os
tratamentos. O aminoacido foi adicionado a racdo e misturado de acordo com os
tratamentos, com um auxilio de um misturador tipo batedeira.

Apds o procedimento do enriquecimento, 100 g de racado foram congeladas
para posterior analise da concentragdo de tirosina pelo método de cromatografia de

troca iGnica com derivatizagao por ninidrina (LAB TEC).

Tabela 2. Valores dos resultados do enriquecimento da ragéo com triptofano realizados
(Valores em g de triptofano/ 100 g racédo comercial)

Valores esperados Valores obtidos Recuperagao
Tratamentos - ~
(g/100 g racéo) (g/100 g ragao) (%)
T1 (controle) 0,48 0,37
T2 0,96 0,59 79,73
T3 2.4 1,11 75,00
T4 3,84 1,94 65,54
2.5. Artemia

Os cistos de Artemia foram incubados até a eclosdo de acordo com os
procedimentos descritos por LAVENS & SORGELOOS (1996). Os cistos foram
hidratados durante uma hora e meia em agua doce, a 25°C, com aeracao constante,

desencapsulados em solugédo de agua doce + hipoclorito de sédio e incubados durante
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24 horas em tanques cilindro-cénicos com aeracgéao forte no fundo, na densidade de 1g
de ovos/L, iluminagdo constante, temperatura entre 25-28°C e salinidade de 25 ppm.
Para o Experimento 1, os nauplios de Artemia foram mantidos em soluc¢des
contendo triptofano por 24 horas, de acordo com os tratamentos. Além disso, durante
os procedimentos de hidratagdo, desencapsulacéo e eclosao, a agua utilizada tinha as

mesmas concentragdes de triptofano estabelecidas nos tratamentos.

Alimentacao no Experimento 1

A partir de 36 horas pds-eclosao, as larvas receberam alimentac&o natural (500
nauplios de Artemiallarva) trés vezes ao dia (8:00, 13:00 e 17:00), de acordo com os

tratamentos.

Alimentagao no Experimento 2

As larvas receberam alimentacdo natural (500 nauplios de Artemiallarva) a
partir de 36 horas po6s-eclosdo em todos os tratamentos. A partir do primeiro dia de
vida foi oferecida adicionalmente rac&o suplementada com triptofano, de acordo com os

tratamentos.

2.6. Parametros Limnoldgicos

Durante o periodo experimental, as 7:30 e 16:30h, foram mensurados: a
temperatura, oxigénio dissolvido, pH, aménia n&o ionizada das agua das caixas. Os
valores médios observados foram respectivamente: 27+0,1°C, 7,4+1 mg O, /L, 7,8+0,7
e 0,02 mg/L e estdo dentro dos parametros desejados para a criagcao de peixes tropicais
de acordo com BOYD (1990). As caixas foram sifonadas duas vezes por semana, com
0 auxilio de uma mangueira de borracha, e retirados os restos da alimentagcéo e os

detritos.
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2.7. Coleta das Larvas e Juvenis

As coletas foram realizadas nos seguintes tempos: 36 horas (controle — inicio
da alimentacdo com Artemia), 1, 3, 6, 9 e 12 dias ap0s inicio do periodo experimental
(inicio da alimentacao). Oito larvas ou juvenis foram fixadas em Bouin, para avaliagcao
do comprimento e peso dos exemplares, taxa de crescimento especifico, coeficiente de
variacao do comprimento e peso, conteudo estomacal (ocorréncia de canibalismo) e
sobrevivéncia.

O comprimento total e o peso das larvas foram determinados com paquimetro
e estéreomicroscopio e com balanga analitica (precisao de 5 casas decimais). A taxa de
crescimento especifico foi calculada de acordo com a férmula: TCE (%/dia) = 100x[(In
peso final — In peso inicial)/dias]. O coeficiente de variagdo do peso e do comprimento
foi obtido a partir da formula: CV= (desvio padrdo/ média) x 100 (JOBLING, 1994). O
coeficiente de variacdo, quando multiplicado por cem, corresponde a porcentagem de
variacéo da populagédo. O canibalismo (%) foi avaliado por meio da determinagéo do
conteudo estomacal. Foram examinadas 28 larvas por tratamento, por meio de
microcirurgia realizada com lupa, com aumento de 4,5 vezes. Foram observadas a
presenca e a quantidade do alimento consumido.

