UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DA TRIIODOTIRONINA (T3) NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO E NO DESEMPENHO DAS LARVAS DE
PINTADO (Pseudoplatystoma coruscans), PIRACANJUBA (Brycon
orbignyanus) E DOURADO (Salminus maxillosus)

Miguel Angel Landines Parra
Zootecnista

JABOTICABAL-SP
Fevereiro - 2003



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITO DA TRIIODOTIRONINA (T3) NO DESENVOLVIMENTO
EMBRIONARIO E NO DESEMPENHO DAS LARVAS DE
PINTADO (Pseudoplatystoma coruscans), PIRACANJUBA (Brycon
orbignyanus) E DOURADO (Salminus maxillosus)

Miguel Angel Landines Parra
Zootecnista

Orientadora: Profa. Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati

Tese apresentada ao Centro de
Aquicultura da UNESP - Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de Doutor em
Agquicultura - Area de Concentragio em
Agqicultura de Aguas Continentais

JABOTICABAL-SP
Fevereiro - 2003



Landines-Parra, Miguel Angel
L257e Efeito da triiodotironina no desenvolvimento embrionario € no
desempenho das larvas de pintado (Pseudoplatystoma coruscans),
piracanjuba (Brycon orbignyanus) e dourado (Salminus maxillosus) /
Miguel Angel Landines Parra. — — Jaboticabal, 2003
vii, 135 f.; il.; 28 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Centro de
Aquiicultura, 2003

Orientadora: Elisabeth Criscuolo Urbinati

Banca examinadora: José Augusto Senhorini, Carlos Alberto
Vicentini, Sérgio Fonseca Zaiden, Cristina Ribeiro Dias Koberstein

Bibliografia

1. Desenvolvimento. 2. Larvicultura. 3. Triiodotironina. . Titulo. II.
Jaboticabal-Centro de Aquicultura.

CDU 639.31

Ficha catalografica elaborada pela Secdo Técnica de Aquisi¢do e Tratamento da Informagdo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentag&o.



Agradecimento especial

A Profa. Dra. Elisabeth Criscuolo Urbinati...

E muito dificil expressar com palavras o que verdadeiramente
significou para mim conhecer essa pessoa maravilhosa, grande
mestre, que me ensinou a andar pelos caminhos da pesquisa. Mas
que principalmente, me recebeu como uma colega, amiga, mae, que
me entendeu durante toda minha permanéncia longe do meu Pais e
sempre esteve pronta para me ajudar.

Simplesmente posso dizer..... Muito obrigado por tudo: O carinho,
a amizade, a dedicacéo, a alegria e o amor.

Agradeco de todo coracdo e sO espero ter correspondido a sua
confianca. Pode ter certeza que levarei o seu exemplo e tentarei
sempre me esforcar para atingir meus desafios, como vocé me
ensinou.

Muito obrigado mesmao.



DEDICO

A minha querida esposa e companheira Ana lIsabel, que sempre
esteve por perto e que me acompanhou em todos os momentos.

No6s dois conquistamos este sonho. Mas tenho certeza que a seu lado
Nnao pararemos por ai....... muito pelo contrario, a partir de agora
comecamos uma nova caminhada para atingir outros desafios e
sempre venceé-los.



AGRADECIMENTOS

Aos Professores Dr. Sérgio Fonseca Zaiden, Dra. Cristina Ribeiro Dias
Koberstein, Dr. Carlos Alberto Vicentini e Dr. José Augusto Senhorini,
constituintes da banca examinadora pelas valiosas sugestdes para o
melhoramento do trabalho.

Ao Centro de Aquicultura da UNESP (CAUNESP), pela oportunidade de
dar continuidade a minha formacao profissional.

Ao Centro de Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA), por permitir a
realizacdo dos experimentos.

A Universidad Nacional de Colombia, por permitir o meu afastamento
para a realizacdo dos meus estudos.

Aos professores do CAUNESP pelo ensino recebido.

Ao Doutor José Augusto Senhorini pelo aprendizado e pela valiosa
ajuda no desenvolvimento do trabalho, mas principalmente por sua
grande amizade e por fazer com que eu estivesse como em casa. A
sua guerida familia, também muito obrigado por me receber na sua
casa. Valeu mesmo!

A toda a equipe de trabalho do CEPTA pela ajuda nos experimentos,
principalmente ao bidlogo Luis Alberto Gaspar "O Gordo"

Ao Senhor Donizetti Aparecido Ribeiro "Piu”, por me ensinar as
técnicas de analise da agua, por permitir o uso do laboratorio e até
porque sempre tinha cafezinho para oferecer.

A Piscicultura Pirajuba, nas pessoas de Daniel e Betina, pela sua
amizade e pela doacdo dos ovos de pintado e as fémeas de
piracanjuba. Muito obrigado.

As professoras. Dra. Laura Sakito Okada Nakaghi e Dra. Isabel
Cristina Boleli, por permitir utilizar o laboratdrio e os equipamentos
para a medicdo das larvas.

A professora Dra. Julieta Rodini de Morais, por permitir o uso do
equipamento para fotografar o material.

A Claudia Aparecida Rodrigues e Anténio Carlos Homem pela ajuda na
preparacdo do material para microscopia eletrénica.

A Damares Perecin Roviero, pela amizade e carinho a mim oferecidos.



Ao colega e amigo Mario Fernando Cerén, pela amizade e por me
mostrar o caminho nas analises estatisticas.

A toda minha familia pela forca e apoio constantes; principalmente
aos meus pais Miguel e Nelly e meus sogros José e Bertha, que
mesmo de longe, me acompanharam neste processo de formacao.

Aos amigos Claudia e Henrique, meus primeiros amigos brasileiros,
por me acolher nas suas familias.

Aos colegas da po6s-graduacédo da turma do ano 2000, principalmente
Richard, Carolina e Marcelo Tesser pela convivéncia e
companheirismo durante a época das aulas. A todos os colegas das
outras turmas pelos momentos compartilhados.

A minha querida amiga Ana Paula, pela valiosa colaboracdo nas
coletas, mas principalmente pela amizade e porque mesmo nos
momentos dificeis sempre teve um sorriso para oferecer.

Aos amigos Flavio e Fabiano, pelos momentos de convivéncia tanto a
nivel académico quanto pessoal, pelos bate-papo e até pelas
caipirinhas compartilhadas

Aos amigos Camilo e Mauricio pela forca e pelos momentos
compartilhados no final da minha permanéncia no Brasil.

A galera do futebol, pelos momentos de divertimento.

Aos todos meus colegas do Laboratorio de Fisiologia de Peixes, pela
convivéncia durante minha permanéncia, especialmente ao Gaucho
pela solidariedade e aos seus "filhos japoneses" Marcio e Leonardo
pela amizade demostrada.

Aos funcionéarios do CAUNESP, pelo carinho e constante colaboracéo.

A todos aqueles que de uma ou de outra maneira participaram de
minha formacao, muito obrigado.



INDICE

Capitulo 1
Influéncia da triiodotironina no desenvolvimento inicial
e na larvicultura dos peixes

INtrOdUGED GETAl ...
Referéncias Bibliograficas ...........ccccvveviiiiiiii e

Capitulo 11
Efeito da triiodotironina (T3) no desenvolvimento embrionéario e no
crescimento inicial das larvas de pintado, Pseudoplatystoma coruscans

RESUMO ...
YA 4] =102 AR
1. INEFOTUGAD ...ttt bbbt
2. Material € MELOUOS ......ccviiiiviiiiiriee et
3. RESUIATOS ...
O B 1 [~ ot U (1Y (o TR
Referéncias BiblIOgrafiCas .........c.cooveieieieiiii e

Capitulo 111
Influéncia da triiodotironina (T3) no crescimento e sobrevivéncia
de larvas de pintado (Pseudoplatystoma coruscans)

RESUIMO L.ttt e e e e s s s e bbb r e e e e e e e e s e ebbbrrneeeas
A 411 - (o] SRR
R 1] (0T [1 o T TSSOSO
2. Material € MELOOS ......ccviiiiiieicee e
K = (=TI U 1 7 o [0 L
N B T 1T U 11y (o TR
Referéncias BiblIOGrafiCas .........cccccevieiiiie i

Capitulo 1V
Participacdo da triiodotironina (T3) no desenvolvimento inicial
da piracanjuba, Brycon orbignyanus

RESUMO ...
YA 4] {102 TR
L. INEFOTUGAOD. ...ttt
2. Material @ MELOUOS. .......ccvviiirii i
3. RESUIATOS. ....eeeiiieiiic e
4, DISCUSSAD. ....eciiueeeiireeeiitieeiiteeesiteeesbe e s ssbe e s ssbe e s sbbesssbaesssbaessbaessbeeessreeans
Referéncias BibliografiCas.........cccoceviieiiniiii i

N

16
17
18
21
23
30
34

40
41
42
44
46
50
53

57
58
59
61
64
70
73

Vi



Capitulo V

Influéncia da triiodotironina (T3) no crescimento e sobrevivéncia
das larvas de piracanjuba (Brycon orbignyanus)

Resumo ......

Abstract ......

1. INEFOTUGAD ...vvveieieeie ettt

2. Material

B MEBLOUOS ...ttt e e e e ae e

3. RESUIAAOS ...
4. DISCUSSAD ...eovvereenieientesiestesieeteeseeeete st ste st be st se et e e et st sbenbenreans
Referéncias BiDHOGrafiCas .........cccoviiiieiiiiiieee s

Capitulo VI

Participacdo da triiodotironina (T3) no desenvolvimento e crescimento

inicial do dourado (Salminus maxillosus)

Resumo ......

Abstract ......

I 1] (0T [ o T T OSSR

2. Material

B MEBLOUOS ...ttt e e e e e e

3. RESUIAAOS ...
4. DISCUSSAD ..ecuvveeuieeiiieeieestteesteesteeste e st e e staesteesbeeasbeesbeesssaesbeeanbeesteeanneeas
Referéncias BIibDIIOGrafiCas ..........cccvvieiiiniiie s

Capitulo VI

Efeito da triiodotironina (T3) na larvicultura do dourado
(Salminus maxillosus)

L. INEFOTUGAD ...t

2. Material

B MELOTOS ...ttt e e e e e e e e e aeaeaaa

3. RESUIAAOS ...t
4. DISCUSSAO ...vvevrerreeriesieeiesstesteesaesseestaestesseesseassessaesseessesseesseeneesseesseansens
Referéncias BiblIOgrafiCas .........c.coovieieieiiie e

Capitulo VI

Conclusoes

79
80
81
83
85
89
92

96
97
98
100
102
108
111

116
117
118
120
122
127
129

134

vii



CAPITULO |

INFLUENCIA DA TRIIODOTIRONINA NO
DESENVOLVIMENTO INICIAL E NA
LARVICULTURA DOS PEIXES




Introducéo geral

INTRODUCAO GERAL

Uma das grandes limitagdes da piscicultura é a producdo de alevinos em larga
escala. Embora as técnicas de reproducdo induzida ja sejam suficientemente conhecidas,
0 mesmo n&o acontece na larvicultura, fase onde ainda ocorrem as maiores perdas do
processo produtivo. Estas perdas estdo associadas principalmente a problemas na
alimentacdo inicial das larvas e, em algumas espécies, ao comportamento agressivo que
apresentam logo apds a reabsorcdo do saco vitelino, problemas que devem ser
solucionados através da pesquisa aplicada, j& que o principal fator limitante a ser
vencido na producdo de peixes é a obtencdo de larvas de boa qualidade (Holmefjord et
al., 1993; Tanaka et al., 1995). N&o obstante, o desenvolvimento de novas tecnologias
em larvicultura ainda é limitado, pois quase todos os trabalhos existentes fazem
referéncia, principalmente, a alimentacdo inicial das larvas (Atencio-Garcia, 2000; Luz,
2000; Portella et al.., 2000; Tesser, 2002), omitindo outros aspectos importantes, como
a participacdo de hormonios no desenvolvimento inicial e na larvicultura, inclusive os
hormdnios tireoidianos (tiroxina-T4 e triiodotironina-T3), ja citados por alguns autores
h& muito tempo (Gorbman, 1969; Goetz, 1983).

Por outro lado, € bem conhecido que esses hormdnios participam no
desenvolvimento inicial e na metamorfose de anfibios e peixes (Nacario, 1983; Tagawa
& Hirano, 1991; Weber et al., 1994; de Jesus et al., 1994; Rose, 19953, b; Mathiyalagan
et al., 1996; Youson, 1997; Rollins-Smith, 1998; Manzon et al., 1998; Urbinati, 2002;
Liu & Chan; 2002; Gavlik et al., 2002) e que estdo presentes desde as primeiras fases
de vida de muitas espécies (Tagawa et al., 1990; Kim & Brown, 1997; Liu et al., 2000;

Power et al., 2001; Deane & Woo, 2003).
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Atualmente, ja sdo mais comuns estudos sobre a participacdo dos hormonios
tireoidianos (HT) no desenvolvimento inicial e na larvicultura dos peixes, mas a maioria
dos trabalhos coincide em que ainda falta muita pesquisa para se determinar o seu papel
nos processos embrionario e de crescimento inicial das larvas (MacKenzie et al., 1989;
Mylonas et al., 1994; Lam, 1994; Wigham et al., 1998; Deane & Woo, 2003), visto que
0s resultados ainda s&o controversos.

Por exemplo, enquanto Lam (1994) mencionou que 0s niveis de horménios
presentes nos ovos podem ser importantes para determinar a sua qualidade, Tagawa &
Hirano (1991) reportaram que uma diminuicdo de até 90% no nivel de horménios
tireoidianos nos ovos de Oryzias latipes ndo afetou o desenvolvimento inicial nem a
sobrevivéncia das larvas e que, durante os primeiros 4 dias de vida da espécie, ndo
existe um metabolismo significativo desses hormonios. Contudo, 0s hormdnios
tireoidianos presentes nos ovos de peixes podem ter uma funcdo reguladora no
desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia posterior das larvas (Lam, 1995; Hey et
al., 1996). Um aspecto importante a se verificar € se 0 horménio nas larvas é de origem
materna ou se existe producao prépria. Lam (1994), afirma que a mae passa a larva uma
quantidade de horménios tireoidianos, que garantird o crescimento, desenvolvimento,
osmoregulacdo e resposta ao estresse, e que tanto a T3 como a T4 estdo presentes nos
ovos dos peixes. Em muitos casos, os niveis vao diminuindo a medida que o individuo
se desenvolve, durante a reabsor¢do do saco vitelino. Além disso, conclui que doses
baixas de hormdnios tireoidianos, seja por imersdo ou por inje¢cdo na mae, promovem o
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia de larvas de varios peixes, € que uma
dose alta pode ser contraproducente. Essa observacao também foi feita por Nugegoda et

al. (1994) em larvas de Lates calcarifer e por Huang et al. (1996), que obtiveram
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resultados negativos com o uso do hormdnio em Morone saxatilis.

Ayson & Lam (1993), trabalhando com Siganus guttatus, observaram que 0S
hormdnios tireoidianos foram transferidos aos odcitos e posteriormente as larvas, e que
as larvas resultantes foram maiores e tiveram melhor sobrevivéncia nos primeiros 7
dias, levando-os a concluir que estes hormonios tém papel importante durante o
desenvolvimento inicial desta espécie. Resultados similares foram reportados por Lam
(1995), que trabalhou com ovos de varias espécies de teledsteos marinhos, e por Brown
et al. (1989) para Morone saxatilis.

Em Oncorhynchus kisutch, tanto a T3 quanto a T4 estdo presentes no vitelo e no
corpo dos embrides e o0 eixo pituitdria-tecido tireoidiano estd estrutural e
funcionalmente intacto antes da reabsor¢cdo do saco vitelino (Leatherland & Barret,
1993). Por outro lado, Liu & Chan (2002) encontraram receptores para horménios
tireoidianos nos ovos de Danio rerio, e observaram que sua quantidade aumenta a partir
da fase de blastula, permanecendo alta até o final da fase. Além disso, observaram que
niveis excessivos de tiroxina sdo toxicos e podem causar severos defeitos no
desenvolvimento dos embrides, concluindo que nos peixes teledsteos a fase embrionaria
esta caracterizada por uma dependéncia da sintese de horménios tireoidianos e a
concomitante auto-indugdo de receptores. Resultados similares foram reportados por
Liu et al. (2000), segundo os quais, a auto-indugédo dos receptores (o e ) poderia servir
como regulador durante o desenvolvimento embrionério e larval. Adicionalmente, esses
receptores também foram reportados por Inui et al. (1995); Llewellyn et al. (1998);
Raine & Leatherland (1999); Power et al. (2001) e Jones et al. (2002) em embrides e
larvas de diferentes espécies de peixes, corroborando os resultados obtidos pelos outros

pesquisadores.
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Sabe-se que o0s hormdnios tireoidianos mediam o desenvolvimento,
metamorfose, crescimento e sobrevivéncia de varias espécies de peixes (Lam, 1994;
Schreiber & Specker, 1998, 1999). Yamano et al. (1994) observaram que a T4 tém
participacdo importante na metamorfose de Paralichthys olivaceus. Na mesma espécie,
a T3 induz esse processo, ocorrendo em concentragcdo alta durante essa etapa e
decrescendo a seguir (Tagawa et al., 1995). Por outro lado, em Petromyzom marinus, a
participacdo destes horménios é bem diferente que nos outros vertebrados, pois eles tém
uma queda dréstica no inicio da metamorfose, um dos raros casos onde 0os hormonios
tireoidianos atuam como inibidores (antagonistas) do processo (Youson, 1997). Porém,
eles sdo importantes, pois essa queda governa o inicio do processo na espécie (Manzon
et al.; 1998), tal como acontece em Lampetra appendix, na qual os baixos niveis de
hormdnios tireoidianos sdo necessarios para a metamorfose, embora ndo consigam
disparar o processo por si s6 (Holmes et al. , 1999).

Lam & Sharma (1985) conseguiram melhorar a viabilidade dos ovos e o
desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia das larvas de Cyprinus carpio ao utilizar
T4, embora os resultados fossem dependentes da salinidade da agua. Em Salvelinus
alpinus, a administracdo de T3 afetou a transicdo de neonato a adulto, mas o efeito foi
mais evidente dependendo da temperatura da &gua (Martinez et al., 1995). Em
Sarotherodon mossambicus, houve um aumento no desenvolvimento e na sobrevivéncia
das larvas tratadas por imersdo com 0,1 ppm de T4 (Lam, 1980), enquanto em Morone
saxatilis, houve aumento na sobrevivéncia das larvas provenientes de mées injetadas
com T3 (Brown et al., 1988). O desenvolvimento e crescimento das larvas de Carassius
auratus e Oreochromis mossambicus também foram acelerados pelos hormonios

tireoidianos em tratamentos por imersdo (Reddy & Lam, 1992a, b). Estudos com
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Hippoglossus stenolepis mostraram que a adicdo de T3 e T4 na agua de cultivo
melhorou a sobrevivéncia das larvas (Stickney & Liu, 1999). Em Epinephelus coioides,
0,01 ppm de T3 foi eficiente em acelerar a metamorfose e diminuir a mortalidade das
larvas (de Jesus et al., 1998). Os autores deste trabalho sugerem que doses baixas deste
hormdnio poderiam ser usadas em etapas de desenvolvimento inicial da espécie.

Brown & Kim (1995) e Kim & Brown (1997) demostraram que a aplicagdo de
T3 e cortisol por imersdo, durante 1 hora, acelerava o desenvolvimento do intestino e
melhorava a sobrevivéncia das larvas de Polidactylus sexfilis e que ambos os horménios
poderiam estar interagindo, proporcionando uniformidade do lote de larvas e
diminuindo o canibalismo. Esses resultados sugerem que a utilizacdo conjunta dos dois
horménios poderia conduzir a melhores resultados que quando utilizadas
individualmente. Adicionalmente, Hseu-Jinn et al. (2002) observaram que larvas de
Epinephelus lanceolatus completavam a metamorfose, ao se utilizar T3 ou T3+cortisol;
porém ao utilizar unicamente cortisol o processo ndo era completado, concluindo que os
hormdnios tireoidianos sdo o principal regulador da metamorfose da espécie e que o
cortisol é ineficaz em promover esta transformacéo na auséncia da T3.

