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Sinopse:

Apresenta-se um estudo das variagdes do consumo de oxigénio, dureza total e fluxo
de Ca**, Mg™, Na*, K, e do efeito da temperatura sobre estas variagdes em oito
estadios de desenvolvimento embrionario e larval de Colossoma macropomum. O
consumo de oxigénio, dureza total e fluxo de Ca*, Mg™ e Na* apresentaram
variagbes no decorrer do desenvolvimento e nio foram afetados pela temperatura.
Dureza total e fluxo de Ca’* e Mg"" variaram de forma simiiar. O fluxo de K* foi
afetado pela temperatura mas ndo apresentou diferengas durante o
desenvolvimento.
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Consumo de oxigénio e fluxo ibnico de ovos e larvas de tambaqui, Colossoma

macropomum Cuvier, 1818 (Characidae, Serralminae) em diferentes temperaturas

RESUMO

Com o objetivo de analisar as mudangas metabdlicas na ontogenia do
tambaqui foram estudados o consumo de oxigénio, dureza total, fluxo do Ca™,
Mg**, Na* e K* em diferentes estadios do desenvolvimento embrionario e larval do
tambaqui, Colossoma macropomum. O efeito da temperatura sobre estes
parametros também foi avaliado. Os resultados mostram variagées do consumo
de oxigénio, na dureza total, e no fluxo de Ca'*, Mg"™, Na’ durante o
desenvolvimento embriondrio e larval. Estas variagbes ndo foram afetadas
significativamente pela temperatura (24 e 30°C). A dureza total, Ca™ e Mg™
variaram de forma similar sugerindo propriedades osmorregulatérias similares. J&
o fluxo de K' ndo apresentou alteragdo no decorrer do desenvolvimento mas foi
diferente a 24 e 30°C. Os efluxos ibnicos observados sugerem que as aguas com

baixas concentragdes de ions ndo sao benéficas para o desenvolvimento inicial do

tambaqui. Este € um dos poucos estudos realizados sobre aspectos metabdlicos

de peixes tropicais durante a transigao ovo - larva.
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Oxygen consumption and ionic flux of egg and larvae of tambaqui Colossoma
macropomum Cuvier, 1818 (Characidae, Serralminae) exposed to different

temperatures

ABSTRACT

The main goal of this study is the analysis of metabolic changes during the
ontogeny of tambaqui, Colossoma macropomum. Thus, we have analyzed the
oxygen consumption, the total hardness, and the flux rates of Ca™, Mg"™*, Na* and
K* at different embryonic and larval stages of tambaqui. Temperature influences on
these parameters were also analyzed. Changes in oxygen consumption, total
hardness, and Ca**, Mg**, and Na* flux rates were observed during the embryonic
and larval stages of tambaqui. Temperature changes between 24 and 30°C did not
affect these parameters. Changes in total hardness, Ca** and Mg*" flux rates were
similar in all developmental stages, suggesting similar osmoregulatory properties of
these ions. The K’ flux rate was not altered during the embryonic and larval
development but it changed in eggs and larvae exposed to 24 and 30°C. The
effluxes of the analyzed ions suggest that ion water poor is not recommended fo'r
the initial development of tambaqui. This study represents an addition to the scarce
literature related to metabolism aspects of tropical fish, in particular during the

transition from egg to larvae.
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1. INTRODUGAO

A Bacia do Rio Amazonas se constitui no maior sistema de rios e regido da
mais rica ictiofauna de agua doce do mundo. Estima-se a existéncia de mais de
2400 espécies de peixes (Gery, 1969), das quais sdo comercialmente importantes
cerca de 50 como alimento (Freeman, 1995) e mais de 170 como peixes
ornamentais (Barthem et al., 1995; Chao & Prada-Pedreros, 1995; Chao, 1998).

O peixe é a mais importante fonte de proteina animal, sendo a pesca a
principal atividade geradora de renda para os caboclos ao longo dos rios (Aradjo-
Lima & Goulding, 1998). Entretanto, o aumento explosivo nas duas ultimas
décadas da populag@o de varias cidades amazonicas, principalmente Manaus,
tem aumentado muito a demanda por proteina, resultando em maior presséo
sobre os estoques naturais de recursos aquaticos, reduzindo a captura e elevando
o prego das espécies preferidas (Saint-Paul, 1984a; Freeman, 1995; Pereira Filho,
1996).

Diante destes fatos, a piscicultura considerada antigamente como absurda
e desnecessaria passou a ser percebida por muitos pesquisadores como atividade
altemativa, promissora e mesmo como solugéo. Hoje é considerada imperativa, de
grande potencialidade (Junk, 1983; Saint-Paul, 1984a, Pereira-Filho et al., 1991;
Barthem et al., 1995; Freeman, 1995; Guerra et al., 1996, Kapetsky & Nath, 1997:
Cyrino & Gryschek, 1997) e ja € uma importante atividade econdmica na
Amazobnia (Val & Honczarick, 1995).

No entanto, o principal entrave no cultivo de peixes, continua sendo a
producgéo e o fornecimento de juvenis de boa qualidade e a baixo custo (Pereira

Filho et al., 1991; Freeman, 1995), j& que a piscicultura tem como ponto principal
1



de sua sustentabilidade econdmica a produgdo organizada em quantidade e

qualidade de individuos aptos (os juvenis) para estocagem nas estruturas finais de

cultivo.

Esta problematica pode ser resolvida estudando-se aspectos relacionados a
“primeira criacdo” (incubag&o, larvicultura e alevinagem), tendo em conta que o
conhecimento do efeito dos fatores fisico-quimicos sobre os embrides, larvas e

alevinos é basico para se obter sucesso na produg&o de juvenis.

1.1. A ESPECIE Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum, € um peixe nativo das bacias do
Solimées-Amazonas e Orinoco, sendo capturado e consumido no Brasil, Peni,
Coldmbia, Venezuela e Bolivia (Vinatea & Vega, 1995; Guerra et al., 1996). E a
especie preferida pelas populagbes da Amazdnia pelo sabor da sua carne,
encontrando-se entre as espécies mais importantes e de alto valor comercial
desembarcadas nos mercados de Iquitos e Pucallpa no Pen, Leticia na Coldmbia,
Tefé, Porto Velho, Manaus, Santarém e Belém no Brasil, sendo Manaus o maior
mercado (Barthem et al., 1995; Araujo-Lima & Goulding, 1998; Batista, 1998).

Esta espécie foi considerada sub-explorada até 1978 (Petrere, 1978;1983).
A diminuicdo do tamanho médio do tambaqui capturado, assim como o aumento
da distancia percorrida até os locais de pesca foram os primeiros indicios de
sobre-pesca desta espécie (Merona & Bittencourt, 1988). Este e outros estudos
levaram o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA) a decretar medidas de
protegdo para o tambaqui (Petrere, 1983, Merona & Bittencourt 1988; Bayley &

Petrere, 1989; Barthem et al., 1995). Batista (1998) comprovou a sobre-pesca.
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Esta espécie foi e é alvo de estudos sobre aspectos de sua ecologia,
biologia, pesca, entre outros, por sua importancia ecoldgica, e reconhecido
potencial para a piscicultura tanto dentro como fora da Bacia Amazénica (Aratljo-
Lima & Goulding, 1998).

Entre o terceiro e quarto ano atinge a maturidade sexual migrando, no inicio
da enchente, rumo aos rios de agua branca para se reproduzir. O tambaqui é de
desova total, tem alta fecundidade e seus ovos s&o semi-pelagicos (Goulding &
Carvalho, 1982; Araujo-Lima & Goulding, 1998; Vieira et al., 1999).

O tambaqui € o melhor candidato para a aquicultura na Amazonia
(Freeman, 1995). Varios estudos mostraram o excelente desempenho deste peixe
em regimes de cultivo extensivo e intensivo, apresentando todas as caracteristicas
desejaveis de cultivo (Lopes & Fontanele, 1982; Darmont & Salaya, 1984, Saint-
Paul, 1984a; 1986, Woynarovich, 1986; Estévez, 1988; Valencia, 1988; Ramos-
Hendo & Grajales 1989/1994; Silva et al., 1991; Hancz, 1993; Vinatea & Vega
1995; Guerra et al.,, 1996; Zaniboni & Barbosa, 1996; Castagnolli, 1997; Cyrino &
Gryschek, 1997; Zaniboni, 1997, Lovshin & Cyrino, 1998). Atualmente é cultivado
nos paises amazonicos e também no Panama, Cuba, México, Estados Unidos,

Tailandia, China e Taiwan (Guerra et al., 1996; Araujo-Lima & Goulding, 1997).

