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RESUMO

Os ions Ca*", Mg*" e o pH da agua de cultivo podem influenciar nas caracteristicas
morfologicas e morfométricas assim como na regulagdo i6nica em peixes. Os objetivos deste
estudo foram descrever o padrao morfologico e morfométrico basico do desenvolvimento de
embrides e larvas de jundid, Rhamdia quelen; identificar e avaliar a distribuicdo das células
mucosas e de cloreto e verificar o possivel efeito do pH e da dureza da dgua em diferentes
concentragdes de Ca’" e Mg™" sobre essas varidveis. Apos a fertilizagio os ovos foram
mantidos em 4dgua com pH 7,0 e 8,0 com 3 diferentes concentragdes de Ca’": Mg”" na 4gua
(mg L™): dureza 20 mg L™ CaCO; (5,0 Ca®": 2,08 Mg, controle) e dureza 70 mg L™ CaCO;
(20 Ca*":5,59 Mg*" e 23 Ca®": 2,08 Mg®") a 24+1°C. Os ovos (24 horas apos fertilizacdo) e
larvas (a cada 6 horas) de 6 a 48 ¢ 216 h apos eclosdao foram coletados tanto para observagao
quanto para avaliacdo da percentagem de eclosdo, sobrevivéncia e crescimento das larvas; dos
caracteres morfologicos e morfométricos associados a visao (presenca do olho), alimentagdo
(desenvolvimento e funcionalidade do trato digestivo) e habilidade natatoria (presenca das
nadadeiras) e também para identificacao das células mucosas e de cloreto, atividade especifica
da enzima Na'/K'-ATPase e composi¢io ionica corporal do homogeneizado de embrides e
larvas. A percentagem de fertilizagdo, eclosdo, sobrevivéncia apds eclosdo, sobrevivéncia
final, peso e comprimento (em 48 e 216h) foram maiores em pH 8,0 e ndo houve diferenca
significativa em relagdo as concentra¢des de Ca’": Mg®", sugerindo ser esse pH o indicado
para o cultivo de larvas de Rhamdia quelen. O aumento da dureza da agua para 70 mg L™
CaCO;, principalmente nas concentracdes de 20mg L' de Ca® e 5,59 mg L' de Mg*™ ¢
recomendado por favorecer o aumento da area corporal total das larvas em ambos pHs. O
aumento da dureza com a concentra¢io de Ca’" igual a 23 mg L' na 4gua em ambos os pHs
ndo parece ser o mais adequado para o cultivo das larvas de Rhamdia quelen, principalmente
porque sugere um desequilibrio ionoregulatério entre Na* e Cl nos pHs avaliados. Entretanto,
a morfologia em funcdo da seqiiéncia de eventos temporais do desenvolvimento, ndo foi
alterada pelos pHs 7,0 e 8,0 e nem pelas concentragdes de Ca>" :Mg”" na 4gua utilizada. O
estagio de desenvolvimento entre 6-216 h apds eclosdo foi considerado como periodo critico,
devido ao desenvolvimento das estruturas relacionadas a osmorregulacao (branquias, intestino
e rins) e as modificagdes necessarias a alimentagdo exdgena (abertura da boca, trato digestivo
e poro urogenital). Portanto, estas informagdes sao importantes para pesquisadores e/ou
produtores na determinacdo de técnicas de manejo nas fases iniciais de vida de Rhamdia
quelen, contribuindo para o estudo bioldgico desta espécie em ambiente de cultivo. A
densidade de célula mucosa apresentou uma relagio com o Ca®* na 4gua, sugerindo que, além
de uma possivel resposta adaptativa, aparentemente existe uma influéncia osmorregulatéria
entre as células mucosas das larvas de jundid (Rhamdia quelen) e a dureza da agua
principalmente em funco do Ca®’, influenciada pelo pH da 4gua nas fases larvais avaliadas.
As larvas cultivadas em pH 7,0 sugerem maior nimero de células mucosas e de cloreto do que
em pH 8.0. A dureza da agua de 70 mg L' CaCO; (independente das concentragdes de Ca®” e
Mg*") influenciou na densidade total de células de cloreto nas primeiras fases apos eclosio (6-
12h), ocorrendo uma diminui¢do no nimero destas células em ambos os pHs. Portanto, ha
evidéncias de que o niimero de células mucosas e de cloreto ¢ modulado nas larvas de jundia
de acordo com a concentragdo i6nica do ambiente de cultivo nas primeiras fases apds a
eclosdo. Esta tese foi organizada em forma de capitulos, contendo inicialmente uma
introducao e objetivos do trabalho seguido pelo capitulo 1, referente a morfologia e
morfometria de embrides e larvas, capitulo 2 referente a distribui¢do de células mucosas e o
capitulo 3 a distribuicdo de células de cloreto em embrides e larvas de Jundid (Rhamdia
quelen). Para uma sintese geral integrada do trabalho esta tese foi finalizada com uma tese foi
finalizada com conclusdes gerais e consideragdes finais.
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ABSTRACT

The ions Ca®", Mg”" and the water pH influence the morphological and morphometric
characters and also in the ionic regulation of fish. The objective of this study was describe the
morphological and morphometric development pattern of Rhamdia quelen embryo and larvae;
and to identify and determine the distribution of mucous and chloride cells in order to
evaluate the effect of water pH and hardness in different Ca®" and Mg>" concentration. After
fertilization the eggs were maintained at water pH 7.0 and 8.0 with three different Ca®": Mg*"
concentrations (mg L™): hardness 20 mg L' CaCO; (5.0 Ca*": 2.08 Mg*", control) and
hardness 70 mg L™ CaCOs (20 Ca*":5.59 Mg*" and 23 Ca®": 2.08 Mg*") at 24+1°C. The eggs
(24 h post fertilization- hpf) and larvae (each 6 hours) 6 to 48 and 216 h post hatchery (hph)
were collected to analyze the hatching rate, survival and larvae growth, morphological and
morphometrics characters associates the vision (eye), feeding (development and functionality
digestive tract) and swimming abilities (fins), the distribution of mucus and chloride cells,
Na'/K'-ATPase activity enzyme, and whole body ionic content in embryo and larvae
homogenate. The fertilization, hatching rate, post-hatch survival, weight and length (48 and
216h) were higher in pH 8,0 and did not show significance difference related with Ca*": Mg**
concentrations. These suggest that the pH 8.0 is indicated to Rhamdia quelen larvae culture.
The increase of water hardness to 70 mg L™ CaCOs, mainly 20 mg L™ Ca*" and 5,59 mg L™
Mg®" concentrations is recommended to both pH device improve the total body area larvae.
The increase of hardness with 23 mg L™ Ca®", is not adequate for Rhamdia quelen larvae, as
this Ca®" concentration occurs an ionic unbalance Na™ and CI in both pHs. However, the
morphology did not change by pH and Ca®*": Mg*" concentrations used. The developmental
stage between 6-216 hph was considered as critic period, device the development of
osmorregulatory structures (gills, intestine and kidney) and the necessary changes to begin the
exogenous feeding (open mouth, digestive tract, urogenital hole). Therefore, it is important
information to researches and/or fisheries to improve the techniques and handlings for
Rhamdia quelen early stages larvae culture to optimize the environmental conditions. The
mucous cell density show a relation with water Ca®" concentration, and it is suggest that
beyond the possible adaptive responses, apparently the mucous cells number in silver catfish
larvae (Rhamdia quelen) are influenced by hardness (Ca®" increases) and water pH in the
early phases. The larvae cultivated in pH 7.0 show high mucous cell and chloride cell number
than in pH 8.0. The water hardness 70 mg L' CaCO; (independently Ca*" and Mg2+
concentration) changed the chloride cell density in the first hours post hatchery (6-12 h), and
the number of these cells was lower in both pHs. Then, these results suggest that the mucous
and chloride cell number can be modulated by ionic environmental condition in the early
develpment of silver catfish larvae after hatchery. The thesis was organized in chapters, a
general introduction and the objectives, and it was followed by chapter 1 about morphology
and morphometry of embryo and larvae, chapter 2 about the distribution of mucous cells and
chapter 3 about the distribution the chloride cells of silver catfish (Rhamdia quelen) embryo
and it was with an integrated synthesis of study, the general conclusions and finish
considerations.



INTRODUCAO GERAL

A morfologia fornece informag¢des importantes sobre as fases do desenvolvimento
embriondrio e larval de peixes (BENGSTON, 1999). Os eventos ontogenéticos iniciais como
o aparecimento e desenvolvimento das estruturas, o periodo de eclosdo e o inicio da
alimentagdo exodgena s3o usados para identificar o desenvolvimento em peixes
(OJANGUREN & BRANA, 2003). O estudo destes eventos além de proporcionar
informagdes sobre a historia de vida dos peixes, que ainda é pouco conhecida, também pode
indicar parametros criticos para producdo de espécies com potencial produtivo (MARTINEZ
& BOLKER, 2003).

Nos estagios embrionarios a regulagdo i6nica ¢ um processo importante para o
desenvolvimento dos peixes. A regulacdo i0nica envolve sucessivamente: a membrana
plasmatica, a blastoderme e as células de cloreto embora este plano bésico pode ndo ser regra
para todos os embrides de teledteos. De acordo com este modelo, o desenvolvimento da
regulagdo i0nica ocorre, a partir da eclosdo, com as atividades das células de cloreto na
superficie do corpo e, posteriormente, com a atividade dessas células no epitélio branquial e o
desenvolvimento dos 6rgdos que auxiliam na osmorregulagdio como o intestino e rim
(ALDERDICE, 1988). Conseqiientemente, durante o desenvolvimento embrionario e larval
(com o final da absor¢do do saco vitelino) ocorre uma mudanca no nimero e distribui¢ao
destas células (ROMBOUGH, 1999).

As células de cloreto sdo os locais de absorcdo ativa de fons (Na’, Ca’* ¢ CI) em
teledsteos de agua doce e estas células sdo encontradas no epitélio do saco vitelino dos
embrides e estdo distribuidas na superficie corporea nas formas larvais e no epitélio branquial
(base da lamela secundaria no epitélio do filamento), tendo também sido descrita no epitélio
opercular, cavidades bucal, faringiana e no tegumento de alguns peixes (HWANG, 1990;

EVANS, 1993).



Um dos mecanismos de protecao dos epitélios da superficie corporal e das branquias
em peixes ¢ a secre¢do de uma camada de glicoproteinas e glicolipideos pelas células
mucosas (BURKHARD-HOLM, 1997). SABOIAS-MORAES et al (1996) avaliando os tipos
de células mucosas em branquias de guara (Poecilia vipara) verificou um aumento do nimero
de células mucosas com a presenga de fluor na dgua, e sugeriu a existéncia de uma adaptagao
destas células ao meio ambiente, pois ndo ocorreu mortalidade mesmo em altas concentragdes
de fluor (5 ppm). Dessa forma, o epitélio branquial mostra-se altamente sensivel a variagdes
ambientais do meio aquatico, atendendo a uma necessidade funcional pela modificacao
quantitativa e constitutiva de suas células (BRESEGHELO et al., 2004).

As células mucosas em peixes sdo encontradas em sua maioria na superficie corporal e
nas branquias e sdo caracterizadas por possuir um grande nimero de vesiculas citoplasmaticas
contendo muco, cuja a secrecdo protege o epitélio em que esta inserida (HENRIKSON &
MATOLTSY, 1968), podendo participar indiretamente na osmorregulagdo em larvas de
teledsteos (VARSAMOS et al., 2005).

Em geral, a morfologia interna branquial ¢ similar entre os teledsteos entretanto, a
distribuicdo ¢ o numero de células que constitui o epitélio branquial podem apresentar
diferengas em fun¢do das condigdes ambientais (FERNANDES, 1996). Muitos estudos tém
investigado o fluxo de dgua e ions através do epitélio branquial com énfase as adaptagdes
morfoldgicas em funcdo do ambiente externo (BINDON et al., 1994; FERNANDES et al.,
1998), porém sdo raros os estudos sobre a distribui¢do das células mucosas e de cloreto e nos
primeiros estagios de desenvolvimento dos peixes. Deve-se ressaltar que o entendimento das
interagdes entre as variaveis quimicas na qualidade da agua e a regulagdo idnica é de
fundamental importancia para o cultivo de peixes, principalmente nas primeiras fases do
desenvolvimento animal uma vez que pode afetar a sobrevivéncia das larvas e alevinos, pois

estas sdo fases criticas, em que os peixes sdo suscetiveis as variagdes do meio por nao



possuirem estruturas bem desenvolvidas que auxiliam na adaptagdo as novas condig¢des
ambientais.

A qualidade da 4gua nos tanques de piscicultura ¢ afetada dentre outros componentes
quimicos pelo pH e a dureza (WEDEMEYER, 1997). O uso de calcareo em sistemas de
cultivo de organismos aquaticos para aumentar a dureza e/ou pH da dgua pode ser constituido
de concentragdes diferentes de Ca*" ¢ Mg®", nesses sistemas as concentracdes de Ca” e Mg
e o pH sdo fatores que podem aumentar a sobrevivéncia e o crescimento larval (SILVA et al.,
2005).

O pH da agua afeta profundamente a manutengdo da homeostase (EVANS,1993). A
resisténcia de ovos e larvas de peixes de agua doce em diferentes pHs apresenta interesse
basico e aplicado. Alta ou baixa concentragio de H™ pode produzir alteragdes
morfofisioldgicas nas branquias e na superficie corporal dos peixes (MCDONALD et
al.,1991). Por exemplo, pHs acidos resultam em alta taxa de mortalidade em peixes, pois
afetam as jungdes paracelulares das células branquiais facilitando a perda de ions, além de
estimular uma producdo excessiva de muco, podendo prejudicar as trocas gasosas (WOOD et
al., 1998). A abundancia de células mucosas e de cloreto pode estar relacionada a
concentragdo de ions do ambiente (LAURENT, 1984). O aumento do nivel i6nico da dgua
(com sais de Ca’" e Mg’") melhora a sobrevivéncia de peixes expostos a pHs éacidos
(MCDONALD et al., 1980).

A dureza da agua ¢ determinada pelo conteudo de sais de célcio e de magnésio,
estreitamente ligados aos ions carbonato (COs; °) e bicarbonato (HCOs") (dureza temporaria), e
aos ions sulfato, cloretos e outros anions de acidez mineral (dureza permanente)
(ARANA,1997). De acordo com BOYD (1998) as aguas podem ser classificadas pelo grau de
dureza: 4gua mole- concentragdes entre 0 — 75 mg L' CaCOs ; moderadamente dura- 75 —

150 mg L' CaCOs; dura- 150 — 300 mg L™ CaCOs ; 300 mg L™ CaCOj; ou mais, como agua



extremamente dura. Este mesmo autor recomenda que o nivel de dureza para a piscicultura
seja acima de 20 mg L' ¢ MCDONALD & MILLIGAN (1997) sugerem uma dureza de 30
mg L CaCO:s.

Os peixes de agua doce (hiperosmoéticos em relagdo ao meio) podem absorver
diretamente o Ca®" e o Mg”" da 4gua pelas branquias, ou via intestino através da alimentacio
(WURTS & DURBOROW, 1992; BALDISSEROTTO & MIMURA, 1995). O Ca*" exerce
um papel fundamental na regulacdo ionica porque influi na permeabilidade das membranas
bioldgicas, evitando o fluxo difusivo e as altas perdas idnicas para a dgua (GONZAL et
al.,1987; WURTS & DURBOROW, 1992; GONZALEZ, 1996). Estudos fisiologicos tém
demonstrado que as células de cloreto sdo responsaveis pela absor¢do do Ca®" nas branquias
dos peixes de dgua doce (HWANG et al., 1994). Contudo, 0 Mg”>" também pode influenciar
no movimento idnico através da membrana celular atuando sobre a permeabilidade da
membrana e sua principal via de absor¢do ¢ o intestino, sendo as branquias uma rota
secundaria de absor¢do, entretanto, ndo esta ainda totalmente esclarecido esse mecanismo de
absorc¢ao (BIJEVELDS et al., 1998).

Aparentemente, os efeitos da dureza da agua sobre o crescimento em peixes variam de
acordo com a espécie e a qualidade da agua. Para espécies que sdo encontradas em ambiente
natural de dguas dura (ou moderadamente dura) essa caracteristica ¢ necessaria para um bom
desenvolvimento, enquanto que para espécies que naturalmente sdo encontradas em aguas
mole, a dgua dura pode ocasionar efeitos deletérios ou condigdes ndo adequadas ao cultivo
(PARRA & BALDISSEROTTO, no prelo). Portanto, a avaliagdo da dureza e concentragdes
de Ca’ e Mg”™ adequada ao desenvolvimento de cada espécie tornam-se necessarias
(NADDY et al., 2002).

O estudo das células mucosas e de cloreto nos estagios embrionarios (HWANG &

HIRANO, 1985; VARSAMOS et al., 2005) e larvais em branquias de teledsteos e seu papel



na sobrevivéncia animal em diferentes condi¢cdes de pH e dureza do meio aquatico ¢ um
campo de estudo em aberto (ROMBOUGH, 1999) e de grande importancia no processo de
adaptacdo e sobrevivéncia de embrides e larvas em ambiente natural e, conseqiientemente, em

condi¢des de cultivo.

Espécie Rhamdia quelen

O jundia, Rhamdia quelen QUOY & GAIMARD, 1824 (Siluriformes, Teleostei) ¢
uma espécie nativa das Américas Central e Sul e ocorre do sudeste do México ao centro da
Argentina (SILFVERGRIP, 1996). Atualmente esta espécie ¢ considerada da familia
Heptapteridae (FISH BASE, 2006). Rhamdia quelen possui coloragdo variando de marrom
avermelhado a cinza escuro, trés pares de barbilhdes sendo um par no maxilar que ¢ maior do
que os dois pares mandibulares, e ndo apresentam dimorfismo sexual aparente, somente na
época da reproducdo (GOMES et al., 2000). O jundia ¢é considerado euritérmico, sendo os
alevinos mais tolerantes que as larvas as variagdes de temperatura (CHIPPARI-GOMES et al.,
1999, 2000) e estenoalino, pois os alevinos sobrevivem dentro de um estreito limite de
concentragdo de sais na agua (MARCHIORO & BALDISSEROTTO, 1999). Segundo LOPES
et al (2001) a faixa de pH entre 8,0 ¢ 8,5 é a que proporciona melhor sobrevivéncia e
crescimento para as larvas de jundia. FERREIRA et al (2000) mencionam que o jundia possui
uma ampla faixa de tolerancia de pH (6,0 a 9,0) na fase de ovo ¢ larva sendo que o pH 4,0 ¢
letal para os ovos € o pH 5,0 ¢ letal para as larvas. ZAIONS & BALDISSEROTTO (2000)
indicam que a faixa de pH para um bom crescimento dos alevinos desta espécie esta entre 5,0
a 9,0 na qual a diminui¢do do Na" corporal é menor.

De acordo com SILVA et al (2003) a dureza da 4dgua de incubagdo e larvicultura do

jundia nio deve ultrapassar 70 mg L™ CaCOs, nas propor¢des de 80% de Ca™" e 20% de Mg



(respectivamente em mg L', 20,26 Ca®" : 2,89 Mg’"). A faixa de dureza ideal para
sobrevivéncia e crescimento de larvas desta espécie é de 20 a 70 mg L™ de CaCOj5 apesar de
nao ocorrer mortalidade em 96 h de exposicao dos alevinos de jundia em pHs 4,0, 7,0 ¢ 9,5
nas durezas de 30, 70, 150, 300 ¢ 600 mg L' de CaCoO; (TOWNSEND et al., 2001),
indicando que o aumento da dureza melhora a sobrevivéncia dos alevinos em pHs extremos
3,75, 10,0 e 10,5. A dureza da 4gua do ambiente natural em que se encontra esta espécie (Rio
Vacacai-Mirim na regido de Santa Maria-RS) pode apresentar varia¢des de 32 a 180 mg L™
de CaCO; em pH neutro (MARTINS, 1994), sugerindo uma ampla variacdo no habitat
natural, podendo prejudicar a sobrevivéncia em fases iniciais de larva.

Este peixe possui manejo relativamente facil, apresentando boa aceitacdo no mercado
consumidor, entretanto existe a necessidade de estudos sobre caracteristicas biologicas desta
espécie para aprimorar a sua producdo (GOMES et al., 2000). Na tentativa de otimizar o
cultivo de Rhamdia quelen, existem varios estudos sobre reproducao e aspectos de fisiologia
reprodutiva (BOSSEMEYER, et al., 1980; NARAHARA et al., 1989; BARCELLOS et al.,
2002), incubagdo (SILVA et al., 2003), larvicultura (LOPES et al., 2001; TOWNSEND et al.,
2003; SILVA et al., 2003, 2005), alimentacio (COLDEBELLA & RADUNZ-NETO, 2002),
crescimento de alevinos (TOWNSEND & BALDISSEROTTO, 2001; PIEDRAS et al., 2004),
respostas ao estresse (BARCELLOS et al., 2001; BARCELLOS et al, 2006), bioquimicas e
metabolicas (VIEIRA et al.,, 2004; LERMEN et al., 2004), parametros eritrociticos
(CAMARGO et al., 2005), toxicidade de herbicidas e metais (CRESTANI et al., 2006; LEAL
et al., 2006), doencas e fisiologia (SHAMA et al., 2000; BRANDAO & BOIJINK, 2001;
BOIJINK & BRANDAO, 2001; BELLO et al., 2000, MIRON et al., 2003), aspectos
fisiologicos no transporte (GOLOMBIESKI et al., 2003), alternativa em policultivo (SILVA
et al., no prelo) estudos sobre confinamento em tanque rede (BARCELLOS et al., 2004)

dentre outros. Entretanto, ndo se tem acesso a estudos sobre morfologia, morfometria basica e



distribuicao de células mucosas e de cloreto em fases iniciais de vida de Rhamdia quelen e a
interagdo dos parametros ambientais sobre seu desenvolvimento.

