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RESUMO

O aumento das emissdes de gases de efeito estufa compbde uma das
principais causas do aquecimento global. As mudangas no clima decorrentes de tal
fator vém ocorrendo em grau cada vez mais acelerado, afetando a dinamica
ambiental e, consequentemente, as espécies viventes. Dentre os biomas afetados,
a regido Amazonica esta especialmente sujeita a impactos negativos, haja visto o
desmatamento, o regime de chuvas sazonal e as ingeréncias antropogénicas
locais. Logo, as espécies aquaticas nessa regido poderéo ser afetadas devido ao
aumento das temperaturas médias e acidificacdo dos corpos d’agua. O presente
estudo teve por objetivo avaliar possiveis impactos das mudancas climaticas
previstas para o final do século sobre o crescimento e o desenvolvimento inicial de
uma importante espécie ictica Amazonica, o tambaqui, por meio de avaliacdes de
desempenho zootécnico e do acompanhamento inicial do processo de
osteogénese e aparecimento de anomalias esqueléticas. Larvas recém-eclodidas
foram dispostas em aquéarios com capacidade para nove litros (densidade inicial de
35 larvas/L), em sistema de recirculacdo de agua. Cada conjunto de 10 aquarios
estava localizado em quatro salas climatizadas com controle em tempo real de
temperatura, umidade e concentracdo de COz2, representando trés cenarios de
mudancas climaticas previstos pelo IPCC: brando (B1), moderado (A1B) e drastico
(A2), além da sala controle, a qual representava o cenério atual (Atual). O
experimento teve duracdo de 16 dias, nos quais foram realizadas amostragens
periddicas das larvas. Apés aquisicdo dos dados biométricos, as larvas passaram
pelo processo de diafanizacdo, de modo a avaliar o desenvolvimento 6sseo inicial
e 0 aparecimento de anomalias esqueléticas. A exposicdo aos cenarios de
mudanca climatica resultou em baixa sobrevivéncia das larvas, principalmente nos
cenarios A1B e A2. Os indices de desempenho zootécnico das larvas dos cenarios
B1 e A1B foram superiores quando comparadas as dos cenarios Atual e A2, com
excecao do fator de condicdo alométrico, superior nos cenarios Atual e A1B. No
entanto, as analises esqueléticas revelaram alta incidéncia de anomalias
esqueléticas nas larvas submetidas aos cenarios A1B e A2, como resultado da
combinacgéo entre 0 aumento da temperatura e a acidificacdo da agua. Além disso,
0 processo de coloracdo O6ssea revelou que aos 16 dias pés eclosdo, o sistema
esquelético das larvas era ainda cartilaginoso, ndo apresentando mineralizacao
0ssea. Os resultados de desempenho zootécnico apontam que o tambaqui é uma
espécie bem adaptada a temperaturas elevadas e que podera sobreviver as
alteracdes climaticas mais amenas. Porém, frente a condicbes mais severas, o
desenvolvimento inicial da espécie podera ser comprometido, como observado nos
resultados de anomalias esqueléticas.

Palavras-Chave: microcosmos; alteracfes climaticas; anomalias esqueléticas;
temperatura
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ABSTRACT

Increasing greenhouse gases emissions make up one of the main causes of
global warming. Climatic changes arising from such factors have been occurring in
an accelerated degree, affecting environmental dynamics and, consequently, the
living species. Among all affected biomes, the Amazon region is particularly
subjected to adverse impacts, such as deforestation, seasonal precipitation and
negative anthropogenic interferences present locally. Hence, Amazonian aquatic
species may be affected due to the increase in average temperatures and water
acidification. This study aimed at evaluating possible impacts of predicted climate
change on the initial growth and development of an important Amazonian fish, the
tambaqui, by means of growth performance and by monitoring the initial osteogenic
process and the emergence of skeletal abnormalities. Newly hatched tambaqui
larvae were placed in 9L tanks (initial density of 35 larvae/L), displayed in water
recirculation system. Each system containing 10 tanks was located in four
conditioned rooms with real-time control of temperature, humidity and CO:
concentration, representing three climate change scenarios predicted by the IPCC:
mild (B1), moderate (A1B) and drastic (A2), besides the control room, representing
the current scenario (Atual). The experiment lasted for 16 days, in which periodic
samplings were taken. After biometric data acquisition, the larvae underwent a bone
staining process, in order to access osteogenesis process and to verify skeletal
abnormalities. The exposure to climate change scenarios resulted in low survival,
mainly in A1B and A2. Productive performance of B1 and A1B larvae were higher
when compared to Atual and A2 scenarios, with the exception of allometric condition
factor, higher in Atual and A1B. However, skeletal analysis revealed high incidence
of abnormalities in larvae subjected to A1B and A2 scenarios, due to the
combination between temperature rise and water acidification. Furthermore, bone-
staining process revealed that after 16 days post-hatch, larvae skeletal structures
were still cartilaginous, displaying no mineralization. By means of the productive
performance data, we observe that the tambaqui is a well-adapted species to high
temperatures that may survive in milder climate change. However, facing more
severe climate conditions, initial development may be compromised, as observed in
skeletal abnormalities results.

Key Words: microcosms; climate change; skeletal anomalies; temperature.
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1 INTRODUCAO
1.1 Causas e Consequéncias das Mudancas Climaticas

Modificagbes nos padrbes climaticos globais tém sido registradas ha
décadas (FAO, 2014) e, cada vez mais, a comunidade cientifica direciona recursos
e investe em pesquisas sobre o tema, visando a compreensao de tais alteracdes e
como estas atuam nos sistemas climaticos e bioldgicos. O conhecimento gerado
sobre as mudancas climaticas deve ser divulgado a fim de se buscar a mitigacéo
de seus possiveis efeitos deletérios na populacdo humana e na diversidade
biologica.

As causas e consequéncias das mudancas climaticas compdem topico
interessante de discussédo, principalmente entre a populacdo e a comunidade
cientifica. Uma expressiva amostra da populacdo ndo acredita na influéncia
antropogénica sobre o clima, creditando tais mudancas singularmente as causas
naturais. No entanto, a comunidade cientifica de maneira geral contesta que tais
modificacdes sejam causadas somente por fatores naturais, e muitas pesquisas
comprovam que o homem participa efetivamente da modificagdo do clima (Karl e
Trenberth, 2003; Rosenzweig et al., 2008; Friedlingstein et al., 2010).

Podemos citar diversas causas naturais que contribuem para o aquecimento
global, como, por exemplo, registros do aumento da atividade na superficie do Sol
(Friis-Christensen e Lassen, 1991), que provocam maiores emissdes de raios
ultravioleta, ou incéndios florestais de ocorréncia natural, responsaveis pela
liberacdo de grandes quantidades de carbono na atmosfera (Page et al., 2002).
Outro evento natural é o derretimento do permafrost - tipo de solo
permanentemente congelado presente na regido do Artico - o qual possui grande
quantidade de carbono armazenado. O derretimento desta camada de solo em
larga escala libera carbono na agua e na atmosfera, contribuindo para o aumento

das temperaturas globais (Schaefer et al., 2011; Koven et al. 2015).

Ademais, erupcdes vulcanicas liberam grandes quantidades de gases na
atmosfera, os quais sdo potencialmente prejudiciais para o clima (Self e
Rampino,1988; Mass e Portman,1989) e para a saude, como dioxido de carbono
(C0O2), metano (CHa4), diéxido de enxofre (SO2), dentre outros. Entretanto, em
alguns casos, 0 gas predominantemente liberado durante uma erup¢ao vulcanica

e o vapor de agua (H20) e, de maneira geral, os vulcdes sdo responsaveis por

8
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pequena parcela da quantidade total de gases de efeito estufa (GHG, pela sigla em
inglés) liberados na atmosfera (Gerlach, 2011). Constata-se que as emissoes de
COz2 por atividades humanas compdem a principal contribuicdo para o aquecimento
global (Friedlingstein et al., 2010).

As influéncias que as atividades humanas exercem no ambiente e que
contribuem para a mudanca do clima s&o claras e permanecerao ocorrendo por
séculos (Karl e Trenberth, 2003) (Figura 1). Segundo estimativas feitas a partir de
modelos climaticos, caso as emissfes de GHG (principalmente pela queima de
combustiveis fosseis e processos industriais) se mantiverem pelas proximas
décadas, algumas regides do planeta poderdo sofrer aquecimento de até 6 °C até
o final do século (Nobre et al., 2007). Segundo dados do quinto relatorio do Painel
Intergovernamental de Mudancas Climaticas - Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC), aumentos téo drasticos da temperatura média global podem gerar
consequéncias como a extincao de espécies e o comprometimento da seguranca
alimentar (IPCC, 2014).

Registros antigos da temperatura mundial, quando confrontados com o0s
atuais, revelam que nas ultimas décadas houve aumento expressivo da média
global. A combinagédo entre a temperatura dos continentes e oceanos revela
aumento médio de 0,85 °C entre 1880 e 2012 (IPCC, 2014). Tais registros sao
variaveis entre regifes, sendo que as taxas de aquecimento global (geralmente
calculadas por década) séo diretamente afetadas por eventos naturais locais como
o El Nifio ou por ingeréncias antropogénicas expressivas (IPCC, 2014).

O fenbmeno El Nifio é caracterizado pelo aquecimento anormal das aguas
superficiais do Oceano Pacifico, influenciando no clima regional e global devido as
trocas de energia e umidade entre o0 oceano e a atmosfera, podendo afetar também
a dinamica dos ventos na regido equatorial. Por conta de tais modificagcbes nos
ventos e na umidade, mudancas tanto na temperatura quanto na distribuicdo de
chuvas sado passiveis de ocorrer, causando problemas climaticos locais. Este
fenbmeno geralmente ocorre em intervalos de até 10 anos, chegando a durar até

mais de 12 meses.

Os eventos EI Nifilo mais intensos ocorreram nos anos de 1982/83 e 1997/98

e foram marcados por alteracdes significativas nos padrdes climaticos globais

CAUNESP
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(McPhaden, 1999). Tais modificagdes foram responsaveis por eventos extremos de
chuvas, de seca e de aumento da temperatura atmosférica, levando a grandes
perdas financeiras e efeitos negativos na biodiversidade local (Jaksic, 2001).
Existem evidéncias de que aumentos na emissdo de GHG podem ser responsaveis
pela ocorréncia mais frequente de eventos mais severos (Cai et al.,, 2014),
destacando uma das causas antropogénicas sobre a mudanca do clima.

Além de efeitos naturais, 0 homem também é diretamente responsavel por
modificacbes nos padrdes climaticas globais. A derrubada de florestas, por
exemplo, traz consequéncias quase irreparaveis para o meio ambiente. Dezenas
ou centenas de anos sao necessarios para que uma area desmatada se recupere,
engquanto em alguns casos, como o da floresta amazénica, este € um processo
mais arduo por conta do solo arenoso desfavoravel, pobre em nutrientes (Werth e
Avissar, 2002). A substituicdo de areas florestais por campos de plantio ou pastos
gera uma problematica para o equilibrio do ciclo do carbono, concentrando cada

vez mais este gas na atmosfera.

Desde meados do século XVI o desmatamento no Brasil vem crescendo.
Segundo levantamento realizado em 2008, a cobertura vegetal remanescente no
Estado de S&o Paulo nédo representa mais de 13% da original (Nalon et al., 2008).
Ja na regido Amazonica, a derrubada de areas florestais € mais intensa e de dificil
controle, visto a grandeza do territdrio e a presenca de areas mais afastadas.
Segundo Zhao et al. (2001), padrbes climéticos regionais sdo afetados pela
modificacdo na cobertura vegetal local, podendo comprometer sistemas fisicos e

biolégicos.