1.2. TROCA GASOSA

Troca gasosa € a agao de tomar oxigénio (O2) e eliminar bioxido de carbono
(CO2). Em peixes, em todos os estadios de desenvolvimento, a troca gasosa é
influenciada, primariamente, pelo estado fisiolégico (hibernagéo, torpor, estivagéo,

repouso ou exercicio), tamanho e idade do peixe, alimentagéo, temperatura,
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concentragdo do oxigénio, pH, salinidade da agua e luz. A amobnia, nitrito
poluentes, e outros compostos dissolvidos, deficiéncias nutricionais, aplicagdes
hormonais, entre outros, podem afetar o consumo de oxigénio (De Silva & Tytler,
1973; Laurence, 1975; Maceina et al., 1980; Jobling, M. 1981; Furspan et al.,
1984; Rana 1985; Levels et al., 1986, Blaxter, 1988, Rombough, 1988; Von
Westemhagen, 1988; Conrad & Barton, 1992; Kamler, 1992; Hepher, 1993;

Swanson, 1996; Alsop & Wood, 1997; Hamel, et al. 1997; Vinatea, 1997; Kubitza,

1998ab).

A troca gasosa em ovos e larvas de peixes se da por difusdo simples em
um gradiente de press&o, por convecgao natural (movimento de solutos e liquido
causado pelo préprio metabolismo do embrido que determina um gradiente de
solutos), convecgéo de massa (movimento de agua e gases causado pela forca da
corrente de agua) e movimentos conectivos ocasionados pelo proprio embrido tais
como as flexGes toracicas e agitagdo das nadadeiras (Lagler et al., 1984;
Rombough, 1988).

O metabolismo aerébico € medido principalmente por calorimetria indireta.
O método mais usado & 0 da taxa metabdlica, denominado indistintamente de
consumo de O, (VO,), que necessita ser medido a uma temperatura constante.
Em condi¢des normais de pressao e temperatura 11 de O, consumido é igual a
4,8kCal de energia produzidos (Rombough, 1988; Schmidt-Nielsen, 1996).

O VO, é medido em um respirdmetro de fluxo aberto ou fechado (Hoar &
Hickman, 1967). Em aquicultura, esta medida, ajuda a definir a minima

concentragdo de O, que deve ser mantida e a maxima densidade de individuos a



ser estocada numa estrutura de cultivo ou de transporte (De Silva & Tytler, 1973;
Saint-Paul 1984a; Lovell, 1989; Kamler, 1992; Hepher, 1993; Kubitza, 1998b).

Diferentes autores tém encontrado nos ovos e larvas uma relagdo
alométrica do VO, com a massa (tamanho), a qual &€ denominada intensidade
metabdlica ou consumo de O, especifico (consumo de oxigénio por unidade de
massa). Assim o VO; (ul/hora) = aM® onde a é a taxa metabdlica e b indica a
inclinagdo da reta, sendo ambos constantes e M é a massa. O valor de b é
aproximadamente 0,95, embora varie muito segundo a espécie e poucos dados
para peixes tropicais existam (Rombough, 1986; 1988; Kamler, 1992).

A temperatura que ovos e larvas experimentam afetam o desenvolvimento
por alteragdo das taxa de muitos processos biogquimicos, sendo que alguns
estadios sao mais sensiveis ao seu efeito (Van Der Wal, 1985; Jana et al.,1985;
Pipe & Walker, 1987, Laurila et al.,, 1987, Blaxter 1988; Wang & Eickman, 1994;
Wes Stonecypher & Wayne, 1994; Morley & Batty, 1996; Ovemell, 1996; 1997,
McCarthy et al., 1996, Hamel et al, 1997). O VO, pode aumentar
significativamente com o aumento da temperatura dentro de uma “zona de
tolerancia”, que é especifica para cada espécie (Kepenyes & Varadi, 1984,
Woynarovich 1986; Rombough, 1988; Sasaki et al/., 1988; Kamler, 1992; Vinatea;
1997).

No tambaqui ndo é conhecido o VO, para ovos e larvas. Porém, Saint-Paul
(1983, 1984ab, 1988) o determinou em juvenis e formulou a influéncia do peso,
temperatura e luz. Encontrou também que a “concentrag&o critica de O2" para o

tambaqui € 2,0mg/l e que concentracbes menores induzem a transicdo de




respiragdo independente a dependente, resuitando na redug&o do consumo de
oxigénio de 60 a 70%.

Por outro lado, & conhecido o efeito da temperatura no tempo de eclosdo do
tambaqui (Lopes & Fontanele, 1982; Woynarovich, 1986; Albuquerque et al.,
1989/1994), tendo sido encontrado uma diminui¢do exponencial com o aumento
da temperatura (Aravjo-Lima & Goulding, 1998), onde temperaturas acima de
30°C s&o letais (Saint-Paul 1984a). Woynarovich (1986) sugere que o VO, do ovos
e larvas do tambaqui deve ser quatro vezes maior que o encontrado para Cyprinus
carpio e que a temperatura deve afeta-lo significativamente.

Nas aguas da Amazodnia sdo comuns variagdes extremas do contetdo de
oxigénio dissolvido durante o dia (Almeida-Val & Val, 1995), bem como sio
comuns locais com baixas concentragbes deste elemento, principalmente nos
lagos de varzea e & noite (Araljo-Lima & Goulding, 1998). J& no canal do rio, o
conteudo de oxigénio dissolvido se mantém quase constante por causa da
turbuléncia.

Tanto hipo como hipersaturagdo de O; sdo estimulos estressantes. Para
supera-los os peixes desenvolveram adaptagdes comportamentais, morfoldgicas e
fisiologicas (Saint-Paul, 1983; 1984ab; Rombough, 1988; Val, 1993; 1995; Val &
Almeida-Val, 1995; Moura, et al., 1996/1997).

Nos embrides e larvas de tambaqui ndo foram relatadas adaptagtes
morfoldgicas ou fisiologicas aos baixos niveis de oxigénio. Enquanto a capacidade
de movimentagao, inexiste nos ovos e ela é limitada nas larvas para fugir de locais
com baixos niveis de oxigénio (principal adaptacdo comportamental). Esta & uma

das razdes da grande mortalidade que agregada as interagdes com outros fatores
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bidticos e abiodticos como predacao, diminuicdo dos bergarios pelo desmatamento
da varzea, mudangas bruscas de temperatura e pH, entre outros parametros
fisico-quimicos da agua, resulta numa sobrevivéncia ndo maior que 0,01% até a
fase adulta. A mortalidade varia de forma inversa ao estagio de desenvolvimento,
sendo maior nos estagios de ovo e larva e menor nos adultos (Lagler et al., 1984).

Por outro lado, a supersaturacéo de oxigénio néo afeta negativamente o
desenvolvimento dos embrides até antes da eclosdo (Woynarovich & Horvath,
1983; DiMichele & Powers, 1984, Alderdice & Jensen 1985; Jensen, 1988).
Portanto, niveis acima do valor critico garantiriam alta sobrevivéncia.

Os niveis de O dissolvido recomendados por diferentes autores para a
incubacé&o dos ovos e larvas do tambaqui variam. No entanto, considera-se 4,0
mg/l a menor concentragdo de O, viavel para o processo (Woynarovich, 1986;
Guerra et al., 1996).

Nos laboratdrios de produgdo, a incubagéo artificial de ovos e larvas de
tambaqui resuita numa maior sobrevivéncia que na natureza. Mesmo produzidos
em laboratdrio, a sobrevivéncia obtida para o tambaqui é baixa comparada com o
cultivo de outras espécies, como carpas e salmonideos, cuja tecnologia foi
dominada ha pelo menos 40 anos. Segundo Jana et al. (1985), o sistema de
criagdo chinés, para carpas reofilicas, baseado s6 no fornecimento de Aagua
saturada de oxigénio durante a incubagéo e larvicultura, assegura entre 75% e

85% de sucesso na criagdo das carpas, por exemplo.




1.3. REGULAGAO E FLUXO IONICO

A acdo de manter regulado e constante a concentragdo de ions do meio
intemo é chamado de regulagdo idnica ou osmorregulagdo. Os ions sao
essenciais para o metabolismo e o crescimento, pois intervém diretamente nas
reagbes metabdlicas. Sdo constituintes de estruturas como tecido nervoso e
esqueleto (Lovell, 1989; Hepher, 1983) e vitais para manter o equilibrio idnico e
hidrico nos peixes (Alderdice, 1988 ).

Os ions da agua afetam diretamente o tempo de sobrevivéncia e a
motilidade dos espematozoides, assim como a turgéncia do ovo.
Consequentemente, alteram a taxa de fecundagéo (Renard et al., 1987, Linhart et
al., 1999).

Os peixes podem ser osmoconformistas ou osmorreguladores (Alderdice,
1988). Alguns osmorreguladores gastam até 20% do oxigénio consumido (igual a
energia gasta) para osmorregular-se (Furspan et al., 1983; Dalla Via 1987, Morgan
& lwama, 1998), tendo sido encontrado menor gasto metabdlico num meio
isosmético, no qual a concentragdo do meio externo é igual a do fluido do
individuo, (Iwama & Morgan, 1998). A isosmocidade pode ser estabelecida por
medidas da taxa de influxo e efluxo de ions (fluxo idnico) relacionado ao VO,
Assim, um menor fluxo iénico com menor VO, numa temperatura 6tima melhoraria
a sobrevivéncia e as taxas de crescimento.

