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A manutencdo dos parametros de qualidade em sistemas de producdo na piscicultura sdo
fatores fundamentais para o sucesso da atividade produtiva. O elevado nivel de aménia é um
dos grandes problemas, pois este residuo nitrogenado se torna toxico quando presente em
altas concentracfes nos sistemas de producdo aquicola, causando menor desenvolvimento,
crescimento e podendo resultar na mortalidade de peixes. Outro pardmetro importante e
fundamental para producdo em cativeiro € a temperatura que pode causar alteracGes
bioquimicas e fisiologicas do organismo e levar até a morte dos peixes. O Curimbata
Prochilodus spp., espécie alvo do estudo, € um peixe que apresenta um bom potencial para a
piscicultura, sendo muito utilizado em policultivos, e assume um importante papel, tanto em
sistemas de producdo, como no ambiente natural. Apesar da importancia ecoldgica/ ambiental
dessa espécie, poucos estudos foram realizados para determinar os parametros de qualidade da
agua para o Curimbatd. Desta forma, com o presente estudo pretende-se determinar a
temperatura letal inferior e superior (TL50), bem como a concentracdo letal, subletal e o
efeito todxico da amonia para juvenis de Curimbata Prochilodus lineatus, por meio de testes
agudos com 96h de duracdo. Foi realizado um teste de temperatura letal inferior e superior
para juvenis de Curimbata, submetidos aos tratamentos de 10°C, 15°C, 20°C (temperaturas
inferiores) 25°C (controle) e 30°C, 35°C e 40°C (temperaturas superiores). As temperaturas
10°C e 40°C foram letais as 36 e 24 horas respectivamente. A TL 50 inferior e superior,
foram de 13,8+1,14 e 39,7+1,59°C, nos tempos 36 e 12 horas, respectivamente, sendo que
este parametro deve ser monitorado e controlado na faixa de 20 a 30°C, para garantir maior
sobrevivéncia da espécie. O outro teste, foi realizado para determinar a dosagem letal, subletal
de aménia ndo ionizavel (NH3) para juvenis de Curimbata, submetidos aos tratamentos (T1 —
Controle 0,00; T2 — 0,75+0,39 mg/L; T3 1,14+ 0,63 mg/L; T4 - 1,47+0,43 mg/L; T5 —
1,82+0,43mg/L e T6 — 2,21+0,49mg/L). A CL50 determinada para 96 horas, foi de 0,62 mg/L
e a CL10 para 24 horas foi de 0,93 mg/L. Além disso, a avaliacdo histopatologica das
branquias demonstrou-se eficiente para verificar os efeitos de concentragdes agudas de
amOnia, as quais a partir da concentragdo 0,75mg/L causou alteracGes histologicas
irreversiveis, com isso, recomenda-se concentracdes inferiores a este valor, sinalizando que
este composto deve ser monitorado e controlado nos sistemas de producdo afim de evitar
maiores problemas na producgdo desta espécie.

Palavras-chave: Parametros de Qualidade da 4gua, Peixes de Agua Doce, Sobrevivéncia.
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The maintenance of water quality parameters in fish farming systems is fundamental to
successful productive activity. High levels of ammonia are major problems, because
nitrogenous residues become toxic at high concentrations in aquaculture production systems,
leading to reduced growth and development and possibly resulting in fish death. Another
fundamental parameter in fish production is temperature, which can cause biochemical and
physiological changes in the organisms and even lead to fish death. Curimbaté (Prochilodus
spp.), our target species, shows good potential for fish farming, being widely used in
polyculture, where it plays an important role both in production systems and in the natural
environment. Despite the ecological/environmental importance of this species, few studies
have been carried out to determine optimum water quality parameters for the curimbata.
Therefore, in the present study, we aimed to determine low and high lethal temperatures
(LT50), as well as lethal and sublethal concentrations and toxic effects of ammonia in juvenile
curimbatd (Prochilodus lineatus), by means of acute tests of 96 h duration. Low and high
lethal temperature tests were performed on curimbata juveniles, subjected to treatments of 10
°C, 15 °C and 20 °C (low temperatures), 25 °C (control), and 30 °C, 35 °C and 40 °C (high
temperatures). Temperatures of 10 °C and 40 °C were lethal 36 at 24 h, respectively. The
lower and higher LT50s were 13.8 £ 1.14 °C and 39.7 £ 1.59 °C, at 36 and 12 h, respectively.
Temperature must be monitored and controlled in the range of 20 °C to 30 °C to guarantee
optimal survival of this species. Another test was performed to determine the lethal and
sublethal dosages of non-ionizable ammonia (NHs) for juvenile curimbatd, subjected to
various NHs treatments (T1 — Control 0.00 mg/L; T2 — 0.75 £ 0.39 mg/L; T3 — 1.14 £ 0.63
mg/L; T4 — 1,47 + 0.43 mg/L; T5 - 1.82 £ 0.43 mg/L and T6 — 2.21 + 0.49 mg/L). The LC50
determined at 96 h was 0.62 mg/L and LC10 at 24 h was 0.93 mg/L. Furthermore,
histopathological evaluation of the gills confirmed the effects of acute concentrations of
ammonia that caused irreversible histological changes starting at 0.75 mg/L. Therefore,
concentrations below this value are recommended. Our data suggest that NHs3 should be
monitored and controlled in curimbata production systems in order to avoid major problems.

