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RESUMO

Colossoma macropomum, tambaqui, ¢ a espécie que apresenta maior produ¢do no Brasil entre
os peixes nativos. Na larvicultura, nduplios de Artémia sdo comumente utilizados devido ao seu
alto valor proteico, energético e de aminoacidos livres que facilitam a digestao pelas pos-larvas.
Entretanto, por tratar de insumo de elevado custo € necessario evitar desperdicio na larvicultura.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi determinar a quantidade ideal de nauplios de
Artémia por larvas de C. macropomum por meio da andlise de desempenho zootécnico e
expressao dos genes miogénicos: fator determinante de mioblasto (myod), miogenina (myog) €
miostatina (mstn). Para isso, larvas de tambaqui, com idade de seis dias apos eclosdao (DAE)
foram cultivadas em sistema de recirculacdao de agua (SRA) em 15 tanques plasticos de 60 L,
em densidade de 10 pos-larvas/L, durante 14 dias. Foram testadas cinco densidades de nauplios
de artémias (NA) (100, 250, 500, 750 e 1000 NA/pds-larva) em trés repeti¢cdes. Parametros da
qualidade de agua foram analisados diariamente. No 6°, 13° e 20° DAE, foram avaliados:
comprimento total, peso, ganho de peso didrio (mg.Dia'), taxa de crescimento especifico
(%.dia!) e sobrevivéncia (%). E em 20° DAE, 9 larvas foram coletadas para analise de
expressao génica. Apos 14 dias experimentais, o valor médio do oxigénio dissolvido apresentou
decréscimo significativo com o aumento da densidade do alimento vivo, mas sem efeito na
sobrevivéncia entre os tratamentos testados. Na primeira semana, as larvas alimentadas com
menos de 500 NA/pos-larva tiveram crescimento significativamente menor e na segunda
semana as larvas alimentadas com 1000 NA/pos-larva foram as que apresentaram maior peso €
comprimento total (p < 0,05). Os niveis de expressdo relativa dos genes miogénicos foram
significativamente maiores nas larvas alimentadas com 100, 250 e 500 NA/pds-larva. Com base
na analise de regressdo segmentada e linear sobre o peso, respectivamente, na primeira semana
a quantidade ideal calculada foi de 411 NA/pds-larva e na segunda semana de 1000 NA/pos-
larva. Dessa forma, diferentes densidades de NA influenciaram no desempenho zootécnico,
qualidade da agua e na expressao dos genes miogénicos na pos-larva de C. macropomum. Mais
estudos em diferentes genes e fases do desenvolvimento larval sdo necessarios para associar o

efeito do alimento vivo a performance zootécnica da pds-larva de C. macropomum.

Palavras-chaves: larvicultura; SRA; alimento vivo, qPCR.



ABSTRACT

Colossoma macropomum, tambaqui, is the species with the highest production in Brazil among
native fish. In larviculture, Artemia nauplii are commonly used due to their high protein, energy
and free amino acid value that facilitate digestion by post-larvae. However, as it is a high-cost
input, it is necessary to avoid waste in larviculture. Thus, the objective of the present study was
to determine the ideal amount of Artemia nauplii per C. macropomum larvae through the
analysis of zootechnical performance and expression of myogenic genes: myoblast-determining
factor (myod), myogenin (myog) and myostatin (mstn). For this, tambaqui larvae, aged six days
after hatching (DAE) were cultivated in a recirculating aquaculture system (RAS) in 15 plastic
tanks of 60 L, at a density of 10 post-larvae/L, for 14 days. Five densities of Artemia nauplii
(AN) (100, 250, 500, 750 and 1000 AN/post-larva) were tested in three replications. Water
quality parameters were analyzed daily. On the 6th, 13th and 20th DAE, the following were
evaluated: total length, weight, daily weight gain (mg.Day"), specific growth rate (%.day™') and
survival (%). And at 20th DAE, 9 larvae were collected for gene expression analysis. After 14
experimental days, the mean value of dissolved oxygen showed a significant decrease with
increasing live food density, but with no effect on survival between the treatments tested. In the
first week, larvae fed with less than 500 AN/post-larvae had significantly lower growth and in
the second week, larvae fed with 1000 AN/post-larva had the highest weight and total length (p
< 0.05). Relative expression levels of myogenic genes were significantly higher in larvae fed
with 100, 250 and 500 AN/post-larvae. Based on the analysis of segmented and linear
regression on weight, respectively, in the first week the ideal amount calculated was 411
AN/post-larvae and in the second week it was 1000 AN/post-larvae. Thus, different AN density
influenced the zootechnical performance, water quality and the expression of myogenic genes
in the post-larvae of C. macropomum. More studies on different genes and stages of larval
development are needed to associate the effect of live food with the zootechnical performance

of C. macropomum post-larvae.

Keywords: larviculture; RAS; live food, qPCR.
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A dissertacao estd dividida em dois capitulos. Capitulo I, redigido segundo a norma da
UFRA/2021, NBR 6027-2012/2013 e NBR 6022-2018, ¢ composta de contextualizagdo,
objetivo geral e especifico e revisdo de literatura. Capitulo II é o artigo redigido segundo a

norma da revista Aquaculture: ISSN: 0044-8486.
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CAPITULO1

1. CONTEXTUALIZACAO

A aquicultura ¢ a atividade de cultivo de organismos com ciclo de vida total ou parcial
na agua em qualquer um de seus estagios de desenvolvimento, apresentando finalidade
econOmica, desportiva, cientifica ou subsisténcia. Esta atividade ¢ bastante favoravel no Brasil
devido a climas favoraveis e disponibilidade em quantidade e qualidade de recursos hidricos

(ROCHA et al., 2013).

Entre as espécies nativas do Brasil, o Colossoma macropomum (tambaqui) € a espécie
com a maior produgdo no pais (IBGE, 2021) por apresentar boa adaptabilidade ao cativeiro,
alta performance zootécnica e ser de facil manejo alimentar e reprodutivo (SILVA et al., 2007,
BALDISSEROTTO e GOMES, 2010). A reprodugao em sistema de cultivo ¢ realizada através
da técnica de aplicagido hormonal por ser peixe de piracema (STREIT JUNIOR et al., 2012).

Larvas recém eclodidas sao consideradas como larvas até ocorrer a reabsorc¢ao do vitelo,
e a partir do inicio de uma alimentagdo exdgena o animal passa a ser chamado de pds-larva
(HELFMAN et al., 2000; FERNANDES e DIOGENES, 2012). O bom manejo alimentar nessa
transi¢do ¢ essencial para o bom desenvolvimento do animal no decorrer do tempo (DIEMER

et al., 2012; FERNANDES e DIOGENES, 2012).

Na larvicultura, a alimentagdo de pds-larvas comumente utilizada sdo os nauplios de
artémia (RODRIGUES et al., 2012; HAYASHI, 2014), por sua produ¢do em laboratorio ser
facil e menos trabalhosa (CONCEICAO et al., 2010). Elas apresentam alto valor proteico,
energético e de aminodcidos livres que facilitam a digestao pelas pos-larvas que ainda nao

possuem trato digestorio completo (DIEMER et al., 2012).

