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RESUMO GERAL

O estagio larval é considerado a fase mais critica no cultivo de peixes, devido a elevada
vulnerabilidade dos individuos aos varios parametros de cultivo. O fornecimento de uma dieta
inadequada as exigéncias nutricionais, resulta em diminui¢do do crescimento e sobrevivéncia
dos peixes. O Danio rerio € uma espécie de peixe com varias caracteristicas que o tornam um
organismo modelo na pesquisa cientifica, entretanto pouca informacdo existe na literatura
acerca de um protocolo alimentar adequado para as larvas destes peixes. Objetivou-se
determinar um protocolo de alimentacédo utilizando alimento vivo e alimentos formulados
para larvas de zebrafish. O experimento foi conduzido no Biotério Central da UFLA e teve
duracdo de 32 dias. Foram utilizadas 900 larvas de zebrafish obtidas de reprodutores do
Biotério Central. No 8° dia pos fertilizacdo (dpf), ocorreu o inicio do fornecimento das dietas
propostas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo utilizado
alimento vivo (Artemia sp (A), e alimentos formulados (artémia liofilizada (AL), racdo com
spirulina (RSp), racdo com chlorella (RCh) e ragdo comercial (RC). A densidade utilizada foi
de 45 larvas/ L, totalizando 5 tratamentos e 4 repeticdes. As larvas foram alimentadas 6 vezes
ao dia (8h; 10h; 12h; 14h; 16h; 18h). Para mensuracdo de pardmetros morfométricos, as larvas
foram pesadas nos dias 0, 12, 22 e 32 dias apds o inicio do experimento, onde foi calculado o
peso médio das larvas, e para constatagdo do crescimento, as larvas foram fotografadas em
microscopio optico (objetiva 4X) e posteriormente avaliadas utilizando o programa Motic
Image Plus®. Andlises histologicas foram realizadas nos dias 12, 22 e 32 ap6s o inicio do
experimento, para avaliacdo do crescimento da musculatura esquelética (hipertrofia e
hiperplasia). Os maiores valores para sobrevivéncia foram obtidos com alimentagcdo AL e 0
tratamento A obteve o0s valores minimos de sobrevivéncia. A dieta RC apresentou
comprimento total e do didmetro ocular significativamente maior (p<0,05) que as demais
dietas até os 22 dias. Resultados significativamente inferiores (p<0,05) foram apresentados
pela dieta RSp, em todas as variaveis analisadas de crescimento. Analisando a abertura da
boca aos 12 dias, o tratamento contendo AL foi significativamente maior (p<0,05) seguido
pelo tratamento A, e aos 22 dias, a dieta AL apresentou diferencas significativas (p<0,05)
comparativamente a dieta RCh. Este trabalho demonstrou que, nas fases iniciais de
desenvolvimento do zebrafish podem ser utilizadas dietas a base de artémia liofilizada como
alimento principal.

Palavras-chaves: Alimento vivo. Larvicultura. Peixe zebra.



GENERAL ABSTRACT

The larval stage is considered the most critical phase in fish cultivation due to high
vulnerability of individuals to various cultivation parameters. Providing an inadequate diet
and nutritional requirements results in decreased fish growth and survival. Danio rerio is a
species of fish with several characteristics that make it a model organism in scientific
research. However, little information exists in the literature about an adequate food protocol
for these fish larvae. The objective was to determine a feeding protocol using live food and
formulated food for zebrafish larvae. The experiment was conducted at UFLA Central
Biottery and lasted 32 days. 900 zebrafish larvae obtained from Central Biottery breeders
were used. On the 8th day after fertilization (dpf), the supply of the proposed diets began. The
experimental design was completely randomized, using live feed (Artemia sp (A).) And
formulated feed (freeze-dried brine shrimp (AL), spirulina feed (RSp), chlorella feed (RCh)
and commercial feed (RC). The density used was 45 larvae/L, totaling 5 treatments and 4
repetitions. The larvae were fed 6 times a day (8h; 10h; 12h; 14h; 16h; 18h). For measurement
of morphometric parameters, the larvae were weighed on days 0, 12, 22 and 32 days after the
beginning of the experiment in which the average weight of the larvae was calculated. They
were also photographed in optic microscope (objective 4X) for growth rate and then evaluated
using the Motic Image Plus® program. Histological analyzes were performed on days 12, 22
and 32 after the beginning of the experiment, to evaluate the growth of skeletal muscles
(hypertrophy and hyperplasia). The highest survival values were obtained with AL feeding
and treatment A obtained the minimum survival values. The RC diet presented significantly
greater total length and eye diameter (p <0.05) than the other diets up to 22 days. Significantly
lower results (p <0.05) were presented by the RSp diet in all analyzed growth variables.
Analyzing mouth opening at 12 days, the treatment containing AL was significantly higher (p
<0.05) followed by treatment A, and at 22 days, the AL diet showed significant differences (p
<0.05) compared to the RCh diet. This work showed that in the early stages of zebrafish
development, diets of lyophilized brine shrimp should be used as food and the diet may be
supplemented with other foods to obtain better results.

Keywords: Live food. Larviculture. Zebrafish.



RESUMO INTERPRETATIVO E RESUMO GRAFICO

A criagdo das larvas é um ponto critico na produgdo dos peixes, e a oferta de alimento de alto valor
nutricional associado a frequéncia alimentar sdo pardmetros importantes para garantir uma boa taxa de
sobrevivéncia e crescimento satisfatorio. O zebrafish (Danio rerio) tem sido amplamente utilizado
como modelo animal em pesquisas cientificas, além disso, caracteriza-se por ser uma das espécies
ornamentais preferidas pelos aquariofilistas. As pesquisas relacionadas ao fornecimento de dietas que
atendam as exigéncias nutricionais das larvas de zebrafish sdo escassas. Desta forma, objetivou-se
determinar protocolos alimentares utilizando alimentos vivos e alimentos formulados para larvas de
zebrafish. O experimento foi realizado no Biotério Central- Ala peixes, UFLA e teve duracdo de 32
dias. Foram utilizadas 900 larvas de zebrafish obtidas de reprodutores do Biotério Central, sendo 45
larvas por litro (5 tratamentos e 4 repeticdes). No 8° dia pds fertilizacdo, ocorreu o inicio do
fornecimento das dietas propostas. Foram utilizados alimento vivo: Artemia sp e alimentos
formulados: artémia liofilizada, racdo com spirulina, racdo com chlorella e ragdo comercial
(alimentadas 6 vezes ao dia). As larvas foram pesadas nos dias 0, 12, 22 e 32 dias ap6s o inicio do
experimento, onde foi calculado o peso médio das larvas, e para constatagdo do crescimento, as larvas
foram fotografadas em microscépio Optico e posteriormente avaliadas utilizando o programa Motic
Image Plus®. Analises histologicas foram realizadas nos dias 12, 22 e 32 apds o inicio do
experimento, para avaliacdo do crescimento da musculatura esquelética. Os maiores valores para
sobrevivéncia e abertura da boca foram obtidos com alimentacdo da dieta artémia liofilizada e a dieta
Artemia sp obteve os valores minimos de sobrevivéncia. Este trabalho demonstrou que, nas fases
iniciais de desenvolvimento do zebrafish podem ser utilizadas dieta com artémia liofilizada como
alimento principal.

O zebrafish (Danio rerio) é uma espécie de peixe amplamente utilizada nas pesquisas cientificas e para fins
ornamentais. Existe uma problemética na criacéo de larvas de zebrafish em laboratdrio principalmente relacionadas
a sua alimentacdo, portanto, ha necessidade de determinacdo de protocolos alimentares, visando altas taxas de
sobrevivéncia e crescimento satisfatorio das larvas desta espécie. Através da utilizagdo de alimento vivo e alimentos
inertes, foi constatado que a artémia liofilizada é uma dieta que pode ser utilizada como primeira alimentagéo para
larvas de zebrafish.
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1 INTRODUCAO

O zebrafish (Danio rerio) tem sido amplamente utilizado como modelo animal em
pesquisas cientificas das mais diversas areas da biomedicina a toxicologia. E uma espécie que
apresenta genoma inteiramente sequenciado, facil manejo reprodutivo, alta prolificidade, ovos
transparentes, fecundacdo externa e importante semelhanga genética com humanos (JONES,
2007). Além disso, caracteriza-se por ser uma das espécies ornamentais preferidas pelos
aquariofilistas, sendo possivel serem mantidos em aquarios comunitarios devido ao seu
pequeno tamanho. Apesar do aumento da sua utilizagdo como modelo bioldgico nos
laboratérios e para fins ornamentais, existem poucas informacgdes sobre suas exigéncias
nutricionais (ULLOA, 2011), evidenciando a importancia de novos conhecimentos nessa area,
fundamentais para o crescimento e bem-estar adequados desta espécie.

A alimentacdo dos peixes em cativeiro necessita ser priorizada com base nas
exigéncias individuais de cada espécie, uma vez que a mesma interfere em todas as respostas
biolégicas dos animais. O aumento da demanda por essa espécie para fins cientificos e
econbmicos fundamenta a importancia por pesquisas para a realizacdo de protocolos
alimentares adequados a sua criacdo na larvicultura. A fase inicial dos peixes apresenta
dificuldades principalmente relacionadas a sua alimentacdo, ocasionando altas taxas de
mortalidade nas pisciculturas. A criacdo de zebrafish em laboratérios ocorre de forma
semelhante, ja que sdo observadas altas taxas de mortalidade para esta espécie, principalmente
nas fases iniciais do seu desenvolvimento. O fornecimento de alimento de alto valor
nutricional associado a frequéncia de alimentagdo sdo pardmetros importantes para garantir
uma boa taxa de sobrevivéncia e crescimento satisfatério (FURUYA et al., 1999;
FERNANDES et al., 2002; JOMORI et al., 2005; LUZ e PORTELLA, 2005; SILVA, 2008;
ZUANON et al., 2011).

S80 escassas as pesquisas que buscam por informagfes a fim de garantir o
fornecimento de dietas que atendem aos requerimentos nutricionais do zebrafish. Além disso,
estes estudos sdo direcionados preferencialmente as fases juvenis e adultas, e minimizados a
fase larval. Inicialmente a alimentagéo das larvas de zebrafish ocorre por uma combinagdo de
alimentos vivos como o Paramecium sp. ou rotiferos. Em seguida, a dieta destas larvas
baseia-se na utilizacdo de nauplios de artémia complementada com racdo formulada
(LAWRENCE et al., 2011).