A investigagdo morfologica e morfométrica, bem como o desenvolvimento e
distribuicdo das células mucosas ¢ de cloreto na faixa de pH neutro (pH 7,0, situagdo
comumente encontrada em sistemas de cultivos e ambiente natural) e alcalino (pH 8,0, valor
indicado como ideal para larvicultura desta espécie), sdo pardmetros morfofisiologicos
importantes, pois, constituem um indicativo biologico de adaptagdo a determinados
ambientes. As concentragdes de Ca’": Mg”", nas propor¢des de 100% Ca>":0 % Mg*" ¢ 80 %
Ca”*":20 Mg”*" para obtengio da dureza total de 70 mg L™ de CaCOs, foram escolhidas por ja
terem sido determinado como as melhores proporgdes destes ions para o cultivo desta espécie
durante a incubacdo, sobrevivéncia de larvas (100:0) e crescimento (80:20). SILVA et al.,
2003 e 2005 verificaram vérias propor¢des de Ca*": Mg®" (100:0, 50:50, 80:20, 0:100) e
sugerem alguns efeitos deletérios em larvas de jundia somente com o aumento do Ca>* e néo
do Mg”" na 4gua e que as larvas desta espécie toleram no maximo 20 mg L™ Ca® na 4gua, em
dureza 70 mg L™ CaCOs.

O desconhecimento da biologia e das exigéncias requeridas das espécies cultivadas,
fundamentalmente das respostas morfofisiologicas relacionadas a qualidade da agua, pode
prejudicar a producdo em aqiiicultura. Assim, este tipo de avaliagdo pode caracterizar um
padrao de desenvolvimento morfofisiolégico inclusive em relacdo a osmorregulacdo em
ambientes diferenciados de cultivo.

Neste contexto, hd necessidade da investigacdo da ontogenia inicial das respostas
morfologicas e fisioldgicas de peixes em ambientes proximos a neutralidade e alcalinos, em
concentracdes diferenciadas de Ca®" ¢ Mg”’, para o melhor conhecimento da biologia de
Rhamdia quelen, e com isto subsidiar estudos para o aprimoramento da producdo desta

espécie nativa.



Objetivos

Os objetivos deste estudo foram:

1) descrever o padrao morfoldgico e morfométrico basico de desenvolvimento de

embrides e larvas de jundia, Rhamdia quelen;

2) identificar e avaliar a distribui¢do das células mucosas e de cloreto em embrides e

larvas desta espécie;

3) avaliar o possivel efeito do pH e da dureza da 4gua em diferentes concentragdes de

Ca®" e Mg sobre a morfologia, morfometria e distribuigdo das células mucosas e de

cloreto em embrides e larvas de jundia;

Esta tese foi organizada em forma de capitulos, contendo uma introducgao e objetivos
gerais seguidos pelo Capitulo 1, referente a morfologia e morfometria de embrides e larvas,
Capitulo 2, referente a distribuicdo de células mucosas em embrides e larvas, e o Capitulo 3
referente a distribui¢do de células de cloreto. Para uma sintese geral integrada do trabalho esta

tese foi finalizada com conclusdes gerais e consideragdes finais.
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CAPITULO 1

MORFOLOGIA E MORFOMETRIA DE EMBRIOES E LARVAS DE JUNDIA,
Rhamdia quelen (HEPTAPTERIDAE, TELEOSTEI). INTERACAO DO pH E

CONCENTRACOES DE CALCIO E MAGNESIO NA AGUA

Resumo

O ambiente de cultivo pode influenciar nas caracteristicas morfoldgicas e morfométricas dos
estagios iniciais de desenvolvimento em peixes. O objetivo deste trabalho foi descrever a
morfologia e morfometria de embrides e larvas de jundié e avaliar a interacdo com o ambiente
de cultivo, em pH neutro e alcalino com a alteragdo da dureza da dgua (em diferentes
concentragdes de Ca’’ e Mg2+). Apos a fertilizacdo os ovos foram mantidos em dgua com pH
7,0 e 8,0 com 3 diferentes concentra¢des de Ca’": Mg”" da 4gua (mg L™): dureza 20 mg L™
CaCOs (5,0 Ca’": 2,08 Mgz, controle) e dureza 70 mg L' CaCO; (20 Ca’"5,59 Mg2+ e 23
Ca™™: 2,08 Mg™) a 24+1°C. Foram observados os pardmetros de producdo referente a
percentagem de fertilizagcdo, eclosdo, sobrevivéncia apods eclosdo, sobrevivéncia final, peso e
comprimento. Os ovos (24 horas apoés fertilizagao-hpf) e larvas de 6-48 h (a cada 6 horas) e
216 h apo6s eclosao (hpe) foram coletadas para avaliacdo quanto a caracteres de morfologicos
e morfométricos associados a visdo (presenca do olho), alimentacdo (desenvolvimento e
funcionalidade do trato digestivo) e habilidade natatdria (presenga das nadadeiras). Em pH 8,0
a percentagem de fertilizagdo, eclosdo, sobrevivéncia ap6s eclosdo, sobrevivéncia final, peso e
comprimento (em 48 e 216 hpe) foram maiores que em pH 7,0 e ndo houve diferenca
significativa em relagdo as concentragdes de Ca”: Mg”".Os resultados sugerem que o pH 8,0
¢ indicado para o cultivo de larvas de Rhamdia quelen, e o aumento da dureza da dgua para 70
mg L™ CaCOs, principalmente nas concentragdes de 20mg L™ de Ca* e 5,59 mg L™ de Mg,
que favorece o aumento da area corporal total das larvas em ambos pHs. O desenvolvimento
morfologico ao longo do tempo de 6-216 hpe € considerado como periodo critico, ressaltando
o inicio da alimentacdo exdgena (48 hpe). Estas informagdes sdo importantes para
pesquisadores e/ou produtores, no aprimoramento de técnicas de manejo nas fases iniciais de
vida de Rhamdia quelen contribuindo para o estudo bioldgico desta espécie em ambiente de
cultivo.

Introducio

O estudo da ontogenia inicial e desenvolvimento em peixes permite uma ampla base

de dados para estudos comparativos como processos de formagao citologica seguindo a
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fertilizagdo, desenvolvimento dos orgaos e organizagdo morfoloégica (BALON, 1990). A
morfogénese e diferenciagdo sdo processos rapidos e complexos durante a ontogenia, pois
quando as larvas eclodem ocorrem mudangas na forma do corpo, morfologia, metabolismo,
habilidade natatéria ¢ no comportamento, relacionada a transformagdo das fases larvais,
juvenis para a fase adulta (GISBERT et al., 2002). Geralmente os estagios de descri¢ao
morfoldgica sdo baseados no aparecimento e desenvolvimento de caracteres morfologicos
especificos como: mandibula, notocorda, tubo digestivo e filamentos branquiais, porque estes
refletem diretamente o grau de desenvolvimento (MARTINEZ & BOLKER, 2003).

Estudos sobre desenvolvimento morfologico e padrdes de crescimento para fases
inicias de vida dos peixes sdo importantes para o manejo das espécies em aqiiicultura
(BENGSTON, 1999). A investigagdo da morfologia e de taxas de sobrevivéncia de ovos e
embrides pode estimar a propor¢do de embrides anormais e com isto identificar a viabilidade
do cultivo (SHIELDS et al., 1997; KJORSVIK et al.,2003). O reconhecimento do padrao
normal de desenvolvimento e a deteccdo de defeitos durante a formagdo podem melhorar as
técnicas no cultivo de larvas através da modificacdo de parametros ambientais e praticas de
alimentagdo (GISBERT et al., 2002).

O pH e dureza da 4gua (Ca’" e Mg™") sdo variaveis ambientais que podem influenciar
no cultivo de peixes. Varios estudos t€ém demonstrado que o aumento da dureza e do pH da
agua melhoram a sobrevivéncia de algumas espécies de peixes (MCDONALD et al., 1980,
LOPES et al., 2001) principalmente durante os primeiros estdgios de desenvolvimento
(GONZAL et al., 1987, KETOLA et al., 1988; TUCKER & STEEBY, 1993; MOLOKWU &
OKPOKWASILI, 2002). O Ca*" ¢ Mg*" sdo os principais constituintes da dureza da dgua e
possuem papel fundamental na regulagdo ionica reduzindo a permeabilidade das membranas
bioldgicas e, conseqiientemente, o fluxo difusivo de ions para o meio aquatico (GONZAL et

al., 1987, WURTS & DURBOROW, 1992, GONZALEZ, 1996, VAN DER VELDEN et al.,
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1990). Portanto, mudangas no pH e/ou concentragao de ions podem proporcionar alteracoes
fisiologicas nos estagios iniciais de desenvolvimento (ALDERDICE, 1988).

Muitos estudos na aqliicultura estdo relacionados estritamente ao comprimento € peso
dos animais, mas ndo mostram relacdes com o desenvolvimento. A morfologia pode ser um
indicador extremamente util para melhoria das técnicas, principalmente em fun¢do de
caracteristicas morfométricas associada com habilidade natatéria, visdo e alimentagdo
(GISBERT et al, 2002).

O jundia, Rhamdia quelen é uma espécie economicamente importante no Brasil,
ocorre do Sul do México a Argentina Central. A producdo desta espécie pode ser uma
alternativa para regides com clima temperado e subtropical (GOMES et al., 2000;
BARCELLOS et al., 2001). Este peixe é onivoro, com maturidade sexual no primeiro ano de
vida, sdo ovuliparos, e em ambiente natural a desova ocorre em aguas calmas, limpas ¢ com
fundo pedregoso. Nao possui cuidado parental. Esta espécie mostra dois picos reprodutivos
por ano (primavera e verao) com multiplas desovas. O desenvolvimento embrionario ¢ rapido
e o desenvolvimento larval ocorre em 3-5 dias (GOMES et al., 2000). Existem alguns estudos
sobre fisiologia reprodutiva (BARCELLOS et al., 2001), incubacdo (SILVA et al., 2003) e
larvicultura em diferentes pHs e durezas de agua (LOPES et al., 2001, TOWNSEND et al.,
2003, SILVA et al., 2003, 2005) dentre outros. Entretanto, ndo ha estudos sobre a morfologia
e a morfometria de fases iniciais de vida de Rhamdia quelen e a influéncia de parametros
ambientais sobre o desenvolvimento. Portanto, o objetivo deste trabalho foi descrever a
morfologia e morfometria de embrides e larvas de jundid e avaliar a possivel interagdo com o
ambiente de cultivo, em pH neutro e alcalino com a alteracdo da dureza da 4gua (em

diferentes concentragdes de Ca>" e Mg*").



19

Materiais e métodos

Os ovos de jundid foram obtidos de desovas induzidas com uma inje¢do Unica de
extrato hipofisario de carpa (fémeas = 5 mg.kg' e machos = 3 mgkg’, de acordo com
LEGENDRE et al (1996) em fevereiro-2002 e mar¢o-2003 no setor de Piscicultura da
Universidade Federal de Santa Maria-RS. As analises posteriores ao cultivo foram feitas no
laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa da Universidade Federal de Sao
Carlos-SP.

Apos a fecundagdo artificial os ovos foram submetidos a dois experimentos: 1) pH
neutro (7,0) e II) alcalino (8,0) a 24 + 1°C, temperatura adequada para da espécie (CHIPARI-
GOMES et al., 2000). Em cada experimento os ovos e larvas foram expostos a 3 tratamentos
(mg L™): 20 Ca*" ¢ 5,59 Mg*" ¢ 23 Ca’" e 2,08 Mg®", com dureza 70 mg L™ CaCOjs e 5,0 Ca**
e 2,08 Mg”" (controle), sendo a 4gua de abastecimento do laboratério, com dureza 20 mg L™
CaCoOs.

Cada tratamento possuiu trés unidades experimentais/tratamento, totalizando nove
incubadoras (4 L) e nove caixas de cultivo para larvas (40 L), mantidas com aeracao artificial
constante e sistema de cultivo fechado.

A 4gua de abastecimento das incubadoras e caixas foi previamente preparada em
tanques com a adigdo de CaCl, e/ou MgCl, para manutengio da dureza e proporgdo de Ca** e
Mg®" desejadas ¢ o pH foi ajustado com fosfato de sodio monobasico (0,05M). O
monitoramento do pH da 4gua foi feito trés vezes ao dia (Quimis, Q-400 A). A concentracao
de oxigénio dissolvido foi medida diariamente com oximetro (YSI- modelo Y5512), a
concentracdo de amonia total foi determinada utilizando o método de nesslerizagcdo ¢ a
amoénia ndo ionizada foi calculada de acordo com PIPER et al (1982), a alcalinidade foi

determinada por titulometria (precisdo 4,0 mg L' CaCO;) (GREENBERG et al., 1976). A
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concentracdo de Na' e K em cada tratamento foram medidas em um fotometro de chama
(Digmed modelo DM-61).

A densidade de estocagem de ovos e larvas foi de 600+200 ovos I e 10 larvas 1™
respectivamente. A percentagem de fertilizagdo foi calculada por volumetria e as
percentagens de eclosdo (E) e sobrevivéncia larval apoés a eclosdo (SAE) foram calculadas
como descrito por GEERTZ HANSEN & RASMUSSEN (1994) e SILVA et al (2003). O
peso corporal e comprimento total médio das larvas foram medidos em 48 e 216 hpe ¢ a
sobrevivéncia final das larvas (%) em 216 h apods eclosdo. Durante o periodo experimental de
7 dias, e ap0s absorcao do saco vitelinico as larvas receberam alimentagao artificial com racao
para larvas de jundia descrita por SILVA et al (2005).

Os ovos e larvas foram anestesiados com benzocaina (0,1%) e coletados 24 h pods-
fertilizacdo (hpf) (fase de embrido) e as larvas a cada 6 h apds a eclosdo (hpe) (durante a
absorc¢ao do saco vitelinico) até a fase da primeira alimentacdo exogena (48 hpe) e 216 hpe (9
dias apos eclosdo ou 7 dias de larvicultura).

Apos a coleta dos ovos e larvas (5 amostras/3 repeti¢do/tratamento), foram fixados em
2,5% glutaraldeido e 2% paraformaldeido em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4, a 4 °C por 24h.
Ap0s a fixagdo, as amostras foram armazenadas em glutaraldeido 0,5% para posterior analise
em estereomicroscopio (Zeiss -Stemi SV6) e aquisi¢do de imagens da morfologia com camera
digital Samsung (Scc-131A). As amostras foram analisadas quanto a caracteres morfoldgicos
e morfométricos associados a visdo (presenca do olho), a alimentacdo (desenvolvimento e
funcionalidade pela observag¢do da passagem do alimento no trato digestivo) e a habilidade
natatéria (presenca das nadadeiras) como sugerido por GISBERT et al (2002), e também
quanto a presenga dos barbilhdes e aparecimento de estruturas relacionadas a osmorregulagao

como: branquias, rim e intestino. Cortes histologicos (3 um, perfil sagital de 5 cortes/animal
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incluidos em historesina, corados com azul de toluidina e fucsina basica) foram efetuados
para confirmar a presenca das branquias, rim e intestino e abertura do poro urogenital.

Os caracteres morfométricos basicos como: area corporal total, area do saco vitelinico,
comprimento total, comprimento da cauda, altura da cabeca e didmetro do olho (Figura 1)
foram medidos digitalmente (por “digital pad”, pelo Programa Image Pro-Plus) utilizando um
estereomicroscopio (Leica- CLS 150) com camera digital acoplada (SONY- CCD-Iris). Todos
os caracteres morfométricos analisados foram relacionados as fases de desenvolvimento (24
hpf, 6-216 hpe) por fungdes lineares (y=a+bx, y= variavel morfométrica e x= fase de
desenvolvimento) e fung¢des potenciais (y= aI’, a= coeficiente, 7= fase de desenvolvimento,
b= coeficiente de crescimento). As relagdes dos caracteres alométricos com a variavel do
comprimento total foram ajustadas pela expressdo potencial y= aCT’, onde CT=
comprimento total, y= comprimento da cauda, altura da cabe¢a ou didmetro do olho) e os
dados de area do saco vitelinico foi analisado em fungdo da 4rea corporal total (y= adT’ ,
quando y= saco vitelinico). Todas as medidas de comprimento foram feitas sob linhas
perpendiculares ou paralelas ao eixo horizontal do corpo. As medidas de estimativa de area
foram feitas através de perimetro percorrido (4rea total e area do saco vitelinico).

Os dados estdo apresentados como média + erro padrio da média (EPM). O
delineamento estatistico utilizado para as comparagdes foi inteiramente casualizado, em
esquema bifatorial 3x2 (tratamentos e pHs) com trés repeticdes utilizando a andlise de
variancia (ANOVA “Two way”). Sempre que diferencas foram detectadas foi aplicado o teste
de Tukey com nivel de significancia p < 0,05. As andlises estatisticas foram efetuadas
utilizando o “software” ESTAT (v.2.0). As relagdes morfométricas em fungdo do tempo para

as comparagoes de “b” entre os pHs foram feitas através de teste t (p<0,05).
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Figura 1- Larva de jundid (Rhamdia quelen) 6 hpe (controle-pH 8,0). Varidveis morfométricas: comprimento
total (CT): comprimento da cauda (Ccauda), altura da cabega (Alt cab), diametro do olho (DO).

Resultados

Durante todo o periodo experimental a temperatura (23-24°C), alcalinidade total (20-30
mg 1" CaCO;) e as concentragdes de oxigénio dissolvido (6,7-7,2 mg L), aménia total (0,2-
0,8 mg L), potassio (1,5-1,6 mg L) e sodio (27,4-28,1 mg L) da 4gua ndo apresentaram
diferenca significativa entre os pHs e concentragdes Ca>": Mg®" analisados.

As percentagens de fertilizacdo, eclosdo, sobrevivéncia apds eclosdo, sobrevivéncia
final (Tabela 1) e os valores de peso e comprimento total das larvas nos periodos de 48 e 216
hpe (Tabela 2) foram maiores em pH 8,0 e ndo houve diferenca significativa em relacdo as
concentracdes de Ca®" e Mg”" utilizadas em ambos pHs.

Tabela 1- Percentagem de fertilizagdo (Fe), eclosdo (E), sobrevivéncia apos eclosdo (SAE) e sobrevivéncia final

(SF) de larvas de Rhamdia quelen em pH 7,0 e 8,0 e diferentes concentragdes de Ca®" e Mg®" da dgua. média +
EPM.

Ca’ Mg’ (mgL™") Fe E SAE SF
5,0:2,08' 97,50+0,30 19,5344,99 14,60+4,74 23,90+8,45
BN 20,0:5,59° 98,60+0,25 19,93+2,23 19,30+4,81 33,87+5,40
23,0 :2,08° 95,71+1,80 17,57+0,74 12,50+1,25 37,43+4,53

Ca’":Mg* (mgL™) Fe E SAE SF
5,0:2,08' 98,1+0,01* 60,70+7,76* 53,0349,85* 85,70+4,64*
= 20,0:5,59° 98,7+0,01* 60,73+2,57* 58,80+2,43% 89,00+2,72*
23,0 :2,08° 98,1+0,01* 56,47+2,48* 51,20+3,64* 92,40+2,07*

Dureza da agua- ' 20 mg L™ CaCOs (controle), > 70 mg L™ CaCO; (com variagdo da concentragio de
Ca’":Mg*" (mg L™). * indica diferenca significativa em relagdo ao pH 7,0 (p<0,05).
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Tabela 2- Peso corporal e comprimento total de larvas de Rhamdia quelen 48 e 216 h apos eclosdo cultivadas em
pH 7,0 e pH 8.0 e diferentes concentragdes de Ca*" ¢ Mg®" da agua. média + EPM.

Ca’":Mg” (mgL™) Peso (mg) Comprimento (mm)
48 h apos eclosdo
5,0:2,08' 1,560,09 5,23+0,03
- 20,0:5,59° 1,3740,23 5,3140,09
= 23,0 :2,08> 1,5740,11 5,34+0,13
g 216 h ap6s eclosdo
5,0:2,08" 3,30+0,06 5,2040,09
20,0:5,59° 3,90+0,02 5,30+0,00
23,0 :2,08* 3,2040,02 5,5010,26
48h apos eclosdo
5,0:2,08' 1,76+0,13* 5,0610,14*
- 20,0:5,59 2,32+0,09% 5,18+0,13*
= 23,0 :2,08> 1,84+0,22% 5,25+0,09*
g 216 h ap6s eclosido
5,0:2,08' 4,13+0,28* 6,60+0,20*
20,0:5,59° 5,6140,73* 6,5140,04*
23,0 :2,08> 6,18+1,17* 6,27+0,12*

Dureza da dgua- ' 20 mg L™ CaCO, (controle), > 70 mg L™ CaCO; (com variagio
da concentragio de Ca*:Mg®" (mg L™). * indica diferenca significativa em
rela¢do ao pH 7,0 (p<0,05).

O desenvolvimento morfoldégico mostrou um padrdo durante os experimentos
independentemente do pH e dureza (Figuras 2 e 3). Embrides de jundia (24 hpf) apresentaram
defini¢do da cabega, saco vitelinico e somitos. Com 27-36 hpf (24°C) as larvas eclodiram, e
com 6 hpe verificou-se a presenca de varias estruturas importantes para o desenvolvimento
como: boca e cavidade branquial abertas, branquias rudimentares, olho pigmentado, rim,
intestino rudimentar, esbo¢o dos barbilhdes, membrana da cauda que auxilia na natagdo. Em
12-18 hpe as estruturas tornaram-se cada vez mais desenvolvidas. Em 24 hpe, observaram-se
os barbilhdes mandibulares (2 pares) e maxilares (1 par). 30 hpe o tubo digestivo mostrou-se
mais definido (sugerindo o aparecimento do estdmago) e com poro urogenital aberto. Em 36
hpe evidenciou-se maior pigmentagao do tegumento. Entre 6-48 hpe ocorreu a absor¢do do
saco vitelinico.