Entretanto, os nauplios de artémia apresentam alto custo de producdo em razao dos
recursos naturais baixos e alta demanda e por serem organismos de ambiente salino (DHONT
et al., 2013). A quantidade a ser ofertada em larvicultura de organismos de agua doce requer
aten¢do devido o tempo de vida limitado dos nauplios em dgua dulcicola (JOMORI et al, 2013).
Logo, se administrada em excesso, a artémia nao consumida morre, deposita-se no fundo do

tanque, levando a deterioracao da qualidade da dgua (SANTOS; CORREIA; LUZ, 2015).
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Na larvicultura de tambaqui, os nduplios de artémias ja foram utilizadas em quantidade
crescente de artémias por larva nos primeiros dias de vida apos eclosdo (DAE) (SANTOS et al.,
2021; 2022). Entretanto, para a espécie ainda ndo foi realizada pesquisa sobre a quantidade
ideal ao longo da primeira alimentagdo, assim como sobre efeitos no organismo e crescimento
da larva. Estudos com foco na performance zootécnica e andlise de expressdo de genes
miogénicos podem fornecer informagdes uteis que levem a estratégias que beneficiem o

desenvolvimento e crescimento muscular da espécie cultivada.

Um dos mecanismos de regulagdo de crescimento muscular sdo controladas pela
expressdo dos fatores regulatorios miogénicos (Myogenic regulatory factors, MRFs) que sao
responsaveis pelo crescimento hiperplasico e hipertréfico das fibras musculares, sao eles: fator
determinante de mioblastos (myod), fator miogénico 5 (myf5), miogenina (myog) e fator
miogénico 6 (mrf4). E miostatina (mstn) como regulador negativo no crescimento muscular
(VELEZ et al., 2017). Para nio comprometer o desenvolvimento posterior dos peixes,
otimiza¢do no manejo alimentar nos primeiros dias de vida da larva ¢ fundamental (ALAMI-

DURANTE et al., 2014).

Para tal fim, a reagdo de cadeia polimerase em tempo real (QPCR) ¢ a técnica
quantitativa de alta sensibilidade e precisao capaz de analisar a expressao de genes especificos
(BUSTIN et al., 2009) selecionados para o estudo. Assim, o objetivo geral do presente estudo
¢ determinar densidade ideal de nauplios de artémia por larva de C. macropomum por meio da
andlise de performance zootécnica e expressao relativa dos genes relacionados a miogénese:

myod, myog € mstn.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Determinar densidade ideal de nauplios de artémia por pds-larva de C. macropomum

por meio da andlise de performance zootécnica e expressao dos genes relacionados a miogénese.

2.2. Objetivo Especifico

e Analisar o desenvolvimento larval de C. macropomum alimentado com densidades
crescentes de nauplios de Artémia por meio do peso, comprimento total, sobrevivéncia,
taxa de crescimento especifico e ganho de peso diario;

e Analisar a expressao relativa dos genes relacionados a miogénese: myod, myog e mstn;

e Identificar a melhor concentracdo de nduplios de artémias semanal para larvicultura de

C. macropomum cultivado em SRA.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Colossoma macropomum Cuvier, 1816

O Colossoma macropomum Cuvier, 1816 (Figura 1) é conhecido popularmente no
Brasil como tambaqui, e cachama, cachamanegra e gamitama em Venezuela, Colombia e Peru,
respectivamente. Esta espécie € neotropical de agua doce e ocorre naturalmente em bacias dos
rios Solimdes, Amazonas e Orinoco, bem como em seus afluentes (GOMES et al., 2010). E

possui a seguinte classificagdo taxondmica:

Figura 1: Colossoma macropomum Cuvier, 1816

Fonte: SIMPEIXES, 2017.
REINO: Animalia
FILO: Chordata
CLASSE: Teleostei
SUPERORDEM: Ostariophysi
ORDEM: Characiformes
FAMILIA: Characidae
GENERO: Colossoma Eigenmann and Kennedy, 1903
ESPECIE: Colossoma macropomum (Cuvier, 1816)
Fonte: ITIS (2020).

A morfologia do seu corpo ¢ arredondado e apresenta coloracao parda na por¢ao metade
superior do corpo e outra metade inferior de preto. A espécie ¢ considerada rustico, de
crescimento rapido e de grande porte, podendo atingir 2 kg de peso médio em menos de um ano
de cultivo (ARAUJO-LIMA; GOULDING, 1998). Em sua boca possui fortes mandibulas e
dentes molariformes e incisivos que permite a quebra das sementes e frutos de seringueiras e

palmeiras (ABELHA; AGOSTINHO; GOULART, 2001; GRACA; PAVANELLI, 2007).
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A suarusticidade se deve a alta resisténcia a hipoxia, tolerando valores abaixo de 1 mg/L
de oxigénio dissolvido na dgua, e tolerancia em altas taxas de amonia na agua, de até 0,46 mg/L
de aménia ndo ionizada (VAL, 1993; VAL; HONCZARYK, 1995; ISMINO-ORBE, 1997). E
segundo Aride ef al. (2004), o tambaqui apresenta melhor crescimento em aguas acidas, em

torno de pH de 4 a 6.

O trato gastrintestinal do tambaqui ¢ dividido em esofago, estdbmago, cecos pildricos e
intestino proximal e distal e a digestdo de alimentos ocorre principalmente em cecos pildricos,
a espécie contendo em numero de 43 a 45, e em intestino proximal. O seu intestino ¢
relativamente longo e possui de 2 a 2,5 vezes o comprimento corporal da espécie (ROTTA,

2003; MORI, 2016).

O habito alimentar do C. macropomum ¢ definido como onivoro-oportunista em razao
de ele consumir zooplancton na época de vazante e seca, e em periodo de enchente se alimenta
preferencialmente de sementes e frutas (RIBEIRO ef al., 2016) e em sistema de cultivo tem
grande aceitagdo em ragdes comerciais € em alimentos alternativos, como farelo de babagu,

pupunha, mandioca e entre outros (DAIRIKI; DA SILVA, 2011).

A espécie ¢ peixe de piracema que realiza migragdes em periodo de cheia, entre
novembro e margo, para se reproduzir e a sua maturidade sexual entre o terceiro e o quarto ano
de vida (BARTHEM; FERREIRA; GOULDING, 2016). A desova ¢ total e a fecundacao ocorre
externamente, nao tendo cuidado parental (VAZZOLER; MENEZES, 1992; MOREIRA et al.,
2001). E o manejo reprodutivo em sistema de cultivo € possivel através da técnica de aplicagao
de hormonios, extrato de hipofise seco ou hormonios sintéticos, para induzir a maturagao final
dos gametas e, assim, liberagio dos ovos e sémens para fecundagio (ARAUJO-LIMA; GOMES,
2005; STREIT JUNIOR et al., 2012).

Devido as caracteristicas de rusticidade do C. macropomum, boa adaptabilidade ao
cativeiro, alta produtividade e de facil manejo alimentar e reprodutivo, a espécie apresenta a
maior producdo do Brasil entre as espécies nativas (BALDISSEROTTO; GOMES, 2010). Em
virtude de questdes climaticas favoraveis, o Brasil produziu em 2020 cerca de 100 milhdes de
tambaqui em quilogramas, com maior producdo em Norte, Nordeste e Centro-Oeste,

respectivamente (Grafico 2), (IBGE, 2021; VALENTI et al., 2021).
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Grafico 2: Produgao de Colossoma macropomum em quilogramas no Brasil e nas
grandes regides do pais em ano de 2020.
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Brasil Norte Nordeste Sudeste Centro-Oeste

Fonte: IBGE, 2021.

Quilogramas

O cultivo da espécie ¢ realizado popularmente em sistemas semi-intensivos (barragens,
viveiros € tanques) € em sistemas intensivos (sistemas com aeragao mecanica, tanques-rede,
entre outros) (CORREA; SOUSA; MARTINS, 2018). E larvicultura de C. macropomum ¢é
realizada comumente de forma extensiva em viveiros (TAVARES-DIAS et al., 2013; LIMA et
al., 2021) ou em tanques de forma semi-intensiva (PEDREIRA; SIBAUBA-TAVARES, 2001;
SANTOS et al., 2007). A larvicultura intensiva vem sendo desenvolvida recentemente em

Sistema de Recirculagdo de Agua (SRA) (Santos et al., 2021; 2022).