Com base no exposto, objetiva-se avaliar diferentes protocolos de alimentacdo

utilizando alimento vivo e inerte para larvas de zebrafish (Danio rerio), avaliando o
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desempenho zootécnico e pardmetros morfométricos e avaliagdo de hipertrofia e hiperplasia
da musculatura esquelética.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Zebrafish (Danio rerio)

O Danio rerio é pertencente a familia Cyprinidae (NELSON, 1994), classificada como
a maior familia de peixes de 4gua doce, com mais de 2000 espécies. O zebrafish (Danio rerio)
é um peixe teledsteo de agua doce, originario do sul da Asia, nativo dos principais rios da
india, Bangladesh e Nepal que sio regides caracterizadas por esta¢Bes com secas e chuvas
acentuadas. E um peixe comumente encontrado em regides alagadicas, aguas rasas, paradas
ou de baixa movimentacdo, com grande ocorréncia de oscilagdes de pH e temperatura. Por
este motivo, o zebrafish é considerado um peixe extremamente resistente as variacdes no que
diz respeito a qualidade da dgua. Sua tolerancia as variacbes ambientais associado a sua alta
prolificidade, tornaram esta espécie popular na aquariofilia (ENGESZER et al., 2007;
OLMEDA; SANCHEZ, 2011). A classificacdo taxondmica do peixe-zebra esta representada
na Tabela 1.

Figura 1 — Zebrafish (Danio rerio)

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 1- Classificagdo Taxondmica do Peixe-Zebra

Zebrafish
Reino Animalia
Filo Chordata

Classe Teleostei
Ordem Cypriniformes
Familia Cyprinidae
Género Danio
Espécie Danio Rerio

Fonte: Integrated Taxonomic Information System (ITIS)

Sdo peixes que podem alcancar até 5 cm de comprimento, e apresentam dimorfismo
sexual, sendo 0s machos caracterizados por apresentar 0 corpo mais esguio se comparado ao
corpo das fémeas (MAACK; SEGNER, 2003; SPENCE et. al., 2008). Outra caracteristica
comumente observada sdo as fémeas serem maiores que 0os machos, tendo o corpo com forma
arredondada, uma vez que na sua cavidade abdominal estdo alojados os ovos que daréo
origem & futuros embriGes.

O zebrafish possui habito alimentar onivoro, e, portanto, se alimentam de uma grande
variedade de alimentos. Na natureza se alimentam preferencialmente de zooplanctons e
insetos, podendo se alimentar também de algas e alguns materiais organicos. (DUTTA, 1993;
MOYLE; CECH, 2000; ENGESZER et al., 2007). Outra caracteristica evidenciada no
zebrafish é a anatomia da sua boca que por sua vez € posicionada para cima, de forma a
auxiliar na apreensao e suc¢do dos alimentos. (LAWRENCE; HARPER, 2010).

A espécie Danio rerio € considerada gregaria, ou seja, necessitam viver em cardumes
de até 20 individuos, e isso possibilita que eles assumam condicGes favoraveis a seu bem-
estar. Entretanto, apesar de ser uma espécie social, podem desempenhar comportamentos
agonistas entre individuos do mesmo sexo ou entre sexos diferentes. Esse comportamento é
evidenciado no periodo reprodutivo ou em processos de dominancia hierarquicas
(LAWRENCE; HARPER, 2010).

Os estagios de desenvolvimento do zebrafish s&o caracterizados pela fase larval,
juvenil e adulta. A fase larval é considerada o periodo em que as larvas alcancam até
aproximadamente 28 dias pos fertilizacdo (dpf), a fase juvenil se inicia entre 28 a 31 dias pos

fertilizacdo e se finaliza aos 90 dias, determinando assim, o inicio da fase adulta. A fase
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juvenil se caracteriza por apresentar crescimento exponencial e alteracbes morfoldgicas
(PARICHY et al., 2009). Enquanto durante a fase adulta, 0s peixes apresentam crescimento
quase estagnado, podendo chegar de 4 a 5 cm por volta de 2 a 3 anos (SINGLEMAN;
HOLTZMAN, 2014).

O fotoperiodo regular é importante quando estes peixes sdo mantidos em ambientes
artificiais, pois ele auxilia na manutencdo dos processos fisiologicos, bioquimicos,
comportamentais e reprodutivos do zebrafish, uma vez que é um peixe tipicamente diurno, e
realiza suas atividades principalmente nas primeiras horas da manhd (WESTERFIELD,
2000).

Em seu habitat natural, a reproducéo do zebrafish ocorre principalmente no inicio do
dia, em periodos chuvosos que sdo caracterizados por abundancia de alimentos. A reproducéo
ocorre em aguas rasas, paradas e de vegetacdo densa e os ovos ficam alojados no fundo dos
rios, em razdo da espécie ndo apresentar cuidado parental (LAWRENCE; HARPER, 2010).
Em uma mesma desova, a fémea pode eclodir de 200 a 300 ovos, e se mantidos em boas
condicdes, este ciclo pode se repetir de 5 a 7 dias. S0 peixes que atingem a maturacéo sexual
precocemente, com cerca de 3 a 6 meses (HILL et al., 2005).

O zebrafish é amplamente difundido como modelo bioldgico na pesquisa,
apresentando cerca de 70% de semelhanca genética com os mamiferos (JONES; RACHEL,
2007), além disso, constituem estudos nas areas de ecotoxicologia (RICHARD et al., 2004;
BOYLE et al., 2010), neurociéncias (LEUNG et al., 2013; ARREBERG; DRIEVER, 2013),
comportamento (KERMEN et al., 2013; MAASWINKEL et al., 2013; MORIN et al., 2013;
PORTUGUES et al., 2014;), genética (HOWE et al., 2013), nutricdo (FLYNN et al., 2009;
ULLOA et al., 2011; MADDISON; CHEN, 2012;YOKOBORI, et al., 2012; ULLOA et al.,
2014), aquicultura (DAHM; GEISLER, 2006; ULLOA et al., 2011; ULLOA et al., 2014),
entre outros. Suas caracteristicas sao notaveis nao apenas pelos pesquisadores, mas também
por criadores com fins ornamentais. S&0 peixes que possuem embrides grandes e
transparentes, permitindo visualizacdo de todo o desenvolvimento embrionério, além disso,
sdo animais que apresentam pequeno tamanho, isso corrobora para a disposicdo de pequenos
espacos em laboratdrios para sua manutengdo. Sao animais com curto intervalo de geragéo,
sendo responsaveis por producédo constante de ovos, desencadeando em proles numerosas, que
apresentam fecundacdo externa; (GRUNWALD; EISEN, 2002; CLARK, 2003; MULLER,;
GROSSNIKLAUS, 2010; LAWRENCE et al. 2012; NUSSLEIN-VOLHARD, 2012). Por sua

vez, dispdem de ferramentas moleculares e informacdes gendmicas, que podem auxiliar nos
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estudos envolvendo as areas de toxicologia, neurobiologia, comportamentais entre outros.
(JOHNSTON et al., 2008; KALUEFF et al., 2014).

Na literatura existem poucos estudos enfatizados em estabelecer as exigéncias
nutricionais do zebrafish em suas diferentes fases de desenvolvimento. Uma dieta apropriada
para cada espécie €, entdo, essencial para a manutencdo de peixes em cativeiro, de modo a
promover um crescimento 6timo e uma ocorréncia minima de mortalidade. Isto acarretard em
melhor qualidade do peixe cultivado e maior rendimento para o produtor ornamental ou para fins
cientificos. Por este motivo, é importante o conhecimento a respeito das necessidades
nutricionais bésicas desta espécie (LAWRENCE, 2007; LIU et al., 2013).

Em cativeiro o zebrafish pode ser facilmente alimentado com alimentos vivos como,
por exemplo, Artemia sp. e Brachionus sp. (WATANABE et al., 1983). Ulloa et al. (2011), a
partir disso, realizaram estudos que sugerem que o zebrafish é capaz de se adaptar e inclusive
modificar o seu sistema digestério em funcdo da dieta fornecida. Isso demonstra a
possibilidade de criacdo de protocolos alimentares capazes de se ajustarem a fisiologia do seu

sistema digestorio, associando ao seu comportamento no momento da alimentacao.

2.2 Larvicultura de peixes

Apesar dos avancos tecnologicos e estudos baseados na larvicultura de peixes, esta é
ainda uma fase caracterizada por apresentar dificuldades e entraves, uma vez que ainda se tem
pouco conhecimento sobre as preferéncias individuais de cada espécie, particularmente
relacionadas com a sua alimentagdo (ATENCIO-GARCIA, ZANIBONI FILHO, 2006;
GANDRA, 2010). O nédo suprimento das necessidades nutricionais das larvas pode ocasionar
altas taxas de mortalidade, levando dessa forma a baixos indices de produtividade
(LANDINES-PARRA, 2003; PORTELLA; DRABROWSKI, 2008). A larvicultura é um
ponto critico na producdo dos peixes, e a oferta de alimento de alto valor nutricional
associado a frequéncia alimentar sdo parametros importantes para garantir uma boa taxa de
sobrevivéncia e crescimento satisfatorio (FURUYA et al., 1999; FERNANDES et al., 2002;
JOMORI et al., 2005; LUZ e PORTELLA, 2005; SILVA, 2008; ZUANON et al., 2011).

O estégio larval do zebrafish tem inicio cerca de 48 a 72 horas pos fertilizacdo, neste
periodo, essas larvas possuem cerca de 3,5 mm de comprimento. Ao longo do tempo, as
larvas desenvolvem e inflam suas bexigas natatorias, possibilitando sua alimentacdo com
pequenos zooplanctons. Alguns autores definem o periodo larval com 28 dias pos fertilizacdo

e nestas circunstancias, as larvas se desenvolvem alcancando até 7 mm. Essas larvas recém
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eclodidas permanecem em &guas rasas durante o seu desenvolvimento e a medida que
avancam e atingem a maturacdo, migram para aguas mais profundas. (LAWRENCE;
HARPER, 2010).

Na tabela 1, estdo apresentados os estagios de desenvolvimento do corpo do zebrafish

de acordo com seu comprimento, descrevendo 0s eventos que ocorrem ao longo da idade.

