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Sinopse:

Apresenta-se um estudo das variações do consumo de oxigênio, dureza total e fluxo

de Ca"", Mg"", Na", K", e do efeito da temperatura sobre estas variações em oito

estádios de desenvolvimento embrionário e larval de Colossoma macropomum. O

consumo de oxigênio, dureza total e fluxo de Ca"", Mg"" e Na" apresentaram

variações no decorrer do desenvolvimento e não foram afetados pela temperatura.

Dureza total e fluxo de Ca"" e Mg"" variaram de forma similar. O fluxo de K" foi

afetado pela temperatura mas não apresentou diferenças durante o

desenvolvimento.
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Consumo de oxigênio e fluxo iônico de ovos e larvas de tambaqui, Colossoma

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

RESUMO

Com o objetivo de analisar as mudanças metabólicas na ontogenia do

tambaqui foram estudados o consumo de oxigênio, dureza total, fluxo do Ca"*"^,

Mg"*"*", Na^ e K"^ em diferentes estádios do desenvolvimento embrionário e iarval do

tambaqui, Colossoma macropomum. O efeito da temperatura sobre estes

parâmetros também foi avaliado. Os resultados mostram variações do consumo

de oxigênio, na dureza total, e no fluxo de Ca^"*", Mg"*"", Na"^ durante o

desenvolvimento embrionário e Iarval. Estas variações não foram afetadas

significativamente pela temperatura (24 e 30°C). A dureza total, Ca"" e Mg""

variaram de forma similar sugerindo propriedades osmorregulatórias similares. Já

o fluxo de K" não apresentou alteração no decorrer do desenvolvimento mas foi

diferente a 24 e 30°C. Os efluxos iônicos observados sugerem que as águas com

baixas concentrações de íons não são benéficas para o desenvolvimento inicial do

tambaqui. Este é um dos poucos estudos realizados sobre aspectos metabólicos

de peixes tropicais durante a transição ovo - larva.
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Oxygen consumption and ionic flux of egg and larvae of tambaqui Colossoma

macropomum Cuvier, 1818 (Characidae, Serralmlnae) exposed to dlfferent

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 dlfferent embryonic and larval stages of tambaqui. Temperatura influences on

these parameters were aiso analyzed. Changes in oxygen consumption, total

hardness, and Ca"^"^, Mg"", and Na" flux rates were observed during the embryonic

and larval stages of tambaqui. Temperatura changes between 24 and 30°C did not

affect these parameters. Changes in total hardness, Ca"" and Mg"" flux rates were

similar in ali 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 for

the initial development of tambaqui. This study represents an addition to the scarce

literatura related to metabolism aspects of tropical fish, in particular during the

transition from egg to larvae.
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1. Introdução

A Bacia do Rio Amazonas se constitui no maior sistema de rios e região da

mais rica ictiofauna de água doce do mundo. Estima-se a existência de mais de

2400 espécies de peixes (Gery, 1969), das quais são comercialmente importantes

cerca de 50 como alimento (Freeman, 1995) e mais de 170 como peixes

ornamentais (Barthem et al., 1995; Chão & Prada-Pedreros, 1995; Chão, 1998).

O peixe é a mais importante fonte de proteína animal, sendo a pesca a

principal atividade geradora de renda para os caboclos ao longo dos rios (Araújo-

Lima & Goulding, 1998). Entretanto, o aumento explosivo nas duas últimas

décadas da população de várias cidades amazônicas, principalmente Manaus,

tem aumentado muito a demanda por proteína, resultando em maior pressão

sobre os estoques naturais de recursos aquáticos, reduzindo a captura e elevando

o preço das espécies preferidas (Saint-Paul, 1984a; Freeman, 1995; Pereira Filho,

1996).

Diante destes fatos, a piscicultura considerada antigamente como absurda

e desnecessária passou a ser percebida por muitos pesquisadores como atividade

altemativa, promissora e mesmo como solução. Hoje é considerada imperativa, de

grande potencialidade (Junk, 1983; Saint-Paul, 1984a, Pereira-Filho et ai, 1991;

Barthem ef a/., 1995; Freeman, 1995; Guerra etal., 1996; Kapetsky & Nath, 1997;

Cyrino & Gryschek, 1997) e já é uma importante atividade econômica na

Amazônia (Vai & Honczarick, 1995).

No entanto, o principal entrave no cultivo de peixes, continua sendo a

produção e o fornecimento de juvenis de boa qualidade e a baixo custo (Pereira

Filho et al., 1991; Freeman, 1995), já que a piscicultura tem como ponto principal
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de sua sustentabilidade econômica a produção organizada em quantidade e

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

cultivo.

Esta problemática pode ser resolvida estudando-se aspectos relacionados á

"primeira criação" (incubação, larvicultura e alevinagem), tendo em conta que o

conhecimento do efeito dos fatores físico-qu(micos sobre os embriões, larvas e

alevinos é básico para se obter sucesso na produção de juvenis.

1.1. A ESPÉCIE Colossoma macropomum

O tambaqui, Colossoma macropomum, é um peixe nativo das bacias do

Solimões-Amazonas e Orinoco, sendo capturado e consumido no Brasil, Perú,

Colômbia, Venezuela e Bolívia (Vinatea & Vega, 1995; Guerra et aí., 1996). É a

espécie preferida pelas populações da Amazônia 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 Perú, Leticia na Colômbia,

Tefé, Porto Velho, Manaus, Santarém e Belém no Brasil, sendo Manaus o maior

mercado (Barthem etaL, 1995; Araújo-Lima & Goulding, 1998; Batista, 1998).

Esta espécie foi considerada sub-explorada até 1978 (Petrere, 1978; 1983).

A diminuição do tamanho médio do tambaqui capturado, assim como o aumento

da distância percorrida até os locais de pesca foram os primeiros indícios de

sobre-pesca desta espécie (Merona & Bittencourt, 1988). Este e outros estudos

levaram o Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA) a decretar medidas de

proteção para o tambaqui (Petrere, 1983; Merona & Bittencourt 1988; Bayley &

Petrere, 1989; Barthem et aí., 1995). Batista (1998) comprovou a sobre-pesca.



Esta espécie foi e é alvo de estudos sobre aspectos de sua ecologia,

biologia, pesca, entre outros, por sua importância ecológica, e reconhecido

potencial para a piscicultura tanto dentro como fora da Bacia Amazônica (Araújo-

Lima & Goulding, 1998).

Entre o terceiro e quarto ano atinge a maturidade sexual migrando, no início

da enchente, rumo aos rios de água branca para se reproduzir. O tambaqui é de

desova total, tem alta fecundidade e seus ovos são semi-pelágicos (Goulding &

Carvalho, 1982; Araújo-Lima & Goulding, 1998; Vieira et a/., 1999).

O tambaqui é o melhor candidato para a aqüicultura na Amazônia

(Freeman, 1995). Vários estudos mostraram o excelente desempenho deste peixe

em regimes de cultivo extensivo e intensivo, apresentando todas as características

desejáveis de cultivo (Lopes & Fontanele, 1982; Darmont & Salaya, 1984; Saint-

Paul, 1984a; 1986; Woynarovich, 1986; Estévez, 1988; Vaiencia, 1988; Ramos-

Henão & Grajales 1989/1994; Silva et a/.. 1991; Hancz, 1993; Vinatea & Vega

1995; Guerra et a!., 1996; Zaniboni & Barbosa, 1996; Castagnolli, 1997; Cyrino &

Gryschek, 1997, Zaniboni, 1997; Lovshin & Cyrino, 1998). Atualmente é cultivado

nos países amazônicos e também no Panamá, Cuba, México, Estados Unidos,

Tailândia, China e Taiwan (Guerra et a/., 1996; Araújo-Lima & Goulding, 1997).