3.2. Sistema de recirculacio de agua (SRA)

Existem trés categorias de sistema de producao: sistema aberto — cultivo em ambientes
naturais como lagos, rios e estuarios por exemplo, sem necessidade de bombeamento de agua;
sistema semifechado — agua ¢ direcionada até o local de produ¢do e parcialmente recirculada
através do bombeamento e descartado o efluente; e sistema fechado, onde a dgua ¢ totalmente

reutilizada apds uma série de tratamento, como em SRA (LANDAU, 1992).

O SRA consiste num sistema que utiliza baixa ou nenhuma renovagao de agua a fim de
praticar producdo mais sustentavel, visto que cultivos tradicionais exigem grande volume de
agua e por consequéncia volume significativo de efluentes que podem causar efeitos nocivos
ao meio ambiente, como destrui¢ao de sitios naturais, disseminagao de doengas, diminuic¢ao da

biodiversidade e poluicdo das aguas (BOYD, 2003; FERRI, ROCHA ¢ BRAZ FILHO, 2018).
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A incorporagdo adequada de tratamento de agua no circuito de recircula¢do ou na saida
do efluente pode contribuir significante na reducao dos residuos, e com a utilizacdo dos filtros
biologicos os elementos tdéxicos como amonia ndo ionizada (NH3) pode ser removido. Desta
forma, o SRA coopera na solugdo das problematicas ambientas citadas acima, além disso
viabiliza o cultivo em qualquer local, como em lugares com escassez hidrica, e também permite

maiores densidades de estocagem (FERRI; ROCHA; BRAZ FILHO, 2018; VAN RIJN, 2013).

De acordo com Bregnballe et al. (2015), o principio basico da recirculagao compde-se
de filtro mecanico, em seguida filtro biologico e a dgua ¢ devolvida aos tanques de cultivo
depois da aeracdo e remogdo de didxido e carbono. Segundo mesmo autor, podem ser
adicionados outros itens no circuito de SRA dependendo das necessidades de cada tipo de
producao, como oxigenagao, luz ultravioleta ou desinfeccao por ozdnio, regulacdo automatica

de pH, troca de calor, desnitrificagdo e entre outros (Figura 3).

Figura 3: Principio de Sistema de Recirculagdo de Agua (SRA).

Tanques de peixes Filtro mecanico Filtro biologico

Desgaseificador

—
Desinfec¢ao UV Oxigenador
Fonte: Adaptado de Bregnballe et al. (2015).

J& existem diversos estudos de cultivo de C. macropomum em SRA na fase juvenil,
como densidade de estocagem, restricdo alimentar, resisténcia ao estresse e cultivo em
diferentes cores de tanque (ASSIS et al., 2020; BOAVENTURA et al., 2021; SANTOS et al.,
2021; SILVA et al., 2021). Também, as pesquisas vém apresentando bons resultados em
desempenho e sobrevivéncia das larvas desta espécie em SRA (SANTOS; JULIO; LUZ, 2020;
SANTOS et al., 2022).
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3.3. Larvicultura

Posterior a reproducao artificial, através da técnica de indu¢do hormonal, os ovos
fertilizados sao mantidos em incubadora até a eclosao dos mesmos (MORAIS; O'SULLIVAN,
2017), periodo chamado de fase embriondria (GODINHO, 2007). Durante esta fase, os ovos
seguem os principais estadios de desenvolvimento embriondrio: zigoto, clivagem, blastula,
gastrula, segmentacao e organogénese, larval e eclosao (NINHAUS-SILVEIRA et al., 2006).
E esse tempo de desenvolvimento até a eclosdao ¢ de 14 a 18 horas incubando em temperatura

de dgua de 25 a 29 °C (MORAIS; O'SULLIVAN, 2017).

Apos a eclosdao o animal € considerado como larva até reabsor¢ao do vitelo e inicio de
uma alimentagdao exogena (HELFMAN et al., 2000). Durante este periodo ocorre diversos
eventos de desenvolvimento larval que incluem reabsorcdo constante do vitelo, formacao do
sistema digestorio, abertura da boca, pigmentacao dos olhos, flexdo da notocorda, inflagao da
bexiga natatoria, desenvolvimento das nadadeiras e entre outros (SANTOS; GODINHO, 2002;
GODINHO, 2007). O periodo desse estagio depende das condi¢cdes ambientais e da espécie, as
bocas das larvas de tambaqui abrem cerca de 36 horas apos a eclosdo, quando inicia a
alimentacdo exogena (FERNANDES; DIOGENES, 2012; PEDREIRA et al., 2015; MORAIS;
O’SULLIVAN, 2017).

Com a reabsor¢ao do vitelo e com a abertura da boca, inicia-se a proxima fase chamada
pos-larva, com comprimento de 5 a 7 mm (Figura 4). Nesta fase, o animal inicia a alimentagao
exdgena, com consumo de organismos vivos menores como zooplancton e minusculas larvas
de insetos devido ao seu menor tamanho da boca e sistema digestorio imaturo (DIEMER et al.,
2012; FERNANDES; DIOGENES, 2012; MORAIS; O’'SULLIVAN, 2017) e com decorrer do
tempo pode fornecer a ragdo farelada com 50% de proteina, aproximadamente, para atender a
exigéncia nutricional de pds-larva de tambaqui (TAVARES-DIAS et al., 2013; PEDREIRA et
al., 2015).
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Figura 4: Larva de Colossoma macropomum com
aproximadamente 6 mm com idade 6 DAE.

Fonte: O autor.

O bom manejo alimentar, com fornecimento de alimentos e ragcdes de qualidade, durante
a fase de pos larva é fundamental para o desenvolvimento do animal no decorrer do tempo
(DIOGENES, 2012; ALAMI-DURANTE et al., 2014). Quando este manejo ¢ realizado
inadequadamente, ou tardia, afeta na sobrevivéncia, no comportamento alimentar, crescimento,
canibalismo e baixa resisténcia imunologica (DIEMER et al., 2012; TAVARES-DIAS et al.,
2013; LUZ. PORTELLA, 2015).

Na larvicultura, a alimentacao de pds-larvas comumente utilizada sdo os nauplios de
artémias (RODRIGUES et al., 2012; HAYASHI, 2014). O fornecimento de alimento vivo nos
primeiros dias de vida do animal ¢ essencial para o organogénese e bom desenvolvimento larval
(MENOSSI et al., 2012). O movimento das presas na coluna d’agua induz maior estimulo em
larva para consumir as presas, portanto favorecendo a performance zootécnica (BENGTSON

2003; WEINGARTNER; ZANIBONI-FILHO, 2004).

3.4. Artemia sp.

As artémias (Figura 5) sdo microcrustaceo da classe Branchiopoda, ordem Anostraca,
devido a falta de uma carapaca verdadeira, e da familia Artemidae. (CONCEICAO et al., 2010;
ITIS, 2020). Sao documentadas na literatura oito espécies desse organismo: Artemia
franciscana, Artemia persimilis e Artemia monica em Novo Mundo; e Artemia salina, Artemia
urmiana, Artemia sinica, Artemia sp. e Artemia tibetiana em Velho Mundo (HOU et al., 2006).
Essas espécies podem diferir consideravelmente no diametro dos cistos, no comprimento dos

nauplios nascidos, em eficiéncia de incubagdo, taxa de crescimento, € na composicao
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bioquimica (VAN STAPPEN, 1996), entretanto ainda ha desacordos e controversas na
taxonomia destas espécies (CONCEICAO et al., 2010).