Lam et al. (1985) observaram uma marcada aceleragdo no desenvolvimento e
crescimento de Chanos chanos tratado por imersdao com 0,5 ppm de T4. Em Ictalurus
punctatus, Phelps & Cyrino (1992) observaram efeito negativo ao utilizar o mesmo
hormdnio, enquanto que Gavlik et al. (2002), ao utilizar tiouréia (TU), observaram
diminuigdo nas taxas de desenvolvimento e crescimento de larvas de Paralichthys
dentatus. O uso de T4+TU, fez com que estas taxas fossem restauradas. Em ambos 0s
tratamentos, ndo houve influéncia na mortalidade, como aconteceu em Verasper moseri

tratados com diferentes doses de T3, tanto por imersao quanto por injecdo nas maes
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(Yamanome & Tagawa, 2000).

Tachihara et al. (1997) encontraram que a sobrevivéncia das larvas de Seriola
lalandi melhorava consideravelmente ao utilizar T3 nas maes, enquanto que Mylonas et
al. (1994) observaram um efeito negativo na descendéncia de fémeas de Salmo truta
tratadas com T3, pois as larvas obtidas apresentaram uma alta porcentagem de
anormalidades.

Por outro lado, enquanto Hey et al. (1996) mostraram que a T3 aumenta o
canibalismo das larvas de Stizostedion vitreum, Urbinati et al. (2002) encontraram
maior sobrevivéncia e reducao de canibalismo nas larvas de matrinxa, sob efeito de T3
materno. Estudos recentes tém mostrado efeitos estimulatérios diretos da T3 sobre o
desenvolvimento larval de Brycon cephalus (Vasques, 2003), embora, em Leporinus
elongatus, 0 mesmo tratamento parece induzir respostas opostas (Dumont-Neto, 2000),
possivelmente porque o tempo de exposi¢do ao hormonio tenha sido muito longo.

O Brasil é um pais privilegiado quanto ao numero de espécies piscicolas
propicias ao cultivo. Porém, faltam informagGes confiaveis que possam garantir o
sucesso da producdo. Dentre as espécies nativas proprias para cultivo, se destacam 0s
carnivoros Salminus maxillosus (dourado) e Pseudoplatystoma coruscans (pintado),
pela excelente qualidade de carne, rapido crescimento, excepcional tamanho e 6tima
aceitacdo no mercado. Por outro lado, estdo as espécies do género Brycon muito
importantes do ponto de vista comercial (Howes, 1982; Mendonga, 1994), com destaque
para a piracanjuba (Brycon orbignyanus), que apresenta bom crescimento, adaptacéo ao
cativeiro e qualidade de carne (Mendonca & Colares, 1994).

O maior problema encontrado no cultivo das espécies nativas estd na

larvicultura, devido as altas taxas de mortalidade observadas nas primeiras fases de vida
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e ao alto grau de canibalismo apresentado nessa etapa (Castagnolli, 1992; Cecarelli,
1997; Cestarolli et al., 1997; Senhorini, 1999).

Por outro lado, segundo Matsuura (2001), as bacias hidricas no Brasil estdo
perdendo sua configuracdo original devido a construgdo de reservatdrios, acOes
antrépicas a beira dos rios e esgotos domésticos das grandes cidades que estdo
degradando cada vez mais os ambientes aquaticos continentais. Adicionalmente, a pesca
predatdria esta colocando em perigo de extingdo algumas espécies de peixes, dentre as
quais se encontram as utilizadas no presente estudo. Na ultima lista de espécies
ameacadas de extin¢do no Brasil, publicada no dia 12 de dezembro de 2002, aparecem 0
dourado e o pintado como espécies vulneraveis, enquanto que a piracanjuba € reportada
como criticamente em perigo (Fundacdo Biodiversitas, 2003).

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
triiodotironina no desenvolvimento inicial e na larvicultura do pintado, dourado e

piracanjuba, trés espécies importantes na piscicultura comercial no Brasil.
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NO CRESCIMENTO INICIAL DAS LARVAS
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Desenvolvimento do pintado

RESUMO

Este trabalho investigou o efeito da triiodotironina (T3) aplicada na 4gua de hidratacdo
dos ovos no desenvolvimento embrionario e no crescimento inicial das larvas de pintado
Pseudoplatystoma coruscans. O estudo foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de
Peixes Tropicais (CEPTA), Pirassununga, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o Paulo.

Foram utilizados ovos recém fertilizados de pintado, que foram divididos em seis
aliquotas e hidratados em diferentes solugdes de Ts, constituindo os seguintes tratamentos:
T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm. Apds
15 minutos, os ovos foram lavados e incubados em caixas plasticas com aeracdo e fluxo
continuo de &gua. Para a anélise morfoldgica, os ovos foram coletados logo apoés a fertilizacdo
e a cada 30 minutos até a hora 6; posteriormente a cada 2 horas até a eclosdo das larvas.
Quanto as larvas, foram coletadas a cada 12 horas até a hora 72 e posteriormente a cada 24
horas até a hora 168, para medicdo de peso, comprimento e célculo do volume do saco
vitelino. Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey (5%). A analise foi feita no aplicativo SAS v.8.

Os resultados mostraram que a triiodotironina ndo afetou o desenvolvimento
embrionario, em nenhuma das concentracfes utilizadas. Quanto ao crescimento, constatou-se
que a partir de 120 horas, ele era maior em peso, e a partir de 144 horas em comprimento, nas
larvas provenientes de ovos expostos ao hormonio, especialmente nas doses 0,1; 0,5 e 1 ppm.
Porém, na Gltima amostragem (168 horas) ndo houve diferencas no comprimento. Quanto ao
volume do saco vitelino, observou-se, na eclosdo (0 horas), volumes menores em larvas dos
tratamentos em que os ovos foram expostos a concentracGes mais altas (0,1; 0,5 e 1 ppm),
mas essa diferenca sO se tornou mais evidente na hora 48, ultima observacdo da presenca
desta estrutura.

Concluindo, pode-se afirmar que a triiodotironina, nas doses e da forma como foi
aplicada neste experimento, ndo teve efeito no desenvolvimento embrionério do pintado,

porém afetou o crescimento inicial das larvas e a reabsor¢do do saco vitelino.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of triiodothyronine (T3) applied to pintado
Pseudoplatystoma coruscans eggs on the embryo development and initial growth of larvae.
The work was conducted at Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA),
Pirassununga, and at Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, SP.

Fertilized eggs were divided in 6 portions and immersed for 15 min in different
solutions of T3, forming the treatments: T1-no hormone; T2-0.01 ppm; T3-0.05 ppm; T4-0.1
ppm; T5-0.5 ppm and T6-1 ppm. After immersion, eggs were washed and incubated in plastic
boxes. For the morphological analysis, eggs were collected after fertilization and at each 30
min until hour 6, and following at each 2 h until the hatching. Larvae were sampled at each 12
h until hour 72 and at 24 h until hour 168, for the weight and length determination and yolk
sac volume calculation. The results were subjected to ANOVA and means compared to Tukey
test (5%).

The results showed that triiodothyronine did not affect the embryo development in any
concentration tested. Regarding growth, it was higher in weight since hour 120 and in length
after hour 144 in larvae produced by eggs exposed to hormone, especially in doses 0.1; 0.5
and 1 ppm. At the last sampling (hourl68) there were no differences in length. At the
hatching, the volume of yolk sac was lower in larvae from eggs exposed to the highest
concentrations (0.1; 0.5 and 1 ppm), but the difference became more evident only at hour 48,
when the structure was seen for the last time.

Concluding, triiodothyronine, in the doses and application method utilized, did not
affect the embryo development of pintado but stimulated the initial growth of larvae besides

to accelerate the yolk sac resorption.
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1. INTRODUCAO

Estad comprovado que os horménios tireoidianos, tiroxina (T4) e triiodotironina
(T3), tém participacdo direta no desenvolvimento inicial e na metamorfose de anfibios e
peixes (Nacario, 1983; Tagawa & Hirano, 1991; Weber et al., 1994; de Jesus et al.,
1994; Rose, 19954, b; Mathiyalagan et al., 1996; Schmidt-Nielsen, 1997; Youson, 1997;
Rollins-Smith, 1998; Manzon et al., 1998; Schreiber & Specker, 1998, 1999; Nayak et
al., 2000a, b; Urbinati, 2002; Liu & Chan; 2002; Gavlik et al., 2002) e que estdo
presentes desde as primeiras fases de vida de muitas espécies (Tagawa et al., 1990;
Kim & Brown, 1997; Liu et al., 2000; Power et al., 2001; Deane & Woo, 2003).

Esses hormoénios estdo presentes nos ovos de peixes e parecem ter funcéo
reguladora no desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia posterior das larvas (Lam,
1994, 1995; Hey et al., 1996; Tagawa & Brown, 2001). Por exemplo, em Oncorhynchus
kisutch, a T3 e a T4 estdo presentes no vitelo e no corpo dos embrides e seus niveis
podem variar segundo o grau de desenvolvimento (Leatherland & Barret, 1993). Além
disso, existem receptores para hormonios tireoidianos nos ovos de Danio rerio, 0s quais
estdo presentes desde a blastula. Esses receptores, junto com a sintese de hormonios
tireoidianos, participam da regulacdo do desenvolvimento embrionario e larval dos
peixes teledsteos (Liu et al., 2000; Liu & Chan, 2002).

Lam et al. (1985) observaram que o desenvolvimento e crescimento de Chanos
chanos foi mais rapido quando foram imersos em solugcdo com 0,5 ppm de T4. Em
Paralichthys olivaceus, foi observada uma participacdo importante da T3 e T4 na
metamorfose (Yamano et al., 1994; Tagawa et al., 1995). Em Epinephelus coioides,

0,01 ppm de T3 foi eficiente para acelerar a metamorfose e diminuir a mortalidade das
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larvas. Segundo de Jesus et al. (1998), doses baixas deste hormoénio poderiam ser usadas
em etapas de desenvolvimento inicial da espécie. Numa espécie parecida, Epinephelus
lanceolatus, Hseu-Jinn et al. (2002) observaram que a metamorfose era completada ao
se tratar as larvas com T3 ou T3+cortisol, e que ao utilizar so cortisol o processo néo era
concluido. Esta observacdo sugeriu que o0s hormonios tireoidianos regulam a
metamorfose dessa espécie. Do mesmo modo, foi demonstrado que a aplicacdo de T3 e
cortisol acelerava o desenvolvimento do intestino e melhorava a sobrevivéncia das
larvas de Polidactylus sexfilis e que ambos os hormonios poderiam estar interagindo no
desenvolvimento da espécie (Brown & Kim, 1995; Kim & Brown, 1997).

Contudo, a acdo dos hormonios tireoidianos no desenvolvimento inicial de
peixes nativos é pouco estudada e ainda existem muitas duvidas sobre sua verdadeira
participacdo no processo.

Por outro lado, o estudo do desenvolvimento inicial das espécies e sua descricdo
embrioldgica é muito importante, pois pode fornecer ferramentas para o conhecimento
bioldgico das espécies que poderiam ser de utilidade na aqlicultura (Pinto &
Castagnolli, 1984; Matkovic et al., 1985; Alves & Moura, 1992). No entanto, embora
varios pesquisadores tenham estudado o desenvolvimento inicial de algumas espécies
nativas (Luz, 2000), a maioria das informacdes encontra-se dispersa, incompleta ou é de
dificil acesso (Nakatani et al., 2001).

O pintado (Pseudoplatystoma coruscans) é um siluriforme distribuido nas bacias
Amazonica, de S&o Francisco e do Prata (Fowler, 1951, citado por Nakatani et al.,
2001), de grande interesse na aquicultura brasileira por possuir carne de excelente
qualidade e alto valor comercial, razdo pela qual vém sofrendo pesca predatdria, com

uma gradativa diminui¢do nos estoques naturais (Giaquinto, 2001). Por esta razéo, esta
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especie esta classificada como vulneravel a extingdo (Fundacao Biodiversitas, 2003).
O presente estudo teve como objetivo estudar a participagdo da triiodotironina
(T3) no desenvolvimento inicial do pintado (Pseudoplatystoma coruscans), uma das

espécies mais promissorias dentro da piscicultura brasileira.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O trabalho foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, na Piscicultura Pirajuba (Porto Ferreira) e no Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), cdmpus de Jaboticabal.

2.2 Material biologico e tratamentos

Foram utilizados ovos e larvas de Pseudoplatystoma coruscans, provenientes de
reproducdo induzida com extrato de pituitaria de carpa (EPC). Os ovos recém
fertilizados foram divididos em seis aliquotas para serem hidratados durante 15 minutos
nas seguintes solucgdes (tratamentos): T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm;
T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm de Ts. Previamente, a T3 foi diluida em di-metil-
sulfoxido (DMSO) segundo a metodologia de Brown et al. (1988). Apés a hidratacdo,
os ovos foram lavados com agua corrente e transferidos para incubadoras com fluxo
continuo de &gua e aeracdao constante, numa temperatura média de 26,5 + 0,38°C. As
larvas obtidas foram mantidas uma semana nas incubadoras, sendo alimentadas sete

vezes por dia com nauplios de Artemia salina.
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2.3 Coleta e preservacao do material

Vinte ovos de cada tratamento foram coletados logo ap6s a fertilizagdo e
posteriormente a cada 30 minutos até a hora 6 e depois a cada 2 horas até a eclosao.
Quanto as larvas, foram coletadas a cada 12 horas até a hora 72 e posteriormente a cada
24 horas até a hora 168. Todo o material foi fixado em glutaraldeido 2,5%, lavado e

mantido a 4°C em tampéo cacodilato de sddio 0,1 M (pH=7,4) para posterior analise.

2.4 Analise e processamento do material

A observacdo da morfologia externa dos ovos e embrides foi realizada depois do
rompimento do c6rio, em um microscopio estereoscépico Karl Zeiss®, com camara
fotogréafica. As larvas foram medidas em microscdpio estereoscopico com ocular
micrométrica e pesadas em balanca analitica Sartorius®, com preciséo de 0,01 mg. Para
o calculo do volume do saco vitelino foi utilizada a equacdo de Blaxter & Hempel
(1963), citada por Lein et al. (1997).

Adicionalmente, outras larvas foram posfixadas com tetréxido de 6smio (1%),
desidratadas em séries crescentes de alcool etilico, secas com CO, em secador de ponto
critico Tousimis® 780A, metalizadas com ouro em metalizador Jeol® JFC1100 e
fotografadas em microscépio eletronico de varredura Jeol® JSM5410, utilizando filme

Kodak® TMAX120.
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2.5 Andlise estatistica

Os resultados de desenvolvimento inicial ndo receberam tratamento estatistico.
J& os de peso, comprimento e volume do saco vitelino das larvas foram submetidos a
andlise de variancia e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). A

analise foi feita no aplicativo SAS v.8.

3. RESULTADOS

A triiodotironina ndo afetou o desenvolvimento embrionério, em nenhuma das
concentragOes utilizadas. Este fato foi comprovado pela observacdo de, no minimo, 20
ovos ou embrides de cada um dos tratamentos, em todos o0s estagios de
desenvolvimento, sendo evidente uma semelhanca no desenvolvimento de todos eles. A
Unica diferenca aparente foi no tempo de eclosdo que variou de 16 horas e 45 minutos
no tratamento 4 (0,1 ppm) a 17 horas no tratamento 1 (O ppm). De maneira ilustrativa, o
desenvolvimento da espécie é apresentado a seguir.

Os ovos recém fertilizados eram telolécitos e apresentavam uma camada
gelatinosa envolvendo todo o ovo, que foi mantida durante todo o desenvolvimento. A
coloragdo dos ovos era amarela clara e o didmetro médio de 0,96 + 0,11 mm (n=200). A
segmentacdo era meroblastica e discoidal, podendo-se observar 0 aumento no nimero
de blastbmeros em decorréncia dos primeiros planos de clivagem culminando com o
estabelecimento da bléstula (Figuras 1a, 1b, 1c). Na hora 3, foi identificada a fase de
gastrulagio com o inicio do espessamento da blastoderme originando o anel

embrionério que através do movimento de epibolia motivou as células da blastoderme a
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Figura 1. Desenvolvimento embrionario de Pseudoplatystoma coruscans

Fase de segmentacdo. 1 h. e 30 min. apos fertilizacdo (50X)

Fase de segmentacdo. 2 h. apos fertilizacdo (50X)

Fase de segmentacdo. 2 h. e 30 min. apos fertilizacdo (50X)

Fase de gastrulacdo inicial. 3 h. apos fertilizacdo (40X)

Fase de gastrulacao intermediaria. 3 h. e 30 min. apos fertilizacdo (50X)
Fase de gastrulacéo final. 4 h. apos fertilizagdo (50X)

Embrido com 8 h. apds fertilizacdo (40X)

Embrido com 10 h. apds fertilizacdo (40X)

Embrido com 12 h. apos fertilizacdo (40X)

Embrido com 14 h. ap6s fertilizacao (50X)
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Figura 2. Desenvolvimento larval de Pseudoplatystoma coruscans

Larva recém eclodida (40X)

Larva com 12 h. ap6s a eclosdo (32X)

Larva com 24 h. apo6s a ecloséo (25X)

Larva com 36 h. apos a eclosdo (25X)

Larva com 48 h. apo6s a ecloséo. Reabsorcao do saco vitelino (20X)
Larva com 60 h. ap6s a eclosdo (20X)

Larva com 72 h. ap6s a ecloséo (25X)

Larva com 96 h. apos a eclosdo (20X)

Larva completamente desenvolvida. 120 h. apos a eclosao (20X)
Larva com 144 h. apds a eclosédo (20X)
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Figura 3. Desenvolvimento bucal de Pseudoplatystoma coruscans

Vestigio da boca. 12 h. apés a eclosédo (350X)

Inicio da abertura bucal. 24 h. ap6s a eclosdo (262X)

Vestigio do primeiro par de barbilhGes. 36 h. apds a eclosao (262X)
Aparecimento do segundo par de barbilhGes. 48 h. apds a ecloséo (262X)
Maior abertura bucal; presenca de dentes. 60 h. apds a eclosdo (262X)
Aparecimento do terceiro para de barbilhdes. 72 h. ap6s a ecloséo (262X)
Completo desenvolvimento da boca (525X)
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se moverem sobre a superficie do vitelo na direcdo do polo vegetativo (Figura 1d). O
movimento continuou (Figuras le, 1f) até o fechamento do blastéporo que é a abertura
do intestino primitivo (5 horas apés fertilizacdo). Observando-se, o final da gastrulacéo
e 0 comeco da organogénese com contorno do embrido se estabelecendo e
razoavelmente distinto em seu aspecto dorsal. Na hora 8, se observou um embrido
(Figura 1g), sendo possivel identificar os primeiros pares de somitos e foi evidente o
inicio da formacdo do botdo caudal que continuou com crescimento posterior assim
como a regido cranial ou cefélica. A utilizacdo metabdlica do vitelo e sua conseqiiente
diminuigdo em quantidade, comprimiram o saco vitelino que diminuiu em comprimento
evidenciando as dobras subcefalica e subcaudal dando a forma corporal do embrido
inicial, no qual o saco vitelino, ainda continuou como estrutura extremamente evidente.
A partir dai, o embrido continuou a crescer (Figura 1h), comecando a desprender a
cauda na hora 12 (Figura 1i). Na hora 14, a cauda ja estava livre (Figura 1j) e a regido
da cabeca ampliou-se algumas vezes indicando prolongamento do futuro cérebro e
especializacdo para Orgdos dos sentidos que irdo se originar a medida do
desenvolvimento como olhos, narinas e barbilhGes. Finalmente, proximo da hora 17
ocorreu a eclosdo (Figura 2a), com as larvas pesando 0,29 + 0,07 mg e medindo 2,56 +
0,14 mm.