A sobrevivéncia final foi calculada segundo SENHORINI et al. (1998),

utilizando-se a formula: S(%) = (n° final de alevinos / n° inicial) x 100.

2.8. Analise Estatistica

O delineamento utilizado em cada experimento foi um delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com 3 concentragdes de triptofano e 1 testemunha.
Cada tratamento foi distribuido em 4 repeticbes. Os dados foram submetidos a analise
de varidncia e a comparacao das médias foi feita pelo teste de Tukey (nivel de 5%), no
programa estatistico SAS (8.12). Os resultados foram apresentados como médias +

erro padrao da média.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Experimento 1

O presente experimento testou um protocolo de enriquecimento do nauplio de
Artemia por exposigdo ao aminoacido triptofano, que consistiu em manter os cistos e os
nauplios em agua com concentra¢des elevadas de aminoacido nos procedimentos que
foram da hidratagdo dos cistos até a eclosao dos nauplios. O objetivo era, por meio da
suplementacdo de triptofano nos nauplios de Artemia, aumentar os niveis do
aminoacido nas larvas, e conseqlentemente estimular a produg¢do da serotonina. Esse
protocolo foi testado, pois segundo SORGELOOS (1986), o nauplio de artemia € um
fitrador n&o seletivo e também pelo fato de que, durante o processo de
desencapsulacédo, os cistos se hidratam e absorvem a agua juntamente com as
substancias presentes nela, que possam atravessar a membrana. Pelo resultado das
analises de triptofano (Tabela 1) Experimento 1, verificou-se que o protocolo utilizado
promoveu um aumento de apenas 1-1,5% da concentracdo menor de triptofano para a
maior, que provavelmente indica contaminagdo e ndo incorporagdo do aminoacido.
Esses resultados indicam a inadequacao da técnica utilizada para o enriquecimento do
nauplio de Artemia com triptofano. Os melhores resultados descritos para o
enriqguecimento de Artemia, inclusive com aminoacidos, se baseiam no processo de
bioencapsulagao (SORGELOOS, 1986; HERFINDAL et al., 1999).

O comprimento das larvas alimentadas com nauplios expostos ao triptofano &
mostrado na Figura 1, onde se observa diferenca significativa do Tratamento controle
em relacdo aos demais tratamentos aos 9 dias de criagdo. Este resultado pode ser
relacionado ao verificado no conteudo estomacal (Tabela 6) cujos resultados indicam
uma tendéncia aumento do canibalismo das larvas nesse tratamento, e a sobrevivéncia
(Figura 3) que apresentou valores numéricos mais baixos. Nos demais dias de coleta

nao ocorreram diferencas significativas entre os tratamentos. Em relacdo ao peso das
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larvas (Figura 2), nao foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos
nos diferentes dias de criagéo.

A andélise do crescimento especifico (Tabela 3) mostrou que do 3° ao 9° dia de
criagdo, as larvas apresentaram os valores mais altos da taxa de crescimento
especifico (em torno de 22-24% ao dia) e reducao de até 10% no 12° dia de coleta.
Pode se verificar que houve uma tendéncia a um maior crescimento das larvas do
Tratamento 1, no 6° dia de coleta, podendo ser o motivo que justifica o maior
crescimento obtido pelas larvas do Tratamento 1 no 9° dia. Analisando a taxa de
crescimento especifico total (Tabela 3), verifica-se que nao houve diferenga significativa
entre os tratamentos.