Seja por causas naturais ou antropogénicas, a mudanca do clima traz
diversas outras consequéncias além do aumento da temperatura atmosférica. Os
ciclos hidrologicos também estdo sendo afetados por mudancgas na precipitacéo,
pelo derretimento das calotas polares e pela elevacédo da temperatura dos oceanos.
Segundo previsdes climaticas para o final do século, regides aridas sofrerdo secas
mais intensas, enquanto regiées mais Umidas (como a Amazbnia) enfrentardo

eventos de precipitagdo intensa com maior frequéncia (IPCC, 2014).

10
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1.2 O IPCC: Painel Intergovernamental de Mudancas Climéticas

A crescente preocupacao com questdes ambientais despertou a ideia de que
o ser humano deve conservar, preservar e prezar pela sustentabilidade, para
reduzir o impacto ambiental antropogénico. Uma série de acdes governamentais
tém sido promovidas para discusséo e tomadas de decisdo sobre o futuro do
planeta. A primeira iniciativa, por parte da ONU, foi a Conferéncia sobre Meio
Ambiente Humano, realizada em Estocolmo/Suécia em 1972, durante a qual foi
criado o PNUMA - Programa das Nacbes Unidas para o Meio Ambiente, assim
como a Declaragdo de Estocolmo, a qual elevou o Direito Ambiental ao rol dos

Direitos Humanos.

Diversas outras iniciativas para a preservacdo do meio ambiente, como a
ECO-92, quando inumeros tratados internacionais foram assinados, a Rio + 10, a
Rio + 20 e a assinatura do Protocolo de Kyoto, foram tomadas na tentativa -
parcialmente em vao - de fazer com que paises desenvolvidos assumissem o
compromisso de reduzir a emissdo de gases que agravam o efeito estufa, dentre
outras. Uma das mais importantes acdes foi a criacdo do Painel Intergovernamental

de Mudancas Climéticas, ou IPCC.

O IPCC foi criado em 1988 por uma iniciativa da Organizacdo Meteoroldgica
Mundial (OMM) e do PNUMA, com o objetivo de compilar informacdes cientificas e
avaliar todos os aspectos da mudanca climatica e seus impactos, visando a
formulacéo de estratégias de acdo. Essas informag8es sao divulgadas por meio de
relatorios abertos, disponiveis nas redes de informacéo.

O primeiro relatério do IPCC foi divulgado em 1990 e revelou a importancia
das mudancas climaticas como desafio a ser enfrentado por diversas frentes
governamentais em cooperac¢ao internacional. Os proximos relatorios vieram nos
anos de 1995 (AR2), 2001 (AR3) e 2007 (AR4). O mais recente relatério - Fifth
Assessment Report (AR5) - foi divulgado entre 2013 e 2014 e trouxe o estado da
arte do conhecimento cientifico sobre mudancas climéticas, além de possiveis
medidas de mitigagéo e adaptacgéao.

Ao longo dos sete anos passados entre o quarto e quinto relatorios, novas

informagdes surgiram e foram acrescidas a ultima publicagdo. No entanto, as

causas e consequéncias apresentadas foram muito similares, apenas com
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atualizacoes de valores (e.g. valores em gigatons de CO: liberadas na atmosfera
por atividades humanas). Ambos os relatérios apresentaram cenarios de previsées
futuras, estimadas a partir de modelos climaticos e ambientais, utilizando dados

climaticos histoéricos e atuais, além de dados socioambientais.

Os cenérios determinam que a concentracdo de CO:2 atmosférico podera
variar até o final do século, dependendo de como 0s recursos naturais estiverem
sendo utilizados e os processos industriais estiverem sendo manejados. Caso a
gueima de combustiveis fésseis continue com a magnitude atual, o desmatamento
nao cesse e a negligéncia frente a leis e acordos de conservacédo e emisséao de
GHG continue, os cenarios previstos sdo bastante severos, revelando estimativas
de grandes aumentos da concentragdo de CO:2 e da temperatura média global. As
diferencas entre 0s cenarios previstos nos relatorios AR4 e AR5 sdo pequenas e

estdo apresentadas na Tabela 1.

1.3 Mudancas Climaticas, Amazb6nia e Organismos Aquaticos

Aumentos das concentracdes de GHG na atmosfera compdem o problema
chave no que tange as mudancas no clima. Além do consequente aumento na
temperatura, maiores concentracdes de CO2 resultam também em maior captacéo
deste géas pelos oceanos, fazendo com que ocorra acidificacdo da agua. Desde o
inicio da era industrial (meados do século XVIII) a captacdo oceanica de CO:2
resultou em diminuicdo de 0.1 no pH da agua, o0 que corresponde em 26% de
aumento da acidez, medida pela concentragdo de ions hidrogénio (H*) disponiveis
(IPCC, 2014). Nao obstante, previsdes feitas com base em dados ambientais
sugerem aumentos na concentracdo de CO2 atmosférico de até 800 ppm (Feely et
al., 2004), o que pode resultar em maiores indices de acidificagdo de corpos d’agua

em longo prazo.

A acidificacao dos mares e oceanos pode resultar em problemas graves para
a biodiversidade marinha. Segundo Hoegh-Guldberg et al. (2007), caso a
concentracdo de CO2 exceda 500 ppm até o final do século, a diversidade das
comunidades de recifes sofrer4 forte reducdo, trazendo consequéncias para
comunidades de peixes, estoques pesqueiros, na protecdo das areas costeiras e
para a populacdo humana. Outras pesquisas demonstraram que a acidificacao

oceanica prejudica comportamentos naturais de espécies de peixes, como a fuga
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de predadores (Dixson et al., 2010), especialmente em estagios iniciais do

desenvolvimento (Munday et al., 2009).

N&o obstante, organismos de agua doce também sofrem influéncias da
acidificacéo dos corpos d’agua (Ou et al., 2015). Aguas acidas podem levar ao
desequilibrio na homeostase dos organismos, seja por meio dos sistemas de trocas
ibnicas (McDonald, 1983), modificacdes comportamentais (Beggs e Gunn, 1986)
ou fisiologicas (Chippari-Gomes et al., 2005). Ao longo do tempo evolutivo, os
organismos aquaticos desenvolveram uma série de adaptacbes as quais 0s
permitem sobrepujar desafios ambientais que ocorrem naturalmente (Almeida-Val
e Val, 1990; Beitinger et al., 2000).

Na regido Amazonica, os desafios sdo tanto naturais quanto antropogénicos.
Nas planicies alagadas da regido amazonica, por exemplo, as variacdes naturais
das condi¢cbes ambientais sdo nitidas. De acordo com a esta¢do do ano (seca ou
chuvosa), os rios principais e seus afluentes séo caracterizados pela ocorréncia de
grandes inundacdes em areas de floresta. Com o alto nivel das aguas e grandes
guantidades de matéria organica submersa, a decomposicdo desta aumenta,
reduzindo os niveis de oxigénio dissolvido na agua (Junk et al.,1989). Este € um
evento natural que ocorre anualmente e pode ser considerado como agente de

selecéo, em termos evolutivos.

N&o somente os desafios naturais mas também os impactos que o homem
exerce sobre a regido Amazénica compdem desafios para as espécies la viventes.
Em recente publicacdo, Castello e Macedo (2015) destacaram quatro principais
causas de degradacdo ambiental: areas represadas por conta de hidrelétricas,
mineradoras, desmatamento e as mudan¢as do clima, as quais derivam
principalmente do aumento dos GHG. Esses fatores influenciam negativamente os
ciclos e a conectividade hidrolégica da regido, prejudicando os organismos

aguaticos.

Tais desafios poderao ficar ainda mais intensos caso as previsdes climaticas
previstas venham a se concretizar. Segundo modelos regionais de mudancas
climaticas, além do aumento da temperatura, a precipitacdo no leste da Amazoénia
devera diminuir (Ambrizzi et al., 2007; Salazar et al., 2007), trazendo mudancas nos

ciclos hidroldgicos da regido e, possivelmente, resultando no desaparecimento ou
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na “savanizacdo” de partes da Amazoénia (Nobre et al., 2007). Segundo o IPCC,
essa transicdo de ambientes tipicamente florestais por ambientes que se
assemelham as savanas ou ao cerrado ja esta ocorrendo e pode ser extremamente
problematico para a biodiversidade local, tendo como principais causas o

aquecimento atmosférico e o desmatamento (IPCC, 2014).

Ao longo do tempo, algumas espécies de peixes amazodnicos desenvolveram
adaptacdes especificas para superar desafios ambientais, permitindo que as
mesmas explorassem esses ambientes, 0s quais possuem grandes quantidades
de alimento disponivel, pouca competicdo por alimento e poucos predadores.
Essas adaptacdes ocorreram em niveis fisiologicos (Chippari-Gomes et al., 2005),
morfologico (Saint-Paul, 1988), bioquimicos (Almeida-Val e Val, 1990; Almeida-Val
et al.,, 2011) e até comportamentais (Saint-Paul e Soares, 1987), sendo que a
migracdo para ambientes mais favoraveis durante eventos desse tipo também é
observada em espécies que ndo suportam a permanéncia em ambientes tao

limitantes.

O tambaqui (Colossoma macropomum) é uma espécie adaptada a viver nos
ambientes desafiadores da Amazoénia. A espécie € altamente resistente a hipdxia
(Sundin et al. 2000), tolera amplas faixas de temperatura ao longo da vida (Gomes
et al. 2013) e apresenta adaptacBes favoraveis a sua sobrevivéncia frente a
desafios ambientais (Florindo et al. 2006). No entanto, mesmo para espécies bem
adaptadas como o tambaqui, os desafios climaticos futuros poderédo exercer

influéncias negativas em suas diferentes fases de vida.

Historicamente, as mudancas climaticas tém sido responsaveis pelo
aumento da temperatura global e da concentragcéo de GHG (principalmente o CO3),
pela acidificacdo dos oceanos e de corpos d’agua. As melhores previsdes para 0s
cenarios futuros sdo de aumentos de até 1.7 °C da temperatura média global e
elevacdo da concentracdo de CO2 ao nivel de 450 ppm (IPCC, 2014). Isso ja

representaria, para muitas espécies, grande desafio ambiental a ser superado.

Espécies endémicas ou especialistas podem ser as mais afetadas, caso
seus ambientes sofram grandes modificacbes, enquanto outras, generalistas,
podem estar melhor preparadas para as mudancas ambientais, pois ja exploram

maior variedade de ambientes e condi¢cées diversas, ou possuem mecanismos
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fisiolégicos que os permitem regular seu metabolismo para melhor adaptar-se as
condicdes adversas (Fé, 2014). Porém, quando consideramos 0s estagios iniciais
do desenvolvimento, geralmente mais sensiveis as variacdes ambientais, a maior

parte das espécies podera ser afetada.

Em recente estudo com as espécies amazonicas Paracheirodon axelrodi e
P. simulans, foi demonstrado que a primeira, considerada especialista, apresentou
baixa resisténcia quando submetida a condi¢fes climaticas adversas (cenarios B1,
A1B e A2 previstos pelo IPCC em 2007), enquanto a segunda espécie, generalista,
foi capaz de sobreviver mesmo em condicbes extremas, por mecanismos de
regulacdo metabdlica relacionados a expressao diferencial de genes relacionados
ao metabolismo anaerdbio, indicando uma estratégia de sobrevivéncia em

ambientes mais quentes e acidos (Fé, 2014).

Utilizando os mesmos cenarios de mudancas climaticas simulados em
microcosmos, Oliveira (2014) verificou que juvenis de tambaqui com cerca de 15g
apresentaram desempenho zootécnico variavel quando expostos aos diferentes
cenarios, sendo inferior no cenério mais drastico (A2), além de maiores taxas de
mortalidade. No entanto, as respostas de organismos da mesma espécie em
diferentes fases do desenvolvimento, podem ser diferentes.