Na figura 2, pode-se observar o desenvolvimento completo das larvas, que, na
hora 48, ainda apresentavam um pequeno saco Vvitelino (figura 2e), o qual desapareceu
por completo na hora 60 (Figura 2f). Na hora 120, a larva ja estava completamente
desenvolvida (Figura 2j) com peso de 0,55 + 0,08 mg e comprimento 6,41 = 0,17 mm.
No final do experimento (hora 168), as larvas pesavam 0,70 + 0,12 mg e mediam 6,95 £

0,14 mm. A Figura 3 apresenta o desenvolvimento da boca das larvas, podendo-se notar
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a abertura bucal e o aparecimento progressivo dos barbilhdes (Figuras 3a, 3b, 3c, 3d,
3e). Na hora 72, havia 3 pares de barbilhGes, 2 mentonianos e 1 maxilar (Figura 3 f). O
desenvolvimento completo ocorreu na hora 120, com presenca de dentes que parecem
estar voltados para tras indicando capacidade para morder e prender a presa. Observou-
se também desenvolvimento dos olhos e narinas (Figura 3g).

Por outro lado, de acordo com os resultados apresentados na Tabela 1, constata-
se que a partir da hora 120, ja se observa crescimento maior em peso, € a partir da hora
144 em comprimento, em larvas provenientes de ovos expostos ao hormdnio,
especialmente nas doses 0,1; 0,5 e 1 ppm. Porém, na Gltima amostragem (hora 168), ndo
ha diferencas no comprimento.

Quanto ao volume do saco vitelino, observa-se, na ecloséo (hora 0), volumes
menores em larvas dos tratamentos em que os ovos foram expostos a concentragoes
mais altas (0,1; 0,5 e 1 ppm), mas essa diferenca sé se torna mais evidente na hora 48,

ultima observacao da presenca desta estrutura.



Tabela 1. Médias + desvio padrdo do peso (mg), comprimento (mm) e volume do vitelo (mm?®) de larvas de pintado em diferentes tempos de cultivo.

Tempo de cultivo (horas)

T3 (ppm) 0 12 24 36 48 60 72 9 120 144 168
0 0,18+0,02¢ 0,21+0,03° 0,33+0,01® 0,34+0,01® 046+001*® 045+0,03* 0,37+0,06° 044+0,03 049+0,04° 049+0,05° 0,61+0,04"
0,01 0,25+0,02% 0,30+0,01° 0,28+0,02° 0,38+0,02® 047+0,03 049+0,01° 043+0,04% 037+0,05 047+0,03° 043+006° 062004
Peso 0,05 0,32 £0,01% 0,27+0,02® 0,36+0,02° 033+0,02° 044+001*® 053+0,04% 042+0,03 0,38+0,03% 047+0,04> 045+0,08° 0,55+ 0,06
(mg) 0,10 0,36+0,01° 0,27+0,01® 0,35+0,01® 0,35+0,01® 043+0,03 050+0,02° 040+0,02° 044+0,02° 0,63+0,02% 0,65+0,06® 0,78+0,04®
0,50 0,33+0,02® 0,31+0,02° 0,29+0,02" 0,39+0,03® 0,36+0,05 047004 039+0,04 043+0,03" 058+0,04° 062+0,07® 0,76 +0,04®
1,00 0,27 £0,02° 0,32+0,01*° 0,30+0,01® 041+0,01° 041+0,02*° 055+0,04% 046+0,04* 045+0,02° 063+0,03 0,73+0,04> 0,85+ 0,05
CV (%) 6,39 6,95 5,62 4,93 6,65 6,18 9,52 7,36 6,20 10,52 6,49
0 2,69+0,01° 333+0,04° 398+003 450+0,03% 514+001*® 563+0,04° 607+0,03 604+009° 632+0,10*° 6,30+0,05 6,95+ 0,08
0,01 2,62+0,01® 348+0,06° 315+0,11° 459+0,09° 516+0,05 570+0,11° 6,02+0,06* 6,06+0,11° 6,22+0,08 6,35+0,06b° 6,79 + 0,16
Comp. 0,05 258+0,01® 333+0,06° 388+0,14° 464+0,09° 518+0,05 559+0,06° 596+0,08 630+011° 624+0,10° 6,31+0,07° 6,79+ 0,19
(mm) 0,10 2,37+0,08° 340+0,13° 398+0,13* 454+0,13° 505+0,14° 556+0,14° 588+0,21* 6,26+0,16° 656+0,08 6,72+0,04% 7,11+ 0,04
0,50 241+012° 320+0,16° 4,05+0,12° 470+0,12® 507+0,09° 572+0,21*° 592+0,13* 6,16+0,17° 6,46+0,26*° 6,58 +0,16® 6,98 + 0,16
1,00 2,71+0,05° 354+0,20° 387+024° 458+0,15° 512+0,04% 571+0,28° 601+0,12*° 6,12+0,16° 664+0,31*® 681+0,13° 7,08+ 0,09°
CV (%) 2,48 3,62 3,55 2,39 1,49 2,88 2,00 2,20 2,83 1,46 1,89
0 0,154 + 0,02 0,109 +0,01° 0,092 +0,01* 0,056 +0,01* 0,020 + 0,01°
0,01 0,184 +0,02* 0,143+0,01° 0,111+0,01* 0,051 +0,01*° 0,020 + 0,01°
V. V. 0,05 0,154 +0,01* 0,118 +0,01® 0,075+ 0,01° 0,052 +0,01*° 0,019 + 0,022
(mm®) 0,10 0,094 +0,01° 0,114 +0,02® 0,095 + 0,02 0,058 +0,01*® 0,009 + 0,01°
0,50 0,098 +0,01° 0,051+0,01° 0,083 +0,01* 0,059 +0,02* 0,009 + 0,01°
1,00 0,133 +0,01* 0,125+ 0,02* 0,058 +0,01° 0,057 +0,01* 0,010 +0,01°
CV (%) 9,75 7,76 7,65 11,96 12,95
n=20
CV = coeficiente de variacdo
Médias seguidas de letras diferentes nas colunas apresentam diferencas significativas entre os tratamentos (teste de Tukey, 5%)
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4. DISCUSSAO

O desenvolvimento embriondrio ndo foi afetado pela triiodotironina.
Independentemente da dose utilizada, os resultados de desenvolvimento embrionario
mostraram que o pintado apresenta caracteristicas semelhantes as da maioria dos
teledsteos de dgua doce, sendo evidentes as fases de segmentacdo, formacéo de blastula,
gastrula, fechamento do blastéporo, organogénese, liberacao da cauda e eclosdo (Cussac
et al., 1985; Matkovic et al., 1985; Castellani et al., 1994; Ribeiro et al., 1995; Nakatani
et al., 2001). O tipo de ovo (telolécito) e de segmentacdo (merobléstica e discoidal)
também sdo proprios dos peixes teledsteos, com presenca de grande quantidade de
vitelo e blastomeros no polo animal (Balinsky, 1975; Leme dos Santos & Azoubel,
1996; Garcia & Garcia, 2001).

O diametro dos ovos (0,96 + 0,11 mm) foi menor que o reportado por Nakatani
et al. (2001), mas foi similar ao reportado por Vazzoler (1996) para ovocitos maduros
da mesma espécie. Por outro lado, embora Nakatani et al. (2001) reportem
diferenciacdo do embrido a partir das 3 horas e 15 minutos, no presente estudo o
fechamento do blastéporo s6 aconteceu 5 horas ap6s fertilizagdo (temperatura média
26,5 + 0,38°C), sendo menor que o reportado por Cardoso et al. (1988), de 6,5 horas,
numa temperatura entre 25 e 26°C e por Cardoso et al. (1995), de 6 horas, numa
temperatura entre 23,5 e 25°C. Entretanto, enquanto Nakatani et al. (2001) reportam
desprendimento da cauda na hora 7, os estudos de Cardoso et al. (1988) e Cardoso et al.
(1995) s6 evidenciaram esse fato na hora 14 e 30 minutos, resultado similar ao obtido
no presente estudo. Quanto a eclosdo, os dados variam entre 16 (Nakatani et al., 2001) e

19 horas (Cardoso et al. 1995), entre os quais encontram-se o0s aqui relatados (17 horas).
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E muito importante lembrar que o desenvolvimento e tempo de incubacio dependem de
varios fatores, com destaque para a temperatura (Blaxter, 1988; Privittera, 2001).

O comprimento das larvas na hora da eclosao foi de 2,56 + 0,14 mm, semelhante
ao obtidos por Nakatani et al. (2001) de 2,51 mm e um pouco menor ao apresentado por
Santos & Godinho (1994) de 3,30 + 0,07 mm.

Por outro lado, os resultados de crescimento das larvas (Tabela 1) permitem
observar, que desde as primeiras horas de vida (0 e 12), existe uma tendéncia de
superioridade em peso nas larvas provenientes de ovos expostos ao hormoénio; no
entanto, essa superioridade desaparece nas horas seguintes, voltando a ser evidente s6
na hora 120, principalmente nas larvas provenientes dos tratamentos com doses maiores
de T3 (0,1; 0,5 e 1 ppm). Na hora 144, ha diferenca tanto em peso quanto em
comprimento, sendo que, no final do experimento (hora 168), as diferencas somente
apareceram na variavel peso, mostrando superioridade nos individuos do tratamento 6
(1 ppm de T3). Quanto ao comprimento, embora sem diferengas significativas, os
maiores valores também foram encontrados nas larvas provenientes dos tratamentos de
0,1; 0,5 e 1 ppm de T3. Estes resultados sugerem que, se por um lado o hormdnio
parece ter influenciado o desenvolvimento inicial da larva, as doses utilizadas talvez
podem ter sido muito baixas, pois quanto maior era a dose utilizada, melhor o
desempenho da larva. Além disso, ndo foram observados efeitos negativos em nenhuma
das doses utilizadas, sugerindo que podem ser aumentadas. Esses resultados discordam
dos encontrados por Lam (1994) e por Nugegoda et al. (1994), segundo os quais doses
baixas de hormonio, seja por imersdo ou por inje¢do na mée, promovem O
desenvolvimento e crescimento das larvas, enquanto que doses altas podem ter efeito
contraproducente, fato comprovado por Huang et al. (1996), em larvas de Morone

saxatilis, nas quais uma dose alta de T3 (100 ng ml™) retardou o crescimento inicial das
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larvas, além de causar grande mortalidade. Ja Nacario (1983) observou que a tiroxina
em dose baixa (0,1 ppm) melhorava o crescimento, mas em dose maior (0,5 ppm)
ocasionava anormalidades nas larvas.

Por outro lado, seria muito importante conhecer a quantidade de hormonio que
0S 0vos continham antes do tratamento, pois, segundo Lam (1994), a mae passa a larva
uma quantidade de horménio que garante o desenvolvimento e crescimento, mas, pelos
resultados obtidos, parece que essa quantidade é muito alta na espécie trabalhada, pois
foi evidente uma melhora no desempenho da larva & medida que o nivel de horménio ia
aumentando, sugerindo que os ovos ja tinham niveis elevados no momento do
tratamento. Estes resultados confirmam a afirmacdo de Power et al. (2001), de que,
dependendo da espécie e a forma de administracdo as respostas ao hormdnio podem
diferir.

Contudo, os resultados mostraram que no final do periodo experimental o
tratamento hormonal favoreceu o ganho de peso das larvas. Resultados similares foram
encontrados por Reddy & Lam (1992a, b), em larvas de Carassius auratus e
Oreochromis mossambicus, nas quais o crescimento foi acelerado pelos horménios
tireoidianos aplicados por imersao.

Quanto ao volume do saco vitelino, o horménio teve participacdo na reabsor¢do
dessa estrutura, pois em 3 tratamentos (0,1; 0,5 e 1 ppm de T3), o processo foi
acelerado. Esses resultados concordam com os apresentados por Lam (1980) e Nacario
(1983), que utilizaram tiroxina em espécies do género Sarotherodon.

Em concluséo, pode-se afirmar que a triiodotironina, nas doses e da forma como
foi aplicada neste experimento, ndo teve efeito no desenvolvimento embrionério do
pintado, porém afetou o crescimento inicial das larvas e a reabsor¢do do saco vitelino.

Além disso, sugere-se que as doses utilizadas poderiam ter sido maiores, pois nenhuma

32



Desenvolvimento do pintado

apresentou efeito negativo, e 0os melhores resultados s6 comecgaram a aparecer nas mais
altas. No entanto, seria fundamental realizar novas pesquisas onde sejam conhecidos 0s
valores basais dos hormdnios tireoidianos na especie, tanto na corrente sanglinea
quanto nos ovos e larvas, e assim estabelecer doses adequadas que permitam entender o

papel desses hormdnios no seu desenvolvimento inicial.
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INFLUENCIA DA TRIIODOTIRONINA (T3)
NO CRESCIMENTO E SOBREVIVENCIA
DE LARVAS DE PINTADO
(Pseudoplatystoma coruscans)



Larvicultura do pintado

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da triiodotironina (T3) aplicada na agua de
hidratagdo dos ovos no crescimento e na sobrevivéncia das larvas de pintado
Pseudoplatystoma coruscans. O estudo foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de
Peixes Tropicais (CEPTA), Pirassununga, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

Foram utilizadas larvas, provenientes de ovos fertilizados, em cuja agua de hidrataco
foi adicionada T3, compondo-se 0S seguintes tratamentos: T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm;
T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm. Os ovos permaneceram expostos as
solugdes por 15 minutos, foram lavados e colocados em caixas plasticas com aeracao e fluxo
continuo de &gua, onde permaneceram até 168 horas ap0s a eclosdo das larvas. Nesse
momento, foram distribuidas ao acaso em 4 caixas por tratamento (10 larvas L?) e
alimentadas com nauplios de Artemia salina. Foram coletadas 10 larvas de cada caixa (40 por
tratamento), nos dias 1, 3, 5, 7 e 10. Os parametros analisados foram peso, comprimento, taxa
de crescimento especifico e sobrevivéncia. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%), no aplicativo SAS v.8.

Os resultados indicaram que ndo houve efeito das diferentes concentracfes de
triiodotironina no crescimento das larvas. Por outro lado, as taxas de sobrevivéncia foram
maiores nos tratamentos 2 (0,01 ppm de T3) e 6 (1 ppm de T3), enquanto que o tratamento que
n&do recebeu hormaonio apresentou a taxa menor.

Pode-se afirmar que nas condi¢des do estudo a triiodotironina nao teve influéncia no
crescimento das larvas de pintado, embora tenha aumentado a sua sobrevivéncia, resultado
muito importante, pois nesta fase é mais importante o nimero de individuos do que o
tamanho, j& que a venda de um nUmero maior de alevinos pode gerar grande beneficio

econdmico para o produtor.
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ABSTRACT

This experiment investigated the effect of trilodothyronine (T3) applied to the eggs of
pintado Pseudoplatystoma coruscans through immersion on the growth and survival of
larvae. The work was carried out at Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, and at Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da
Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

The experiment used larvae produced from fertilized eggs immersed in T3 solutions
constituting the treatments: T1-no hormone; T2-0.01 ppm; T3-0.05 ppm; T4-0.1 ppm; T5-0.5
ppm and T6-1 ppm. Eggs were exposed to T3 for 15 min, washed and transferred to plastic
boxes where they were held until 168 h after hatching. Following, larvae were randomly
distributed in plastic boxes (4 for treatment) (10 larvae L™), fed nauplii of Artemia salina and
sampled at days 1, 3, 5, 7 and 10 for determination of body weight and length, specific growth
rate and survival. The results were submitted to ANOVA and means compared by Tukey test
(5%), with a SAS software.

The results showed that there were no differences of trilodothyronine on the growth of
pintado larvae. Otherwise, survival was higher in the treatments 2 (0.01 ppm T3) and 6 (1 ppm
T3), while the treatment without hormone presented the lowest survival rate.

In the study conditions, triiodothyronine did not influence the growth of pintado larvae
although it have increased the survival rate, result very important and profitable for the seed
production sector.

41



Larvicultura do pintado

1. INTRODUCAO

A larvicultura dos peixes é a fase em que ocorrem as maiores perdas do processo
produtivo, limitando a producdo de alevinos em larga escala, principal desafio da
piscicultura comercial (Holmefjord et al., 1993; Tanaka et al., 1995). Nesse sentido, é
indispensavel desenvolver pesquisas que visem otimizar o processo, principalmente nas
espécies que apresentam canibalismo na fase inicial, nas quais a mortalidade é maior
(Cecarelli, 1997; Cestarolli et al., 1997; Senhorini, 1999).

Por outro lado, existem evidéncias de que o0s hormdnios tireoidianos sao
essenciais para o desenvolvimento inicial dos peixes (Lam, 1994; de Jesus et al., 1994;
Liu & Chan; 2002) e que poderiam ser utilizados para melhorar a sobrevivéncia,
encurtando o periodo de predacdo, pois as larvas tratadas com os hormdnios teriam uma
aceleracdo no desenvolvimento do trato digestério, 0 que sugeriria uma capacitacao
alimentar precoce (Kim & Brown, 1997; Urbinati, 2002).

Vérios estudos comprovam que esses hormodnios melhoram o crescimento e
sobrevivéncia das larvas (Brown et al., 1989; Ayson & Lam, 1993; Lam, 1995), seja
adicionado diretamente na agua ou por transferéncia materna (Lam, 1994; Urbinati et
al., 2002).

Segundo Lam (1980), em Sarotherodon mossambicus, houve um aumento no
desenvolvimento e na sobrevivéncia das larvas tratadas com tiroxina por imerséo e
resultados similares foram obtidos em larvas de Cyprinus carpio e de Chanos chanos
por Lam & Sharma (1985) e Lam et al. (1985).

Em Carassius auratus e Oreochromis mossambicus, os horménios tireoidianos

também tiveram efeito benéfico na larvicultura (Reddy & Lam, 1992a, b). Resultados
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similares foram reportados para Hippoglossus stenolepis, por Stickney & Liu (1999) e
para Epinephelus coioides por de Jesus et al. (1998), embora, em Salmo truta e Morone
saxatilis resultados negativos tenham sido encontrados ao se utilizar T3 (Mylonas et al.,
1994; Huang et al., 1996) e em Sarotherodon niloticus ao se utilizar T4 (Nacario, 1983).

Adicionalmente, enquanto Hey et al. (1996) mostraram que a triiodotironina
aumenta o canibalismo das larvas de Stizostedion vitreum, Urbinati et al. (2002)
encontraram maior sobrevivéncia e reducdo de canibalismo nas larvas de matrinxa, sob
efeito de hormonio materno. Por outro lado, Brown & Kim (1995) e Kim & Brown
(1997) observaram que a aplicacdo conjunta de T3 e cortisol pode conduzir a melhores
resultados que quando utilizadas individualmente, e sugeriram que 0 aumento na
sobrevivéncia das larvas de Polidactylus sexfilis, foi provavelmente ocasionado por uma
diminuicdo no canibalismo, devido & uniformidade no lote de larvas, atribuida ao uso
dos hormonios.

O pintado (Pseudoplatystoma coruscans) € uma espécie que apresenta alta
mortalidade de larvas devido a alto grau de canibalismo durante as primeiras fases de
vida. Além disso, é uma espécie de grande valor comercial que esta considerada como
vulneravel a extincdo (Fundacdo Biodiversitas, 2003), razdes pelas quais foi escolhida
para o presente estudo, cujo objetivo foi avaliar o efeito da triiodotironina no

crescimento inicial e sobrevivéncia das larvas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O presente estudo foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes
Tropicais (CEPTA), Pirassununga, e no Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual

Paulista (UNESP), Jaboticabal.

2.2 Material biologico, tratamentos e manejo experimental

Foram utilizadas larvas de Pseudoplatystoma coruscans, provenientes de ovos
fertilizados, em cuja &gua de hidratacdo foi adicionada triiodotironina (T3), compondo-
se 0s seguintes tratamentos: T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-0,1
ppm; T5-0,5 e T6-1 ppm de triiodotironina. Os ovos permaneceram expostos as
solucBes durante 15 minutos, momento em que foram lavados com &gua limpa e
colocados em incubadoras com fluxo continuo de agua e aeracdo constante, numa
temperatura de 26,5 + 0,38°C. As larvas foram mantidas nas incubadoras durante uma
semana, sendo alimentadas, logo ap6s a reabsor¢do do saco vitelino com nauplios de
Artemia salina, oferecidos 7 vezes por dia (7:00; 9:00; 11:00; 13:00; 15:00; 17:00 e
19:00 h).