Em 48 hpe observou-se maior desenvolvimento de todas estruturas, principalmente
trato digestivo. A reducao do saco vitelinico foi praticamente total, e com isto foi oferecida a

primeira alimentagdo exdgena. Em 216 hpe, todas as caracteristicas observadas estavam mais
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desenvolvidas, exceto para o saco vitelinico ausente. Dentre as caracteristicas mais
desenvolvidas acima, destacou-se as branquias (com a presenca das lamelas), trato digestivo
funcional e as nadadeiras peitorais, indicando que as larvas com 216 hpe possuem as
principais estruturas para um bom desenvolvimento e que as mantém mais viaveis e portanto,

favorecendo o cultivo em tanques.

ALIMENTAGAO
A . auséncia do saco
EXOGENA vitelinico, trato digestivo
funcional, branquias com

filamentos e lamelas,
esbogo das nadadeiras
peitorais definidas

redugéo do saco vitelinico

Absorcao do
saco vitelinico

pigmentagéo da pele
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5 trato digestivo mais definido, abertura do poro urogenital
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Figura 2- Esquema do desenvolvimento morfoldgico de embrides ¢ larvas de Jundia (Rhamdia quelen) em
fun¢do do tempo: 24-36 h apos fertilizagdo (hpf) e 6-216 h apds eclosdo (hpe).
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Figura 3- Desenvolvimento morfologico de larvas de jundia (Rhamdia quelen): embrido- 24 h ap6s fertilizagdo
(hpf); larvas 6, 30, 48 e 216 h apos eclosdo (hpe). MC, membrana coridnica; N- notocorda, SV-saco vitelinico,
O- olho, SO- somitos, B-boca, BB- barbilhdo (BB1- mandibular, BB2- Maxilar), Ar B- arco branquial, Me emb-
membrana embriondria, MO- membrana do opérculo, Mi- midétomo, TD- trato digestivo, E- estdbmago, I-
intestino, R- rim, PU-poro urogenital, Nad P- nadadeira peitoral. Escala= 1mm.
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Morfometria basica no desenvolvimento embriondrio e larval em funcdo do ambiente de

cultivo:

A area total do ovo, area do saco vitelinico, diametro do ovo e altura da cabeca de
embrides Rhamdia quelen 24 hpf ndo foram significativamente diferentes em relacdo aos pHs
e as concentragdes de Ca”":Mg®" (Tabela 3).

Em larvas apos eclosdo também ndo foi observada diferenga significativa das variaveis
morfométricas até 30 hpe em funcio das concentragdes de Ca’:Mg”" na 4gua. Entretanto,
quando se considera o pH da agua, a area corporal total das larvas foi maior em pH 8,0 em 30,
36 ¢ 216 hpe.

Contudo, em 48 hpe, as larvas cultivadas com o aumento do Ca®" ¢ Mg*" (20 Ca®":
5,59 Mg”", mg L") (dureza 70 mg L' CaCOs) apresentaram é4rea corporal maior que o
controle. Em 216 hpe as larvas cultivadas com o aumento da dureza da agua (70 mg L’
CaCO;) foram maiores do que o controle, independente das concentragdes de Ca*": Mg
Todavia a area corporal das larvas cultivadas em pH 8,0 foi maior que em pH 7,0 (Tabela 4).

A area do saco vitelinico foi significativamente menor em pH 8,0, entre 6-48 hpe,
independente das concentragdes de Ca*: Mg”". Este fato indicado também pelo coeficiente
linear (“b””) mais negativo, sugerindo maior consumo de vitelo ao longo do tempo quando
comparado ao pH 7,0. Em 48 hpe ocorreu interacdo entre o pH 7,0 e as concentragdes de
Ca®": Mg, e o aumento da dureza resultou em uma diminuigdo da area do saco vitelinico,
possivelmente indicando maior consumo (Figura 4A). O saco vitelinico ndo foi observado em
216 hpe em ambos pHs (Tabela 5, Figura 4B).

O comprimento total das larvas foi maior em pH 8,0 nas fases de 12-18 hpe e 48-216
hpe, independente das concentragdes de Ca®": Mg*'da 4gua (Tabela 6). As larvas cultivadas

em pH 8,0 apresentaram maior comprimento da cauda em 6- 24 hpe e em 36 hpe, sendo que
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em 36 hpe o aumento do Ca”" proporcionou o aumento deste pardmetro em ambos pHs. Em
216 hpe o crescimento da cauda foi favorecido pelo aumento da dureza (70 mg L™ CaCO3)
quando comparado ao controle e foi maior em pH 7,0 (Tabela 7).

O diametro do olho das larvas de jundia foi significativamente diferente somente nas
fases iniciais de desenvolvimento (12-24 hpe) e maior no pH 8,0 (Tabela 8). A altura da
cabega também apresentou diferenga somente nas fases iniciais de desenvolvimento, sendo a
altura da cabeca das larvas cultivadas em pH 8,0 foram maiores em 12 e 36 hpe, entretanto foi
menor em 18 hpe. O aumento da concentragio do Ca>" em 36 hpe influenciou positivamente o
crescimento da cabecga em relagdo ao controle nesta fase em ambos pHs (Tabela 9).

O valor de “b” nas relagcdes alométricas com o comprimento total indicou que o
aumento do diametro do olho, da altura da cabeca e o comprimento da cauda mostraram
alometria positiva (b>1), e a area do saco vitélinico apresentou alometria negativa (b<l) em
ambos pHs, exceto para o comprimento da cauda e altura da cabega em pH 8,0 que indicou
uma tendéncia isométrica (b=1) para estes parametros (Tabela 10). O didmetro do olho
mostrou correlagdo baixa (r’= 0,65) em pH 8,0. Nas Figuras 4B, 5 ¢ 6 estio indicadas as
relacdes de crescimento que mais se adequaram ao desenvolvimento em fungdo do tempo nos
pHs. Em geral observou-se um crescimento potencial (alométrico) das caracteristicas
morfométricas em fungdo do tempo em ambos pHs, exceto para a area do saco vitelinico,
independente das concentragdes de Ca*:Mg”". Principalmente, quando se considera o
crescimento da area corporal total, comprimento total, comprimento da cauda e altura da
cabeca em funcdo das correlagdes significativas. O coeficiente de crescimento para os
parametros em que se estabeleceu a relagdo potencial em fun¢do do tempo foi 0<b<lI, o que
indica a tendéncia de redugdo da taxa de crescimento das estruturas ao longo do tempo.

Contudo, o coeficiente de crescimento (“b”) em funcdo do tempo mostrou diferenga
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significativa entre os pHs somente para o comprimento total que foi maior em pH 8,0 e para o
comprimento da cauda que foi maior em pH 7,0 do que em pH 8,0.

A observagdo do diametro do olho em funcdo do tempo ndo foi significativa,
entretanto quando se relacionou esta variavel ao crescimento da cabeca (em altura) ao longo
do desenvolvimento através de curvas potenciais (y=aAltCab” , onde y= didmetro do olho, a=

intercepto, AltCab = altura da cabega ao longo do desenvolvimento, b= coeficiente de
crescimento) esta relagdo foi significativa (p<0,05) (pH 7,0: y = 0,113441tCab""™ (1’= 0,72),
pH 8,0: y=0169141tCab""™ (1*=0,87 ), e indicou um crescimento positivo (b>1) do

diametro do olho em funcdo do crescimento da cabega, e ndo foi observado diferenca

significativa dos “b”entre os pHs para esta variavel.

Tabela 3- Area total do ovo (A.ovo), drea to saco vitelinico (A.s.vit.), didmetro do ovo (Di) e altura da cabega
(Alt.cab) de embrides de jundia, Rhamdia quelen 24 h apds a fertilizacdo (hpf) em fungdo do pH 7,0 ¢ 8,0 e
concentragdes de Ca’":Mg”" da agua. média (+ E.P.M).

Estagio de pHs | Ca™":Mg” A. ovo A. s.vit Di Alt. cab
desenvolvimento (mg L™ (mm?®) (mm?) (mm) (mm)

. 5,0:2,08' 2,41£0,42 0,50+0,03 1,50+0,04 0,29+0,01

Embrido =3 20,0:5,59° 1,8140,08 0,54+0,01 1,50+0,02 0,330,01

23,0 :2,08° 1,88+0,11 0,53+0,01 1,58+0,03 0,32+0,02

(24 hpf)
5,0:2,08' 2,5140,13 0,5240,02 1,83+0,04 0,32+0,01
T3 20,0:5,59° 2,3140,06 0,4840,01 1,7840,01 0,33+0,01
23,0 :2,08° 2,3440,05 0,50+0,01 1,81+0,03 0,30+0,01
Dureza da dgua- ' 20 mg L' CaCO;- controle. > 70 mg L™ CaCOs- com variagio da concentragio de Ca’':Mg”"
(mgL™).




Tabela 4- Area corporal total média (+ E.P.M) de larvas apos a eclosdo de Rhamdia quelen em pH 7,0 e 8,0 e as concentragdes de Ca*":Mg”" da 4gua.

Estagio de Area corporal total (mm?)
desenvolvimento
Tempo pH7.0 pH 8,0
(hpe)
Ca’": Mg* Ca’": Mg*
(mgL™" (mgL™"
5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08°
Larval
Apbs eclosio 6 2,9840,11 2,7740,11 2,40+0,04 2,42+40,11 2,8940,09 2,8540,02
12 3,0140,11 2,9140,08 2,76+0,11 3,0440,13 3,1340,07 2,90+0,04
18 3,09+0,04 2,98+0,08 3,01+0,01 3,1040,12 3,2540,07 3,0940,07
24 3,28+0,29 3,2540,07 3,4540,10 3,2240,19 3,5040,21 3,50+0,06
30 3,5440,14 3,5240,19 3,22+0,09 3,79+0,11%* 3,66+0,09* 4,02+0,08*
36 3,1440,12 3,6140,22 3,75+0,08 3,7740,22% 3,99+0,40% 4,46+0,05%
42 4,20+0,14 4,1140,48 4,50+0,08 4,45+0,01 4,42+0,36 4,67+0,05
Alimentacio 48 4,3610,14 5,3140,09° 4,86+0,24 4,40+0,11° 5,0240,40° 4,93+0,05%
Exodgena 216 5,70+0,39° 6,5340,19° 6,660,27° 6,6710,30%* 8,59+0,80* 7,50+0,60"*

Dureza da agua- ' 20 mg L' CaCO;- controle. > 70 mg L' CaCOs- com variagdo da concentragio de Ca’":Mg”" (mg L. Letras diferentes no indicam diferenga

significativa em relagio as concentragdes de Ca*':Mg”'para o mesmo tempo. * indica diferenca significativa em relagdo ao pH 7,0. hpf- horas apos fertilizacio. hpe- horas
apos eclosdo.
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Tabela 5- Area média do saco vitelinico (+ E.P.M) de embrides e larvas ap6s a eclosio de Rhamdia quelen em pH 7,0 ¢ 8,0 e as concentragdes de Ca*":Mg** da agua.

Estagio de Area do saco vitelinico (mm?)
desenvolvimento
Tempo pH7.0 pH 8,0
(hpe)
Ca2 M g2+ Caa M g2+

(mg L™ (mg L™

5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23.0 :2,08°
Larval
Apbs eclosio 6 0,51+0,03 0,52+0,02 0,55+0,01 0,40+0,02* 0,38+0,01* 0,39+0,01*
12 0,49+0,01 0,45+0,02 0,48+0,01 0,36+0,01* 0,35+0,01* 0,36+0,01*
18 0,48+0,01 0,45+0,01 0,45+0,02 0,32+0,01* 0,35+0,01* 0,33+0,01*
24 0,46+0,03 0,45+0,01 0,44+0,01 0,34+0,02* 0,29+0,01* 0,31+0,01*
30 0,41+0,00 0,4410,01 0,39+0,03 0,26+0,02* 0,27+0,02* 0,25+0,01*
36 0,39+0,03 0,42+0,02 0,39+0,02 0,25+0,01* 0,24+0,01* 0,20+0,01*
42 0,3410,01 0,34+0,02 0,26+0,02 0,16+0,00* 0,17+0,02* 0,17+0,01*
Alimentacio 48 0,3540,02* 0,2740,01° 0,28+0,01% 0,160,01* 0,15+0,01* 0,160,01*
Exo6gena 216 - - - - - -

Dureza da 4gua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. > 70 mg L™ CaCOs- com variagdo da concentragio de Ca’":Mg”" (mg L"). Letras diferentes no indicam diferenca significativa
em relacdo as concentragdes de Ca2+:Mg2+para o mesmo tempo. * indica diferenca significativa em relagdo ao pH 7,0. # interacdo entre pH e Ca2+:Mg2+. hpf- horas apoés
fertilizacdo. hpe- horas apos eclosdo.

- indica auséncia da estrutura.
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Tabela 6- Comprimento total médio (+ E.P.M.) de larvas aps a eclosdo de Rhamdia quelen em pH 7,0 e 8,0 e as concentragdes de Ca*":Mg*" da agua.

Estagio de Comprimento total (mm)
desenvolvimento
Tempo pH7.0 pH 8,0
(hpe)
Larval Ca’": Mg™ Ca’": Mg™
(mg L) (mg L)
5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08°
Ap0s eclosao 6 4,09+0,30 4,31+0,12 3,97+0,02 4,05+0,15 4,36+0,04 4,40+0,07
12 4,38+0,11 4,35+0,06 4,16+0,13 4,57+0,04* 4,64+0,06* 4,60+0,04*
18 4,4540,05 4,39+0,06 4,31+0,01 4,67+0,01%* 4,64+0,08* 4,69+0,04*
24 4,28+0,41 4,50+0,05 4,66+0,06 4,63+0,07 4,79+0,11 4,87+0,06
30 4,89+0,14 4,96+0,08 4,94+0,16 4,82+0,08 4,93+0,11 4,84+0,05
36 4,71+0,09 4,70+0,09 4,62+0,24 4,79+0,06 5,01+0,08 5,09+0,02
42 5,1540,04 5,344+0,07 5,2040,06 5,07+0,04* 5,17+0,11* 5,05+0,04*
Alimentagdo 48 5,060,04 5,1840,10 5,2540,17 5,23+0,11* 5,31£0,09* 5,34+0,06*
Exdgena 216 5,20£0,09 5,3040,05 5,5040,26 6,60+0,20* 6,514+0,04* 6,27+0,12*

Dureza da 4gua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. > 70 mg L™ CaCOs- com variagdo da concentragio de Ca’":Mg”" (mg L"). Letras diferentes no indicam diferenca significativa
em relagdo as concentragdes de Ca2+:Mg2+para o mesmo tempo. * indica diferenga significativa em relagdo ao pH 7,0. hpe- horas ap6s eclosio.



Tabela 7- Comprimento médio da cauda (+ E.P.M) de larvas apos a eclosdo de Rhamdia quelen em pH 7,0 e 8,0 e as concentragdes de Ca*":Mg”" da 4gua.
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Estagio de Comprimento da cauda (mm)
desenvolvimento
Tempo pH 7.0 pH 8,0
(hpe)
Larval Ca’": Mg™ Ca’": Mg*
(mgL™" (mgL™"

5,0:2,08" 20,0:5,597 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08°

Apbs eclosdo 6 1,89+0,07 1,96+0,06 1,79+0,05 1,99+0,09* 2,14+0,03* 2,1840,04*
12 2,09+0,07 2,07+0,01 1,96+0,07 2,3140,01* 2,3440,03* 2,3140,04*

18 2,1740,03 2,15+0,04 2,1040,01 2,42+0,02* 2,39+0,06* 2,42+0,01*

24 2,03+0,30 2,22+0,02 2,38+0,03 2,3340,12* 2,5240,07* 2,5610,05*

30 2,45+0,08 2,2740,22 2,5440,12 2,53+0,05 2,5940,09 2,56+0,02

36 2,4010,06 2,47+0,09% 2,8340,22° 2,5340,03%* 2,630,06™* 2,7540,02°*

42 2,70+0,04 2,90+0,05 2,7610,04 2,7140,03 2,6610,06 2,76+0,05

Alimentacdo 48 2,8540,03 2,90+0,02 2,9440,03 2,64+0,02 2,6440,11 2,80+0,04
Exégena 216 3,4140,08° 3,99+0,03° 3,4740,06 3,0940,04%* 3,4540,24%* 3,3740,22%%

Dureza da agua- ' 20 mg L™ CaCO;- controle. > 70 mg L' CaCOs- com variagio da concentragio de Ca*:Mg”" (mg L™). Letras diferentes no indicam diferenga significativa
em relagdo as concentragdes de Ca2+:Mg2+ para o mesmo tempo. * indica diferenca significativa em relagdo ao pH 7,0. hpe- horas apds eclosdo.



Tabela 8- Didmetro médio do olho (+ E.P.M) de larvas ap6s a eclosdo de Rhamdia quelen em pH 7,0 e 8,0 e as concentragdes de Ca’ :Mg*" da 4gua.

Estagio de Diametro do olho (mm)
desenvolvimento
Tempo pH7.0 pH 8,0
(hpe)
Larval Ca’": Mg™ Ca’": Mg™
(mg L™ (mg L™

5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08°

Apos eclosdo 6 0,04+0,007 0,03£0,002 0,03%0,001 0,04+0,006 0,040,001 0,04+0,004
12 0,040,001 0,05%0,003 0,04+0,006 0,060,006* 0,07+0,003* 0,07£0,004*

18 0,06%0,002 0,06%0,006 0,0540,003 0,0920,002* 0,09£0,002* 0,08+0,003*

24 0,07+0,005 0,08+0,002 0,08+0,002 0,09+0,001* 0,11£0,004* 0,11£0,003*

30 0,10+0,005 0,11+0,008 0,11+0,005 0,12+0,004 0,11£0,001 0,11+0,002

36 0,09+0,006 0,10+0,009 0,10+0,002 0,09+0,020 0,11£0,000 0,1240,010

42 0,1240,004 0,11£0,005 0,1240,010 0,1240,003 0,11£0,007 0,12+0,004

Alimentagdo 48 0,1240,004 0,140,000 0,130,004 0,1240,002 0,12+0,002 0,1240,040
Exdgena 216 0,1440,002 0,15+0,003 0,14+0,010 0,134£0,010 0,1240,010 0,1140,010

Dureza da dgua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. > 70 mg L' CaCO;- com variagio da concentragio de Ca>:Mg”" (mg L™). Letras diferentes no indicam diferenca significativa
em relacdo as concentragdes de Ca’ :Mg”" para o mesmo tempo. * indica diferenga significativa em relagdo ao pH 7,0. hpf- horas ap6s fertilizagdo. hpe- horas apés eclosio.
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Tabela 9- Altura média da cabega (= E.P.M) de larvas ap0s a eclosio de Rhamdia quelen em pH 7,0 ¢ 8,0 e as concentragdes de Ca>":Mg** da agua.

Estagio de Altura da cabega (mm)
desenvolvimento
Tempo pH7.0 pH 8,0
(hpe)
Ca’": Mg* Ca’": Mg*
(mgL™" (mgL™"
5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08°
Larval
Apbs eclosio 6 0,57+0,02 0,59+0,02 0,52+0,02 0,53+0,03 0,62+0,01 0,62+0,01
12 0,65+0,01 0,64+0,02 0,63+0,01 0,6740,01* 0,6840,01%* 0,7040,01*
18 0,74+0,01 0,72+0,01 0,72+0,01 0,67+0,02* 0,6610,00% 0,65+0,02*
24 0,70+0,03 0,70+0,01 0,74+0,01 0,7240,01 0,7540,02 0,7440,01
30 0,7540,01 0,70+0,04 0,76+0,01 0,76+0,02 0,76+0,02 0,81+0,02
36 0,7340,01° 0,7610,00% 0,75+0,00° 0,7610,02%* 0,8140,02°%* 0,85+0,02°*
42 0,86+0,01 0,83+0,02 0,86+0,02 0,8240,01 0,8340,03 0,8240,02
Alimentacdo 48 0,8840,02 0,88+0,01 0,87+0,03 0,84+0,01 0,86+0,02 0,82+0,04
Exbgena 216 0,9610,02 1,3140,07 1,0340,01 0,87+0,02 0,8540,01 1,1340,22

Dureza da 4gua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. > 70 mg L™ CaCOs- com variagdo da concentragio de Ca’":Mg”" (mg L"). Letras diferentes no indicam diferenca significativa
em relagdo as concentragdes de Ca2+:Mg2+para mesmo tempo. * indica diferenga significativa em relagdo ao pH 7,0. hpf- horas apods fertilizacdo. hpe- horas apds eclosdo.