Figura 5: Nauplio de artémia recém eclodida.

Fonte: Mayorga, P. ef al. (2010).

Esses organismos habitam em ambientes salinos, tolerando variagdes de salinidade entre
3 e 300%o (TREECE, 2000), e sdo encontrados em lagos e lagoas salgados e costeiros em todo
o mundo, exceto na Antartica (CAMARA, 1996). Em continente americano, as populagdes de
artémias habitam em todo o litoral salino, principalmente em Peru e no Estado do Rio Grande

do Norte, em Brasil (VINATEA, 1994; CAMARA, 2004).

Segundo Van Stappen (1996), as artémias toleram ambientes de baixos niveis de
oxigénios dissolvidos em altas salinidades por possuirem um eficiente sistema de
osmorregulagdo capazes de sintetizar pigmentos respiratorios. Além disso, esses animais sao
capazes de produzirem cistos em diapausa (cistos inativos) quando estdo em ambientes que
comprometem a sobrevivéncia da espécie, podendo se manter dessa forma por cinco anos ou
mais até encontrar ambiente agradavel para continuidade do seu ciclo de vida (CORREA;

PENAFORT, 2011).

Em ambiente natural, o ciclo de vida da Artemia sp. inicia com a producdo de cistos
inativos que sdo transportados pela acao de vento e das ondas. Quando esses cistos imergem
em dagua salina, os cistos sdo ativados apds a hidratacio da mesma. Apods as 20 hrs
aproximadamente, a membrana externa do cisto ¢ rompido e surge o embrido. Posterior a este

evento, a Artemia sp. segue quatro estadgios (Figura 5) de desenvolvimento morfologico:
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nauplio (instar I), metanauplio (instar II), pré-adulto e adulto, e esse periodo corresponde a oito

dias de desenvolvimento (VAN STAPPEN, 1996; IGARASHI, 2008).

Figura 6: Ciclo de vida de artémia.
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P o @ I
b =
- ® 0 Eclosao
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nauplio
Fémea
\
8
-
Macho [

Fonte: Adaptado de Page, A. (2021).

E os nauplios de artémia sdo comumente utilizado na larvicultura para alimentacao de
pos-larvas de peixes (RODRIGUES et al., 2012; HAYASHI, 2014) em razao de serem mais
lentos e visiveis para pods-larvas capturarem e por apresentar alto valor proteico, energético e
de aminoacidos livres, comparada com a fase de metanduplio, e com enzimas que facilitam a
digestdo pelas pos-larvas de peixes que ainda ndo possuem trato digestorio completo

(RONNESTAD et al., 1999; SORGELOOS et al., 2001; SILVA; MENDES, 2006).

Além disso, ¢ de facil produ¢ao laboratorial que torna este alimento vivo vidvel e menos
trabalhoso para utilizar na aquicultura (DIEMER et al., 2012). Visto que a eclosdo de cistos de
artémias decorre apenas da incubacdo das mesmas por aproximadamente 20hrs em agua
salinizada em 25%o, temperatura da dgua entre 25 e 28 °C e manter em aeragao constante para
obter nauplios de artémia, que se mantem por oito horas apds a eclosdo (STAPPEN, 1996;

BEUX; ZANIBONI FILHO, 2006; CONCEICAO et al., 2010).

Entretanto, como as art€mias se tratam de organismos de origem marinha, quando ela ¢
inserida em 4gua dulcicola, onde os peixes sdo cultivados, os microcrustaceos sobrevivem por

breves periodos (STAPPEN, 1996; TREECE, 2000). Logo, quando administrados de forma
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erronea, as artémias mortas depositam no fundo dos tanques tornando-as indisponiveis para o
consumo das larvas além de promover degradagdo da qualidade da d4gua (WEINGARTNER;
ZANIBONI-FILHO, 2004; BEUX; ZANIBONI-FILHO, 2006). E, mesmo que sejam ingeridos
pelo animal, as artémias mortas apresentam baixo teor nutritivo devido a oxidacao dos acidos

graxos e degradacdo das proteinas (KERDCHUEN; LEGENDRE, 1994).

Dessa forma, o sucesso da larvicultura depende do alimento a ser ofertada, atendendo o
alimento balanceado e refletir a melhor taxa de sobrevivéncia e juvenis de qualidade
(CONCEICAO et al., 2009; FERNANDES; DIOGENES, 2012). Pesquisas sobre efeitos do
alimento no desenvolvimento muscular dos peixes nas fases iniciais de crescimento sao
essenciais para criar estratégias de produgdao (FAUSTINO et al., 2010; TAVARES-DIAS et al.,
2013), dado que o pescado ¢ um dos alimentos importantes para consumo humano (PEIXE BR,

2022).

3.5. Miogénese

Cerca de 60% da massa corporal ¢ constituida de musculo esquelético em maioria dos
peixes, sendo a maior parte ¢ a por¢ao de filé, compreendendo a parte mais valiosa do peixe
para a industria da aquicultura (JOHNSTON, 2001; SILVA et al., 2009). Esta musculatura esta
intimamente relacionada com a fisiologia do animal, a qual possibilita 0os movimentos
natatérios e a adaptagdo ao meio aquatico, também representando a principal reserva proteica

aos peixes (JOHNSTON, 2001; SANGER; STOIBER, 2001).

O crescimento muscular em peixes ocorre durante toda a sua vida, de forma ininterrupta,
e envolve os mecanismos de hiperplasia, aumento do ntimero de fibras musculares, e hipertrofia,
aumento do volume das fibras musculares (RONCANCIO; SOUZA; VIGOYA, 2021). Durante
fases iniciais do crescimento em maioria das espécies, ¢ predominado a maior taxa de
crescimento por hiperplasia e diminui com o avancar da idade, o qual esta contribui¢cdo nao
excede 50% do crescimento muscular (ALFEI et al., 1994; MOMMSEN, 2001). E o
crescimento hipertrofico das fibras musculares ocorre em todos os estagios de desenvolvimento,
entretanto ocorre principalmente em fases juvenil e adulta (VEGGETTI et al., 1993;

PATRUNO et al., 1998).

A formacao e diferenciagdo muscular (miogénese) durante a embriogénese ocorrem em

trés fases nos peixes: 1) Formagdo do midtomo originado do mesoderma paraxial do embrido,
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0s quais serdo as fontes para o crescimento muscular; 2) Em estagio larval ocorre recrutamento
e proliferagdo de mioblastos presentes na superficie dorsal e ventral do midétomo, processo
denominado de crescimento hipertrofico estratificado, responsavel pelo aumento dos
compartimentos musculares em espessura; 3) Por fim, recrutamento e formacao de novas fibras
musculares entre as fibras ja existentes, em posi¢des dispersas no miotomo, dessa forma
apresentando uma aparéncia de mosaico a musculatura quanto ao tamanho das fibras
musculares. Esta etapa de crescimento ocorre nas fases juvenis e adultas dos peixes (OCHI;
WESTERFIELD, 2007; STAINBACHER et al., 2007; JOHNSTON; BOWER; MACQUEEN,
2011).

A miogénese envolve a especificagdo de célula tronco para formacao de uma populagao
de células progenitoras miogénicas (Myogenic Progenitor Cell, MPC). Para ocorrer a
proliferacdo e diferenciacdo das MPC’s, essas células envolve a expressao de alguns fatores
regulatorios miogénicos (Myogenic regulatory factors, MRFs) ja identificados e claramente
entendidos em peixes, denominados: myod, (fator determinante de mioblastos), myf5 (fator
miogénico 5), myog (miogenina) e mrf4 (fator miogénico 6), os quais compreendem um sub-
grupo dentro da hélice-volta hélice (hHLH) superfamilia de proteinas basicas (Figura 2)
(JOHNSTON, 2006; ZANOU; GAILLY, 2013; VELEZ et al., 2016).

