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Resumo

O objetivo deste trabalho foi avaliar o desempenho de pds-
larvas de L. alexandri a partir de diferentes dietas com
Artemia salina. As larvas do pacama foram distribuidas
aleatoriamente em trés calhas com capacidade de 184 | com
densidade de 20 larvas/l. O delineamento utilizado foi blocos
casualizados com trés tratamentos sendo T1= nadplio de
artemia, T2= artemia suplementada com vitamina C e T3=
artemia suplementada com complexo B. Apds 14 dias de
experimento os valores de sobrevivéncia (%), peso (mg),
biomassa (g) e comprimento (mm) foram mensurados para
cada tratamento. Para determinacdo hematoldgica foram
coletados trés individuos de cada tratamento e anestesiados
por imersdo em solucdo de benzocaina 0,5 mg/l. Amostras de
sangue (0,3 mlf/larva) foram coletadas para andlise
laboratorial de contagem e diferenciacdo de leucdcitos. Os
valores médios das varidveis fisico-quimicas de qualidade da
dgua ndo tiveram diferenca significativa entre os trés
tratamentos. O T3 apresentou a menor taxa de sobrevivéncia
e a maior porcentagem de neutrdfilos.

Palavras-chaves Alimento vivo, Hematologia; Espécie nativa;
Sobrevivéncia.

Abstract

The objective of this work was to evaluate the performance
of L. alexandri post-larvae from different diets with Artemia
salina. Pacaman larvae were randomly distributed in three
184-liter troughs with a density of 20 larvae / I. The
experimental design was randomized blocks with three
treatments: T1 = enamel of artemia, T2 = artemia
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supplemented with vitamin C and T3 = artemia
supplemented with B complex. After 14 days of experiment,
survival (%), weight (mg), biomass (g) and length (mm) were
measured for each treatment. For hematological
determination, three individuals were collected from each
treatment and anesthetized by immersion in o.5mg / L
benzocaine solution. Blood samples (0.3 ml/larvae) were
collected for laboratory analysis of leukocyte counting and
differentiation. The mean values of the physical-chemical
variables of water quality did not differ significantly between
the three treatments. T3 had the lowest survival rate and the
highest percentage of neutrophils.

Keywords: Living organismo; Hematology; Native species;
Survival.




Introducao

A partir do século passado, as atividades de captura de organismos aquaticos
tém resultado em uma severa reducdo de popula¢des aquaticas, principalmente as
de peixes (Sousa et al., 2016), desta forma, com a reducdo dos estoques mundiais
de pescados, a aquicultura se firma como alternativa vidvel no fornecimento
mundial de pescados (Vidal, 2016).

A piscicultura é o ramo da aquicultura que tem como foco o cultivo de peixes
em cativeiro (Wambach, 2012). O crescimento desta atividade é observado de forma
exponencial em todo o mundo, devido aos baixos custos e grande capacidade de
fornecimento de elevada produtividade de proteina de origem animal (FAO, 2012).
Além disso, a piscicultura pode ser utilizada para a recuperacdao dos estoques
naturais, uma vez que € possivel a reproducao de algumas espécies seja ela natural
ou induzida.

Diversos grupos em constante declinio pode ser reintroduzidos em seus
ambientes naturais através da piscicultura, um exemplo deste, sao os da ordem
Siluriforme, que apresenta 39 familias com mais de 3600 espécies (Eschmeyer e
Fong, 2018). Dentre os representantes da familia Pseudopimilodidae estd o pacama
Lophiosilirus alexandri, Stteindachner, 1876, que é uma espécie endémica da Bacia
Hidrografica do Rio Sdo Francisco (Sato et al., 1987; Sato e Godinho, 1999; CEMIG,
2006; Pedreira et al., 2008). E conhecido popularmente por niquim, pacama e peixe
sapo sendo uma espécie que tem uma elevada importancia, com alto potencial para
a aquicultura, em funcdo de seu alto valor de mercado, auséncia de espinhos
intramusculares e pela qualidade da sua carne, podendo alcancgar peso corporal de
até 8 Kg (Teonorio, 2003; Sato et al, 2003;; Luz e Sato, 2008; Pedreira et al., 2008; e
Luz et al, 2011; Luz & Santos, 2015).