Tabela 2- Estagios de vida do zebrafish. Adaptado de “Zebrafish: A Practical Approach”.

Estagio (dias) Comprimento (mm) Descricao
Larva jovem 3,5 Nada livremente, posicionamento vertical
Larva 6 Bexiga natatoria cheia, procura alimento,
crescimento
Juvenil 10 Nadadeiras e pigmentagédo dos adultos
Adulto jovem 20 Reproducdo
Adulto 40-50 Final da vida

Fonte: NUSSLEIN-VOLHARD C. (2002)

Segundo Kaushik et al., (2011), além do zebrafish ser utilizado como modelo no
desenvolvimento biol6gico, suas larvas apresentam auséncia de canibalismo entre elas, e
facilidade em buscar alimentos inertes, essas caracteristicas o tornam um peixe com potencial

para ser utilizado em estudos de protocolos alimentares para outras espécies.

2.3 Utilizagéo de alimento vivo na larvicultura de peixes

S&o inimeras espécies de peixes produzidas no Brasil e dentre estas espécies, existe
uma classificacdo da larvicultura quanto ao desenvolvimento do trato digestivo e das enzimas
secretadas no intestino logo apds a eclosdo destas larvas. Pode-se classifica-las em dois
grupos: trato digestivo completo e trato digestivo rudimentar. Aquelas larvas que possuem
sistemas digestivos rudimentares, imaturos ou pouco desenvolvidos na primeira fase de vida
sdo mais dificeis de alimentar e freqientemente necessitam de alimentos vivos como parte de
suas dietas. Ja as espécies que possuem tratos digestivos completos, possuem menor ou
nenhum problema com a alimentacdo inicial. A alimentag&o na fase de larvicultura é baseada
no uso de alimento vivo natural ou cultivado (RADUNZ-NETO, 1999). No entanto, quando
se trata de alimentos artificiais, ha uma baixa aceitacdo na fase inicial pela maioria dos peixes.
A pequena porcentagem de peixes que aceitam estes alimentos artificiais nas fases iniciais
muitas vezes apresenta crescimento reduzido, resultando futuramente em problemas no seu

desenvolvimento. No inicio do seu desenvolvimento, as larvas apresentam elevadas
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exigéncias nutricionais devido a altas taxas de crescimento. Desta forma, a alimentacdo deve
suprir esses requerimentos nutricionais da espécie (HUNG et al.,1989). Na literatura, sdo
relatados varios experimentos com pos larvas de espécies brasileiras e tém demonstrado a
importancia e a necessidade de alimento vivo durante a larvicultura (SENHORINI;
MENDONCA, 1997; LUZ et al., 2001; GUERRERO-ALVARADO, 2003; FRACALOSSI et
al., 2004). O alimento vivo é atrativo as larvas devido a estimulos visuais e quimicos, e dessa
forma, atribui melhores resultados de sobrevivéncia e crescimento, sendo estes obtidos em
funcdo da elevada aceitabilidade e consequente maior consumo (ORTEGA, 2000). Além do
fator nutricional, as larvas de peixes diferem morfologicamente dos adultos, apresentando
pequeno tamanho, pouca habilidade natatoria, aparelho digestdrio ainda rudimentar e auséncia
de enzimas digestivas (LEIS; TRNSKI, 1989; KUBITZA,1997).

A partir da espécie de peixe escolhida para criacdo na larvicultura, se seleciona os
organismos que serdo utilizados como alimentos vivos que mais se adequam aquelas larvas,
considerando o tamanho adequado, valor nutritivo e a facilidade de cultivo (BARROS;
VALENTI, 2003).

E através da escolha de uma dieta apropriada que se garantem altas taxas de
sobrevivéncia e crescimentos satisfatorios das larvas. Além de fornecer os alimentos que
suprirdo as necessidades nutricionais destas larvas, € necessario atentar as dimensdes do
alimento fornecido. O zebrafish principalmente se tratando do seu estado larval, possui uma
capacidade de abertura bucal limitada, com aproximadamente 100 um. Isso salienta o fato de
que é essencial que os alimentos fornecidos respeitem o tamanho da abertura bucal destas
larvas, dessa forma, o alimento consegue ser capturado e ingerido de forma eficiente
(LAWRENCE, 2007).

Diferentes espécies de microalgas, rotiferos, copépodes, nematoides, Artemia sp.,
entre outros grupos taxondmicos podem ser utilizados como alimentos vivos para larvas de
peixes (SORGELOS et. al., 1993; WATANABE; KIRON, 1994; FURUYA et. al., 1999;
CORDOVA et. al., 2010). A escolha pelo melhor alimento vivo a ser utilizado vai depender
da sua disponibilidade, custo de producdo, valor nutricional e tamanho adequado aquela
espécie de peixe.

Um alimento vivo ha muito tempo preconizado nos setores de larvicultura € a Artemia
sp. Sao indmeras as qualidades que a tornam um organismo potencial como alimento para
larvas desde a década de 1930. Este microcrustaceo possui alto valor nutricional (LEGER et.
al., 1987), disponibilidade em forma de cistos e nauplios, facilitando o seu armazenamento e

utilizacdo. Uma vez que, estes cistos sdo ovos resistentes, tolerantes a desidratacdo por longos
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periodos (PRIETO; ATENCIO, 2008; SANTANGELO, 2009). A Artemia sp. € um
microcrustaceo de ambientes salinos, e seus cistos podem ser facilmente adquiridos no
mercado por um fornecedor idéneo (WEINGARTNER; ZANIBONI FILHO, 2004). O
primeiro estagio larval das artémias é chamado de nauplio. Trata-se de um importante estagio
para muitas larvas de peixes e crustaceos, uma vez que fornece proteinas, energia, além de
vitaminas, &cidos graxos poli-insaturados essenciais, pigmentos e esterdis (HEMAISWARYA
et.al, 2011). Em seu estado adulto chegam a medir 17 a 18 mm (HOSHIBA, 2007), e possuem
movimentacao relativamente lenta, facilitando desta forma sua captura e ingestdo. As artémias
apresentam alto valor de enzimas proteoliticas e substancias benéficas a pos larva (LEE;
OSTROWSKI, 2001). Sdo organismos que se destacam também pela facilidade de sua
producdo em laboratério (BASILE-MARTINS et al., 1986; VERISCHELE et al.,1990;
KOLKOVSKY et al.,1997), e por possuirem tecnologia de cultivo conhecida (BEUX et al.,
2003). Apesar das inimeras vantagens, como as artémias sdo obtidas diretamente da natureza,
a disponibilidade dos cistos é imprevisivel. Dessa forma, ocorrem oscilacbes em sua
disponibilidade e preco de compra de acordo com a queda na oferta do mercado (PRIETO;
ATENCIO, 2008). Outro fator limitante, se refere a alta mortalidade destes microcrustaceos
em ambientes com baixa salinidade, levando a prejudicar a qualidade da agua. (LOPES,
2007).

Quando se trata de espécies de peixes cujas pequenas larvas recém eclodidas possuem
certa dificuldade de ingerir os nduplios de artémia, pode se optar por rotiferos do género
Brachionus spp, que também sdo alimentos vivos muito utilizados. Estes representam um
avanco na aquicultura, e podem ser oferecidos para larvas de peixes de dgua doce ou peixes
de &gua salvada. Sua facilidade de cultivo em grande escala associado a capacidade de
bioencapsulacdo, o tornam um alimento amplamente empregado nas fases larvais iniciais
(FAO, 1998). Estes organismos aquaticos podem viver em ambientes de dgua doce, salgada e
aguas salobras (DHERT, 2001) sendo considerada uma espécie eurialina. Além do seu
tamanho diminuto que facilita sua oferta no inicio da alimentacdo larval, possui baixa
mobilidade, o que facilita sua captura e visualizagdo pelas larvas.

Existem diferentes seres vivos que podem ser utilizados como alimento vivo, desde
pequenos organismos, alguns microscopicos a organismos maiores, pertencentes ao
zooplancton por exemplo. Todos eles auxiliando no fornecimento de nutrientes essenciais
para o crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia das larvas de peixes. (FURUYA et al.,
1999; MARTINEZ et al., 2010).
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2.4 Utilizacdo de microalgas na alimentacao de peixes

Os alimentos vivos utilizados na larvicultura como microalgas, zooplanctons e outros
organismos, sdo produzidos em diferentes fases e etapas. Alguns autores como Nandini et al.
(2011), Fallahi et al. (2011), Xuwang et al. (2011) estudaram a utilizacdo de microalgas
verdes na alimentacdo dos peixes, e demonstraram que seu uso pode ser benéfico por se tratar
de um alimento rico nutricionalmente.

Algumas caracteristicas quando presentes tornam desejaveis as utilizacbes das
microalgas na aquicultura, por exemplo, quando apresentam, alta taxa de crescimento, facil
cultivo, ser atdxica, apresentar forma e tamanho adequados para ser capturada e ingerida pelo
animal de interesse, caso constatados a presenca de parede celular, ser digestivel ou ausente,
facilitando assim 0 acesso aos nutrientes contidos.

A base da cadeia alimentar de ecossistemas aquaticos € composta por microalgas,
estas sd0 em sua maior parte, autotréficas, fotossintéticas, além de absorverem e
metabolizarem nutrientes dissolvidos na agua (CHRISTI, 2008; HEMAISWARYA et al.,
2011). Além disso, pequenas variacBes no cultivo destas microalgas como: temperatura,
nitrogénio e CO2 podem desencadear alteragdes na composicao destas microalgas (UGWU et
al., 2008; VOLTOLINA et al, 2008; TONON et al., 2002; LI et al., 2007).

Na década de 1970, pesquisadores da Universidade de S&o Paulo iniciaram o0s
primeiros estudos com cultivo de microalgas diatomacea. Nesta época, se iniciavam as
primeiras cole¢bes de microalgas marinhas e de agua doce. Entretanto, somente a partir dos
anos 80 é que os cultivos realmente comecaram a se expandir por pesquisadores e
universidades.