Keywords: water quality parameters; freshwater fish; survival.
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CAPITULO |
1. REVISAO DA LITERATURA
1.1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e a busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis,
nas Ultimas décadas, elevou significativamente a demanda mundial por pescado (BRABO et.
al., 2016). Esta demanda crescente, confere a aquicultura a atividade agropecuéaria que mais
cresce no Brasil e no Mundo (SEBRAE, 2015). De acordo com a FAO, 2018, a producdo
mundial de aquicultura, em 2016, foi de 80 milhdes de toneladas, representando 46,8 % da
producéo total de organismos aquéticos produzidos. Estes nimeros demostram um aumento
com relacdo aos anos de 2004 e 2014 de com 71,4% e 7,75%, respectivamente (FAO 2018),

conforme demonstrado na figura 01.

Figura 01 — Producdo mundial de peixes pela pesca e aquicultura (em milhdes de toneladas/esquerda e
em percentual/direita):
180

140

MILLION TONNES

80

40

0

1950 1955 1960 1965 1970 1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 010 015

[0 Capture production M Aquoculture production
NOTE: Excludes aquatic mammals, crocodiles, alligators and caimans, seaweeds and other aquatic plants
Fonte: FAO, 2018.

Entre os paises com maior potencial de producdo aquicola o Brasil tem papel de
destaque especialmente por possuir grandes reservatorios de dguas/recursos hidricos, ter um
clima favoravel, mdo de obra abundante e crescente demanda por pescado no mercado interno
(Secretaria Especial de Aquicultura e Pesca - SEAP, 2007), além da ocorréncia natural de
espécies aquaticas de interesse zootécnico (BRASIL, 2013).
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Segundo estimativas da FAO 2016, entre os paises da América Latina, o Brasil, terd o
maior crescimento aquicola (104%) até 2025, superando Mexico (54,2%) e Argentina
(53,9%). O volume produzido pela piscicultura brasileira representa quase 70% de toda a
aquicultura nacional, ultrapassando 500 mil toneladas de peixes, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2016), movimentando com esta atividade cerca
de 5 bilhdes de reais ao ano e gerando 3,5 milhdes de empregos diretos e indiretos (ACEB,
2014).

No Brasil, o consumo de pescado foi de 14,4 kg por habitante/ano, superando o
recomendado pela FAO que é de 12 kg por habitante por ano (MINISTERIO DA
AGRICULTURA e IBGE, 2016; FAO 2016). Dentre os principais fatores que levaram a esse
aumento, pode-se atrelar ao incentivo de consumo pelas politicas publicas e sobretudo pela
busca de alimentos mais saudaveis (SEBRAE, 2015). Desta forma, a Aquicultura brasileira,
em destaque a Piscicultura de peixes de dgua doce, tem demostrado muito potencial produtivo
e pode tornar-se uma das mais importantes fontes de proteina animal.

Em termos mundiais, a piscicultura ocupa o primeiro lugar em producdo comparando
com as demais atividades da aquicultura (cultivo de moluscos, crustaceos) (FAO, 2014). No
Brasil, de acordo com o IBGE (2016), no ano de 2014 alguns estados se destacaram na
producdo de peixes de agua doce, tais como Sdo Paulo, Mato Grosso, Parana, Rondonia e
Santa Catarina. As tilapias e o grupo dos peixes redondos, em que se incluem o tambaqui,
tambacu, pacu e tambatinga, representam 83% da produc¢do nacional. O curimbata, ocupa a 92
posicdo no ranking (SEBRAE, 2015).