1.2. Troca gasosa

Troca gasosa é a ação de tomar oxigênio (O2) e eliminar bióxido de carbono

(C02)- Eni peixes, em todos os estádios de desenvolvimento, a troca gasosa é

influenciada, primariamente, pelo estado fisiológico (hibernação, torpor, estivaçâo,

repouso ou exercício), tamanho e idade do peixe, alimentação, temperatura,



concentração do oxigênio, pH, salinidade da água e luz. A amônia, nitrito

poluentes, e outros compostos dissolvidos, deficiências nutricionais, aplicações

hormonais, entre outros, podem afetar o consumo de oxigênio (De Silva & Tytler,

1973; Laurence, 1975; Maceina et ai, 1980; Jobling, M. 1981; Furspan et ai,

1984; Rana 1985; Leveis et ai, 1986; Blaxter, 1988; Rombough, 1988; Von

Westemhagen, 1988; Conrad & Barton, 1992; Kamler, 1992; Hepher, 1993;

Swanson, 1996; AIsop & Wood, 1997; Hamel, et ai 1997; Vinatea, 1997; Kubitza,

1998ab).

A troca gasosa em ovos e larvas de peixes se dá por difusão simples em

um gradiente de pressão, por convecção natural (movimento de solutos e líquido

causado pelo próprio metabolismo do embrião que determina um gradiente de

solutos), convecção de massa (movimento de água e gases causado pela forca da

corrente de água) e movimentos conectivos ocasionados pelo próprio embrião tais

como as flexões torácicas e agitação das nadadeiras (Lagler et ai, 1984;

Rombough, 1988).

O metabolismo aeróbico é medido principalmente por calorimetria indireta.

O método mais usado é o da taxa metabólica, denominado indistintamente de

consumo de O2 (VO2), que necessita ser medido a uma temperatura constante.

Em condições normais de pressão e temperatura II de O2 consumido é igual a

4,8kCal de energia produzidos (Rombough, 1988; Schmidt-Nielsen, 1996).

O VO2 é medido em um respirômetro de fluxo aberto ou fechado (Hoar &

Hickman, 1967). Em aqüicultura, esta medida, ajuda a definir a mínima

concentração de O2 que deve ser mantida e a máxima densidade de indivíduos a



ser estocada numa estrutura de cultivo ou de transporte (De Silva & Tytler, 1973;

Saint-Paul 1984a; Lovell, 1989; Kamier, 1992; Hepher, 1993; Kubitza, 1998b).

Diferentes autores têm encontrado nos ovos e larvas uma relação

alométrica do VO2 com a massa (tamanho), a qual é denominada intensidade

metabólica ou consumo de O2 específico (consumo de oxigênio por unidade de

massa). Assim o VO2 (pl/hora) = onde a é a taxa metabólica e b indica a

inclinação 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; Kamier, 1992).

A temperatura que ovos e larvas experimentam afetam o desenvolvimento

por alteração das taxa de muitos processos bioquímicos, sendo que alguns

estádios são mais sensíveis ao seu efeito (Van Der Wal, 1985; Jana et a/.,1985

Pipe & Walker, 1987; Laurila et ai., 1987; Blaxter 1988; Wang & Eickman, 1994

Wes Stonecypher & Wayne, 1994; Morley & Batty, 1996; Ovemell, 1996; 1997

McCarthy et ai, 1996; Hamel et ai, 1997). O VO2 pode aumentar

significativamente com o aumento da temperatura dentro de uma "zona de

tolerância", que é específica para cada espécie (Kepenyes & Váradi, 1984;

Woynarovich 1986; Rombough, 1988; Sasaki et ai, 1988; Kamier, 1992; Vinatea;

1997).

No tambaqui não é conhecido o VO2 para ovos e larvas. Porém, Saint-Paul

(1983, 1984ab, 1988) o determinou em juvenis e formulou a influência do peso,

temperatura e luz. Encontrou também que a "concentração crítica de O2" para o

tambaqui é 2,0mg/l e que concentrações menores induzem a transição de



respiração independente a dependente, resultando na redução do consumo de

oxigênio de 60 a 70%.

Por outro lado, é conhecido o efeito da temperatura no tempo de eclosão do

tambaqui (Lopes & Fontanele, 1982; Woynarovich, 1986; Albuquerque et a/.,

1989/1994), tendo sido encontrado uma diminuição exponencial com o aumento

da temperatura (Araújo-Lima & Goulding, 1998), onde temperaturas acima de

30°C são letais (Saint-Paul 1984a). Woynarovich (1986) sugere que o V02do ovos

e larvas do tambaqui deve ser quatro vezes maior que o encontrado para Cyprinus

carpio e que a temperatura deve afetá-lo significativamente.

Nas águas da Amazônia são comuns variações extremas do conteúdo de

oxigênio dissolvido durante o dia (Almeida-Val & Vai, 1995), bem como são

comuns locais com baixas concentrações deste elemento, principalmente nos

lagos de várzea e á noite (Araújo-Lima & Goulding, 1998). Já no canal do rio, o

conteúdo de oxigênio dissolvido se mantém quase constante por causa da

turbulência.

Tanto hipo como hipersaturação de O2 são estímulos estressantes. Para

superá-los os peixes desenvolveram adaptações comportamentais, morfológicas e

fisiológicas (Saint-Paul, 1983; 1984ab; Rombough, 1988; Vai, 1993; 1995; Vai &

Almeida-Val, 1995; Moura, etal., 1996/1997).

Nos embriões e larvas de tambaqui não foram relatadas adaptações

morfológicas ou fisiológicas aos baixos níveis de oxigênio. Enquanto a capacidade

de movimentação, inexiste nos ovos e ela é limitada nas larvas para fugir de locais

com baixos níveis de oxigênio (principal adaptação comportamental). Esta é uma

das razões da grande mortalidade que agregada às interações com outros fatores
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bióticos e abióticos como predação, diminuição dos berçários pelo desmatamento

da várzea, mudanças bruscas de temperatura e pH, entre outros parâmetros

físico-químicos da água, resulta numa sobrevivência não maior que 0,01% até a

fase adulta. A mortalidade varia de forma inversa ao estágio de desenvolvimento,

sendo maior nos estágios de ovo e larva e menor nos adultos (Lagler et aí., 1984).

Por outro lado, a supersaturação de oxigênio não afeta negativamente o

desenvolvimento dos embriões até antes da eclosão (Woynarovich & Horvath,

1983; DiMichele & Powers, 1984; Alderdice & Jensen 1985; Jensen, 1988).

Portanto, níveis acima do valor crítico garantiriam alta sobrevivência.

Os níveis de O2 dissolvido recomendados por diferentes autores para a

incubação dos ovos e larvas do tambaqui variam. No entanto, considera-se 4,0

mg/l a menor concentração de O2 viável para o processo (Woynarovich, 1986;

Guerra et aí., 1996).

Nos laboratórios de produção, a incubação artificial de ovos e larvas de

tambaqui resulta numa maior sobrevivência que na natureza. Mesmo produzidos

em laboratório, a sobrevivência obtida para o tambaqui é baixa comparada com o

cultivo de outras espécies, como carpas e salmonídeos, cuja tecnologia foi

dominada há pelo menos 40 anos. Segundo Jana et aí. (1985), o sistema de

criação chinês, para carpas reofílicas, baseado só no fomecimento de água

saturada de oxigênio durante a incubação e larvicultura, assegura entre 75% e

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



1.3. Regulação e fluxo iônico

A ação de manter regulado e constante a concentração de íons do melo

intemo é chamado de regulação lònica ou osmorregulação. Os íons são

essenciais para o metabolismo e o crescimento, pois intervém diretamente nas

reações metabólicas. São constituintes de estruturas como tecido nervoso e

esqueleto (Lovell, 1989; Hepher, 1993) e vitais para manter o equilíbrio iônico e

hídrico nos peixes (Alderdice, 1988 ).

Os íons da água afetam diretamente o tempo de sobrevivência e a

motilidade dos espenmatozóides, assim como a turgència do ovo.

Consequentemente, alteram a taxa de fecundação (Renard et al., 1987; Linhart et

a/., 1999).

Os peixes podem ser osmoconformistas ou osmorreguladores (Alderdice,

1988). Alguns osmorreguladores gastam até 20% do oxigênio consumido (igual a

energia gasta) para osmorregular-se (Furspan etal., 1983; Dalla Via 1987; Morgan

&  Iwama, 1998), tendo sido encontrado menor gasto metabólico num meio

isosmótico, no qual a concentração do meio externo é igual a do fluido do

indivíduo, (Iwama & Morgan, 1998). A isosmocidade pode ser estabelecida por

medidas da taxa de influxo e efluxo de íons (fluxo iônico) relacionado ao VO2.

Assim, um menor fluxo iônico com menor VO2 numa temperatura ótima melhoraria

a sobrevivência e as taxas de crescimento.