Os coeficientes de variagdo do comprimento e do peso indicam a
homogeneidade do tamanho das larvas e juvenis. Um coeficiente de variagdo alto
evidencia a heterogeneidade do lote, ou seja, crescimento heterogéneo, e pode ser
justificado pelo canibalismo, deficiéncia alimentar, estresse ou a um manejo incorreto
(KESTEMONT et al., 2003; BARAS et al., 2002).

O coeficiente de variagdo do comprimento (Tabela 4) ndo apresentou
diferengas significativas entre os tratamentos, indicando uma homogeneidade em
relacdo ao comprimento das larvas. Ja o coeficiente de variagdo do peso (Tabela 5)
mostra uma tendéncia a um menor valor nos Tratamentos 2 e 3, no 3° dia de coleta,
nos Tratamentos 3 e 4, no 6° dia de coleta, e nos Tratamentos 1 e 4, no 9° e 12° dia de
coleta.

Em relacdo ao conteudo estomacal (Tabela 6), as larvas mostraram maior
ocorréncia de canibalismo no 3° e 6° dia de coleta, porém n&o apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos. A partir do 1° dia de coleta, foi encontrada em todas
as larvas presenga de nauplios de Artemia, indicando o inicio da ingestdo de alimento
pelas larvas. O consumo de Artemia foi observado com maior intensidade nos dias
seguintes e a partir do 9° dia pode ser observada a ingestdo de uma quantidade

superior a 250 nauplios de Artemia (Tabela 6).
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A sobrevivéncia ndo foi afetada pelos tratamentos, mantendo-se ao redor de
20-25% (Figura 3). Esse resultado pode ser explicado pela baixa eficiéncia do protocolo

de enriquecimento dos nauplios de Artemia.
3.1.1. CONCLUSAO
O protocolo utilizado n&o foi eficiente para o enriquecimento na Artemia com

triptofano. Assim sendo, ndo promoveu alteracbes em relacdo ao desempenho

zootécnico e sobrevivéncia das larvas.
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Figura 1. Valores médios (+ erro padrdo) do comprimento corporal (mm) das larvas de matrinxd (Brycon
amazonicus) alimentadas com nauplios de Artemia expostos a triptofano. Letras diferentes indicam diferencas
(P<0,05) entre os tratamentos. Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: nauplios de Artemia nao

expostos (Controle), expostos a 0,175 mg, 0,375 mg e 0,7 mg de triptofano/L
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Figura 2. Valores médios (z erro padrédo) do peso corporal (mg) das larvas de matrinxa (Brycon amazonicus)
alimentadas com nauplios de Artemia expostos a ftriptofano. Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam
respectivamente: nauplios de Artemia ndo expostos (Controle), expostos a 0,175 mg, 0,375 mg e 0,7 mg de

triptofano/L
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia (+ erro padrdo) das larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas
com nauplios de Artemia expostos a triptofano. Letras diferentes indicam diferencas (P<0,05) entre os
tratamentos. Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: nauplios de Arfemia ndo expostos (Controle),

expostos a 0,175 mg, 0,375 mg e 0,7 mg de triptofano/L.
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Tabela 3. Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)
alimentadas com nauplios de Arfemia expostos a triptofano.

Dias de coleta

Tratamento 1d 3d 6d 9d 12d Total
T1 2,69 171 18,1 26,5 2,7 14,69
T2 2,69 17,1 11,3 25,0 13,8 15,37
T3 2,69 13,9 11,5 29,4 16,3 16,63
T4 2,69 17,1 6,7 36,3 8,8 15,81

T 1- nauplios ndo expostos (Controle), T 2 - nauplios expostos a 0,175 mg, T 3 - nauplios expostos a 0,375mge T 4 -
nauplios expostos a 0,7 mg de triptofano/L

Tabela 4. Coeficiente de variagdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com nauplios de Arfemia expostos a triptofano.