Além de suas caracteristicas biolégicas como sua resisténcia a elevados
niveis de amoénia, abaixo nivel de oxigénio dissolvido, facilidade na cria¢do e
reproducdo continua em cativeiro, do tamanho de ovos e larvas de facil
visualizagdo, ainda apresenta caracteristicas zootécnicas que favoraveis ao
consumo, assim, constituindo-se uma d&tima espécie para cultivo comercial
(Figueiredo, 2011). E um animal carnivoro com tendéncia a piscivoria, letérgico,
prefere ambientes Iénticos e arenosos, sendo denominado peixe de fundo (Sato et
al., 2003; Barros et al., 2007). No entanto, sabe-se pouco a respeito do seu nicho
ecoldgico e comportamento alimentar (Santos, 2011).

Embora sua producdo encontra-se em desenvolvimento, a sua larvicultura
ainda apresenta alguns entraves, com elevadas taxas de mortalidade, falta de
uniformidade das larvas e consequentemente o canibalismo. Uma alternativa para
evitar esses problemas é o fornecimento de alimentos enriquecidos durante os
primeiros dias de larvicultura, favorecendo o crescimento padrao dos animais (Neto,
2013).

O uso de microcrustaceos na alimentacdo de peixes, principalmente o uso de
artémias salinas (Artemia sp.) (Seale, 1933), tem sido bem comum como alimento
para larvas durante a fase inicial, principalmente pelo seu alto valor nutritivo (Leger

SRR



(O

et al., 1987), tornando-se indispensdvel para a sobrevivéncia destes, principalmente
de espécies carnivoras (Ronnstod et al., 1999). Diversos estudos comprovaram a
eficacia do uso da Artemia sp. como primeiro alimento para larvas de peixes
(Yoshimatsu & Kitajuma, 1996; Luz & Saniboni Filho, 2001; Selada et al., 2008; Santos
& Luz, 2009) inclusive para a espécie em estudo (Gargur et al., 2018).

Apesar do elevado padrao nutritivo ja apresentado pela Artemia sp., a
mesma ainda pode ser enriquecida ou bioencapsular produtos, para melhor
desempenho das larvas com ela alimentadas, potencializando a incorporacao de
vitaminas, minerais e aditivos alimentares (Lopes et al., 2007; Cavalin et al., 2009;
Neto, 2013). A vitamina C e o complexo B estdo entre as vitaminas que podem ser
incorporadas para melhor desenvolvimento peixes, uma vez que quando
incorporadas diretamente na racao, apresentam elevadas taxas de perdas por
lixiviagcao. A suplementacao de acido ascdrbico nas dietas de animais cultivados é de
forte interesse pelo fato da incapacidade dos peixes teledsteos em sintetizar esta
vitamina (Fracalossi et al., 2001) e de aumentar a resposta imunoldgica dos peixes
(Sakai, 1999; Wang et al., 2003).

A hematologia auxilia no diagndstico da satide de animais de vida livre, como
também na capacidade do animal em responder a absorcdo e utilizacdo de
nutrientes. A compreensdao sobre aspectos comportamentais, bioquimicos e
fisioldgicos de peixes frente a desafios que imitam as condicbes ambientais (Maciel
etal., 2016).

Portanto, o objetivo foi avaliar a utilizacao da Artémia salina enriquecida com
vitamina C e complexo B durante a fase inicial da larvicultura de, L. alexandri sobre
os indices zootécnicos desta espécie.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e
Aquicultura de Xique-Xique, pertencente a Companhia de Desenvolvimento dos
Vales de Sao Francisco e Parnaiba (CODEVASF), localizada no municipio de Xique-
Xique no povoado de Nova Iguira, durante os meses de outubro e novembro no ano
de 2018.

Os reprodutores de pacama foram mantidos em viveiros com um metro de
profundidade e 50 m? (5m x 10 m), com fundo forrado de areia lavada, formando
assim um substrato fundamental para deposicao da massa de ovos. Apds a
identificacdo da massa de ovos nos tanques, os mesmos foram retirados, pesados e
levados para incubadoras com renovacao continua de 3gua. A eclosdo das larvas
ocorreu apds 24 horas. As mesmas permaneceram na incubadora até consumirem o
saco vitelino, por um periodo de seis dias. A alimentagdo das larvas se inicia apds a
abertura da boca e consequentemente, o inicio da alimentagdao exdgena, sendo
assim, somente apds esse periodo que as larvas foram transferidas para as calhas,
de formato semicircular, onde foram alimentadas com os diferentes tratamentos.