Figura 7: Expressao sequencial e regulacdo realizada pelos fatores regulatorios miogénicos
(MRFs) durante a miogénese do musculo esquelético.
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Fonte: Adaptado de Zanou e Gailly (2013).

Os myod e myf5, conhecidos como fatores primarios da MRFs, direcionam as células

progenitoras miogénicas em proliferagdo para uma linhagem miogénica e determina a ativagao
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e proliferagdo de mioblastos (MEGENEY; RUDNICKI, 1995; ZANOU; GAILLY, 2013). Os
niveis das suas expressdes estdo altos durante os estagios iniciais de crescimento muscular

interferindo diretamente na proliferacdo de mioblastos e hiperplasia celular (BANCROFT;

STEVENS, 1990; JOHANSEN; OVERTURF, 2005; VELEZ et al., 2016).

E as expressdes dos fatores secundarios da MRFs, o myog e mrf4, determinam o
processo de diferenciacao e fusdo dos mioblastos para formagdo dos miofibras (ZANOU;
GAILLY, 2013). A expressao desses MRFs secundarios ocorre com mais intensidade em fase
adulta dos animais, envolvendo na diferenciagdo de mioblastos e hipertrofia das fibras
musculares (MEGENEY; RUDNICKI, 1995; RUDNICKI; JAENISCH, 1995; WATABE
2000).

Além dos MRFs a miostatina (mstn) também atua na regulacdo do crescimento muscular
(SHAHI; MALLIK; SARMA, 2022). Conhecida também como fator de crescimento e
diferenciagdao-8 (GDF-8), pertencente a superfamilia beta do fator de crescimento
transformador (7GFJ) e atua como regulador negativo do desenvolvimento e crescimento do

musculo esqueléticos (SHARMA et al., 1999; THOMAS et al., 2000).

Este gene apresenta interacao direta com o hormoénio de crescimento (GH) nas fibras
musculares e regula nas expressdes dos MRFs, assim, controlam as proliferacdes e as
diferenciagdes nos mioblastos e nas fibras musculares por meio da estimulagdo ou inibi¢ao dos

fatores miogénicos (GARIKIPATI; RODGERS, 2012; LIU et al., 2003).

Quando a mstn apresenta mutagdes, o animal pode apresentar “musculos duplos” como
relatado em bovinos (MCPHERRON; LEE, 1997; SMITH et al., 2000) ¢ em camundongos
(SZABO et al., 1998; ZHU et al., 2000). Em peixes também apresentam associa¢des de
desempenho zootécnico com os polimorfismos encontrados em mstn (CHENG; SUN, 2015;

NAZARI et al., 2016; YANHONG et al., 2017).
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Crescimento, sobrevivéncia e expressiao dos genes miogénicos nas pos-larvas

de Colossoma macropomum alimentadas com nauplios de Artémia

Resumo

O nauplio de Artémia ¢ o alimento comumente utilizado na larvicultura de peixes devido ao
seu alto valor proteico, energético, de aminoacidos livres € com enzimas que facilitam a
digestao e desenvolvimento das pds-larvas. Entretanto, por tratar de um insumo com elevado
preco € necessario evitar desperdicio na larvicultura. Nesse contexto, foram avaliados os efeitos
de cinco densidades de nauplios de Artémia (NA) (100, 250, 500, 750 e 1000 NA/pds-larva),
em triplicata, no crescimento, sobrevivéncia, qualidade da 4agua e expressdo dos genes
miogénicos myod, myog e mstn do tambaqui, Colossoma macropomum. O experimento foi
realizado em um sistema de recirculagdo com larvas com 6° dia apds a eclosdao (DAE) por duas
semanas, periodo em que ¢ realizada a primeira alimentacao de larvas de tambaqui. Nao houve
diferenca significativa na sobrevivéncia entre os tratamentos testados apos 14 dias
experimentais. Na primeira semana, as larvas alimentadas com menos de 500 NA/pds-larva
tiveram crescimento significativamente menor € na segunda semana as larvas alimentadas com
1000 NA/pés-larva foram os que apresentaram maior peso € comprimento final (p < 0,05). Os
niveis de expressao relativa dos genes relacionado a miogénese foram significativamente
maiores nas larvas alimentadas com 100, 250 ¢ 500 NA/pos-larva. Com base na analise de
regressao segmentada e linear sobre o peso, respectivamente, na primeira semana a quantidade
ideal de nauplios de Artémia ¢ de 411 NA/pos-larva e na segunda semana ¢ de 1000 NA/pos-
larva. Mais estudos serdo necessarios para associar o efeito do alimento vivo ao desempenho
zootécnico e expressao dos genes miogénicos na fase inicial das pds-larvas de tambaqui.

Palavra — chave: Larvicultura, tambaqui, alimento vivo, qPCR.
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1. Introducao

Colossoma macropomum, tambaqui, ¢ a espécie nativa de maior produgdo no Brasil,
ficando atrés apenas da tilapia (Ibge, 2021). A larvicultura desta espécie ¢ realizada comumente
de forma extensiva em viveiros (Tavares-Dias et al., 2013; Lima et al., 2021) ou em tanques de
forma semi-intensiva (Pedreira; Sibatuba-Tavares, 2001; Santos et al., 2007). Larvicultura
intensiva vem sendo desenvolvida recentemente em sistema de recirculacdo de dgua (SRA)
(Santos et al., 2021; 2022), sendo assim importante utilizar alimento vivo compativel com o
sistema de producdo. Dentre as alternativas disponiveis, a utilizagdo de nduplios de Artémia
apresenta custos elevados (Conceigdo et al., 2010; Diemer et al., 2012), porém, seu alto valor
proteico, energético, aminoacidos livres e composicao de facil digestdo (Ronnestad et al., 1999;
Sorgeloos et al., 2001), além de sua resisténcia a variagdes ambientais, transporte e
armazenamento, tornam este um dos alimentos vivos mais utilizados na larvicultura de diversos
organismos aquaticos (Rodrigues et al., 2012; Hayashi, 2014).

O fornecimento de alimento vivo nos primeiros dias de vida da larva ¢ fundamental para
o desenvolvimento posterior dos peixes, uma vez que crescimento muscular ocorre de forma
ininterrupta durante toda a sua vida (Silva et al., 2009; Alami-Durante et al., 2014). Tais
fendmenos sdo regulados pela expressao dos fatores regulatdrios miogénicos (MRFs) que
incluem: fator determinante de mioblastos (myod) e miogenina (myog) (Johnston, 2006). O gene
myod regula a taxa de crescimento por hiperplasia predominantemente nos estagios iniciais; €
0 gene myog atua no crescimento hipertrofico das fibras musculares em todos os estagios de
desenvolvimento, principalmente em fases juvenil e adulta (Veggetti et al., 1993; Alfei et al.,
1994; Patruno et al., 1998; Mommsen, 2001). J& a miostatina (mstn) atua como regulador
negativo no crescimento do musculo esquelético inibindo a proliferacio dos mioblastos

(Sharma et al., 1999; Thomas et al., 2000).
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Uma vez que as Artémias sdo organismos de ambiente salino (Treece, 2000), sua
utilizagdo na larvicultura de organismos de dgua doce requer aten¢do a quantidade ofertada,
devido aos microcrustaceos terem tempo de vida limitado em 4gua dulcicola (Van Stappen,
1996; Treece, 2000). Logo, se administradas em excesso, as Artémias ndo consumidas morrem,
apresentando baixo teor nutritivo, devido a oxidagdo dos acidos graxos e degradacdo das
proteinas (Kerdchuen; Legendre, 1994; Beux; Zaniboni-Filho, 2006), levando a deterioragao
da qualidade da dgua e ao aumento de custo de producdo. Artémias ja foram utilizadas na
larvicultura de C. macropomum, sendo fornecida quantidade crescente de nauplios de Artémia
por pds-larva nos primeiros dias de vida apos eclosdo (DAE) (Santos et al., 2021; 2022).
Entretanto, ainda ndo foi realizada pesquisa sobre a quantidade ideal de nduplios de Artémia ao
longo da primeira alimentagdo para essa espécie, assim como sobre efeitos no organismo e
crescimento larval.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi determinar densidade ideal de nauplios
de Artémias por larva de C. macropomum cultivado em SRA. Para isso os animais foram
submetidos a densidades crescentes de nduplios de Artémias (NA) entre o 6° e 0 20° DAE e
foram avaliadas crescimento, sobrevivéncia, qualidade da agua e expressao relativa dos genes

relacionados a miogénese myod, myog € mstn.