Dias de coleta

Tratamento 36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 4,9 7.4 12,4 13,1 13,9 15,2
T2 4,9 6,7 12,9 8,2 12 12,3
T3 4,9 54 13,6 10,8 14,2 16,9
T4 4,9 6,4 14,3 12,4 10 14,2

T 1- nauplios ndo expostos (Controle), T 2 - nauplios expostos a 0,175 mg, T 3 - nauplios expostos a 0,375 mge T 4 -
nauplios expostos a 0,7 mg de triptofano/L

Tabela 5. Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com nauplios de Arfemia expostos a triptofano.

Dias de coleta

Tratamento 36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 20 23,1 40,9 93,5 40 434
T2 20 21,5 36,4 104,2 98,2 94,4
T3 20 19,2 28,4 61,9 90 94,9
T4 20 20 51,4 61,1 72,7 70,9

T 1- nauplios ndo expostos (Controle), T 2 - nauplios expostos a 0,175 mg, T 3 - nauplios expostos a 0,375 mge T 4 -
nauplios expostos a 0,7 mg de triptofano/L
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Tabela 6. Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com nauplios de

Artemia expostos a triptofano.

Dia de Coleta Tratamento Canibalismo Alimento (%) Artemia
(%) Auséncia Presenca n°
T1 0 0 0 0
36h T2 0 0 0 0
T3 0 0 0 0
T4 0 0 0 0
T1 1374 20 80 16
1d T2 0 25 75 13
T3 0 12 88 19
T4 134 18 82 13
T1 137 29 71 37
3d T2 134 21 79 36
T3 0 25 75 37
T4 0 25 75 52
T1 0 0 100 55
6d T2 0 0 100 62
T3 0 0 100 55
T4 0 0 100 66
T1 0 0 100 200
9d T2 0 0 100 >250
T3 0 0 100 >250
T4 0 0 100 >250
T1 0 0 100 >250
12d T2 0 0 100 >250
T3 0 0 100 >250
T4 0 0 100 >250

T 1- nauplios ndo expostos (Controle), T 2 - nauplios expostos a 0,175 mg, T 3 - nauplios expostos a 0,375 mg e T 4 - nauplios

expostos a 0,7 mg de triptofano/L
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3.2. Experimento 2

No Experimento 2, foi feito o enriquecimento de ragdo com o triptofano para
verificar o efeito do aminoacido sobre a larvicultura do matrinxa, no que se refere ao
comportamento agressivo das larvas e canibalismo. A Tabela 2 mostra a quantidade de
triptofano adicionada a ragdo e a porcentagem de recuperacdo ap0s o processo de
enriquecimento.

Estudos sobre enriquecimento de racdo com o aminoacido triptofano tém sido
realizados indicando a diminuicdo da agressividade e do canibalismo em peixes.
LEPAGE et al. (2003) alimentaram juvenis de Oncorhynchus mykiss com dietas
enriquecidas com triptofano por 3, 7 e 28 dias e ap6s esse periodo os animais foram
estressados. Observou-se que os juvenis alimentados por 7 dias ndo tiveram respostas
de elevagao do cortisol apds o estresse. HOGLUND (2005) estudou, em bacalhau do
Atlantico (Gadus morhua), o efeito da suplementacéo da racdo com 0,5g de ragao por
kg de alimento e observou alteracbes comportamentais, com diminuicdo da
agressividade.

Em relagdo ao crescimento das larvas (Figura 4), observa-se que o triptofano
suplementar n&do afetou o comprimento das larvas. O peso corporal, apesar de
aumentar com o passar do tempo, também nao foi diferente nos diferentes tratamentos
(Figura 5). Esses resultados diferem dos resultados encontrados por HSEU et al. (2003)
que, ao testarem o enriquecimento da racao com triptofano em juvenis de Epinephelus
coioides, obtiveram menor crescimento e peso. Ja AHMED & KHAN (2005) relataram
uma 6tima conversao alimentar e crescimento em Cirrhinus mrigala utilizando 0,95g de
triptofano/100 g racdo. No presente experimento, as quantidades de triptofano
presentes na rag&o variaram de 0,37 a 1,94 g/100g.