No inicio do experimento, as larvas foram distribuidas ao acaso em quatro caixas
por tratamento, numa densidade de 10 larvas L™. Durante todo o periodo experimental,

as larvas permaneceram no escuro e foram alimentadas como na fase anterior. Duas
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vezes por dia, foram monitorados a temperatura e o oxigénio dissolvido da agua, um
oximetro YSI® 95/25FT. O pH, dureza, alcalinidade e aménia foram medidos a cada 3
dias. Para medicdo do pH, foi usado um pHmetro F1002; para dureza foi feita titulacéo
com EDTA, utilizando eriocromo negro como indicador; para alcalinidade a titulacéo
foi com é&cido sulfurico e o indicador foi fenolftaleina. A amdnia foi calculada pelo

método de Nessler.

2.3 Coleta e preservacao do material

Foram coletadas 10 larvas de cada caixa (40 por tratamento), nos dias 1, 3,5, 7
e 10 do experimento, sendo fixadas em glutaraldeido 2,5% e posteriormente lavadas e

mantidas a 4°C em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M (pH=7,4).

2.4 Andlise do material

As larvas coletadas foram pesadas numa balanca analitica Sartorius®, com
precisdo de 0,01 mg, e medidas com paquimetro Mitutoyo®, com precisdo de 0,01 mm.
Com os dados obtidos, foi calculada a taxa de crescimento especifico (SGR), utilizando-
se a equacdo apresentada por Ricker (1979). No final do experimento, foi calculada a

taxa de sobrevivéncia.
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2.5 Andlise estatistica

Para verificar possiveis diferengas entre os tratamentos, foi feita uma anélise de

variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey (5%) utilizando 0 SAS v.8.

3. RESULTADOS

Os valores médios de temperatura e oxigénio dissolvido da &gua podem ser
observados na Figura 1, sendo que ndo houve variacdo entre os tratamentos. A
temperatura variou entre 27,13 e 28,54 °C, enquanto que o0 oxigénio oscilou entre 5,63 e
7,01 mg L™, observando-se que quanto maior a temperatura menor foi o nivel de
oxigénio. A dureza total flutuou entre 4,25 e 5,25 mg L™ CaCOs; o pH entre 5,79 e
5,91; a alcalinidade entre 8,00 e 9,50 mg L™ e a aménia entre 0,05 e 0,09 mg L™

Os resultados de peso e comprimento das larvas séo apresentados na Tabela 1,
podendo-se observar que ndo houve efeito significativo das diferentes concentracdes de
T3 utilizadas, nos tempos analisados.

Quanto a SGR, também ndo foram encontradas diferencgas entre os tratamentos,
sendo evidente que nos primeiros 5 dias de larvicultura o crescimento foi maior,
variando de 52,22 + 7,15 % dia™, no periodo de 3 a 5 dias, a 64,49 + 6,72 % dia™, no
periodo de 1 a 3 dias. O crescimento comecgou a diminuir no periodo seguinte (5 a 7
dias), atingindo os valores minimos no ultimo periodo amostrado (7 a 10 dias), com
valores médios entre 30,20 + 2,70 % dia™ e 41,80 + 13,20 % dia™ (Figura 2).

Na Figura 3, sdo apresentadas as taxas de sobrevivéncia, encontrando-se

diferengas significativas entre os tratamentos. Assim, nos tratamentos 2 e 6, em que as
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larvas eram provenientes de ovos hidratados com solugdes de 0,01 e 1 ppm de T3,
foram observadas as maiores taxas de sobrevivéncia, enquanto que o tratamento 1, que

ndo recebeu hormonio, foi 0 que apresentou a taxa menor.
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Figura 1. Valores médios + desvio padrdo de temperatura e oxigénio dissolvido da agua
durante todo o periodo experimental.
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Tabela 1. Médias + desvio padrdo do peso (mg) e comprimento (mm) das larvas de pintado nos

diferentes tempos de coleta.

Tempo de cultivo (dias)

T3 (ppm) 1 3 5 7 10
0 1,27 £ 0,36% 3,88 +£0,98° 13,01 + 2,87° 34,50 +7,88% 85,36 + 17,68
0,01 1,06 +0,27% 3,85 +0,95° 10,94 + 2,222 27,89 +7,87% 97,75 + 16,89
Peso 0,05 1,12 +0,33% 3,78 £ 0,99° 13,45 + 3,54° 34,51 + 8,43° 89,97 + 13,51°
m 0,10 1,46 +0,38% 4,75 £ 1,10° 14,42 + 3,52° 33,47 +7,06° 84,91 + 11,16
(mg)
0,50 1,01 £0,24% 3,45 +0,90° 11,34 + 1,96° 30,53 +7,14° 91,10 + 13,70%
1,00 1,58 +0,40% 5,50 +1,07* 16,10 + 2,94° 35,85 + 8,76° 104,80 + 17,56°
CV (%) 19,95 13,44 15,37 14,97 16,92
0 7,23 +£0,53° 9,43 +0,99° 12,77 +1,23° 17,14 +1,58% 22,40 +2,78°
0,01 7,11 +0,32° 9,49 +0,74° 12,29 +1,14° 16,37 £ 1,563% 22,74 + 3,52°
Comprimento 0,05 7,21+0,37° 9,59 + 0,88° 12,78 +1,03° 17,15+ 1,68% 24,88 + 1,96°
mm 0,10 7,63 +0,51% 9,91 +1,05° 12,88 + 1,47° 17,04 + 1,46% 22,70 +£2,37°
(mm)
0,50 7,18 £ 0,34° 9,48 + 0,68° 12,05 + 1,09° 16,51 +1,71% 22,49 +2,92°
1,00 6,67 + 0,597 10,55 + 1,05 13,13 £ 1,27° 17,45 + 1,49% 23,93 +2,64°
CV (%) 4,00 6,33 5,78 4,33 6,13
n=40

CV = Coeficiente de variacéo
Médias com letras iguais nas colunas ndo apresentam diferengas significativas entre os tratamentos (teste

de Tukey, 5%)
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Figura 2. Taxa de crescimento especifico (SGR) * desvio padrdo das larvas do pintado nos
diferentes periodos amostrados. Em cada periodo, médias com a mesma letra ndo apresentam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (5%)
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia + desvio padrdo das larvas de pintado submetidas aos
diferentes tratamentos. Médias com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas.
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4. DISCUSSAO

Ao longo da pesquisa foi possivel observar que as condi¢des limnologicas se
mantiveram relativamente estaveis e dentro das faixas consideradas normais para peixes
tropicais (Boyd, 1990; Kubitza, 1999). No entanto, os valores de pH, aparentemente
foram baixos (5,81 + 0,06), pois a recomendacdo encontrada na literatura menciona
valores acima de 6,5. Ndo obstante, no local do experimento a agua sempre apresenta
niveis ligeiramente &cidos, sem prejuizo aparente para 0S peixes.

Por outro lado, ndo foram observadas diferencas no crescimento das larvas em
nenhum dos tempos analisados, discordando dos resultados apresentados por Lam et al.
(1985) e Lam & Sharma (1985) que conseguiram aumentar o crescimento das larvas de
Chanos chanos e Cyprinus carpio ao utilizar T4. Do mesmo modo, Reddy & Lam,
(1992a, b), conseguiram melhorar o crescimento das larvas de Carassius auratus e
Oreochromis mossambicus ao utilizar hormdnios tireoidianos em tratamentos por
imersao.

Os resultados também sugerem que poderiam ter sido utilizadas doses maiores
do hormonio, pois ndo se observou nenhum efeito negativo nas doses testadas,
resultados que discordam de Lam (1994), que afirma que doses baixas de horménios
tireoidianos, seja por imersao ou por injecdo na méae, promovem 0 crescimento das
larvas, e que uma dose alta pode ser contraproducente. Isto foi demostrado por Nacario
(1983), em Sarotherodon niloticus, que ao utilizar dose de 0,1 ppm de T4 obteve melhor
crescimento da larvas, mas quando utilizou 0,5 ppm observou presenca de
anormalidades. Do mesmo modo, Mylonas et al. (1994) e Huang et al. (1996), em

Salmo trutta e em Morone saxatilis, encontraram resultados negativos, com aumento de
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anormalidades na primeira espécie e diminui¢do do crescimento na segunda. Nenhum
desses resultados indesejaveis foi verificado no presente estudo.

Quanto a taxa de sobrevivéncia, ficou claro que foi favorecida pela aplicacédo do
horménio, pois em todos os grupos tratados foi superior ao controle. Esse fato poderia
ser atribuido a uma capacitacdo digestiva antecipada, que faria com que as larvas
pudessem aproveitar melhor o alimento nesta fase, observagcdo comprovada por Urbinati
et al. (2002) em larvas de Brycon cephalus, nas quais a sobrevivéncia também foi maior
ao utilizar o horménio. Nesta mesma espécie, larvas provenientes de ovos imersos por
15 minutos em triiodotironina apresentaram maturacdo precoce do trato digestorio
(Vasques, 2003). Adicionalmente, Brown & Kim (1995) e Kim & Brown (1997)
demostraram que a aplicagéo de T3 e cortisol por imerséo, durante 1 hora, acelerava o
desenvolvimento do intestino e melhorava a sobrevivéncia das larvas de Polidactylus
sexfilis e que ambos os horménios poderiam estar interagindo, proporcionando
uniformidade do lote de larvas e diminuindo o canibalismo.

Em Sarotherodon mossambicus e Cyprinus carpio, houve um aumento na
sobrevivéncia das larvas atribuida a T4 (Lam, 1980; Lam & Sharma, 1985), enquanto
em Morone saxatilis e Seriola lalandi a sobrevivéncia também aumentou em larvas
provenientes de maes injetadas com T3 (Brown et al., 1988; Tachihara et al., 1997).
Adicionalmente, Ayson & Lam (1993), observaram que ao utilizar hormdnios
tireoidianos em Siganus guttatus, obtinham larvas maiores e melhor sobrevivéncia nos
primeiros 7 dias, resultados também reportados por Stickney & Liu (1999) em larvas de
Hippoglossus stenolepis. Por outro lado, Yamanome & Tagawa (2000) ndo observaram
nenhum efeito na taxa de mortalidade em Verasper moseri tratados com diferentes
doses de T3, tanto por imersdo quanto por injecao nas maes. Ja, Gavlik et al. (2002) ndo

reportaram influéncia da T4 na mortalidade de larvas de Paralichthys dentatus.
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Em concluséo, pode-se afirmar que nas condi¢des do estudo, a triiodotironina
ndo teve influéncia no crescimento inicial de larvas de Pseudoplatystoma coruscans,
embora tenha aumentado a sua sobrevivéncia. Este resultado € muito importante pois
nas fases iniciais € mais importante 0 nimero de individuos do que o tamanho, pois a
unidade é muito valorizada. E necessario realizar novos trabalhos que permitam
esclarecer as duvidas existentes ao respeito do papel da triiodotironina no crescimento
inicial da espécie. Aparentemente, o nivel basal da espécie é muito alto e poderiam ser

utilizadas doses maiores.
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RESUMO

Neste trabalho foi estudado o efeito da triiodotironina (T3) aplicada na agua de
hidratacdo dos ovos no desenvolvimento embrionario e no crescimento inicial das larvas de
piracanjuba Brycon orbignyanus. O estudo foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de
Peixes Tropicais (CEPTA), Pirassununga, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o Paulo.

Foram utilizados ovos recém fertilizados de piracanjuba os quais foram divididos em 6
aliquotas e hidratados em diferentes solugcfes de T3, constituindo-se os seguintes tratamentos:
T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm. Depois
de 15 minutos, os ovos foram lavados e transferidos para incubadoras, onde permaneceram
até 72 horas depois da eclosdo das larvas.

Para analise morfoldgica, os ovos foram coletados logo apds a fertilizacdo e a cada 30
minutos até a hora 6; posteriormente a cada 2 horas até a eclosdo das larvas. As larvas foram
coletadas a cada 12 horas para medicdo de peso, comprimento e célculo do volume do saco
vitelino, resultados que foram analisados numa andlise de variancia com comparagdo de
medias pelo teste de Tukey (5%). A anélise foi realizada no aplicativo SAS v.8.

Os resultados mostraram que a triiodotironina ndo afetou o desenvolvimento
embrionario da piracanjuba, em nenhuma das concentrac6es utilizadas. Ja no crescimento, foi
registrada uma alteracdo no peso das larvas no final do experimento. Na hora 60 apds a
ecloséo, as larvas do tratamento 5 (0,5 ppm de Ts3) foram maiores, bem como na hora 72,
enguanto os pesos mais baixos foram verificados no tratamento 6 (1 ppm de T3). Embora sem
significancia estatistica, as larvas dos outros tratamentos com horménio tiveram pesos
maiores que as do controle. Ndo foram observadas diferengas no comprimento das larvas. As
larvas do tratamento 5, também apresentaram menor volume do saco vitelino, embora sem
diferenca estatistica.

Em conclusdo, pode-se afirmar que a triiodotironina da maneira como foi utilizada
neste estudo ndo teve efeito no desenvolvimento embrionario de Brycon orbignyanus. Néo
obstante, parece ter participacdo importante no ganho de peso das larvas, exceto pela dose

maior (1 ppm) que promoveu efeito negativo para esse parametro.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of triiodothyronine (T3) applied to eggs of
piracanjuba Brycon orbignyanus on the embryo development and initial growth of larvae. The
work was conducted at Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA),
Pirassununga, and at Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, SP.

Fertilized eggs were divided in 6 portions and immersed for 15 min in different
solutions of T3, forming the treatments: T1-no hormone; T2-0.01 ppm; T3-0.05 ppm; T4-0.1
ppm; T5-0.5 ppm and T6-1 ppm. After immersion, eggs were washed and transferred to
incubators where they were kept until 72 h after hatching.

For the morphological analysis, eggs were collected after fertilization and at each 30
min until hour 6, and following at each 2 h until the hatching. Larvae were sampled at each 12
h for the weight and length determination and yolk sac volume calculation. The results were
subjected to ANOVA and means compared to Tukey test (5%).

The results showed that triiodothyronine did not affect the embryo development of
piracanjuba in any concentration tested. However, larvae produced from egg immersed in 0.5
ppm solution were larger at 60 and 72 h, while the lowest weights were verified in larvae of
treatment 1 ppm. Although without statistical significance, larvae from the other treatments
had higher weight than control larvae (no hormone). There were no differences in length.
Larvae from the treatment 0.5 ppm presented lower volume of the yolk sac but without
statistical significance

Concluding, triiodothyronine did not affect the embryo development of Brycon
orbignyanus in the study conditions. It seems that the hormone plays important role in the
growth of larvae and that the highest dose (1 ppm) showed negative effect on this parameter

suggesting to be an overdose.
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1. INTRODUCAO

Os hormonios tireoidianos desempenham um papel significativo na
embriogénese, morfogénese, crescimento e sobrevivéncia de larvas de peixes. Eles estio
presentes desde as primeiras fases de vida de muitas espécies, participando na regulacdo
desses processos (Tagawa et al., 1990; Lam, 1995; Kim & Brown, 1997; Liu et al.,
2000; Power et al., 2001; Tagawa & Brown, 2001; Deane & Woo, 2003).

Esses hormonios (triiodotironina e tiroxina) estdo presentes no vitelo e no corpo
dos embrides de Oncorhynchus kisutch e suas concentragdes variam segundo o grau de
desenvolvimento (Leatherland & Barret, 1993). Em Siganus guttatus, os hormonios
tireoidianos tém papel importante durante o desenvolvimento inicial da espécie (Ayson
& Lam, 1993), situacdo evidente também em outras espécies de teledsteos (Lam, 1995).

No entanto, enquanto varios pesquisadores obtiveram resultados positivos ao
utilizar os hormonios (Brown et al., 1989; Yamano et al., 1994; Tagawa et al., 1995; de
Jesus et al., 1998; Schreiber & Specker, 1998, 1999; Nayak et al., 2000a, b; Hseu-Jinn
et al., 2002), outros tém reportado resultados negativos ao utiliza-los (Nacario, 1983;
Mylonas et al., 1994; Huang et al., 1996). Por outro lado, segundo Tagawa & Hirano
(1991), em Oryzias latipes, uma diminuicdo de até 90% no nivel de horménios
tireoidianos nos ovos ndo afetou o desenvolvimento inicial nem a sobrevivéncia das
larvas.

Por outro lado, receptores para hormonios tireoidianos foram detectados nos
ovos, embrides e larvas de diferentes espécies de peixes, e, juntamente com a sintese
dos hormonios, sdo importantes no seu desenvolvimento inicial (Inui et al., 1995;

Llewellyn et al., 1998; Raine & Leatherland, 1999; Liu et al., 2000; Power et al., 2001,
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Jones et al., 2002; Liu & Chan, 2002).

Apesar das informacBes disponiveis, o conhecimento da participacdo dos
hormdnios tireoidianos no desenvolvimento inicial das espécies brasileiras ainda €
limitado (Urbinati et al., 2002; Vasques, 2003), e a sua participacdo precisa ser
esclarecida. Do mesmo modo, sdo poucos o0s estudos que apresentam o
desenvolvimento inicial completo dessas espécies e embora existam varios trabalhos a
esse respeito, a maioria deles sdo incompletos ou sdo de dificil acesso (Nakatani et al.,
2001).

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma espécie pertencente ao género
Brycon, muito apreciada pela qualidade da sua carne e por seu comportamento
agressivo, desejavel na pesca esportiva, razdes pelas quais tem alto valor comercial
(Belmont, 1994; Zaiden, 1997; Senhorini, 1999). Esta distribuida na Bacia do rio Parana
(Agostinho et al., 1997), e € uma das espécies que, segundo Paiva (1982), estd mais
ameacada de extincdo devido a pesca predatoria e a degradacdo do seu ambiente. Na
ultima lista das espécies da fauna brasileira ameacadas de extingdo esta classificada
como criticamente em perigo (Fundacdo Biodiversitas, 2003).

No presente trabalho, objetivou-se estudar a influéncia da triiodotironina (T3) no

desenvolvimento inicial da piracanjuba, visando melhorar o seu cultivo em cativeiro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O trabalho foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal e no
Centro de Microscopia Eletronica, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal.

2.2 Material biologico e tratamentos

Para a obtencdo dos ovos, embrides e larvas foram utilizadas 15 fémeas e 9
machos de Brycon orbignyanus, os quais foram induzidos segundo a metodologia de
Woynarovich & Horvath (1983). O experimento teve trés repeticdes, sendo que em cada
uma delas foram utilizados 3 machos e 5 fémeas para a obtencdo do material biolégico.
Os ovos das 5 fémeas foram misturados num recipiente plastico e posteriormente
fertilizados com uma mistura de sémen dos trés machos utilizados no estudo. Uma vez
fertilizados, os ovos foram divididos em 6 por¢des iguais e hidratados com solucdes,
contendo triiodotironina (T3), compondo-se 0s seguintes tratamentos: T1-sem
horménio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-0,1; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm de
triiodotironina. Antes de ser adicionada a agua de hidratacdo, a triiodotironina foi
diluida em DMSO (Brown et al., 1988).

Depois de 15 minutos, os ovos hidratados foram lavados e transferidos para
incubadoras com fluxo ascendente e continuo de agua, numa temperatura média de

28,01 £ 0,16°C, onde permaneceram até 72 horas depois da eclosdo das larvas, que
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foram alimentadas desde a hora 24 com zooplancton (principalmente cladoceros) e

larvas de pirapitinga (Piaractus brachypomus).

2.3 Coleta e preservacao do material

As coletas de ovos e embrides foram realizadas logo apds a fertilizagdo e
posteriormente a cada 30 minutos até a hora 6 e de 2 em 2 horas até a eclosdo. As larvas
foram coletadas a cada 12 horas até a hora 72. Todo o material foi fixado em
glutaraldeido 2,5%, lavado e mantido a 4°C em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M

(pH=7,4) para posterior analise.