35

Tabela 10- Coeficiente de crescimento alométrico (b) e correlacio (+°) para as variaveis area do saco
vitelinico (A. s.vit), comprimento da cauda (C.cauda), didmetro do olho (D. olho) e altura da cabeca (Alt
cab) em funcido dos pHs (7,0 e 8,0) nas fases de desenvolvimento embrionario e/ou larval de Rhamdia
quelen.

pHs A. s.vit (mm? C. cauda (mm) D. olho (mm) Alt cab (mm)
. y=2554T"* y=0,09CT>"®  y=0,001CT** y=0,027CT""
; =082 r=0,84 1’=0,92 r=0,80

o

y=2194T7"  y=051CT"" y=0,008CT"> y=015CT""”
=0,95 =0,97 =0,65 =0,84

pH 8,0

determinagdo de b através de y = aCT " ou y=aAT Py, y= varidvel, AT= 4rea corporal total, CT=

comprimento total.
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Figura 4 — Area do saco vitelinico nos estagios de desenvolvimento embrionério e larval de jundid (Rhamdia
quelen) sob efeito do pH 7,0 e 8,0. A) Interagdo entre pH e Ca®' : Mg2+ da agua em 48 hpe; # interagdo. B)
Relagdo linear da area do saco vitelinico em fung¢do do tempo em embrides: 24 hpf e larva: 6-48 hpe (a cada 6h).
Regressdes [y=at+b(xepm)x] (onde y= area do saco vitelinico, a= intercepto, x = tempo, b= coeficiente de
crescimento (fepm de “b”) e correlagdes:pH7,0: y = 0,6643 —0,004(£0,0023)x (1*=0,872)(p<0,05);
pHS,0: y = 0,641—0,0058(£0,00016)x (1°=0,989). * sobre a reta na legenda indica diferenca significativa

de “b” em relagdo ao pH 7,0. hpf- horas apos fertilizacao. hpe- horas apos eclosdo. Equagdes: para calcular y
apos eclosdo, considerar x como fase de embrido (36hpf) + fase larval (como 36 + 48 hpe= 84, utilizar x=84).
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Figura 5 — Parametros morfométricos do desenvolvimento larval de jundia (Rhamdia quelen) de 6-48 hpe (a cada
6 h) e ap6s 216 hpe em funcdo do pH 7,0 e 8,0. Curvas potenciais (y=aTb , onde y= pardmetro medido, a=
intercepto, T = tempo, b= coeficiente de crescimento)*™™ e correlagdes: A) Area corporal total- pH

7,0: y = 0,5546T »#C003) (2= 0 88) (p<0,05), pH 8,0: y = 0,5324T #7084 (2220 96 ) (p<0,05); B)
Comprimento  total- pH 7,0: y= 2,69707 PO (2 960y (p<0,05), pH 8,0
y= 1,97007 *2122C00159) (2 5 98) (p<0,05); C) Comprimento da cauda- pH 7,0: y= 0,59757 3322(+0:0269)

(*= 0,89) (p<0,05), pH 8,0: y =101 187 2174009 (2—  94) (p<0,05). * sobre a reta na legenda indica
diferenca significativa de “b” em relagdo ao pH 7,0.
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Figura 6 — Altura da cabeca ao longo do desenvolvimento larval de jundid (Rhamdia quelen) de 6-48 hpe (a cada

6 h) e apés 216 hpe em fungdo do pH 7,0 e 8,0. Curvas potenciais (y=a7® , onde y= altura da cabega, a=

intercepto, T = tempo, b= coeficiente de crescimento) )*™ ¢ correlagdes: A) altura da cabega- pH 7,0:
y = 0,197 200D (2= 0 89) (p<0,05), pH 8,0: y = 0,307 >0 (2= 0,77) (p<0,05).

Discussao

As varidveis de producdo, porcentagem de fertilizagdo, eclosao, sobrevivéncia apos
eclosdo, sobrevivéncia final, peso e comprimento total (48 ¢ 216 hpe) corroboram com os
resultados obtidos por LOPES et al (2001), que demonstraram que o pH 8,0 ¢ o mais
adequado para o cultivo dos ovos e larvas de Rhamdia quelen e TOWNSEND et al (2003) e
SILVA et al (2003, 2005), obtiveram um maior crescimento das larvas em durezas entre 30-
70 mg L™ CaCOs. Como no presente estudo, TOWNSEND et al (2003) e SILVA et al (2003,
2005) obtiveram 6tima taxa de eclosdo em ovos incubados em 4gua com dureza 70 mg L™
CaCO; (independente das concentracdes de Ca’>" e Mg”") em pH 8,0 ¢ também satisfatoria
taxa de sobrevivéncia e crescimento apos eclosdo nessa dureza e pH.

O desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen a 24 °C, mostrou similaridade
com a morfologia externa e seqiiéncia temporal dos eventos de crescimento com outras
espécies de Siluriforme, como R. hilarii ( GODINHO et al., 1978) e R. sapo ( CUSSAC et al.,

1985) ambos cultivados em pH 6,8-7,0 a 22-24 °C, que apresentam o inicio da eclosdo em 27
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h apos a fertilizagao (hpf) e a absorcdo do saco vitelinico em 48-72 h apds eclosao (hpe),
iniciando a alimentagdo exogena.

As larvas de jundid cultivadas a 24°C também mostraram semelhanga no
desenvolvimento com o tambaqui (Colossoma macropomum, Characiformes), principalmente
em relagcdo as branquias, trato digestivo e saco vitelinico (com absor¢do completa 2-3 dias
apods a eclosdo). As larvas de tambaqui, peixe comercialmente importante principalmente na
regido Amazodnica, também necessitam completar o desenvolvimento apods a eclosdo, quando
ocorre formagao dos olhos, mandibulas e nadadeiras peitorais, sometogénese e pigmentacao.
A diferenciagdo e crescimento larval sdo extremamente rapidos (6 dias a 28 °C) e o
desenvolvimento dos somitos ocorre em 12 hpf. Os arcos e filamentos branquiais, trato
digestivo tornam-se mais desenvolvido a 62 hpe e o saco vitelinico ¢ completamente
absorvido em 78 h apds eclosdo (3 dias) (VIEIRA & JOHNSTON, 1996). Para as larvas de
jundia o periodo para absorgdo total do saco vitelinico a 24°C, em pH 7,0 e 8,0 pode ser
estimado pelas regressdes deste estudo, sugerindo um consumo mais rapido de vitelo em pH
8,0 que ocorre em 74 hpe (3 dias) em pH 8,0 e 128 hpe (5 dias) em pH 7,0.

A temperatura de cultivo das espécies ¢ um fator importante a ser considerado na
comparagio do desenvolvimento morfologico (OJANGUREN & BRANA, 2003). A absorcio
do saco vitelinico de larvas de Pagrus pagrus (Perciformes) cultivadas a 12-18 °C ocorre em
4 dias apds a eclosdo (96 hpe) (MIHELAKAKIS et al.,, 2001), o que mostra que a
temperatura da dgua influéncia o processo de absor¢ao do vitelo para o crescimento. Estudos
morfoldgicos de Paralichthys dentatus (Pleuronectiformes, Linguado, “summer flounder”),
peixe economicamente importante do Atlantico Norte, mostram um desenvolvimento mais
lento do que o jundia e tambaqui, possivelmente em fungio da temperatura de cultivo (14°C):
boca aberta e trato digestivo desenvolvido em 78 hpf (1-3 dias apos fertilizagdo), nadadeiras

peitorais visiveis - 12 dias apo6s eclosdo, e a metamorfose completa ocorreu em 40-50 dias
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ap6s eclosao (MARTINEZ & BOLKER, 2003). Para carpa comum (Cyprinus carpio) o
desenvolvimento embrionario-larval foi em 90 h (4 dias, em que apresentou 6 mm de
comprimento) a 25°C, e em temperaturas mais altas ocorre aumento do nimero de individuos
com defeito apds a eclosdo (LINHART et al., 1995). De acordo com CHIPARI-GOMES et al
(2000) que construiram o poligono de tolerancia térmica de larvas de jundid em 144 hpe (6
dias apds eclosdo), a temperatura de 24 + 1°C ¢ indicada para sobrevivéncia de larvas desta
espécie. Portanto, neste estudo acredita-se que a temperatura de cultivo foi adequada para o
desenvolvimento morfologico dos embrides e larvas de jundid, ndo evidenciando crescimento
lento ou problemas ao longo do desenvolvimento como para Pagrus pagrus, Paralichthys
dentatus, Cyprinus carpio.

BOLKER & HILL (2000) afirmam que a pigmentacdo ¢ uma importante caracteristica
a ser analisada durante o desenvolvimento, pois pode mudar rapidamente em funcdo do
ambiente. Estes autores indicam que a pigmentacdo em embrides e larvas de “flatfish”
(Paralichthys olivaceus, Pleuronectiformes) seguiu dois momentos: o primeiro momento de
estagio embriondrio, seguiu o modelo simétrico e um segundo momento, em fun¢do da
metamorfose quando ocorreram mudancas em muitas estruturas e tecidos (olhos, linha lateral,
tegumento, etc.) As larvas de jundia tem uma pigmentacdo mais intensa a partir de 36-216 hpe
(segundo momento), e esta ndo foi alterada em funcdo das caracteristicas experimentais de
cultivo.

O desenvolvimento das caracteristicas morfologicas de embrides e larvas de R. quelen
n3o foi modificado em fungdo dos pHs (7.0 e 8,0) e das concentragdes de Ca’": Mg2+ da 4gua,
ocorrendo um mesmo padrio morfologico de desenvolvimento embriondrio-larval e
evidenciando que o periodo mais sensivel para o desenvolvimento das larvas desta espécie (6-
216 hpe), esta relacionada ao desenvolvimento das estruturas respiratdrias e osmorregulatorias

(branquias, rim e trato digestivo). O inicio da alimenta¢do exdgena representou outro ponto
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critico para as larvas (48 hpe), seguido das modificacdes e adaptacdes necessarias para
captura e capacidade de digestao do alimento externo (216 hpe) devido ao desenvolvimento e
funcionalidade da boca e trato digestivo. A fragilidade das fases iniciais até a primeira
alimentagdo contribui para alta mortalidade de larvas de jundid (40-50%), observada em
fazendas de aqiiicultura que produzem esta espécie (BARCELLOS et al., 2004). SILVA et al
(2003) identificaram que a sobrevivéncia apds eclosdo reduz (54-69%) quando comparado
com a percentagem de eclosdo (63-72%) em pH 8,0. Entretanto, SILVA et al (2005)
verificaram alta sobrevivéncia ap6s 21 dias de larvicultura (92-94%) também em pH 8,0,
corroborando com a analise de nosso estudo em que o periodo mais sensivel para esta espécie
possivelmente ocorre nos primeiros dias apds eclosdo (6-216 hpe).

O padrao de crescimento morfométrico do jundia em fun¢do do comprimento total das
larvas parece ser mais dependente dos pHs do que da dureza da dgua. O pH 8,0 indicou os
maiores valores relacionados a maioria das caracteristicas morfométricas avaliadas, exceto
para o saco vitelinico, pois o consumo de vitelo foi maior neste pH. De acordo com os
resultados o didmetro do olho ndo segue um crescimento potencial em fun¢do do tempo para
ambos pHs, mas indicou uma relagao potencial positiva com o crescimento da cabega.

O aumento da dureza da 4gua (70 mg L™ CaCOs) proporcionou maior area corporal
total em larvas de jundia (216 hpe) nos dois pHs. O comprimento total ndo foi alterado pela
dureza da agua até 216 hpe. SILVA et al (2005) também nao encontraram diferencas no
crescimento desta espécie no mesmo periodo, nesta dureza em pH 8,0, contudo estes autores
mencionam uma diminuicdo do crescimento com o aumento do Ca®" acima de 20 mg L', em
21 dias apos eclosao. TOWNSEND et al (2003) e SILVA et al (2003) sugerem que o aumento
da dureza da 4gua de 20 a 70 mg L! CaCOs, em pH 8,0, elevou a sobrevivéncia ¢ o
crescimento das larvas de jundid logo apos a eclosdo e em 21 dias de cultivo. Os mesmos

autores sugerem que tanto as concentracdes de Ca®" acima de 25 mg L ¢ de Mg”" a 7,11 mg
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L podem diminuir o crescimento das larvas de jundid. Em nosso estudo as concentra¢des de
Ca”" e Mg”" utilizadas foram abaixo destes valores. Entretanto, a 4rea corporal total das larvas
em pH 8,0, apesar de nao significativo (48 e 216 hpe), indicou uma tendéncia de que larvas
cultivadas com o aumento somente do Ca®" na 4gua (23 mg L) parece ter menor crescimento
do que as larvas cultivadas com o aumento do Ca*" e Mg® (20 Ca*": 5,59 Mg*, mg L") na
mesma dureza (70 mg L™ CaCOs3).

LOPES et al (2001) enfatizam que as maiores taxas de sobrevivéncia e crescimento
para larvas de jundia foram obtidas em pH 8,0 em relagdo ao pH 7,0. Corroborando com estes
autores, nosso trabalho também indicou que o comprimento total mostrou melhor correlagao e
maior coeficiente do crescimento em fun¢do do tempo em pH 8,0, que pode sugerir que as
larvas crescem menos em pH 7,0 ao longo do tempo. LOPES et al (2001), TOWNSEND et al
(2003) e SILVA et al (2003) analisaram o crescimento das larvas de jundiad em comprimento
total e peso, portanto dificultando a comparagdo com as outras caracteristicas avaliadas neste
estudo.

GISBERT et al (2002) avaliando o desenvolvimento morfologico e morfométrico em
um Linguado da California (Paralichthys californicus, Pleuronectifomes) a 20 °C, sugerem
que morfologia ¢ os modelos de crescimento alométrico das regides do corpo indicam a
mudanga dos fendtipos para alevino-adulto em que ocorrem mudangas na pigmentagdo dos
olhos, flexdo da notocorda e aparecimento das nadadeiras. Estes autores mencionam que a
metamorfose para esta espécie nao foi completada em larvas at¢ 10 mm. Contudo, sugerem
que o crescimento alométrico positivo (em fungdo do comprimento total), para as regidoes da
cabeca esta associado ao desenvolvimento dos sistemas nervoso (cérebro), sensorial (visdo,
olfato e linha lateral), respiratorio (arcos e filamentos branquiais) e alimentar apds a eclosdo.
Conseqiientemente, com a diferenciagdo neural e estruturas sensoriais (crescimento

alométrico positivo dos olhos, desenvolvimento olfatério e neuromastos), tornam as larvas
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mais hébeis para reagir a estimulos de luz, detectar a presa e comecar a se alimentar
exogenamente quando reduzem as reservas do saco vitelinico. O desenvolvimento dos arcos e
filamentos branquiais permite melhor absor¢do do oxigénio pela superficie branquial,
resultando num maior suporte de oxigénio para aumentar atividade natatoria. Estes fatores
em conjunto com o desenvolvimento das mandibulas melhoram a capacidade de alimentagao,
aumentando o crescimento e as chances de sobrevivéncia das larvas (HUNT VON
HERBING, 2001).

No presente estudo os resultados morfologicos ¢ morfométricos indicam que o
crescimento alométrico positivo de larvas de jundia em geral sugere a proximidade do
fenotipo de alevino (semelhante ao adulto). Entretanto, o desenvolvimento larval ndo foi
completado em 216 hpe (em torno de 6 mm), devido a auséncia das nadadeiras dorsais e
caudais (apresentando somente as peitorais). Contudo, o coeficiente alométrico (em fun¢ao do
comprimento total) para todos os parametros foi positivo para ambos pHs, exceto para a area
do saco vitelinico que possuiu coeficiente alométrico negativo, como o esperado pois esta
estrutura reduz a medida que as larvas crescem em fun¢do do consumo do vitelo utilizado
para o desenvolvimento inicial até o inicio da alimentagdo exdgena.

FAUSTINO & POWER (2001) relatam que tanto o Ca®" como o Mg*" da 4gua, sdo
essenciais para o desenvolvimento da coluna vertebral, nadadeiras e cranio (estruturas
mineralizadas) no desenvolvimento de larvas de peixes. Neste contexto, a maior
disponibilidade de ions na 4dgua de cultivo, desde que em concentracdes adequadas a espécie,
favoreceu o crescimento do comprimento da cauda e altura da cabecga, seguida principalmente
pelo aumento da area corporal total em fase inicial de desenvolvimento das larvas de jundia

otimizando o cultivo.
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Conclusao

Os resultados sugerem que as melhores sobrevivéncias e crescimento foram obtidos
em pH 8,0 e este ¢ indicado para o cultivo de larvas de Rhamdia quelen.

O aumento da dureza da 4gua para 70 mg L' CaCOs;, principalmente nas
concentracdes de 20mg L™ de Ca® e 5,59 mg L' de Mg*" tende a favorecer o aumento da
area corporal total das larvas em ambos pHs.

A morfologia em fungdo da seqiiéncia de eventos temporais do desenvolvimento desta
espécie, ndo é alterada pelo pH e as concentragdes de Ca*” :Mg”" da 4gua utilizada.

O estagio de desenvolvimento de 6-216 h apds eclosdo ¢ considerado como periodo
critico, ressaltando o inicio da alimentacdo exogena (48 h apds eclosdo). E estas sao
informagdes importantes para pesquisadores e/ou produtores, no aprimoramento de técnicas
de manejo nas fases iniciais de vida de Rhamdia quelen contribuindo para o estudo biologico

desta espécie em ambiente de cultivo.
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CAPITULO 2

DISTRIBUICAO DE CELULAS MUCOSAS EM EMBRIOES E LARVAS DE JUNDIA
(Rhamdia quelen), HEPTATERIDAE, TELEOSTEI). INTERACAO DO pH E

CONCENTRACOES DE CALCIO E MAGNESIO DA AGUA.

Resumo

A densidade das células mucosas pode ser influenciada pelas condi¢cdes ambientais. O
objetivo deste estudo foi verificar a distribui¢do das células mucosas em embrides e larvas de
jundid, Rhamdia quelen, e avaliar a possivel influéncia do pH 7,0 (neutro) e 8,0 (alcalino) do
ambiente de cultivo com diferentes concentragdes de Ca” ¢ Mg”™ da 4gua. Os ovos apods
fertilizacao (hpf) e as larvas apds eclosdo (hpe) foram cultivados em pH 7,0 e 8,0 com 3
diferentes concentra¢des de Ca”": Mg”" da 4gua (mg L™): dureza 20 mg L' CaCO; (5,0 Ca”":
2,08 Mg?, controle) e dureza 70 mg L™ CaCO; (20 Ca*":5,59 Mg*" ¢ 23 Ca": 2,08 Mg*") a
24+1°C. Ovos e larvas foram coletados para analise da distribui¢do das células mucosas (CM)
na superficie corporal e branquias. Nos embrides 24 hpf nao foi observado CM na superficie
do corpo. Entretanto, larvas 6-30 hpe as CM foram localizadas na regido da superficie
corporal (72-76%) e saco vitelinico (28-25%). A medida que a larva cresceu, o nimero de
CM diminuiu no saco vitelinico até a completa auséncia destas células nesta regido em 48
hpe. De 48-216 hpe ocorreu um aumento no numero das CM na regido branquial (3- 6%).
Quando se considerou o padrio geral para a distribuicdo das CM somente para superficie
corporal (cabega e tronco+cauda) verificou-se que a regido do tronco+cauda (54-62%) possuiu
maior nimero de células do que a regido da cabeca (38-44 %) em 6-30 hpe. J4 em 48-216 hpe
este padrao se modificou e a percentagem das CM foi semelhante nas duas regides (cabega:
48-49% e tronco+cauda: 52 e 51%). O numero total de CM foi menor em pH 8,0 e 0 aumento
da dureza da dgua diminuiu o numero total de CM neste pH, contudo aumentou em pH 7,0.
Portanto, os resultados sugerem que as células mucosas de larvas de Rhamdia quelen tendem
a indicar uma distribui¢do uniforme na superficie do corpo (cabega e tronco+cauda),
principalmente ap6s 48 hpe, sendo que ocorre um aumento do nimero de CM nas branquias a
partir de 48 hpe. As larvas desta espécie modulam o niimero de células mucosas de acordo
com o ambiente de cultivo sugerindo uma adaptacdo a diferentes ambientes nas primeiras
fases ap0ds eclosdo, evidenciado pela interagdo com a dureza (principalmente com o aumento
do Ca®") e também com o pH da agua. Conseqiiéntemente, isto influencia indiretamente na
osmorregulagao.
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Introduciao

A compreensdo das interagdes entre as varidveis quimicas na qualidade da dgua e a
condicdo bioldgica dos animais ¢ de fundamental importancia para o cultivo de peixes,
principalmente nas primeiras fases do desenvolvimento animal uma vez que pode afetar a
sobrevivéncia das larvas. Estas fases s3o criticas porque as estruturas ¢ 6rgdos das larvas
ndo estdo completamente desenvolvidos e funcionais de forma a auxiliar na adaptacdo as
novas condi¢des ambientais (EVANS, 1993) tornando-as muito suscetiveis as variagdes do
meio. A qualidade da dgua nos tanques de piscicultura ¢ afetada dentre outros componentes
quimicos pelo pH e a dureza (WEDEMEYER, 1997). O pH atua diretamente na
permeabilidade da membrana celular dos organismos interferindo no transporte idnico intra
e extracelular (ARANA, 1997) e, portanto, o pH da agua afeta profundamente a
manuten¢do da homeostase (EVANS, 1993). Altas e baixas concentragdes de H' podem
produzir altera¢des histologicas e fisioldgicas nas branquias dos peixes (MCDONALD et
al., 1991). Por exemplo, pHs acidos (2,5-4,0) resultam em altas taxas de mortalidade em
peixes e envolvem a estrutura branquial e também a uma produgdo excessiva de muco
(WOOD et al., 1998). Entretanto, o aumento do nivel iénico da 4gua com sais de Ca*" e
Mg”" melhora a sobrevivéncia de peixes expostos a pHs acidos (MCDONALD et al., 1980)
e também o aumento da salinidade da 4gua estimula a produg¢do de muco (SHEFARD,

1994; ROBERTS & POWEL, 2003).

A avaliagdo da ontogenia inicial de peixes fornece uma ampla base de dados para
estudos comparativos do desenvolvimento morfologico em geral (BALON, 1990) que sao

de extremo interesse para a aqiiicultura (BENGSTON, 1999).

As larvas de peixes possuem células na superficie do corpo que tém grande

importancia do ponto de vista osmorregulatdrio na fase inicial do desenvolvimento, sio
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elas, as células mucosas (CM) e células de cloreto (CC). A células mucosas possuem
vesiculas contendo glicoproteinas intracelulares neutras que sdo facilmente identificadas
através de reacdo PAS (Periodic Acid Schiff, pH 2,5)-positiva, que ¢ especifica para
mucinas presentes nessas células. Devido a delicada estrutura do epitélio de revestimento
corporal, dos peixes a presenca do muco sobre a superficie representa um importante
mecanismo para prevenir injurias e infec¢des, e, assim como nas branquias possui
propriedades multifuncionais de prote¢do, barreira fisica, quimica e imunoldgica
(SHEFARD, 1994). Além disto, existem propostas que sugerem um possivel potencial

osmorregulatdrio para as CM nas larvas de peixes teledsteos (VARSAMOS et al., 2005).