A utilizacdo das microalgas na alimentacdo humana e animal vém obtendo resultados
satisfatorios como suplementos nutricionais. As microalgas sdo ricas em diversos nutrientes,
como proteinas, acidos graxos poli-insaturados, vitaminas, sais minerais, pigmentos, enzimas,
entre outros metabolitos biologicamente ativos (BOROWITZKA, 1988; GOUVEIA et al.,
2008; SPOLAORE et. al., 2006). Em conjunto, estas caracteristicas, tornam a microalga um
excelente alimento para os organismos aquaticos. Além disso, podem ser fornecidas aos
organismos que serdo utilizados na alimentagéo da larvicultura como forma de enriquecer o
conteudo nutricional destes organismos, suplementando esta alimentacdo sera oferecida as
larvas (MORRIS et al, 1999; CHAKRABORTY et al., 2007).

Espécies de microalgas dos géneros Chlorella, Ankistrodesmus, Scenedesmus e

Chlamydomonas sé@o muito empregadas na aquicultura para alimentacdo de animais de agua
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doce, principalmente microcrustaceos zooplanctonicos (BOERSMA; VIJEVERBERG 1996;
MICHELS; MEESTER, 1998; SIPAUBA et al., 2001; MARTINEZ et al., 2007; WANG et
al., 2009; NANDINI et al., 2009; NANDINI et al., 2011; FLORES et al., 2011; FALLAHI et
al., 2011; XUWANG et al., 2011). E as principais microalgas cultivadas comercialmente e
que possuem potencial de cultivo bem difundido sdo as espécies dos géneros Chlorella
(Chlorophyceae) e Spirulina (Cyanophyceae) (BECKER, 2004).

Trabalhos realizados com algumas espécies de crustaceos utilizados como alimento
vivo na aquicultura, mostraram que quando sua alimentacdo se apresentava enriquecida com
microalgas verdes tais como, Chorella sp., Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp. e
Pseudokirchneriella subcapitata, seu desenvolvimento se tornou acelerado. (BARRERA et
al., 2007; DUMONT; ADRIAENS, 2009; BRITO et al., 2009; SRIPUTHORN;
SANOAMUANG, 2010; BRITO et al., 2010; BRITO et al., 2011).

A substituicdo de até 75% da farinha de peixe na dieta de Litopenaeus vannamei pela
microalga Arthrospira platensis, anteriormente chamada Spirulina platensis, apresentou

resultados quanto a melhora no sistema imune deste camardo (SANCHO et al., 2014).

2.4.1 Chlorella

O género Chlorella, foi descrito por Beyerinck em 1890, e € um género de algas
verdes unicelulares, presentes em aguas continentais, com ampla distribui¢cdo geogréafica
(SIPAUBA et al., 2009; MOHAN et al., 2009), pertencentes ao Filo Chlorophyta. A origem
do termo Chlorella provém do grego chloros, que significa verde e do sufixo ella: pequeno.
Esta espécie de microalga é caracterizada como sendo a espécie com maior quantidade do
pigmento clorofila e durante o seu crescimento, é capaz de acumular nutrientes essenciais
responsaveis pelo desempenho do organismo. Esta microalga tem se destacado entre 0s
pesquisadores por sua elevada producdo de biomassa (CHISTI, 2007; KONG et al., 2010;
MATA et al., 2010).

No inicio dos anos 1960, o Japdo através da empresa Nihon Chlorella iniciou em
grande escala uma cultura de Chlorella. (SPOLAORE et al., 2006). Atualmente, os estudos
com o cultivo de microalgas continuam evidenciados, pelas abrangentes aplicacdes e
potenciais produtos provenientes deste tipo de cultivo (SUALI; SARBATLY, 2012).

Na literatura existem estudos que comprovam que a utilizacdo de determinadas

microalgas confere uma maior sobrevivéncia para as pés larvas de algumas espécies. Faria et



23

al., (2001), comprovaram essa maior taxa de sobrevivéncia em pos larvas de tilapia do Nilo
utilizando algumas microalgas.

Nos setores aquicolas, estas microalgas tém surtido papel de destaque, por
corresponderem a um género de microalgas fornecedoras dos nutrientes necessarios a dieta
dos organismos aquaticos, além de serem facilmente digeridas, e consequentemente,
desempenhando papel no ganho de peso destes animais (KIM, et al., 2002; LOURENCO,
2006; BADWAY et al., 2008; XU et al., 2014).

Em sua composicdo, a Chlorella sp. possui aproximadamente 60% de proteinas, sendo
observada a presenca de varios aminodcidos essenciais, vitaminas, minerais gorduras,
carboidratos, agua e fibra dietética. Esta microalga também dispde de uma substancia
denominada Fator de Crescimento de Chlorella, que é composta por pigmentos, tocoferol e
componente ativo como antimicrobianos e antioxidantes. Desta forma, é eminente que a
utilizacdo de microalgas na alimentacdo € considerada eficaz (SYAHRUL, 2016).

Diversos estudos foram realizados incluindo algas em dietas de peixes, a Chlorella
utilizada como suplemento alimentar desempenha efeitos benéficos em varios aspectos tais
como: imunidade, atividade oxidante, crescimento e reconstrucao tecidual (GUZMAN, et al.,
2001). Foi comprovada a incluséo dietética de 5 a 15% de Chlorella atuando na protecéo de
tilapias do Nilo contra estresses oxidativos (ZAHRAN; RISHA, 2014). Como foi observado
para Cyprinus Carpio, a suplementacdo com Chlorella sp. desempenha papel importante na
estimulacdo do seu sistema imune (KHANI, et al., 2017). Estes resultados ndo sdo apenas
observados em peixes, estudos realizados com frangos de corte, com dietas enriquecidas com
Chlorella, obtém-se melhora no ganho de peso corporal, caracteristicas imunoldgicas e
producdo de bactérias Lactobacillus na microflora intestinal destes animais (KANG et al.,
2013).

2.4.2 Spirulina

As Arthrospira, sdo espécies de cianobactérias pertencentes ao filo Cyanobacteria
(MARLES et. al., 2011), e recentemente foram designadas como pertencentes a espécie
Arthrospira sp. No passado, eram consideradas cianobactérias membros da espécie Spirulina
sp., e com esta atual mudanca taxénomica, ainda sdo comumente e comercialmente
denominadas como Spirulina. Sdo espécies que ocorrem naturalmente em ambientes de aguas
doces e salgadas (BOLD; WYNNE, 1985), e como todas as cianoficeas, necessitam de luz no

ambiente para desempenharem o0 seu processo de crescimento (RICHMOND, 1990). Na
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literatura podem ser encontradas como cianobactérias, e trata-se de organismos procariotos
fotossintetizantes, sendo as espécies mais comumente utilizadas na dieta a S. maxima, S.
platensis, S. fusiformis. Estas cianobactérias ja sdo cultivadas em diversos paises para fins
comerciais (CENCIC; CHINGWARU, 2010; FDA, 2017).

Esta espécie é amplamente distribuida na natureza e extremamente tolerantes as
varia¢fes ambientais, podendo sobreviver em estado latente por longos periodos e retomar seu
desenvolvimento normal (COZZA, K.L.; COSTA, J.A.V, 2000).

Estas desempenharam papel inclusive como fonte de alimento e suplemento em
programas espaciais da NASA (National Aeronautics and Space Administration) (SHWETA
et al., 2011). Sua utilizacdo vem sendo preconizada desde a década de 1970 na aquicultura,
tendo foco na piscicultura (RICHMOND, 2004).

As spirulinas sdo organismos ricos em minerais, proteinas, antioxidantes, acidos
graxos poli-insaturados, carotenoides, entre outros compostos, que 0s tornam extremamente
desejados para a industria como suplemento dietético (KEPEKCI et al., 2013; NGO-MATIP
etal., 2014).

Além de sua utilizacdo na industria alimenticia, também sdo explorados como agentes
terapéuticos (RICHMOND, 2004), atuando como modulador do sistema imunoldgico (RAVI
et al., 2010), regulador da resposta alérgica (PAO et al., 2005; CINGI et al., 2008) e atuando
para 0 aumento na absorgdo intestinal de vitaminas e minerais (TSUCHIHASHI, 1987).
Possuem espaco no mercado de biopigmentos, antioxidantes, enzimas, diversos farmacos, e
sdo instrumentos de pesquisa no tratamento de aguas residuais (MARKOU;
GEORGAKAKIS, 2011; MEZZOMO, et al., 2010).

Uma avaliacdo detalhada visando identificar a qualidade dos produtos da Spirulina,
seria possivel através de uma analise dos seus constituintes, o seu teor de proteina que é até
70%, acidos graxos essenciais, aminoacidos essenciais, vitaminas, antioxidantes, pigmentos,
clorofila e polissacarideos (;OLIVEIRA et al., 1999; BABADZHAVOV et al., 2004;
AKBARNEZHAD et al, 2016).

A Spirulina platensis, cianobactéria filamentosa pertencente a familia Phormidiaceae,
apresenta caracteristicas que despertam interesse de sua utilizagdo na aquicultura (GURQY et
al., 2012). Benjamin et al., (2013), avaliaram o efeito da dieta de S. platensis na taxa de
desempenho de reproducdo em fémeas de zebrafish (Danio rerio) e os efeitos de S. platensis
na sobrevivéncia de larvas de peixes e observaram que as larvas alimentadas exclusivamente
com S. platensis apresentaram baixa taxa de sobrevivéncia, fato que pode ser justificado pela

pouca atratividade e disponibilidade em que a S. platensis foi ofertada as larvas. Por outro
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lado, as larvas alimentadas com a Spirulina sp. de forma encapsulada e associada a outros
compostos alimentares, apresentaram altas taxas de sobrevivéncia. As caracteristicas como a
cor, tamanho, disponibilidade e atratividade presentes nesta forma encapsulada de Spirulina
sp., foram fundamentais para que as larvas conseguissem capturar e ingerir este alimento
prontamente.

O enriquecimento com Spirulina sp. nos alimentos de juvenil de esturjdo (Acipenser
baeri) alcancou resultados satisfatorios, aumentando a taxa de crescimento, taxa de conversao
alimentar e eficiéncia protéica dos juvenis de esturjao quando comparado a dieta controle sem
a presenca da Spirulina sp. (PALMEGIANO et al., 2005).

Em um trabalho realizado com tilapias (Oreochromis niloticus), Lu et al. (2004),
avaliaram as taxas de ingestdo e assimilacdo de trés espécies de microalgas: A. platensis,
Euglena gracilis e Chlorella vulgaris, e observaram que a espécie de microalga A platensis
apresentou as melhores taxas de ingestdo e assimilacdo pelas larvas de tilapia. Este mesmo
resultado foi observado para outras espécies.