1.4 Desenvolvimento Inicial de Peixes Neotropicais e Esqueletogénese

A fase inicial do desenvolvimento dos peixes constitui um periodo dinamico,
no qual uma série de eventos morfofisiolégicos ocorrem simultaneamente, quando
todos os sistemas orgéanicos se formam e 0 organismo consegue crescer e atingir
o estagio juvenil e, posteriormente, de adulto. Ao mesmo tempo, a fase larval pode
ser considerada o periodo mais critico no ciclo de vida dos peixes, seja por
guestdes nutricionais (Portella et al., 2012), ecolégicas ou ambientais (Munday et
al., 2009).

As disparidades observadas em peixes da mesma espécie quanto ao
tamanho, taxas de crescimento e idade reprodutiva, além de outros aspectos, seja
em ambientes naturais ou artificiais, demonstram o0 quanto as caracteristicas
ambientais externas (e.g. temperatura, alimentacdo) ou mesmo internas (e.g.
componentes genéticos) influenciam a historia de vida do organismo (Pittman et al.,

2013). Dentre uma série de fatores hoje estudados, questdes nutricionais reanem
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a grande maioria das pesquisas realizadas com larvas de peixes (Cahu et al., 2003,
Leitdo et al., 2011; Georga et al., 2011; Menossi et al., 2012; Portella et al., 2012,
2014).

Outro fator ambiental amplamente estudado é a temperatura, considerada
critica para o desenvolvimento embrionario e larval normal dos peixes, assim como
para o crescimento (Nicieza e Metcalfe, 1997), para a diferenciagdo organica
(Koumoundouros et al., 2001) e para a sobrevivéncia das espécies (Pittman et al.,
2013). Segundo Kovac (2002), os processos ontogenéticos em peixes acontecem
em sequéncia, segundo um timing especifico para cada espécie. Esses processos
sdo plasticos (Pittman et al., 2013), porém susceptiveis a modificagbes ambientais,
podendo alterar as taxas do desenvolvimento ontogenético, encurtando ou
alongando o tempo de desenvolvimento. O desenvolvimento 6sseo também segue
esse timing, sendo que cada estrutura se diferencia e sofre ossificacdo em
diferentes momentos, sendo que estes processos podem ser afetados por

condicBes externas.

A diferenciacdo e o desenvolvimento normal dos sistemas organicos nos
estagios iniciais de vida séo relevantes para o pleno desempenho dos animais. O
desenvolvimento normal do sistema esquelético dos peixes - essencial para a
sustentacao e primeiras atividades de natacdo e alimentacéo das larvas - é afetado
também por questdes genéticas (Boglione et al., 2013 Lopes et al., 2014),
nutricionais (Cahu et al., 2003; Georga et al., 2011) e ambientais (Polo et al., 1991,
Wargelius et al., 2005), podendo comprometer o desempenho do organismo no
ambiente (Green e Fisher, 2004). O esqueleto dos peixes pode ser dividido em trés
por¢cdes: cranial, axial (coluna vertebral associada as nadadeiras impares - dorsal,

anal e caudal) e apendicular (nadadeiras pares) (Cubbage e Mabee, 1996).

A primeira estrutura de sustentacao que surge nos peixes é a notocorda, um
tecido essencial que sustenta o corpo e influencia na formacao da coluna vertebral
(Azevedo et al.,, 2012). Nos primeiros dias de vida, uma camada colagena é
formada em volta da notocorda conferindo mais rigidez a estrutura, e
posteriormente esta camada € mineralizada, quando se formam o0s corpos
vertebrais (Boglione et al., 2013?). Assim sendo, ma formac¢des notocordais podem
provocar efeitos deletérios diretos nos futuros corpos vertebrais (Morin-Kensicki et
al., 2002).
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Outras estruturas desempenham importante papel nos primeiros dias de vida
dos peixes, como as estruturas do esqueleto craniofacial. Quando a larva infla a
bexiga natatoria e abre a boca para iniciar a alimentacao exdgena, a regiao cranial
possui diversas estruturas cartilaginosas (e.g. 0ssos infraorbitais, nasal, dentario e
opercular), as quais suportam 6rgéos de diferentes sistemas (e.g. olhos e futuros
rastros branquiais). Além disso, as primeiras estruturas esqueléticas, precursoras
dos ossos mineralizados, desempenham funcdes vitais como a natacao inicial, a

captura do primeiro alimento e a fuga de predadores (Noble et al., 2012).

Recentemente foi demonstrado em larvas de pacu (Piaractus
mesopotamicus), espécie da mesma familia do tambaqui (Serrasalmidae), que o
0sso dentario comeca a se mineralizar no inicio da alimentacao exdégena (Lopes et
al., 2014, Portella et al., 2014), melhorando a habilidade de captura do alimento
pelo organismo e, consequentemente, promovendo o crescimento das larvas
(Gisbert et al.,, 2002). Ademais, outras estruturas acompanham o tempo de
ossificacdo do dentario, como a maxila e estruturas do esqueleto axial,
fundamentais para outras funcées como a natacéo e a fuga de predadores, sendo
que o tempo de ossificacdo pode variar de acordo com o padrdo genético,
necessidades fisiolégicas e comportamentos das espécies (Portella et al., 2014).

Em relacdo aos tecidos esqueléticos, os teledsteos mais derivados (e.g.
Perciformes), em sua maioria, possuem 0ssos acelulares (sem a presenca de
ostedcitos, mas sim de outros tipos celulares, responsaveis pela manutencao
0ssea), diferentemente de grupos como os salmonideos ou ciprinideos (Boglione
et al., 2013?%). Essa especializacdo com outros tipos celulares (e.g. osteoblastos e
osteoclastos) conferiu alta capacidade de reabsorcdo e remodelacdo 6ssea aos

grupos (Dean e Shahar, 2012).

Existem trés principais tipos de ossificagdo que ocorrem em peixes
teleosteos, a depender do elemento esquelético considerado: endocondral e
pericondral, as quais envolvem pecas (ou moldes) de cartilagem hialina e sao
responsaveis pela formacdo da maior parte dos 0ssos; e intramembranosa,
responsavel pela formacéao de ossos craniais (Bird e Mabee, 2003; Boglione et al.,
2013?), a qual ocorre no interior de membranas de tecido conjuntivo. Segundo Hall
(2005), os processos de diferenciagéo e ossificagdo podem ser prejudicados por
condicbes ambientais adversas, originando deformidades esqueléticas. Alguns
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0SS0S, COMO 0s corpos das vértebras, sofrem dois tipos de ossificacédo, a depender
da regido do osso considerada.

Referente a ossificacdo endocondral, a partir do molde de cartilagem hialina
é formada uma placa inicial de matriz 6ssea. Nesse momento, vasos sanguineos
invadem a cartilagem, modificando o microambiente &ésseo, trazendo ions,
nutrientes e oxigénio (Junqueira e Carneiro, 2008). Essa modificagdo do
microambiente 0sseo permite que a mineralizacdo Ossea ocorra. Caso 0
microambiente 0sseo ndo esteja homeostatico, como em situacfes de baixa tenséo
de O:2 (por déficit sanguineo ou pH acido), as células presentes no tecido
cartilaginoso se tornam células condrogénicas e ndo osteogénicas, prejudicando a

mineralizacao (Gartner e Hiatt, 2007).

Outras regibes do esqueleto (e.g. ossos longos) sofrem ossificacdo
pericondral, também a partir de um molde de cartilagem precursor, na qual o
pericondrio determina o inicio da ossificacdo. Ao longo do processo de ossificacao,
diversos fatores sédo essenciais tanto para a formacdo dos moldes de cartilagem
guanto para a mineralizacdo das estruturas. A presenca de vasos sanguineos no
microambiente ésseo mantém a pressdo de Oz adequada e traz ions importantes
para o processo de ossificacdo (e.g. CaCOs, Ca*? e Caz(POa4)2), além do transporte
de células importantes como os condroclastos (responsaveis pela absorcdo da
cartilagem e formacédo de lacunas a serem mineralizadas) e minerais para serem
depositados na osteoide ainda nao calcificada (Junqueira e Carneiro, 2008). Assim,
quando as condicdes do microambiente 6sseo nao estdo favoraveis ao
desenvolvimento, podem ocorrer ma formacdes no esqueleto. Por exemplo, caso
as condi¢des de irrigacdo sanguinea e oxigenacado nos corpos vertebrais nao
estejam adequadas, casos de lordose, cifose ou escoliose podem ocorrer,
enguanto outros eventos podem agir no dentario ou na maxila, desfavorecendo a

ossificagcdo normal, comprometendo os 0ssos (Lopes et al., 2014).

A incidéncia de anomalias esqueléticas em peixes pode compor um grande
problema para a producdo animal. No ambiente natural s&o eventos pouco usuais
gue ocorrem ao acaso e a baixa frequéncia observada é devido a menor chance de
sobrevivéncia dos peixes que apresentam deformidades. Porém, em ambientes
artificiais, uma série de fatores causativos favorecem o aparecimento de
deformidades, mas a menor competi¢ao por alimento e a auséncia de predadores
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aumentam as chances de sobrevivéncia desses animais. Por exemplo, eventos de
endogamia (comuns em pisciculturas) podem estar relacionados ao aparecimento
de deformidades na coluna vertebral, como a lordose (lzquierdo et al., 2010),
enguanto o fornecimento inadequado de nutrientes na dieta relacionam-se com o

aparecimento de outras deformidades.

As vitaminas sdo essenciais para que o desenvolvimento 6sseo ocorra
normalmente. A homeostase do calcio plasmatico, importante na conservagao da
integridade 0ssea, é dependente da vitamina D, a qual relaciona-se com a absorcao
deste ion na luz intestinal (Tacon, 1995). Portanto, essa vitamina deve ser
adequadamente ofertada na dieta. O mesmo autor observou que para salmonideos,
niveis inadequados de vitamina D correlacionaram-se com crescimento reduzido e

baixo aproveitamento nutricional.

A vitamina A é um nutriente necessario, visto que por meio do &cido retindico,
regula tanto a mineralizagcdo Ossea quanto os processos de formacdo da
cartilagem, agindo diretamente nos condrocitos e na maturacdo das células de
remodelacéo 6ssea (Lall e Lewis-McCrea, 2007). Da mesma maneira, a vitamina C
€ um outro nutriente essencial para os peixes, visto que também atua no
crescimento e desenvolvimento esquelético (Linnea et al., 1998), assim como no

metabolismo do colageno.

O coldgeno compde a maior parte da matriz extracelular, além de ser
encontrado em todos os tecidos do corpo. A vitamina C esta diretamente
relacionada com as etapas de formacédo dos diversos tipos de colageno e seu
metabolismo e, consequentemente, com a homeostase do tecido ésseo. Esta,
guando administrada em doses ideais nas dietas de tambaqui, melhora o ganho em

massa e o desempenho dos organismos (Chagas e Val, 2003).

Além da nutricdo, outros fatores ambientais podem causar anomalias
esqueléticas, tais como densidade de estocagem, manejo inadequado, fluxo de
agua, qualidade de agua, pH, niveis de oxigénio e gas carbbnico, salinidade,
presenca de parasitos ou variacdes da temperatura (Boglione et al., 2013). Em
larvas vitelinicas da espécie Sparus aurata foi observado que variacdes na
temperatura causam deformidades na mandibula e maxila (Polo et al., 1991), além

do aparecimento de lordose (Georgakopoulou et al., 2010).
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A adocao de temperaturas mais altas na criagdo de peixes é uma pratica
comum entre produtores, pois 0s organismos podem desempenhar melhor em tais
condicbes. Porém, a faixa de tolerancia térmica de uma espécie deve ser
respeitada, para evitar efeitos deletérios como o aparecimento de anomalias

esqueléticas e altas taxas de mortalidade em um lote.