O jundia, Rhamdia quelen, tem ampla distribui¢do geografica na América do Sul
sendo encontrado desde o Sudeste do México a Argentina Central, ¢ um peixe com alto
potencial produtivo e economicamente importante no Brasil (GOMES et al., 2000;
BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004). Estudos recentes mostraram que as larvas
desta espécie tém maior sobrevivéncia quando cultivadas em pH 8,0 do que em pH 7,0
(LOPES et al., 2001) e melhor sobrevivéncia e crescimento em dureza entre 20-70 mg L™
CaCO;, em pH 8,0, do que em niveis de dureza mais altos (150 mg L™ CaCO;) nesse pH

(TOWSEND et al., 2003; SILVA et al., 2003, 2005).

Considerando que a ontogenia de peixes teledsteos tem sido intensivamente
estudada (BOND, 1996), poucos dados sobre a distribui¢do de células mucosas sao
disponiveis nos estagios iniciais de desenvolvimento em peixes. Este trabalho teve como
objetivo verificar a distribui¢do das células mucosas em embrides e larvas de jundia,
Rhamdia quelen, e avaliar a possivel influéncia do pH 7,0 (neutro) e 8,0 (alcalino) do

ambiente de cultivo, com diferentes concentragdes de Ca>" ¢ Mg®" da 4gua.
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Materiais e métodos

Os ovos de jundia foram obtidos de desovas induzidas com uma inje¢do unica de
extrato hipofisario de carpa (fémeas = 5 mg.kg' e machos = 3 mgkg’, de acordo com
LEGENDRE et al., (1996) em fevereiro-2002 e mar¢o-2003 no setor de Piscicultura da
Universidade Federal de Santa Maria-RS. As analises posteriores ao cultivo foram feitas no
laboratério de Zoofisiologia e Bioquimica Comparativa da Universidade Federal de Sao
Carlos-SP.

Apds a fecundagdo artificial os ovos foram submetidos a dois experimentos: 1) pH
neutro (7,0) e II) alcalino (8,0) a 24 + 1°C, temperatura adequada para sobrevivéncia da
espécie (CHIPARI - GOMES et al., 2000). Em cada experimento os ovos e larvas foram
expostos a 3 tratamentos (mg L™): 20 Ca*" ¢ 5,59 Mg*" e 23 Ca*" ¢ 2,08 Mg"", com dureza 70
mg L' CaCO; e 5,0 Ca*™ e 2,08 Mg (controle), sendo a 4gua de abastecimento do
laboratério, com dureza 20 mg L™ CaCOs. A agua de abastecimento das incubadoras e caixas
foi previamente preparada em tanques com a adi¢do de CaCl, e/ou MgCl, para alteragdo da
dureza e o pH foi ajustado com fosfato de sédio monobasico (0,05M). O monitoramento do
pH da agua foi feito trés vezes ao dia (Quimis, Q-400 A). A concentracdo de oxigénio
dissolvido foi medida diariamente com oximetro (YSI- modelo Y5512), a concentracdo de
amonia total foi determinada utilizando o método de nesslerizacdo e a amoénia ndo ionizada
foi calculada de acordo com PIPER et al (1982), a alcalinidade foi determinada por
titulometria (precisdo 4.0 mg L' CaCO;) (GREENBERG et al., 1976). A concentragio de Na*
e K" em cada tratamento foram medidas utilizando-se fotdmetro de chama (Digmed modelo
DM-61).

A densidade de estocagem de ovos e larvas foi de 600 + 200 ovos L™ ¢ 10 larvas L',

respectivamente. Cada tratamento continha trés unidades experimentais, totalizando nove
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incubadoras (4 L) e nove caixas de cultivo para larvas (40 L), mantidas com aeracao artificial
constante ¢ sistema de cultivo fechado. Durante o periodo experimental de 7 dias apos
absor¢do do saco vitelinico as larvas receberam alimentagao artificial com ragdo para larvas
de jundia descrita por SILVA et al (2005).

Os ovos foram coletados 24 h apos fertilizagdo (embrido-hpf) e as larvas em 6, 12, 30
e 48 e 216 h apo6s eclosdo (9 dias apds a eclosdo-hpe ou 7 dias de larvicultura) para analise da
distribuicdo das CM. Os ovos ¢ larvas foram fixados imediatamente apos a coleta em
glutaraldeido 2,5% + paraformaldeido 2%. Apods a fixagdo foram incluidos em historesina e
posteriormente seccionados (3um). As CM foram identificadas como as células do epitélio
corporal em que se observou a coloracdo PAS-positiva (Periodic Acid Shiff). A localiza¢ao
das CM e andlise quantitativa foi feita em perfil de 5 cortes sagitais/animal (4
animais/tratamento) ¢ os dados foram expressos em mm de espessura/embrido ou larva
(considerando a espessura dos cortes sagitais no total do perfil). As CM dos embrides ¢ larvas
foram quantificadas nas regides da superficie corporal (onde considerou-se como corpo as
regides da cabeca, tronco + cauda), as regides do saco vitelinico e branquias foram
quantificadas separadamente como indicado na Figura 1, utilizando um microscopio Olympus
BX51 acoplado a uma camara de video e um computador através do programa C.A.S.T.
System (Olympus, Denmark).

Para uma analise qualitativa e de identificagdo da superficie das células mucosas dos
embrides e larvas foi utilizado um microscopio eletronico de varredura (Zeiss DSM 940 A).
As amostras foram preparadas para microscopia eletronica de varredura em série de alcool
(50, 70, 80, 90, 95, 100% por 10 min) e diafanizadas em HMDS, e coladas ao suporte do
microscopio com cola de prata e posterirmente cobertas com ouro.

Os dados estdo apresentados como média = erro padrio da média (EPM). O

delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em esquema bifatorial 3x2 (tratamentos
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e pHs) com trés repeti¢cdes utilizando a analise de variancia (ANOVA “Two way”). Sempre
que diferencas foram detectadas foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia p <

0,05. As analises estatisticas foram efetuadas utilizando o “software” ESTAT (v.2.0).

S.vitelinico 1 mm

Figura 1- Regides de contagem das células mucosas em larvas de jundia (Rhamdia quelen). 1a) Embrido (24
h apds fertilizacdo): cabeca, saco vitelinico e cauda. MC- membrana corionica. 1b) Larva (6 h apds eclosdo,
controle: pH 8,0): superficie corporal ou corpo- indicado por letras a (cabega), b (tronco) e ¢ (cauda). Regido
branquial (seta preta) e saco vitelinico (S. vitelinico). Escala =1 mm

Resultados

Nos embrides 24 hpf ndo foi observado CM na superficie do corpo. Entretanto, nas
larvas de jundia as CM estavam presentes em 6-216 hpe e foi observado um mesmo padrdo de
distribuicdo das CM nas diferentes regides do corpo e fase de desenvolvimento independente
do pH e concentragdes de Ca®":Mg**(Figura 2). Em 6-30 hpe as CM foram localizadas na
regido da superficie corporal (72-76%) e saco vitelinico (28-25%). A medida que a larva
cresceu, entre 6-30 hpe, o nimero de CM tende a diminuir no saco vitelinico até a completa
auséncia destas células nesta regido em 48 hpe. A partir de 48 hpe foi observado CM na

regido branquial (3-6%, respectivamente), entretanto foi verificado que o maior numero destas
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células encontrava-se na superficie corporal. Entre 48-216 hpe o nimero de CM na superficie
corporal diminuiu enquanto que nas branquias o nimero destas células aumentou.

Quando se considerou o padrdo geral para a distribuicdo das CM somente para
superficie corporal (cabeca e tronco+cauda) verificou-se que a regido do tronco+cauda (54-
62%) possuiu mais células do que a regido da cabeca (38-44 %) em 6-30 hpe. Ja em 48-216
hpe este padrao se modificou e a percentagem das CM foi semelhante nas duas regides
(cabeca: 48-51% e tronco+cauda: 52 e 49%) (Figura 3).

A Figura 4 mostra as células PAS-positiva para as CM em larvas de jundiad. CM
também foram identificadas na regido do eso6fago em larvas de 48-216 hpe (Figura 4e), fase
em que se iniciou a alimentacdo exdgena. Através da microscopia eletronica de varredura
observaram-se as CM na superficie do corpo das larvas, bem como sua diferenga com as
células de cloreto (Figura 5).

Em pH 8,0, nas fases de 6, 30 ¢ 48 hpe observou-se interagdo entre o pH ¢ a
concentracio de Ca’":Mg”" na 4gua em relagio ao nimero total de CM. O aumento da dureza
da agua resultou em uma diminui¢do no numero total de CM em 6 hpe, ja em 30 e 48 hpe
somente o aumento do Ca®" na 4gua resultou em um menor namero de CM totais em relagio
ao controle. Contudo, em pH 7,0 também ocorreu interagdo nestas fases, exceto em 30 hpe e
ao contrario do pH 8,0, ocorreu um aumento do numero de CM totais em relagdo ao aumento
do Ca*" na agua. O numero total de CM foi maior em pH 7,0 do que em pH 8,0 nas fases de
12 € 216 hpe. (Tabela 1). A Figura 6 mostra o namero total de CM em fun¢do das fases apos a
eclosdo em pH 7,0 e 8,0 evidenciando um padrdo semelhante do nimero de CM totais ao

longo do desenvolvimento, exceto em 12 hpe.
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M bra 6 hpe 12 hpe 30 hpe
Os vit
corpo

48 hpe 216 hpe

3% 6%

97% 94%

Figura 2- Padrao geral de distribui¢do das células mucosas em larvas apds eclosdo (6, 12, 30, 48 e 216 hpe) de jundia (Rhamdia quelen).
bra= branquias; s vit= saco vitelinico; corpo= superficie corporal.
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Figura 3- Distribui¢do geral das células mucosas na superficie corporal (cabeca, tronco+cauda) em larvas apds eclosdo (6, 12, 30, 48 e

216 hpe) de jundia (Rhamdia quelen).
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Figura 4- Coloragao-PAS positiva para células mucosas em larva de jundia (Rhamdia quelen).
4a-c) Larva 6 h apos eclosdo: 4a) Cabega. Notar auséncia destas células nas branquias (Br);
4b) Saco vitelinico; 4c) Cauda. 4d-e). Larva 216 h apds eclosdo: 4d) Branquias; 4e) Esofago
(Es). Setas inclinadas em todas as figuras indicam célula mucosa. Setas horizontais na base da
figura 4e indicam a posi¢do deste 6rgdo em relagdo as branquias (Br) e trato digestivo (TD).
Escala= Imm.
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Figura 5- Célula mucosa de Rhamdia quelen em microscopia eletronica de varredura. Imagem
da regido da cabeca em larvas 6h apds a eclosdo em 4gua controle com pH 8,0 (25 KV,
2500x). Note a diferenga da célula mucosa (CM, orificio) e das células de cloreto (CC,
orificios com pequenas vilosidades ). CP = célula pavimentosa. Escala = 6um.
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Tabela 1 - Numero total de células mucosas (CM) no estdgio embrionario e larval 6, 12 , 30, 48 e 216h apo6s eclosdo de jundia (Rhamdia quelen)
em pH 7,0 e 8,0 com diferentes concentragdes de calcio e magnésio da dgua. n=4 animais/tratamento. hpf- horas apds fertilizacdo. hpe- horas

apos a eclosao.

Estagio de Células mucosas totais (mm™)
desenvolvimento
Tempo pH 7,0 pH 8,0
(h)
Caa™ M g2+ Caa M g2+
(mgL™) (mg L™
5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08°
Embrionario (hpt)
24 00+00 00400 00+00 00£00 00+00 00+00
Apos eclosao (hpe)
6 15049 + 900™  18288+1423*  27843+2178% | 26421+889* 125774289  17021+858"
12 2375445962 4531046569  48866+3414 20133+481°  15954+5378° 2222146101
30 3171042909 37109+701 336664290 | 38199+2748%  32733+1674% 1675441698
Alimentacdo 48 2324241756™  24731+2295%  3428742284% | 20176+924*  26065+1293*  18865+1584""
Exdgena 216 18488+2711 2228741311 2055443072 | 16265+1999° 1328742098  13665+1266°

Dureza da 4gua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. © 70 mg L' CaCOs- com variagdo da concentragio de Ca” :Mg” (mg L™)- Letras
diferentes no tempo indicam diferenca significativa das média+erro padrio entre as concentragio de Ca’":Mg*" em cada pH (p<0,05).”
diferenca significativa entre médiaterro padrio do pH 8,0 em relagdo ao pH 7,0 (p<0,05). # interagdo entre pH e Ca®":Mg*" -mg L.
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Figura 6- Numero total das células mucosas em larvas de jundid (Rhamdia quelen) 6, 12, 30,
48 ¢ 216 h apods a eclosdo em pH 7,0 e 8,0. Pontos indicam média (:EPM) das concentragaes
de Ca*":Mg®" em ambos pHs 7.0 e 8,0. Linhas indicam a tendéncia.

Discussao

Neste estudo a distribui¢do das CM ndo foi influenciada pelo pH ou concentracdo de
Ca®":Mg*" da 4gua. Entretanto, o niimero total de CM das larvas de jundi4 foi alterado pelo
ambiente de cultivo.

HENRIKSON & MATOLTSY (1968) indicaram que as células mucosas em teleosteos
variam de acordo com a espécie, bem como a densidade e distribui¢do destas células também
podem variar nas diferentes regides do corpo. HENRIKSON & MATOLTSY (1968) e
KAWEEWAT & HOFER (1997) mencionam que em geral o maior niimero de células
mucosas sdo encontrados no epitélio da superficie corporal, e que isto esta relacionado com
camada de muco necessaria para a protecdo da epiderme do corpo em ambiente aquatico
devido aos peixes ndo possuirem a camada de células queratinizadas (caracteristica de
vertebrados). A superficie corporal (principalmente a regido do tronco+cauda) parece ser o

principal local envolvido com a producdo de muco na fase inicial de vida do jundia, e tendem
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a uma ditribuicdo uniforme ao longo do desenvolvimento. Os dados do presente estudo
corroboram com KAWEEWAT & HOFER (1997) que estudaram as células mucosas na
epiderme corporal de larvas de dois ciprinideos (Phoxinus phoxinus e Chalcalburnus
chalcoides) enfatizaram que o nimero de células mucosas na superficie corporal destas larvas
(comprimento inicial de 4 mm) diminui ao longo do desenvolvimento ¢ permaneceram
praticamente constante com o crescimento das larvas (13-18 mm). Além disto o nimero de
células mucosas no saco vitelinico foi reduzindo ao longo do tempo em larvas de jundid,
assim como em Phoxinus phoxinus € Chalcalburnus chalcoides.

Entretanto, as células mucosas na regido branquial surgiram a apartir de 48 hpe, o que
possivelmente indica que as branquias se tornam mais desenvolvidas, ¢ que a produgdo de
muco também auxilia na prote¢ao do epitélio branquial. Nesta mesma fase foram identificadas
CM no esdfago, o que sugere a funcionalidade do trato digestivo em fun¢do do
desenvolvimento ¢ adaptagdo a alimentagdo exdgena em que o muco favorece o movimento
do alimento e prote¢ao do epitélio. FERRARIS et al (1987) analisando o desenvolvimento e
histologia do trato digestivo de larvas de “milkfish” (Chanos chanos, Gonorynchiformes)
verificou a presenca de células mucosas no esdfago a partir de 72 horas apods a eclosdo, e
sugeriu que mudancas morfoldgicas e histoquimicas deste o6rgdo estdo relacionadas ao
desenvolvimento. FLORES QUINTANA et al (2004) observaram as caracteristicas
histologicas da parte anterior do tubo digestivo de juvenis de R. quelen € mencionaram que as
células mucosas do eso6fago desta espécie sao do tipo secretoras de mucosubstincias neutras,
viscosas ¢ adesivas que atraem particulas e agua, ¢ este orgdo também pode participar na
reten¢do de alimentos maiores devido a sua elasticidade.

Estudos anteriores verificaram que quanto mais acido o pH maior ¢ a producao de muco
em peixes, conseqiientemente devido ao aumento do nimero de células mucosas (WOOD et

al., 1998). As condi¢des ambientais adversas incluindo chuva acida, toxicos dissolvidos,
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mudancga da salinidade, temperatura, manejo e muitas doengas podem resultar no aumento da
camada de muco (BUCHER & HOFER, 1993). LEONARDO et al (2001) e BRESEGHELO
et al (2004) sugerem que o aumento de células mucosas também pode ser considerado como
uma resposta adaptativa a determinados ambientes com a presenga de possiveis estressores
(metais, etc) ou também pela deficiéncia de vitamina C na ra¢do, quando em ambas situagdes
ndo se detecta mortalidade ou mudanga de comportamento dos individuos. TAKASHIMA &
HIBIYA, (1995) indicam que a alteracdo na produ¢do de muco em peixes ¢ um indicativo
para respostas defensivas relacionadas ao meio ambiente. Portanto, podemos inferir que o
aumento da produgdo de células mucosas em pH neutro pode ser um indicativo de que as
larvas de Jundia possivelmente estdo em condigdes menos favoraveis do que em pH alcalino
da agua de cultivo.

O menor nimero de CM em pH 8,0 parece ser uma condi¢ao adequada para as larvas
de jundia pois, autores trabalhando com a mesma espécie demonstraram que o pH 8,0 é o
indicado para o cultivo intensivo desta espécie (LOPES et al., 2001), e TOWNSEND et al
(2003) e SILVA et al (2003, 2005) obtiveram melhor crescimento das larvas em durezas entre
20-70 mg L' CaCOs. Entretanto, SILVA et al (2003, 2005) sugeriram que alguns efeitos
deletérios observados em larvas de jundid estdo relacionados principalmente ao aumento do
Ca”" e ndo do Mg*" na agua e que larvas de jundia toleram no méaximo 20 mg L™ de Ca’" na
agua inclusive em dureza da dgua 70 mg L' CaCOs. Neste estudo, o aumento do Ca’
também sugere maior influéncia do que o Mg®" da 4gua com relagdo a densidade total de CM
nas larvas de R. quelen.

Considerando as interacdes com a dureza da agua, o pH 8,0 evidencia uma relacao
clara de que o aumento da concentragio de Ca®" diminui o namero de CM em larvas de
jundia, ao contrario do pH 7,0 que indica que o aumento do Ca®" na 4gua proporcionou

aumento do numero total de CM, sugerindo a influencia da disponibilidade de ions na adgua
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sobre estas c¢lulas nas fases iniciais apds a eclosdo (principalmente 6 hpe). Contudo, destaca-
se o efeito do pH da dgua, pois ocorreu uma proliferacao diferenciada das CM em ambos pHs
em relagdo ao aumento da dureza, principalmente com o aumento do Ca®’, isto possivelmente
retrata que a densidade total de CM ¢ influenciada pelo meio de cultivo logo nas primeiras
horas ap6s a eclosdo em larvas de jundia.

BONGA & VAN DER MEI (1981) mencionaram que a abundancia de CM na
superficie corporal de peixes pode estar relacionada & baixa concentragdo de Ca®" e Mg™"
ambiental. Contudo, O’BYRNE-RING et al (2003) mostraram que o nimero de CM diminui
na epiderme de salmao do Atlantico (Salmo salar, Salmoniformes) antes da fase de transicao
para a migracao para agua salgada, sugerindo uma adaptag¢do 4 4gua com maior concentragao
ionica. De acordo com VARSAMOS et al (2005) possivelmente existe uma influencia indireta
das células mucosas na osmorregulagdo, em fun¢do da disponibilidade idnica do ambiente.
Uma razao que possibilita a inferéncia de que o muco pode auxiliar na regulagdo idnica ¢ que
a maioria das glicoproteinas possuem pH acido ou proximo ao neutro e consequentemente o
muco pode proporcionar trocas ionicas (POWELL et al., 1994). SHEPHARD (1982) sugere
que em geral o muco ndo ¢ uma barreira significante para impedir a difusdo de dgua, e indica
que o muco participa da osmorregulacdo, devido a possivel influéncia sobre o gradiente
i0nico na superficie dos epitélios.

ROBERTS & POWEL (2003) avaliando o fluxo idnico branquial e a mudanca
histoquimica das CM em salmao do Atlantico (Salmo salar) sob os efeitos da salinidade ¢ a
presenca de doengas (amebiase) na agua de cultivo indicam que ocorreu um aumento do
numero de CM quando os peixes foram aclimatados a 4gua do mar e expostos a doenga. Estes
autores verificaram uma mudang¢a bioquimica do muco das CM, de mucinas neutras em agua
doce para mucinas neutras e acidas em agua salgada, e propdem que o muco além da protegao

também atua na ionoregulacdo. Neste contexto, sugere-se a participagdo indireta das CM na
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osmorregulacao das larvas de jundia nas primeiras fases apos aclosao em fun¢ao da interagao
com o ambiente, entretanto ndo foi avaliado, a composi¢ao bioquimica do muco das CM neste
estudo. Portanto, parece que as células mucosas (em fungdo do muco) podem participar da
osmorregulagdo com as células de cloreto no desenvolvimento ontogenético inicial das larvas
de peixes (VARSAMOS et al., 2005).