As larvas de seis dias de vida apresentaram um peso médio de 0,12 g. O peso
inicial das larvas foi mensurado através do uso de uma balanc¢a analitica de precisao
de 0,01 mg. Estas foram mantidas em calhas semicirculares com raio de 0,2m,
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comprimento de 2,93 m e volume de 184 litros com densidade de o0,43/litro,
mantidas durante 14 dias.

As larvas foram submetidas a trés tratamentos alimentares. Os tratamentos
foram distribuidos em: T1 (nduplio de Artémia salina sem nenhum enriquecimento),
T2 (nduplio de Artémia salina suplementadas com 1g/L de vitamina C) e T3 (nduplio
de Artémia salina suplementadas com 250 mg/L de complexo B).

O alimento foi oferecido quatro vezes ao dia, as 08, 11, 14 e 17h. Os cistos de
artémia (5g) foram eclodidos diariamente em garrafas PET de 2L com d&gua
salinizada a 35 ppm e aeragdo continua. Apds a eclosdo, os nauplios foram filtrados
para separac¢do dos nauplios dos residuos dos cistos.

Para suplementacdo das artémias, as mesmas foram colocadas em
recipientes com dagua salinizada igual a da eclosdo e, em cada recipiente
correspondente ao seu tratamento, foi adicionado um comprimido de 1 grama de
vitamina C correspondente ao tratamento T2, e em outro, 5 ml de complexos B (250
mg) correspondente ao T3. Apds 15 minutos, as mesmas foram filtradas com o
auxilio de uma peneira (rede 120 fios em poliéster 74 micron) e ofertadas aos
pacamas.

Os parametros oxigénio dissolvido, temperatura e pH eram medidos trés
vezes na semana e a amonia toxica uma vez na semana. As calhas foram sifonadas,
uma vez ao dia.

Os valores de sobrevivéncia (%), peso médio (mg), biomassa total (g) e
comprimento (mm) foram mensurados ao término do experimento. Para cada
tratamento, o total de larvas foi pesado em balanca de precisdo de 0,01 mg,
considerando-se este valor a biomassa que, divido pelo nimero de individuo,
resultou no peso médio das larvas. O comprimento final das larvas foi determinado
por meio de medi¢do de quatro individuos de cada tratamento com o auxilio de um
paquimetro digital. Ao final do experimento foi contabilizado o total de larvas
sobreviventes.

Os trés animais de cada tratamento foram anestesiados por imersao em
benzocaina 0,5 mg/L, e logo em seguida, coletado 0,3 mL de sangue via puncdo
cardiaca, com seringas heparinizadas. Procedeu-se a contagem do numero de
leucdcitos totais, corados com hematoxilina e eosina. A diferenciacao dos leucdcitos
foi realizada em esfregaco sanguineo corado e observada por propor¢dao de método
total de observacdes com auxilio de microscdpio estereoscépio com lente de 40x.

Os resultados tiveram suas médias e desvio padrao determinados,
posteriormente foram submetidos ao teste de similaridade através do programa
estatistico SAS 6.0.

Resultados e Discussao

Os parametros fisicos e quimicos da dgua dos tratamentos nao apresentaram
diferencas estatisticas (Tabela 1). Durante o periodo experimental, foram
observados valores dentro das condicbes esperadas para peixes tropicais, com
temperatura acima de 27 °C, com pH préximo a 7 e oxigénio dissolvido acima de 5
mg/l (Kubitza, 2003), sem diferencas significativas entre os tratamentos.
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Tabela 1. Valores médios e desvios padrbes dos parametros fisico-quimicos no cultivo de
larvas de L. alexandri em distintos tratamentos alimentares: com artémias salina sem
suplementacdo (T1) e com artémias suplementadas com Vitamina C (T2) ou Complexo B

(T3).

Variaveis T1 T2 T3

oD (mgl) 5,63 + 0,44 5,70 + 0,49 5,58 + 0,39

Temp. (°C) 27,44 + 1,14 27,44 +1,21 27,48 £ 1,01
pH 7,01+£ 0,43 6,94 + 0,34 6,86 £ 0,27

Os resultados obtidos para sobrevivéncia indicam uma resposta positiva das
larvas de pacama aos tratamentos T1 e T2. Para o tratamento T3 a taxa de
sobrevivéncia foi menor que 10% (Tabela 2).