1.2 CURIMBATA (PROCHILODUS LINEATUS)

O Curimbata (Prochilodus lineatus) tambem € conhecido por outros nomes comuns:
curimatd, curimba ou papa-terra. Pertence a familia Prochilodontidae, que significa familia
gue possui dentes (diminutos) como caracteristica marcante, apresenta corpo fusiforme e
comprido, com escamas relativamente grandes e habito alimentar detritivoro
(BALDISSEROTTO e GOMES, 2010).

A familia Prochilodontidae € composta por varias espécies com elevado potencial para
criagdo comercial e que sdo cultivadas atualmente (Prochilodus lineatus, Prochilodus

argenteus, Prochilodus nigricans e Prochilodus lacustres) (RODRIGUES, et al, 2013).
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Segundo esse mesmo autor os P. lineatus possuem comportamento gregario, sendo
geralmente encontradas em grandes cardumes, sdo espécies consideradas proliferas, de rapido
crescimento, alta rusticidade e de facil manejo.

A espécie Prochilodus lineatus (Curimbatd) tem sua distribuicdo por toda a Regido
Norte, Centro-Oeste, Nordeste, aléem dos Estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Parand e Santa
Catarina. E uma espécie de desova total e sua maturacdo sexual ocorre em individuos com
cerca de 20 cm de comprimento. Sua coloracdo € cinza-prateada, com faixas transversais
escuras e inconspicuas no dorso. Possui nadadeiras caudal, dorsal e anal com varias manchas
escuras e claras, alternadamente. Tem boca terminal, com labios espessos e protrateis em
forma de ventosa, munido de pequeninos dentes fracamente inseridos. Possui um espinho
curto e dirigido a frente, na origem da nadadeira dorsal (BALDISSEROTTO e GOMES,
2010).

Por ser detritivoro, o Curimbata pode ser utilizado na piscicultura comercial como um
peixe secundario produzido principalmente em policultivo, ndo compete em termos de
alimento com os outros peixes, aproveitando residuos do fundo do viveiro (BARBIERI et al.,
2004). A utilizacdo do curimbata neste sistema de producéo é uma 6tima alternativa, uma vez
que seu hébito alimentar onivoro com tendéncia a detritivoro possibilita usufruir do residuo de
outras espécies para se alimentar, e consequentemente ocorre redugdo nos gastos com racdes,
resultando em uma producdo sustentavel com maiores lucros (EMBRAPA, 2013). Ainda
segundo Barbieri et al. (2004), o Curimbata apresenta grande potencial para a melhoria da
qualidade de agua dos viveiros e represas, uma vez que ao revolver o fundo dos viveiros
possibilita que os gases resultantes da decomposicdo de restos de racdo e fezes sejam
constantemente eliminados. Ao diminuir focos anaerdbicos no viveiro, também auxilia a
reduzir gases prejudiciais aos peixes tais como a aménia gasosa (NHz3).

O Curimbata é um peixe reofilico, necessita realizar a migracdo de forma ascendente
ao longo dos rios para se reproduzir, ou seja, realiza piracema (ZANIBONI-FILHO E
WEINGARNER, 2007). Os ovos, larvas, alevinos e os adultos sdo importante alimento de
muitas espécies de peixes predadores (MURGAS et al., 2012). Devido a isso, a construcao de
usinas hidroelétricas tem prejudicado a manutenc¢do dos estoques naturais desta espécie, o0 que
tem estimulados sua reproducdo em cativeiro por programas de repovoamento e ampliado a
demanda por informacdes sobre a espécies. (BARBIERI et al., 2004)

Apesar da demanda crescente por informacfes sobre a producdo de Curimbata, ha
poucos estudos realizados para viabilizar a producdo em cativeiro para esta espécie. Segundo

Arana 2004, a determinacdo dos parametros ideais de qualidade de de agua, tais como
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temperatura e a toxidade de amonia, sdo fundamentais para o sucesso da producédo de peixes
em cativeiro. Desta forma deve-se realizar estudos com o proposito de viabilizar a produgéo
destas espécies nativas em larga escala. Porém, para que isso seja possivel e tenha bons
resultados é preciso conhecer a sensibilidade destas espécies, principalmente, a variaces
ambientais de qualidade de 4gua, dando énfase aos residuos nitrogenados (Amonia gasosa) e a

temperatura letal e subletal para a espécie.

1.3 PARAMETROS DE QUALIDADE DA AGUA

A qualidade de &gua inclui todas as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas que,
interagem individualmente ou coletivamente e influenciam o desempenho da producgéo
tornando possivel o cultivo de organismos aquaticos. Para a aquacultura, a qualidade da dgua
pode ser definida como o conjunto de caracteristicas 6timas que devem ser mantidas no
ambiente (isto é, na &gua) para garantir o sucesso dos cultivos (ARANA, 2004).