2. Materiais e métodos

O projeto do presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

da Universidade Federal Rural da Amazonia, n® 7509070720.

2.1. Larvicultura de C. macropomum em SRA
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O cultivo de larva de C. macropomum foi realizado no Laboratério de Biossistemas
Aquaticos Amazonicos (BIOAQUAM) da Universidade Federal Rural da Amazonia (UFRA).
O SRA consistiu em 16 tanques plasticos de 60 L, sendo 15 tanques para cultivo e um de reserva,
equipados com aeradores e escoamento de agua de 1L/min. A renovacdo de 10% do volume
total de 4gua do sistema ocorreu diariamente, a partir do décimo dia de experimento. O sistema
de tratamento consistiu de dois decantadores de 50 L e um biofiltro de 400 L, onde estavam 40
L de tampas de garrafa pet, 40 litros de semente de Euterpe oleracea (Sterzelecki et al., 2022)
e uma bomba de 3000L/h. Os tanques foram sifonados diariamente antes da Gltima alimentagao.

Os animais (0,08 £+ 0,05 mg de peso, 6,19 + 0,43 mm de comprimento total), com idade
de 6° DAE, adquiridos de um laboratério de reproducdo em Estado de Rondonia, Brasil
(Biofish), foram distribuidos aleatoriamente em 15 tanques plasticos de 60 L com a densidade
de 10 pos-larvas/L, totalizando 600 animais/tanque. Foram verificados diariamente temperatura
(°C) e oxigénio dissolvido (OD, mg. L), com auxilio de ProODO-YSI, e pH e condutividade
(uS. cm™) através da sonda multipardmetro Aquaread AP-800. Semanalmente, uma amostra de
agua de cada tanque foi coletada para analise de amonia toxica, nitrito e nitrato, com auxilio do
kit comercial LabconTest, e analisado em duplicata com espectrofotdmetro de comprimento de

onda de 630 nm e 540 nm, respectivamente, € o nitrato em 220 nm e 270 nm.

2.2. Artémia e manejo alimentar

Cistos de Artémia (Artémia Salina do Rio Grande do Norte, Brasil) foram cultivados
diariamente em tanque plastico de 15 L, com a condi¢do de 4gua contendo 1 g. L! de
bicarbonato de sodio e 33,33 g. L! de cloreto de sodio, em constante aeracdo e iluminagdo. Os
nauplios de Artémia foram obtidos apds 24hrs de incubagdo. Foram testadas cinco densidades

de nauplios de Artémia para alimentagdo das larvas de C. macropomum durante 14 dias de
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experimento: 100, 250, 500, 750 e 1000 NA/pés-larva. Essas concentragdes diarias foram

divididas e fornecidas em horarios diurnos fixos: 8, 12 e 16 horas (Santos et al., 2021).

2.3. Performance de crescimento

Trinta individuos por tratamento experimental foram selecionados aleatoriamente no 6°,
13° ¢ 20° DAE. Os animais foram anestesiados com eugenol a 50 ppm e posteriormente o peso
foi mensurado com auxilio da balanga analitica e para medigdo do comprimento total, cada
individuo foi fotografada com auxilio de microscope camera 3MP (Moticam) por meio do
software Motic Images Plus 3.0 (x64). Ao final do experimento, os animais de todos os tanques
foram contabilizados para calcular o percentual de sobrevivéncia.

Ganho de peso diario (GPD) foi calculado usando a formula GPD (mg.dia™!) = (Pf -
Pi).t"!, onde Pf é peso final, Pi peso inicial e t tempo. E taxa de crescimento especifico (TCE)

foi calculado a partir de TCE (%.dia™!) = [(In Pf— In Pi).100]. t™.

2.4. Analise de expressdo génica

Nove larvas inteiras de cada tratamento no 20° DAE foram armazenadas em
RNAlater™ Stabilization Solution (Invitrogen) e estocadas imediatamente em ultrafreezer (—
80°C) até a extragao de RNA. O RNA foi isolado através do reagente TRIZOL® (Invitrogen)
de acordo com a instrucao do fabricante. Isolamento de RNA foi realizado em Laboratorio de
Sorologia e Biologia Molecular (LSBM, UFRA) e procedimento posterior em Laboratorio de
Genética Aplicada (LGA, UFRA). A quantificacao e analise de pureza do RNA total foi
verificado no espectrofotometro Biodrop Duo UV/Vis. Foram utilizadas para qPCR amostras

que apresentaram concentracdo minima de 50 ng/uL e a razdo de pureza proxima de 1,8 em
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absorbancia A260/280. As amostras foram diluidas, padronizadas em 50 ng/uL e tratadas com
DNase I, Rnase-free (Thermo Scientific) de acordo com o protocolo do fabricante.

A analise da expressdo génica foi feita pelo método one-step em volume final de 10 pL,
contendo 1x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus, 4 U MMLYV Transcriptase Reversa,
250 nM de primer forward e reverse, agua ultra pura e 50 ng de RNA. A condi¢des de
amplificacdo foram 42 °C por 30 min, 95 °C por 12 minutos; 40 ciclos de 95 °C por 15 segundos,
60 °C por 30 segundos; finalizando a corrida com a curva de melting de 95 °C por 15 segundos,
60 °C por 1 minuto e 95 °C por 1 segundo. As reacdes foram feitas em triplicata no
QuantStudio™ 3 (Thermo Fisher Scientific), para os genes myod, myog, msnta e gapdh (Tabela

2-AACT

1). A expressao relativa dos genes avaliados foi feita pelo método e gene gapdh foi usado

como gene de referencia para normalizar a quantificagdo do gene alvo.

Tabela 1

Sequéncia de oligonucleotideo, tamanho de pares de base (pb), temperatura de anelamento (Ta °C) ¢
o numero de acesso no GenBank de cada gene. Temperatura de anelamento foi 60°C em todos os
casos.

Numero de acesso

Gene Sequéncia Tamanho (pb) GenBank
F ACGCCATCAGCTACATCGAG

myod g ATCGGAGCAGTTGGATCTGG 125 XM_036575841.1
F AGACCAGAGGTTTTACGAAGGG

MY8 R TCCTGTCTTGGTATCCTGCTTG 89 XM_036560097.1
F TCAACCACCAGGAGCAAATC

MSING L T AAGOACGCACTAC 118 XM _036562065.1
F GCCGTGGTGCCAGCCAGAA

gapdh g TCAGGAATGACTTTTCCCACA 73 XM_036584368.1

F: Forward, R: Reverse; myod: Determinacao de mioblastos; myog: miogenina; mstna: miostatina a;
gapdh: Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase.