Na dieta de tilapias (Oreochromis niloticus), estas microalgas ricas em acidos graxos
poli-insaturados se destacam como suplementos alimentares, uma vez que estimulam o
sistema imunoldgico destes animais (Lu et al., 2002; REGUNATHAN; WESLEY,2006;
MOREIRA et al., 2010; MOREIRA et al., 2011), reduzem as mortalidades e aumentam a taxa
de crescimento dos peixes (LU; TAKEUCHI, 2004).

Na literatura os estudos com a utilizacdo de microalgas tém se destacado, e a Spirulina
sp. exibindo caracteristicas favoraveis na alimentacdo humana e animal, tem se tornado foco

nas pesquisas com dietas na aquicultura.

2.5 Alimentacéao para larvas de zebrafish (Danio rerio)

Conforme a pesquisa e utilizacdo do zebrafish (Danio rerio) nas ciéncias biologicas
alcancam crescimento exponencial, os estudos com novos métodos para criacao de larvas de
zebrafish se mantiveram de forma estagnada. Isto desencadeia essencialidade pela busca por
instrucGes sobre protocolos e métodos para criacdo e alimentagdo destas larvas, surtindo
efeitos positivos no crescimento e sobrevivéncia, que futuramente serdo observados na
disponibilidade e desempenho do animal adulto.

A escassez por informacbes na literatura sobre as exigéncias nutricionais e
alimentacdo do zebrafish (LAWRENCE, 2007; KAUSHIK et al., 2011), determina uma

criacdo embasada nos protocolos disponiveis para Cyprinidae, familia ao qual este grupo de
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peixes é pertencente (WESTERFIELD, 2007; KAUSHIK, 2011). Entretanto, isso gera uma
preocupacdo, pois dificulta a padronizacdo de um protocolo de criagdo em diferentes
instalacBes (WATTS et al., 2012; WILSON, 2012).

O fornecimento de uma nutricdo adequada é importante ndo so para estabelecer altas
taxas de crescimento e sobrevivéncia (LAWRENCE, 2007), como também contribui para
alcangar sucesso reprodutivo (BRENDAN; DELBOS, 2011), uma vez que afeta diretamente a
aptidao da prole (MARKOVICH et al., 2007).

A alimentacdo do zebrafish tradicionalmente ocorre por uma combinacdo de
alimentos vivos e alimentos formulados. Os 5 a 7 primeiros dias ap6s a fertilizagdo (dpf), a
alimentacdo das larvas acontece atraves de suas reservas vitelinicas. Ap06s o esgotamento
destas reservas, se inicia o fornecimento de alimentacdo exdgena. As larvas de zebrafish sdo
comumente alimentadas com Paramecium sp. ou rotiferos até 9-15 dpf. Em seguida, a dieta
destas larvas baseia-se no uso de nduplios de artémia complementada com racdo formulada
(LAWRENCE et. al., 2011; REED; JENNINGS, 2011).

As caracteristicas presentes na alimentacdo viva como: alta digestibilidade,
encorajamento ao comportamento de captura de presas, perfil nutricional, palatabilidade
(REED; JENNINGS, 2011), apesar de serem benéficas na criacdo da larvicultura, necessitam
ser suplementadas a outros alimentos (HARPER, LAWRENCE, 2011; MEHRAD et al.,
2012).

Pesquisas recentes foram publicadas baseadas nos requisitos nutricionais do zebrafish
com o objetivo de encontrar um protocolo de alimentacdo adequado as necessidades
nutricionais dessa espécie (SICCARDI et al., 2008; BRENDAN; DELBOS, 2011; YOSSA et
al., 2011; GONZALES, 2012; WATTS, et al., 2012; ULLOA et al., 2013). Apesar disso, estes
estudos se concentram na busca por um protocolo otimizado principalmente para as fases
juvenis e adultas, desprezando a alimentacdo da fase larval.

Farias et al., (2016), compararam a utilizacdo de trés racbes comerciais (ZM, Zeigler
Larval AP100 e Skretting Gemma Micro) em trés diferentes linhagens de larvas de zebrafish,
com trés diferentes regimes de alimentacéo a partir do 9° dpf (somente ragdo comercial, racdo
comercial associada a alimentagdo viva e apenas alimentagdo viva) e observaram que 0s
melhores resultados foram obtidos com o uso de racdo comercial combinada a alimentacéo
viva. Da Silva et al., (2009), utilizou quatro regimes alimentares consistindo em rotiferos,
nauplios de artémia e alimento inerte (Cyclop-eezeTM e BeneluxNV), e os dados obtidos
sugeriram que os rotiferos ndo alcangaram resultados satisfatorios quanto aos pardmetros

zootécnicos desta espécie, sendo demonstrado este mesmo resultado quando utilizados
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nauplios de artémia nos primeiros dias pos fertilizacdo na dieta destas larvas. Ja a associacdo
entre alimentos demonstrou-se favoravel ao desenvolvimento nas fases iniciais do zebrafish.
Martinez et al., (2012) testou diferentes regimes alimentares para larvas de zebrafish,
com o0 objetivo de estabelecer métodos alternativos e simplistas para a criacdo destas larvas
nas diferentes localidades, de forma a estabelecer um método bem sucedido com o
fornecimento de alimento comercial durante a primeira semana de alimentacdo, em sequéncia
de fornecimento de nauplios de artémia recém eclodida durante as semanas seguintes.
Segundo alguns autores, a frequéncia da oferta de alimentacao é outro ponto critico na
fase larval a ser ressaltado, quando comparadas larvas de zebrafish alimentadas com cinco
refeicBes diarias, quatro refeicGes diarias, duas refeicGes, didrias e uma refeicdo diaria, o
tratamento que estabelecia quatro refeicdes diarias mostrou os melhores resultados quanto a
taxa de sobrevivéncia e conversdo alimentar (NEKOUBINI et al., 2013). Isso fundamenta a
importancia da realizacdo de pesquisas para o desenvolvimento de protocolos alimentares

atentando as necessidades nutricionais nas diferentes fases de criacdo do zebrafish.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preceitos éticos

Este experimento foi realizado seguindo as diretrizes de bem-estar animal, sendo
submetido e aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais protocolo n° 108/18 da
Universidade Federal de Lavras.

3.2 Descricdo dos métodos

3.2.1 Reproducéo e manutencédo dos embrides

As larvas de zebrafish (Danio rerio) foram obtidas através de reprodutores do Biotério
Central, UFLA. Os reprodutores encontravam-se na propor¢éo de 2 fémeas: 1 macho, em um
conjunto de 9 animais, totalizando 81 reprodutores. Apds a ocorréncia da fecundagéo, 0s ovos
foram coletados utilizando uma pipeta de pasteur e adicionados em meio egg water, em placas
de petri (100 embriBes por placa), e finalmente encaminhados para a estufa a 28°C, por onde

permaneceram até completarem 7 dias pés fertilizacdo (dpf). O meio egg water consiste em
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um meio o qual permite a padronizacdo do desenvolvimento embrionéario do zebrafish, além
de evitar contaminagdes por fungos (5 mM NacCl, 0,17 mM KCl, 0,33 mM CaCl2, 0,33 mM
MgSO4, e 0,1% de azul de metileno (DI PRINZIO et al., 2010).

Durante a permanéncia dos embrides na estufa, ocorreu a eclosdo dos ovos com cerca
de dois a trés dias (dfp), em seguida, estes ovos recem eclodidos deram origem as larvas, que
permanecem em periodo lecitotrofico, sendo assim, sua alimentagdo é obtida através de suas
reservas vitelinicas, portanto ndo é necessario o fornecimento de uma dieta artificial. No
sétimo dia pré-experimental (dpf), as larvas foram distribuidas nos aquéarios de
experimentacdo. Apos a transferéncia para as unidades experimentais, foram monitoradas
para constatacdo de presenca de mortalidades, para que fosse possivel a reposi¢do destas

larvas antes de iniciar o periodo experimental.
3.2.2 Desenho experimental e tratamentos

Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com cinco tratamentos e quatro
repeticdes, sendo utilizadas 45 larvas por tratamento, totalizando 900 larvas experimentais.
No 8° dpf as larvas foram distribuidas aleatoriamente em 20 aquarios com 1 L™ de volume
(til, em uma densidade de 45 animais/L™.

As larvas utilizadas foram mantidas sob fotoperiodo artificial de 14 horas de luz e 10
horas de escuridao e temperatura ambiente média de 28° C, tal como sugerido por Westerfield
et al., (2007). Estes animais foram condicionados em incubadoras fabricadas manualmente
em potes de plastico de 1,2L com uma malha de 150 mm colada ao fundo deste pote. Os potes
foram colocados dentro de cada aquario da Rack Hydrus da Alesco, onde ocorrem constantes
trocas e renovacles de agua, com presenca de filtro fisico e biolégico responsaveis pela
manutencdo da qualidade da agua, além de um sistema de ultravioleta para esterilizacdo do
sistema. Cada aquéario da rack possui 3L de volume de &gua e monitoramento de varidveis
como pH, temperatura e condutividade. As incubadoras acopladas dentro de cada aquario
foram mantidas com 1 litro de 4gua na densidade de estocagem de 45 peixes/litro, 45 peixes

por aquario (Figura 2).
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Figura 2 — Sistema de recirculagdo de agua de cultivo das larvas zebrafish utilizadas, onde se
mantiveram os espécimes dos 8 aos 40 dpf.

Fonte: Do autor (2019).

Foram adotados 5 tratamentos, cada um correspondente a uma dieta especifica, sendo
estas dietas fracionadas em 6 alimentagdes ao dia (8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16
horas e 18 horas). As dietas experimentais foram divididas em: N&uplios de artémia: (A);
Artémia liofilizada (AL); Racdo com Chlorella: (RCh); Racdo com Spirulina: (RSp); Ra¢édo
Comercial: (RC).

As quantidades diarias de alimento foram as seguintes: 0,02754g/tratamento/dia dos
tratamentos AL, RCh, RSp e RC e 4590 nauplios de artémia/tratamento/dia para o tratamento
A (MARTINEZ et. al., 2012; FARIA et. al., 2016).

A composicao das alimentacGes e as analises quimicas dos ingredientes utilizados na
dieta experimental correspondentes aos alimentos inertes sdo observados nas tabelas 2, 3, 4, 5,
6e7.
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Tabela 3- Composi¢do quimica da ragdo com incluséo de Chlorella.