2.4 Analise e processamento do material

A andlise morfologica externa dos ovos e embriGes foi realizada sob
microscopio estereoscopico Karl Zeiss® com camara fotogréfica, sendo o cério retirado
previamente com pingas histologicas e agulhas. As larvas foram pesadas em balanca
analitica Sartorius®, com precisdo de 0,01 mg, e medidas sob microscépio
estereoscopico Karl Zeiss®, com ocular micrométrica. A altura e comprimento do saco
vitelino também foram medidos para célculo do volume do vitelo, segundo a equacéo de
Blaxter & Hempel (1963), citados por Lein et al. (1997).

Para a andlise do desenvolvimento, foram observados em cada estagio, 30 ovos,
embrides ou larvas de cada tratamento, sendo que algumas das larvas foram posfixadas
com tetroxido de 6smio (1%), desidratadas em séries crescentes de alcool etilico, secas

com CO, em secador de ponto critico Tousimis® 780A, metalizadas com ouro em
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metalizador Jeol® JFC1100 e fotografadas em microscopio eletronico de varredura

Jeol® JSM5410.

2.5 Andlise estatistica

Quanto aos resultados de desenvolvimento embrionario, a analise foi unicamente
descritiva, sem receber nenhum tratamento estatistico. O resultados de peso,
comprimento e volume do saco vitelino das larvas foram submetidos a analise de
variancia e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de Tukey (5%). A analise foi

feita no aplicativo SAS v.8.



Desenvolvimento da piracanjuba

3. RESULTADOS

Baseados nas observacfes da morfologia externa dos ovos e embrides, pode-se
afirmar, que em geral ndo ocorreram diferencas no desenvolvimento embrionério da
piracanjuba, sob tratamento com triiodotironina na &4gua de hidratacdo dos ovos. N&o
obstante, numa das repeticdes do tratamento 5 (0,5 ppm de T3), observou-se um
desenvolvimento mais acelerado, pois a maioria dos estagios de desenvolvimento
aconteceu mais rapido. Nessas amostras (n=10), a gastrulacdo acabou 30 minutos antes
que nos outros tratamentos e a diferenciagdo do embrido foi antecipada. A eclosao,
neste caso, ocorreu as 12 horas e 15 minutos, enquanto que nos outros tratamentos a
média foi de 13 horas. A seguir, se apresenta o desenvolvimento observado no
tratamento 1 (sem hormonio).

Os ovos recem fertilizados apresentaram uma coloragdo azul escura e eram
telolécitos. O didmetro médio foi de 1,59 £+ 0,15 mm (n=300). A diferenciacdo dos
polos animal e vegetativo foi evidente 30 minutos apds fertilizacdo (Figura 1a), dando
origem a segmentacdo, meroblastica e discoidal. A segmentacdo prosseguiu (Figura 1b)
e apos 2 horas e 30 minutos observou-se o estagio de blastula. Na hora 3 caracterizou-se
a gastrulagéo, sendo observado o inicio do movimento de epibolia, envolvendo quase a
metade da massa vitelinica (Figura 1c). O movimento foi avancando (Figuras 1d, 1e) até
completar a gastrulacdo (Figura 1f) e foi possivel observar claramente o fechamento do
blastéporo na hora 6 (Figura 1g). Posteriormente, na hora 8, foi observado um embrido
inicial onde se observou o anel embrionario em desenvolvimento, originando a regido
caudal e cefélica do mesmo, que progrediram e se tornaram mais evidentes pelo

consumo do vitelo, que provocou diminuicdo do saco vitelino e formacdo e
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Figura 1. Desenvolvimento embrionario de Brycon orbignyanus

Diferenciacdo dos pdlos animal e vegetal. 30 min. apds fertilizacdo (50X)
Fase de segmentacdo. 2 h. apos fertilizacdo (50X)

Fase de gastrulacao inicial. 3 h. apos fertilizagdo (40X)

Fase de gastrulacdo intermediaria. 4 h. e 30 min. ap0s fertilizacao (32X)
Fase de gastrulacao final. 5 h. apds fertilizacdo (32X)

Fase de gastrulacdo final. 5 h. e 30 min. apds fertilizagdo (40X)
Fechamento do blastoporo. 6 h. apos fertilizacdo (40X)

Embrido inicial. 8 h. apos fertilizacdo (40X)

Embrido com 10 h. apos fertilizacdo (40X)

Larva recém eclodida. 13 h. apés fertilizagdo (32X)
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Figura 2. Desenvolvimento larval de Brycon orbignyanus

Larva com 12 h. apo6s a eclosédo (32X)
Larva com 24 h. ap6s a eclosdo (32X)
Larva com 36 h. apos a ecloséo (25X)
Larva com 48 h. apos a eclosdo (20X)
Abertura méxima da boca. 60 h. apds a eclosdo (20X)
Larva com 72 h. apos a eclosdo (16X)
Canibalismo em larvas de 48 h. ap0s a eclosao (12X)
Canibalismo em larvas de 48 h. apds a ecloséo (25X)
Canibalismo em larvas de 60 h. ap0s a eclosao (25X)
Canibalismo em larvas de 60 h. apds a eclosao (25X)
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desenvolvimento das dobras subcefélica e caudal (Figura 1h). O embrido continuou seu
desenvolvimento e crescimento (Figura 1i) e na hora 12, ocorreu um estreitamento do
vitelo na regido posterior, iniciando o desprendimento da cauda. Na hora 13, aconteceu
a ecloséo (Figura 1j). Nesse momento, as larvas pesavam 0,79 + 0,04 mg e mediam 3,17
+ 0,11 mm (n=30).

Quanto ao desenvolvimento larval, as diferentes fases sdo apresentadas nas
Figuras 2 e 3, observando-se o alto grau de canibalismo apresentado pela espécie,
inclusive antes de estar completamente desenvolvida. Embora a abertura méaxima da
boca somente tenha sido evidenciada nas 60 horas apds a eclosdao (Figuras 2e, 3e), as
larvas comegaram o canibalismo muito antes disso, desde as 36 horas, com um marcado
incremento na hora 48, quando apareceram grupos de larvas se atacando ao mesmo
tempo (Figura 2g, 2h) sem que nenhuma delas pudesse ingerir as outras por completo,
causando a mortalidade de todos os individuos envolvidos na situagdo. Também foi
evidente nesta fase, que se a presa fosse de menor tamanho, poderia ser facilmente
ingerida (Figura 3g), como ocorreu na hora 60 (Figuras 2i, 2j), quando as presas foram
ingeridas totalmente, sem ocasionar a morte do predador (Figura 3h).

Os resultados de peso, comprimento e volume do saco vitelino, apresentados na
Tabela 1, indicam que s6 foi possivel registrar alteracdo no peso das larvas no final da
observacao. Nas 60 horas, as larvas do tratamento 5 (0,5 ppm de T3) sdo maiores, bem
como nas 72 horas, enquanto 0s pesos mais baixos sdo verificados no tratamento 6, de
dose mais alta (1 ppm de T3). Embora sem significancia estatistica, as larvas dos outros
tratamentos com hormonio tém pesos mais altos que do controle. N&o foram registradas
diferencas no comprimento das larvas. As larvas do tratamento 5, também apresentaram

menor volume de vitelo, embora sem diferenca estatistica.



Tabela 1. Médias * desvio padrdo do peso (mg), comprimento (mm) e volume do vitelo (mm?®) de larvas de piracanjuba nas diferentes amostragens.

Tempo de cultivo (horas)

T3 (ppm) 0 12 24 36 48 60 72
0 0,72+0,08" 0,75+0,19° 0,96+0,15* 1,13+042*® 253+041* 421+047" 7,20+0,93"
0,01 0,79+0,08° 0,71+1,14* 095+0,16° 1,11+0,31* 265+052*° 501+0,60® 803055
Peso 0,05 0,81+0,07° 081+0,13* 097+0,11* 116+041* 248+0,63* 4,22+0,93" 7,30+0,86%
(mg) 0,10 0,83+0,06° 081+0,12* 098+0,11* 108+021* 279+056° 4,81+050® 7,820,448
0,50 0,78+0,08® 0,82+0,09° 097+0,11* 118+0,39® 234+0,38 525+0,54*° 8,21+0,92°
1,00 0,82+0,07* 081+0,10° 0,93+0,13® 1,14+0,32° 293+060° 3,99+083" 6,99+0,84°
CV (%) 3,78 14,39 9,61 17,80 12,22 9,58 5,42
0 3,09+054* 500+047° 6,22+0,31* 6,74+0,48" 7,34+034* 829+0,53 11,30+0,69°
0,01 319+044° 499+0730° 597+0,40° 6,80+0,38 7,66+035 859+0,63" 11,59+0,56°
Comprimento 0,05 3,14+0,36° 524+0,26° 6,06+0,49° 6,69+047% 7,72+037° 856+0,61° 11,49+0,67°
(mm) 0,10 3,24+057%° 522+040° 6,28+0,41* 6,77+043*° 746+046° 859+0,50° 11,59+0,67°
0,50 3,03+053* 506+0,49° 6,18+0,49"° 6,61+064° 7,33+0,40° 855+0,56° 11,56+ 0,56
1,00 335+053* 516+0,34° 6,21+0,44* 6,89+037%° 7,58+0,35° 8,22+0,49"° 11,23+0,48°
CV (%) 15,76 7,77 7,18 6,87 2,43 5,78 4,14
0 0,42 +0,10° 0,37+0,09° 0,31+0,07* 0,20 +0,06°
0,01 0,48+0,12° 0,41+0,08" 0,26+0,07* 0,21+0,06°
0,05 0,49+0,11* 0,43+0,08 0,27+0,07* 0,20+0,07°
Volume vitelo 0,10 0,46 +£0,09° 0,39+0,09° 0,28+0,07* 0,20 +0,06°
(mm°) 0,50 0,41+0,09° 0,37+0,10° 0,28+0,07* 0,17 +0,08
1,00 0,50+0,11* 0,42+0,09° 0,30+0,06° 0,21+0,07°
CV (%) 13,06 17,29 15,12 18,70
n =30

CV = coeficiente de variacéo
Médias seguidas de

letras diferentes nas colunas apresentam diferencas significativas entre os tratamentos (teste de Tukey,
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Figura 3. Desenvolvimento bucal de Brycon orbignyanus

Vestigio da boca. 12 h. apés a eclosdo (525X)

Inicio da abertura bucal. 24 h. apds a ecloséo (350X)
Aparecimento dos dentes. 36 h. apds a eclosdo (350X)
Desenvolvimento bucal avancado. 48 h. ap6s a ecloséo (350X)
Abertura maxima da boca. 60 h. apds a eclosao (175X)

Boca completamente desenvolvida. 72 h. apés a eclosédo (350X)
Canibalismo das larvas. 48 h. apds a eclosdo (175X)
Canibalismo das larvas. 60 h. ap0s a eclosao (350X)
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4. DISCUSSAO

Segundo os resultados obtidos, pode-se afirmar que o desenvolvimento
embrionario da piracanjuba ndo foi influenciado pela aplicacdo de triiodotironina na
agua de hidratacdo dos ovos. No entanto, foi observada uma aceleracdo do processo, em
algumas amostras do tratamento de 0,5 ppm de T3. Porém, nas outras amostras do
mesmo tratamento ndo foi evidente essa diferenga.

Foi possivel comprovar que, nesta espécie, o desenvolvimento é similar ao da
maioria dos peixes de agua doce (Cussac et al., 1985; Matkovic et al., 1985; Castellani
et al., 1994; Ribeiro et al., 1995; Nakatani et al., 2001). Do mesmo modo, se observou
que os ovos sao telolécitos e que a segmentacdo é meroblastica e discoidal. Essas
caracteristicas também sdo proprias dos peixes teledsteos (Balinsky, 1975; Leme dos
Santos & Azoubel, 1996; Garcia & Garcia, 2001).

Quanto ao tamanho dos ovos, estes apresentaram um didmetro médio de 1,59 +
0,15 mm, como reportado por Vazzoler (1996) para ovdcitos maduros da mesma
espécie (1,55 mm), o que discorda do apresentado por Nakatani et al. (2001) de 3,10
mm. No entanto, esses autores descrevem a presencga de um espaco perivitelino amplo,
razdo pela qual pode-se supor que se estejam referindo a ovos hidratados, sendo nesse
caso mais adequado fazer a comparacdo com o didmetro do vitelo apresentado por eles
(1,52 mm), havendo, deste modo, concordancia com os resultados deste estudo.
Segundo esses mesmos pesquisadores, a diferenciacdo do embrido inicia-se cerca de 6
horas e 15 minutos apos a fertilizagdo, resultado similar ao obtido neste estudo, onde o
fechamento do blastoporo e a formacdo do embrido aconteceram na hora 6. Em outras
espécies do mesmo género, a diferenciacdo do embrido também aconteceu durante esse

periodo. Assim, no Brycon cephalus, o embrido estava diferenciado as 5 horas e 30
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minutos (Lopes et al., 1995; Romagosa, 1998), enquanto que, no Brycon siebenthalae, a
diferenciacdo ocorreu as 6 horas (Landinez, 1995). Ja o desprendimento da cauda
aconteceu na hora 12, como reportado por Nakatani et al. (2001).

A eclosdo ocorreu as 13 horas numa temperatura média de 28,01 + 0,16°C,
tempo um pouco inferior ao apresentado por Nakatani et al. (2001), de 14 horas a
27,9°C. Segundo Lopes et al. (1995) e Romagosa (1998), a eclosdo em B. cephalus
ocorreu as 10 horas e 30 minutos, a 29 e 30°C, respectivamente. J& para B. moorei e B.
siebenthalae, a eclosdo aconteceu as 14 horas numa temperatura média de 27°C (Otero,
1989; Landinez, 1995). Esses resultados aparentemente mostram um padrdo para as
espécies do género Brycon, podendo-se atribuir as variagcdes encontradas as diferentes
temperaturas nos estudos citados. O comprimento das larvas na hora da ecloséo foi de
3,17 = 0,11 mm, resultados semelhantes aos obtidos por Nakatani et al. (2001), de 3,50
mm.

Quanto ao crescimento das larvas, ndo foram observadas diferencas de
comprimento entre os tratamentos. Porém, o peso das larvas provenientes de ovos
expostos a 0,5 ppm de T3 foi maior nas horas 60 e 72, sugerindo que esta seria a melhor
dose para ser utilizada nesta espécie, devido a que, embora sem significancia estatistica,
ao utilizar as doses menores (0,01; 0,05 e 0,1 ppm), ja se observou uma melhora no peso
das larvas. Entretanto, na dose maior (1 ppm), o peso foi significativamente menor.

Essas observagdes ja tinham sido feitas em Sarotherodon niloticus por Nacario
(1983), que observou que a tiroxina em dose baixa (0,1 ppm), melhorava o crescimento,
mas em dose maior (0,5 ppm) era prejudicial para as larvas. No entanto, Lam et al.
(1985) reportaram melhora no crescimento de Chanos chanos ao utilizar a mesma dose.
Huang et al. (1996) observaram que doses baixas de T3 (1-10 ng mI™) nio tinham efeito

nas larvas de Morone saxatilis; mas que doses maiores (25-100 ng ml™) tinham efeito
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negativo. Em Epinephelus coioides, de Jesus et al., 1998, demostraram que doses baixas
(0,1 ppm) de T3 poderiam ser utilizadas em etapas de desenvolvimento inicial da
especie.

Quanto ao saco vitelino, embora sem diferenca estatistica, 0 hormdnio parece ter
influenciado no tempo de reabsorcéo, fato evidente pelo menor volume encontrado na
ultima amostragem, nas larvas do tratamento 5 (0,5 ppm de T3), resultado que
concordaria com os apresentados por Lam (1980) e Nacario (1983), em espécies do
género Sarotherodon. Essa reabsorcdo antecipada faria com que as larvas provenientes
desse tratamento pudessem alimentar-se mais cedo, contribuindo de algum modo para
explicar o maior peso obtido nelas. Embora sem significancia estatistica, este fato
reforca 0 efeito mais evidente desta concentracdo de hormdnio. Esses resultados
concordam com o0s apresentados por Lam (1994), que concluiu que as larvas contém
horménios tireoidianos, cujos niveis vdo diminuindo & medida que o individuo se
desenvolve, durante a reabsor¢cdo do saco vitelino, processo acelerado por estes
horménios.

Os resultados sugerem que a triiodotironina da maneira como foi utilizada neste
estudo ndo tem efeito no desenvolvimento embrionario de Brycon orbignyanus. Néo
obstante, parece ter participacdo importante no ganho de peso das larvas, exceto pela
dose maior (1 ppm) que promoveu efeito negativo para esse parametro. Embora a
metodologia utilizada pareca adequada, sugere-se realizar novos trabalhos para a
confirmagdo dos dados obtidos e para estabelecer uma dose mais apropriada (por

exemplo 0,75 ppm) para a espécie.
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CAPITULO V

INFLUENCIA DA TRIIODOTIRONINA (T3)
NO CRESCIMENTO E SOBREVIVENCIA
DAS LARVAS DE PIRACANJUBA
(Brycon orbignyanus)



Larvicultura da piracanjuba

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito da triiodotironina (T3) aplicada na agua de
hidratacdo dos ovos no crescimento e na sobrevivéncia das larvas de piracanjuba Brycon
orbignyanus. O estudo foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, S&o Paulo.

Foram utilizadas larvas, provenientes de ovos fertilizados, em cuja agua de hidrataco
foi adicionada T3, compondo-se 0S seguintes tratamentos: T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm;
T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm. Os ovos permaneceram expostos as
solucgdes durante 15 minutos, momento em que foram lavados e transferidos para incubadoras
com fluxo continuo de agua, onde permaneceram até 72 horas ap6s a eclosdo das larvas.
Posteriormente, as larvas foram distribuidas aleatoriamente em 3 caixas por tratamento numa
densidade de 5 larvas L™, alimentadas com plancton (claddcera), larvas de Piaractus
brachypomus e racdo comercial de 48% de PB durante os primeiros 3 dias; do dia 4 até o 10,
plancton e racdo e nos ultimos 5 dias somente racdo. Foram realizadas coletas nos dias 1, 5,
10 e 15 para avaliacdo de peso, comprimento, taxa de crescimento especifico e sobrevivéncia.
Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as medias foram comparadas pelo
teste de Tukey (5%), no aplicativo SAS v.8.

Os resultados mostraram que no final da larvicultura, o comprimento das larvas ndo
foi diferente entre os tratamentos; mas o peso das larvas provenientes de ovos imersos em
solugdo sem horménio foi significativamente maior. Entretanto, nesse tratamento a
sobrevivéncia foi menor, sugerindo que nos grupos tratados com T3, houve menor predacao.

Concluindo, pode-se afirmar que nas condigdes do experimento, a triiodotironina nao
afetou o crescimento das larvas de piracanjuba, embora tenha aumentado a sua sobrevivéncia.
O fato de ndo ter acelerado o crescimento é um aspecto menos importante durante esta fase de
vida dos peixes, pois o principal objetivo neste periodo, é produzir uma quantidade maior de

individuos, embora com peso menor.
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ABSTRACT

This experiment investigated the effect of trilodothyronine (T3) applied to the eggs of
piracanjuba Brycon orbignyanus through immersion on the growth and survival of larvae.
The work was carried out at Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA),
Pirassununga, and at Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, SP.

The experiment used larvae produced from fertilized eggs immersed in T3 solutions
constituting the treatments: T1-no hormone; T2-0.01 ppm; T3-0.05 ppm; T4-0.1 ppm; T5-0.5
ppm and T6-1 ppm. Eggs were exposed to T3 for 15 min, washed and transferred to
incubators where they were held until 72 h after hatching. Following, larvae were randomly
distributed in plastic boxes (3 for treatment) (5 larvae L™), fed plankton, larvae of Piaractus
brachypomus and commercial ration (48% CP) in the first 3 days, plankton and ration from
day 4 to 10 and ration in that last 5 days. Larvae were sampled at days 1, 5, 10 and 15 for
determination of body weight and length, specific growth rate and survival. The results were
submitted to ANOVA and means compared by Tukey test (5%), with a SAS software.

The results showed that at the end of the cultivation the larvae length was not affected
by the hormone but the weight of larvae produced by eggs immersed in control solution (no
hormone) was higher. In this treatment the survival was lower, suggesting that among
hormone-treated larvae the predation was reduced.