Outro fator importante a ser considerado ¢ a relacdo neuroendécrina nao totalmente
funcional na fase inicial de vida das larvas, e isto pode influenciar na adaptacdo a diferentes
ambientes, devido a participagdo dos hormonios que auxiliam na osmorregulacio (BONGA,
1997). Segundo MARSHALL (1976), a prolactina que atua na osmorregulagdo em peixes tem
sido associada a regulacdo idnica epitelial, pois influencia na proliferacdo de CM, em que
baixas concentracdes deste hormonio induzem a um maior numero de CM em peixes. FLIK
et al (1984) demonstraram que a calmodulina presente no muco de peixes, ¢ uma proteina que
aumenta a ligacdo do Ca”" presente na 4gua com o muco e que isto pode estar indiretamente

envolvido com a absorcao deste ion, aumentando o gradiente i6nico e favorecendo a absor¢ao.
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Conclusao

Os resultados sugerem que as células mucosas de larvas de Rhamdia quelen tendem a
uma distribuicdo uniforme na superficie do corpo (cabega e tronco+cauda), principalmente
apos 48 h apods eclosdo. Na superficie branquial o nimero de células mucosas aumenta a
partir de 48 hpe.

As larvas desta espécie modulam o numero de células mucosas de acordo com o
ambiente de cultivo sugerindo uma adaptacao a diferentes ambientes nas primeiras fases apos
eclosio, evidenciado pela interacio com a dureza (principalmente com o aumento do Ca®") e
também com o pH da 4gua. Conseqiiéntemente, isto influencia indiretamente na

osmorregulagao.
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CAPITULO 3

DISTRIBUICAO DAS CELULAS DE CLORETO EM EMBRIOES E LARVAS DE
JUNDIA, Rhamdia quelen (HEPTAPTERIDAE, TELEOSTEI). INTERACAO DO pH E

CONCENTRACOES DE CALCIO E MAGNESIO NA AGUA

Resumo

Mudangas no pH e/ou concentracdo de ions na dgua podem proporcionar alteracdes
fisioldgicas nos estagios iniciais de desenvolvimento envolvendo principalmente as células de
cloreto. O objetivo deste estudo foi avaliar a distribuicdo de células de cloreto (CC) e
atividade especifica da enzima Na'/K'-ATPase no desenvolvimento embrionario e larval de
R. quelen em pH neutro e alcalino em diferentes concentracdes de Ca®” e Mg”" na dgua. Apos
a fertilizacdo os ovos foram mantidos em 4gua com pH 7,0 e 8,0 com 3 diferentes
concentracdes de Ca’": Mg”" da 4gua (mg L™): dureza 20 mg L™ CaCO; (5,0 Ca®": 2,08 Mg?,
controle) e dureza 70 mg L™ CaCO; (20 Ca®":5,59 Mg*" e 23 Ca®": 2,08 Mg*") a 24+1°C. Os
ovos foram coletados 24 h apds fertilizacdo (hpf) e as larvas em 6, 12, 30, 48 ¢ 216 h apos
eclosdo (hpe), para analises da distribui¢do das CC, concentragdo de ions corporal e atividade
especifica da Na'/K'-ATPase. A imunoreatividade para Na'/K -ATPase nas CC da superficie
corporal e branquias foi observada em 6-216 hpe apds eclosdo. Em 6 e 12 hpe, a maioria das
CC foram localizadas na superficie corporal (55 e 44%) e saco vitelinico (34 e 32%). Entre
30-48 hpe, estas células localizavam-se no epitélio da cavidade branquial (20-29%) e
branquias (19-43%). Em 216 hpe, a maioria das CC foi observada nas branquias (66%). O
ntmero total de CC foi maior em pH 7,0 e a atividade da enzima Na'/K'-ATPase foi menor
do que em pH 8,0. A elevacdo da dureza na 4gua aumentou a atividade especifica da enzima
Na'/K'-ATPase, mas ocorreu diminui¢io de ions Na" e K corporal principalmente em pH 7,0
na maior concentragio de Ca”” na 4gua. A maior atividade da Na”/K"-ATPase foi nas larvas
cultivadas em alta concentragio de Ca®" na agua. Os resultados sugerem que o aumento da
concentracio de Ca’" (23 mg L) na 4gua em ambos pHs, ndo é o mais adequado para o
cultivo das larvas de Rhamdia quelen. Entretanto, o pH 8,0 ¢ indicado para esta espécie. As
larvas expostas ao pH 7,0 apresentaram maior nimero de CC do que pH 8,0 e a dureza da
agua influenciou na densidade total de células de cloreto nas primeiras fases apds eclosao (6-
12 hpe), ocorrendo uma diminui¢do no nimero destas células em ambos pHs.
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Introduciao

Os peixes de agua doce podem absorver Ca’" ¢ Mg”" diretamente da 4gua pelas
branquias ou da alimentagdo via intestino (WURTS & DURBOROW, 1992;
BALDISSEROTTO & MIMURA, 1995; BUEVELDS et al., 1998; FLIK et al., 1993). Estes
fons sdo os principais constituintes da dureza da 4gua sendo que o Ca®" tem papel
fundamental na regulac¢do idnica, reduzindo a permeabilidade das membranas bioldgicas e,
conseqiientemente, o fluxo difusivo de ions para o meio aquatico (GONZAL et al., 1987;
WURTS & DURBOROW, 1992; GONZALEZ, 1996). Ja o Mg®" participa ativamente de
muitos processos celulares tais como sintese de proteinas, divisdo celular, crescimento e
homeostase (VAN DER VELDEN et al., 1990). Assim a elevacdo da dureza da adgua (adicao
de sais de Ca®" e Mg”") em ambientes cujas aguas sdo extremamente moles pode contribuir
para diminuir o gasto metabdlico da regulagdo ionica e osmoética dos peixes e protegé-los
contra as alteracdes de pH, comuns em ambientes naturais e, principalmente, em sistemas de
cultivo (WOOD, 2001).

Virios estudos t€ém demonstrado que o aumento da dureza da agua aumenta a
sobrevivéncia de algumas espécies de peixes (MCDONALD et al., 1980) principalmente
durante os primeiros estagios de desenvolvimento (GONZAL et al., 1987; KETOLA et al.,

1988; TUCKER & STEEBY, 1993; MOLOKWU & OKPOKWASILI, 2002).

As células de cloreto (CC), caracterizadas por possuirem numerosas mitocondrias e
unidades da enzima Na'/K'-ATPase (DANG et al., 2000; HIROSE et al., 2003), sdo
responsaveis pela absor¢do do Ca*", Na™ e CI nas branquias de teledsteos de 4gua doce (FLIK
et al., 1993). Estas células tém sido descritas também no epitélio opercular, cavidade bucal e
faringeana e na pele de algumas espécies de peixes (HWANG & HIRANO, 1985; HWANG,

1990; HWANG et al., 1994; LI et al., 1995). Durante o desenvolvimento embrionario ¢ larval
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estas células podem ser encontradas no epitélio do saco vitelino de embrides e distribuidas na
superficie corporea e epitélio branquial (ALDERDICE, 1988). No final da absor¢do do saco
vitelino ocorre alteragdo na distribui¢do e no nimero das CC (ROMBOUGH, 1999) que pode

variar em func¢do das condi¢des ambientais (FERNANDES et al., 1996, 1998).

O uso de calcareo em sistemas de cultivo de organismos aquaticos para aumentar a
dureza e/ou pH da agua pode ser constituido de concentracdes diferentes de Ca*" ¢ Mg”",
nesses sistemas as concentragdes de Ca”" e Mg*" ¢ o pH sdo fatores que podem aumentar a
sobrevivéncia e o crescimento larval (SILVA et al., 2005). A resisténcia de ovos ¢ larvas de
peixes de agua doce em diferentes pHs tem interesse basico e aplicado na aqiiicultura
(WILKIE & WOOD, 1994; HEATH, 1995; ROMBOUGH, 1999), pois concentragdes altas e
baixas do fon H" no meio aquatico podem causar alteragdes morfofuncionais principalmente
nas branquias dos peixes (MCDONALD et al., 1991). Assim o estudo da distribui¢do e do
numero de CC nos estagios embrionarios e larvais de peixes em diferentes condigdes de pH e
dureza do meio aquatico ¢ de grande importincia na avaliagdo do possivel papel destas

células no processo de adaptagdo e sobrevivéncia de larvas em ambiente natural e de cultivo.

O jundia, Rhamdia quelen, tem ampla distribuicdo geografica na América do Sul
sendo encontrado desde o Sudeste do México a Argentina Central e ¢ um peixe com alto
potencial produtivo e economicamente importante no Brasil (GOMES et al.,, 2000,
BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2004). Estudos recentes mostraram que as larvas
desta espécie tém maior sobrevivéncia quando cultivadas em pH 8,0 do que em pH 7,0
(LOPES et al., 2001) e melhor sobrevivéncia e crescimento em dureza entre 20-70 mg L™
CaCO; em pH 8,0 do que em niveis de dureza mais altos (150 mg L™ CaCOs) nesse pH
(TOWSEND et al., 2003; SILVA et al., 2003, 2005). Neste contexto, para contribuir com o
estudo da biologia desta espécie, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a distribuicao de

células de cloreto e a atividade especifica da enzima Na'/K'-ATPase durante o
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desenvolvimento embrionario e larval de R. quelen em pH neutro e alcalino e em diferentes

concentragdes de calcio e magnésio na agua.

Materiais e métodos

Os ovos de jundid foram obtidos de desovas induzidas com uma inje¢ao Unica de
extrato hipofisario de carpa (fémeas = 5 mg.kg' e machos = 3 mgkg’, de acordo com
LEGENDRE et al (1996) em fevereiro-2002 e mar¢o-2003 no setor de Piscicultura da
Universidade Federal de Santa Maria-RS. As analises posteriores ao cultivo foram feitas no
laboratorio de Zoofisiologia ¢ Bioquimica Comparativa, Universidade Federal de Sao Carlos-
SP.

Apds a fecundagdo artificial os ovos foram submetidos a dois experimentos: 1) pH
neutro (7,0) e II) alcalino (8,0) a 24 + 1°C, temperatura adequada para sobrevivéncia da
espécie (CHIPARI-GOMES et al., 2000). Em cada experimento os ovos e larvas foram
expostos a 3 tratamentos (mg L™): 20 Ca*" ¢ 5,59 Mg*" e 23 Ca*" ¢ 2,08 Mg"", com dureza 70
mg L' CaCO; e 5,0 Ca*™ e 2,08 Mg (controle), sendo a 4gua de abastecimento do
laboratério, com dureza 20 mg L! CaCoO:s.

Cada tratamento continha trés unidades experimentais, totalizando nove incubadoras
(4 L) e nove caixas de cultivo para larvas (40 L), mantidas com aeracdo artificial constante e
sistema de cultivo fechado.

A agua de abastecimento das incubadoras e caixas foi previamente preparada em
tanques com a adi¢ao de CaCl, e/ou MgCl, para alteracdo da dureza e o pH foi ajustado com
fosfato de s6dio monobasico (0,05M). O monitoramento do pH da 4gua foi feito trés vezes ao

dia (Quimis, Q-400 A). A concentragdo de oxigénio dissolvido foi medida diariamente com
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oximetro (Y SI- modelo Y5512), a concentragdo de amonia total foi determinada utilizando o
método de nesslerizacdo ¢ a amodnia nao ionizada foi calculada de acordo com PIPER et al
(1982), a alcalinidade foi determinada por titulometria (precisio 4.0 mg L' CaCOs)
(GREENBERG et al., 1976). A concentracio de Na" e K’ em cada tratamento foram medidas
utilizando-se fotometro de chama (Digmed modelo DM-61).

Os ovos foram coletados 24 h apo6s fertilizagdo (hpf - embrido) e as larvas em 6, 12, 30
e 48 ¢ 216 h apos eclosao (hpe, 9 dias apds a eclosdo ou 7 dias de larvicultura) para analise da
distribuicdo das CC, concentragdo de fons corporal e atividade especifica da Na'/K'-ATPase.

A localizagdo da Na'/K'-ATPase foi feita através de imunocitoquimica em ovos ¢
larvas que foram fixados em Bouin, desidratados em etanol, incluidos em parafina e
seccionados longitudinalmente (10um). As células de cloreto (CC) foram identificadas por
imunocitoquimica (anticorpo Ig a5: anti Na'/K'-ATPase) de acordo com o método descrito
por DANG et al (2000) com modificagdes. Apos remocao da parafina as laminas foram
lavadas em tampao tris-salino com triton (TBSTX-0,5 M, NaCl- 1,54 M ¢ 0,1 % de Triton X-
100, diluido 1:10, pH 7,4) e as ligagdes ndo especificas foram bloqueadas com soro de cabra
(20% por 20 min). Em seguida, as laminas foram incubadas durante 15 horas com anticorpo
anti Na'/K'-ATPase (IgGa5, Developmental Studies Hybridoma Bank, Department of
Biological Sciences, The University of Iowa, USA) diluido 1:300. Apods a remogdo do
primeiro anticorpo foi adicionado o segundo anticorpo (IgG anti-mouse- GAM) com diluigdo
1:150 durante 1 h e, posteriormente a sua remog¢ao, as laminas foram incubadas por mais 1 h
com a peroxidade anti-peroxidade (M/PAP, dilui¢ao 1:800). O excesso da peroxidase foi
retirado com 2 banhos (10 min) em tampao tris: TB- 0.5 M (diluido 1:10) pH 7,4. Todo o
processo foi realizado em temperatura ambiente (20+2 °C) em cdmara escura ¢ Umida. A
localizag¢ao do anticorpo (detec¢do das imuno-peroxidases) foi realizada utilizando coloragao

com solugdo de DAB (0,05 mg 1" de 3-3-diaminobenzidine, diluido em tampdo Tris (TB
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diluido 1:10, pH 7,4) com sulfato de niquel II amoénio (0,25%) em agua oxigenada (0,015%)
durante 6 min. A reagdo foi interrompida com banhos em agua destilada (2x, 10 min). Em
seguida as secdes foram desidratadas em série crescente de etanol, diafanizadas em xilol e
montadas com Entellan.

As CC foram identificadas como células do epitélio do corpo em contato com o meio
externo (4gua) em que se observou imunoreatividade da Na'/K'-ATPase. A localizagdo das
CC e analise quantitativa foi feita em perfil de 5 cortes sagitais/animal ¢ os dados foram
expressos em mm™' por espessura de embridio ou larva (considerando a espessura dos cortes
sagitais no total do perfil). Foram utilizados 5 animais/tratamento. As CC dos embrides e
larvas foram quantificadas nas regides da superficie corporal (onde considerou-se como corpo
as regides da cabeca, tronco e cauda), o saco vitelinico, cavidade branquial e branquias como
indicado na Fig. 1, utilizando um microscopio Olympus BX51 acoplado a uma camara de
video e um computador através do programa C.A.S.T. System (Olympus, Denmark).

Para uma andlise qualitativa de identificagdo da superficie das células de cloreto dos
embrides e larvas foi utilizado um microscopio eletronico de varredura (Zeiss DSM 940 A).
As amostras foram preparadas para microscopia eletronica de varredura em série de alcool
(50, 70, 80, 90, 95, 100% por 10 min) e diafanizadas em HMDS, e coladas ao suporte do

microscopio com cola de prata e posterirmente cobertas com ouro.
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Figura 1- Identifica¢do das regides de contagem das células de cloreto em embrido e larva de jundia (Rhamdia
quelen). 1a) Embrido (24 h apos fertilizacdo): cabega, saco vitelinico e cauda. MC- membrana coridnica. 1b)
Larva (6 h apos eclosdo, controle: pH 8,0): superficie corporal/corpo- indicado por letras a (cabega), b (tronco) e
c (cauda). Regido da cavidade branquial e branquias (seta preta) e saco vitelinico. Escala= Imm.

A atividade especifica da enzima Na'/K'-ATPase (definida como Na'- e K'-
dependente da adenosina trifosfatase sensivel a ouabaina) foi determinada em fragdes de
homogenados (total corporal) de ovos e larvas (“pool” =9). Apos a coleta, os animais foram
congelados (-20°C) em tampdo SEI (Sacarose- 0,3M; EDTA-0,0001M; Imidazol- 0,03M, pH

7,4) contendo B-mercaptoethanol (10mM) para posterior analise. Os ovos e larvas foram

homogeneizados e centrifugados por 5 minutos a 10.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi
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coletado ¢ a ele foi adicionado 10 pl de saponina (0,2 mg mL", emulsificante) por mL de
sobrenadante.

A atividade da Na'/K'-ATPase foi determinada como descrita por QUABIUS et al
(1997) para leitura em microplaca. Foi utilizado 5 pul do sobrenadante da amostra ao qual foi
adicionado 100 pl de tampao SEI contendo 3 mM de Na,ATP (“Vanadium free”), pH 7,6. A
atividade da enzima foi determinada pela diferenca entre as amostras incubadas com tampao
contendo KCI (13mM) e amostras com tampao contendo ouabaina (2,5 mM). O tempo de
incubacdo foi de 30 minutos a 20-22°C, no escuro. Apos a incubag¢do a reagdo foi
interrompida pela adi¢do de 200 pl de uma mistura de 1:1 de TCA 8,6% e o reagente de cor
(0,66 mM H,SO4 + 9,2 mM de molibdato de amonia + 0,33 mM de FeSO, 7H,0). A leitura
foi realizada em 595 nm em leitora de microplaca (Dynex MRX tecnologies, Inc.) e a
atividade da enzima foi expressa em pmol.Pi. mg proteina™. h™ . A concentragio de proteina
foi determinada pelo pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Apbs as coletas os ovos e larvas (em “pool” = 9) foram imediatamente congelados a -
20°C para determinagdo da concentragdo dos ions Ca*’, Mg2+, Na', K" e CI totais. As
amostras foram secas em estufa a 70°C durante 24 h até obtengdo da massa seca, digeridas em
acido nitrico concentrado (MOL et al., 1999) e as leituras foram realizadas em
espectrofotometro de absor¢do atomica (SPECTRA A — VARIAN, software SPECTRA A
220 v.2.0) com limite de detec¢do (mg L '): Ca*™- 0,06, Mg*"- 0,005, Na'- 0,035 ¢ K'- 0,10.
O CI' foi determinado utilizando método colorimétrico com limite de deteccdo de 14 a 3,9
.10’ mg L™ (kit LABTEST Diagnéstica) em leitora de microplaca (Dynex MRX tecnologies,
Inc.) com leitura em a 490 nm. As concentragdes de Ca’", Mg2+, Na', K, CI' corporais foram
expressas em fungio da massa seca em umol g .

Os dados estdo apresentados como média *+ erro padrio da média (EPM). O

delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, em esquema bifatorial 3x2 (tratamentos
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e pHs) com trés repeticdes utilizando a analise de variancia (ANOVA “Two way”). Sempre
que diferencas foram detectadas foi aplicado o teste de Tukey com nivel de significancia p <

0,05. As analises estatisticas foram efetuadas utilizando o “software” ESTAT (v.2.0).

Resultados

Durante todo o periodo experimental a temperatura (23-24°C), alcalinidade total (20-30
mg L CaCOs) e as concentragdes de oxigénio dissolvido (6,7-7,2 mg L), amdnia total (0,2-
0,8 mg L), potassio (1,5-1,6 mg L") e sodio (27,4-28,1 mg L) da 4gua ndo apresentaram
diferenca significativa nos pHs e concentragdes Ca®": Mg”" analisados.

Vinte e quatro horas ap6s fertilizacdo, os embrides ndo possuiam células
imunopositivas para a Na'/K'-ATPase. As larvas eclodiram com 27-36 hpf e em seis horas
apos eclosdo foi detectada imunoreatividade para Na'/K'-ATPase nas CC da superficie
corporal, branquias e nos rins enquanto que no intestino apenas a partir de 30 hpe foi
observada imunoreatividade para essa enzima (Fig. 2 e 3). A Figura 4 mostra imagens de
microscopia eletronica de varredura em larvas 6 hpe sugerindo diferentes estagios de
desenvolvimento destas células, onde células pequenas e com poucas visolosidades expostas
na superficie sdo células em estagio inicial de desenvolvimento.

A distribui¢do de células imunopositivas para a Na'/K'-ATPase na superficie das
larvas ndo foi alterada em fungdo do pH e das concentracdes Ca’": Mg®" na agua, mas foi
diretamente relacionada as fases do desenvolvimento (Fig. 5). Entre 6 ¢ 12 hpe 55 ¢ 44%,
respectivamente, das CC estavam localizadas na superficie corporal, 34 e 32% no saco
vitelinico. Entre 30-48 hpe, as CC foram predominantes no epitélio da cavidade branquial
(20-29%) e branquias (19-43%), respectivamente. Em 216 hpe a maioria das CC estava

localizada nas branquias (66%).
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Figura 2- Células imunopositivas para a Na'/K'-ATPase nas diferentes regides do embrido e larvas (6h apos a
eclosdo em agua controle com pH 8,0) de jundid, Rhamdia quelen. (2a) Embrido 24 h apoés fertilizagdo. Nao
houve células imunopositivas para a Na'/K -ATPase. MC= membrana corionica. (2b-2e). Larva 6 h apos eclosio
em 4gua controle com pH 8,0. Note células imunopositivas para a Na'/K'-ATPase na cabega (2b), brinquias
(2¢), saco vitelinico (2d) e cauda (2¢). Cav Bra, cavidade branquial; bra, branquias; O,-olho.

Escala = Imm.
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Figura 3- Células imunopositivas para a Na'/K'-ATPase nos rins (3a) 6h apos eclosio e no intestino (3b) 30 h
apos eclosao de larvas de jundia, Rhamdia quelen. Note que trinta horas apos eclos@o o tubo digestivo esta mais
desenvolvido e apresenta leve inumoreatividade para a Na'/K'-ATPase. Escala = Imm.