Ainda que apresentem sérias deformidades, os peixes em sistemas de
criacdo podem permanecer vivos e se alimentando, porém ndo crescem de maneira
satisfatoria e desenvolvem um formato corporal que ndo € desejado pelo
consumidor. As taxas de mortalidade observadas em lotes com peixes deformados
sdo geralmente altas e podem trazer grandes prejuizos financeiros, justificando a
necessidade de se estudar possiveis fatores causativos de deformidades,
importantes na mitigacdo de tais efeitos. O estudo de tais ocorréncias também se
faz necessario porque a presenca de anomalias esqueléticas comp&e um problema
ético, pois esses individuos demonstram problemas para se alimentar, para nadar
e se reproduzir, experimentando frequentemente situacfes de estresse, ou seja,

nao pode-se dizer gue esses se encontram em condi¢cdes de bem-estar adequadas.

1.5 O Tambaqui

Pertencente a Ordem Characiformes, Subfamilia Sarrasalmidae
(FISHBASE, 2016), o tambaqui € um peixe altamente desejado no Brasil, estando
presente em diversas pisciculturas e com grande aceitacdo de mercado. Segundo
dados do MPA, no ano de 2010 foi o segundo peixe mais produzido no pais e hoje
€ 0 primeiro entre os nativos, com mais de 120 mil toneladas sendo produzidas
anualmente (BRASIL, 2011).

O tambaqui habita as planicies aluviais da Bacia Amazbnica, locais estes
que sofrem amplas variagcbes ambientais ao longo do ano. A temperatura pode
variar muito ao longo do dia, assim como a quantidade de oxigénio dissolvido na
agua (Saint-Paul, 1988), desafiando as espécies que exploram tais ambientes. O
tambaqui é uma espécie que apresenta ampla tolerancia térmica (Gomes et al.,
2013) e resisténcia a hipdéxia prolongada (Florindo et al., 2006), podendo ser

considerado bem adaptado e resistente a essas situacdes adversas.

Apesar de uma série de estudos reunirem informacdes sobre efeitos da

temperatura, da disponibilidade de oxigénio e de outros desafios ambientais, a

20
CAUNESP



Mestrando Iva Guidini Lopes Orientadora - Maria Célia Portella

literatura sobre o desenvolvimento larval da espécie € incipiente, especialmente no
que diz respeito a efeitos de modificagbes ambientais sobre a ontogenia desses
organismos. Apesar do tambaqui habitar ambientes muito desafiadores, as
respostas dos estagios iniciais da espécie aos desafios ambientais como as
iminentes mudancas climaticas globais previstas ndo sao claras. Elucidar tais
guestdes torna-se importante para o embasamento de futuras a¢cdes mitigadoras

gue visem a manutencao e melhor preservacao da biodiversidade Amazonica.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Investigar as influéncias das mudancas climaticas previstas pelo IPCC para
o final do século no desempenho zootécnico e na ontogenia esquelética de larvas

de Colossoma macropomum.

2.2 Objetivos Especificos
Avaliar os efeitos das mudancas climéticas previstas pelo IPCC sobre o

desempenho zootécnico de larvas de Colossoma macropomum.

Avaliar os efeitos das mudancas climaticas previstas pelo IPCC sobre o
desenvolvimento esquelético inicial de larvas de Colossoma macropomum,

descrevendo as principais estruturas ésseas.

Avaliar e quantificar o aparecimento de anomalias esqueléticas ao longo dos
primeiros dias do desenvolvimento de larvas de Colossoma macropomum

submetidas aos cenarios de mudancas climaticas previstas pelo IPCC.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencéao das Larvas e Local do Estudo

O presente estudo estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal e foi aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, FCAV/UNESP,
protocolo n® 11714/14. As larvas foram obtidas a partir da extrusédo de gametas de
estoques de reprodutores de tambaqui mantidos em cativeiro (autorizagdo para
coleta n® 45552-1 SISBIO), provenientes da Estacdo de Piscicultura de Balbina,

pertencente a Secretaria de Estado de Produgédo Rural (SEPROR), no Estado do
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Amazonas. Os ovos ja fertilizados foram mantidos em incubadoras até a eclosdo
das larvas, quando as mesmas foram transportadas até o Laboratério de
Ecofisiologia e Evolucédo Molecular do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(LEEM/CBIO/INPA).

No laboratério, as larvas foram contabilizadas e distribuidas em aquarios
alocados dentro das salas climatizadas. Os aquarios foram preenchidos com agua
obtida na estacéo de piscicultura, de modo a evitar problemas referentes a troca de
agua. Apos a abertura da boca e até o final do experimento, as larvas foram
alimentadas com alimento vivo (nauplios de Artemia recém eclodidos), seis vezes
ao dia, em quantidades crescentes ao passar dos dias, como sugerido por Jomori

et al. (2003) para a larvicultura de pacu.

3.2 Delineamento Experimental

As larvas de tambaqui foram expostas aos cenarios climéaticos previstos no
Quarto Relatério Especial sobre Cenérios de Emisséo (SRES) do IPCC, em salas
climatizadas (microcosmos) nas quais € possivel controlar os niveis de temperatura
do ar e CO2, umidade e fotoperiodo (12 horas claro 12 horas escuro). As larvas
foram alocadas em dez aquarios com capacidade de 9L, dispostos em sistema de
recirculacdo de agua dentro de cada microcosmo. A densidade inicial adotada foi
de 35 larvas/L. O alimento (nauplios de Artemia) foi ofertado nas mesmas
guantidades (crescentes ao longo do experimento) para 0s quatro tratamentos,

sendo as variaveis ambientais as Unicas diferencas entre 0s mesmos.

Os cenarios de mudancas climaticas previstos para o final do século sédo
simulados dentro de microcosmos, estes sendo quatro salas idénticas, com as
condi¢cdes ambientais dindmicas, controladas em tempo real. Cada microcosmo
representa um cenario previsto: i) brando, com aumento de 1,8 °C e de 200 ppm
de COg; ii) moderado, com aumento de 2,8 °C e 400 ppm de COzg; iii) drastico, com
aumento de 3,4 °C e 850 ppm de CO.. Essas previsdes correspondem aos cenarios
B1, A1B e A2 divulgado pelo IPCC (2007), respectivamente. O cenario controle
(Atual) foi representado pelas condigcbes de temperatura e CO:2 atuais, cujas
variagbes seguiram em tempo real as condicdes naturais externas aos

microcosmos, sendo estas utilizadas para o controle das outras trés salas.
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3.3 Obtencao das Amostras

O experimento teve inicio algumas horas ap6s a eclosdo das larvas e
duracéo total de dezesseis (16) dias. Ao longo do experimento foram realizadas
onze coletas: no momento pos-eclosdo e nos dias 1, 2, 3,4 ,5,6, 7, 10, 13 e 16
dias pos-eclosdo (dpe). Em cada coleta as larvas foram anestesiadas e
eutanasiadas com solucgdo de benzocaina a 0,15 g.L* e posteriormente fixadas em
solucéo de formalina a 4% pelo periodo de 48 horas. Apds fixacdo, as larvas foram

conservadas em solucéo de etanol 70 graus G.L.

Para as avaliagbes de desempenho zootécnico, todas as larvas coletadas
foram pesadas em balanca de precisdo de seis casas (Mettler Toledo XP6) e
medidas com auxilio de um estereoscépio (Olympus SZX7) e do software
analisador de imagens CellSens Standard. Os indices avaliados foram: Taxa de
Crescimento Especifico (TCE), pela expressdo TCE (%) = 100*(In Mt — In M) X
100/At, sendo Mt e Mi as massas final e inicial, respectivamente; Fator de Condi¢ao
Alométrico (K), pela expressdo K = Mt / CP®?, sendo CP o comprimento total das
larvas e b o valor do coeficiente angular da reta obtido a partir da relagdo massa-
comprimento, como recomendado por Lima-Junior et al. (2002); Ganho em Massa
(GM), pela expressdo GM = Mt - Mi. Além disso, foi mensurada a area do saco
vitelinico das larvas de 0 a 6 dpe, em micrémetros quadrados (um?). Para o calculo
do fator de condicao (K), os dados de massa (ug) e comprimento total (um) obtidos
de todas as larvas coletadas foram plotados em um gréafico de dispersao (relacao
massa-comprimento) para obtencéo do valor do coeficiente angular da reta (indice

“b”), utilizado para o calculo do K.

Apés a realizagdo das biometrias, todas as larvas coletadas foram
submetidas ao processo de coloragdo O6ssea, denominado diafanizagdo. O
processo consta de oito fases que devem ser realizadas ininterruptamente: fixacao
das amostras (48h); desidratacdo das mesmas em etanol absoluto (24h); coloracao
do esqueleto cartilaginoso em solugcdo acida contendo Azul de Alcian (24h);
neutralizagdo em solugéo saturada de borato de sédio (12h); digestdo enzimética
em solucéo de tripsina a 1%; coloracdo do esqueleto mineralizado em solucéo
basica de hidroxido de potassio a 1% e Vermelho de Alizarina (24h); segunda

digestdo em mesma solucéo enzimatica, caso necessario; preservacao em solucao
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de glicerina a 30% (48h), 60% (72h) e 100% por tempo indefinido. O referido
processo foi modificado de Potthoff (1984).

Apés a diafanizacdo, todas as larvas foram analisadas quanto ao
desenvolvimento esquelético. As anomalias esqueléticas foram registradas - por
meio da utilizacdo de camera fotografica digital (Olympus DP26) acoplada ao
estereoscOpio previamente utilizado para a mensuracdo corpérea das larvas
coletadas - e quantificadas quanto a presenca (1) ou auséncia (0) em uma tabela
para posterior analise. Todas as analises biométricas foram realizadas com o

auxilio do software analisador de imagens CellSens Standard.

3.4 Acompanhamento da Qualidade de Agua

As medidas das caracteristicas fisico-quimicas da dgua dos aquarios foram
tomadas diariamente durante a execucdo do experimento. Os valores de
temperatura (°C), concentracdo de oxigénio dissolvido (OD) e condutividade
elétrica foram registrados duas vezes ao dia (as 08h:00 e as 16h:30), com o auxilio
de um oximetro 5512-FT (YSI).

Os valores do pH foram registrados a cada dois dias, com o auxilio de um
pHmetro UltraBASIC UB-10 (Denver Instrument), assim como dos niveis de CO2 na
agua, este determinado por ensaio colorimétrico segundo Boyd e Tucker (1992). O
método consistiu na reacdo do CO2 com o carbonato de sédio (Na2CO3), utilizando-
se fenolftaleina como indicador. A concentracao de CO: foi expressa em partes por

milh&o (ppm).

3.5 Analises Estatisticas

Todos os dados foram testados quanto a normalidade dos erros (Cramer-
von Mises) e homoscedasticidade das variancias (Levene) e estdo expressos como
média + erro padrdo da média (SEM). Para acessar diferengas entre as médias de
cada parametro fisico-quimico da agua, foi realizada uma analise de variancia com
um fator (One Way ANOVA), seguido do teste de comparagdes multiplas de médias
de Dunnett, de modo a discriminar tais diferencas entre os cenarios experimentais
e 0 cenario atual. Os indices zootécnicos (massa, comprimento, consumo de vitelo,
TCE, K e GM) foram avaliados também por One Way ANOVA, seguido do teste de
comparacdes multiplas de médias de Tukey. Para ambos os testes, foi admitido o
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nivel de significancia de 5% e ambos foram realizados com o auxilio do Software
R.

Os dados obtidos nos registros de deformidades esqueléticas (dados
categoricos) foram avaliados por meio de dois métodos. Primeiramente, a
incidéncia de anomalias encontradas entre as salas foi analisada por One Way
ANOVA seguida do teste de Tukey. Em seguida, de modo a buscar associacdes
entre 0s cenarios de mudancas climaticas e os tipos de deformidades esqueléticas
analisadas, foi aplicada a técnica de andlise exploratéria multivariada de
Correspondéncia Simples. Esta analise utiliza o conceito Qui-quadrado para
padronizar as frequéncias dos dados apresentados, que compara valores
esperados com valores observados, buscando associacdes significativas entre os
mesmos. Somado aos dados de deformidades, foi adicionado o indice de
Qualidade Larval (IQL), como sugerido por Boglione et al. (2009), constituido pelo
ndamero de larvas deformadas por tratamento. Por fim, foi realizada a anélise
exploratéria de Agrupamento por método hierarquico com os dados da incidéncia
de anomalias esqueléticas. As analises exploratorias foram realizadas com auxilio
do Software STATISTICA 7.0.