A taxa de crescimento especifico (Tabela 7) indica maior crescimento larval
entre o 3° e 6° dias de criagc&o (22 a 23%), com redugao gradual no 9° e 12° dias.

O coeficiente de variagdo do comprimento (Tabela 8) n&o diferiu entre os
tratamentos, em todas as coletas, e o coeficiente de variacdo do peso (Tabela 9)

mostrou tendéncia a heterogeneidade do peso no Tratamento 4 nos dias 1 e 3.
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O conteudo estomacal, com restos de outras larvas (Tabela 10), indica maior
ocorréncia de canibalismo (27%) no Tratamento controle (0,37 g/100 g) no 1° dia, que
se mantém até o dia 3. A partir do 6° dia ndo se observou canibalismo. Esses
resultados corroboram os encontrados por HSEU et al. (2003), em juvenis de
Epinephelus coioides, que testaram a adicdo de triptofano na racdo e relataram
aumento de serotonina no encéfalo e reducdo do canibalismo. Os autores sugerem que
esse manejo, associado a manipulacdo correta dos peixes, 6tima densidade de
estocagem e uma alimentagdo adequada, seriam os grandes responsaveis pelo
sucesso na criagao, devido a uma diminuicdo do canibalismo e conseqientemente
aumento da producéo.

As larvas de matrinxd em todos os tratamentos apresentaram alimento no trato
digestorio a partir do 1° dia, quando ja se observou presenca de racdo no conteudo
estomacal (Tabela 10), indicando o inicio do consumo de alimento e que € possivel
oferecer ragédo nessa fase de vida das larvas de matrinxa. Canibalismo foi associado a
ma nutricado em larvas de Lates calcarifer (CURNOW et al., 2006).

A sobrevivéncia (Figura 6) foi significativamente maior nos Tratamentos 2 (0,59
g) e 4 (1,94 g) em relagdo aos Tratamentos 1 (0,37g) e 3 (1,11 g). Estes resultados
corroboram os encontrados por GAYLORD et al. (2005), que observaram maior
sobrevivéncia de hibridos de Morone chrysops x M. saxatilis, alimentados com racéo
contendo quantidades superiores a 1,6 g de triptofano por kg da dieta. O aumento na
sobrevivéncia e a diminui¢cdo da agressividade por meio da utilizagdo do enriquecimento
da ragado com triptofano também foram encontrados por outros autores (COLOSSO et
al., 2004; AHMED & KHAN, 2005; HOGLUND et al., 2005; LEPAGE et al., 2005),
indicando o efeito positivo desse aminoacido na larvicultura das espécies de

comportamento mais agressivo.
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3.2.1. CONCLUSAO

A racao enriquecida com triptofano ndo alterou o crescimento em peso e
comprimento das larvas de matrinxa, mas afetou de forma significativa o canibalismo e

a sobrevivéncia das larvas, sendo uma alternativa viavel na criacédo de matrinxa.



90

o T1 oT2 ET3 HT4
25 ~
20 4
L]

E T
£ 151
19 —T
C
<
£
& 10 -
£
I3
O

5,

0 - ; T

36h 1d 3d 6d 9d 12d

Dias de coleta

Figura 4. Valores médios (x erro padrdo) do comprimento corporal (mm) das larvas de matrinxa (Brycon
amazonicus) alimentadas com nauplios de Artemia e ragéo enriquecida de triptofano. Tratamentos 1, 2, 3
e 4 significam respectivamente: ragéo nao enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 g e 3,369
de triptofano/L
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Figura 5. Valores médios (+ erro padrdo) do peso corporal (mg) das larvas de matrinxd (Brycon
amazonicus) alimentadas com nauplios de Artemia e ragéo enriquecida de triptofano. Tratamentos 1, 2, 3
e 4 significam respectivamente: ragéo nao enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 g e 3,369
de triptofanol/L.
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Figura 6. Taxas de sobrevivéncia (x erro padrdo) das larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)
alimentadas com ndauplios de Artemia e ragdo enriquecida de triptofano. Letras diferentes indicam
diferencas (P<0,05) entre os tratamentos. Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: ragdo néo
enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 g e 3,369 de triptofanol/L.
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Tabela 7. Taxa de crescimento especifico (%/dia) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com nauplios de Artemia e ragao enriquecida de triptofano.