Nos peixes, o grau de absorção ou perda de íons varia com a concentração

dos íons, temperatura, pH, estádio de desenvolvimento, tamanho, idade,

alimentação, fotoperíodo, amônia, nitrito e outras substâncias tóxicas, além de

outros fatores (Maceina et ai, 1980; Akatsu etal., 1982; Furspan etal., 1983; Holt
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& Amold, 1983; Mc Cormick & Naiman, 1984; Jana et al., 1985; GonzaI et ai,

1987; Lee et al., 1987; Alderdice. 1988; Von Westernhagen, 1988; Chulakasem et

ai, 1989; Wood, 1991; Wendelaar-Bonga & Lóck, 1992; McWilliams 1993; Iwama

et ai, 1997; Wilson et ai, 1999; Wood, et ai, 1998; McCarthy, 2000).

Os ovos e as larvas mudam rapidamente sua morfologia e fisiologia.

Igualmente modificam a sua capacidade de regulação, de celular para tecidual e,

posteriormente, neuro-secretoria, acompanhados por mudanças na sua

permeabilidade (Alderdice, 1988). Nestes estádios o saco vitelínico fornece a

energia necessária para a osmorregulação (Wilians, 1967). Há dependência dos

íons do meio externo, principalmente sódio, potássio, cálcio, magnésio, cloreto e

fósforo (Jana et a/.,1985, Lee et ai, 1987; Shepard, 1987; Erkki et ai, 1988),

assim como necessidade de excretar amònia (Fisher, 1967; Holt & Amold, 1983;

Jana et a/.,1985; Rahaman-Noronha et ai, 1996).

A importância dos íons no desenvolvimento embrionário e larval não é

conhecida em peixes amazônicos, mas sabe-se que pH extremo, estresse do

manuseio e transporte causa perda iònica. Wilson et ai (1999) encontraram que

em águas pobres em íons há significativa perda dos íons totais dos peixes

expostos a pH 3,5. O tambaqui exposto a pH extremo em águas pobres em íons

sofre perda iònica e mudança do potencial trans-epitelial sendo atenuado pela

adição de Ca^^ (Aride, 1998; Portela, 1998; Wilson, et ai 1999; Wood et ai 1998).

Ovos de tambaqui no estádio de gástrula expostos a pH 4 e pH 9 sofreram perda

de íons e alta mortalidade. Esta mortalidade e perda de íons diminuiu quando foi

adicionado Ca'"'" (Ascón, 2000). Outros sais também atenuariam a perda de íons.

Isto explica porque os piscicultores costumam adicionar de CaCOa e NaCI, pois
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diminui a mortalidade do tambaqui e outros peixes submetidos a manuseio e

transporte (Kubitza, 1998b).

Na Amazônia, são os rios de água branca os que apresentam maior riqueza

em íons (Konhauser et ai, 1994), níveis mais altos de oxigênio em toda a coluna

da água e pH quase neutro, variando entre 6,5 e 7,0 (Junk,1983). A migração

reprodutiva de alguns peixes (tambaqui, matrinchã, curimata, etc.) para rios de

água branca teriam como vantagem estas características (Junk, 1983; Araújo-

Lima, 1984; Araújo-Lima & Goulding, 1998). Estes autores não descartam que

seja também para diminuir a taxa de competição e predação de ovos, larvas e

juvenis por sua riqueza de nutrientes, alta vazão e baixa transparência. Outra

vantagem é que a elevação do nível das águas leva os ovos e larvas para as

áreas inundáveis que oferecem proteção e alimentação para os juvenis (Goulding

& Carvalho, 1982; Araújo-Lima & Goulding, 1998).

O conhecimento dos requerimentos dos peixes na transição ovo-juvenil

oferece um amplo campo de experimentação biológica e é indispensável para

melhorar o desempenho zootécnico e sobrevivência que pode ser traduzido em

sucesso e lucro na criação de peixes. Os requerimentos dos peixes tropicais

nestas fases têm sido pouco estudados. Contudo, sendo o peixe gerador de renda

e principal fonte de proteína na Amazônia, é importante estudar estes

requerimentos tendo em vista a importância da piscicultura como solução à

sobrepesca e falta de pescado.
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1.4. Objetivo

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

de oxigênio e o fluxo iònico durante o desenvolvimento embrionário e larval do

tambaqui, Colossoma macropomum.

2. Material e Métodos

2.1. Desenho experimental

O experimento constou de quatro tratamentos e três repetições. Como

unidades experimentais (os respirômetros) foram usadas garrafas plásticas com

tampa hermética, de aproximadamente 25ml, submetidas a leve agitação.

Adicionalmente, usamos incubadoras tipo funil de 1800ml com fluxo contínuo de

água sob diferentes temperaturas onde se verificou o desenvolvimento dos peixes

nas diferentes temperaturas. Também mantivemos incubadoras de 601 das quais

foram coletadas as larvas para as análises no respiromètro. 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 três

estações de piscicultura: Fazenda "Amazon Fish", "Estação de Piscicultura de

Balbina" e fazenda localizada no km 113 da rodovia Manaus-ltacoatiara. Nestes

locais foram obtidos os produtos sexuais, fecundados os ovos e acompanhado
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seu desenvolvimento, determinados VO2. pH e coleta de amostras de água para

posterior análise. A segunda fase foi realizada no Laboratório de Ecofisiologia e

Evolução Molecular (LEEM) e no Laboratório Temático de Solos e Plantas onde

foram determinadas as concentrações de Na"^, K"^, Mg"^"*", Ca^"^, os níveis de amònia

total e nitritos.

O material biológico foi constituído por indivíduos de tambaqui em vários

estádios do desenvolvimento embrionário e larval. Estes foram obtidos mediante

reprodução induzida segundo o método descrito por Woynarovich (1986).

Obtidos os ovócitos e o espemna, estes foram misturados com uma pena

por 2 a 3 minutos. Pequenas quantidades desta mistura (ao redor de 0,35g) foram

pesadas numa balança com aproximação de 0,005g. Parte das amostras foi fixada

com fluido de Buoin para determinar o número de ovócitos por grama e outra parte

foi fecundada. Maior quantidade de ovos (máximo 60 gramas) foi colocada nas

incubadoras de 601 usadas para estudo comparativo.

Para serem fecundados foi adicionado soro fisiológico ou água das

incubadoras nas temperaturas de trabalho (24. 26, 28 e 30°C), mantendo-se um

vagaroso mas constante movimento de mistura. Este método é conhecido como

fecundação "a seco" (Woynarovich, 1986).

Após três a cinco minutos os ovos já fecundados foram limpos com água

sucessivas vezes para eliminar o resto do esperma. Logo após foram colocados

nas incubadoras com água à mesma temperatura na qual foram fecundados.

Os estádios do desenvolvimento embrionário e larval foram verificados

seguindo a descrição de Albuquerque et ai (1989/1994) e registrados em termos

de tempo de início do estádio após fecundação. Usou-se lupa (aumento máximo
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de 10x) 8 microscópio quando necessário. Foi considerado embrião no estádio X,

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

mesmo estádio.

As taxas de fertilização dos ovos de cada tratamento e dos ovos das

incubadoras de 60! foram determinadas 10 a 12 horas após fertilização, por

contagem de 270 ovos como estabelecido porZaniboni & Barbosa (1992). Foram

usados os dados de indivíduos cuja desova teve taxa de fecundação acima de

70%, evitando desta forma interferência por qualidade inaceitável dos produtos

sexuais e do manejo da fertilização.

Nos estádios de mórula, gástrula, fechamento do blastóporo, 5-6 horas

após eclosão (20 horas após fecundação), larva com 32-33h após eclosão, 57-58h

após eclosão, 8-9h e 26-27h após inicio da alimentação externa (105 e 114 horas

após fecundação), foram determinados o VO2, fluxo iônico, pH, amònia e nitrito.

No início e no final das determinações do VO2 amostras de embriões e larvas

foram fixadas em fluido de Bouin e posteriormente mantidas em álcool 10%. Estes

embriões e larvas serviram para determinação do volume.

2.2.1. Protocolo para determinação no respirômetro

A determinação do VO2, pH inicial e final, assim como a coleta de amostras

para determinação das concentrações dos íons e dos níveis de amônia e nitrito foi

feita nos respirômetros.