4 RESULTADOS

4.1 Simulagao dos Cenérios Climéaticos em Microcosmos

A temperatura e os niveis de COg, registrados sempre no mesmo horario,
apresentaram as variacdes esperadas dentro de cada microcosmo ao longo do
experimento (Figura 2), segundo o relatério do IPCC (IPCC, 2007). Os valores da
umidade relativa do ar nos cenarios Atual (71,3 £ 1,3); Brando (74,1 = 1,3);
Moderado (73,1 + 1,4) e Drastico (72,9 £ 1,5) permaneceram constantes entre as
salas, nao apresentando diferencas significativas segundo o teste de Tukey (P >
0,05).

4.2 Parametros Fisico-Quimicos da Agua

As caracteristicas fisico-quimicas da agua durante o experimento sao
mostradas na Tabela 2. A variacdo do pH aconteceu de acordo com o esperado
para os diferentes cenéarios de mudancga climatica, devido ao aumento dos niveis

de CO2 na &gua, por conta das elevadas concentragGes atmosféricas.
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4.3 Desempenho Zootécnico

Do inicio do experimento até o décimo dpe, poucas diferencas estatisticas
foram encontradas em relacdo a massa e ao comprimento total (CT) das larvas. Ja
a partir do décimo terceiro dpe destacam-se as diferencas de desempenho entre
os tratamentos. Aos 16 dpe, as larvas do tratamento A1B apresentaram maior
massa final (3,72 mg), estatisticamente superior (P < 0,0001) aos dos outros
tratamentos, B1 (3,17 mg), Atual (1,80 mg) e A2 (1,84 mg) (Figura 3). Em relacao
ao tamanho corporeo, as larvas dos tratamentos B1 (7,56 mm) e A1B (7,80 mm)
apresentaram maior CT (P < 0,0001), em comparagdo com os tratamentos Atual
(6,51 mm) e A2 (6,85 mm) (Figura 3).

Ao longo dos seis dias de alimentacdo endbégena, a area relativa ao saco
vitelinico ndo diferiu nos cinco primeiros dias, sendo que no ultimo dia em que as
larvas ainda possuiam parte de suas reservas, as larvas submetidas ao cenario A2

apresentaram a menor (P < 0,0001) &rea média relativa (60881,5 um?) (Figura 4).

As larvas submetidas ao cenario A1B apresentaram maior ganho em massa
e taxa de crescimento especifico (3,23 mg e 25,9%.dia?) ao final do experimento
(P < 0,001) guando comparadas com o tratamento B1 (2,68 mg e 23,5%.dia), o
qgual também apresentou melhores indices do que os tratamentos Atual (1,31 mg e
12,9%.dia!) e A2 (1,35 mg e 12,6%.diat) (Figura 5). O alimento (nauplios de
Artemia) foi ofertado nas mesmas quantidades (crescentes ao longo do
experimento) para 0s quatro tratamentos, sendo as variaveis ambientais as Unicas

diferencas entre 0s mesmos.

Pelo calculo da relacdo massa-comprimento, o valor do indice b obtido foi
3,57 (R = 0,8564), caracterizando o crescimento das larvas de tambaqui como
alométrico positivo. Ao final do experimento, o fator de condicéo foi mais elevado
nos cenarios Atual e A1B (P < 0,0001), o primeiro semelhante ao cenario B1 e todos

superiores ao cenario A2 (P < 0,0001) (Figura 6).

A média da taxa de sobrevivéncia (em porcentagem na Tabela 3) das larvas
submetidas ao cenario Atual (29,3 * 0,3) foi significativamente superior (P < 0,001)
as observadas nos tratamentos A1B (26,3 £ 0,7) e A2 (24,7 + 1,0), enquanto que a

mesma foi intermediaria aos outros no cenario B1 (27,5 + 0,6).
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4.4 Osteogénese e Incidéncia de Anomalias Esqueléticas

Todas as larvas de tambaqui coletadas ao longo dos 16 dias de experimento
foram diafanizadas e analisadas com o auxilio de estereoscopio (totalizando 1901
larvas), de modo a avaliar o processo de osteogénese e a incidéncia de anomalias
no esqueleto das mesmas. As anomalias foram analisadas somente apds o
processo de coloracdo 0ssea, ndo sendo identificadas observando-se a morfologia

externa das larvas.

As estruturas do esqueleto craniofacial, axial e apendicular das larvas de
tambaqui foram analisadas em todas as amostragens realizadas. Foi observado
que, em nenhum dos cenarios climaticos, incluindo o cenéario Atual, as larvas
apresentaram mineralizacdo 0ssea. Sendo assim, todas as analises relativas ao
sistema esquelético foram realizadas com base na observacdo das estruturas

cartilaginosas.

O esqueleto dos peixes é dividido em trés partes: craniofacial, axial e
apendicular. No primeiro dia pos-ecloséo, as larvas apresentam o corpo com o €ixo
curvado dorso-ventralmente, sendo o saco vitelinico bastante visivel e ainda sem
estruturas esqueléticas definidas, com excecdo da notocorda, recentemente
formada (Figura 7A). Com o passar dos dias as estruturas craniais come¢am a se
estruturar, como o0s rastros branquiais e alguns ossos da face (Figura 7B), e o eixo

corporal tende a ficar retilineo, com a notocorda mais evidente (Figura 7C).

Aos 6 dpe (fase de pré-flexdo notocordal), as estruturas craniais
apresentaram-se mais evidentes, assim como aparelho de Weber (Figura 8A),
estrutura presente em todos os ostariophisios. Também nesta fase ja € possivel
observar a completa formacédo dos 5 pares de rastros branquiais (Figura 8B).

Ao final do experimento, as larvas (com 16 dpe) ja apresentavam as
nadadeiras dorsal, pélvica, anal, adiposa e peitorais em inicio de formacéao (Figura
9A), acompanhadas pela flexdo notocordal formando o pedunculo caudal e a
nadadeira caudal (Figura 9B). Nessa fase, as regides craniais encontravam-se bem
definidas: olfatéria, orbital, 6tica, occipital, mandibular, hioide, opercular, branquial
e a regidao do palato, sendo também possivel observar o inicio da formacéo dos

corpos vertebrais e de seus prolongamentos (Figura 9C).
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Diversas anomalias esqueléticas foram encontradas, mas para as analises
estatisticas foram consideradas apenas as seguintes: anomalias mandibulares e
maxilares e na notocorda (lordose, escoliose e cifose). Outras foram encontradas

na notocorda, mas em baixa frequéncia, sendo consideradas nao usuais.

Anomalias no esqueleto axial caracterizam-se tipicamente por dobramentos
da notocorda em sentidos diferentes, tornando-a irregular. A lordose é
caracterizada pelo dobramento no sentido dorsoventral (Figura 10A), enquanto a
cifose ocorre quando a notocorda dobra-se no sentido ventrodorsal (Figura 10B).
Ja a escoliose caracteriza-se pelo desvio latero-lateral da mesma estrutura (Figura
10C).

A regido craniofacial de algumas larvas também apresentou anomalias na
mandibula (Figura 11A) e na regido da pré-maxila/maxila (Figura 11B). As
anomalias encontradas nessas porcdes do cranio se deram de duas maneiras

principais: encurtamento ou prognatismo dos 0Ssos.

Todas as deformidades encontradas tanto na regido cranial quanto no
esqueleto axial (precedendo a formacéao da coluna vertebral) das larvas analisadas
foram visualizadas tanto no cenario Atual de condicfes climéticas quanto nos trés
cenarios de mudancas climéticas estudados. Foram encontradas 566 anomalias
esqueléticas em 520 larvas, sendo que algumas larvas apresentavam mais de um
tipo de anomalia no esqueleto. A incidéncia total de anomalias esqueléticas

encontradas por cendrio de mudanca climatica é apresentada na Tabela 4.

As anomalias esqueléticas mais comuns envolveram tanto a notocorda
(lordose, 31,98%) quanto o esqueleto craniofacial (mandibula, 22,96%). Porém, a
alta incidéncia de larvas que apresentaram lordose se deve ao aparecimento dessa
anomalia no cenario A2, no qual foram encontradas 86 animais com essa
malformacgéo. As outras anomalias encontradas na notocorda das larvas - escoliose
e cifose, tiveram baixa incidéncia (11,31% e 12,0%, respectivamente), com maior

incidéncia nos cenarios A1B e A2.

A incidéncia total de anomalias esqueléticas registradas foi menor (P <
0,0001) no cenario Atual (15,36%) em comparacdo com os cenarios A1B (34,82%)
e A2 (39,91%), sendo que a incidéncia de anomalias observada no cenario B1

(21,28%) foi estatisticamente intermediaria entre os cenérios Atual e A1B.
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4.5 Anélises Exploratorias dos Dados

A andlise de Agrupamento por método hierarquico foi realizada com os
dados categoricos padronizados das anomalias esqueléticas registradas e o indice
de qualidade larval (IQL), visando a busca de similaridades entre 0s grupos
estudados. A analise revelou similaridade entre os cenarios Atual e B1 e entre os
cenarios A1B e A2 (sendo esta mais especifica), assim como um distanciamento

entre os dois grupos identificados (Figura 12).

A andlise exploratoria de Correspondéncia Simples (ACS) foi realizada para
buscar possiveis associacdes entre os cenarios de mudancgas climaticas e os tipos
especificos de anomalias esqueléticas analisadas. O valor do Chi-quadrado geral
foi 85,853 (P < 0,0001), portanto admite-se que existe associacdo entre ao menos
um cendrio de mudanca climatica e um tipo de anomalia esquelética, ou seja,

admite-se a dependéncia entre os dados.

A padronizacdo e andlise dos dados fornece uma tabela de valores
esperados menos valores observados pelo método Chi-quadrado. Nesta, existem
valores negativos e positivos, 0s quais indicam que ndo ha associacdo entre
tratamentos e variaveis ou que essa dependéncia esta presente, respectivamente.
Possiveis associagdes significativas foram encontradas entre os quatro cenarios de
mudanca climatica com ao menos um tipo de anomalia esquelética (valores
destacados em negrito na Tabela 5). Também foram identificadas possiveis
associacfes entre os cenarios Atual e B1 com o IQL, indicando que essas duas
condicbes climaticas resultaram em larvas “de melhor qualidade”, quando

comparadas com as dos cenarios A1B e A2 (Tabela 5).

A andlise revelou que os cenarios Atual e B1 associaram-se a anomalias nas
estruturas do cranio, enquanto os cenarios de maiores emissbes de CO: e
aumentos de temperatura (A1B e A2) relacionaram-se principalmente com
deformidades associadas a notocorda, consideradas mais severas durante o

periodo de desenvolvimento dos peixes.

Complementarmente, as associagdes encontradas pela ACS podem ser
verificadas quanto a sua significancia estatistica. Nos dados dos desvios
padronizados obtidos na analise, é possivel buscar tais associacdes, sejam elas

significativas ou ndo. No presente trabalho, as associagbes adotadas como
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significativas apresentaram desvios na ordem acima de 1,96, indicando um valor
de P = 0,05. Assim sendo, as associa¢fes encontradas foram: cenario A2 com
cifose (2,90) e lordose (3,47); cenario B1 com anomalias mandibulares (2,12) e
cenario Atual com o IQL (3,78) (Figura 13).

5. DISCUSSAO

5.1 Estudos de mudancas climéaticas em microcosmos

Estudos recentes que contribuem para o entendimento das consequéncias
das mudancas climéticas que o planeta esta sofrendo tratam da compilacdo de
dados de outros trabalhos e registros antigos, além de dados obtidos a partir de
modelos matematicos, estabelecidos a partir de dados ambientais, assim como 0s
préprios cenarios previstos pelo IPCC em seus relatorios. No presente estudo foram
apresentados dados empiricos sobre a influéncia que as mudancas climéticas
causardo em um organismo amazonico, caso venham a se concretizar, por meio
da utilizacdo de um sistema experimental inovador e de extrema importancia para

tais compreensdes.