Ingredientes Quantidade Unidade
Farelo de soja 59,4462 -
Milho 31,8208 -
Farinha de peixe 3 -
Fosfato bicalcio 2,3478 -
Alga Chlorella 2 -
Oleo de soja 0,3013 -
Sal comum 0,5 -
PREMIX 0,5 -
Célcario 0,0639 -
BTH 0,02 -

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 4- Andlises quimicas dos ingredientes utilizados na dieta experimental com Chlorella.

Componente nutricional Quantidade Unidade
Proteina bruta 32,96 %
Energia bruta 4032,0001 Kcal

Acido linoleico 1,2286 %
Amido 27,2984 %
Calcio 0,9 %
Cinzas 7,3059 %

Fosforo total 0,9 %
Gordura 2,4973 %
Lisina total 1,8842 %
Metionina total 0,4622 %

Matéria seca - % (MS): 89,90; Proteina bruta - % (PB): 31,50; Extrato etéreo - % (EE): 2,90; Matéria
mineral - % (MM): 8,23; Resultados expressos em 100% da matéria seca (MS). Analises foram feitas
em duplicata, sendo expresso o valor médio. Dados determinados pela EsalgLab, Departamento de
Zootecnia; Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" — ESALQ; Universidade de Séo Paulo —
USP.

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 5- Composicéao percentual da racdo com inclusao de Spirulina.

Ingredientes Quantidade Unidade
Farelo de soja 59,4462 -
Milho 31,8208 -
Farinha de peixe 3 -
Fosfato bicélcio 2,3478 -
Alga Spirulina 2 -
Oleo de soja 0,3013 -
Sal comum 0,5 -
PREMIX 0,5 -
Célcario 0,0639 -
BTH 0,02 -

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 6- Analises quimicas dos ingredientes utilizados na dieta experimental com Spirulina.

Componente nutricional Quantidade Unidade
Proteina bruta 32,96 %
Energia bruta 4032,0001 Kcal

Acido linoleico 1,2286 %
Amido 27,2984 %
Calcio 0,9 %
Cinzas 7,3059 %

Fosforo total 0,9 %
Gordura 2,4973 %
Lisina total 1,8842 %
Metionina total 0,4622 %

Matéria seca - % (MS): 88,97; Proteina bruta - % (PB) : 32,57; Extrato etéreo - % (EE) : 2,78; Matéria
mineral - % (MM): 8,54; Resultados expressos em 100% da matéria seca (MS)
Anadlises foram feitas em duplicata, sendo expresso o valor médio. Dados determinados pela EsalgLab,
Departamento de Zootecnia; Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" — ESALQ;
Universidade de S&o Paulo — USP.

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 7- Composicéo e ingredientes da Racdo Comercial (dados obtidos a partir do

fabricante). SI = sem informagcdao disponivel.

Composicdo/Ingredientes Quantidade  Unidade
Farelo de soja SI -
Farinha de peixe Sl -
Creme de milho Sl -
Farinha de lula Si -
Adsorvente de micotoxinas Sl -
Leveduras Sl -
Oleo de soja refinado Sl -
Espirulina desidratada Sl -
Corantes naturais (cochonilha, urucum, circuma) 1,54 %
Proteina isolada de soja Sl -
Oleo de peixe Sl -
Fécula de mandioca Sl -
Beterraba desidratada Sl -
Farinha de minhoca Sl -
PREMIX 0,85 %
Aditivo prebidtico 0,09 %
Cloreto de sédio Sl -
Antioxidantes (BTH) SI -
Aditivo enzimatico 0,05 %

Matéria seca - % (MS): 92,00; Proteina bruta - % (PB): 45,70; Extrato etéreo - % (EE): 11,60; Matéria
mineral - % (MM): 11,20
Resultados expressos em 100% da matéria seca (MS)
Anélises foram feitas em duplicata, sendo expresso o valor médio, Dados determinados pela EsalgLab,
Departamento de Zootecnia; Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" — ESALQ;
Universidade de S&o Paulo — USP.

Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 8- Composicao da Artémia Liofilizada; Resultados expressos em 100% da matéria
seca (MS); Andlises feitas em duplicata, sendo expresso o valor médio. Dados determinados
pela EsalgLab, Departamento de Zootecnia; Escola Superior de Agricultura "Luiz de
Queiroz" — ESALQ; Universidade de Sao Paulo — USP.

Composicao Quantidade Unidade
Matéria seca 84,5 %
Proteina bruta 58,7 %
Extrato etéreo 18,3 %
Matéria mineral 0,33 %

Fonte: Do autor (2019).

O experimento foi realizado em sistema de recirculacdo de agua. Para andlises
referentes a qualidade da A&gua, diariamente foram obtidos resultados através do
monitoramento em tempo real no sistema de rack Hydrus da Alesco, além disso, foram
utilizados aparelhos para mensuracdo das variaveis de pH com pHmetro digital e amonia kit
Labcon®) (Tabela 8). Procedeu-se a renovacao da agua pelo sistema de recirculacdo de agua
da rack, além ocorrer constantemente a retirada de restos de alimentos presentes na superficie

das incubadoras, bem como larvas mortas e fezes, através da sifonacao.

Tabela 9- Valores médios das caracteristicas fisico-quimicos da agua.

Parametros Medias +
Temperatura (°C) 28,1+ 0,04
pH 7,8 £0,05
Salinidade (mS) 0,30
Amodnia (ppm) 00

Parametros fisico-quimicos da qualidade da &gua mensurados diariamente em todos os tratamentos.
Fonte: Do autor (2019).

3.2.3 Cultivo de alimento vivo

Para utilizacdo do alimento vivo proposto em um dos tratamentos do desenho
experimental, foi necessario o cultivo de cistos de artémia. Este alimento vivo é bastante
utilizado e descrito na aquacultura, por seus 6timos resultados no desempenho da criagdo na
larvicultura (DHERT, et al., 1996).

Os cistos de artémia foram obtidos do fabricante Artémia Salina do RN. Na manh&

anterior a alimentacdo das larvas, eram preparadas quatro culturas em diferentes horérios,
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com o objetivo de fornecer nduplios de artémia no dia seguinte que estariam com 24 horas
pos ecloséo.

Em laboratdrio, foram pesados 4g de cistos e 60g de sal para dois litros de agua em
cada incubadora, contendo aeracdo e temperatura controladas constantemente. Os cistos de
artémia foram colocados para incubar, entre 17-24 horas. Apos eclosdo dos nauplios, estes
foram filtrados por uma peneira de 200 um e lavados com agua corrente, e finalmente
utilizados na alimentacéo das larvas no devido horério estabelecido no experimento.

Nas alimentacdes de 8h e 16h, a quantidade de 1L de nauplios de artémia era coletado
e acondicionado ao freezer para ser utilizado nas alimentacGes de 10h e 18h (figura 5), desta
forma, a baixa temperatura presente no freezer, ocasiona em diminuigdo do metabolismo dos
nauplios de artémia, e consequentemente impossibilita que estes nauplios alcancem estagios
seguintes do seu desenvolvimento, e, portanto, quando ofertados, estavam com
aproximadamente o mesmo tamanho e teor de nutrientes dos nduplios contendo 24 horas pos

eclosdo.

Figura 3 — Incubadoras de nauplios de artémia para cada horario de oferta de alimentacdo das

larvas.

Incubadoras contendo 2L de nauplios de
artémia

12h 14h

Retirada de 1L de nauplio de artémia
encaminhado ao freezer

Fonte: Do autor (2019).

3.2.4 Processo de liofilizacdo dos nauplios de artémia

A liofilizagdo consiste em uma desidratacdo, a fim de preservar alimentos pereciveis,

principios ativos, bactérias, entre outros. Neste processo, a agua é retirada de forma a néo
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passar pelo estado liquido e condi¢cbes como baixa pressdo e temperatura, tornam-se
determinantes para a preservacao dos nutrientes do alimento.

No laboratorio do Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Lavras, foi utilizado o liofilizador de modelo L101, com o propoésito de produzir artémia
liofilizada.

Na semana anterior ao inicio do experimento, foram realizados producGes de nauplios
de artémia com 24 horas pos eclosdo, que foram lavados em agua corrente e adicionados a
recipientes de vidro, para serem congelados no freezer antes do processo de liofilizacdo. Apos
o total congelamento, os recipientes de vidro contendo os nauplios de artémia foram
encaminhados ao laboratério dentro de uma caixa de isopor e entdo colocados no liofilizador.

Os recipientes ao serem condicionados no liofilizador sofreram uma aplicacdo de
vacuo associados a um aumento gradativo de temperatura, ocasionando em uma reducédo da
pressdo. Isso permite que a artémia congelada no material passe do estado liquido para o
estado solido, sem que sejam comprometidos os componentes nutricionais do alimento.

Apds 24 horas em processo de liofilizacdo, as amostras foram retiradas, devidamente
tampadas para evitar a presenca de umidade, e entdo encaminhadas para serem retiradas dos

recipientes e adicionadas aos devidos recipientes correspondentes ao tratamento.

3.2.5 Amostragem

Nos dias 0, 12, 22 e 32 durante o periodo experimental, procedeu-se a amostragem de
um grupo de 8 individuos de cada um dos 5 tratamentos para posteriores analises. Os
exemplares foram anestesiados e sacrificados com Tricaina e fixados em 4% paraformaldeido
(PFA —, Sigma) durante 24 horas e posteriormente condicionados a alcool 70% até o dia em
que foram levados para processamento histologico. A figura 4 ilustra as analises efetuadas

com relacdo aos dias experimentais.



35

Figura 4 — Representagdo das anlises feitas nos tratamentos e os demais dias em que estas
analises foram efetuadas.

Dia 0 Dia 12 Dia 22 Dia 32

O OA—OA—ATO

Legenda:
O Biometria: pesagem dos individuos.
Fotografia em microscopio Optico.
(comprimento total e padrdo, largura da boca e didmetro ocular).
Coleta e fixacéo do corpo inteiro para histologia.
Fonte: Do autor (2019).