Concluding, in the conditions of this study, trilodothyronine did not affect the growth
of larvae of piracanjuba but increased the survival rate of the species. The information
brought by the study is quite important because shows that the production of seed can be

enhanced by hormone treatment especially regarding the survival.
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1. INTRODUCAO

A participagdo dos horménios tireoidianos (T; e Ts) no desenvolvimento e
crescimento dos peixes é um fato comprovado (Lam, 1994; Power et al.., 2001; Liu &
Chan, 2002). Porém, embora a maioria dos trabalhos reporte resultados positivos,
existem outros que apresentam efeitos negativos ou nulos. Assim, alguns estudos
comprovam que esses horménios melhoram o crescimento e sobrevivéncia das larvas
(Brown et al., 1989; Ayson & Lam, 1993; Lam, 1995), seja adicionado diretamente na
agua ou por transferéncia materna (Lam, 1994; Urbinati et al., 2002), embora em
Morone saxatilis e em Leporinus elongatus, foram observados resultados opostos ao
utilizar-se T3 (Huang et al., 1996; Dumont-Neto, 2000). Tachihara et al. (1997)
encontraram que a sobrevivéncia das larvas de Seriola lalandi melhorava
consideravelmente ao se administrar T3 nas maes, enquanto que Mylonas et al. (1994)
observaram um efeito negativo na descendéncia de fémeas de Salmo truta tratadas com
T3, pois as larvas obtidas apresentaram uma alta porcentagem de anormalidades.

Contudo, Lam (1994) conclui que doses baixas de hormdnios tireoidianos, seja
por imersdo ou por injecdo na méae, promovem 0O crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia de larvas de varios peixes, embora uma dose alta possa ser
contraproducente, fato comprovado por Nugegoda et al. (1994), em larvas de Lates
calcarifer, e por de Jesus et al. (1998), em Epinephelus coioides.

Por outro lado, também existe controveérsia acerca da possibilidade de que a T3
possa diminuir o canibalismo das espécies, devido a uma capacitacdo alimentar precoce
ou a uma uniformidade dos lotes de larvas (Brown & Kim, 1995; Urbinati, 2002).

Urbinati et al. (2002) encontraram maior sobrevivéncia e redugédo de canibalismo nas
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larvas de Brycon cephalus, sob efeito de horménio materno, resultados similares aos
obtidos por Kim & Brown (1997) ao utilizarem T3 em combinagdo com cortisol na agua
das larvas de Polidactylus sexfilis. N&do obstante, Hey et al. (1996) mostraram que a
triiodotironina aumentava o canibalismo das larvas de Stizostedion vitreum.

Um dos maiores problemas na producdo aquicola se apresenta na larvicultura,
pois é nessa fase que ocorre a maior mortalidade do processo produtivo, limitando a
producéo de alevinos de boa qualidade (Tanaka et al., 1995; Gomes et al., 2000). Essa
mortalidade geralmente esta relacionada a problemas no habito alimentar das larvas, que
em muitas espécies apresentam alto grau de canibalismo logo apés a reabsor¢do do saco
vitelino. Dentre essas espécies, estdo as do género Brycon (Woynarovich & Sato, 1989;
Piovezan, 1994; Landinez, 1995; Senhorini, 1999; Atencio-Garcia, 2000; Baras et al.,
2000), muito apreciadas na piscicultura comercial.

Uma das espécies destacadas € a piracanjuba que apresenta carne de excelente
qualidade, além de ser muito apreciada na pesca esportiva. Além disso, o estudo e
implementacdo de novas tecnologias de cultivo poderdo contribuir para a recuperagao
dos estoques naturais da espécie, uma das mais ameacadas de extincdo no Brasil
(Fundacéo Biodiversitas, 2003). Por esses motivos foi selecionada para o presente
trabalho. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar a influéncia da triiodotironina (T3) no

crescimento e sobrevivéncia de larvas de piracanjuba, Brycon orbignyanus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O estudo foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, e no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista

(UNESP), Jaboticabal.

2.2 Material biologico, tratamentos e manejo experimental

Foram utilizadas larvas de piracanjuba, obtidas a partir de ovos fertilizados e
hidratados com solu¢Ges de triiodotironina (T3) que compuseram 0S Seguintes
tratamentos: T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm de T3; T3-0,05 ppm de T3; T4-0,1 ppm
de T3; T5-0,5 ppm de T3 e T6-1 ppm de T3. Para o preparo das solugdes de hidratacao,
a T3 foi antes dissolvida em di-metil-sulféxido (DMSO), sendo que na agua do
tratamento 1 foi adicionada apenas essa substancia (Brown et al., 1988). Apés a
hidratagédo (15 minutos), os ovos foram transferidos para incubadoras conicas com fluxo
ascendente e continuo de agua, onde permaneceram até 72 horas ap6s a eclosdo das
larvas, que foram alimentadas desde a hora 24 com plancton (cladoceros) e larvas de
pirapitinga (Piaractus brachypomus).

Quando todas as larvas apresentaram natacdo horizontal, foram divididas
aleatoriamente em trés caixas por tratamento, numa densidade de 5 larvas L™ A

alimentacéo foi oferecida 7 vezes por dia, intercalando larvas de pirapitinga (5 unidades
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por larva), plancton (200 unidades por larva) e racdo comercial de 48% de PB, durante
os primeiros 3 dias, plancton (500 unidades) e racéo do dia 4 até 10 e nos ultimos 5 dias
somente racdo. Diariamente, foram monitorados a temperatura € o oxigénio dissolvido
da 4gua, com um oximetro YSI® 95/25FT, procedimento realizado as 8:00 e as 17:00
horas. Outros parametros como alcalinidade, dureza, pH, amdénia e foram medidos a
cada 3 dias, utilizando para os dois primeiros método titulométrico com H,SO, e

EDTA, respectivamente. A aménia foi realizada pelo método de Nessler.

2.3 Coleta do material

Trinta larvas de cada tratamento (10 por repeti¢do) foram coletadas e fixadas nos
dias 1, 5, 10 e 15 do experimento. A fixacdo foi feita em glutaraldeido 2,5% e
posteriormente todo o material foi lavado e mantido a 4°C em tampdo cacodilato de

sodio 0,1 M (pH=7,4), até 0 momento das analises.

2.4 Andlise do material

O comprimento das larvas foi medido com um paquimetro Mitutoyo®, com
precisdo de 0,01 mm, e o peso numa balanca analitica Sartorius®, com preciséo de 0,01
mg. Para o calculo da taxa de crescimento especifico (SGR), foi utilizada a equagéo
apresentada por Ricker (1979). No final do experimento, foi calculada a taxa de

sobrevivéncia.
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2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando uma anélise de varidncia (ANOVA).
A comparacgdo das médias foi feita pelo teste de Tukey (5%). Todas as analises foram

realizadas pelo software SAS v.8.

3. RESULTADOS

Foi observada uniformidade entre os parametros de qualidade da agua em todos
os tratamentos. Na figura 1, pode-se observar que houve uma queda na temperatura no
dia 8 do experimento, acompanhada de um incremento no nivel de oxigénio dissolvido.
Os resultados obtidos nos outros pardmetros foram os seguintes: pH minimo 5,74
(tratamento 5), méaximo 5,87 (tratamentol); dureza total minima 7,58 mg L™ CaCOs
(T4), méaxima 8,42 mg L™ CaCO; (T1); alcalinidade minima 7,60 mg L™ (T1), maxima
10,50 mg L™ (T6). Os valores para amonia foram similares em todos os tratamentos
apresentando valores entre 0,11 e 0,13 mg L™,

Na Tabela 1, séo apresentados os resultados de peso e comprimento, podendo-se
observar que o comprimento das larvas no final do periodo experimental ndo mostrou
diferengas significativas entre os tratamentos. No entanto, o peso das larvas do
tratamento 1 (sem horménio) foi significativamente maior.

A taxa de crescimento especifico foi maior no tratamento 1 no primeiro periodo
analisado. Posteriormente ndo houve diferencas entre os tratamentos. O crescimento em
todos os tratamentos foi maior nos primeiros 5 dias e menor nos 5 ultimos (Figura 2).

Quanto a taxa de sobrevivéncia, foi menor no tratamento 1 (Figura 3).
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T2 (0,01 ppmde T3)

123456 7 8 9101112131415

Dias de cultivo

—e— Temperatura —o— Oxigénio

T4 (0,1 ppmde T3)

123456 7 8 9101112131415

Dias de cultivo

—e— Temperatura —o— Oxigénio

T6 (1,0 ppmde T3)

123 4567 8 9101112131415

Dias de cultivo

—e— Temperatura —o— Oxigénio

Figura 1. Valores médios + desvio padrao de temperatura e oxigénio dissolvido da

agua durante todo o periodo experimental.
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Tabela 1. Médias + desvio padrdo do peso (mg) e comprimento (mm) das larvas de Brycon

orbignyanus nos diferentes tempos de coleta.

Tempo de cultivo (dias)

T3 (ppm) 1 5 10 15
0 15,30 +3,14%° 86,10+ 7,50° 253,75+ 14,50° 380,37 * 29,12%
0,01 15,92 +3,07% 68,88+ 11,63® 185,88+ 14,12° 303,90 + 30,31°
Peso 0,05 15,95+ 3,53% 64,78 +7,41° 167,92+8,02° 312,46 + 28,36°
(mg) 0,10 16,68 +2,09° 66,74 +8,71° 167,52 +9,76" 306,09 + 18,07
0,50 16,35 +2,74% 70,37 +6,97% 163,76 + 11,53 329,59 + 17,79°
1,00 1554 +2,66°  73,04+8,03" 186,90 +9,90° 308,44 + 14,97°
CV (%) 6,97 9,68 10,54 4,22
0 12,34 +0,61® 20,06 +1,01° 27,68 +2,45%°  31,85+0,79°
0,01 12,45+0,83® 18,70 +1,67° 25,01 +1,34® 30,14 + 2,05
Comprimento 0,05 12,10 +1,32®® 18,77+0,89° 24,40+1,64° 30,18 +2,18°
(mm) 0,10 13,02+ 0,40° 19,01 +0,70® 24,98 +1,28® 30,15 + 2,00%
0,50 12,42 +0,65° 19,16 +1,33*® 24,48 +1,93® 30,64 +1,99°
1,00 11,89 +1,11°  19,03+0,85®° 25,04 +2,17® 29,87 + 3,04
CV (%) 2,93 2,24 4,68 5,76
n=30

CV = Coeficiente de variacdo

Médias com letras iguais nas colunas ndo apresentam diferengas significativas entre os tratamentos (teste

de Tukey, 5%)

SGR (% dia™)

mOppm

;0,01 ppm
@ 0,05 ppm
EO,1 ppm
E0,5 ppm

Olppm

5-10

1-5
Dias de cultivo

Figura 2. Taxa de crescimento especifico (SGR) + desvio padrdo das larvas de piracanjuba nos
diferentes periodos amostrados. Em cada periodo, médias com a mesma letra ndo apresentam
diferencas sianificativas pelo teste de Tukev (5%)
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia * desvio padrdo das larvas de piracanjuba submetidas aos diferentes
tratamentos. Médias com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas.
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4. DISCUSSAO

Os parametros limnologicos estiveram de acordo com os valores desejaveis para
especies tropicais (Boyd, 1990; Kubitza, 1999). A unica excecao foi o pH, cujos valores
estiveram um pouco abaixo dos considerados 6timos. No entanto, os individuos nédo
apresentaram problemas que pudessem ser atribuidos a este parametro. Aparentemente,
o carater ligeiramente &cido é uma caracteristica constante na agua do CEPTA, onde se
realizou a pesquisa.

Quanto ao crescimento das larvas, verificou-se que o comprimento ndo foi
afetado pelo hormonio administrado aos ovos fertilizados. Quanto ao peso, desde o dia
5 de cultivo, houve uma tendéncia de superioridade nas larvas que ndo receberam T3.
Nos dias 10 e 15, essas larvas apresentaram pesos significativamente maiores, fato
confirmado através da taxa de crescimento especifico durante o primeiro periodo de
larvicultura, do dia 1 ao dia 5 (Figura 2). Observa-se que 0 hormdnio parece atuar mais
neste periodo de cultivo. Os resultados concordam com os de Huang et al. (1996) que
encontraram diminui¢do no crescimento de larvas Morone saxatilis ao serem tratadas
com triiodotironina. No entanto, esses autores reportaram também aumento na
mortalidade como consequéncia do uso do hormdnio, situacdo contraria a encontrada
neste estudo, onde as maiores taxas de sobrevivéncia foram encontradas nos grupos de
larvas provenientes de ovos hidratados com o hormonio.

Esses resultados sugerem que embora o crescimento nos grupos tratados tenha
sido menor, isto pode significar menos predacdo. O peso maior das larvas do tratamento
controle pode estar refletindo maior ingestdo de proteina, pelo canibalismo. Essa
observacdo concorda com os resultados apresentados por Urbinati et al. (2002), em

Brycon cephalus, que observaram diminuicdo no canibalismo e aumento na
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sobrevivéncia e por Brown & Kim (1995) e Kim & Brown (1997) que demostraram que
a aplicacdo de T3 e cortisol por imersdo, melhorava a sobrevivéncia das larvas de
Polidactylus sexfilis e que ambos os hormonios poderiam estar interagindo,
proporcionando uniformidade do lote de larvas e diminuindo a predacdo. Nao obstante,
Hey et al. (1996) reportaram um aumento no canibalismo ao se utilizar hormonios
tireoidianos, por imersao, em larvas de Stizostedion vitreum.

Por outro lado, foi evidente que as taxas de sobrevivéncia foram melhores nos
tratamentos 2, 3, 4 e 5 (0,01; 0,05; 0,1 e 0,5 ppm de T3), comecando a diminuir no
tratamento 6 (1 ppm de T3), o que pode indicar que uma dose muito alta poderia ter
efeito nocivo na espécie, como relatado por Lam (1994), que afirma que doses baixas de
hormdnios tireoidianos, seja por imersdo ou por injecdo na mae, sdo benéficas, e que
uma dose alta pode ser contraproducente. Estas observacdes também foram feitas por
Nacario (1983) em Sarotherodon niloticus, por Mylonas et al. (1994) em Salmo trutta, e
por Huang et al. (1996) em Morone saxatilis.

A constatacdo de que o uso da triiodotironina na hidratagdo dos ovos da
piracanjuba melhorou significativamente a sobrevivéncia concorda com os resultados de
Lam (1980) em Sarotherodon mossambicus, de Lam & Sharma (1985) em Cyprinus
carpio, de Brown et al. (1988) em Morone saxatilis, de Tachihara et al. (1997) em
Seriola lalandi, de Ayson & Lam (1993) em Siganus guttatus e de Stickney & Liu
(1999) em Hippoglossus stenolepis. Estes autores encontraram aumento na
sobrevivéncia das diferentes espécies ao utilizar horménios tireoidianos. No entanto, 0s
resultados discordam dos encontrados por Yamanome & Tagawa (2000) e Gavlik et al.
(2002) que ndo observaram diferenca na sobrevivéncia das espécies que utilizaram.

Nas condi¢des utilizadas no presente trabalho, pode-se concluir que a

triiodotironina (T3) ndo acelerou o crescimento das larvas de Brycon orbignyanus,
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embora tenha favorecido a sobrevivéncia. No entanto, a dose mais alta utilizada (1 ppm)
pode estar indicando o limite de concentracdo para a espécie, a partir da qual o
horménio poderia desencadear efeitos negativos. O fato de ndo ter influenciado na
aceleracao do crescimento € um aspecto menos importante durante esta fase de vida dos
peixes, pois o principal objetivo, neste periodo, € produzir uma quantidade maior de
individuos, mesmo que com peso menor.

As diferencas de sobrevivéncia obtidas entre o grupo de larvas controle e as
provenientes de ovos hidratados com T3 variaram de 52,83 + 6,1 a 78,52 = 5,5 %. Se
considerar que no processo produtivo sdo vendidas quantidades importantes de alevinos,
cujo valor é cobrado por unidade, essas diferencas tém um grande impacto econdémico
para o produtor.

Aparentemente doses entre 0,01 e 0,5 ppm de T3 na &gua de hidratacdo sdo
eficazes para melhorar a sobrevivéncia das larvas desta espécie. A linha de pesquisa

apresenta-se interessante e merece ser continuada.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da triiodotironina (Ts) aplicada na
agua de hidratacdo de ovos fertilizados de dourado Salminus maxillosus no desenvolvimento
embrionario e no crescimento inicial das larvas. O trabalho foi desenvolvido no Centro
Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais, Pirassununga, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias
e Veterinarias, da Universidade Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

Ovos recém fertilizados foram divididos em 6 porcGes iguais e hidratados, por 15
minutos, em diferentes solugdes de T3, constituindo-se 0s seguintes tratamentos: T1-sem
horménio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm. Apds a
hidratacdo, os ovos foram lavados e transferidos para incubadoras, onde permaneceram até 72
horas depois da ecloséo das larvas.

Para a analise morfoldgica, os ovos foram coletados logo apo6s a fertilizacdo e a cada
30 minutos até a hora 6 e posteriormente a cada 2 horas até a eclosdo das larvas. As larvas
foram coletadas a cada 12 horas para medicdo de peso, comprimento e calculo do volume do
saco vitelino. Os resultados foram analisados por analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (5%). A analise foi realizada no aplicativo SAS v.8.

Os resultados mostraram que a triiodotironina, nas doses e pela técnica utilizadas, nao

influenciou o desenvolvimento embrionario nem o crescimento inicial das larvas de dourado.
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of triiodothyronine (T3) during
the immersion of fertilized eggs of dourado Salminus maxillosus on the embryo development
and larvae growth. The work was carried out at Centro Nacional de Pesquisa de Peixes
Tropicais, Pirassununga, and at Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

Newly fertilized eggs were divided in 6 portions and immersed for 15 min, in different
solutions of T3, constituting the treatments: T1-no hormone; T2-0.01 ppm; T3-0.05 ppm; T4-
0.1 ppm; T5-0.5 ppm and T6-1 ppm. After immersion, eggs were washed and transferred to
incubators where they were held until 72 h after hatching.

For morphological analysis, eggs were collected after fertilization and at each 30 min
until hour 6, and following at each 2 h until hatching. Larvae were collected at each 12 h for
the weight and length determination and yolk sac volume calculation. The results were
analyzed by ANOVA and means compared by Tukey test (5%) in a SAS software.

The results showed that triiodothyronine, in the doses and application method utilized,
did not affect the embryo development or the initial growth of the larvae.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a piscicultura brasileira vém se desenvolvendo, mostrando-se
como uma atividade zootécnica importante. Porém, ainda faltam estudos que possam
garantir um adequado manejo das espécies nativas com potencial para producdo
(Castagnolli, 1992).

Um dos aspectos mais importantes a ser pesquisado é o desenvolvimento inicial
das espécies e sua descricdo embrioldgica, pois os dados obtidos permitiriam conhecer a
biologia da espécie, ferramenta fundamental na aquicultura e na biologia pesqueira
(Matkovic et al., 1985; Alves & Moura, 1992). Por outro lado, embora existam muitos
trabalhos de desenvolvimento e larvicultura, a maioria deles aborda o aspecto alimentar
(Luz, 2000; Portella et al., 2000; Tesser, 2002) e s&o poucos 0s voltados para a parte
hormonal (Dumont-Neto, 2000; Andrade, 2002; Urbinati et al., 2002), de vital
importancia nas primeiras etapas de vida dos individuos.

Estd comprovado que a glandula tiredide, através de seus hormonios tiroxina e
triiodotironina, tem participacdo direta no desenvolvimento inicial dos peixes e que
estes hormoénios estdo presentes nos ovos e nas primeiras fases de vida de muitas
espécies (Tagawa et al., 1990; Tagawa & Hirano, 1991; de Jesus et al., 1994; Kim &
Brown, 1997; Liu et al., 2000; Power et al., 2001; Liu & Chan, 2002; Urbinati, 2002;
Deane & Woo, 2003), regulando o desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia
posterior das larvas (Lam, 1995; Hey et al., 1996; Tagawa & Brown, 2001). Existem
evidéncias de que os hormdnios encontrados no inicio do desenvolvimento dos peixes é
de origem materna, ja que ndo ocorre producdo prépria nesta fase (Tagawa & Hirano,

1991). Adicionalmente, a presenca de receptores para esses hormonios nos ovos,
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embrides e larvas de peixes também estd comprovada (Raine & Leatherland, 1999; Liu
et al., 2000; Power et al., 2001; Jones et al., 2002; Liu & Chan, 2002).