Os microcosmos simularam as condicbes climéticas estabelecidas no
Quarto Relatorio sobre Mudancgas Climaticas do IPCC (IPCC, 2007) de maneira
satisfatoria. Tanto a variagdo observada quanto a constancia na diferenca
visualizada entre os registros nos quatro microcosmos (Figura 2), demonstram a
capacidade do sistema de simular os cenérios conforme preconizado pelo Quarto
Relatério do IPCC (2007).

A interacdo do CO2 atmosférico com a agua dos aquérios levou a redugdes
graduais do pH na dgua. Mesmo que esta reducdo do pH entre os cenarios de
mudanca climatica (acidificacdo da agua) ndo tenha sido estatisticamente diferente
(P > 0,05), pequenas mudancas nessa variavel podem implicar em grandes
impactos para 0s organismos aquaticos. Desde a era industrial, houve reducéo de
0,1 no pH da agua dos oceanos, implicando em 26% de aumento na acidez da 4gua
(IPCC, 2014).

Os valores significativamente menores de oxigénio dissolvido encontrados
nos cenarios A1B e A2 em comparagdo com o cenario Atual, ainda estdo dentro
dos valores normoxicos encontrados para tambaquis adultos (Gomes et al., 2013).

Ainda que nao sejam conhecidas as faixas de tolerancia a concentracdo de
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oXxigénio para a espécie no estégio larval, supde-se que tal reducéo nao apresentou

um desafio hipoxico para os organismos ao longo do experimento.

5.2 Consequéncias das Mudancas Climéaticas sobre o Desempenho
Zootécnico do Tambaqui

As previsGes mais otimistas em relacdo as mudancas no clima estimam um
aumento de, no minimo 1,1 °C e de aproximadamente 200 ppm na concentracao
de CO2 atmosférico até o final do século (Nobre et al., 2007). As consequéncias de
tais modificacdes poderéo ser facilmente visualizadas no ambiente aquatico, pois
tanto a temperatura quanto a acidez da &gua - fatores conhecidamente
influenciadores do desempenho zootécnico de peixes - irdo mudar, como Vvisto nos
resultados ambientais do presente estudo. Enquanto algumas espécies
apresentam ampla tolerancia térmica, outras nao suportam temperaturas extremas,

fora de sua amplitude normal (Portner e Knust, 2007).

Ao longo do desenvolvimento, os peixes experimentam diferentes ambientes
com condicdes distintas. Na época da reproducdo, o tambaqui migra para aguas
tipicamente barrentas, ricas em nutrientes e com temperatura estavel (entre 28,5 e
29 °C) (Gomes et al., 2013). Desovam nas margens dos rios e quando as larvas
eclodem, estas se desenvolvem nas planicies de inundacdo do rio (florestas
inundaveis), onde as variacdes de temperatura sdo mais amplas, assim como da

concentracéo de Oz (Gomes et al., 2013).

Segundo Wilson e Nagler (2006), a faixa de tolerancia térmica de uma
espécie varia de acordo com a idade do animal, sendo que diferencas na
temperatura da dgua afetam diretamente na fisiologia do mesmo. Durante o periodo
de incubacdo, altas temperaturas aceleram a ecloséo das larvas (Polo et al., 1991,
Hardy e Livak, 2004), as quais podem eclodir antes mesmo que o desenvolvimento
embrionario se complete (Vieira e Johnston, 1999). A faixa de toleréncia térmica de
larvas da espécie C. macropomum ndo foi ainda bem definida, mas algumas
evidéncias apontam melhor desempenho da espécie em temperaturas mais altas
(Vieira e Johnston, 1996; Vieira e Johnston, 1999). Nossos resultados indicam
melhores taxas de sobrevivéncia em temperaturas mais amenas para a fase larval.
No entanto, a ideia de que um organismo sempre desempenha melhor em maiores

temperaturas ao longo do desenvolvimento € errbnea, visto que 0S processos
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metabdlicos e o desenvolvimento normal dos 6rgdos dependem de pontos 6timos

de temperatura (Pittman et al., 2013).

As larvas submetidas aos cenarios de mudanca climéatica apresentaram
taxas de crescimento e sobrevivéncia diferentes entre microcosmos, com melhor
desempenho zootécnico em temperaturas médias entre 29 e de 31 °C. Em recente
trabalho realizado em nosso laboratorio, foi verificado que, quando submetidas a
temperaturas de 25, 28 e 31 °C, larvas recém-eclodidas de tambaqui
desempenharam diferentemente entre tratamentos, porém apresentando taxas de
sobrevivéncia semelhantes, com tendéncias de redu¢do na maior das temperatura
adotada (Bomfim, comunicacdo pessoal), semelhantemente ao verificado na

presente pesquisa.

Enguanto o tempo de eclosédo das larvas se relaciona diretamente com a
temperatura da agua, o consumo das reservas vitelinicas pode nédo ser acelerado
sob tais condigbes (Arul, 1991; Polo et al., 1991; Pittman et al., 2013). Segundo
Bomfim (comunicacdo pessoal), larvas de tambaqui submetidas a temperaturas
elevadas (31 °C) consomem as reservas vitelinicas mais rapidamente, como visto
no presente estudo, no qual o consumo das reservas vitelinicas das larvas
permaneceu semelhante ao longo dos dias de alimentacdo enddgena, com
excecdo do ultimo dia, no qual as larvas submetidas ao cenario A2 apresentaram
menores reservas, antes de sua deplecdo completa no sétimo dia. Segundo
Pittman et al. (2013), existe um intervalo 6timo de temperatura para melhor
conversao das reservas vitelinicas em tecidos organicos, mas de maneira geral, as
perdas de energia ao longo deste processo sdo maiores em temperaturas mais
elevadas, podendo refletir no crescimento das larvas, como visto neste estudo para

as larvas do cenario A2.

Nossos resultados corroboram com estudos que tratam de outras espécies
e outros grupos animais. Segundo Willemsen et al. (2010), quando frangos de corte
foram submetidos a maiores temperaturas estes também demonstraram absor¢éo
das reservas enddgenas ligeiramente mais rapida, assim como crescimento
favorecido até determinada temperatura. Mas quando 0s mesmos organismos
encontravam-se com massa de abate, 0s autores constataram que a qualidade da
carne foi comprometida nas aves submetidas a temperaturas elevadas. Assim,
considerando o IQL das larvas do presente experimento, podemos inferir que a
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qualidade dos peixes submetidos aos cenarios de mudanca climatica também é

inferior.

As larvas que apresentaram maior comprimento e massa ao final dos
dezesseis dias de experimento foram as submetidas ao cenéario A1B, no qual a
temperatura média da agua ao longo do experimento foi de 31,02 + 0,25 °C, dentro
da faixa considerada normal para os locais em que o tambaqui se encontra no
ambiente natural (Gomes et al., 2013). Segundo esses autores, a espécie possui
ampla tolerancia térmica, vivendo no intervalo de 25 e 34 °C no ambiente natural,
mas também pode ser encontrada em lagoas (formadas por afluentes do
Amazonas) em que a temperatura da dgua chega a 40 °C. Porém, ha relatos que
guando os limites de temperatura sédo ultrapassados, estes podem resultar em altas
taxas de mortalidade e desempenho produtivo indesejavel. Por exemplo, Zaniboni-
Filho e Meurer (1997) relataram altas taxas de mortalidade de juvenis da espécie
submetidos a temperaturas de 16 - 18 °C. As larvas submetidas ao cenario B1
apresentaram desempenho semelhante ao A1B, ambos superiores aos
tratamentos Atual e A2. No ambiente natural, larvas que atingem maiores tamanhos
ao final da absorc¢éo do vitelo possuem vantagens, como em situagdes de fuga de
predadores (Parra e Yufera, 2000) e na captacao dos primeiros alimentos exégenos
(Yufera e Darias, 2007), devido a maior facilidade de natacdo e maior abertura da
boca, mas esta vantagem ndo € clara em ambientes controlados. Ademais, as
larvas nao diferiram quanto a essas caracteristicas ao final da absorcdo das

reservas enddégenas.

De maneira geral, o desempenho zootécnico das larvas submetidas aos
cenarios B1 e A1B foi maior, seja ha massa, comprimento, ganho em massa ou
taxa de crescimento especifico ao final do experimento. Sendo as Unicas diferencas
entre 0s microcosmos a temperatura e a concentracdo de CO2 atmosférico
influenciando na qualidade da &gua, as diferencas entre tratamentos
provavelmente se deram como resultado do efeito combinado entre o aumento da
temperatura e a acidificacdo da agua. A solubilidade do CO2 em uma solugéo
aguosa é alta (maior do que do O2 por exemplo) e quanto maior a concentracao e
pressdo parcial deste gas na atmosfera, maior sera também na agua (Hill et al.,
2012). Assim, tanto no ar quanto na agua, a concentracao e pressao parcial do CO:2

tendem a se manter em equilibrio dentro de cada microcosmo. Isso resulta em
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maiores concentracdes desse gas nos fluidos corpéreos das larvas, visto que a
difusdo dos gases para dentro dos tecidos organicos tende também ao equilibrio
(Hill et al., 2012).

Segundo Haines (1981), a acidificacdo da agua pode resultar em altas taxas
de mortalidade, crescimento reduzido e anomalias esqueléticas. A hipotese de que
0 crescimento e o desempenho das larvas acompanhariam gradualmente o
aumento da temperatura entre as salas nao foi corroborada no presente estudo,
haja visto a similaridade entre o desempenho das larvas dos cenarios B1 com A1B

e Atual com A2.

As taxas de mortalidade verificadas no presente trabalho foram altas,
diferentes entre os cenarios previstos, e parcialmente graduais entre 0s mesmos.
Nos primeiros dias de experimento, mais da metade das larvas morreram por
motivos desconhecidos, visto que o manejo adotado no LEEM foi exatamente igual
aos experimentos de larvicultura de tambaqui previamente realizados por nossa
equipe nos laboratérios do Centro de Aquicultura da UNESP. As diferencas
observadas no pH da &gua entre o0s quatro microcosmos nao foram
estatisticamente diferentes, mas € provavel que tenham influenciado a
sobrevivéncia e o desenvolvimento normal das larvas, pois pequenas mudancas de
pH séo responsaveis por aumentos significativos da acidez da agua (IPCC, 2014)
e organismos no inicio do desenvolvimento podem ser mais sensiveis as mesmas
(Ishimatsu et al., 2008).

Mesmo em aguas ligeiramente mais acidas (diferencas de 0,1 - 0,3 no pH),
a interagdo entre o CO:2 e o plasma sanguineo das larvas de tambaqui pode ter sido
elevada o suficiente para reduzir o pH sanguineo, prejudicando a homeostase das
mesmas. Essa hipdtese explicaria as altas taxas de mortalidade registradas, além
da alta incidéncia de anomalias esqueléticas encontradas principalmente nos
cenarios mais drasticos de mudanca climatica. A acidificacdo dos liquidos
corporeos das larvas pode ter influenciado o microambiente ésseo, prejudicando o

desenvolvimento normal desse sistema, assim como de outros sistemas organicos.

A acidificacdo da agua € responsavel por altas taxas de mortalidade em
peixes marinhos (Hayashi et al., 2003; Lee et al., 2003; Ishimatsu et al., 2004;
Ishimatsu et al., 2005) e de 4gua doce (Sayer et al., 1993; Ou et al., 2015), sendo
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verificada principalmente por efeitos negativos no crescimento e no comportamento
dos peixes, relativo ao desenvolvimento do sistema sensorial e a fuga de
predadores (Munday et al., 2009; Ou et al., 2015). Porém, segundo Munday et al.
(2009) e Tseng et al. (2013) as respostas a diferentes niveis de pH sdo espécie-
especificas, sejam de crescimento, de desenvolvimento organico, de consumo das

reservas vitelinicas e de taxa de sobrevivéncia.