3.2.6 Determinacdo da taxa de sobrevivéncia e crescimento das larvas

A mortalidade foi determinada diariamente, pela contagem de larvas mortas ao final
de cada dia. O crescimento foi avaliado pela determinacdo do comprimento total (CT),
comprimento padrdo (CP), largura da boca (LB) e diametro ocular (DO) de 8 larvas de cada
tratamento recolhidas aos 0, 12, 22 e 32 dias a partir do inicio do experimento. Foi utilizado
um microscopio éptico na objetiva 4X para visualizacdo das larvas e do software Motic Image
Plus® para fotografar cada larva e posteriormente mensuracao das variaveis: CT, CP, LB e
DO. As mensuracOes das variaveis de crescimento foram efetuadas através do software Motic
Image Plus®, no qual ap6s ser calibrado de acordo com a objetiva 4X em que 0s animais
foram fotografados, é possivel por meio de uma régua presente no software, calcular o
crescimento de um ponto a outro das demais variaveis em mm. O CT e CP no dia 32
experimental, foi obtido através de um paquimetro digital, pois 0s animais ja apresentavam
um tamanho consideravel a fim de ser utilizado outro instrumento para medicdo. Para a
biometria inicial, as larvas foram pesadas em balanca analitica digital com precisdo de
0.0001g, em grupo (n=40) e em seguida, foi calculado o peso médio total. Para as biometrias
seguintes (12, 22 e 32 dias apos inicio do experimento), as larvas foram pesadas na mesma
balanca utilizada na biometria inicial, em grupo de 8 individuos de cada tratamento,
totalizando 40 animais em cada dia de biometria.
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3.3. Analise histoldgica de musculatura esquelética

3.3.1 Coleta, fixacéo e inclusdo do material em parafina

Os animais correspondentes as semanas de coletas nos dias: 12, 22 e 32 ap0s o inicio
do experimento foram fixados com corpo inteiro em 4% paraformaldeido (JUNQUEIRA,
JUNQUEIRA, 1983). Uma vez fixadas por 24 horas, as amostras foram transferidas para
alcool 70%, onde permaneceram até a inclusdo. A substancia utilizada foi a parafina e como
esta substancia € insollvel em &gua, foi necessdrio que na primeira etapa de inclusdo,
ocorresse uma desidratacdo, para que a agua dos tecidos fosse retirada e substituida por
alcool. Esta desidratacdo ocorreu atraves de uma série crescente alcoolica por 20 minutos em
cada alcool: 70%, 80%, 85%, 90%, 95% e 100%. Em seguida, o alcool foi substituido por
xilol, e finalmente, a impregnacdo, por meio do qual o xilol é substituido pela parafina
propriamente dita.

3.3.2 Corte das amostras

Foram, entdo, feitas sec¢des de 3-4 um, com orientagao longitudinal. As fitas obtidas a
partir do micrétomo foram transferidas para um banho-maria, com o auxilio de uma pinga,
para serem distendidas. Em seguida, estas foram secas a 40 °C e armazenadas até posterior

utilizacdo.

3.3.3 Desparafinagéo

Antes da utilizacdo das seccdes para a analise posterior, estas foram sujeitas a um
processo desparafinacdo. Foi, entdo, aplicado um processo de banhos graduais para remocao
da parafina e, uma vez que o xilol ndo dilui em agua, uma série de banhos com etanol para
hidratagdo das amostras. Apds a microtomia, as laminas foram coradas com hematoxilina e

eosina.

3.4 Registro fotogréafico

Apbs o processamento histologico, foram realizadas as capturas de imagens em

microscopio biologico de 40X, o registro fotografico foi feito com o equipamento CX-31,
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acoplado a uma camera digital modelo Olympus SC30. Foram capturadas imagens das larvas
de corpo inteiro em posi¢do longitudinal, e mensurados o comprimento e o diametro das

fibras musculares.

3.5 Analises estatisticas

Os dados referentes aos parametros morfométricos, desempenho zootécnico e analises
histologicas foram submetidos aos testes de normalidade e, como ndo foi constatada
distribuicdo normal, procedeu-se o Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, ndo paramétrico. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R 3.2.2.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Determinacdo da taxa de sobrevivéncia e crescimento das larvas

De um modo geral, em todos os tratamentos verificou-se um pico de mortalidade entre
0s 0 e 4 dias ap6s o inicio do experimento (dpe) (Figura 6). Existiram diferencas estatisticas
(p<0,05) deste parametro entre os tratamentos, sendo Nauplios de Artémia (A) e Racdo com
Spirulina (RSp), as dietas que apresentaram uma mortalidade superior aos demais tratamentos
aos 4 dpe (cerca de 70%). E importante destacar que esta elevada mortalidade impediu a
continuagdo dos tratamentos com amostragem suficiente para as consecutivas biometrias, este
resultado infere que estas dietas ndo sdo consideradas adequadas a serem utilizadas no inicio
da alimentacéo das larvas de zebrafish. A dieta Artémia Liofilizada (AL) foi a que apresentou
valores mais altos de sobrevivéncia (~ 90%) e as dietas Racdo com Chlorella (RCh) e Racéo
Comercial (RC) mantiveram as taxas de sobrevivéncia (60% e 70%) ao longo do

experimento.
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Figura 5 — Taxa de sobrevivéncia das larvas de zebrafish (Danio rerio), dados obtidos

diariamente (dia 0 a 32 experimental) de acordo com as dietas utilizadas nos

tratamentos.
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Fonte: Do autor (2019).

Nas fases iniciais de desenvolvimento do zebrafish (Danio rerio), sua alimentacéo é
estabelecida através da utilizacdo de alimentos vivos como por exemplo, nduplios de artémia,
rotiferos e, ainda, paramécias (LAWRENCE, 2007; WESTERFIELD, 2007). Segundo
demonstraram alguns autores, o uso de alimentos processados e/ou inertes é limitado na
criacdo de larvas desta espécie (CARVALHO et al., 2006; GOOLISH et al., 1999), assim
como em outros teleésteos (BLAIR et al., 2003). Relativamente aos parametros de
sobrevivéncia, os dados obtidos neste trabalho sugerem que os nduplios de artémia (A)
utilizados individualmente ndo constituem um alimento adequado ao desenvolvimento das
larvas de zebrafish, tendo sido obtidos valores minimos de sobrevivéncia.

A qualidade da &gua manteve-se dentro dos parametros considerados normais,
portanto a elevada mortalidade devido a este fator ndo foi considerada. A producédo de peixes
ornamentais nas fases iniciais é enfatizada por varios autores, pela utilizacdo de nduplios de
artémia, por apresentar grande valor nutricional (EARLE, 1995; SOARES et al., 2000; LIM et
al., 2003). Contudo, a producdo e uso desta fonte de alimento natural deve ser limitada a
animais com capacidade de captura deste alimento através do tamanho da abertura de sua
boca. De acordo com Takahashi et al. em 2010, utilizando exemplares de po6s- larvas de acara
bandeira Pterophyllum scalare, os animais alimentados com dieta exclusivamente de nauplios
de artémia, apresentaram maiores valores de sobrevivéncia (~98,2%), em contrapartida, o

peso final foi observado em animais cujo tratamento foi através de dieta inerte em flocos.
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Resultados encontrados por Carvalho et al., 2006, foram semelhantes, as larvas de
zebrafish criadas em tanques, obtiveram maiores taxas de sobrevivéncia (~86%) no
tratamento no qual a dieta consistia de nduplios de artémia. Os parametros de sobrevivéncia
obtidos em peixes alimentados com nauplios de artémia no presente trabalho ndo vao de
encontro aos obtidos por Carvalho et al. 2006. Este fato pode estar relacionado a outros
parametros de cultivo, tais como o sistema de cultivo e a densidade. Apesar de Carvalho et al.
2006 tambem utilizarem um sistema de recirculacdo de dgua desde o inicio do tratamento, 0s
animais eram mantidos em tanques, portanto a recirculacdo de dgua ndo ocorria da mesma
forma de um sistema de rack, onde ocorre intensa troca de 4gua. Desta maneira, € possivel a
ocorréncia de uma maior permanéncia destes nauplios de artémia nos tanques a fim de serem
capturados, além da possivel presenca de outros microorganismos. Os melhores resultados
guanto a taxa de sobrevivéncia (~ 90%) foram observados no tratamento onde se fornecia a
artémia liofilizada (AL), pois apesar de ter sofrido o processo de liofilizagdo, suas
caracteristicas como coloragdo, odor e perfil nutricional permaneceram. Estas caracteristicas
sdo consideradas atrativas as larvas e promovem aceitabilidade e consequente captura deste
alimento, alcancando resultados satisfatorios quanto a sobrevivéncia e desenvolvimento.

Considerando os dados de biometria que permitem avaliar o efeito da dieta ao nivel do
crescimento, verificaram-se diferencas evidentes nos comprimentos entre tratamentos. A dieta
A apresentou comprimentos significativamente inferiores aos 12 dias apds inicio do
experimento (p<0.05), exceto no que diz respeito ao didmetro ocular comparativamente as
dietas AL, RSp e RCh (figura 7) e abertura da boca, RC, RCh e RSp (figura 8) aos 12 dias. A
e RC néo apresentaram diferencas significativas (p>0.05) nesta idade, relativamente a todas as
medidas efetuadas.

Nesta etapa, a dieta RC apresentou maior comprimento (p<0.05) seguida da dieta
RCh. Verificou-se uma ligeira diferenca (p<0.5) na dieta AL, apresentando o comprimento
menor das dietas testadas. Esta diferenca foi mais acentuada nas biometrias anteriores, tendo o
tratamento AL como o Unico tratamento onde foi possivel a coleta de amostras no ultimo dia
experimental, nos tratamentos RC e RCh ndo haviam mais animais, portanto, ndo foram feitas
as analises biométricas (CT, CP, AB e DO). Assim como em outros trabalhos, o uso de
alimentos inertes pode trazer resultados positivos, como no caso de Lates calcarifer (Bloch),
no qual Curnow et al., 2006, mostraram o0 uso desnecessario de artémia na transigdo alimentar
para dietas comerciais. Porém, a exclusdao completa de alimento vivo ndo revelou resultados

positivos na mesma espécie.



40

Apesar dos resultados negativos quanto a sobrevivéncia nos tratamentos com
alimentos inertes nas fases iniciais de desenvolvimento, as variaveis de comprimento (CT,
CP, AB, DO) foram significativamente positivas até os 22 dias ap0s o inicio do experimento.
A incapacidade de apreensédo e palatabilidade de alimentos inertes no inicio da alimentacéo
exogena das larvas de zebrafish, ocasionou desta forma, em altas taxas de mortalidade.
Segundo autores, existem resultados positivos em termos de crescimento e sobrevivéncia, na
utilizacdo de dietas mistas em alimento vivo e alimento inerte em outras espécies
(CANAVATE et al., 1999) e também no zebrafish (ONAI et al., 2000). Estes autores
mostraram que o uso complementar de racGes microparticuladas com nauplios de artémia,
podem produzir bons resultados quanto ao crescimento ou a sobrevivéncia.