Figura 4- Células de cloreto de larvas de Rhamdia quelen em microscopia eletronica de varredura. Imagem da
regido do saco vitelinico em larvas 6h apos a eclosdo em agua controle com pH 8,0. 4a e 4b) Diferentes estagios
de desenvolvimento das células de cloreto. 4b-detalhe de CC em estagio inicial de desenvolvimento. CP= célula
pavimentosa. Escala = 6um.
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Figura 5- Padrio geral da distribui¢do das células de cloreto em larvas de jundia, Rhamdia quelen, na superficie corporal (corpo), saco vitelinico (s. vit), cavidade branquial
(cav bra), branquias (bra) em 6, 12, 30,48 ¢ 216 h apds a eclosdo.
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Em ambos pHs o numero total de CC aumentou com o desenvolvimento larval (Fig. 6)
sendo que em larvas 30 e 48 h apos a eclosao (p < 0,05) foi maior em pH 7,0 do que em pH
8,0. O aumento da dureza com diferentes concentra¢des de Ca*": Mg>™ na agua ndo alterou o
numero total de CC em ambos os pHs, exceto em 6 ¢ 12 hpe cujo nimero foi menor que na
dureza 20 (5,0:2,03) (p < 0.05) (Tabela 1).

A enzima Na'/K'-ATPase nio foi detectada pela técnica utilizada em 24 hpf e 6-12
hpe, provavelmente em fungdo da concentragdo de proteina ter sido menor que 1 pg pL™
(concentracdo oOtima de proteina sugerida para técnica). Trinta horas apds a eclosdo, a
atividade da enzima foi significativamente maior em pH 8,0 ¢ na maior concentragio de Ca*"
(23 mg L") em ambos pHs, enquanto que 216 hpe a atividade da enzima foi maior em pH 7,0
e dureza 70 mg L' CaCOj; principalmente na maior concentragdo de Ca’" evidenciando
interacdo entre pH e concentracio de Ca>" na 4gua para a atividade da enzima (Tabela 2).

A composi¢ao idnica das larvas apresentou grande variabilidade nas fases de 48
(inicio da alimentagdo externa — fase de adaptacdo) e 216 hpe (quando se alimentam
ativamente). Quarenta e oito horas ap6s a eclosdo a concentragio de Ca®" corporal foi maior
nas larvas cultivadas com a maior concentragio de Ca* (23 mg L) na 4gua em ambos pHs.
Enquanto que a concentracio de Mg”" corporal foi maior nas larvas expostas a maior
concentracdo de Mg (5,56 mg L") na 4gua nos dois pHs. As concentragdes de Na™, K™ e CI
ndo foram significativamente diferentes.

Em 216 hpe a concentracio de Ca*" corporal aumentou com o aumento do Mg”™ da
agua (dureza 70, concentracdo de Mg™" = 5,59 mg L), entretanto a concentragio de Mg* ¢ o
CI' corporal nido foram significativamente diferentes em relagdo as concentragdes de Ca”'":
Mg”" em ambos pHs. A concentragdo de K™ das larvas mantidas em pH 8,0 foi menor do que
em pH 7,0 em relagio ao aumento do Ca*" e o Mg”>" da 4gua. Com o aumento da dureza da

. s 2+ , . ~
agua (principalmente com o aumento do Ca” na agua) ocorreu interacdo entre o pH e
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concentracdo de Ca’": Mg®" na 4gua somente em relacio aos fons Na™ e K, indicando menor
concentragdo principalmente dos fons Na” com o aumento do Ca®" na dgua em ambos pHs
(Tabela 3). A Fig 7A mostra a tendéncia do aumento da enzima Na'/K'-ATPase com o
aumento somente do Ca’" (23 mg L) na 4gua, e na Fig. 7 B houve uma maior atividade
especifica da enzima Na'/K'-ATPase em 216 hpe nos animais expostos a maior concentragio
de Ca®" (23 mg L") na 4gua e a interagdo com o pH da agua nestas fases (Fig. 7C ¢ D).
Contudo, pode-se notar que a concentragio de ions Na' e K" em pH 7,0 em 48 hpe ¢ maior do
que 216 hpe. Entretanto, em pH 8,0 as concentracdes destes ions, em 216 hpe, sdo maiores do
que 48 hpe e estes apresentam niveis semelhantes no qual possivelmente indica melhor

condicdo de regulacao neste pH.
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Figura 6- Efeito dos pHs sobre o niimero total de células de cloreto em larvas de jundia (Rhamdia quelen) 6, 12,
30, 48 ¢ 216 h apds a eclos@o. Retas indicam correlagdo linear entre niimero total de CC (Y) e as fases de
desenvolvimento (X) em: pH 7,0: y = -1126 + 928x (r’= 0,97) ¢ pH 8,0: y = -652 + 612,3X (1’=0,87).
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Tabela 1- Numero total de células imunopositivas para a Na'/K'-ATPase (CC) no periodo embrionario e larval de 6, 12 , 30, 48 e 216h apds eclosdo de jundid (Rhamdia
quelen) em pH 7,0 e 8,0 com diferentes concentragdes de calcio e magnésio da agua. n=5 animais/tratamento. hpf- horas apds fertilizagdo.média + EPM.

Estagio de CC totais (mm' larva)
desenvolvimento
Tempo pH7,0 pHS&,0
(h)
Ca2 M g2+ Ca2 M g2+
(mg L) (mg L)
5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08° 5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08*
Embriondrio 24hpf 00400 00+00 00£00 00+00 00+00 00£00
Apos eclosio (h) 6h 1400+223° 600+253° 330£110° 1130+210° 673+81° 687+93°
12h 1646+250° 1513+306° 890+187° 1600+523° 1050+190° 607+24°
30h 29254556 23134943 32134520 1680+181* 1700+166* 1660+261*
Alimentagdo 48h 3960+180 39134707 34734289 2567481%* 1993+404* 11934331*
Exogena 216h 47074481 42204320 37854463 378041720 3620£100 30274319

Dureza da dgua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. * 70 mg L™ CaCO;- com variagio da concentragio de Ca™:Mg”" (mg L™).
Letras diferentes no tempo indicam diferenca significativa das médias + erro padriio entre as concentragio de Ca’":Mg*" em cada pH (p<0,05).*

diferenca significativa entre média + erro padrdo do pH 8,0 em rela¢do ao pH 7,0 (p<0,05).
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Tabela 2- Atividade especifica da enzima Na'/K" ATPase em diferentes fases de desenvolvimento de larvas de jundia (Rhamdia quelen) cultivadas em pH 7,0 e 8,0 com
diferentes concentra¢des de calcio e magnésio da agua. hpf- horas apds fertilizagdo. n=3 “pools” de 9 animais/tratamento. nd- ndo detectado. média + EPM.

Estagio de

Atividade Especifica Na" K" ATPase

desenvolvimento (umol.Pi. mg proteina™.h™)
Tempo pH7,0 pHS,0
(h)
Ca*": Mg* Ca’": Mg*
(mgL™" (mgL™"
5,0:2,08' 20,0:5,59° 23,0 :2,08* 5,0:2,08" 20,0:5,59° 23,0 :2,08*
Embrionario 24hpf nd nd nd nd nd nd
Apos eclosdo (h) 6h nd nd nd nd nd nd
12h nd nd nd nd nd nd
30h 0,60+0,10° 0,99+0,09% 1,50+0,28° 1,554+0,50% 1,67+0,19%* 2,64+0,83"*
Alimentagdo 48h 0,67+0,08 1,0240,34 1,7340,23 1,4540,52 0,92+0,09 1,6740,21
Exégena 216h 1,59+0,63* 1,7840,26" 4,0440,28" 2,5840,37° 2,3540,35° 2,9240,08°

Dureza da dgua- ' 20 mg L' CaCOs- controle. * 70 mg L™ CaCO;- com variagio da concentragdo de Ca*":Mg*" (mg L™).
Letras diferentes no tempo indicam diferenga significativa das médias + erro padrdo entre as concentragio de Ca*":Mg”*" em cada pH (p<0,05).*
diferenca significativa entre média + erro padrdao do pH 8,0 em relacdo ao pH 7,0 (p<0,05).

# interagio entre pH e Ca*": Mg,



Tabela 3- fons corporais (Ca**, Mg”", Na', K ¢ CI") em larvas de jundia (Rhamdia quelen) 48 e 216 h apds eclosio cultivadas em pH 7,0 e 8,0

calcio e magnésio da agua. n=3 réplicas. média + EPM.

e diferentes concentragdes de

fons pH7,0 pHS,0
corporais
(umol/g)
Ca* Mg% Ca’' Mg2+
(mg L™ (mg L™
5,0:2,08' 20,0:5,597 23,0 :2,08* 5,0:2,08' 20,0:5,597 23,0 :2,08°
48h apos eclosdo
Ca”" 18,27+1,44° 12,07+2,87° 46,92+9,38" 17,00+1,53° 16,97+1,02° 46,00+9,50°
Mg* 5,99+0,17° 15,1242,87° 6,3140,54° 6,7610,55 18,1442,77° 2,80+0,01°
Na' 152,10436,3 114,10+43,9 53,94+4,75 21,7610,19% 21,88+0,76* 14,5840,41%*
K 135,9+58 4 82,50+5,40 56,73+0,05 29,16+0,66 46,99+20,26 73,43+17,03
cr 146,53+62,27 109,90+51,80 54,95+12,95 36.3140,22 24,2149,88 48,75+19,90
216h apo6s eclosao
Ca* 29,1142,79* 42,62+1,68" 27,1547,99° 30,30+4,07° 38,08+0,17° 31,84+0,16°
Mg** 6,92+0,47 9,60+1,56 6,18+2,10 2,5340,01 1,56+0,22 6,09+0,01
Na* 56,64+2,81* 64,86+2,05 19,53+0,47% 72,94+0,05* 65,35+4,65" 17,0642,20%*
K" 58,74+3,90™* 76,64+10,34* 40,36+18,91% 81,09+0,91* 10,38+1,70 ™ 18,33+4,15%
Cr 36,63+17,27 61,06+9,97 73,26+0,01 73,27+0,02 48,84+12,42 97,69+32,30

Dureza da agua- ' 20 mg L' CaCO;- controle. > 70 mg L' CaCOs- com variagio da concentragio de Ca*:Mg” (mgL™).

Letras diferentes no tempo indicam diferenga significativa das médias + erro padrio entre as concentragdo de Ca’":Mg*" em cada pH (p<0,05).” diferenga
significativa entre média + erro padrdo do pH 8,0 em relagdo ao pH 7,0 (p<0,05).

# interagdo entre cada pH e Ca”" :Mg*'.
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Figura 7- Interag@o entre a concentracao de Ca*" Mg2+ (A e B) e pH da 4gua (C e D) as 48 e 216 h ap6s eclosdo em relagdo a atividade especifica da enzima Na'/K'-ATPase e
concentragdo dos fons corporais Na“ e K em larvas de jundia (Rhamdia quelen) .
# indica interagdo.
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Discussao

A distribuicdo de CC no jundia, como outras espécies de teledsteos (HWANG et al.,
1989; AYSON et al., 1994; LI et al., 1995; WALES & TYTLER, 1996) foi relacionada as
fases de desenvolvimento. Em jundid, a aus€ncia de imunoreatividade positiva a
Na'/K'ATPase nas células de embrides (24 hpf) deve-se provavelmente ao corion que
segundo EDDY et al (1990) contribui para a regulagdo idnica em peixes de agua doce,
concentrando cétions no fluido perivitelinico. Os coldides presentes no ovo, constituidos por
proteinas eletricamente negativas, atraem os cations do meio externo, resultando no acumulo
de cations no fluido perivitelinico (KETOLA et al., 1988).

BARRET et al (2001) estudando o desenvolvimento embriondrio de truta arco-iris
sugerem que, concomitantemente com a difusdo de ions para o fluido perivitelinico, pode
ocorrer a absor¢do ativa de ions pelo embrido. Embora ndo tenha sido possivel determinar a
atividade da Na'/K'-ATPase em embrides de R. quelen 24h apos fertilizagdo, a auséncia de
imunoreatividade positiva para essa enzima corrobora as hipdteses de KETOLA et al (1988) e
EDDY et al (1990).

Em Tilapia zillii as primeiras CC aparecem no epitélio do saco vitelinico, em embrides
descorionados, 24 h apoés fertilizagdo (FISHELSON & BRESLER, 2002) e em Fundulus
heteroclitus pequenas e esparsas CC na membrana do saco vitelinico e na superficie corporal
dos embrides foram observadas 48 h apos fertilizacdo em animais adaptados a dgua doce a 20
°C (KANEKO & KATO, 2004). A eclosio das larvas de R. quelen ocorre em
aproximadamente 27-36 hpf, quando cultivada a 24°C, dificultando a comparagdo com outras
espécies cuja fase embrionaria ¢ mais longa.

LIN et al (2001) avaliando células de cloreto na superficie corporal de larvas de tilapia

(Oreochromis mossambicus) através de microscopia eletronica de varredura mencionam que
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ocorre um estagio diferenciado de desenvolvimento das células de cloreto. Corroborando com
este autor, as larvas de jundia também parecem indicar células de cloreto em estagios
diferentes de desenvolvimento de acordo com exposi¢do da superficie apical (vilosidades)
onde uma grande area exposta indica melhor capacidade de transporte.

Assim como em tilapia, Oreochromis mossambicus (VAN DER HEIJDEN et al.,
1999) e outros teledsteos (HWANG & HIRANO, 1985; HWANG, 1989; WALES &
TYTLER, 1996) a maioria das CC localizam-se extrabranquialmente até 48h apds a eclosao, e
a medida que a larva cresce, o nimero de CC aumenta na cavidade branquial e branquias,
enquanto diminui na superficie corporal do saco vitelinico. O desenvolvimento da
imunoreatividade para Na'/K'-ATPase em CC jovens é considerado como um fator
importante para o desenvolvimento da capacidade osmorregulatéria em larvas (SHIKANO &
FUJIO, 1998). TYTLER & IRELAND (1995), utilizando sonda mitocondrial fluorescente
DASPI (2-(4-dimethhylaminostyryl)-1-methylpyridinium iodide) para identificacdo de CC em
larvas de “turbot” (Scophthalmus maximus) entre 1- 5 dias apds eclosdo verificaram a
diminui¢do da fluorescéncia das CC no tegumento das larvas durante o desenvolvimento
larval.

Alguns autores sugerem que o saco vitelinico é o principal local envolvido com a
osmorregulacdo em larvas ap6s a eclosdo, antes que as CC branquiais sejam funcionais
(HWANG et al., 1999). Os dados obtidos no presente estudo sugerem que, além do saco
vitelino, a superficie corporal também ¢ um importante local para osmorregulacdo nas
primeiras fases apds eclosao (6-12 hpe), pois ocorre um elevado nimero de CC. Ao longo do
desenvolvimento das larvas de jundia (30 a 216 hpe), além das branquias, o epitélio da
cavidade branquial parece ser um importante local para trocas idnicas. A grande concentragao
de CC na superficie corporal e ndo no saco vitelinico em 6-30 hpe sugere que o corpo, nestas

fases, ¢ o epitélio com maior superficie para trocas e isto pode indicar um padrdo de
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distribuicao destas células em larvas adaptadas a baixas durezas, no qual caracteriza a maioria
das aguas brasileiras (WOOD et al., 1998).

HWANG (1989) verificou em larvas de Cyprinus carpio 24 h apoés eclosdo, CC
somente sobre o saco vitelinico € ndo observou CC sobre o epitélio das branquias, cavidade
branquial e corpo. KANEKO & KATOH (2004) mostraram que em larvas de “killifish”
(Fundulus heteroclitus) adaptadas a agua doce, 25 dias apos fertilizagdo, a membrana
opercular (na cavidade branquial) ¢ o local com maior nimero de CC depois das branquias.
Segundo HWANG (1989) a variabilidade na distribuicdo e densidade das CC em larvas de
peixes depende da espécie e parece estar relacionada aos diferentes requerimentos
osmorregulatorios. Além disso, a concentragdo de ions na agua ¢ um outro fator que
influencia no nimero de CC em peixes (LAURENT & HEBIBI, 1989; PERRY, 1997;
MORON et al., 2003).

O aumento excessivo da dureza da 4gua (150 mg L™ como CaCO;) parece induzir
alguns efeitos deletérios em larvas de jundia, uma vez que a sobrevivéncia das larvas apos a
eclosdo foi baixa nessa dureza (TOWNSEND et al., 2003; SILVA et al., 2003, 2005). SILVA
et al (2003, 2005) sugeriram que esses efeitos estdo relacionados principalmente ao aumento
do Ca*" e ndo do Mg*" na agua e que larvas de jundia toleram no maximo 20 mg L™ de Ca*"
na agua, inclusive em dureza da 4gua 70 mg L™ CaCOs. No presente estudo, o nimero de CC
mostrou grande variabilidade independente do pH e da concentracio de ions Ca*” e Mg®" na
agua, entretanto o aumento da concentra¢io de Ca®": Mg? (dureza da 4gua = 70) resultou em
uma diminuicdo do numero de CC somente nas fases de 6-12 hpe apds eclosdo. A
interpretagdo destes resultados sugere que a concentracio de Ca®’ na 4gua parece ser um fator
que modula o nimero de CC logo nas primeiras fases ap6s eclosdo, pois possivelmente estas

sdo as fases mais sensiveis do desenvolvimento.
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A atividade da enzima Na'/K'-ATPase em larvas de jundia cultivadas em diferentes
concentracdes de Ca”" na 4gua, em ambos os pHs, ndo evidenciou uma relagio direta com o
nimero de CC. Essa auséncia de relacio entre atividade da enzima Na'/K'-ATPase e nimero
de CC provavelmente deve-se a contribuicdo de outros 6rgaos envolvidos na regulagdo ionica
e osmotica, como o rim e intestino, que possuem células com imunoreatividade positiva para
a Na'/K'-ATPase, principalmente 48 e 216 hpe, periodo em que se inicia a alimentacio
exégena. O rim e a regido basal dos enterdcitos no intestino apresentam atividade da Na'/ K*
ATPase em larvas como descrito em larva de truta marrom, Salmo trutta adaptada a agua
doce, 14 dias apds eclosdo (SEIDELIN et al., 1999). Além disso, a aparente discrepancia entre
a atividade da Na'/ K ATPase e o niimero de CC nos pHs avaliados pode estar associado ao
nimero de CC efetivamente maduras e funcionais na superficie corporal e branquial. CC
imaturas ou em degeneragdo possuem menos unidades funcionais da enzima Na'/K'-ATPase
e conseqiientemente uma menor atividade da enzima (DANG et al., 2000). As caracteristicas
das mitocondrias nas CC e sua funcionalidade relacionada a densidade podem indicar o estado
de atividade destas organelas nas CC e sua maturagdo ¢ importante para a demanda
metabolica necessaria para o aumento do transporte ionico exigido durante o crescimento
(SHIRAISHI et al., 1997).

O desenvolvimento larval é caracterizado como um periodo de mudangas tanto
internas como externas muito rapidas, que vai desde a dependéncia quase total do saco
vitelinico para a sobrevivéncia até a completa independéncia a partir da alimentagdo exdgena
(SCHREIBER, 2001), principalmente em larvas de peixes tropicais que tém um periodo
embrionario curto comparado a espécies de ambientes de clima temperado. Esse periodo de
mudang¢as muito rapidas pode resultar em um ciclo celular relativamente curto e, portanto a

um numero baixo de CC efetivamente funcionais.
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A mudanga no conteudo i6nico dos tecidos de larvas em fases inicial de vida tem sido
estudada em vérias espécies de teledsteos. HWANG et al (1994) mostrou que a tilapia
(Oreochromis mossambicus) mantém niveis de Na", K™ e Ca*" constantes durante o estagio
embrionario e que aumentam apods a eclosdo, enquanto que o nivel de Mg”" permanece
constante ao longo do desenvolvimento embrionario e larval. Em jundié a concentracdo de
fons corporais parece variar em fungdo do pH e concentragio de ions Ca’" e Mg”™ na 4gua,
evidenciando que as maiores concentragdes de Ca’™ na 4gua ocasionaram um desequilibrio
dos fons Na" e CI" que pode ndo estar relacionado diretamente & atividade da Na'/ K" -
ATPase. Neste caso, destaca-se que além da provavel interferéncia da alimentacdo exdgena
sobre a composicao idnica das larvas, induzindo a variabilidade i6nica em relacdo as fases de
desenvolvimento, sugere-se que a adaptacao e a captura do alimento possivelmente influencia
a capacidade osmorregulatoria, sendo que esta também ¢ alterada pela disponibilidade de ions
do ambiente.

O maior acimulo de Ca*” ¢ Mg”" em larvas cultivadas com a maior concentragdo de
Ca®™ 23 mg L") e Mg®" (5,59 mg L) da 4gua respectivamente, sugere que a absorcio de
Ca* e Mg®" depende da concentragio destes ions na agua. Estudos em peixes juvenis e
adultos indicam rotas diferentes para a absor¢do de Ca’" ¢ Mg®". A entrada de Mg”*" ocorre
através da membrana apical do enterdcito e na regido basolateral é transportado, via
transportador 2C1/Mg”" para o meio extracelular (BIJEVELDS, 1998). A absor¢io de Ca®" ¢
mediada pela difusdo através das branquias, tegumento corporal e intestino dos peixes,
dependendo da fase de desenvolvimento (WAGNER et al., 1998). O Ca*" entra na membrana
apical da CC por difusdo e como ha necessidade de manter a concentragdo intracelular baixa
desse fon, o excesso de Ca”" no citosol é transportado para o meio extracelular via Ca*'-

ATPase (PEDERSON & CARAFOLI, 1987).
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Pequenas mudancas na concentragdo de Ca’’ interna em larvas de peixes tem efeito
marcante sobre as fungdes neurais, cardiovasculares e musculares, sendo que a manutengdo da
concentracio adequada de Ca®" circulante é um requerimento importante para o
desenvolvimento (GUERREIRO et al., 2004). A relagdo neuroendécrina em fase de larva ¢
um fator importante a ser analisado em futuros estudos, pois auxilia na capacidade
osmorregulatdria, e possivelmente ndo € funcional no inicio do desenvolvimento embrionario

e larval dificultando a homeostase.