Apesar das larvas das salas B1 e A1B terem desempenhado melhor em
relacdo a alguns parametros zootécnicos, o fator de condicdo calculado se mostrou
superior para o cenario Atual em relacado ao B1 e semelhante ao A1B. O fator de
condigéo (K) é um parametro zootécnico utilizado para se comparar a “condigéo”
ou o bem-estar dos animais, levando em consideragéo que animais de determinada
massa devem possuir certo tamanho para que este seja considerado saudavel
(Tesch, 1968). Por exemplo, em ambiente natural, baixos valores de K durante o
fim da vazante dos rios e estacdo seca estavam relacionados aos baixos indices
alimentares de exemplares adultos de tambaqui (VillaCorta-Correa e Saint-Paul,
1999). Em ambientes de cultivo, o fator de condicéo reflete as condicbes de manejo
e de qualidade da agua dos tanques. Sendo assim, podemos considerar que as
larvas que possuem maior K (cenéario Atual e A1B) estdo em melhores condi¢cbes
(Froese, 2006; Camara et al., 2011) do que as larvas que possuem menores valores
para este parametro (cenarios B1 e A2), reflexo das variaveis ambientais impostas

NOS Microcosmos.

5.3 Desenvolvimento esquelético e anomalias

AplOs a realizacdo do processo de diafanizacdo, foi verificado que o
esqueleto das larvas submetidas aos quatro tratamentos nao apresentou
mineralizacdo das estruturas. Larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus) com 5
dpe ja apresentaram estruturas em inicio de mineralizacdo 0ssea, sendo que com
16 dpe ja possuiam a maior parte das estruturas esqueléticas mineralizadas,

incluindo toda a coluna vertebral (Lopes et al., 2014).

O processo de fixacao das larvas adotado (solugao de formalina a 4%) foi
idéntico ao utilizado por Boglione et al. (2009). Além disso, o processo de
diafanizacao foi realizado de acordo com a literatura (Potthoff, 1984), como em
outros trabalhos realizados em nosso laboratorio. As Unicas modificagdes adotadas
no protocolo foram o tempo reduzido de permanéncia das larvas na solugao
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enzimatica e o tempo para fixagdo em glicerina. No entanto, certamente essas
modificacdes ndo influenciaram a coloracdo O6ssea. Ademais, numa pequena
parcela das amostras coletadas no ultimo dia de experimento (larvas com 16 dpe),
o processo de diafanizacao foi realizado sem a coloracao prévia da cartilagem (por
meio de solugdo &cida), passando diretamente para a fase de coloragdo com
Vermelho de Alizarina, pois Boglione et al. (2009) relataram que a solucédo acida
pode descalcificar os 0ssos ja mineralizados. Ainda assim, ndo foram verificadas

estruturas 6sseas mineralizadas e a razdo para isso nao esta clara.

Uma possivel explicacdo pode ser a qualidade de agua utilizada no
experimento, oriunda do Rio Negro. A agua desse rio € tipicamente acida e com
baixa concentracdo de carbonato de calcio, elemento importante ha composicao e
formacdo de estruturas esqueléticas mineralizadas. Assim, especula-se que nao
ocorreu a mineralizagcdo 0ssea nas larvas de tambaqui em razéo da acidez da agua
e deficiéncia de CaCOs no ambiente experimental. Espécies proximas ao tambaqui
(e.g. pacu) apresentaram mineralizacdo 6ssea mais precoce (Lopes et al., 2014),
porém em ambientes de agua dura, sem deficiéncia de célcio. Assim, mais estudos
devem ser realizados a fim de se investigar o tempo de ossificacdo das estruturas
esqueléticas do tambaqui, em ambientes controlados e naturais, visto que a agua
no ambiente natural pode variar quanto ao pH e a composicdo mineral em

diferentes regides.

A condig&o de bem-estar e crescimento das larvas relaciona-se diretamente
com o desenvolvimento dos sistemas organicos. No presente estudo, ficou evidente
gue as condic¢des climaticas impostas influenciaram negativamente o processo de
osteogénese das larvas de tambaqui, sendo responsaveis tanto pelo crescimento
longitudinal prejudicado, quanto pelo aparecimento de anomalias esqueléticas no
cranio e na notocorda das mesmas, em quantidades muito superiores as
encontradas no ambiente natural (Lopes et al., 2014) ou em condi¢des climaticas

atuais (cenario Atual).

As anomalias esqueléticas mais incidentes no presente estudo ocorreram na
notocorda (lordose) e na mandibula (braquignatia), estas associadas aos cenarios
A2 e B1, respectivamente. Tais anomalias compdem sérios problemas para os
organismos, pois estas impedem que as larvas se locomovam normalmente, além
de dificultarem a captura de alimento (Boglione et al., 2009, 2013P). A cifose e a
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lordose s&o consideradas severas para organismos em estagio inicial de
desenvolvimento, haja visto o comprometimento da natagéo, o que pode causar
altos indices de predacao e mortalidade (Georgakopoulou et al., 2010). As larvas
gue apresentaram maior indice dessas anomalias foram as submetidas ao cenario
A2, o qual também demonstrou baixo desempenho zootécnico e baixo indice de
qualidade larval.

As larvas submetidas aos cenarios A1B e A2 apresentaram alta incidéncia
de larvas deformadas (34,82% e 39,91%, respectivamente). Porém, enquanto o
desempenho zootécnico das larvas do cenério A1B foi satisfatério em comparacao
as do cenério Atual, as larvas submetidas as condi¢fes climaticas mais drasticas
(A2) apresentaram desempenho muito inferior, acompanhado pelo menor registro
de sobrevivéncia e maior incidéncia de anomalias, ao final do experimento. Assim,
€ possivel afirmar que a lordose é uma anomalia severa para larvas de peixes,

como relatado por Boglione et al. (2013%).

O aparecimento de anomalias esqueléticas relaciona-se com a temperatura,
fatores genéticos e de qualidade de agua (Boglione et al., 2013P). Fatores genéticos
atuam no aparecimento de anomalias esqueléticas quando algum fator epigenético
(e.g. nutricdo, temperatura ou pH da 4gua) estd também presente, principalmente
alterando a expressado de genes relacionados a osteogénese (Wargelius et al.,
2005). O ponto 6timo de temperatura para que o desenvolvimento esquelético
ocorra normalmente varia de acordo com a fase de desenvolvimento dos peixes
(Georgakopoulou et al. 2010) e esta diretamente relacionado com o

desenvolvimento do sistema esquelético normal (Pittman et al., 2013).

Estudos relativos a anomalias esqueléticas sdo mais comuns com espécies
marinhas, sendo escassa a literatura que trata de espécies de agua doce. Polo et
al. (1991) relacionaram aumentos da temperatura da agua com o aparecimento de
anomalias nas nadadeiras, mandibula e na notocorda para a espécie Sparus
aurata. Para a mesma espécie, Georgakopoulou et al. (2010) observaram que até
a fase de juvenil, a temperatura exerce efeito significativo no aparecimento de
anomalias operculares, de lordose e nas nadadeiras caudal e dorsal. Ja para a
espécie Solea senegalensis, temperaturas mais altas do que o normal para espécie

contribuiram para o aparecimento de anomalias vertebrais (Dionisio et al., 2012).
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O potencial hidrogeniénico (pH) da agua é outro fator epigenético passivel
de causar problemas durante a osteogénese em larvas de peixes. A acidificacédo
da agua é reconhecida por afetar o desempenho, crescimento e reproducédo dos
peixes, pois mesmo sendo capazes de manter a homeostase por regulacéo idnica,
esse processo demanda muita energia (Portner et al., 2005). Além disso, Feely et
al. (2004) relataram que a acidificacdo da agua é potencialmente prejudicial para
organismos com estruturas calcificadas, como moluscos gastropodes e peixes de
esqueleto 6sseo, como também apresentado por Foster et al. (2016), os quais

relataram deformidades esqueléticas no esqueleto de juvenis de corais.

Aumentos na concentracdo de CO2 na adgua podem levar a interacao deste
gas com o plasma sanguineo dos organismos aquaticos, caracterizando a
hipercapnia (Guyton e Hall, 1996). O sangue acidificado pode gerar uma série de
implicacbes para a homeostase corpérea, prejudicando processos como a
ossificacdo. O microambiente 6sseo quando com baixa irrigacdo sanguinea e em
condicbes desfavoraveis de temperatura e acidez, pode demonstrar atividade
enzimatica de ceélulas-chave comprometida. Os osteoblastos e osteoclastos,
responsaveis pela formacdo e remodelacdo Ossea, respectivamente, devem
expressar suas proteinas adequadamente para exercer suas funcgdes. Por
exemplo, a osteoprogeterina se relaciona com a formacdo dos arcos branquiais
(Kimmel et al., 2003), enquanto a fosfatase acida, a qual s6 é ativa quando em
microambientes &cidos, relaciona-se com a manuten¢do de 0ssos como a coluna
vertebral. Caso o microambiente 6sseo ndo esteja homeostatico, com irrigacdo e
oxigenacdo adequadas, a ossificacdo pode ser comprometida. Devido a menor
presséao parcial de Oz resultante da interacdo do CO2 na 4gua, tais situacdes podem

ter ocorrido, prejudicando a mineralizacdo 0ssea das larvas de tambaqui.

Existem evidéncias que 0s peixes sao relativamente resistentes a pequenos
aumentos da concentracao de CO: e acidificacdo da agua (Ishimatsu et al., 2005,
2008). Os aumentos da concentracdo de CO:2 na agua verificados no presente
estudo foram significativos quando comparados com o cenario Atual. No entanto,
maiores concentracdes desse gas podem nao ser prejudiciais aos peixes. Munday
et al. (2009), utilizando concentragbes atmosféricas muito semelhantes as
utilizadas neste trabalho, relataram que pequenas diminuicdes no pH da agua

resultaram em larvas maiores e mais pesadas da espécie Amphiprion percula. O
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mesmo foi verificado nas larvas de tambaqui, as quais apresentaram maior
crescimento e ganho em massa em aguas ligeiramente mais acidas (cenérios Bl e
A1B).

O efeito combinado do aumento da temperatura com a diminuicdo do pH da
adgua pode causar efeitos deletérios em organismos em inicio de desenvolvimento
(Reynaud et al., 2003; Hill e Magnuson, 2011), como visualizado no presente
estudo, no qual a combinacdo entre esses fatores resultou em larvas maiores e
mais pesadas (cenarios B1 e A1B) e em larvas menores e com desempenho inferior
(cenério A2). No entanto, a incidéncia de anomalias esqueléticas - sendo na
mandibula, maxila e lordose as mais comuns - entre os diferentes cenarios foi
crescente e significativa, atingindo valores preocupantes no cenario A2. Sendo
assim, mesmo que em temperaturas mais elevadas as larvas tendam a
desempenhar melhor em termos de crescimento, o desenvolvimento normal das
estruturas esqueléticas € comprometido por conta do efeito combinado entre a

temperatura e a acidificacdo da agua.

6 CONCLUSOES

Na fase larval, o tambaqui se mostrou parcialmente resistente a condi¢cdes
ambientais adversas, porém dentro de um limite de tolerancia, visto que em
condi¢cBes climaticas extremas, o desempenho zootécnico e o desenvolvimento

normal da espécie foram comprometidos.

Os efeitos das mudancas climaticas sobre o desenvolvimento esquelético de
larvas de tambaqui foram negativos, haja visto a maior incidéncia de deformidades

registradas, especialmente nas larvas submetidas ao cenario mais drastico.