Tabela 2. Valores médios e coeficiente de variacdo dos indices zootécnicos de Pacama (L.
alexandri), alimentados com artémias salina sem suplementacdo (T1) e com
artémiassuplementadas com Vitamina C (T2) ou Complexo B (T3).

indices T1 T2 T3 cv
Ganho de peso (%) 73,13° 14,69°¢ 274,697 13,64
Comprimento final (cm) 23,53° 22,772 22,40° 1,97
Sobrevivéncia (%) 88,75° 81,252 7,50° 8,76

#Letras iguais comportamentos similares, letras diferentes, comportamentos diferentes, segundo
programa estatistico SAS 6.0.

No uso do complexo B (T3), foi observada uma mortalidade de 92,5% a partir
do décimo terceiro dia de experimento, havendo a escolha de parar o experimento
no dia seguinte embora ndo tenha sido observado canibalismo. A taxa de
mortalidade pode estar relacionada com a mudanga climdtica apresentada na
semana do ocorrido, havendo uma queda da temperatura da dgua em 3°C durante o
dia, em consequéncia do periodo chuvoso. Com a diminui¢do da temperatura foi
observada a presenca de fungos, visiveis nas calhas dos tratamentos T2 e T3,
promovendo a mortalidade dos individuos. A baixa mortalidade no T2, mesmo com
a visualizacdo dos fungos, pode estar relacionada com a eficiéncia do sistema
imunoldgico das larvas, uma vez que a suplementa¢do com vitamina C aumenta a
producdo de anticorpos e a atividade do sistema imunoldgico (Li & Lovell, 1985). A
suplementacdo adequada de acido ascdrbico para os peixes sob criagdo controlada
é essencial na promocao de melhor crescimento, reproducao, resposta ao estresse
e resisténcia as doencas (Li & Robinson, 1999; Lovell, 2000). Adham et al. (2000)
também descreveram uma maior taxa de sobrevivéncia em hidridos de tilapia
(Oreochromis nilética x Oreochromis aureus) quando alimentados com dietas
suplementadas com vitamina C. Chagas et al. (2003) em estudo sobre o efeito da
vitamina C no ganho de peso e em parametros hematoldgicos de tambaqui,
também observou efeito positivo da vitamina C na taxa de sobrevivéncia dos peixes,
elevando as taxas de sobrevivéncia.
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Em relacdo ao desenvolvimento das larvas, o ganho de peso variou
significativamente (P<0,05) entre os tratamentos. O fornecimento de artemia
enriquecida com complexo B resultou no melhor ganho de peso, seguido do
tratamento T1 que foi de 73,13 %. No T2 foi observado o menor ganho de peso com
14,69 %. Fries et al. (2013) em estudos sobre a suplementacdo de vitamina B12 na
dieta de alevinos de Kinguio (Carassius auratus) observaram que o desempenho
produtivo dos peixes ndo foram alterados pela suplementacdao da Vitamina. O
mesmo também foi observado por Bandyopadhyay et al. (2005) quando estudaram
o desempenho de Carassius auratus. Estes autores relatam que esse resultado pode
estar relacionado com a utilizacao de racao comercial de baixa qualidade. Levando
em consideracdo essa hipdtese de a racdao comercial ndo atender as necessidades
dos animais, a resposta positiva dos individuo do T3 em rela¢ao ao ganho de peso
pode estar relacionado com a presenca da artémia, por esta, ja apresentar uma alta
qualidade nutricional, o que foi ainda melhorada com a suplementacdo com o
complexo B, melhorando o desenvolvimento das larvas. Por outro lado, a
suplementacdo com esta vitamina, n3o apresentou efeito sobre o sistema
imunoldégico, podendo explicar a perda de quase 90% das larvas com a diminuicao
da temperatura e a presenca de fungos no plantel.

Nenhum outro trabalho descreve mudancas no desempenho dos peixes
suplementados com complexo B. Silva et al. (2012) avaliando niveis de vitamina B12
em dietas para carpa colorida (Cyprinus carpio), ndo observaram influéncia da
vitamina no desempenho produtivo dos animais. Fernades et al. (2011) também n&o
encontraram melhoras no desempenho de pds-larvas de tildpia do Nilo Oreochromis
niloticus alimentadas com dietas suplementadas com niveis crescentes de vitamina
B12. Na suplementacdo com vitamina B6, Freitas et al. (2010) também ndo
observaram diferencas no peso final e sobrevivéncia de larvas de jundida (Rhamdia
quelen).

O comprimento final e as taxas de crescimento ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos testados.

Na tabela 3 estdo apresentados os percentuais médios de trombdcitos,
linfdécitos, neutrdfilos, mondcitos, eosindfilos e baséfilos de andlise hematoldgica de
Pacamg, alimentados com artémia (T1), artémia e vitamina C (T2) e artémia e
complexo B (T3).