Segundo Yamano et al. (1994) e Tagawa et al. (1995), é evidente a participacao
direta dos hormonios tireoidianos na metamorfose de Paralichthys olivaceus. Em
Epinephelus coioides e Epinephelus lanceolatus, a triiodotironina se mostrou eficiente
na aceleragdo do mesmo processo (de Jesus et al., 1998; Hseu-Jinn et al., 2002).

Em peixes nativos, as informacgdes sdo menos disponiveis, destacando-se
unicamente os trabalhos de Dumont-Neto (2000), Urbinati et al. (2002) e Vasques
(2003), em Leporinus elongatus e Brycon cephalus, respectivamente.

O dourado (Salminus maxillosus) é um peixe pertencente a ordem dos
Characiformes, de ampla distribuicdo geografica, sendo encontrado na grande bacia do
rio da Prata, que inclui as bacias dos rios Parand, Paraguai e Uruguai (Godoy, 1987;
Souza, 1999). E considerada uma espécie de grande valor comercial, muito apreciada
também na pesca esportiva. Devido as alteracbes provocadas pelo homem no seu
ecossistema é considerada como vulneravel a extingdo (Souza, 1999; Fundacédo
Biodiversitas, 2003).

Nesse contexto, o estudo teve como objetivo avaliar o efeito da triiodotironina
(T3) no desenvolvimento inicial do dourado, uma das espécies mais importantes no

Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O trabalho foi conduzido no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal e no
Centro de Microscopia Eletronica, Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da

Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal.

2.2 Material biologico e tratamentos

Foram utilizados ovos, embrides e larvas de Salminus maxillosus, provenientes
de reprodugdo induzida realizada de acordo com a metodologia de Woynarovich &
Horvéth (1983).

Uma vez fertilizados, os ovos foram divididos em 6 aliquotas e transferidos a
recipientes individuais onde foram hidratados com solucgdes de triiodotironina (Ts),
segundo os seguintes tratamentos: T1-sem horménio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-
0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm de T3. Para o preparo das solucdes, a T3 foi diluida em
di-metil-sulféxido (DMSO), substancia que foi adicionada a agua do tratamento 1,
controle (Brown et al., 1988). O tempo de hidratacdo foi de 15 minutos, apds o que 0s
ovos foram lavados com agua corrente e transferidos para incubadoras com fluxo
ascendente e continuo de agua, numa temperatura média de 26,44 + 0,87°C. As larvas
foram mantidas nas incubadoras até 72 horas depois da eclosdo, sendo alimentadas

desde a hora 24 com zooplancton (principalmente claddceros) e larvas de curimbata
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(Prochilodus lineatus).

2.3 Coleta e preservacao do material

Na hora da fertilizacdo, foi feita a primeira coleta de ovos, seguida de coletas
sucessivas a cada 30 minutos até a hora 6. Posteriormente, a periodicidade foi
aumentada para 2 horas até o momento da eclosdo e finalmente, as larvas foram
coletadas a cada 12 horas até a hora 72. Todo o material foi fixado em glutaraldeido
2,5%, lavado e mantido a 4°C em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH=7,4) para

posterior analise.

2.4 Analise e processamento do material

Para analise da morfologia externa, os ovos e embrides foram observados depois
do rompimento do cério, utilizando um microscépio estereoscopico Karl Zeiss®, com
camara fotogréafica. As medidas do saco vitelino e das larvas foram realizadas em
microscopio estereoscopico Karl Zeiss®, com ocular micrométrica. O calculo do volume
do vitelo foi realizado utilizando a equacgdo de Blaxter & Hempel (1963), citada por
Lein et al. (1997). A pesagem das larvas se realizou numa balanca analitica Sartorius®,
com preciséo de 0,01 mg.

Algumas larvas foram processadas para microscopia eletronica de varredura,
sendo posfixadas com tetroxido de 6smio (1%), desidratadas em séries crescentes de
&lcool etilico, secas com CO, em secador de ponto critico Tousimis® 780A, metalizadas

com ouro em metalizador Jeol® JFC1100 e fotografadas em microscépio eletrénico de
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varredura Jeol® JSM5410.

2.5 Andlise estatistica

Os resultados de peso, comprimento e volume do vitelo das larvas foram
submetidos a analise de variancia e as médias obtidas foram comparadas pelo teste de

Tukey (5%). A analise foi feita no aplicativo SAS v.8.

3. RESULTADOS

Apo0s observacdo de, no minimo, 20 ovos e embrifes de cada tratamento, em
cada um dos diferentes estagios de desenvolvimento embrionario, constatou-se que nao
houve diferencas devido a aplicacdo do hormonio na agua de hidratacdo, pois em todos
o0s tratamentos as mudancas aconteceram nos mesmos tempos. No entanto, como uma
contribuicdo ao conhecimento da espécie, a descricdo do desenvolvimento é apresentada
a seguir.

Os ovos recém fertilizados eram telolécitos, apresentavam uma coloragdo verde
clara e possuiam um didmetro médio de 1,66 + 0,23 mm (n=200).

A segmentacdo (merobléstica e discoidal) comecgou rapidamente, sendo possivel
observar 2 blastdémeros 30 minutos apos fertilizacdo (Figura 1a) e fase de mérula 90
minutos depois (Figura 1b). Trés horas depois era evidente o estadio de blastula (Figura
1c) e as 3 horas e 30 minutos a blastoderme j& envolvia mais da metade da massa
vitelinica, ultrapassando o equador embrionério (Figura 1d). A epibolia continuou até a

hora 6, finalizando com o fechamento do blastoporo (Figuras 1e, 1f, 1g). Na hora 8, ja
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Figura 1. Desenvolvimento embrionario de Salminus maxillosus

Fase de segmentacéo: dois blastdmeros. 30 min. apos fertilizagédo (32X)
Fase de morula.1 h. e 30 min. ap6s fertilizagdo (40X)

Fase de blastula. 3 h. apos fertilizacdo (40X)

Fase de gastrulacdo inicial. 3 h. e 30 min. apos fertilizacdo (40X)

Fase de gastrulacao intermediaria. 3 h. e 30 min. apos fertilizacdo (40X)
Fase de gastrulacéo final. 4 h. apos fertilizagdo (40X)

Fechamento do blastoporo. 6 h. apos fertilizacdo (32X)

Embrido inicial. 8 h. apos fertilizacdo (40X)

Embrido com 10 h. apos fertilizacdo (40X)

Embrido com 12 h. apds fertilizacdo (32X)

o SQ@ e o0 o
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Figura 2. Desenvolvimento larval de Salminus maxillosus

Larva recém eclodida (25X)

Larva com 12 h. apo6s a ecloséo (25X)

Larva com 24 h. ap6s a eclosdo (20X)

Pigmentacdo completa do olho. 36 h. apds a ecloséo (16X)

Larva com outra dentro do tubo digestivo. 48 h. apds a ecloséo, (12X)
Larva com 60 h. ap6s a ecloséo (10X)

Larva com 72 h. apos a eclosdo (12X)

Larva completamente desenvolvida. 72 h. apds a ecloséo (8X)

T@heoooe
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Figura 3. Desenvolvimento das larvas de Salminus maxillosus

a. Comeco da abertura bucal e presenga do 6rgdo adesivo na cabeca (seta). 12 h. apos a
ecloséo (525X)

b. Inicio do aparecimento dos dentes. 24 h. ap6s a eclosdo (262X)

c. Larva bem desenvolvida. 36 h. ap6s a ecloséo (350X)

d. Canibalismo das larvas. 36 h. ap6s a eclosao (350X)
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pode ser observado um embrido (Figura 1h), estando mais desenvolvido nas horas 10 e
12 (Figuras 1i, 1j), com a cauda ainda aderida ao vitelo. Na hora 14, a cauda se
desprendeu do vitelo, e 15 horas e 30 minutos apds fertilizacdo aconteceu a eclosdo das
larvas (Figura 2a). Entretanto, elas ndo conseguiram nadar, permanecendo aderidas a
incubadora, sendo possivel observar um 6rgdo adesivo na cabeca (Figura 3a). Na hora
da eclosdo, as larvas pesavam 0,64 + 0,03 mg e mediam 3,52 + 0,10 mm. As diferentes
fases de desenvolvimento larval sdo apresentadas nas Figuras 2 e 3, podendo-se
observar a involugdo do saco vitelino, e a evolucdo do desenvolvimento do olho, da
boca e das narinas. Os resultados de peso, comprimento e volume do vitelo se ilustram
na Tabela 1, ndo sendo possivel observar diferenca entre os tratamentos, com as

diferentes concentragdes de triiodotironina.



Tabela 1. Médias + desvio padrdo do peso (mg), comprimento (mm) e volume do vitelo (mm?®) de larvas de dourado nas diferentes amostragens.

Tempo de cultivo (horas)

T3 (ppm) 0 12 24 36 48 60 72
0 0,63+0,11* 0,89+0,07% 1,060,066 196+046° 243+055° 444+0,79® 5,98 +0,85°
0,01 0,61+0,12*® 0,95+0,05° 1,11+0,10* 1,99+055* 293+0,56° 4,50+0,82"® 6,13+0,70°
Peso 0,05 0,61+0,09° 0,87+0,06° 1,07+0,09 218+0,35% 259+0,52® 4,40+0,48" 6,30+0,82°
(mg) 0,10 0,67+0,07* 0,87+0,08 1,09+0,09 240+0,23* 260+£0,52° 4,39+051* 6,05+0,65°
0,50 0,66 +0,03* 0,89+0,06° 1,11+0,09% 236+0,22° 253+0,32®° 464+047% 6,49+0,53°
1,00 0,66 +0,09° 0,92+0,07% 1,03+0,08 2,26+0,23° 2,75+0,54* 459+0,58 6,28 +047°
CV (%) 13,49 6,81 4,37 15,40 8,28 8,42 5,92
0 3,65+027%° 481+027" 6,02+0,29° 6,97+0,38 7,66+0,39° 865+0,44* 10,25+0,99°
0,01 355+042° 491+0,24* 6,11+0,31* 7,10+0,30° 7,83+0,46° 8,78+0,51* 10,40 +0,90°
Comprimento 0,05 3,49+026° 4,70+0,20° 585+0,27° 7,06+0,30° 7,62+042° 8,66+0,50° 10,37 +0,84°
(mm) 0,10 3,41+029° 4,76+0,23* 588+0,20° 7,02+0,23* 755+051° 8,79+0,43 10,48 +0,76°
0,50 3,60+0,28° 4,89+0,24* 6,05+0,22° 7,10+0,16° 7,48+050° 8,85+0,37" 10,41+0,75°
1,00 3,43+0,30° 4,89+0,20° 6,04+£0,20° 7,17+0,15* 7,78+0,44* 8,47+0,27* 10,91+0,79°
CV (%) 6,17 3,48 2,14 2,39 2,91 2,43 8,61
0 0,38 +0,10° 0,33+0,08 0,23 +0,08"
0,01 0,35+0,07* 0,28+0,07° 0,20 +0,04*
VVolume vitelo 0,05 0,36 +£0,08° 0,27 £0,09° 0,24 +0,08"
(mm®) 0,10 0,37+0,11* 0,29+0,09° 0,20 +0,06"
0,50 0,34+0,10° 0,30+0,05° 0,21 +0,06"
1,00 0,36 £0,12° 0,27 +0,10° 0,18 +0,04*
CV (%) 10,80 18,35 17,11
n=20

CV = coeficiente de variacéo
Médias seguidas de letras

iguais nas colunas ndo apresentam diferencas significativas entre os tratamentos (teste de Tukey,
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4. DISCUSSAO

Apesar das evidéncias de que os hormonios tireoidianos participam do processo
de desenvolvimento inicial dos peixes (Power et al., 2001; Liu & Chan, 2002), no
presente estudo ndo foram encontradas diferencas entre os tratamentos, sugerindo que
néo tiveram participagdo direta nesse processo. Resultados similares foram encontrados
por Vasques (2003), no Brycon cephalus.

Foi possivel observar que, a exemplo dos outros teledsteos, 0s ovos nesta
espécie sdo telolécitos e a segmentacdo é meroblastica e discoidal (Balinsky, 1975;
Leme dos Santos & Azoubel, 1996; Garcia & Garcia, 2001). O desenvolvimento
também é similar ao de outros peixes, comecando com a fertilizacdo e terminando com
a ecloséo da larva (Cussac et al., 1985; Matkovic et al., 1985; Castellani et al., 1994;
Ribeiro et al., 1995; Nakatani et al., 2001).

O didmetro dos ovos (1,66 + 0,23 mm) ndo coincide com o encontrado por
Nakatani et al. (2001) de 3,20 mm. Entretanto, aparentemente, estes autores estariam
citando o didmetro do ovo hidratado, pois mencionam a presenca de um espago
perivitelino amplo. Assim, a comparagdo poderia ser feita com o didmetro do vitelo
mencionado por eles (1,53 mm), valor parecido ao encontrado no estudo e que estaria
préximo também ao apresentado por Vazzoler (1996) para ovocitos maduros da mesma
espécie (1,35 mm). Em outras espécies do mesmo género, S. brasilensis e S. hilarii, 0s
resultados apresentados por Nakatani et al. (2001) de 1,41 e 1,53 mm, respectivamente,
também coincidem com os aqui encontrados.

O fechamento do blastoporo aconteceu 6 horas apds fertilizacdo (temperatura
média 26,44 + 0,87°C), sendo similar ao reportado por Nakatani et al. (2001) de 6 horas

e 25 minutos (27°C). Porém, Morais & Schubart (1955) reportaram este estagio
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somente as 7 horas e 38 minutos. No entanto, essa diferenca de tempo pode ser
explicada pela menor temperatura na que eles trabalharam (24°C). O desprendimento da
cauda aconteceu na hora 14, sendo um pouco maior que o reportado por Nakatani et al.,
(2001) de 12 horas e 25 minutos. A eclosdo ocorreu as 15 horas e 30 minutos, sendo
mais lenta que a reportada por Zaniboni et al. (1988) e por Nakatani et al. (2001) de 14
horas e 10 minutos e 14 hora e 45 minutos, respectivamente. No entanto, foi muito mais
rapida que a apresentada por Morais & Schubart (1955) de 22 horas e 52 minutos e por
Pinto & Guglielmoni (1986) de 24 horas.

O comprimento das larvas na hora da eclosédo foi de 3,52 £ 0,10 mm, resultados
inferiores aos encontrados por Pinto & Guglielmoni (1986) de 5,5 mm, mas similares
aos apresentados por Nakatani et al. (2001) de 3,55 mm e por Santos & Godinho (1992)
que encontraram um comprimento médio de 3,7 £ 1,1 mm em larvas com 6 horas de
vida.

Quanto ao crescimento e volume do saco vitelino das larvas, embora se perceba
que nas larvas provenientes de ovos hidratados com triiodotironina, tanto o peso quanto
0 comprimento foram um pouco maiores, ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os tratamentos. Estes resultados estariam suportados nas pesquisas
de Tagawa & Hirano (1991), que diminuindo até 90% o nivel de hormonios
tireoidianos, em ovos de Oryzias latipes, ndo encontraram nenhuma influéncia negativa
no desenvolvimento inicial dessa espécie, sugerindo que durante os 4 primeiros dias de
vida, ndo existia metabolismo significativo dos horménios tireoidianos. Além disso,
segundo Leatherland & Barret (1993), em Oncorhynchus kisutch, o eixo pituitaria-
tecido tireoidiano é estrutural e funcionalmente intacto antes da reabsor¢do do saco

vitelino, e ndo existe atividade importante desses hormonios durante esse periodo.
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No entanto, com os resultados obtidos, fica a duvida se as doses utilizadas no
ensaio foram muito baixas para a espécie trabalhada, o que mostra a necessidade de
realizar novas pesquisas para conseguir entender mais profundamente o papel dos
horménios tireoidianos no desenvolvimento inicial dos peixes, principalmente das
especies que, como o dourado, sdo pouco conhecidas cientificamente. Sugere-se entéo
realizar novos trabalhos, cujo ponto de partida seja o conhecimento do nivel basal
desses horménios na espécie, para poder determinar as doses adequadas a serem

testadas, além de aspectos de seu mecanismo de agao.
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RESUMO

Neste trabalho foi analisado o efeito da triiodotironina (T3) aplicada na agua de
hidratagdo dos ovos do dourado Salminus maxillosus sobre o crescimento e sobrevivéncia das
larvas. O trabalho foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, e na Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

Foram utilizadas larvas, provenientes de ovos fertilizados, em cuja agua de hidrataco
foi adicionada T3, compondo-se 0s seguintes tratamentos: T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm;
T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e T6-1 ppm. Os ovos permaneceram expostos as
solucgdes durante 15 minutos, ap6s o qual foram lavados e transferidos para incubadoras, onde
permaneceram até 72 horas ap6s a eclosdo das larvas. Posteriormente, as larvas foram
distribuidas a0 acaso em 4 caixas por tratamento numa densidade de 10 larvas L™. Nos
primeiros 3 dias foram alimentadas com plancton (claddcera), larvas de Prochilodus scrofa e
racdo comercial (48% PB) e posteriormente, plancton e racdo. As coletas foram realizadas nos
dias 1, 3, 5, 7 e 10 para analise de peso, comprimento, taxa de crescimento especifico e
sobrevivéncia. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas
pelo teste de Tukey (5%), utilizando o aplicativo SAS v.8.

As diferencas relacionadas ao uso do horménio sé apareceram no Ultimo dia de
cultivo, com uma tendéncia de superioridade, tanto em peso quanto em comprimento nas
larvas provenientes de ovos hidratados com a maior concentragdo da T3 (1 ppm). Por outro
lado, a sobrevivéncia foi maior no tratamento 0,1ppm de T3 e menor no tratamento 1 ppm de
T3. Nos outros tratamentos ndo houve diferencas, observando-se, entretanto, que 0s maiores
valores ocorreram nos grupos de larvas que apresentaram os menores pesos (tratamentos 0,05
e 0,1 ppm de T3). Os dados sugerem a utilizagdo de 0,1 ppm de T3 na agua de hidratacdo dos
ovos para melhorar a sobrevivéncia da espécie, 0 parametro mais importante a ser tido em

conta nesta fase produtiva.
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ABSTRACT

This experiment investigated the effect of trilodothyronine (T3) applied to the eggs of
dourado Salminus maxillosus through immersion on the growth and survival of larvae. The
work was carried out at Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais (CEPTA),
Pirassununga, and at Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, SP.

The study used larvae produced from fertilized eggs immersed in T; solutions
constituting the treatments: T1-no hormone; T2-0.01 ppm; T3-0.05 ppm; T4-0.1 ppm; T5-0.5
ppm and T6-1 ppm. Eggs were exposed to T3 for 15 min, washed and transferred to
incubators where they were held until 72 h after hatching. Following, larvae were randomly
distributed in plastic boxes (4 for treatment) in a density of 10 larvae L™. At first 3 days, they
fed plankton (cladocera), larvae of Prochilodus scrofa and commercial ration (48% CP) and
after that plankton and ration. Samplings were performed at days 1, 3, 5, 7 and 10 for
determination of body weight and length, specific growth rate and survival. The results were
submitted to ANOVA and means compared by Tukey test (5%), with a SAS software.