Dias de coleta

1d 3d 9d 12d total
T1 14,0 24,2 12,8 8,0 14,7
T2 13,4 26,0 14,7 6,1 15,4
T3 12,4 26,3 12,8 6,0 16,6
T4 9,3 28,8 14,1 5,7 15,8

Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: ragcdo ndo enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 ge

3,369 de triptofano/L.

Tabela 8. Coeficiente de variagdo do comprimento (CVc) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com nauplios de Arfemia e ragao enriquecida de triptofano.

Dias de coleta

36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 4,9 8,7 12,4 10,9 14,1 13,0
T2 4,9 8,4 11,4 9,7 9,5 11,7
T3 49 71 11,3 11,9 11,8 14,9
T4 4,9 6,3 12,3 9,8 11,8 12,6

Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: ragdo ndo enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 g e 3,36g de

triptofanol/L.

Tabela 9. Coeficiente de variagdo do peso (CVp) de larvas de matrinxd (Brycon amazonicus)

alimentadas com nauplios de Arfemia e ragao enriquecida de triptofano.

Dias de coleta

36h 1d 3d 6d 9d 12d
T1 31,0 40,5 65,9 50,3 60,0 49,3
T2 31,0 44,7 63,0 42,1 33,6 52,3
T3 31,0 39,1 68,2 50,0 44.9 56,8
T4 31,0 53,2 82,6 46,6 51,2 61,9

Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: ragdo nao enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 g e 3,369 de

triptofanol/L.
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Tabela 10. Conteudo estomacal de larvas de matrinxa (Brycon amazonicus) alimentadas com nauplios de

Artemia e ragao enriquecida de triptofano. Letras diferentes indicam diferengas (P<0,05) entre os tratamentos.

Dia de Coleta Tratamento Canibalismo Alimento (%) Qtde Artemia Ragio
(%) Auséncia Presencga n° (%)
T1 0 0 0 0 0
36h T2 0 0 0 0 0
T3 0 0 0 0 0
T4 0 0 0 0 0
T1 27" 50 50 23 19
1d T2 13° 60 40 32 9
T3 13° 67 37 27 12
T4 10° 63 47 19 15
T1 23 20 80 40 50
3d T2 20 10 90 44 44
T3 17 17 83 38 57
T4 20 15 85 33 48
T1 0 13 87 128 100
6d T2 0 10 90 160 100
T3 0 13 87 151 100
T4 0 20 80 127 100
T1 0 0 100 >250 100
9d T2 0 0 100 >250 100
T3 0 0 100 >250 100
T4 0 0 100 >250 100
T1 0 0 100 >250 100
12d T2 0 0 100 >250 100
T3 0 0 100 >250 100
T4 0 0 100 >250 100

Tratamentos 1, 2, 3 e 4 significam respectivamente: ragdo nao enriquecida (Controle), enriquecida com 0,48 g, 1,44 g e 3,369 de

triptofanol/L.
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CAPITULO 4 - CONSIDERAGOES FINAIS

O matrinxa (Brycon amazonicus) € uma espécie com destaque na piscicultura
de espécies nativas, principalmente na regido norte do Brasil. Na regido Amazoénica,
sua procura perde somente para o tambaqui. Entretanto, sua criagdo enfrenta
dificuldades e a fase de larvicultura € um gargalo importante. O comportamento
agressivo e o canibalismo intenso da espécie na fase inicial de vida, que acarreta baixa
sobrevivéncia larval, fazem com que os produtores tenham baixa produtividade e
rentabilidade.