Nos peixes, o grau de absorg&o ou perda de ions varia com a concentragdo
dos ions, temperatura, pH, estadio de desenvolvimento, tamanho, idade,
alimentagéo, fotoperiodo, amonia, nitrito e outras substancias toxicas, além de

outros fatores (Maceina et al., 1980; Akatsu ef al., 1982, Furspan et a/., 1983; Holt
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& Amold, 1983; Mc Comick & Naiman, 1984, Jana et al., 1985; Gonzal et al.,
1987; Lee et al., 1987; Alderdice, 1988; Von Westernhagen, 1988; Chulakasem et
al., 1989; Wood, 1991; Wendelaar-Bonga & Ldck, 1992; McWilliams 1993; lwama
et al., 1997, Wilson et al., 1999; Wood, et al., 1998; McCarthy, 2000).

Os ovos e as larvas mudam rapidamente sua morfologia e fisiologia.
Igualmente modificam a sua capacidade de regulacao, de celular para tecidual e,
posteriormente, neuro-secretéria, acompanhados por mudangas na sua
permeabilidade (Alderdice, 1988). Nestes estadios o saco vitelinico fomece a
energia necessaria para a osmorregulagéo (Wilians, 1967). Ha dependéncia dos
ions do meio externo, principalmente sddio, potassio, calcio, magnésio, cloreto e
fosforo (Jana et al.,1985, Lee et al., 1987; Shepard, 1987; Erkki et al., 1988),
assim como necessidade de excretar aménia (Fisher, 1967; Holt & Amold, 1983,
Jana et al.,1985; Rahaman-Noronha et al., 1996).

A importancia dos ions no desenvolvimento embrionario e larval néo é
conhecida em peixes amazonicos, mas sabe-se que pH extremo, estresse do
manuseio e transporte causa perda ionica. Wilson et al. (1999) encontraram que
em aguas pobres em ions ha significativa perda dos ions totais dos peixes
expostos a pH 3,5. O tambaqui exposto a pH extremo em &guas pobres em ions
sofre perda idnica e mudanga do potencial trans-epitelial sendo atenuado pela
adico de Ca?* (Aride, 1998; Portela, 1998; Wilson, et al. 1999; Wood et al. 1998).
Ovos de tambaqui no estadio de gastrula expostos a pH 4 e pH 9 sofreram perda
de ions e aita mortalidade. Esta mortalidade e perda de ions diminuiu quando foi
adicionado Ca** (Ascon, 2000). Outros sais também atenuariam a perda de ions.

Isto explica porque os piscicultores costumam adicionar de CaCOs e NaCl, pois
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diminui a mortalidade do tambaqui e outros peixes submetidos a manuseio e
transporte (Kubitza, 1998b).

Na Amazonia, sdo os rios de agua branca os que apresentam maior riqueza
em ions (Konhauser et al., 1994), niveis mais altos de oxigénio em toda a coluna
da agua e pH quase neutro, variando entre 6,5 e 7,0 (Junk,1983). A migragéo
reprodutiva de alguns peixes (tambaqui, matrincha, curimata, etc.) para rios de
agua branca teriam como vantagem estas caracteristicas (Junk, 1983; Araujo-
Lima, 1984; Araujo-Lima & Goulding, 1998). Estes autores ndo descartam que
seja também para diminuir a taxa de competicdo e predagdo de ovos, larvas e
juvenis por sua riqueza de nutrientes, alta vazdo e baixa transparéncia. Outra
vantagem é que a elevagdo do nivel das aguas leva os ovos e larvas para as
areas inundaveis que oferecem protegdo e alimentagio para os juvenis (Goulding
& Carvalho, 1982; Araujo-Lima & Goulding, 1998).

O conhecimento dos requerimentos dos peixes na transigdo ovo-juvenil
oferece um amplo campo de experimentacdo bioldgica e é indispensavel para
melhorar o desempenho zootécnico e sobrevivéncia que pode ser traduzido em
sucesso e lucro na criagdo de peixes. Os requerimentos dos peixes tropicais
nestas fases tém sido pouco estudados. Contudo, sendo o peixe gerador de renda
e principal fonte de proteina na Amazonia, € importante estudar estes

requerimentos tendo em vista a importéncia da piscicultura como solugéo a

sobrepesca e falta de pescado.
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1.4. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho € avaliar o efeito da temperatura sobre o consumo

de oxigénio e o fluxo idnico durante o desenvolvimento embrionario e larval do

tambaqui, Colossoma macropomum.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento constou de quatro tratamentos e trés repeticdes. Como
unidades experimentais (os respirdbmetros) foram usadas garrafas plasticas com
tampa hermética, de aproximadamente 25ml, submetidas a leve agitagéo.
Adicionalmente, usamos incubadoras tipo funil de 1800ml com fluxo continuo de
agua sob diferentes temperaturas onde se verificou o desenvolvimento dos peixes
nas diferentes temperaturas. Também mantivemos incubadoras de 60l das quais

foram coletadas as larvas para as analises no respirométro. Os tratamentos foram:

Tratamento 1: Temperatura 24 °C
Tratamento 2: Temperatura 26 °C
Tratamento 3: Temperatura 28 °C

Tratamento 4: Temperatura 30 °C

2.2. METODOLOGIA

O trabalho foi realizado em duas fases. A primeira foi realizada em trés
estacdes de piscicultura: Fazenda “Amazon Fish”, “Estagdo de Piscicultura de
Balbina” e fazenda localizada no km 113 da rodovia Manaus-Itacoatiara. Nestes

locais foram obtidos os produtos sexuais, fecundados os ovos e acompanhado
11



seu desenvolvimento, determinados VO, pH e coleta de amostras de agua para
posterior analise. A segunda fase foi realizada no Laboratério de Ecofisiologia e
Evolugdo Molecular (LEEM) e no Laboratério Tematico de Solos e Plantas onde
foram determinadas as concentragdes de Na*, K*, Mg**, Ca*, os niveis de aménia
total e nitritos.

O material biolégico foi constituido por individuos de tambaqui em varios
estadios do desenvolvimento embrionario e larval. Estes foram obtidos mediante
reprodug&o induzida segundo o método descrito por Woynarovich (1986).

Obtidos os ovodcitos e o esperma, estes foram misturados com uma pena
por 2 a 3 minutos. Pequenas quantidades desta mistura (ao redor de 0,35g) foram
pesadas numa balanga com aproximagao de 0,005g. Parte das amostras foi fixada
com fluido de Buoin para determinar o0 numero de ovocitos por grama e outra parte
foi fecundada. Maior quantidade de ovos (maximo 60 gramas) foi colocada nas
incubadoras de 60l usadas para estudo comparativo.

Para serem fecundados foi adicionado soro fisiolégico ou &agua das
incubadoras nas temperaturas de trabalho (24, 26, 28 e 30°C), mantendo-se um
vagaroso mas constante movimento de mistura. Este método & conhecido como
fecundagéo “a seco” (Woynarovich, 1986).

Apds trés a cinco minutos 0s Ovos ja fecundados foram limpos com agua
sucessivas vezes para eliminar o resto do esperma. Logo apds foram colocados
nas incubadoras com agua 4 mesma temperatura na qual foram fecundados.

Os estadios do desenvolvimento embrionario e larval foram verificados
seguindo a descricdo de Albugquerque et al. (1989/1994) e registrados em termos

de tempo de inicio do estadio apds fecundagdo. Usou-se lupa (aumento maximo
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de 10x) e microscopio quando necessario. Foi considerado embrido no estadio X,

quando mais de 50% de uma amostra de 100 individuos se encontravam no

mesmo estadio.

As taxas de fertilizacdo dos ovos de cada tratamento e dos ovos das
incubadoras de 60l foram determinadas 10 a 12 horas apds fertilizagéo, por
contagem de 270 ovos como estabelecido por Zaniboni & Barbosa (1992). Foram
usados os dados de individuos cuja desova teve taxa de fecundacédo acima de
70%, evitando desta forma interferéncia por qualidade inaceitavel dos produtos
sexuais e do manejo da fertilizag&o.

Nos estadios de morula, gastrula, fechamento do blastdporo, 56 horas
apds ecloséo (20 horas apés fecundagéo), larva com 32-33h ap6s ecloséo, 57-58h
apos eclosao, 8-9h e 26-27h ap6s inicio da alimentagéo externa (105 e 114 horas
ap6s fecundagéo), foram determinados o VO, fluxo ibnico, pH, amonia e nitrito.
No inicio e no final das determina¢des do VO, amostras de embribes e larvas
foram fixadas em fluido de Bouin e posteriormente mantidas em alcool 10%. Estes

embrides e larvas serviram para determinagéo do volume.

2.2.1. PROTOCOLO PARA DETERMINAGAO NO RESPIROMETRO

A determinagao do VO, pH inicial e final, assim como a coleta de amostras
para determinacéo das concentragées dos ions e dos niveis de amdnia e nitrito foi
feita nos respirdmetros.