2.5. Analises estatisticas

Os dados de qualidade de agua, performance de crescimento e de expressao génica

foram submetidos primeiramente a analise de normalidade por meio do teste de Kolmogorov
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e posteriormente foi avaliado a igualdade de variancias pelo teste de Barllet e Brown-forsythe.
Para comparacdo das médias de dados paramétricos, foi utilizado a ANOVA de uma via
seguida de teste de comparag¢ao multipla de Tukey. E para dados ndo paramétricos foi utilizado
teste Kruskal-Wallis seguida de teste post-hoc Dunn’s. Os niveis de significancias em todos os

testes foram em p < 0,05.

3. Resultados

3.1. Qualidade de agua

Os parametros de qualidade 4dgua analisados durante o experimento ndo apresentaram
diferenca significativa entre os tratamentos. Exceto OD que apresentou valor médio decrescente

com o aumento da densidade do alimento vivo fornecido.

Tabela 2
Valores médios & desvio padrao dos parametros de qualidade de agua durante 14 dias de larvicultura
de Colossoma macropomum em SRA em diferentes densidades testadas de nauplios de Artémia por
pos-larva.

A Tratamentos
Parametros
100 250 500 750 1000

T 27,41+ 0,80 27,42 + 0,83 27,39 £ 0,85 27,45+0,78 27,37 £ 0,88
OD 7,24 +0,36° 7,18+0,37° 6,97+0,43% 6,89+0,58>  6,72+0,53°¢
pH 6,55+ 0,23 6,79 + 0,36 6,80+ 0,35 6,69 + 0,27 6,68 £0,43
CD 273,19 £ 67,98 273,46 £ 64,38 270,79+ 64,44 277,26+ 61,98 285,13 £ 62,44
NH; 1,68 £0,19 1,75+0,19 1,83 +0,17 1,92 +£0,23 2,11+£0,26
NO; 1,29 £ 0,49 1,09 +£0,31 1,11 +£0,36 1,24 +£0,39 1,25 +0,38
NO; 5,62+ 1,11 5,68+1,14 5,85+ 1,09 5,81 +1,16 5,75+ 1,08

T: temperatura (°C); OD: Oxigénio dissolvido (mg. L™"); CD: condutividade (uS. cm™"); NH3:
aménia (mg. L™); NO2: nitrito (mg. L!); NO3: nitrato (mg. L").
Médias seguidas por letras diferentes, nas linhas, diferem entre si (P<0.05) pelo teste de Tukey.

3.2. Performance da larva
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Ao final dos 14 dias de experimento, as larvas de C. macropomum alimentadas com
1000 nauplios de Artémias/larva apresentaram maior peso, comprimento, GPD e TCE (Tabela
3, p <0,05), enquanto os grupos de 100 e 250 NA/pds-larva apresentaram os menores indices,

de modo geral.

Tabela 3

Valores médios = desvio padrdo das variaveis biométricas da larva de Colossoma macropomum
alimentados com 100, 250, 500, 750 e 1000 nauplios de Artémia/larva apds 14 dias de cultivo em
SRA.

VARIAVEL TRATAMENTOS
100 250 500 750 1000
Pf 0.74+0.28 ¢ 1.38+0.65¢ 2.03+£0.55°¢ 273+1.10° 336+091°*
CTf 940+098°¢ 11.28+1.47¢ 1230+1.40°¢ 13.69+136° 14.78+1.25%

GPD 0.04+0.02¢  0.08+0.05¢ 0.12+0.03 * 0.16+0.07° 0.20+£0.06*°
TCE 993+£542°% 1256+1.93% 1423+£295° 13.67+1.90% 1525+2.20%

SV 70.72+8.53  78.22+11.79 88.33 £3.06 73.44 + 14.89 79.11+£5.55
Pf, peso final (mg); CTf, comprimento total final (mm); GPD, ganho de peso diario (mg/Dia); TCE,

taxa de crescimento especifico (%/dia); SV, sobrevivéncia (%).
Médias seguias por letras diferentes, nas linhas, diferem entre si (P<0.05) pelo teste de Tukey.

A sobrevivéncia dos animais foi de 70.72 % para 100 NA/pos-larva e 79.11 % para 1000
NA/pés-larva, entretanto ndo houve diferenca significativas entre os cinco tratamentos testados.
Para encontrar a concentragao ideal de nduplios de Artémias para cada fase da pds-larva,
a variavel peso de cada tratamento foi submetida a analise de regressao (Figura 1). Com a idade
de 13 DAE, a concentragdo ideal de nauplios de Artémias calculada foi de 411 NA/pos-larva
(Figura 1a). J4 com 20 DAE, o peso do C. macropomum foi diretamente proporcional com os

tratamentos testados (Figura 1b).
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Figura 1: Regressdo segmentada e linear do peso da pos-larva de Colossoma macropomum
alimentado com 100, 250, 500, 750 ¢ 1000 nauplios de Artémia/pos-larva em 13° DAE (a) ¢ 20° DAE
y =2,8329x +0,005842, R* = 0,99 (b).

3.3. Expressao relativa de myod, myog e mstna

Apoés 20 DAE, a expressdao dos genes miogé€nicos myod, myog e mstna foram
significativamente menores nas larvas de C. macropomum com maiores densidades de nauplios
de Artémias (Figura 2). Enquanto o nivel de expressdo do gene myod e mstna foi
significativamente menor quando as larvas foram alimentadas acima de 500 NA/pds-larva, a
expressao do gene myog foi significativamente menor quando foram alimentadas acima de 750

NA/pos-larva (p < 0,05).
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Figura 2: Expressdo relativa dos genes myod (a), myog (b) ¢ mstna (¢) da pds-larva de Colossoma
macropomum em 20° DAE alimentados com 100, 250, 500, 750 ¢ 1000 nauplios de Artémia/pos-
larva durante 14 dia de cultivo. Médias seguidas por letras diferentes, em colunas, diferem entre si
(P<0.05) testadas por Kruskal-Wallis seguidas do teste post-hoc de Dunn’s.

4. Discussao

A investigacao sobre a densidade do alimento vivo ¢ fundamental para otimizacao da

producao, dado que a quantidade ideal de nauplios de Artémia varia de acordo com a espécie

(Luz et al., 2011; Abe et al., 2016; Jomori et al., 2013; Reis et al., 2020). No presente estudo,

concentragoes crescentes de nauplios de Artémias afetaram significativamente a qualidade da

agua, o crescimento € a expressao dos genes miogénicos das larvas de C. macropomum, embora

ndo tenham afetado a sobrevivéncia.



193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

206

207

208

209

210

211

212

213

214

215

216

217

44

4.1. Qualidade da agua

Os parametros fisico-quimico da dgua dos tratamentos apresentaram niveis aceitaveis
para espécie C. macropomum (Aradjo-Lima; Gomes, 2005; Aride et al.,, 2007; Silva et al.,
2013). Santos et al. (2021; 2022) observou em larvicultura de C. macropomum em SRA
condi¢des de qualidade de dgua similares com o presente trabalho em temperatura, oxigénio
dissolvido e pH.

Neste estudo, foi observado diminuicao significativa no OD conforme o aumento da
densidade de nauplios de Artémias (Tabela 2), que pode estar relacionada a agdo dos
microrganismos decompositores (Jha et al., 2004) sobre os nauplios mortos depositados no
fundo dos tanques. Embora nio tenha sido mensurada a quantidade residual de néauplios de
Artémia, visivelmente ocorreu maior acimulo em tanques nos tratamentos acima de 500
NA/pés-larva. Entretanto, os tanques eram sifonados diariamente, assim menor OD pode estar
relacionado ao maior consumo de oxigé€nio pelas larvas maiores, que apresentam maior ingesta

e consequentemente maior taxa metabodlica (Jobling 1981; 1993).