The effects of the hormone were observed at the end of the cultivation showing a trend
of higher values in weight and length in larvae treated with the highest dose of T3 (1 ppm).
Otherwise, survival was higher in treatment 0.1ppm T3 and lower in the treatment 1 ppm Ts.
In the other treatments there were no differences, but the highest values occurred among
larvae that presented the lowest weights (treatments 0.05 and 0.1 ppm T3). The results suggest
the utilization of 0.1 ppm T3 solution in the dourado egg immersion to improve the survival,

one of the most important parameter in the fish production.
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1. INTRODUCAO

Um dos principais fatores limitantes da piscicultura é a producdo intensiva de
alevinos de boa qualidade (Holmefjord et al., 1993; Tanaka et al., 1995).
Anteriormente, acreditava-se que o problema fundamental seria conseguir a reproducao
de espécies reofilicas em cativeiro, pois a reproducao delas dependia em grande parte,
das mudancgas no meio ambiente natural (Zanuy & Carrillo, 1987; Harvey & Carosfeld,
1993). Hoje em dia, com a implementacdo das técnicas de reproducdo induzida, esse
problema acabou. No entanto, a larvicultura ainda apresenta grandes dificuldades, pois
nessa etapa a mortalidade é alta, chegando, em ocasides, a dizimar grande parte da
populacdo. Adicionalmente, muitas espécies apresentam alto grau de canibalismo,
agravando ainda mais a situacao (Cecarelli, 1997; Senhorini, 1999; Baras et al., 2000;
Gomes et al., 2000). Porém, o desenvolvimento de novas tecnologias em larvicultura
ainda é limitado e a maioria das pesquisas refere-se a técnicas de alimentacdo inicial
das larvas (Atencio-Garcia, 2000; Luz, 2000; Portella et al., 2000; Tesser, 2002), sem
levar em conta outros aspectos importantes, como a participagdo de hormonios no
desenvolvimento inicial e na larvicultura, tais como 0s hormonios tireoidianos
(Gorbman, 1969; Goetz, 1983).

N&o obstante, na atualidade, existem muitos estudos que abordam a participacao
desses hormonios no desenvolvimento inicial e na larvicultura dos peixes, mas muitos
deles concluem que ainda falta muita pesquisa para esclarecer a participacdo dos
hormdnios nesses processos (MacKenzie et al., 1989; Lam, 1994; Mylonas et al., 1994;
Wigham et al., 1998; Deane & Woo, 2003). J& estd comprovado que os horménios
tireoidianos sdo essenciais no desenvolvimento inicial dos peixes (de Jesus et al., 1994;

Liu & Chan, 2002).
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Estes horménios tém sido utilizados com sucesso para aumentar o
desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia de muitas espécies de peixes (Lam,
1994; Power et al., 2001). A tiroxina, por exemplo, quando utilizada em imersdo
melhorou o desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia das larvas de Sarotherodon
mossambicus (Lam, 1980) e Cyprinus carpio (Lam & Sharma, 1985). A triiodotironina
participou na transi¢do de neonato a adulto de Salvelinus alpinus (Martinez et al., 1995)
e aumentou a sobrevivéncia das larvas de Morone saxatilis provenientes de maes
injetadas com o horménio (Brown et al., 1988). Em Hippoglossus stenolepis, os dois
horménios melhoraram a sobrevivéncia das larvas (Stickney & Liu, 1999).

Quanto ao canibalismo, Urbinati et al. (2002) reportam diminuicdo deste
comportamento e aumento da sobrevivéncia em larvas de Brycon cephalus,
descendentes de maes injetadas como T3, resultados que concordam com o0s
encontrados por Kim & Brown (1997) ao utilizar T3 e cortisol na &4gua das larvas de
Polidactylus sexfilis. Entretanto discordam dos de Hey et al. (1996) que demostraram
aumento de canibalismo em larvas de Stizostedion vitreum apds imersdo em hormonios
tireoidianos.

Um dos peixes de maior valor comercial no Brasil € o dourado, Salminus
maxillosus, apreciado pelo grande tamanho e a boa qualidade de carne. E um peixe com
grande potencial para cultivo, porém apresenta elevada mortalidade na fase inicial por
apresentar alto grau canibalismo (Woynarovich & Sato, 1989; Souza, 1999; Ribolli et
al., 2002).

Segundo as consideragOes anteriores, 0 presente trabalho teve como objetivo
estudar a participacgdo da triiodotironina (T3) no crescimento e sobrevivéncia das larvas

de dourado.

119



Larvicultura do dourado

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

O trabalho foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa de Peixes Tropicais
(CEPTA), Pirassununga, e no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista

(UNESP), Jaboticabal.

2.2 Material biologico, tratamentos e manejo experimental

Foram utilizadas 8400 larvas de dourado provenientes de ovos fertilizados que
foram hidratados com solucdes de triiodotironina (Ts), segundo 0s seguintes
tratamentos: T1-sem hormonio; T2-0,01 ppm; T3-0,05 ppm; T4-0,1 ppm; T5-0,5 ppm e
T6-1 ppm de Ts. Para o preparo das solugbes de hidratacdo, a T3 foi previamente
dissolvida em di-metil-sulfoxido (DMSO), adicionado também na &gua do tratamento 1
(controle) (Brown et al., 1988).

Depois de 15 minutos, os ovos foram lavados com &gua corrente e transferidos
para incubadoras coénicas com fluxo ascendente e continuo de agua, numa temperatura
média de 26,44 +0,87°C, onde permaneceram até 72 horas apos a eclosdo. As larvas
obtidas foram alimentadas desde a hora 24 com zooplancton (claddceros) e larvas de
curimbaté (Prochilodus lineatus).

Para a montagem do experimento, as larvas foram divididas ao acaso em quatro
caixas por tratamento numa densidade de 10 larvas L™. A alimentagéo foi oferecida 7

vezes por dia, intercalando larvas de curimbata (10 unidades por larva), plancton (250
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unidades por larva) e ragdo comercial de 48% de PB, durante os primeiros 3 dias; do dia
4 ao 7, plancton (500 unidades) e racdo e nos ultimos 3 dias somente racéo.

Todos os dia (manhd e tarde), foram registrados a temperatura € 0 oxigénio
dissolvido da 4gua, com ajuda de um oximetro YSI® 95/25FT. Os outros parametros de
qualidade da agua (dureza total, pH, aménia e alcalinidade) foram medidos a cada 3
dias. A dureza e alcalinidade foram determinadas por titulacdo e a amonia pelo método

de Nessler.

2.3 Coleta do material

Quarenta larvas de cada tratamento (10 por repeticdo) foram coletadas e fixadas
nos dias 1, 3, 5, 7 e 10 do experimento. A fixacdo foi feita em glutaraldeido 2,5% e
posteriormente todo o material foi lavado e mantido a 4°C em tampé&o cacodilato de

sodio 0,1 M (pH=7,4), até 0 momento das analises.

2.4 Andlise do material

O comprimento das larvas foi medido com um paquimetro Mitutoyo®, com
precisdo de 0,01 mm, e o peso numa balanca analitica Sartorius®, com preciséo de 0,01
mg. A taxa de crescimento especifico (SGR) foi calculada utilizando a equacgéo
apresentada por Ricker (1979). No final do experimento, foi calculada a taxa de

sobrevivéncia.
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2.5 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se uma analise de variancia
(ANOVA). A comparacdo das meédias foi feita pelo teste de Tukey (5%). Todas as

analises foram realizadas pelo software SAS v.8.

3. RESULTADOS

Como ilustrado na Figura 1, durante todo o periodo experimental, foi observada
uma relativa homogeneidade nos valores de temperatura e oxigénio, sem diferencas
entre os tratamentos. Os outros parametros também se mantiveram constantes com
valores médios de pH 5,91 + 0,03; aménia 0,04 + 0,002 mg L™; dureza total 4,59 + 0,14
mg L™ CaCO;s e alcalinidade 8,75 + 0,70 mg L™

O peso e comprimento corporal das larvas sdo apresentados na Tabela 1. As
diferencas relacionadas ao uso do horménio s6 apareceram no ultimo dia de cultivo,
com uma tendéncia de superioridade, tanto em peso quanto em comprimento, nas larvas
provenientes de ovos hidratados na maior concentragdo do horménio (tratamento 6).
Igual comportamento foi observado na taxa de crescimento especifico (Figura 2), que
demostrou que, nesse tratamento (1 ppm de T3), o crescimento foi maior no final do
experimento, embora menor no inicio dele.

Por outro lado, a sobrevivéncia apresentou diferengas significativas entre o0s
tratamentos 4 (larvas produzidas de ovos expostos a 0,1 ppm de T3) e 6 (larvas
produzidas de ovos expostos a 1 ppm de T3), sendo maior no tratamento 4. Nos outros

tratamentos ndo houve diferencas (Figura 3). Observa-se que 0s maiores valores de
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sobrevivéncia ocorreram nos grupos de larvas que apresentaram 0S menores pPesos

(tratamentos 3 e 4), 0,05 e 0,1 ppm, respectivamente.
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Figura 1. Valores médios + desvio padrdo de temperatura e oxigénio dissolvido da agua

durante todo o periodo experimental.
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Tabela 1. Médias + desvio padrdo do peso (mg) e comprimento (mm) das larvas de Salminus
maxillosus nos diferentes tempos de coleta.

Tempo de cultivo (dias)

T3 (ppm) 1 3 5 7 10
0 9,16 +2,43° 23,78 £9,37% 33,77 £ 8,41% 51,33+ 16,02° 201,31 + 84,24%
0,01 7,68 +2,34° 24,69 +9,12% 33,04+10,30° 52,33+17,33% 194,00 + 55,00®
Peso 0,05 7,87 £ 2,60° 26,20 + 7,78 38,75+ 11,51° 50,83+19,01* 152,61 + 64,25
(mg) 0,10 8,96 + 2,53° 2437+10,83" 37,78 +1503" 5510+12,92° 161,65 + 35,52°
0,50 9,29 + 2,49° 25,41 + 8,57% 36,10+ 13,43° 5558+ 11,62* 192,28 + 52,09
1,00 8,89 +2,98° 22,86 +7,99° 31,58 £9,17% 57,87 £20,37° 293,69 + 76,43
CV (%) 11,67 13,78 13,22 18,43 17,45
0 10,66 + 0,90 14,69 + 1,19 16,38 + 0,94% 18,87 + 1,37° 26,79 + 3,97%
0,01 10,56 + 1,01 14,83 + 1,32 16,38 + 1,26 18,73 + 1,80° 28,36 + 2,34%
Comprimento 0,05 10,47 + 0,91 15,20 + 1,29 17,16 + 1,08 18,71 + 1,28 24,95 + 3,60
(mm) 0,10 10,55 + 0,96 15,04 + 1,57 16,84 + 1,48% 18,93 + 1,57 24,22 +2,97°
0,50 10,47 + 0,97 14,85 + 1,28° 16,58 + 1,142 18,96 + 1,58 27,25 + 3,49%°
1,00 10,56 + 1,21° 14,48 +1,21° 16,19+ 1,172 19,03 +£ 1,78 30,25 + 3,06
CV (%) 4,56 2,80 2,96 4,91 6,10
n =40

CV = Coeficiente de variacéo
Médias com letras iguais nas colunas ndo apresentam diferengas significativas entre os tratamentos (teste

de Tukey, 5%)

SGR (% dia™)

mOppm

B0.1ppm
@0,5ppm
Olppm

2 0,01ppm
0,05 ppm

Dias de cultivo

Figura 2. Taxa de crescimento especifico (SGR) * desvio padrdo das larvas do dourado nos diferentes
periodos amostrados. Em cada periodo, médias com a mesma letra ndo apresentam diferencas
significativas pelo teste de Tukey (5%)
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Figura 3. Taxas de sobrevivéncia * desvio padrao das larvas de dourado submetidas aos diferentes
tratamentos. Médias com a mesma letra ndo apresentam diferencas significativas.
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4. DISCUSSAO

Os indicadores de qualidade da agua durante todo o experimento estiveram
dentro dos niveis normais para peixes tropicais, com excecdo do pH que apresentou
valor considerado baixo (5,91 + 0,03) (Boyd, 1990; Kubitza, 1999). N&o obstante,
nenhuma alteracdo foi observada no comportamento ou desempenho dos peixes que
pudesse ser associada a este parametro. Os valores de pH encontrados no CEPTA estédo
sempre dentre esses limites sem afetar o desempenho dos animais.

Com relacdo ao crescimento das larvas, constatou-se que, no final do
experimento, as larvas do tratamento 6, provenientes de ovos hidratados com 1 ppm de
triiodotironina, apresentaram 0s maiores valores tanto em peso quanto em comprimento
e taxa de crescimento especifico, sugerindo que o horménio afetou o crescimento inicial
da espécie, resultados que concordam com os apresentados por Lam et al. (1985) e Lam
& Sharma (1985) que conseguiram aumentar o crescimento das larvas de Chanos
chanos e Cyprinus carpio ao utilizar T4. Do mesmo modo, Reddy & Lam (19923, b)
conseguiram melhorar o crescimento das larvas de Carassius auratus e Oreochromis
mossambicus ao utilizar horménios tireoidianos em tratamentos por imerséo. No
entanto, segundo varios pesquisadores, as doses altas dos horménios sdo as que
apresentam resultados negativos quanto ao crescimento (Lam, 1994; Huang et al.,
1996), contradizendo os resultados obtidos no presente trabalho.

Pelo exposto acima, se poderia afirmar que o uso da triiodotironina em dose de 1
ppm, na agua de hidratacdo dos ovos, seria recomendada na larvicultura da espécie.
Porém, nesse tratamento ocorreu a maior mortalidade, sugerindo que o crescimento
superior pode ser devido a um aumento no canibalismo. Similares resultados séo citados

por Hey et al. (1996), em larvas de Stizostedion vitreum, mas discordam dos
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apresentados por Urbinati et al. (2002), em Brycon cephalus, que observaram
diminuicdo no canibalismo e aumento na sobrevivéncia e por Brown & Kim (1995) e
Kim & Brown (1997) que demostraram que a aplicacdo de T3 e cortisol por imersao
melhorava a sobrevivéncia das larvas de Polidactylus sexfilis e que ambos os horménios
poderiam estar interagindo, proporcionando uniformidade do lote de larvas e
diminuindo o canibalismo. No presente trabalho, a maior sobrevivéncia foi encontrada
nos tratamentos 3 (0,05 ppm de T3) e 4 (0,1 ppm de T3), tratamentos nos quais o
crescimento foi menor, sugerindo que nesses grupos houve menor predacédo, situagdo
que concordaria com 0s resultados apresentados por esses pesquisadores.

Em concluséo, pode-se afirmar que embora se observou um crescimento maior
nas larvas de Salminus maxillosus, provenientes de ovos expostos a lppm de
triiodotironina, essa dose ndo seria recomendada para a espécie, pois foi a que
ocasionou maior mortalidade. Nesta fase, um dos maiores desafios é conseguir altas
taxas de sobrevivéncia, fazendo com que esse pardmetro seja 0 mais importante a ser
analisado. Por isso, se sugere utilizar a dose de 0,1 ppm de T3, embora seja uma das que
apresentou menor peso e comprimento, pois 0 mais importante para o produtor é o
beneficio econdmico que possa ter ao vender maior numero de individuos. No entanto, a

pesquisa deve ser continuada para melhor confirmacao dos resultados aqui obtidos.
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CONCLUSOES

O presente trabalho investigou a acdo da triiodotironina (T3), hormdénio
produzido pela glandula tiredide, sobre o desenvolvimento e crescimento inicial de 3
especies de peixes nativos brasileiros, o pintado (Pseudoplatystoma coruscans), a
piracanjuba (Brycon orbignyanus) e o dourado (Salminus maxillosus), com énfase no
desenvolvimento embrionario, no crescimento larval e dos alevinos, até o dia 15 de
cultivo em aquario. Segundo a literatura especializada, este hormdnio tem sido descrito
como estimulador da embriogénese e do crescimento corporal dos peixes na fase inicial
da vida. Ele é encontrado nos ovos, provenientes do organismo materno, e embora a
glandula tiredide ndo esteja presente no inicio da vida embrionaria dos peixes, ela
aparece na fase larval deles. Além disso, receptores para os horménios tireoidianos
foram encontrados no embrido, em fase bem inicial do desenvolvimento. O presente
trabalho utilizou a técnica de imersdo de ovos fertilizados em solugdes de
triiodotironina, durante o procedimento de hidratagdo na rotina da reproducdo artificial.
As doses testadas foram escolhidas com base em estudos prévios, disponiveis na

literatura.

Baseados nos resultados apresentados, pode-se concluir que a triiodotironina, da

maneira como foi aplicada, e nas doses testadas:

1. N&o teve influéncia no desenvolvimento embrionario do pintado, piracanjuba e

dourado.

2. Afetou o crescimento larval e a reabsorcdo do saco vitelino no pintado e na
piracanjuba. Porém, nesta Ultima espécie, a dose maior utilizada (1 ppm) produziu

resultados negativos.
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3. A triiodotironina ndo teve efeito no crescimento do pintado durante 10 dias de
cultivo. Na piracanjuba, o crescimento foi menor em todas as concentracdes do
horménio utilizadas apos 15 dias de cultivo, e no dourado a dose maior (1 ppm) é a que
promoveu maior crescimento em 10 dias de cultivo.

4. O horménio melhorou a taxa de sobrevivéncia das trés espécies estudadas. Na
piracanjuba e no dourado os melhores resultados foram obtidos nas doses de 0,01; 0,05;

0,1 e 0,5 ppm, comegando a diminuir quando se utiliza a dose maior (1 ppm).

O aumento na taxa de sobrevivéncia é muito importante, pois na fase inicial de
cultivo esse € o parametro mais importante a ser considerado, ja que o produtor procura
produzir e vender grandes quantidades de alevinos, 0s quais sdo cobrados
individualmente, fazendo com que a utilizagdo do hormdnio seja recomendada na
hidratagdo dos ovos das trés espécies analisadas, devido a que sua utilizacdo vai gerar
beneficio econdmico para o produtor.

Os dados obtidos corroboram os encontrados em outras espécies e mostram a
importancia desta linha de pesquisa. Do mesmo modo, evidenciam a necessidade da
continuidade das investigacdes visando esclarecer as dividas ainda existentes. Um
exemplo é estabelecer a dose adequada para cada espécie, porque como se observou a
resposta € diferente em cada uma delas. Recomenda-se, entdo, conhecer os niveis basais

do horménio antes de iniciar pesquisas futuras.

135



	Capa.pdf
	Indice.pdf
	Tese Landines.pdf
	Ficha Catalografica.pdf
	Agradecimentos.pdf
	Introdução.pdf
	Título1.pdf
	Bibliografia Introdução.pdf
	Título2.pdf
	Resumopintado1.pdf
	abstractpintado1.pdf
	Capítulo1.pdf
	Discussão1.pdf
	Figura1pintado.pdf
	PintadoFigura1.pdf
	Figura2pintado.pdf
	PintadoFigura2.pdf
	Figura3pintado.pdf
	PintadoFigura3.pdf
	Bibliografia 1.pdf
	Título3.pdf
	Resumopintado2.pdf
	abstractpintado2.pdf
	Capítulo2.pdf
	Discussão2.pdf
	Bibliografia 2.pdf
	Título4.pdf
	Resumopiracanjuba1.pdf
	abstractpiracanjuba1.pdf
	Capítulo3.pdf
	Discussão3.pdf
	Figura1piracanjuba.pdf
	PiracanjubaFigura1.pdf
	Figura2piracanjuba.pdf
	PiracanjubaFigura2.pdf
	Figura3piracanjuba.pdf
	PiracanjubaFigura3.pdf
	Bibliografia 3.pdf
	Título5.pdf
	Resumopiracanjuba2.pdf
	abstractpiracanjuba2.pdf
	Capítulo4.pdf
	Discussão4.pdf
	Bibliografia 4.pdf
	Título6.pdf
	Resumodourado1.pdf
	abstractdourado1.pdf
	Capítulo5.pdf
	Discussão5.pdf
	Figura1dourado.pdf
	DouradodoFigura1.pdf
	Figura2dourado.pdf
	DouradoFigura2.pdf
	Figura3dourado.pdf
	DouradoFigura3.pdf
	Bibliografia 5.pdf
	Título7.pdf
	Resumodourado2.pdf
	abstractdourado2.pdf
	Capítulo6.pdf
	Discussão6.pdf
	Bibliografia 6.pdf
	Título8.pdf
	Conclusões.pdf