Verificado o estádio de desenvolvimento esperado, coletaram-se indivíduos

de cada tratamento. Contou-se cerca de 60 ovos ou 50 larvas vivas após filtração

destas com filtro de 200pm de malha. Esta amostra foi transferida para os
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respirômetros com água, de similar temperatura, saturada de O2 e filtrada (com

filtro 0,45|i para eliminar bactérias). Rapidamente foi fechado o respirômetro,

primeiro com um filme plástico e após com a tampa. Colocamo-lo sob agitação

nas incubadoras registrando este exato momento. Procedimento igual foi realizado

com os demais respirômetros.

Após a eclosão, as larvas foram obtidas das incubadora de 601 na qual a

temperatura não 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 mudanças

não são bruscas e dentro de um intervalo de tolerância (Rombough, 1988).

Após o fechamento dos respirômetros amostras da água foram coletadas

para determinação do O2 e pH inicial e 25ml foram congelados para as demais

análises realizadas no laboratório.

Após 1:30 horas aproximadamente os respirômetros foram abertos. A

tampa foi retirada e o respirômetro inclinado. Dois furos foram feitos no filme

plástico: um furo superior e outro inferior. Com auxílio de seringas identificadas,

amostras de água foram coletadas para a determinação da concentração final de

O2, anotando-se este exato momento. Em seguida foi retirado o filme plástico e

separadas as larvas do resto líquido. O pH final foi medido e uma amostra de água

foi congelada para posterior análise. O número de mortos foi contabilizado sendo

que uma mortalidade maior ao 5% invalidou o teste.
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2.2.2. Determinação do oxigênio dissolvido

Para a determinação dos níveis de O2 dissolvido foi utilizado o método de

Winkier, ajustado para 2 ml de amostra. A amostra foi obtida com seringa (como

utilizado por De Silva & Tytler, 1973) perfurando o filme plástico para evitar troca

de O2 com o ambiente. A sensibilidade do sistema permitiu observar diferenças de

até 0,025 mg/l.

2.2.3. Consumo DE O2 (VO2)

O VO2 (pi O2 / hora . indivíduo) para cada estádio foi obtido pela diferença

entre o valor de oxigênio em pi encontrado no tempo inicial e após um certo

tempo, corrigido em função do tempo em horas e do número de indivíduos.

2.2.4. Determinação do fluxo iónico de Na", K", Ca"" e Mg""

Em amostras de água preservadas em garrafas de plástico com tampa

hermética e a -10°C foram determinados os níveis de Na", K", Mg"" e Ca"" no

Laboratório Temático de Solos e Plantas utilizando o espectofotòmetro de

absorção atômica modelo 1100M da Perkin Elmer. O espectofotòmetro foi

previamente calibrado com os padrões de Na", K". Mg"" e Ca"".

As concentrações em mg/l foram convertidas para pmol/l. O fluxo iõnico foi

calculado mediante a seguinte fórmula: jnet = ((Xf - Xj).V) /1.Indivíduos

Onde jnet = fluxo iõnico, (Xf e Xj) = concentração final e inicial, V = volume da

câmara, t = tempo em horas, e Ind = número de indivíduos. Valores positivos
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indicam efluxo e valores negativos influxo. Os resultados são finalmente expressos

em \i mol/hora.indivíduo.

2.2.5. Determinação da dureza total

A dureza total (pmol/l de CaCOa) foi obtida a partir da soma dos

equivalentes de CaCOa dos valores de Ca^"" e com as seguintes fórmulas:

A partir de CaCOa CaCOa (pmol/l) = mg/l Ca^"" * 24,94 (1)

A partir de MgCOa CaCOa (pmol/l) = mg/l Mg^^ * 41,152 (2)

Dureza total = CaCOa (pmol/l) = (1) + (2)

2.2.6. Determinação da amônia total (NH/ + NHa)

Os níveis de amônia total foram determinados segundo o método de

Verdouw et al. (1978), que emprega a reação da amônia com salicilato e

hipoclorito, na presença de nitroprussiato de sódio como o catalisador, para

produzir a coloração azul do indofenol que tem absorbância específica no

comprimento de onda de 650 nm. O pico do desenvolvimento da cor ocorre 90

minutos após a reação. Os resultados foram obtidos pela equação da curva de

calibração e finalmente expressos em mg/l de NH3.

2.2.7. Determinação do nitrito (NO2)

Os níveis de nitrito foram determinados colorimetricamente como descrito

por Boyd (1979), ajustado para amostras de 1,0 ml. O método consiste na reação

do nitrito com uma solução de sulfanilamida em ácido clorídrico, que ao reagir com
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etileno diamino N-(l-naftil) forma um composto de cor rosa que pode ser lido no

comprimento de onda de 543nm. Os resultados foram obtidos pela equação da

curva de calibração em mg/l NO2-N (nitrito ligado ao nitrogênio) sendo convertidos

para NO2 e, finalmente, expressos em mg/l de NO2.

2.2.8. Determinação do pH e da temperatura

Os valores de pH da água foram determinados com o auxílio de um pH

metro digital modelo B374 da Micronal. A temperatura da água foi determinada

com o auxílio de um termômetro com aproximação de 0,1 °C.

2.3. Análise estatística

As análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa

SYSTAT versão 7.0. Os fatores são a temperatura e o estágio de

desenvolvimento. As variáveis são: 1) consumo de O2, 2) fluxo de Na"^, 3) fluxo de

K"", 4) fluxo de Mg^^, 5) fluxo de Ca*" e 6) dureza total.

Os resultados obtidos são expressos através da média e erro padrão da

média. A diferença estatística dos valores de cada uma das variáveis entre os 4

tratamentos foram determinados mediante ANOVA de 2 fatores com nível de

significància P < 0,05 e teste a postenorídie Tuckey para comparação das médias.

Os níveis de amônia, nitrito e pH foram relacionados com a temperatura e

analisados com ANOVA com nível de significància P < 0,05 para determinar sua

influência sobre as variáveis acima citadas. Os resultados obtidos são expressos

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

3.1. Parâmetros físico-químicos da água

O pH e as concentrações de amònia e nitrito no final de cada análise no

respiròmetro se mantiveram em níveis considerados não prejudiciais para os ovos

e  larvas. Estes parâmetros físico-químicos não diferiram significativamente

(ANOVA P < 0,05) entre as temperaturas testadas (Tabela 1). Os valores iniciais

dos íons estão apresentados na Tabela 2 e são característicos de água pretas.

3.2. Efeito da temperatura sobre o consumo de oxigênio e fluxo iônico

O consumo de oxigênio (VO2), dureza total e fluxo dos íons Na"", Mg"""" e Ca""""

e não diferiram significativamente (ANOVA P < 0,05) entre as temperaturas

testadas nos diferentes estádios do desenvolvimento (Tabela 3). Já o fluxo de K""

foi significativamente maior a 30 °C que a 24 °C. Em 26 e 28 °C o fluxo de K"" não

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

3.3. Estádio de desenvolvimento, consumo de oxigênio e fluxo iônico

3.3.1. Consumo DE OXIGÊNIO

O VO2 nos diferentes estádios de desenvolvimento estão representados na

Figura 1. Houve variações estatisticamente significativas (ANOVA P < 0,05) com o

estádio de desenvolvimento do ovo ou larva do tambaqui. O VO2 aumentou do
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Tabela 1. Parâmetros físico-químicos da água dos respiròmetros medidos após

determinação do VO2 no desenvolvimento inicial de Colossoma macropomum

para diferentes temperaturas. Não há diferença significativa entre os valores.

Tratamentos PH Amônia total (mg/l) Nitrito(mg/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. Concentrações iniciais dos íons na água utilizada nos experimentos.

lONS mg/l

Ca"" 0,851 ± 0,07

Mg"" 0,27 ± 0,02

Na" 0,94 ±0,10

K" 0,54 ± 0,02
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Tabela 3. Taxa de consumo de oxigênio e taxas de fluxos iônicos no desenvolvimento inicial de Colossoma macropomum

para diferentes temperaturas. Não há diferença significativa entre os valores.