4.2. Performance zootécnica

A quantidade de néuplios de Artémias a ser ofertada diariamente ¢ um dos fatores
essenciais para o sucesso da larvicultura. A falha deste manejo pode interferir no
desenvolvimento larval e na sobrevivéncia (Balon, 1984; Rabe; Brown, 2000) como foi relatado
baixa taxa de sobrevivéncia (39,3%) em Pimelodus maculatus alimentado com 9 NA/pds-larva
(Luz; Zaniboni-Filho, 2001). Neste estudo, foi observado boas taxas de sobrevivéncia em todas
as densidades testadas. Taxa de sobrevivéncia similar, aproximadamente 80 % e 74,5 %

respectivamente, foi observada para a mesma espécie alimentado com 500 a 1000 NA/pds-larva
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e para Lophiosilurus alexandri com 1300 a 2600 NA/poés-larva (Luz et al., 2011; Santos et al.,
2021). Taxa de sobrevivéncia superior a 90 % foi relatado em Hoplias lacerdae ¢ Piaractus
mesopotamicus alimentados com 900 a 1800 NA/pos-larva e 250 a 1250 NA/pds-larva,
respectivamente (Luz; Portella, 2005; Jomori et al., 2012). Mesmo em quantidades minimas de
nauplios de Artémias a sobrevivéncia ndo foi afetada no presente estudo. Resultados similares
foram registrados em larvas de Prochilodus costatus (Santos; Luz, 2009) e Lophiosilurus
alexandri (Santos et al., 2015), que apresentaram altas taxas de sobrevivéncia em densidade
300 e 100 NA/pos-larva, respectivamente. No entanto, em ambos casos foram registrados
crescimento retardado com essa alimentagao.

Embora ndo tenha afetado a sobrevivéncia, as menores densidades afetaram a
performance de crescimento de pos-larvas de C. macropomum, assim de Lophiosilurus
alexandri (Santos; Luz, 2009), Rhinelepis aspera (Santos et al., 2012) e Rhamdia quelen
(Fabregat et al., 2015) quando alimentados com quantidade inferior a 400 NA/pds-larva. Uma
razao para o menor crescimento seria insuficiéncia de energia e nutrientes necessarios ou maior
custo energético para a captura de alimento (Puvanendran; Brown, 1999; Chen et al., 2020).
Através da analise de regressao sobre o peso das larvas de C. macropomum no 13° DAE, o
resultado indicou que 411 NA/pos-larva seria o valor minimo que resultaria em crescimento
maximo na primeira semana (Figura 1a).

Ja na segunda semana, entre 14° ¢ 20° DAE, o tratamento com 1000 NA/pds-larva foi o
que resultou em maiores peso e comprimento (Tabela 3, p <0,05). O consumo ¢ proporcional
ao tamanho das larvas e aumenta com o crescimento larval (Luz et al., 2011; Ma et al., 2013).
Quantidades proximas a essas concentracdes também foram favordveis para o crescimento de
Brycon amazonicus, Astronotus ocellatus (Jomori et al., 2013) e Hoplias lacerda (Luz; Portella,

2015). O aumento da densidade de presas proporcionou aumento proporcional de ganho de peso
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em C. macropomum (Figura 1b), como foram observados resultados similares em outras

espécies dulcicolas (Santos et al., 2012; 2015; Jomori et al., 2013).

4.3. Expressdo dos genes miogénicos

O crescimento hiperplasico e hipertrofico nos peixes teledsteos ocorre principalmente
em duas ondas, a primeira na miogénese embrionaria ¢ a segunda durante a fase juvenil
(Rowlerson; Veggetti, 2001). Este processo ¢ controlado pelos MRF’s que ¢ altamente
conservada em todos os vertebrados (Zhu et al., 2016). Gene myod € expresso no inicio da
miogénese para proliferacdo da linhagem miogénica e ativacdo e proliferacdo de mioblastos
(Megeney; Rudnicki, 1995; Rudnicki; Jaenisch, 1995). E a expressdo de myog determina o
processo de diferenciacdo e fusdo dos mioblastos para formagdo das miofibras. (Megeney;
Rudnicki, 1995; Rudnicki; Jaenisch, 1995; Watabe 1999). Neste estudo a expressao relativa de
myod e myog em poés-larva de C. macropomum em 20° DAE foi inversamente proporcional com
a densidade de nduplios testada (Figura 3ab) apesar do maior crescimento larval em densidades
maiores. Em larva de Ctenopharyngodon idellus e Oncorhynchus mykiss, alimentado com ragao
artificial e dieta rica em gordura respectivamente, também apresentaram menor expressao de
myod e myog mesmo com pesos maiores (Alami-Durante et al., 2014; Zhao et al., 2018). Ja em
larva de Solea senegalensis com menor crescimento apresentou menor nivel de expressao de
myog (Canada et al., 2016). Contudo niveis de expressao de myod e myog demonstraram ser
similar entre grupos de larvas de tamanhos diferentes em Piaractus mesopotamicus ¢ Gadus
morhua (Leitdo et al., 2011; Lanes et al., 2012). Conforme esses relatos, ¢ pouco elucidado
sobre a relagdo entre crescimento, dieta e regulacao de niveis de expressao de MRF’s nos
primeiros dias de vida da larva. Para cada espécie pode existir expressoes especificas dos genes

envolvidos no crescimento muscular devido a complexidade dos eventos miogénicos, além de
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ocorrer provaveis alteragdes induzidas por meio dos efeitos dos nutrientes e pela idade larval
(Lanes et al., 2012). Apos busca minuciosa, verificou-se que este estudo € o primeiro relato de
analise de expressao dos genes miogénicos em pds-larvas de C. macropomum alimentadas com
diferentes concentragdes de nauplios de Artémia.

Enquanto os genes myod e myog muitas vezes estdo relacionados como estimuladores
no crescimento dos peixes, o gene mstn desempenha papel fundamental no crescimento
muscular como regulador negativo e sua expressdo inibe a determinacdo e diferenciacdo de
células musculares (Zheng et al., 2015; Song et al., 2022). Neste estudo, expressao da mstna foi
maior em animais alimentados com densidade inferior a 500 NA/pés-larva (Figura 2¢), que por
sua vez foram os que apresentaram menor crescimento. Sugere que a deficiéncia alimentar nos
primeiros dias de vida contribuiu com o menor crescimento muscular por meio da regulacio da
mstn, como foi observado em Ctenopharyngodon idellus e Sparus aurata (Zhao et al., 2018;
Saez-Arteaga et al., 2022). Ja a regulacdo negativa deste gene induz hiperplasia e hipertrofia
em peixes, como foi relatado em Danio rerio (Amali et al., 2004; Fuentes et al., 2013). Portanto,
a menor expressao deste gene em pos-larvas alimentadas com maiores densidades de nduplios

de Artémia pode ter favorecido o crescimento.

5. Conclusao

Diferentes densidades de nauplios de Artémia por pds-larva influenciaram no
desempenho zootécnico, na qualidade da 4gua e na expressao dos genes miogénicos na pos-
larva de C. macropomum. A densidade ideal de nduplios de Artémia para esta espécie na
primeira semana de alimentacdo ¢ de 411 NA/pds-larva e na segunda semana 1000 NA/pos-
larva. Apesar dos genes miogénicos myod e myog estarem hiper-regulados nas pos-larvas com

menor crescimento, o gene mstna pode ter um papel inibitorio significativo no crescimento das
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pos-larvas de C. macropoum. Mais estudos precisam ser realizados sobre o papel dos genes

reguladores no crescimento das larvas de C. macropomum.
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