Foi observada diferenca significativa (P<0,05) entre os tratamentos em
relacdo aos numeros de trombdcitos, linfécitos e neutrdfilos, apresentando maior
ndmero de neutrdéfilos no tratamento com complexo B.

Tabela 3: Valores médios e coeficiente de variagdo da hematologia da série branca de
Pacam3, alimentados com artémia (T1), artémia e vitamina C (T2) e artémia e complexo B

(T3).

Tratamento Variavel (%)

Trombdcitos Linfdcitos Neutréfilos Mondcitos Eosindfilos Basoéfilos
T1 17,0° 36,02 45,02 1,02 1,0 0,02
T2 18,5° 32,0 46,5° 2,02 1,02 0,02
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14,5P 33,1° 49,0° 2,02 1,4° 0,0°

Qv (%) 9,5 8,1 14,5 2,5 2,4 0,0

#Letras iguais comportamentos similares, letras diferentes, comportamentos diferentes, segundo
programa estatistico SAS 6.0.

Os trombdcitos desempenham funcao fagocitica, possuindo fundamental
importancia na defesa organica dos peixes e tendo a capacidade de migracdo para
os focos inflamatérios e influenciando na coagulacdo sanguinea (Burrows et al.,
2001; Martins et al., 2008; Satake et al., 2009).

Observou-se menor porcentual de trombdcitos no T3. Comparando com o T2
é possivel observar que a vitamina C possivelmente fortalece o sistema imunoldgico
e consequentemente eleva o nimero de células de defesa em rela¢do ao complexo
B.

De acordo com Verlhac et al. (1998) é de grande importancia a
suplementacdo de vitamina C na manutencdo do equilibrio génico dos peixes,
aumentando a porcentagem de linfécitos. A porcentagem de linfécitos no T1 foi
maior que no tratamento com suplementacdo de vitamina C. Relataram também
que o aumento de linfdcitos depende da concentracdo da suplementacao ofertada
aos individuos e que dosagens baixas, podem nao apresentar modifica¢des visiveis.

Em situacdo de estresse, o niumero de linfécitos na circulacdo diminui (Falcon
et al.,, 2008; Silva et al., 2012). Levando em consideracdo esse resultado a diferenca
de porcentagem no T1 pode estar relacionado a resisténcia desses individuos ao
estresse, por sua vez apresentando maior nimero de linfdcitos.

O aumento de neutrdfilos em situacao de estresse esta relacionado & sua
funcdo de defesa. Sdo componentes do sistema imunolégico que formam a primeira
linha de defesa contra agentes invasores e tem como primeira funcdo a ingestao e
morte de bactérias por meio da fagocitose (Maciel et al., 2016). Falcon et al. (2008)
observaram efeito significativo em linfécitos, neutrdéfitos e mondcitos em
suplementacdo de vitamina C. No entanto nesse trabalho foi observado um maior
ndmero de neutrdfilos na suplementacdao com complexo B.

N3o foi observada diferenca significativa em mondcitos, eosindfilos e
basdfilos entre os tratamentos. De acordo com Ranzani-paiva & Godinho (1986), o
basdfilo ocorre somente durante a maturacao gonadal. O fato de ndo se observar
esta célula sanguinea no presente estudo, pode ser em funcao da idade dos animais
utilizados no experimento.

Os parametros hematoldgicos dos peixes estao associados a fatores
ambientais, influenciados pela temperatura, oxigénio dissolvido, salinidade e pH.
Podem também sofrer variacbes com relacdo ao sexo, matura¢do gonadal,
comprimento total e fonte da suplementacdo alimentar (Ranzani-Paiva et al., 2005;
Falcon et al., 2008), mas os resultados demonstram indicios de influéncias, causadas
pelas vitaminas testadas que podem interferir no desempenho das larvas durante o
cultivo. O estresse eleva o cortisol e a vitamina C o reduz, caso o cortisol tivesse se
elevado as células de defesa também se elevam.
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Conclusdes

Conclui-se que larvas de L. alexandri no inicio apresentam &timos indices
zootécnicos alimentados com Artemia sp. podendo alcancar uma alta taxa de
sobrevivéncia com mais de 80%. A suplementacdo de vitamina C tem resposta
positiva em larvas de L. alexandri, sendo uma 6tima opc¢ao de para o melhoramento
do desenvolvimento das larvas quando submetidos a estresse por variacdao de
temperatura.
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