Verificado o estadio de desenvolvimento esperado, coletaram-se individuos

de cada tratamento. Contou-se cerca de 60 ovos ou 50 larvas vivas apés filtragéo

destas com fitro de 200pm de malha. Esta amostra foi transferida para os
13




respirbmetros com agua, de similar temperatura, saturada de O, e filtrada (com
filtro 0,45y para eliminar bactérias). Rapidamente foi fechado o respirdmetro,
primeiro com um filme plastico e apés com a tampa. Colocamo-lo sob agitagdo
nas incubadoras registrando este exato momento. Procedimento igual foi realizado
com os demais respirdmetros.

Apos a ecloséo, as larvas foram obtidas das inqubadora de 60l na qual a
temperatura ndo era controlada. Neste caso, as larvas foram aclimatadas
lentamente, de grau em grau por 30 minutos até a temperatura desejada. Ovos e
larvas aclimatam-se rapidamente a outras temperaturas quando estas mudangas
nao sdo bruscas e dentro de um intervalo de tolerancia (Rombough, 1988).

Apos o fechamento dos respirdbmetros amostras da agua foram coletadas
para determinagdo do Oz e pH inicial e 25ml foram congelados para as demais
andlises realizadas no laboratorio.

Apoés 1:30 horas aproximadamente os respirdmetros foram abertos. A
tampa foi retirada e o.respirbmetro inclinado. Dois furos foram feitos no fiime
plastico: um furo superior e outro inferior. Com auxilio de seringas identificadas,
amostras de agua foram coletadas para a determinagdo da concentragao final de
0,, anotando-se este exato momento. Em seguida foi retirado o filme plastico e
separadas as larvas do resto liquido. O pH final foi medido e uma amostra de agua
foi congelada para posterior analise. O numero de mortos foi contabilizado sendo

que uma mortalidade maior ao 5% invalidou o teste.
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2.2.2. DETERMINAGAO DO OXIGENIO DISSOLVIDO

Para a determinagao dos niveis de O, dissolvido foi utilizado o método de
Winkler, ajustado para 2 ml de amostra. A amostra foi obtida com seringa (como
utilizado por De Silva & Tytler, 1973) perfurando o filme plastico para evitar troca

de O, com o ambiente. A sensibilidade do sistema permitiu observar diferencas de

até 0,025 mg/l.

2.2.3. Consumo DE 02 (VO2)
O VO (ul Oz / hora . individuo) para cada estadio foi obtido pela diferenca
entre o valor de oxigénio em pl encontrado no tempo inicial e apés um certo

tempo, corrigido em fung@o do tempo em horas e do numero de individuos.

2.2.4. DETERMINAGAO DO FLUXO IONICO DE Na*, K*, Ca** e Mg*™*

Em amostras de agua preservadas em garrafas de plastico com tampa
hermética e a —10°C foram determinados os niveis de Na*, K*, Mg** e Ca*™ no
Laboratério Tematico de Solos e Plantas utilizando o espectofotometro de
absorcdo atdmica modelo 1100M da Perkin Eimer. O espectofotémetro foi
previamente calibrado com os padrdes de Na’, K*, Mg** e Ca™".

As concentragbes em mg/l foram convertidas para pmol/l. O fluxo idnico foi

calculado mediante a seguinte formula: Jret = ((X¢ = Xi).V) / t.Individuos
Onde jnet = fluxo idnico, (X e X;) = concentracao final e inicial, V = volume da

camara, t = tempo em horas, e Ind = numero de individuos. Valores positivos
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indicam efluxo e valores negativos influxo. Os resultados s&o finalmente expressos

em u mol/hora.individuo.

2.2.5. DETERMINAGAO DA DUREZA TOTAL

A dureza total (umol/l de CaCOs) foi obtida a partir da soma dos
equivalentes de CaCO; dos valores de Ca™ e Mg"™* com as seguintes formulas:
A partir de CaCOs CaCOj; (umol/l) = mg/l Ca™ * 24,94 1
A partir de MgCOs CaCOs(umol) = mg/l Mg™* * 41,152 (2)

Dureza total = CaCOs (umol/l) = (1) + (2)

2.2.6. DETERMINAGAO DA AMONIA TOTAL (NH4" + NH3)

Os niveis de amonia total foram determinados segundo o método de
Verdouw et al. (1978), que emprega a reacdo da amonia com salicilato e
hipoclorito, na presenga de nitroprussiato de sdédio como o catalisador, para
produzir a coloragdo azul do indofenol que tem absorbancia especifica no
comprimento de onda de 650 nm. O pico do desenvoivimento da cor ocorre 90

minutos apos a reagdo. Os resultados foram obtidos pela equagdo da curva de

calibragao e finalmente expressos em mg/i de NHg.

2.2.7. DETERMINAGAO DO NITRITO (NO2)

Os niveis de nitrito foram determinados colorimetricamente como descrito
por Boyd (1979), ajustado para amostras de 1,0 ml. O meétodo consiste na reacéo

do nitrito com uma solug&o de sulfanilamida em &cido cloridrico, que ao reagir com

16



etileno diamino N-(1-naftil) forma um composto de cor rosa que pode ser lido no
comprimento de onda de 543nm. Os resultados foram obtidos pela equagdo da
curva de calibragdo em mg/l NO»-N (nitrito ligado ao nitrogénio) sendo convertidos

para NO; e, finalmente, expressos em mg/l de NOo.

2.2.8. DETERMINAGAO DO PH E DA TEMPERATURA

Os valores de pH da agua foram determinados com o auxilio de um pH
metro digital modelo B374 da Micronal. A temperatura da agua foi determinada

com o auxilio de um termémetro com aproximagéo de 0,1 °C.

2.3. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
SYSTAT versdao 7.0. Os fatores sdo a temperatura e o estagio de
desenvolvimento. As variaveis sdo: 1) consumo de O, 2) fluxo de Na*, 3) fluxo de
K*, 4) fluxo de Mg**, 5) fluxo de Ca™" e 6) dureza total.

Os resultados obtidos s&o expressos através da média e erro padrao da
média. A diferenca estatistica dos valores de cada uma das variaveis entre os 4
tratamentos foram determinados mediante ANOVA de 2 fatores com nivel de
significancia P < 0,05 e teste a posteror de Tuckey para comparacéo das médias.

Os niveis de amdnia, nitrito e pH foram relacionados com a temperatura e
analisados com ANOVA com nivel de significancia P < 0,05 para determinar sua
influéncia sobre as varidveis acima citadas. Os resultados obtidos sdo expressos

através da média e erro padrao da média.
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3. RESULTADOS

3.1. PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

O pH e as concentragdes de amodnia e nitrito no final de cada analise no
respirdmetro se mantiveram em niveis considerados n&o prejudiciais para os ovos
e larvas. Estes parametros fisico-quimicos n&o diferiram significativamente
(ANOVA P < 0,05) entre as temperaturas testadas (Tabela 1). Os valores iniciais

dos ions estdo apresentados na Tabela 2 e s&o caracteristicos de &gua pretas.

3.2. EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE O CONSUMO DE OXIGENIO E FLUXO IONICO

O consumo de oxigénio (VO,), dureza total e fluxo dos ions Na*, Mg** .Ca"*
e nao diferiram significativamente (ANOVA P < 0,05) entre as temperaturas
testadas nos diferentes estadios do desenvolvimento (Tabela 3). Ja o fluxo de K*
foi significativamente maior a 30 °C que a 24 °C. Em 26 e 28 °C o fluxo de K* n&o

foi estatisticamente diferente de 30 e 24 °C (Tabela 4).

3.3. ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO, CONSUMO DE OXIGENIO E FLUXO IONICO

3.3.1. CONSUMO DE OXIGENIO

O VO3 nos diferentes estadios de desenvolvimento estdo representados na
Figura 1. Houve variages estatisticamente significativas (ANOVA P < 0,05) com o

estadio de desenvolvimento do ovo ou larva do tambaqui. O VO, aumentou do
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Tabela 1. Parametros fisico-quimicos da agua dos respirdmetros medidos apés

determinagdo do VO no desenvolvimento inicial de Colossoma macropomum

para diferentes temperaturas. N&o ha diferenga significativa entre os valores.

Tratamentos pH Amonia total (mg/l) Nitrito(ma/l)
30°C 6,62 + 0,38 0,30 + 0,052 0,0048 + 0,0025
28 °C 6,64 + 0,33 0,24 + 0,025 0,0016 £ 0,0003
26 °C 6.63 + 0,30 0,30 + 0,036 0,0021 £ 0,0004
24 °C 6.70 + 0,28 0,28 + 0,026 0,0035 + 0,0011
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Tabela 2. Concentragdes iniciais dos ions na agua utilizada nos experimentos.

IONS mg/l
Ca™ 0,851 + 0,07

Mg** 0,27 + 0,02
Na* 0,94 + 0,10
K* 0,54 £ 0,02

20




Tabela 3. Taxa de consumo de oxigénio e taxas de fluxos idnicos no desenvolvimento inicial de Colossoma macropomum

para diferentes temperaturas. Nao ha diferenca significativa entre os valores.