Conclusao

Em pH 7,0 as larvas mostram maior dificuldade de manter a homeostase que induz a
um aumento no numero de CC ndo acompanhado por um aumento da atividade especifica da
enzima Na'/K'-ATPase, exceto nas maiores concentragdes de Ca®  na 4gua. A maior
atividade da Na"/K'-ATPase em larvas cultivadas em alta concentragio de Ca*" na 4gua pode
representar um gasto metabolico maior para compensar a perda idnica nesse pH.

Os resultados sugerem que a concentragdo de Ca*” de 23 mg L™, dureza 70 mg L™
CaCO; na agua em ambos pHs, ndo ¢ o mais adequado para o cultivo das larvas de Rhamdia
quelen, principalmente devido ao desequilibrio entre Na* e K corporal.

Em pH 7,0, as larvas sugerem maior nimero de CC do que pH 8,0, ¢ a dureza da 4dgua
influenciou na densidade total de células de cloreto nas primeiras fases apos eclosdo (6-12
hpe), ocorrendo uma diminui¢do no ntimero destas células em ambos pHs. Portanto, sugere-se
que as larvas logo apds a eclosdo modulam o niimero de CC de acordo com a composi¢ao
i06nica do ambiente.

Sugerimos que futuros estudos avaliem as caracteristicas da membrana apical, volume

e superficie das mitocondrias das CC para o melhor entendimento da funcionalidade destas
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células e a relacdo entre o nimero de CC e atividade da Na /K -ATPase e sua interagdo com

as condig¢oes de cultivo.

Referéncias Bibliograficas

ALDERDICE, D. F. Osmotic and ion regulation in teleost eggs and larvae. In: HOAR, W. S.;
RANDALL, D.J. Fish Physiology XI the Physiology of Developing Fish. Part-A eggs and
larvae. ed. San Diego: Academic Press, 1988. p. 163-251.

AYSON, G. G.; KANEKO, T.;, HASEGAWA, S.; HIRANO, T. Development, of
mitocondrion- rich cells in the yolk-sac membrane of embryos and larvae of tilapia,
Oreochromis mossambicus, in fresh water and sea water. Journal of Experimental Zoology,
v.270, p.129-135, 1994.

BALDISSEROTTO, B.; MIMURA, O. M. Ion and water transport in the gut of the freshwater
teleost Prochilodus scrofa. Ciéncia e Cultura (J. of the Braz. Assoc. for the Adv. of Sci.),
v.47, p.83 — 85, 1995.

BALDISSEROTTO, B.; RADUNZ NETO, J. Criacao de jundi . Santa Maria: Universidade
Federal de Santa Maria, 2004. 232 p.

BARRET, K. J.,; MCDONALD, D. G.; O'DONNEL, M. J. Changes in ion content and
transport during development of embryonic rainbow trout. Journal of Fish Biology, v.59,
p.1323-1335, 2001.

BIJEVELDS, M. J. C.; VAN DER VELDEN, J. A.; KOLAR, Z., FLIK, G. Magnesium
transport in freshwater teleosts. Journal of Fish Biology, v.201, p.1981 — 1998, 1998.

BRADFORD, M. N. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analitical Biochemitry,
v.72, p.248-254, 1976.

CHIPARI-GOMES, A. R.; GOMES, L. C.; BALDISSEROTTO, B. Lethal temperature for
Rhamdia quelen larvae (Pimelodidae). Ciéncia Rural, v.30, p.1069-1071, 2000.



94

DANG, Z.; LOCK, R. A. C.; FLIK, G.; BONGA, S. E. W. Na"/K"-ATPase Immunoreactivity
in branchial chloride cells of Oreochromis mossambicus exposed to copper. Journal of Fish
Biology, v.203, p.379-387, 2000.

EDDY, F. B.; WARD, M. R.; TALBOT, C.; PRIMMET, D. Ionic movement across the
chorion in newly shed salmon eggs (Salmo salar L.). Journal Comparative and Physiology,
v.159, p.771-776, 1990.

FERNANDES, M. N. Morpho-functional adaptations of gills in tropical fish. In: VAL, A. L.,
ALMEIDA-VAL, V.; RANDALL, D. J. Physiology and Biochemistry of the Fishes of the
Amazon. Manaus: Instituto Nacional pesquisas da Amazonia,1996. p. 181-190.

FERNANDES, M. N.; PERNA, S. A.; MORON, S. E. Chloride cell apical surface changes in
gill epithelia of the armoured catfish Hypostomus plecostomus during exposure to distilled
water. Journal of Fish Biology, v.52, p.844-849, 1998.

FISHELSON, L.; BRESLER, V. Comparative studies of the development and differentiation
of chloride cells in tilapine fish with different reproductive styles. Journal of Morphology.
v.253, p.118-131, 2002.

FLIK, G.; VAN DER VELDEN, K. J; DECHERING, K. J.; VERBOST, P. M
SCHOENMAKERS, T. J. M.; KLAR, K. I, BONGA, S. E. W. Ca®" and Mg”" transport in
gill and gut of tilapia Oreochromis mossambicus: a review. Journal of Experimental
Zoology, v.265, p.356-365, 1993.

GOMES, L. C.; GOLOMBIESKI, J. I.; CHIPPARI GOMES, A. R.; BALDISSEROTTO, B.
Biologia do jundia Rhamdia quelen (PISCES, PIMELODIDAE). Uma revisao. Ciéncia
Rural, v.30, n.1, p.179-185, 2000.

GONZAL, A. C.; ARALAR, E. V.; PAVICO, J. M. The effects of water hardness on the
hatching and viability of silver carps (Hypophthalmichthys molitrix) eggs. Aquaculture, v.64,
p-111-118, 1987.

GONZALEZ, R. J. Ion regulation in ion poor waters of low pH. In: VAL, A. L.; ALMEIDA —
VAL, V. M. F.; RANDALL, D. J. Physiology and Biochemistry of the Fishes of the
Amazon. Manaus: Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia, 1996. 420 p.

GREENBERG A. E.; TARAS, M. J; RAND, M. C. Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater. 14th ed. Illinois: Springfield Bru-El Graphic,
1976. 310 p.



95

GUERREIRO, P. M.; FUENTES, J.; FLIK, G.; ROTLAND, J.; POWER, D. M.; CANARIO,
A. V. M. Water calcium concentration modifies whole-body calcium uptake in sea bream

larvae during short-term adaptation to altered salinities. Journal of Fish Biology, v.207,
p.645-653, 2004.

HEATH, A. G. Water Pollution and Fish Physiology. Florida: Lewis Publishers, 1995.356
p.

HIROSE, S.; KANEKO, T.; NAITO, N.; TAKEI, Y. Molecular biology of major components
of chloride cells (review). Comparative. Biochemitry and Physiology, v.136, p.593-620,
2003.

HWANG, P. P.; HIRANO, R. Effects of environmental salinity on intercellular organization
and junctional structure of chloride cells in early stages of teleost development. Journal of
Experimental Zoology, v.236, p.115-126, 1985.

HWANG, P. P. Distribution of chloride cell in teleost larvae. Journal of Morphology, v.200,
p.1-8, 1989.

HWANG, P. P., Salinity effects on development of chloride cells in the larvae of ayu
(Plecoglossus altivelis). Marine Biology, v.107, p.1-7, 1990.

HWANG, P. P.; TSAL Y. N.; TUNG, Y. C. Calcium balance in embryos and larvae of the
freshwater adapted teleost, Oreochromis mossambicus. Fish Physiology and Biochemistry,
v.13, p.325-353, 1994.

HWANG, P. P.; LEE, T. H.; WENG, C. F.; FANG, M. J; CHO, G. Y. Presence of Na" K"
ATPase in mitochondria rich cells in the yolk sac epithelium of larvae of the teleost
Oreochromis mossambicus. Physiology and Biochemistry Zoology, v.72, p.138-144, 1999.

KANEKO, T.; KATOH, F. Functional morphology of chloride cells in killifish Fundulus
heteroclitus, a euryhaline fish teleost with seawater preference. Fisheries Science, v.70,
p.723-733, 2004.

KETOLA, H. G.; LONGAGRE, D.; GREULICH, A.; PHETTERPLACE, L.; LASHOMB, R.
High calcium concentration in water increases mortality of Salmon and Trout eggs. The
Progressive Fish Culturist, v.50, p.129-135, 1988.

LAURENT, P.; HEBIBI, N. Gill morphometry and fish osmoregulation. Canadian Journal
of Zoology, v.67, p.3055-3063, 1989.



96

LEGENDRE, M.; LINHART, O.; BILLARD, R. Spawning and management of gametes,
fertilized eggs and embryos in Siluroidei. Aquatic Living Resource, v.9, p.59-80, 1996.

LI J.; EYGENSTEIN, J.; LOCK, R. A. C.; VERBOST, P. M; VAN DER HEIJIDEN, A. J. H,;
BONGA, S. E. W.; FLIK, G. Branchial chloride cells in larvae and juveniles of freshwater
tilapia Oreochromis mossambicus. Journal of Fish Biology, v.198, p.2177-2184, 1995.

LIN, L. Y.; HWANG, P. P. Modification of morphology and function of integumente
mitochondria-rich cells in tilapia larvae (Oreochromis mossambicus) acclimated to ambient
chloride levels. Physiological and Biochemical Zoology, v. 74, n. 4, p. 469-479, 2001.

LOPES, J. M.; SILVA, L. V. F.; BALSISSEROTTO, B. Survival and growth of silver catfish
larvae exposed to different water pH. Aquaculture International, v.9, n.1, p. 73-80, 2001.

MCDONALD, D. G.; HOBE, H.; WOOD, C. M. The influence of calcium on the
physiological responses of the rainbow trout, Salmo gairdneri, to low environmental pH.
Journal of Fish Biology, v.88, p.109-131, 1980.

MCDONALD, D. G.; FREDA, J.; CAVDEK, V.; GONZALEZ, R.; ZIA, S. Interespecific
differences in gill morphology of freshwater fish in relation to tolerance of low-pH
environments. Physiological. Zoology, v.102, p.124-144, 1991.

MOL, J. H.; ASTMA, W.; FLIK, G.; BOUWMEESTER, H.; OSSE, J. W. Effect of low
ambient mineral concentrations on the accumulation of calcium, magnesium and phosphorous
by early life stages of the air-breathing armoured catfish Megalechis personata (Siluriformes:
Callichthydae). Journal of Fish Biology, v.202, p.2121-2129, 1999.

MOLOKWU, C. N.; OKPOKWASILI, G. C. Effect of water hardness on egg hatchability and
larval viability of Clarias gariepinus. Aquaculture International, v.10, p.57-64, 2002.

MORON, S. E.; OBA, E. T.; ANDRADE, C. A.; FERNANDES, M. N. Chloride cell
responses to ion challenge in two tropical freshwater fish, the erythrinids Hoplias malabaricus

and Hoplerythrinus unitaeniatus. Journal of Experimental Zoology, v. 298A, p.93-104,
2003.

PERDERSON, P. L.; CARAFOLI, E. Ion motive ATPases. I- Ubiquity, properties, and
significance to cell function. TIBS, v.12, p.146-150, 1987.

PERRY, S. F. The chloride cell: structure and function in the gill of freshwater fishes. Annual
Review of Physiology, v.59, p.325-347, 1997.



97

PIPER, R. G.; MCELWAIN, I. B.; ORME, L. E.; MCCRAREN, J. P.; FOWLER, L. G;
LEONARD, J.R. Fish hatchery management. Washington: United States Department of the
Interior Fish and Wildlife Service, 1982. 517p.

QUABIUS, E. S.; BALM, P. H. M.; WENDELAAR BONGA, S. E. Interrenal stress
responsiveness of tilapia (Oreochromis mossambicus) is impaired by dietary exposure to PCB
126. General Comparative Endocrinology, v.108, p.472-482, 1997.

ROUMBOUGH, P. J. The gill of fish larvae. Is it primarily a respiratory or an ionoregulatory
structure?. Journal of Fish Biology, v.55, p.186-204, 1999.

SCHREIBER, A. M. Metamorphosis and early larval development of the flatfishes
(Pleuronectiformes): an osmoregulatory perspective. Comparative Biochemistry and
Physiology, v.129B, p.587-595, 2001.

SEIDELIN, M.; MADSEN, S. S.; BYRIALSEN, A.; KRISTIANSEN, K. Effects of insulin-
like growth factor and cortisol on Na K ATPase expression in osmorregulatory tissues of
Brown Trout (Salmo trutta). General Comparative Endocrinology, v.113, p.331-342, 1999.

SHIKANO, T.; FUJIO, Y. Immunolocalization of Na" K* ATPase in branchial epithelium of
chum salmon fry during seawater and freswater acclimatation. Journal of Fish Biology,
v.201, p.3031-3040, 1998.

SHIRAISHI, K.; KANEOKO, T.; HASEGAVA, S.; HIRANO, T. Development of
multicellular complexes of chloride cells in the yolk-sac membrane of tilapia (Oreochromis
mossambicus) embryos and larvae seawater. Cell Tissue Research, v.288, p.583-590, 1997.

SILVA, L. V. F.; GOLOMBIESKI, J. I.; BALDISSEROTTO, B. Incubation of silver catfish,
Rhamdia quelen (Pimelodidae), eggs at different calcium and magnesium concentrations.
Aquaculture, v.228, p.279-287, 2003.

SILVA, L. V. F., GOLOMBIESKI, J. I., BALDISSEROTTO, B. Growth and survival of
silver catfish, Rhamdia quelen, (Pimelodidae) larvae at different calcium and magnesium
concentrations. Neotropical Ichthyology, v.3, n.2, p. 299-304, 2005.

TOWNSEND, C. R.; SILVA, L. V. F.; BALDISSEROTTO, B. Growth and survival of
Rhamdia quelen exposed to different levels of water hardness. Aquaculture, v.215, p.103-
108, 2003.

TUCKER, C. S.; STEEBY, J. A. A pratical calcium hardness criterion for channel catfish
hatchery water supplies. Journal of the World Aquaculture Society, v. 24, p.396-401, 1993.



98

TYTLER, P.; IRELAND, J. he influence of temperature and salinity on the structure and
function of mitochondria in chloride cells in the skin of the larvae of the turbot (Scophthalmus
maximus). Journal of Thermological Biology, v.20, p.1-14, 1995.

VAN DER HEIIDEN, A. J. H.; VAN DER MEIJ, J. C. A. Ultrastructure and distribuition
dynamics of chloride cells in tilapia larvae in fresh water and sea water. Cell Tissue
Research, v.297, p.119-130, 1999.

VAN DER VELDEN, J. A.; GROOT, J. A.; FLIK, G.; POLAK, P.; KOLAR, Z.I. Magnesium
transport in fish intestine. Journal of Fish Biology, v.152, p.587-592, 1990.

WAGNER, G. F.; HADDAD, M.; FARGHER, R. C.; MILIKEN, C.; COPP, D. H. Calcium is
an equipotent stimulator of staniocalcin secretion in freshwater and seawater salmon. General
Comparative Endocrinology, v.109, p.186-191, 1998.

WALES, W.; TYTLER, P. Changes in chloride cell distribution during early larval stages of
Clupea harengus. Journal of Fish Biology, v. 49, p.801-814, 1996.

WILKIE, M. P.; WOOD, C. M. The effects of extremely alkaline water (pH 9,5) on trout gill
function and morphology. Journal of Fish Biology, v.45, p.87-98, 1994.

WOOD, C. M.; WILSON, R. W.; GONZALEZ, R. J.; PATRICK, M. L.; BERGMAN, H. L.;
NARARA, A.; VAL AL. Responses of an Amazonian teleost, the tambaqui (Colossoma
macropomum), to low pH in extremely soft water. Physiological Zoology, v.71, n. 6, p.
658-670, 1998.

WOOD, C. M. Toxic responses of the gill. In: Schlenck, D., Benson, W. H. (Eds.). Target
Organ Toxicity in Marine and Freshwater Teleosts. New York: Taylor & Francis, 2001. p.
1-89.

WURTS, W. A.; DURBOROW, R. M. Interactions of pH, carbon dioxide, alkalinity and
hardness in fish ponds. Aquaculture Program- SRAC publication, 1992. 464 ed. 4 p.

CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo indicam que o pH 8,0 ¢ o melhor para o cultivo de

larvas de Rhamdia quelen, ¢ que o aumento da dureza da dgua para 70 mg L' CaCOs3,
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principalmente nas concentragdes de 20 mg L' de Ca*" e 5,59 mg L™ de Mg*" favorecem o
aumento da area corporal total das larvas em ambos pHs.

Nosso trabalho confirma estudos anteriores que o melhor crescimento e sobrevivéncia
das larvas de jundia foram obtidos com pH alcalino (pH 8,0), assim como o aumento da
dureza ¢ indicado para o cultivo das larvas desta espécie desde que na faixa de concentragdo
20-70 mg L™ CaCOs, e nas concentragdes de até 20 mg L™ de Ca®™ e 7,11 mg L de Mg” na
agua de cultivo para larvas, sugerindo uma maior sensibilidade ao aumento do Ca®" na 4gua.
Trabalhos anteriores com a mesma espécie nao indicam diferenca significativa no crescimento
em 48 e 216 h apos a eclosdo com o aumento da dureza da 4gua para 70 mg L™ (independente
das concentra¢des de Ca’" e Mg®" da 4gua). Entretanto, estes mencionam que o crescimento
das larvas de jundia diminuiu com o aumento de 24,95 mg L' de Ca*" na 4gua em 21 dias de
cultivo apés a eclosdo. Os dados obtidos neste estudo sugerem que o aumento da
concentragio de Ca’" (23 mg L) na 4gua em ambos pHs, ndo é o mais adequado para o
cultivo das larvas de Rhamdia quelen, devido a apresentar um desequilibrio ionoregulatorio
entre Na' e CI' em ambos pHs. Apesar de ndo se obter diferengas na sobrevivéncia,
crescimento (em 48 e 216 h apos a eclosdo) e na morfologia geral das larvas com relagdo a
dureza da dgua utilizada, este fato possivelmente indica uma tendéncia de uma condi¢do nao
favoravel de cultivo em longo prazo, quando se aumenta a concentra¢io de Ca®" acima de 20
mg L.

Considerando que a maior taxa de sobrevivéncia e crescimento ocorreu em pH 8,0
independente da concentragio de Ca’" e Mg®" na 4gua, pode-se inferir que em pH 7.0 as
larvas tém maior dificuldade para manter a homeostase que induz a um aumento no nimero
de CC ndo acompanhado por um aumento da atividade especifica da enzima Na'/K'-ATPase,

. ~ 2+ ’ . P + i+
exceto nas maiores concentragdes de Ca™ na agua. A maior atividade da Na /K'-ATPase em
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larvas cultivadas em alta concentra¢io de Ca>” na 4gua pode representar um gasto metabolico
maior para compensar a perda idnica nesse pH.

As larvas de jundia expostas ao pH 7,0 sugerem maior nimero de células de cloreto e
também de células mucosas do que as larvas cultivadas em pH 8,0 e a dureza da agua
influenciou na densidade total destas células, principalmente nas células de cloreto nas
primeiras fases apds eclosdo (6-12 hpe) ocorrendo menor numero de CC em ambos pHs.
Portanto, os dados evidenciam que o nimero de células de cloreto e também de células
mucosas podem ser modulados de acordo com a composi¢ao idnica do ambiente nas larvas de
jundia logo apds a eclosio.

Em nosso estudo, a densidade de células mucosas foi maior em pH 7,0, e ocorreu
menor sobrevivéncia e crescimento neste pH, este fato possivelmente indica que as larvas
parecem estar em condi¢des menos favoraveis, sugerindo maior produgdo de muco. Contudo,
estas células apresentam uma relagdo com o ambiente de cultivo em funcao da disponibilidade
de Ca®". Portanto, sugere-se que além de uma resposta adaptativa, possivelmente ocorre uma
relacdo osmorregulatoria indireta entre as células mucosas das larvas de jundia (Rhamdia
quelen) ¢ a dureza da 4gua principalmente em fungdo do Ca®’, influenciada pelo pH da agua
nas fases larvais avaliadas.

O estagio de desenvolvimento de 6-216 h apds eclosdo ¢ considerado como periodo
critico, devido ao desenvolvimento das estruturas osmorregulatorias (branquias, intestino e
rins), ressaltando o inicio da alimentagdo exodgena (a partir de 48 h apds eclosdo). As
interagdes referentes & atividade especifica da enzima Na'/K'-ATPase, fons corporais Na' e
K" e numero total de células mucosas, foram influenciados pelo pH e principalmente a
concentracio de Ca”" na 4gua, sendo que 23 mg L de Ca®" parece ndo ser adequado para o
cultivo da espécie devido ao aumento da enzima Na'/K'-ATPase, diminui¢do dos ions Na' e

K', e alteragdo quantitativa das células mucosas. Além disto, ndo se pode descartar a
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sensibilidade das larvas nesta fase inicial de adaptagao também a alimentacao exdgena o que
sugere o periodo critico. Portanto, acredita-se que estas informagdes sdo uteis para
pesquisadores e/ou produtores, na determinacdo de técnicas de manejo das fases iniciais de
vida de Rhamdia quelen contribuindo para o estudo bioldgico desta espécie em ambiente de
cultivo.

O presente trabalho sugere a importancia das fases iniciais no desenvolvimento de
uma espécie de peixe com potencial produtivo, em que a busca pelo entendimento das
relacdes morfofuncionais com o ambiente mostra a necessidade da aplicabilidade dos estudos
bioldgicos na aqiiicultura. Além disto, considera-se que as relagdes ecologicas de adaptacdes
no ambiente natural e de cultivo sdo de extrema relevancia para o conhecimento da espécie de
interesse econdmico ou bioldgico para posteriormente se investir com €xito na escala de

produgdo da espécie desejada.
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