As larvas da espécie Colossoma macropomum, quando submetidas a
temperaturas mais elevadas, podem apresentar melhor desempenho zootécnico,
porém quando este aumento acompanha a reducdo do pH da agua, efeitos
deletérios podem surgir, como anomalias esqueléticas e altas taxas de mortalidade.
No entanto, a espécie parece estar suficientemente adaptada caso as mudancas

no clima que venham a ocorrer ndo sejam tao severas.
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8. LEGENDAS DE TABELAS

Tabela 1. Valores referentes ao aumento da temperatura e concentracdo média de
gas carbbnico dos principais cenarios previstos para o final do século XXI,
estimados a partir de modelos climaticos e dados socioambientais. AR4: quarto
relatorio divulgado pelo IPCC em 2007; ARS5: quinto relatério divulgado pelo IPCC
entre 2013 e 2014; °C: graus Celsius; ppm: partes por milh&o.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos da agua ao longo do experimento
desenvolvido em salas climatizadas, representando diferentes cenarios de
mudanca climatica previstas pelo IPCC. Um asterisco indica diferenca significativa
em relacdo ao cenario Atual (P < 0,05). Atual: condi¢Bes climaticas atuais; B1.:
cenario brando; A1B: cenario moderado; A2: cenario drastico.

Tabela 3. Valores médios do comprimento total (um), massa Umida (ug) e
sobrevivéncia ao longo do experimento (16 dias pos-eclosdo). Médias seguidas de
letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas entre
tratamentos (P < 0,05), segundo o teste de Tukey. Atual: condi¢cBes climaticas
atuais; B1: cenario brando; A1B: cenario moderado; A2: cenario drastico.

Tabela 4. Incidéncia de anomalias esqueléticas encontradas em larvas de tambaqui
submetidas a diferentes cenérios de mudancas climaticas. Atual: condicbes
climaticas atuais; B1: cenario brando; A1B: cenario moderado; A2: cenario drastico.
A porcentagem total de larvas deformadas em cada cenario, seguidas por letras
diferentes, indicam diferenca significativa (P < 0,05) segundo o teste de Tukey.

Tabela 5. Frequéncias observadas menos frequéncias esperadas obtidas apos
padronizacdo dos dados pelo teste Chi-quadrado. Valores positivos (negrito)
indicam possiveis associacdes significativas entre linhas e colunas da tabela.
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9. LEGENDAS DE FIGURAS

Figura 1. Emissdes antropogénicas de gas carbbnico oriundas da queima de
combustiveis fosseis, producdo de cimento e uso da terra. O acimulo das emissdes
de gas carbonico € apresentado em barras. Fonte: IPCC (2014).

Figura 2. Variagcfes da temperatura (A) e dos niveis de CO2 (B) atmosféricos nas
salas experimentais simulando os diferentes cenarios de mudanca climatica
previstos pelo IPCC para o final do século. Atual: condi¢bes climéticas atuais; B1:
cenario brando; A1B: cenario moderado; A2: cenario drastico.

Figura 3. Massa (A) e comprimento total (B) das larvas de tambaqui submetidas a
diferentes cenarios de mudanca climéatica. As letras indicam a comparacao entre as
médias dos tratamento para cada coleta (dias). Médias estatisticamente
semelhantes segundo o teste de Tukey (P > 0,05) ndo foram representadas por
letras, enquanto letras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05). Atual:
condi¢cBes climaticas atuais; B1l: cenario brando; A1B: cenario moderado; AZ2:
cenario dréstico.

Figura 4. Consumo das reservas vitelinicas pelas larvas submetidas aos cenarios
de mudanca climatica ao longo dos seis dias de alimentacdo enddgena. Médias
estatisticamente semelhantes segundo o teste de Tukey (P > 0,05) ndo foram
representadas por letras, enquanto letras diferentes indicam diferenca estatistica
(P < 0,05). Atual: condi¢des climaticas atuais; B1: cenario brando; A1B: cenario
moderado; A2: cenario drastico.

Figura 5. indices zootécnicos de larvas de tambaqui submetidas aos cenarios de
mudanca climética previstos pelo IPCC para o final do século, calculados entre os
intervalos de biometria (5, 10 e 16 dias pds-eclosédo). (A) Taxa de crescimento
especifico (%.diat) aos 5, 10 e 16 dias pds-eclosédo; (B) Ganho em massa (mg).
Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P < 0,05) segundo o teste de Tukey.
Atual: condic¢des climéticas atuais; B1: cenario brando; A1B: cenério moderado;
A2: cenario dréstico.

Figura 6. Fator de condicdo alométrico (K) de larvas de tambaqui submetidas a
cenarios de mudanca climatica, calculado a partir dos dados de massa (ug) e
comprimento (um) ao final dos 16 dias de experimento. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica (P < 0,05) segundo o teste de Tukey.

Figura 7. Vista latero-lateral de larva de tambaqui recém-eclodida apresentado eixo
corporal curvado dorso-ventralmente (A); larva de tambaqui submetida ao cenario
Atual apresentando inicio da formacgao das estruturas 6sseas craniais (3 dias pos-
eclosao) (B); larva de tambaqui submetida ao cenario Atual evidenciando reducéo
do saco vitelinico e notocorda desenvolvida (3 dias pés-ecloséo) (C); Sv: saco
vitelinico; Nt: notocorda; rastros branquiais (seta branca).

Figura 8. Vista latero-lateral de larva de tambaqui com 6 dias poOs-eclosao
evidenciando o aparelho de Weber (seta preta) ja desenvolvido (A); vista
ventrodorsal da larva evidenciando os rastros branquiais (seta branca) na porcao
dorsal do cranio; Sv: saco vitelinico.

53
CAUNESP



Mestrando Iva Guidini Lopes Orientadora - Maria Célia Portella

Figura 9. Vista latero-lateral das larvas de tambaqui com 16 dias pds-eclosao
submetidas ao cenério Atual de mudanca climética. (A) inicio da formacdo das
nadadeiras dorsal (Nd), adiposa (Na) e pélvica (Np); (B) flexdo notocordal (seta
preta) formando o pedunculo caudal e dando origem a nadadeira caudal (Nc); (C)
inicio da formacéao dos corpos vertebrais (seta branca) e esqueleto craniofacial com
as regides olfatdria (OIf), orbital (Orb), mandibular (Mand), ética (Otc), hidide (Hio),
branquial (Branq), opercular (Op), occipital (Occp); Nt: notocorda.

Figura 10. Anomalias no esqueleto axial de larvas de tambaqui submetidas ao
cenario Drastico (A2) de mudanca climatica, indicados por setas pretas. (A) lordose:
dobramento dorsolateral da notocorda; (B) cifose: dobramento ventrodorsal da
notocorda; (C) escoliose: dobramento latero-lateral no eixo corpéreo.

Figura 11. Anomalias na regiao craniofacial de larvas de tambaqui submetidas ao
cenario Brando (B1l) de mudanca climéatica. (A) anomalia na mandibula; (B)
anomalia na maxila.

Figura 12. Dendrograma obtido na analise de agrupamento por método hierarquico
e distancias euclidianas.

Figura 13. Mapa perceptual mostrando associa¢des estatisticamente significativas
entre deformidades esqueléticas e condi¢des climaticas encontradas em larvas de
tambaqui submetidas a diferente cenarios de modificacées no clima. Tratamento
Atual: condic¢es climaticas atuais; B1: cenario brando; A1B: cenario moderado; A2:
cenario dréastico.
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10. FIGURAS E TABELAS

Figura l
Global anthropogenic CO, emissions Cumulative CO,
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Tabela 1
Cenérios AR4  Aumento da Temperatura  Valores da Concentracdo de CO>
Bl 1.1-29°C 600 ppm
AlB 1.7-4.4°C 850 ppm
A2 2.0-54°C 1250 ppm
Cenarios AR5
RCP2.6 0.3-1.7°C 450 ppm
RCP4.5 1.1-26°C 650 ppm
RCP6.0 1.4-3.1°C 860 ppm
RCP8.5 2.6-48°C >1000 ppm
Tabela 2
Cenario  Temperatura  Oxigénio Dissolvido CO2 pH
(mg/L) (Ppm)
Atual 28,30 £ 0,30 7,34 + 0,09 5,26 + 0,27 7,10 + 0,07
Bl 30,00 £+ 0,29* 7,07 £ 0,07 7,17 +0,48* 7,03+ 0,09
AlB 31,02 £ 0,25* 6,88 + 0,06* 11,16 + 1,36* 6,96 + 0,07
A2 32,50 +£0,18* 6,64 + 0,06* 15,20 + 1,00* 6,80 + 0,09
Tabela 3
Variaveis Atual B1 Al1B A2
Comprimento Total (um)
0 dpe 2862,5+11,52 2862,5+11,52 28625+1152 2862,5+11,52
1 dpe 3742,1+33,3% 36946+419P 36651+26,0° 3911,3+33,52
2 dpe 4530,7+33,12 4606,7+24,82 4566,2+28,42 45432+ 15,32
3 dpe 4998,7+23,2a  48655+96,02 4887,4+16,4%  4970,4 + 19,02
4 dpe 5087,7+21,9a 5121,4+8,22 5103,3+16,62 5131,4+ 14,72
5 dpe 5256,7+14,72 5188, 7+2362 51940+18,32a 52288+ 17,02
7 dpe 5373,9+122a 5280,0+151P 52149+16,0°¢ 5288,3+ 28,7 bc
10 dpe 54447 + 14,72 5331,4+21,8b 5326,2+19,8% 5372,1+252a
13 dpe 6502,7+82,12 6370,1+61,13% 6460,4+112,42 6127,2+55,1"
16 dpe 64948+ 72,7 7567,3+68,62 7804,9+111,72 6846,9+90,1"
Massa Umida (ug)
0 dpe 486,8+6,32 486,8 + 6,32 486,8+6,32 486,8+ 6,32
1 dpe 569,5+ 7,8 2 547,3+9,7 2 535,3+ 10,82 541,3+ 13,62
2 dpe 5445+ 4,4 a 541,3+ 4,42 5446 + 10,3 2 517,3+ 15,32
3 dpe 589,4 +5,2a 535,0+6,0° 538,1+3,6° 5826 +4,42
4 dpe 631,4+7,22 6226 +4,82 620,5+ 6,2 2 6249+52a
5 dpe 683,0+8,12 641,8+4,2"b 619,2+5,3°¢ 610,2+7,9°¢
7 dpe 698,7 + 6,0 @ 639,5+8,4¢ 664,4 + 5,9 be 712,8+6,92
10 dpe 837,7+11,22 773,4+18,22 7850+ 11,62 831,1+42,32
13 dpe 12258+ 75,42 1173,3+47,4a 1278,1+101,1a 1155,7+ 103,12
16 dpe 1821,1+34,3¢ 3168,0+91,3> 3698,1+128,82 1795,1+129,5¢
Sobrevivéncia (%) 29,3+0,32 27,5+0,6 2 26,3+0,7° 247+100b
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Tabela 4

Deformidades Esqueléticas Atual Bl AlB A2 TOTAL
Lordose (%) 4,59 4,77 7,43 15,19 31,98
Escoliose (%) 0,88 3,01 3,71 3,71 11,31
Cifose (%) 0,70 1,93 3,01 6,36 12,00
Mandibula (%) 3,01 7,24 5,65 7,06 22,96
Maxila (%) 5,30 3,35 6,55 6,55 21,75
Larvas Avaliadas 501 512 402 486 1901
2 de larvas deformadas (%)  15,38¢ 21,28°¢  34,82° 39912 -
Tabela 5

Cenarios Lordose Escoliose Cifose Mandibula Maxila IQL
Atual -9,3010 -7,4821 -9,2622 -8,3542 6,0109 28,3886
Bl -14,0376 2,4895 -4,4174 11,5255 -8,8874 13,3274
AlB -3,3718 4,9569 -0,0457 -0,5874 6,1672 -7,1191
A2 26,7103 0,0357 13,7254 -2,5837 -3,2907 -34,5969
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