Temperatura VO, ca™” Mg** Na* CaCO,
(ul / hora.ind.) (nmol / hora.ind.) (umol/ hora.ind.) (umol/hora.ind.) (umol/ hora.ind.)
30°C 1,80+0,22 0,0052 £+ 0,0010 0,002 + 0,0004 0,028 + 0,002 0,084 £ 0,014
28 °C 1,61+0,17 0,0040 £ 0,0007 0,002 + 0,0005 0,022 + 0,001 0,075 £ 0,011
26 °C 1,8040,28 0,0046 + 0,001 0,002 + 0,0005 0,026 + 0,002 0,076 £ 0,015
24°C 1,4010,21 0,0038 1 0,0008 0,002 £ 0,0003 0,024 £ 0,001 0,077 £ 0,015
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Tabela 4. Fluxo médio do ion potassio K* (umol / hora * individuo) no
desenvolvimento inicial de Colossoma macropomum para cada temperatura.

Letras diferentes mostram diferenga significativa.

Tratamentos Fluxo de K*

(uwmol / hora * individuo)

30°C 0,0109 + 0.0015 2
28 °C 0,0074 + 0,0008 =
26 °C 0,0085 + 0,0010
24 °C 0,0068 + 0,0004 °
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Figura 1. Consumo de oxigénio (ul O / hora.individuo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes
estadios de desenvolvimento. M = moérula, G = finais de gastrula, FB = fechamento do blastoporo e comego do
desprendimento da cauda, PE = 5-6horas apos eclosao, L50 = Larva com 50-52 horas apos fecundagao (af), L72 =

larva com 72-74 horas af, L104 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (ANOVA, P< 0,05).
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estadio de moérula para finais do estadio de gastrula, sendo que neste estadio foi
encontrado o maior VO, em relagdo aos estadios analisados. Entre finais do
fechamento do blastéporo e comego do desprendimento da cauda o VO foi menor

do que no estadio anterior. Os valores do VO, neste estadio foram os menores

encontrados.

Em individuos ja eclodidos (6-7 horas apds ecloséo) o VO; aumentou em
relacdo ao estadio anterior. Deste estagio em diante, o VO, nédo diferiu
significativamente, mesmo quando o0s peixes ja se alimentavam. No entanto

observa-se uma leve tendéncia a diminuir.

3.3.2. FLUXO DE iONS E DUREZA TOTAL

3.3.2.1. Fluxo do calcio, magnésio e dureza total

As concentragdes de Ca** e Mg"™* medidos na 4gua assim como a dureza
total obtidos a partir da soma dos equivalentes molares em termos de CaCOs nos
diferentes estadios de desenvolvimento e temperatura estdo representados nas
Figuras 2, 3 e 4. Estes ions mostraram variagdes significativas (ANOVA P < 0,05),
com padrdes similares em relagéo aos estadios de desenvolvimento, observando-
se efluxos (perda de ions para a &gua) em maior ou menor grau no decorrer do
desenvolvimento. Excegdo foi a larva com aproximadamente 50-52 horas apés
fecundagd@o que apresentou influxo (absorcdo de ions da agua) de Ca"™. Por

conseguinte, a dureza total mostrou variagéo similar para Ca™ e Mg
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Figura 2. Fluxo de Ca™ (umol / horas.individuo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes
estadios de desenvolvimento. M = moérula, G = finais de gastrula, FB = fechamento do blastoporo e comego do
desprendimento da cauda, PE = 5-6horas ap6s eclosdo, L50 = Larva com 50-52 horas apos fecundagao (af),
L72 = larva com 72-74 horas af, L104 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras
diferentes indicam diferenca significativa (ANOVA, P< 0,05).
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Figura 3. Fluxo de Mg™ (umol / horas.individuo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes
estadios de desenvolvimento. M = moérula, G = finais de gastrula, FB = fechamento do blastéporo e comego do
desprendimento da cauda, PE = 5-6horas apos eclosao, L50 = Larva com 50-52 horas apos fecundagao (af), L72 =
larva com 72-74 horas af, L104 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (ANOVA, P< 0,05).
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Figura 4. Dureza total como CaCOj3; (umol / horas.individuo) na agua em diferentes temperaturas e diferentes estadios
de desenvolvimento de C. macropomum. M = morula, G = finais de gastrula, FB = fechamento do blastoporo e comego
do desprendimento da cauda, PE = 5-6horas apos eclosao, L50 = Larva com 50-52 horas apés fecundagao (af), L72 =
larva com 72-74 horas af, L104 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras diferentes
indicam diferencga significativa (ANOVA, P< 0,05).
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No estadio final de gastrula o efluxo de Ca** foi aproximadamente a metade do
observado no estadio mérula. No estadio final do fechamento do blastéporo houve
incremento do efluxo de Ca** embora nao significativo. Este incremento do efluxo
se mantém no estadio de apds eclosdo (5-6 horas apods eclos&o). Nas larvas com
50-52 horas apés fecundagdo houve influxo de Ca™. Este influxo ndo foi
observado nos outros estadios. As larvas com 72-74 horas apds fecundagédo
apresentaram efluxo que continuou nas larvas com 104-105 horas apos
fecundacdo, embora menor. O efluxo aumentou nas larvas com 115-116 horas
tendo neste estadio os valores maximos. Nestes dois ultimos estadios as larvas ja
se alimentavam no meio extemo.

No estadio final de gastrula os valores de Mg** foram menores do que em
morula embora néo significativos como para Ca**. No estadio final do fechamento
do blastoporo houve incremento do efluxo de Mg™ que continuou até apds
eclosdo onde foi significativamente diferente do estadio final de gastrula como
para o Ca™". Nas larvas com 50-52 horas apds fecundagao houve influxo de Ca*™.
Este influxo ndo foi observado nos outros estadios. As larvas com 72-74 horas
apos fecundacgéo e as larvas com 104-105 horas apos fecundagdo apresentaram
efluxo similar de Mg**. O efluxo aumentou nas larvas com 115 a 116 horas tendo
sido encontrado neste estadio os valores maximos.

A variagdo ontogenética da dureza total teve comportamento similar as
variagdes de Ca' e Mg**. Os valores de CaCO3s mostraram efluxo deste elemento
em todos os estadios de desenvolvimento embrionario e larval com excegéo do
estadio de larva com 50-52 horas apds eclosé@o onde os valores mostraram influxo

deste elemento. O efluxo em moérula foi maior do que em gastrula. O efluxo
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aumentou até o estadio de 5 a 6 horas apés ecloséo (aproximadamente 20 horas
apds fecundagdo). No estadio de larva com 50-52 horas houve influxo de CaCOs.
Deste estadio em diante, o efluxo aumentou significativamente com valor maximo

no estadio de larva com 120 horas apos fecundagcdo em relagdo aos outros

estadios analisados

3.3.2.2. Fluxo do sodio e potassio

As concentracdes de Na' medidas na agua nos diferentes estadios de
desenvolvimento e temperatura estdo representados na Figura 5. Este ion
mostrou variagdes significativas (ANOVA P < 0,05) em relagao aos estadios de
desenvolvimento, observando-se efluxos (perda de ions para a agua) em maior ou

menor grau.

Efluxo de Na* foi maior em moérula do que em gastrula que foi o estadio que
apresentou menor efluxo deste ion. No estadio final do fechamento do blastdporo
as concentragbes de Na' na agua aumentaram significativamente em relacdo a
gastrula. Este efluxo aumentou no estadio de pds-eclosdo. No estadio de larva
com 50-52 horas apés eclosao houve uma diminuig&o significativa com respeito ao
estadio anterior. Nos estadios seguintes o efluxo aumentou sendo
significativamente diferente no estadio de larva com 115 horas apés fecundacgéo.

As concentragdes de K" medidas na &gua nos diferentes estadios de
desenvolvimento e temperatura estdo representados na Figura 6. Este ion nédo
mostrou variagdes significativas (ANOVA P < 0,05) em relagéo aos estadios de

desenvolvimento, observando-se efluxos mais ou menos constantes.
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Figura 5. Fluxo de Na" (umol / horas.individuo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes estadios
de desenvolvimento. M = moérula, G = finais de gastrula, FB = fechamento do blastoporo e comego do
desprendimento da cauda, PE = 5-6horas apos ecloséo, L50 = Larva com 50-52 horas apos fecundacao (af), L72 =
larva com 72-74 horas af, L104 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (ANOVA, P< 0,05).
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Figura 6. Fluxo de K" (umol / horas.individuo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes estadios
de desenvolvimento. M = mérula, G = finais de gastrula, FB = fechamento do blastéporo e comego do desprendimento
da cauda, PE = 5-6horas apés eclosao, L50 = Larva com 50-52 horas apos fecundacao (af), L72 = larva com 72-74

horas af, L104 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (ANOVA, P< 0,05).
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4. DIscussAO

O oxigénio é o gas mais importante para os peixes pois € o combustivel
metabdlico para o processo oxidativo. Contudo, tanto as baixas como as altas
concentragcdes deste gas podem causar estresse e até mesmo a morte em
animais e vegetais (Vinatea, 1997). O metabolismo aerdbico € medido usualmente
por meio do consumo de O, (VO,) por ser confiavel e relativamente facil. Nos ovos
e larvas, o VO, é influenciado pelo estado fisiolégico, tamanho, idade,
alimentagdo, temperatura, concentragdo de oxigénio, pH, salinidade da agua,
entre outros fatores. A medida do VO, pemmite identificar o efeito destes
parametros sobre o metabolismo do peixe e estabelecer programas de manejo
gue aumentem a relagdo crescimento/gasto de energia e sobrevivéncia/gasto de
energia.