Temperatura VÕ^ nT CaCOs

(nl I hora.ind.) (pmol / hora.Ind.) (nmol / hora.ind.) |^mol / hora.ind.) (nmol I 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 1,80±0,28 0,0046 ±0,001 0,002 ± 0,0005 0,026 ±0,002 0,076 ±0,015

24 °C 1,40±0,21 0,0038 ± 0,0008 0,002 ± 0,0003 0,024 ± 0,001 0,077 ±0,015
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Tabela 4. Fluxo médio do íon potássio K"^ (pmol / hora * indivíduo) no

desenvolvimento inicial de Colossoma macropomum para cada temperatura.

Letras diferentes mostram diferença significativa.

Tratamentos Fluxo de K""

(|xmol / hora * indivíduo)

30 °C 0,0109 ±0.0015^

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 oxigênio {|al O2 / hora.indivíduo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes
estádios de desenvolvimento. M = mórula, G = finais de gástrula, FB = fechamento do blastóporo e começo do
desprendimento da cauda, PE = 5-6horas após eclosão, L50 = Larva com 50-52 horas após fecundação (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 diferença significativa (ANOVA, P< 0,05).



estádio de mórula para finais do estádio de gástruia, sendo que neste estádio foi

encontrado o maior VO2 em relação aos estádios analisados. Entre finais do

fechamento do blastóporo e começo do desprendimento da cauda o VOzfoi menor

do que no estádio anterior. Os valores do VO2 neste estádio foram os menores

encontrados.

Em indivíduos já eclodidos (6-7 horas após eclosão) o VO2 aumentou em

relação ao estádio anterior. Deste estágio em diante, o VO2 não diferiu

significativamente, mesmo quando os peixes já se alimentavam. No entanto

observa-se uma leve tendência a diminuir.

3.3.2. Fluxo de íons e dureza total

3.3.2.1. Fluxo do cálcio, magnésio e dureza total

As concentrações de Ca""" e Mg"^"^ medidos na água assim como a dureza

total obtidos a partir da soma dos equivalentes molares em termos de CaCOa nos

diferentes estádios de desenvolvimento e temperatura estão representados nas

Figuras 2, 3 e 4. Estes íons mostraram variações significativas (ANOVA P < 0,05),

com padrões similares em relação aos estádios de desenvolvimento, observando-

se efluxos (perda de íons para a água) em maior ou menor grau no decorrer do

desenvolvimento. Exceção foi a larva com aproximadamente 50-52 horas após

fecundação que apresentou influxo (absorção de íons da água) de Ca"^"^. Por

conseguinte, a dureza total mostrou variação similar para Ca"""^ e Mg""""
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Figura 2. Fluxo de (i^mol / horas.indivíduo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes

estádios de desenvolvimento. M = mórula, G = finais de gástrula, FB = fechamento do blastóporo e começo do

desprendimento da cauda, PE = 5-6horas após eclosão, L50 = Larva com 50-52 horas após fecundação (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 diferença sianificativa (ANOVA, P<0.05).
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estádios de desenvolvimento. M = mórula, G = finais de gástrula, FB = fechamento do blastóporo e começo do

desprendimento da cauda. PE = 5-6horas após eclosão, L50 = Larva com 50-52 horas após fecundação (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 diferença significativa (ANOVA, P< 0,05).
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indicam diferença significativa (ANOVA, P< 0,05).
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No estádio final de gástrula o efluxo de Ca"""" foi aproximadamente a metade do

observado no estádio mórula. No estádio final do fechamento do blastóporo houve

incremento do efluxo de Ca^^ embora não significativo. Este incremento do efluxo

se mantém no estádio de após eclosão (5-6 horas após eclosão). Nas larvas com

50-52 horas após fecundação houve influxo de Ca"*""". Este influxo não foi

observado nos outros estádios. As larvas com 72-74 horas após fecundação

apresentaram efluxo que continuou nas larvas com 104-105 horas após

fecundação, embora menor. O efluxo aumentou nas larvas com 115-116 horas

tendo neste estádio os valores máximos. Nestes dois últimos estádios as larvas já

se alimentavam no meio extemo.

No estádio final de gástrula os valores de Mg^" foram menores do que em

mórula embora não significativos como para Ca"""*". No estádio final do fechamento

do blastóporo houve incremento do efluxo de Mg""" que continuou até após

eclosão onde foi significativamente diferente do estádio final de gástrula como

para o Ca""". Nas larvas com 50-52 horas após fecundação houve influxo de Ca"*"".

Este influxo não foi observado nos outros estádios. As larvas com 72-74 horas

após fecundação e as larvas com 104-105 horas após fecundação apresentaram

efluxo similar de Mg"""". O efluxo aumentou nas larvas com 115 a 116 horas tendo

sido encontrado neste estádio os valores máximos.

A variação ontogenética da dureza total teve comportamento similar às

variações de Ca""^ e Mg**. Os valores de CaCOa mostraram efluxo deste elemento

em todos os estádios de desenvolvimento embrionário e larval com exceção do

estádio de larva com 50-52 horas após eclosão onde os valores mostraram influxo

deste elemento. O efluxo em mórula foi maior do que em gástrula. O efluxo
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aumentou até o estádio de 5 a 6 horas após eclosão (aproximadamente 20 horas

após fecundação). No estádio de larva com 50-52 horas houve influxo de CaCOs.

Deste estádio em diante, o efluxo aumentou significativamente com valor máximo

no estádio de larva com 120 horas após fecundação em relação aos outros

estádios analisados

3.3.2.2. Fluxo do sódio e potássio

As concentrações de Na"" medidas na água nos diferentes estádios de

desenvolvimento e temperatura estão representados na Figura 5. Este íon

mostrou variações significativas (ANOVA P < 0,05) em relação aos estádios de

desenvolvimento, observando-se efluxos (perda de íons para a água) em maior ou

menor grau.

Efluxo de Na" foi maior em mórula do que em gástrula que foi o estádio que

apresentou menor efluxo deste íon. No estádio final do fechamento do blastóporo

as concentrações de Na" na água aumentaram significativamente em relação a

gástrula. Este efluxo aumentou no estádio de pós-eclosão. No estádio de larva

com 50-52 horas após eclosão houve uma diminuição significativa com respeito ao

estádio anterior. Nos estádios seguintes o efluxo aumentou sendo

significativamente diferente no estádio de larva com 115 horas após fecundação.

As concentrações de K"" medidas na água nos diferentes estádios de

desenvolvimento e temperatura estão representados na Figura 6. Este íon não

mostrou variações significativas (ANOVA P < 0,05) em relação aos estádios de

desenvolvimento, observando-se efluxos mais ou menos constantes.
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Estádios de desenvolvimento

Figura 5. Fluxo de Na"" ([amol / horas.indivíduo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes estádios

de desenvolvimento. M = mórula, G = finais de gástrula, FB = fechamento do blastóporo e começo do

desprendimento da cauda, PE = 5-6horas após eclosão, L50 = Larva com 50-52 horas após fecundação (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 diferença significativa (ANOVA, P< 0,05).
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Figura 6. Fluxo de K"^ (^mol / horas.indivíduo) de C. macropomum em diferentes temperaturas e diferentes estádios

de desenvolvimento. M = mórula, G = finais de gástruía, FB = fechamento do biastóporo e começo do desprendimento

da cauda, PE = 5-6horas após eclosão, L50 = Larva com 50-52 horas após fecundação (af), L72 = larva com 72-74

horas af, LI04 = larva com 104-105 horas af, e L115 = larva com 115 horas af. Letras diferentes indicam diferença

significativa (ANOVA, P< 0,05).



4. Discussão

O oxigênio é o gás mais importante para os peixes pois é o combustível

metabólico para o processo oxidativo. Contudo, tanto as baixas como as altas

concentrações deste gás podem causar estresse e até mesmo a morte em

animais e vegetais (Vinatea, 1997). O metabolismo aeróbico é medido usualmente

por meio do consumo de O2 (VO2) por ser confiável e relativamente fácil. Nos ovos

e  larvas, o VO2 é influenciado pelo estado fisiológico, tamanho, idade,

alimentação, temperatura, concentração de oxigênio, pH, salinidade da água,

entre outros fatores. A medida do VO2 permite identificar o efeito destes

parâmetros sobre o metabolismo do peixe e estabelecer programas de manejo

que aumentem a relação crescimento/gasto de energia e sobrevivência/gasto de

energia.