O tratamento de racdo com chlorella (RCh) apresentou diferencas significativas aos 12
dias ap06s o inicio do experimento (p<0,05) quando comparado ao tratamento com a outra
microalga adicionada a racdo (RSp) quanto as variaveis de crescimento (CT, CP, DO) e
sobrevivéncia. Dados positivos com a adicdo da microalga Chlorella também foram
observados por Shi, et al, 2017, onde investigaram os efeitos de substituicdo da farinha de
peixe pela farinha de Chlorella com suplementacdo dietética de celulase, avaliando as
variaveis de crescimento, atividades enzimaticas digestivas, histologia e expressao de genes
miogénicos em juvenis de carpa Carassius auratus. Os resultados mostraram que a farinha de
Chlorella poderia substituir totalmente a farinha de peixe nas dietas, com aumento
significativo do crescimento, utilizacdo de alimentos, atividade da amilase e a expressao de
Myod, Mrf4 e Myf5 para carpa.

Figura 6 — Comprimento total médio dos peixes dos varios tratamentos aos 12, 22 e 32 ap6s 0

inicio do experimento.
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Figura 7 — Comprimento padrdo medio dos peixes dos varios tratamentos aos 0, 12, 22 e 32

apos o inicio do experimento.
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Aos 12 dias, o tratamento RC seguido ao tratamento A, obtiveram melhores resultados
em relacdo ao didmetro ocular de seus animais. A dieta AL, apresentou seus dados de
diametro ocular reduzidos comparativamente aos tratamentos anteriores, porém o resultado
foi superior quanto aos tratamentos RCh e RSp (figura 9). A dieta RC, continua a destacar-se
com relagéo ao didmetro ocular aos 22 dias, seguida de RCh e AL. Contudo, aos 12 dias, a
dieta AL obteve maiores resultados em relagéo as dietas RC e RCh quanto ao parametro de
abertura da boca. A abertura da boca € um dos primeiros aspectos a serem levados em
consideracdo na alimentacdo da larvicultura. A auséncia de conhecimento em relacdo as
dimensdes da boca das larvas da espécie estudada pode desencadear em um fornecimento de
particulas grandes se tratando de alimentos inertes ou presas grandes quanto a alimentos vivos
para as larvas ingerirem, proporcionando altas taxas de mortalidade por subnutri¢do. Isso
remete a idéia de que estas larvas conseguiram capturar o alimento, e que estes alimentos
além de serem de tamanho adequados a abertura da boca das larvas de zebrafish, forneciam os
nutrientes suficientes as necessidades nutricionais da espécie, e desta forma, a dieta AL
proporcionou resultados positivos quanto as taxas de sobrevivéncia.

Os dados de sobrevivéncia obtidos sugerem que ocorre um periodo critico, no
desenvolvimento das larvas de zebrafish, entre os 10 e os 14 dpf, portanto um estudo
aprofundado sobre a alimentacdo e demais cuidados até estes dias descritos torna-se

importante, de modo a conhecer as vulnerabilidades da espécie em cativeiro.
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Figura 8 — Diametro médio ocular dos peixes dos varios tratamentos aos 0, 12, 22 e 32 apds o

inicio do experimento.
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Fonte: Do autor (2019).

Figura 9 — Abertura média da boca dos peixes dos varios tratamentos aos 0, 12, 22 e 32 apds 0

inicio do experimento.
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4.3 Analise histologica de musculatura esquelética nas diferentes dietas

O processo de formacdo das fibras musculares ¢ denominado miogénese, em peixes
esse processo ocorre durante a fase de embriogénese (JOHNSTON, 1980; CURRIE;
INGHAM, 2001). A ocorréncia do crescimento muscular é caracterizada por dois processos: a
hiperplasia e hipertrofia. Na hipertrofia ocorre aumento do volume das fibras musculares,

enguanto a hiperplasia ocorre pelo aumento no numero de fibras, sendo o Gltimo dividido em
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hiperplasia estratificada e em mosaico (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001; DALPAI-SILVA
et al., 2007). A hiperplasia estratificada ocorre devido ao aumento da espessura de camadas
musculares a partir de zonas germinais de proliferacdo celular, sendo predominante na fase
larval dos peixes teledsteos (JOHNSTON, 2006). Ja& a hiperplasia em mosaico ocorre
principalmente na fase juvenil dos peixes. Na hipertrofia, as células satélites se fundem com
fibras musculares existentes e conseqiientemente, contribuindo para o aumento no didmetro
das fibras (ROWLERSON; VEGGETTI, 2001).

Existem fatores determinantes como: fatores bioGticos e abioticos, temperatura,
fotoperiodo, regime alimentar e composicdo da dieta, que sdo responsaveis pela taxa de
crescimento e tamanho que a espécie atingird (JOHNSTON, 2006).

Como demonstrado na figura 14, os maiores valores de diametro da musculatura
esquelética foram vistos na dieta RC e RCh aos 22 dias, respectivamente, seguidos pelo
tratamento em que a dieta consistia em AL, onde apresentou diferengas significativas
(p<0,05) com o tratamento RCh. Aos 32 dias as analises eram correspondentes a apenas o
tratamento AL, uma vez que os demais tratamentos ndo obtiveram animais suficientes para as
andlises descritas.

A alimentacdo na larvicultura é fundamental que se estabeleca fornecendo todos os
nutrientes essenciais as exigéncias da espécie. Esta importancia do fornecimento de nutrientes
esta associada ao rapido crescimento e desenvolvimento que as larvas de peixes apresentam.
Desta forma, os alimentos proporcionados devem ser ricos em proteinas e energia, a fim de
promover o crescimento das larvas, além de vitaminas e minerais. Estudos sugerem que larvas
que passam por esta alimentacdo adequada, a sua fase de proliferagdo dos mioblastos pode ser
mais longa, e desta maneira, favorece o maior recrutamento de células musculares (LEITAO
et. al., 2011).

Pesquisadores objetivando produzir e avaliar dietas microencapsuladas, comparadas a
tratamentos controle (nauplios de artémia e dieta comercial) para larvas de pacu Piaractus
mesopotamicus, analisaram as alteracbes morfologicas do trato digestorio e celularidade do
musculo esquelético dos animais, além da expressdo de genes relacionados com a miogénese
e crescimento muscular desempenhadas pelos tratamentos. As andlises histoldgicas
demonstraram atraso no desenvolvimento de alguns tecidos dos animais alimentados com as
dietas microencapsuladas, assim como na musculatura esquelética. Aléem dos animais
alimentados com dietas microencapsuladas apresentarem mudancas nos didmetros das fibras
musculares comparativamente a animais alimentados com nauplios de artémia e dieta
comercial (LEITAO et. al., 2013).
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Além do tipo de alimentacdo sofrer influéncia em mudangas na estrutura das fibras
musculares, o jejum também pode desencadear estes tipos de altera¢fes nas fases iniciais de
desenvolvimento dos peixes, sendo elas: alteragdes morfologicas do trato digestério
(GISBERT et. al., 2004; MENOSSI et. al., 2012), desempenho e crescimento muscular
(LEITAO et. al., 2011). Kojima et. al., 2012 determinaram o ponto-de-ndo retorno (PNR) de
larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus) e avaliaram o impacto de diferentes periodos de
jejum sobre a taxa de sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento muscular e o crescimento
compensatdrio apos diferentes periodos de restricdo nas primeiras fases de desenvolvimento.
E as analises morfologicas e morfométrica das fibras musculares dos peixes nesse
experimento demonstraram reducdo do didmetro das fibras dos animais apds os periodos de
jejum no momento em que ocorre reducdo do peso das mesmas. Apos o restabelecimento da
alimentacdo, a sintese de proteinas aumenta e o crescimento muscular é retomado (HORNICK
et al., 2000).

Figura 10 — Valores do didametro da musculatura esquelética (mm) dos varios tratamentos nos

dia 12, 22 e 32 ap0s o inicio do experimento.

0,6 -

0,5 - i
=
g 0.4 - e A
2 03 - A1 AL
£ I 3 RCh
E 0,2 1 W S RC
R RSp
{}..]. B ,_m‘
E.
{} T T 1
12 22 32

Fonte: Do autor (2019).



45

Figura 11 — Valores de comprimento da musculatura esquelética (mm) dos varios tratamentos
nos dia 12, 22 e 32 ap0s o inicio do experimento.
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram que a dieta constituida por artémia liofilizada
apresenta taxas de sobrevivéncia (~90%) superiores as taxas de sobrevivéncia observadas para
larvas de zebrafish. Sendo assim, esta dieta é adequada a ser utilizada nos primeiros dias de
desenvolvimento das larvas de zebrafish, promovendo resultados satisfatorios nos demais
parametros de criacdo de larvas desta espécie.

Apesar dos beneficios observados com a utilizacdo de alimentos vivos nas fases
iniciais de desenvolvimento na larvicultura de peixes, o desempenho das larvas de zebrafish
por sua vez, parece ser afetado pelo uso de nauplios de artémia no inicio da sua alimentacdo
exogena, ocasionando em valores reduzidos de sobrevivéncia e crescimento. Os demais

alimentos inertes apresentaram resultados positivos quanto as variaveis de crescimento.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Os dados de sobrevivéncia sugerem que ocorre um periodo critico no desenvolvimento
da larva de zebrafish, entre 10 e 14 dpf, portanto um estudo investigando a alimentacao e
demais cuidados até este periodo descrito torna-se importante, de modo a conhecer as

vulnerabilidades da espécie em cativeiro.
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O aumento da demanda por essa espécie para fins cientificos e econdmicos
fundamenta a importancia da realizagdo de pesquisas para o desenvolvimento de protocolos
alimentares adequados a sua criacao na larvicultura.

Desta forma, estudos posteriores, poderdo avaliar um alimento vivo e/ou inerte
complementar, de modo a aumentar o desempenho, a sobrevivéncia e, consequentemente,

promover melhores resultados no cultivo de zebrafish.
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