Temos ressaltado que os ions sdo muito importantes para os peixes
principaimente no que se refere a manter o equilibrio ionico e hidrico do
organismo. Ovos e larvas diferem dos juvenis e adultos por obter ions
principaimente por difusdo. Num meio isosmético, o gasto energeético para
osmormregulagdo é insignificante. Na medida em que 0 meio se toma hiper ou
hiposmético este gasto de energia aumenta, comprometendo o crescimento e
sobrevivéncia do peixe. Em ovos e larvas de peixes, a isosmocidade pode ser
estabelecida através da medida da taxa de fluxo idnico relacionado ao VO,. Assim
um menor fluxo idnico, com menor VO numa temperatura 6tima, melhoraria a
sobrevivéncia e o crescimento dos animais.

A temperatura tem um efeito significativo sobre os parametros fisico-

quimicos da agua e, principalmente, sobre os organismos aquaticos. E um dos
32




principais fatores limitantes para uma ampla variedade de processos biclogicos
nos peixes, desde a velocidade de reagdes quimicas até a distribuicdo ecoldgica
da espécie (Vinatea, 1997).

A temperatura afeta as taxas de muitos processos bioquimicos durante o
desenvolvimento de ovos e larvas. Saliente-se que nesta fase muitos genes estao
sendo copiados pela primeira vez e estdo sujeitos a processos de regulagéo
determinados pelas condicbes ambientais. Ermos nessa fase em fungéo da néao
sincronizacdo metabolica podem ocorrer, pois nem toda a maguinaria metabolica
esta a postos e, portanto, podem ser fatais. Assim, durante a ontogénese podem
ocorrer mudangas na temperatura otima para o desenvolvimento (Blaxter 1988;
Rombough, 1988; Sasaki et al., 1988, Kamler, 1992; Wang & Eckman 1994;

Ovemell, 1996; Hamel, et al. 1997).

4.1. PARAMETROS FisSICO-QuiMICOS

O pH, a ambénia e o nitrito afetam os peixes de diversas formas e com
efeitos distintos nos diferentes estadios de desenvolvimento. Valores extremos de
pH causam disturbios fisiolégicos e mortalidade. A aménia total € a soma da
concentracdo da aménia néo ionizada (NHs), que & toxica, com a amonia ionizada
(NH4"), que néo é toxica. Nas temperaturas de 24 a 30 °C, num pH igual a 6,5, a
percentagem de amonia n&o ionizada varia de 0,167% a 0,254 % da aménia total
(Vinatea, 1997). A aménia ndo ionizada e o nitrito s&o téxicos quando em altas
concentracdes. Estas concentracdes subletais ou letais s&o especificas para cada

espécie (Boyd, 1979). A acidez aumenta com o aumento da temperatura por
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elevacdo do CO, decorrente do metabolismo dos organismos. De forma similar a
amonia aumenta e a conversdo de amonia em nitrito também.

Os niveis de tolerancia do pH, amdnia e nitrito podem ser alterados com a
temperatura e aumentados por interagdo com ions e acidos fracos (Boyd, 1979;
Vinatea, 1997; Arredondo & Ponce, 1998). Por esta razéo, estes compostos
precisam ser monitorados e mantidos em niveis toleraveis para as condi¢Ges
fisiologicas de cada estadio de desenvolvimento.

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que n&o houve efeito
significativo da temperatura sobre os valores de pH, concentragéo de amdnia e de
nitrito para ovos e larvas de tambaqui. Varios autores tém analisado o efeito do pH,
da amdnia e do nitrito sobre os peixes, encontrando que valores de piH menores
que 5,0 e maiores que 8,5, e concentragbes de ambnia ndo ionizada e nitrito acima
de 0,019mg/l e 0,559/l respectivamente, tém efeito negativo sobre o crescimento e
sobrevivéncia dos animais por ocasionar disturbios fisioldgicos (Boyd, 1979;
Vinatea, 1997; Arredondo & Ponce, 1998; Ascon, 2000). Estes disturbios fisiolégicos
resultam em alteragdes metabdlicas (Schmidt-Nielsen, 1996).

Chulakasem et al. (1989) analisaram o efeito de pH 6,5, 5,6, 4,5 e 4,2 sobre
a sobrevivéncia dos ovos, eclosdo e sobrevivéncia das larvas recém eclodidas de
Oryzias latipes, encontrando que pH inferior a 4,5 afetou negativamente estas
variaveis. Kamler (1992) fez uma revisao de trabalhos sobre o efeito do pH no
desenvolvimento dos ovos de peixes, encontrando que valores menores que 5,0 e
maiores de 8,5 causam alteragdes no tempo de eclosdo por inibicdo da enzima
corianase e reducgdo da mobilidade dos ovos. Trabalhos sobre o efeito do pH em

tambaqui mostram que este peixe é resistente a alteragGes de pH (Aride, 1998:
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Portela, 1998; Wilson, et al. 1999; Wood et al. 1998, Ascon, 2000). Baseados
nestas informacoes, é provavel que as variagdes nos valores de pH observadas
no presente trabalho n&o tenham tido influenciado o VO, e o fluxo ibnico.

As concentra¢des de amdnia total (NH," + NH3) foram, no presente estudo,
em média 0,30mg/l. Se extrairmos deste valor a quantidade de amoénia ndo
ionizada os valores obtidos n&o ultrapassam 1ug de NHa por litro, valores muito
baixos para peixes. Holt & Amold (1983) encontraram que niveis acima de
1,44mg/l de NH3 tiveram efeito negativo na sobrevivéncia e taxa de eclosdo de
Sciaenops ocellatus. Em virtude desta informagéo, podemos afirmar que a amonia
nio teve influéncia sobre as diferentes fases embrionarias do tambaqui.

Os niveis de nitrito foram, em média, inferiores a 5 ug/l, valores 10 vezes
menores que aqueles reportados como prejudiciais ao desenvolvimento de ovos e
larvas. Holt & Arnold (1983) sugeriram que somente niveis acima de 100mg/l de
NO>-N (1mg/l de NO2-N = 3,28 mg/l de NO,) afetaram as taxas de sobrevivéncia e
de ecloséo das larvas de Sciaenops ocellatus. Consideramos, pois, que ndo houve

interferéncia do nitrito no presente experimento com ovos e larvas da espécie

Colossoma macropomum.

4.2. CONSUMO DE OXIGENIO

O VO, é afetado por muitos parametros. No entanto, sabe-se que a
temperatura é um dos parametros que mais interferem com o processo metabélico
e, portanto, com o consumo de oxigénio. Esse efeito e espécie-especifico e é

vélido para a “zona de toleréncia” da espécie. O efeito da temperatura é duplo: se
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por um lado aumenta o consumo de oxigénio, por outro, o aumento da
temperatura resulta na diminuigao da solubilidade do gas na agua.

Rombough (1988) e Kamler (1992) analisaram a influéncia da temperatura
sobre o VO, de ovos e larvas, a partir dos poucos trabalhos existentes. Estes
autores valeram-se, em suas analises, do Qqo. O valor deste coeficiente diminui
com o aumento da temperatura sendo que o valor de Qqq entre 0 e 5°C é igual a
10,9, entre 5 €10 °C igual a 3,5, entre 20 e 25 °C € igual a 2,3 e em temperaturas
entre 25 e 30 °C é igual a 2,2. Isto significa que as variagdes de VO, em
temperaturas acima de 25°C sao menores que aquelas observadas em
temperaturas menores que 15°C. Como mencionado anteriormente, a influéncia
da temperatura é espécie-especifica, podendo ser descrita por uma reta, por uma
curva exponencial ou por um modelo parabdlico (Rombough, 1988).

O VO, do tambaqui nos 8 estadios analisados ndo apresentou diferengas
significativas entre 24°C e 30°C. Segundo Kamler (1992) existem intervalos de
temperatura em que O metabolismo & mais independente da temperatura, ndo
mostrando diferengas nos valores de VO.. Estes intervalos podem ser “quentes”
efou “frios”. Portanto, a medida do VO, sé mostrara diferengas quando a medida
incluir intervalos amplos de temperatura.