Temos ressaltado que os íons são muito importantes para os peixes

principalmente no que se refere a manter o equilíbrio iônico e hídrico do

organismo. Ovos e larvas diferem dos juvenis e adultos por obter íons

principalmente por difusão. Num meio isosmótico, o gasto energético para

osmorregulação é insignificante. Na medida em que o meio se toma hiper ou

hiposmótico este gasto de energia aumenta, comprometendo o crescimento e

sobrevivência do peixe. Em ovos e larvas de peixes, a isosmocidade pode ser

estabelecida através da medida da taxa de fluxo iônico relacionado ao VO2. Assim

um menor fluxo iônico, com menor VO2 numa temperatura ótima, melhoraria a

sobrevivência e o crescimento dos animais.

A temperatura tem um efeito significativo sobre os parâmetros físico-

químicos da água e, principalmente, sobre os organismos aquáticos. É um dos
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principais fatores limitantes para uma ampla variedade de processos biológicos

nos peixes, desde a velocidade de reações químicas até a distribuição ecológica

da espécie (Vinatea, 1997).

A temperatura afeta as taxas de muitos processos bioquímicos durante o

desenvolvimento de ovos e larvas. Saliente-se que nesta fase muitos genes estão

sendo copiados pela primeira vez e estão sujeitos a processos de regulação

determinados pelas condições ambientais. Erros nessa fase em função da não

sincronização metabólica podem ocorrer, pois nem toda a maquinaria metabólica

está a postos e, portanto, podem ser fatais. Assim, durante a ontogènese podem

ocorrer mudanças na temperatura ótima para o desenvolvimento (Blaxter 1988;

Rombough, 1988; Sasaki et a/., 1988; Kamier, 1992; Wang & Eckman 1994;

Ovemell, 1996; Hameí, et al. 1997).

4.1. Parâmetros físico-químicos

O pH, a amònia e o nitrito afetam os peixes de diversas formas e com

efeitos distintos nos diferentes estádios de desenvolvimento. Valores extremos de

pH causam distúrbios fisiológicos e mortalidade. A amônia total é a soma da

concentração da amònia não ionizada (NH3), que é tóxica, com a amònia ionizada

(NH4"), que não é tóxica. Nas temperaturas de 24 a 30 °C, num pH igual a 6,5, a

percentagem de amònia não ionizada varia de 0,167% a 0,254 % da amònia total

(Vinatea, 1997). A amònia não ionizada e o nitrito são tóxicos quando em altas

concentrações. Estas concentrações subletais ou letais são específicas para cada

espécie (Boyd, 1979), A acidez aumenta com o aumento da temperatura por
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elevação do CO2 decorrente do metabolismo dos organismos. De forma similar a

amônia aumenta e a conversão de amônia em nitrito também.

Os níveis de tolerância do pH, amônia e nitrito podem ser alterados com a

temperatura e aumentados por interação com íons e ácidos fracos (Boyd, 1979;

Vinatea, 1997; Arredondo & Ponce, 1998). Por esta razão, estes compostos

precisam ser monitorados e mantidos em níveis toleráveis para as condições

fisiológicas de cada estádio de desenvolvimento.

Os resultados apresentados na Tabela 1 indicam que não houve efeito

significativo da temperatura sobre os valores de pH, concentração de amônia e de

nitrito para ovos e larvas de tambaqui. Vários autores têm analisado o efeito do pH,

da amônia e do nitrito sobre os peixes, encontrando que valores de pH menores

que 5,0 e maiores que 8,5, e concentrações de amônia não ionizada e nitrito acima

de 0,019mg/l e 0,55g/l, respectivamente, têm efeito negativo sobre o crescimento e

sobrevivência dos animais por ocasionar distúrbios fisiológicos (Boyd, 1979;

Vinatea, 1997; Arredondo & Ponce, 1998; Ascon, 2000). Estes distúrbios fisiológicos

resultam em alterações metabólicas (Schmidt-Nielsen, 1996).

Chulakasem et al. (1989) analisaram o efeito de pH 6,5, 5,6, 4,5 e 4,2 sobre

a sobrevivência dos ovos, eclosão e sobrevivência das larvas recem eclodidas de

Oryzias latipes, encontrando que pH inferior a 4,5 afetou negativamente estas

variáveis. Kamier (1992) fez uma revisão 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 alterações no tempo de eclosão por inibição da enzima

corianase e redução da mobilidade dos ovos. Trabalhos sobre o efeito do pH em

tambaqui mostram que este peixe é resistente a alterações de pH (Aride, 1998;
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Portela, 1998; Wilson, et ai 1999; Wood et ai 1998, Ascón, 2000). Baseados

nestas Informações, é provável que as variações nos valores de pH observadas

no presente trabalho não tenham tido influenciado o VO2 e o fluxo iõnico.

As concentrações de amònia total (NH/ + NH3) foram, no presente estudo,

em média 0,30mg/l. Se extrairmos deste valor a quantidade de amõnia não

ionizada os valores obtidos não ultrapassam Ipg de NH3 por litro, valores muito

baixos para peixes. Holt & Amold (1983) encontraram que níveis acima de

1,44mg/l de NH3 tiveram efeito negativo na sobrevivência e taxa de eclosão de

Sciaenops ocellatus. Em virtude desta informação, podemos afirmar que a amõnia

não teve influência sobre as diferentes fases embrionárias do tambaqui.

Os níveis de nitrito foram, em média, inferiores a 5 |ag/l, valores 10 vezes

menores que aqueles reportados como prejudiciais ao desenvolvimento de ovos e

larvas. Holt & Arnold (1983) sugeriram que somente níveis acima de 100mg/l de

NO2-N (1mg/l de NO2-N = 3,28 mg/l de NO2) afetaram as taxas de sobrevivência e

de eclosão das larvas de Sciaenops ocellatus. Consideramos, pois, que não houve

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

Colossoma macropomum.

4.2. Consumo de oxigênio

O VO2 é afetado por muitos parâmetros. No entanto, sabe-se que a

temperatura é um dos parâmetros que mais interferem com o processo metabólico

e, portanto, com o consumo de oxigênio. Esse efeito é espécie-específico e é

válido para a "zona de tolerância" da espécie. O efeito da temperatura é duplo; se
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por um lado aumenta o consumo de oxigênio, por outro, o aumento da

temperatura resulta na diminuição da solubilidade do gás na água.

Rombough (1988) e Kamier (1992) analisaram a influência da temperatura

sobre o VO2 de ovos e larvas, a partir dos poucos trabalhos existentes. Estes

autores valeram-se, em suas análises, do Q10. O valor deste coeficiente diminui

com o aumento da temperatura sendo que o valor de Q10 entre O e 5°C é igual a

10,9, entre 5 elü °C igual a 3,5, entre 20 e 25 °C é igual a 2,3 e em temperaturas

entre 25 e 30 °C é igual a 2,2. Isto significa que as variações de VO2 em

temperaturas acima de 25°C são menores que aquelas observadas em

temperaturas menores que 15°C. Como mencionado anteriormente, a influência

da temperatura é espécie-específica, podendo ser descrita por uma reta, por uma

curva exponencial ou por um modelo parabólico (Rombough, 1988).

O VO2 do tambaqui nos 8 estádios analisados não apresentou diferenças

significativas entre 24°C e 30°C. Segundo Kamier (1992) existem intervalos de

temperatura em que o metabolismo é mais independente da temperatura, não

mostrando diferenças nos valores de VO2. Estes intervalos podem ser "quentes"

e/ou "frios". Portanto, a medida do VO2 só mostrará diferenças 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, não há

variação significativa do VO2. Segundo Valencia et ai. (1986), os ovos e larvas de

tambaqui crescem entre 26°C e 29°C. Os resultados obtidos no presente trabalho

coincidem com essa observação.
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Por outro lado, o VO2 a 28°C apresentou menor variação depois da eclosão,

o que poderia indicar maior estabilidade no processo respiratório. Possivelmente

esta variação esteja relacionada com as taxas de sobrevivência observado por

Woynarovich (1986), que afirma que a temperatura ótima de criação de ovos e

larvas de tambaqui é 28°C. Pipe & Walker (1987) e Lauríla et ai (1987)

encontraram que, mesmo não havendo diferenças nas taxas de sobrevivência dos

embriões, num intervalo de temperaturas, existe uma temperatura ótima, na qual

ocorre eficiente uso do vitelo e máximo crescimento. Estes autores encontraram

também que o vitelo é usado para minimizar o efeito da temperatura. Interessante

notar que essa temperatura varia de acordo com o regime térmico de cada região

geográfica.