A literatura mostra que alguns horménios, como os hormdnios tireoidianos e o
neurotransmissor serotonina, participam de mecanismos fisiologicos implicados no
comportamento agressivo dos peixes e atuam na melhoria da sobrevivéncia de
inumeras espécies.

A utilizagdo do horménio triiodotironina na larvicultura ja é conhecida e os seus
efeitos positivos ja foram descritos para algumas espécies, dentre elas o matrinxa. Por
outro lado, embora ndo haja relatos sobre a participagdo da serotonina na supressao ou
redugcdo do comportamento agressivo de espécies nativas, essa participagédo ja foi
relatada em outras espécies.

Considerando as restrigdes mundiais no que se refere ao uso de horménios na
producéo animal, tanto no aspecto ambiental como de saude do consumidor, o uso de
aminoacidos utilizados na sintese dos horménios é uma alternativa para o estudo
indireto da agado hormonal.

Dessa forma, os aminoacidos tirosina e triptofano tém destaque, pelo fato de
serem precursores dos horménios tireoidianos e da serotonina, respectivamente.
Estudos sobre o uso da tirosina como mediador da agressividade em peixes nao sao
conhecidos, mas o triptofano vem sendo estudado com essa finalidade.

A fase larval do matrinxa € o momento mais critico em relagdo a agressividade
dos animais. A partir de 36 horas apos a ecloséo, a larva mostra um comportamento
extremamente agressivo e predatorio que resulta em altas taxas de canibalismo.

Procurando minimizar o comportamento agressivo das larvas, o presente estudo utilizou



103

0os aminoacidos tirosina e triptofano no enriquecimento do alimento oferecido na fase
inicial da alimentacao da espécie.

A alimentacéo inicial das larvas € composta basicamente por alimentos vivos e
posteriormente racdo. Uma alternativa para a utilizagdo do fornecimento dos
aminoacidos via alimentacdo natural, seria a utilizacdo de nauplios de artemia
enriquecidos e o enriquecimento da racdo das larvas. Visando a utilizacdo de
alternativas de facil aplicabilidade para os produtores, dois métodos de enriquecimento
de alimento, com a tirosina e o triptofano, foram testados. Inicialmente, testou-se um
protocolo de enriquecimento dos nauplios de Artemia considerando-se que os nauplios
séo filtradores n&o seletivos e absorvem a agua utilizada nas solugdes que hidratam os
cistos e os mantém até a eclosdao dos nauplios. Em segundo lugar, testou-se o
enriquecimento de ragdo com os aminoacidos em questao.

Os resultados indicam que o protocolo utilizado para o enriquecimento dos
nauplios nao foi adequado, mas sugere-se que novos protocolos utilizando
bioencapsulagao sejam testados no futuro, visto a importancia do alimento vivo para o
desenvolvimento e qualidade das larvas. Por outro lado, o enriquecimento da ragédo com
os dois aminoacidos apresentou resultados positivos e de grande importancia para a
criagdo do matrinxa. O enriquecimento com 5,39 g de tirosina/100 g ragdo promoveu
maior crescimento e sobrevivéncia larval superior a observada nos demais tratamentos,
indicando o possivel uso da tirosina na sintese dos hormoénios tireoidianos, e causando,
de forma indireta, os mesmos beneficios do seu uso. Ja, a ragdo enriquecida com
triptofano ndo alterou o crescimento das larvas, mas reduziu de forma significativa o
canibalismo e a sobrevivéncia larval.

Em futuros estudos, a combinacdo da suplementagdo da racdo com os dois
aminoacidos devera ser estudada, além de que a sintese dos horménios devera ser
monitorada para confirmar a acdo indireta da tirosina e do triptofano no
desenvolvimento inicial do matrinxa.

A partir dos resultados obtidos, sugere-se o uso de ragdo suplementada com

tirosina e triptofano na larvicultura do matrinxa.
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