Temperaturas entre 26°C e 30°C devem ser ideais para o desenvolvimento
dos ovos e larvas de tambaqui pois, neste intervalo de temperatura, ndo ha
variagao significativa do VO,. Segundo Valencia et al. (1986), os ovos e larvas de
tambaqui crescem entre 26°C e 29°C. Os resultados obtidos no presente trabalho

coincidem com essa observagéo.
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Por outro lado, o VO3 a 28°C apresentou menor variagéo depois da eclos&o,
0 que poderia indicar maior estabilidade no processo respiratorio. Possivelmente
esta variacdo esteja relacionada com as taxas de sobrevivéncia observado por
Woynarovich (1986), que afirma que a temperatura 6tima de criagdo de ovos e
larvas de tambaqui é 28°C. Pipe & Walker (1987) e Laurila et al. (1987)
encontraram que, mesmo nado havendo diferengas nas taxas de sobrevivéncia dos
embries, num intervalo de temperaturas, existe uma temperatura étima, na qual
ocorre eficiente uso do vitelo e maximo crescimento. Estes autores encontraram
também que o vitelo & usado para minimizar o efeito da temperatura. Interessante
notar que essa temperatura varia de acordo com o regime térmico de cada regiao
geografica.

A auséncia de influéncia da temperatura também foi registrada em analises
sobre o metabolismo anaerobico de misculo de Adultes de tambaagui
Expenmentos in vifro (Almeida-Val & al, 1981) e Jin vivo (Fanas, 1992)
demonstram total independéncia térmica das atividades da enzima LDH, principal
enzima responsavel pela glicélise anaerébica. E, no minimo, instigante pensar que
talvez o tambaqui tenha ajustes eficientes para evitar oscilagbes metabdlicas

quando submetidos & variagdes de temperatura.

4.3. FLUXO IGNICO

As variacbes de temperatura, dentro do intervalo de tolerancia da espécie,
afetam 0 processo de regulagdo osmotica nos peixes. As mudancas de
temperatura influenciam a permeabilidade da membrana — temperaturas mais

altas, membranas mais permeaveis. Em alguns peixes a temperatura ndo tem
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influéncia sobre o fluxo idnico num estreito intervalo de temperatura (Alderdice,
1988). As mudangas nas taxas de influxo e efluxo estudadas para os ions Ca™,
Mg**, Na*, K*, CI demandam energia (Furspan et al., 1983; Dalla Via 1987; Iwama
& Morgan, 1996). Portanto, uma adequada concentragao idnica numa temperatura
adequada, poderia melhorar o crescimento por haver menor investimento na
atividade osmorregulatoria (Vinatea, 1997).

Os resultados obtidos no presente trabalho com ovos e larvas de tambaqui
mostram efluxo de todos ions. O Na” é regularmente trocado com a NH4*, sendo
absorvido pelo embrido para poder eliminar a NHs" (Maetz, 1973; Boyd, 1979;
Vinatea, 1997). O efluxo de Na® é indicatvo que ha um desequilibrio
ionoregulatério. A energia necessaria para a regulagdo idnica, nestas fases do
desenvolvimento, pode variar de 3 a 20%. Isto, evidentemente, € prejudicial para o
tambaqui e poderia explicar parte do insucesso na produgéo de larvas que, via de
regra, apresenta baixas taxas de sobrevivéncia. Segundo Gonzal et al. (1987) os
ovos e larvas de Hipophthalmichtys molitrix tiveram maior sobrevivéncia quando
incubados em 300-500 mg/l de CaCOs3 e concentragdes menores do que 20 mg/l
afetaram significativamente a sobrevivéncia das larvas. A carpa prateada,
Hipophthalmichtys molitix, € um peixe da Asia também de piracema, migrando
para dguas brancas e desovando nelas.

Na Amazdnia, as aguas brancas sao as que apresentam maiores
concentragdes de ions. Calculando a partir de quantidades de Ca™ e Mg"* obtidos
por Konhauser et al. (1994) em termos de CaCOs (dureza total), encontramos que
a 4gua do Rio Solimdes apresenta, em média, 27,2mg/l. Em contraste, a agua do

Rio Negro apresenta, em média, 1,49 mg/l. Woynarovich (1986) recomenda usar
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de 60-80g de ovos ndo fecundados (100000 ovos = 74,74Qg) para uma incubadora
de 60l. J& Zaniboni (1992) recomenda usar densidades menores de 25000vos/|
(150000 ovos para uma incubadora de 60I). Neste experimento foi utilizada agua
preta, com quantidades de ions similares aos do Rio Negro. Recalculando o efluxo
de CaCOs; em termos de mg/.100000larvas e corrigindo pelo volume da
incubadora, obtemos um efluxo médio total igual a 1,15mg/l de CaCOs. O efluxo
observado ¢ outro indicativo que estes organismos se encontravam em
desequilibrio ionoregulatério, onde, o efluxo de Ca™ e Mg"™ quase iguala a
concentragéo de Ca"™ e Mg** presente inicialmente na agua.

O taxa de efluxo de K, em particular, apresentou relagdo com a
temperatura, fato ndo observado para os demais ions. A razao para esse efeito
nao é clara, mas duas possibilidades devem ser investigadas: a primeira refere-se
a um possivel efeito diferencial da temperatura sobre as ATPases relacionadas a
este ions e, a segunda, refere-se a um discreto aumento da taxa de ruptura das
membranas celulares com liberagdo do conteudo celular para o meio. Uma vez
que a concentragdo intracelular de K* é alta, isto resultaria num aumento da
concentragdo do ion no meio extemo.

Os ovos e larvas apresentam diversos ions em concentragdes significativas
no vitelo. No entanto, precisam que alguns ions, n&o presentes no vitelo ou
presentes em baixas concentragdes, sejam obtidos a partir da agua. Esta € uma
das razbes para que a progenitora acumule grande quantidade de ions
previamente a desova (Wilians, 1967, Renard et al., 1987; Alderdice, 1988;

Blaxter, 1988; Kumar Srivastava & Brown, 1991).
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4.4. VARIAGAO ONTOGENETICA

Nos peixes, a mudanga da fase de embrido para juvenil resulta em
significativas modificagdes morfoldgicas e fisiolégicas. Cada estagio envolve um
conjunto especifico de reagées metabolicas que prepara o animal para a fase de
desenvolvimento posterior. Do ponto de vista metabdlico, isso ocorre de maneira
sucessiva até o fim da vida do animal. Nas fases iniciais, as larvas devem lidar
com a mudancga de peso e volume do vitelo bem como com a mudanga de sua
composi¢éo quimica (Blaxter, 1988, Balon, 1984; 1990; Kamle,r 1992; Osse &
Boogaart, 1999 ).

Com relagdo ao processo respiratorio, o desenvolvimento inicial dos peixes
implica em mudangas fisiolégicas significativas na tomada e transporte de
oxigénio: 0 processo passa de celular para tissular num primeiro momento para,
em seguida, passar a ser um processo organico, quando as branquias se tornam
funcionais e as células sanguineas se tornam pigmentadas para garantir uma
transferéncia de oxigénio adequada a nova demanda metabdlica.

Sédo reconhecidos trés momentos entre os peixes, no que se refere aa
regulacdo ibnica. Os ovocitos maduros se encontram no nivel celular. Quando
ocorre o fechamento do blastoporo, a regulacdo idnica é tissular e, apés este
estagio, o processo é neurosecretorio (Alderdice, 1988). Por sua altissima taxa
de modificagcdes morfoldgicas e fisioldgicas, os ovos e larvas, apresentam taxas
altas de mortalidade.

Diversos estudos tém mostrado que o VO, aumenta com a idade e esta
diretamente relacionado ao aumento da massa muscular (Saint-Paul, 1983;

1984a: Rombough, 1986; 1988; Kamler, 1992). Contudo, nos estadios iniciais isto
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ndo é tdo certo pois as mudangas fisiologicas do sistema respiratério sdo
metabolicamente mais importantes do que as mudangas na massa muscular, isto
é, na quantidade de tecido ativo do ponto de vista metabdlico. Segundo
Roumbough (1988), os eventos que mais alteram o consumo de oxigénio séo
fertilizacdo, gastrula, formagéo da circulagéo embrionaria, eclos&o e transicdo de
troca gasosa de cutanea para branquial.

Os valores do VO apresentaram variagbes nos diferentes estadios de
desenvolvimento do tambaqui. O VO: aumentou do estadio de morula,

aproximadamente 1,0 ul/hora.individuo, para finais do estadio de gastrula,

aproximadamente 3,0 pl/hora.individuo, o maior VO, observado neste
experimento. Entre finais do fechamento do blastéporo e comego do
desprendimento da cauda o VO, foi menor do que na gastrula. Apds ecloséo o
VO, aumentou e, desta fase em diante, ndo houve diferencga significativa, mesmo
quando os peixes ja se alimentavam.

Este padrdo de comportamento do VO, é muito similar ao relatado por
Rombough (1988) para Oncorhynchus tshawytscha e por Kamler (1992) para
Cypninus carpio, embora nessa espécie, o valor do VO3 no final de gastrula tenha
sido superado nos estadios posteriores, diferente do observado para o tambaqui e
para O. tshawytscha.

Kamler (1992) cita outros padrées de variagdo ontogenética com respeito
ao consumo de oxigénio. Oncorhynchus mykiss e Acipenser gueldenstaedti
apresentam aumento do valor de VO até a fase de natagao livre, mesmo tendo

sido expostos a trés temperaturas diferentes, como no caso de O. mykiss. Apés
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este estadio, ha uma diminuicdo do valor de VO, Por outro lado, diversos
trabalnos mostram aumento no VO, desde a fecundagdo até a eclosédo
(Rombough, 1988; Swanson, 1996) mas nao oferecem maiores detalhes do que

acontece entre esses intervalos.