A ausência de influência da temperatura também foi registrada em análises

sciprç 9 m§tã&9!í§m9 gnaeróbíco de múenutn de eduítos di tambaqui

Expefimenlos frr vtíro (A{rr\eicta-Vat et at., 1991) e in vivo (Faiias, 1992)

demonstram total independência térmica das atividades da enzima LDH, principal

enzima responsável pela glicólise anaeróbica. É, no mínimo, instigante pensar que

talvez o tambaqui tenha ajustes eficientes para evitar oscilações metabólicas

quando submetidos á variações de temperatura.

4.3. Fluxo iônico

As variações de temperatura, dentro do intervalo de tolerância da espécie,

afetam o processo de regulação osmótica nos peixes. As mudanças de

temperatura influenciam a permeabilidade da membrana - temperaturas mais

altas, membranas mais permeáveis. Em alguns peixes a temperatura não tem
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influência sobre o fluxo iònico num estreito intervalo de temperatura (Alderdice,

1988). As mudanças nas taxas de influxo e efluxo estudadas para os íons Ca"",

Mg"", Na", K", Cl" demandam energia (Furspan et al., 1983; Dalla Via 1987; Iwama

& Morgan, 1996). Portanto, uma adequada concentração iônica numa temperatura

adequada, poderia melhorar o crescimento por haver menor investimento na

atividade osmorregulatória (Vinatea, 1997).

Os resultados obtidos no presente trabalho com ovos e larvas de tambaqui

mostram efluxo de todos íons. O Na" é regularmente trocado com a NH4", sendo

absorvido pelo embrião para poder eliminar a NH4" (Maetz, 1973; Boyd, 1979;

Vinatea, 1997). O efluxo de Na" é indicativo que há um desequilíbrio

ionoregulatório. A energia necessária para a regulação iônica, nestas fases do

desenvolvimento, pode variar de 3 a 20%. Isto, evidentemente, é prejudicial para o

tambaqui e poderia explicar parte do insucesso na produção de larvas que, via de

regra, apresenta baixas taxas de sobrevivência. Segundo GonzaI et al. (1987) os

ovos e larvas de Hipophthalmichtys molitrix tiveram maior sobrevivência quando

incubados em 300-500 mg/l de CaCOa e concentrações menores do que 20 mg/l

afetaram significativamente a sobrevivência das larvas. A carpa prateada,

Hipophthalmichtys molithx, é um peixe da Ásia também de piracema, migrando

para águas brancas e desovando nelas.

Na Amazônia, as águas brancas são as que apresentam maiores

concentrações de íons. Calculando a partir de quantidades de Ca"" e Mg"" obtidos

por Konhauser et al. (1994) em termos de CaCOa (dureza total), encontramos que

a água do Rio Solimões apresenta, em média, 27,2mg/l. Em contraste, a água do

Rio Negro apresenta, em média, 1,49 mg/l. Woynarovich (1986) recomenda usar
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de 60-80g de ovos não fecundados (100000 ovos = 74,74g) para uma incubadora

de 601. Já Zanibonl (1992) recomenda usar densidades menores de 2500ovos/l

(150000 ovos para uma incubadora de 601). Neste experimento foi utilizada água

preta, com quantidades de íons similares aos do Rio Negro. Recalculando o efluxo

de CaCOs em termos de mg/l. 10OOOOlarvas e corrigindo pelo volume da

incubadora, obtemos um efluxo médio total igual a 1,15mg/l de CaCOs. O efluxo

observado é outro indicativo que estes organismos se encontravam em

desequilíbrio ionoregulatório, onde, o efluxo de Ca^" e Mg^" quase iguala a

concentração de Ca""" e Mg""" presente inicialmente na água.

O taxa de efluxo de K"", em particular, apresentou relação com a

temperatura, fato não observado para os demais íons. A razão para esse efeito

não é clara, mas duas possibilidades devem ser investigadas: a primeira refere-se

à um possível efeito diferencial da temperatura sobre as ATPases relacionadas a

este íons e, a segunda, refere-se a um discreto aumento da taxa de ruptura das

membranas celulares com liberação do conteúdo celular para o meio. Uma vez

que a concentração intracelular de K"*" é alta, isto resultaria num aumento da

concentração do íon no meio extemo.

Os ovos e larvas apresentam diversos íons em concentrações significativas

no vitelo. No entanto, precisam que alguns íons, não presentes no vitelo ou

presentes em baixas concentrações, sejam obtidos a partir da água. Esta é uma

das razões para que a progenitora acumule grande quantidade de íons

previamente á desova (Wilians, 1967, Renard et a/., 1987; Alderdice, 1988;

Blaxter, 1988; Kumar Srivastava & Brown, 1991).
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4.4. Variação ontogenética

Nos peixes, a mudança da fase de embrião para juvenil resulta em

significativas modificações morfológicas e fisiológicas. Cada estágio envolve um

conjunto específico de reações metabólicas que prepara o animal para a fase de

desenvolvimento posterior. Do ponto de vista metabólico, isso ocorre de maneira

sucessiva até o fim da vida do animal. Nas fases iniciais, as larvas devem lidar

com a mudança de peso e volume do vitelo bem como com a mudança de sua

composição química (Blaxter, 1988; Balon, 1984; 1990; Kamle,r 1992; Osse &

Boogaart, 1999).

Com relação ao processo respiratório, o desenvolvimento inicial dos peixes

implica em mudanças fisiológicas significativas na tomada e transporte de

oxigênio: o processo passa de celular para tissular num primeiro momento para,

em seguida, passar a ser um processo orgânico, quando as brânquias se tornam

funcionais e as células sangüíneas se tornam pigmentadas para garantir uma

transferência de oxigênio adequada à nova demanda metabólica.

São reconhecidos três momentos entre os peixes, no que se refere aà

regulação iònica. Os ovócitos maduros se encontram no nível celular. Quando

ocorre o fechamento do blastóporo, a regulação iònica é tissular e, após este

estágio, o processo é neurosecretório (Alderdice, 1988). Por sua altíssima taxa

de modificações morfológicas e fisiológicas, os ovos e larvas, apresentam taxas

altas de mortalidade.

Diversos estudos têm mostrado que o VO2 aumenta com a idade e está

diretamente relacionado ao aumento da massa muscular (Saint-Paul, 1983;

1984a; Rombough, 1986; 1988; Kamier, 1992). Contudo, nos estádios iniciais isto
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não é tão certo pois as mudanças fisiológicas do sistema respiratório são

metabólicamente mais importantes do que as mudanças na massa muscular, isto

é, na quantidade de tecido ativo do ponto de vista metabólico. Segundo

Roumbough (1988), os eventos que mais alteram o consumo de oxigênio são

fertilização, gástrula, formação da circulação embrionária, eclosão e transição de

troca gasosa de cutânea para branquial.

Os valores do VO2 apresentaram variações nos diferentes estádios de

desenvolvimento do tambaqui. O VO2 aumentou do estádio de mórula,

aproximadamente 1,0 pl/hora.indivíduo, para finais do estádio de gástrula,

aproximadamente 3,0 pl/hora.indivíduo, o maior VO2 observado neste

experimento. Entre finais do fechamento do blastóporo e começo do

desprendimento da cauda o VO2 foi menor do que na gástrula. Após eclosão o

VO2 aumentou e, desta fase em diante, não houve diferença significativa, mesmo

quando os peixes já se alimentavam.

Este padrão de comportamento do VO2 é muito similar ao relatado por

Rombough (1988) para Oncorhynchus tshawytscha e por Kamier (1992) para

Cyprínus carpio, embora nessa espécie, o valor do VO2 no final de gástrula tenha

sido superado nos estádios posteriores, diferente do observado para o tambaqui e

para O. tshawytscha.

Kamier (1992) cita outros padrões de variação ontogenética com respeito

ao consumo de oxigênio. Oncorhynchus mykiss e Acipenser gueldenstaedti

apresentam aumento do valor de VO2 até a fase de natação livre, mesmo tendo

sido expostos a três temperaturas diferentes, como no caso de O. mykiss. Após
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este estádio, há uma diminuição do valor de VO2. Por outro lado, diversos

trabalhos mostram aumento no VO2 desde a fecundação até a eclosão

(Rombough, 1988; Swanson, 1996) mas não oferecem maiores detalhes do que

acontece entre esses intervalos.

Outros trabalhos, embora sem apresentar maiores detalhes, mostram um

aumento constante no VO2 depois da eclosão, até o estádio de completa

metamorfose, quando o peixe inicia a alimentação externa (De Silva & Tytler,

1973, Laurence, 1975). As unidades utilizadas por estes autores estão corrigidas

de acordo com o peso seco do animal. No tambaqui, após a eclosão, há uma

estabilização nos valores do VO2. Em contraste, o tamanho do peixe, ainda que

observado visualmente no presente estudo, é muito maior e nos faz acreditar que,

se corrigidos pelo peso seco, mostraria aumento dos valores do VO2 que após

atingir os valores máximos deveriam, como esperado, diminuir.

No presente estudo, o tambaqui apresentou um pico de consumo de

oxigênio antes da eclosão. Rombough (1988), em sua revisão, encontra

resultados muito variáveis entre as diferentes espécies de peixes. Algumas

espécies apresentam um pico de consumo, geralmente antes do fechamento do

blastóporo, enquanto outras apresentam dois picos, um na etapa de clivagem

(desde a fecundação até a gástrula) e outro durante a epibolia e, por fim, outras

espécies não apresentam picos de consumo de oxigênio.

Considerando os poucos trabalhos disponíveis, concluímos que há

diferentes padrões de consumo de oxigênio durante a ontogenia. São necessários

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 está relacionado com a sua estratégia reprodutiva.

Até que apareçam algumas estruturas, como as células do tegumento,

especializadas na troca iònica, os ovos de espécies de peixes osmorreguladores

têm baixa capacidade osmorregulatória ou, mesmo, nenhuma (Alderdice, 1988).

Os ovos e larvas do tambaqui, semelhante a outros peixes de água doce, têm

tendência a perder íons, pois, normalmente, se encontram num meio hipotônico.

No entanto, estas perdas devem ser controladas e isto significa uma maior

demanda metabólica

As características de permeabilidade no desenvolvimento embrionário

sugerem que: 1) os oócitos maduros (no ovário) têm uma membrana plasmática

altamente permeável; 2) na fertilização, há incremento na permeabilidade durante

um certo período de tempo; 3) após a fertilização, a permeabilidade decresce

rapidamente a um mínimo e 4) um incremento menor da permeabilidade pode

ocorrer subseqüentemente (Alderdice, 1988).

Nossos resultados mostram mudança ontogenética do fluxo iônico para os

íons Ca""^, Mg"" e Na" e para a dureza total mas não para K". Segundo Boyd

(1979), o potássio está menos relacionado com osmorregulação e assim, o efeito

das concentrações do meio externo o influenciam em menor grau. Ascon (2000)

encontrou menor efluxo de potássio quando expôs ovos de tambaqui no estádio

de gástrula a pH 4 e pH 9, o que está de acordo com o observado por Boyd (1979)

No estádio de mórula há efluxo de todos os íons analisados que,

comparativamente aos outros estádios, é grande. Alderdice (1988) afirma que,

após a fecundação, os ovos são muito permeáveis enquanto nas fases de blástula
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e gástrula a membrana é mais impermeável. Isto sugere que o efluxo em mórula

resulte da alta permeabilidade da membrana celular nesta fase e da baixa

capacidade osmorregulatória. Na gástrula, Ca"""", Mg""* e Na"*" apresentaram menor

efluxo do que nos outros estádios. O menor efluxo em gástrula do que em mórula

pode ser explicado, de forma similar, pela maior impermeabilidade da membrana e

aparecimento da capacidade osmorregulatória. Em mórula o VO2 foi menor do que

em gástrula. O máximo valor do VO2 registrado em gástrula nos faz crer que o

aparecimento da atividade regulatória neste estádio e as baixas concentrações de

íons presentes na água tenham causado este gasto energético.

As larvas com 50 horas de idade apresentaram influxo do Ca"^"", Mg""" e

dureza total. Jana et ai. (1985), incubando Cirrhynus mrigala, encontraram que os

níveis de fosfates nas larvas aumentaram após eclosão, sugerindo que este

aumento está relacionado ao início da ossificação. O Ca"*""" e o Mg""" são os

principais constituintes dos ossos. Por esta razão, acreditamos que estes íons, e

não o Na"", tenham sido absorvidos.

Nos demais estádios, o efluxo foi similar, o que sugere que os ovos e larvas

estiveram em meio hiposmótico. Estes efluxos podem ter causado gasto

metabólico. São necessários mais experimentos antes que se possa dar como

certa esta hipótese.

Segundo Hepher (1993), Ca^^e Mg"" são íons com propriedades similares

nos organismos, principalmente na osmorregulação e na constituição dos ossos.

Acreditamos que esta é a principal razão para que o fluxo do Ca"", Mg"" e dureza

total sejam similares. Estes efluxos podem ser minimizados por adição de sais no
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ambiente de incubação. A concentração ideal destes sais deve, entretanto, ser

determinada através de experimentos em laboratório, sob condições controladas.

Todos estes resultados sugerem que o tambaqui desova nos rios de água

branca por encontrar nelas altas concentrações de oxigênio e de íons necessários

para satisfazer suas demandas iônicas e energética durante o desenvolvimento

embrionário e larval. Adicionalmente, neste ambiente, não haveria gasto adicional

de energia para evitar a perda de íons ou este gasto seria comparativamente

menor àquele necessário para manter a regulação osmótica em rios e lagos de

água preta.
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5 CONCLUSÕES

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

fase de gástrula e menor após fechamento do blastóporo.

2) O consumo de oxigênio não foi afetado pela temperatura, significando que as

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

tambaqui.

3) O tambaqui apresenta variação ontogenética do fluxo de Ca"''', Mg"""", Na" e

dureza total. Esta variação pode estar relacionada às modificações morfológicas e

fisiológicas que ocorrem durante o desenvolvimento embrionário e larval.

4) A variação 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" não apresentou variação no fluxo durante o desenvolvimento embrionário

e larval, mas houve variação pelo efeito da temperatura.

6) O efluxo de íons deve estar relacionado com a baixa concentração destes na

água. Isto sugere que águas pretas, ácidas e pobre em íons, poderiam impor

desafios fisiológicos para ovos e larvas do tambaqui.
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6. PERSPECTIVAS

O  trabalho desenvolvido abre questões Interessantes para serem

respondidas. O estudo do desenvolvimento inicial dos peixes da região amazônica

é importante uma vez que mudanças morfológicas e fisiológicas se sucedem com

extrema rapidez num ambiente com significativas variações em seus parâmetros

físico-qu(micos básicos. O conhecimento advindo deste tipo de estudo pode

contribuir para a melhoria da sobrevivência 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, amònia, nitrito, concentrações de Ca'"'*", Mg"""*" , Na"", Cl",

poluentes e a interação destes parâmetros sobre o consumo de oxigênio,

relacionado-os ás taxas de eclosão e sobrevivência para estabelecer um conjunto

de características que resultem em melhor produtividade na fase embrionária e

larval.

2) Analisar o consumo de oxigênio em temperaturas diferentes daquelas utilizadas

neste estudo e em eventos mais pontuais do desenvolvimento embrionário e

larval.

3) Analisar o efeito da temperatura sobre o consumo do vitelo.
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4) Determinar o quociente de nitrogênio, que relaciona o consumo de oxigênio e a

produção de amônia e uréia. Isto permitiria saber qual a contribuição da proteína

no desenvolvimento dos ovos e larvas.

5) Determinar o consumo de oxigênio basal, de rotina e de atividade. Isto

permitiria utilizar ovos e larvas como indicadores de estresse pela alteração do

consumo do oxigênio sob um determinado evento.

6) Estabelecer os requerimentos de íons por análise do consumo de oxigênio de

ovos e larvas expostas a meios com diferentes tonicidades.

7) Estabelecer critérios de qualidade da larva em função de seu constituintes

bioquímicos e taxas de consumo de oxigênio. Isto permitiria manejar melhor as

matrizes e prever o sucesso do cultivo.
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