Outros trabalhos, embora sem apresentar maiores detalhes, mostram um
aumento constante no VO, depois da eclosdo, até o estadio de completa
metamorfose, quando o peixe inicia a alimentagdo externa (De Silva & Tytler,
1973, Laurence, 1975). As unidades utilizadas por estes autores estao corrigidas
de acordo com o peso seco do animal. No tambaqui, apés a eclosdo, ha uma
estabilizacdo nos valores do VO,. Em contraste, o tamanho do peixe, ainda que
observado visualmente no presente estudo, & muito maior e nos faz acreditar que,
se corrigidos pelo peso seco, mostraria aumento dos valores do VO; que apoés
atingir os valores maximos deveriam, como esperado, diminuir.

No presente estudo, o tambaqui apresentou um pico de consumo de
oxigénio antes da eclosdo. Rombough (1988), em sua revisdo, encontra
resultados muito variaveis entre as diferentes espécies de peixes. Algumas
espécies apresentam um pico de consumo, geralmente antes do fechamento do
blastoporo, enquanto outras apresentam dois picos, um na etapa de clivagem
(desde a fecundagdo até a gastrula) e outro durante a epibolia e, por fim, outras
espécies nao apresentam picos de consumo de oxigénio.

Considerando os poucos trabalhos disponiveis, concluimos que ha
diferentes padrdes de consumo de oxigénio durante a ontogenia. S&o necessarios

mais estudos com peixes tropicais antes que possamos estabelecer se o
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comportamento ontogenético observado para o tambaqui pode ser generalizado
para outras espécies e se esta relacionado com a sua estratégia reprodutiva.

Até que aparegam algumas estruturas, como as células do tegumento,
especializadas na troca idnica, os ovos de espécies de peixes osmorreguladores
tém baixa capacidade osmorregulatoria ou, mesmo, nenhuma (Alderdice, 1988).
Os ovos e larvas do tambaqui, semelhante a outros peixes de agua doce, tém
tendéncia a perder ions, pois, normalmente, se encontram num meio hipotdnico.
No entanto, estas perdas devem ser controladas e isto significa uma maior
demanda metabdlica

As caracteristicas de pemmeabilidade no desenvolvimento embrionario
sugerem que: 1) os odcitos maduros (no ovario) tém uma membrana plasmatica
altamente permeavel; 2) na fertilizag@o, ha incremento na permeabilidade durante
um certo periodo de tempo; 3) apos a fertilizagdo, a permeabilidade decresce
rapidamente a um minimo e 4) um incremento menor da permeabilidade pode
ocorrer subsequentemente (Alderdice, 1988).

Nossos resultados mostram mudanga ontogenética do fluxo idnico para os
ions Ca*™, Mg™ e Na' e para a dureza total mas ndo para K*. Segundo Boyd
(1979), o potassio esta menos relacionado com osmorregulagéo e assim, o efeito
das concentragdes do meio externo o influenciam em menor grau. Ascon (2000)
encontrou menor efluxo de potassio quando expds ovos de tambaqui no estadio
de gastrula a pH 4 e pH 9, o que esta de acordo com o observado por Boyd (1979)

No estadio de moérula ha efluxo de todos os ions analisados que,
comparativamente aos outros estadios, € grande. Alderdice (1988) afirma que,

apés a fecundagéo, os ovos sao muito permeaveis enquanto nas fases de blastula
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e gastrula a membrana é mais impermeavel. Isto sugere que o efluxo em mérula
resulte da alta permeabilidade da membrana celular nesta fase e da baixa
capacidade osmorregulatéria. Na gastrula, Ca™, Mg™ e Na* apresentaram menor
efluxo do que nos outros estadios. O menor efluxo em géastrula do que em mérula
pode ser explicado, de forma similar, pela maior impermeabilidade da membrana e
aparecimento da capacidade osmorregulatéria. Em mérula o VO foi menor do que
em gastrula. O maximo valor do VO, registrado em gastrula nos faz crer que o
aparecimento da atividade regulatéria neste estadio e as baixas concentragdes de
jons presentes na agua tenham causado este gasto energético.

As larvas com 50 horas de idade apresentaram influxo do Ca*™, Mg** e
dureza total. Jana et al. (1985), incubando Cirrhynus mrigala, encontraram que os
niveis de fosfatos nas larvas aumentaram apés eclosdo, sugerindo que este
aumento esta relacionado ao inicio da ossificagdo. O Ca' e o Mg"* sdo os
principais constituintes dos ossos. Por esta razdo, acreditamos que estes ions, e
nao o Na*, tenham sido absorvidos.

Nos demais estadios, o efluxo foi similar, o que sugere que os ovos e larvas
estiveram em meio hiposmadtico. Estes efluxos podem ter causado gasto
metabolico. Sdo necessarios mais experimentos antes que se possa dar como
certa esta hipotese.

Segundo Hepher (1993), Ca** e Mg"" séo ions com propriedades similares
nos organismos, principaimente na osmorregulagédo e na constituicdo dos ossos.
Acreditamos que esta é a principal razdo para que o fluxo do Ca**, Mg** e dureza

total sejam similares. Estes efluxos podem ser minimizados por adigdo de sais no
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ambiente de incubagdo. A concentragdo ideal destes sais deve, entretanto, ser
determinada através de experimentos em laboratorio, sob condi¢des controladas.
Todos estes resultados sugerem que o tambaqui desova nos rios de agua
branca por encontrar nelas altas concentragdes de oxigénio e de ions necessarios
para satisfazer suas demandas ionicas e energética durante o desenvolvimento
embrionario e larval. Adicionalmente, neste ambiente, ndo haveria gasto adicional
de energia para evitar a perda de ions ou este gasto seria comparativamente

menor aquele necessario para manter a regulagéo osmatica em rios e lagos de

agua preta.
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5. CONCLUSOES

1) O consumo de oxigénio variou ontogeneticamente, apresentando maior valor na

fase de gastrula e menor apds fechamento do blastoporo.

2) O consumo de oxigénio nao foi afetado pela temperatura, significando que as

temperaturas aqui testadas estdo dentro do intervalo de temperatura ideal para o

tambaqui.

+

3) O tambaqui apresenta variagdo ontogenética do fluxo de Ca™, Mg™, Na" e
dureza total. Esta variagdo pode estar relacionada as modificagdes morfoldgicas e

fisiologicas que ocorrem durante o desenvolvimento embrionario e larval.

4) A variagéo do fluxo de Ca**, Mg"* e dureza total foi similar ontogeneticamente

e se explica pela similaridade de propriedades que apresentam nos organismos.

5) O K* néo apresentou variagdo no fluxo durante o desenvolvimento embrionario

e larval, mas houve variagao pelo efeito da temperatura.
6) O efluxo de ions deve estar relacionado com a baixa concentragéo destes na

agua. Isto sugere que aguas pretas, acidas e pobre em ions, poderiam impor

desafios fisiolégicos para ovos e larvas do tambagqui.
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6. PERSPECTIVAS

O trabalho desenvolvido abre questdes interessantes para serem
respondidas. O estudo do desenvolvimento inicial dos peixes da regido amazdnica
é importante uma vez que mudangas morfologicas e fisioldgicas se sucedem com
extrema rapidez num ambiente com significativas variages em seus parametros
fisico-quimicos basicos. O conhecimento advindo deste tipo de estudo pode
contribuir para a melhoria da sobrevivéncia de ovos e larvas bem como melhorar o

crescimento e ganho de peso dos peixes. Estes estudos deveriam envolver

experimentos para

1) Testar o efeito do pH, amonia, nitrito, concentragdes de Ca™, Mg*™ , Na*, Cr,
poluentes e a interagdo destes parametros sobre o consumo de oxigénio,
relacionado-os as taxas de eclosao e sobrevivéncia para estabelecer um conjunto
de caracteristicas que resultem em melhor produtividade na fase embrionaria e

larval.

2) Analisar o consumo de oxigénio em temperaturas diferentes daquelas utilizadas
neste estudo e em eventos mais pontuais do desenvolvimento embrionario e

larval.

3) Analisar o efeito da temperatura sobre o consumo do vitelo.
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4) Determinar o quociente de nitrogénio, que relaciona o consumo de oxigénio e a
producdo de amonia e uréia. Isto permitiia saber qual a contribuicdo da proteina

no desenvolvimento dos ovos € larvas.

5) Determinar o consumo de oxigénio basal, de rotina e de atividade. Isto
permitiria utilizar ovos e larvas como indicadores de estresse pela alteracéo do

consumo do oxigénio sob um determinado evento.

6) Estabelecer os requerimentos de ions por analise do consumo de oxigénio de

ovos e larvas expostas a meios com diferentes tonicidades.
7) Estabelecer critérios de qualidade da larva em fungdo de seu constituintes

bioquimicos e taxas de consumo de oxigénio. Isto permitiria manejar melhor as

matrizes e prever o sucesso do cultivo.
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