Os niveis ideais para os parametros de qualidade da &gua podem variar de acordo com
a espécie cultivada, assim como, em resposta as elevadas densidades de estocagem,
quantidade de alimentacdo e rotina de manejo e monitoramento da dgua (HERNANDEZ et
al., 2012).

Os peixes sdo organismos ectotérmicos, ndo controlam a temperatura do corpo, o que
0s torna dependentes da temperatura do meio ambiente (BALDISSEROTTO, 2009). Apesar
disso, existe uma faixa de conforto térmico adequada para os peixes, a qual varia conforme a
espécie e 0 estagio de desenvolvimento em que estes se encontram. Temperaturas acima ou
abaixo dessa faixa ideal inibem o apetite e crescimento dos peixes o que favorece a incidéncia
de doencas (EMBRAPA, 2013). Quando a temperatura estd dentro da faixa ideal para a
espécie, 0s peixes sdo mais ativos (LUCAS e BARRAS, 2001). Porém, quando esta
temperatura se encontra fora desta faixa ideal, ela pode atuar como um fator letal e subletal
alterando por exemplo a atividades bioguimicas e fisioldgicas do organismo (CURRIE et al.,
1998), afetando diretamente o metabolismo e como consequéncia, 0 crescimento, 0 consumo
de oxigénio e sobrevivéncia dos organismos.

A maioria das espécies tropicais tem sua faixa ideal de conforto térmico para
crescimento e reproducdo entre 25 e 28 °C. Temperaturas inferiores a 20°C afetam o
metabolismo de peixes tropicais e acima de 29°C causam aumento significativo da
mortalidade (BALDISSEROTTO, 2009).
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Diante disso, oscilagbes na temperatura da agua, causam variagbes na temperatura
corporal, que desencadeiam uma série de mudancas fisiologicas e comportamentais. Além
disso, oscilacbes de pH, oxigénio dissolvido, compostos nitrogenados podem estar atreladas a
menores indices produtivos e reprodutivos.

A amonia e o nitrito s8o compostos nitrogenados toxicos presentes em ambientes
aquaticos. Em sistemas de producdo comercial, a principal fonte de inclusdo de amdnia total
(NHs + NH4) vem da alimentacéo dos peixes (MARTINEZ et al., 2006). Além disso, fatores
como: alta densidade e elevados niveis de proteina das dietas, favorecem o aumento destes
compostos (ELLIS et al., 2002). Sabe-se que o principal composto nitrogenado excretado por
peixes € a amdnia ndo ionizada ou gasosa (NHs) e a ionizada ou ndo gasosa (NH4*). A amonia
gasosa € eliminada pelas branquias dos peixes através da difusdo passiva ocasionada por um
gradiente de concentracao entre 0 meio interno (sangue) e 0 meio externo (agua). Quando essa
excre¢do nao é possivel, ocorre a eliminagdo do NH4* pelo rim impulsionada por um gasto
energético (ARANA, 1997). Ja na 4gua, a amdnia gasosa NH3 pode ser convertida em NH4* o
gue a torna menos toxica. O equilibrio entre a amdnia gasosa e a ionizavel depende do pH, da
temperatura e da salinidade da &gua (Thurtson et al., 1981). Por exemplo, quando o pH da
agua aumenta, o equilibrio da reacdo é deslocado para o sentido de formacdo de amoénia
gasosa (EMBRAPA, 2013), sendo que seu nivel critico pode ser atingido no final da tarde,
guando o pH, juntamente a temperatura, alcancam seus maiores indices (MARTINEZ et al.,
2006).

Para promover suas funcbes regulares, as branquias possuem sitios de ligacdo, e estes
podem se ligar as substancias toxicas, podendo provocar respostas mecanicas € nos
organismos, efeitos tdxicos (HOLLIS; PLAYLE, 1997). Quando 0s organismos sdo expostos
a determinadas condicBes ambientais, se detectadas alteracbes, estas confirmam aquele
ambiente como degradado (FRACACIO et al., 2003). Diversos estudos avaliam o potencial
poluidor ou estressor do ambiente atraves de analises histopatologica de branquias, sendo essa
uma importante ferramenta detectar alteracdes fisioldgicas importantes para a manutencao dos
peixes.

Segundo MARTINEZ et al., (2006), os compostos nitrogenados afetam diretamente a
sobrevivéncia e crescimento dos peixes. Além disso, a determinacdo da temperatura ideal da
agua para a producéo de cada especie é fundamental para o sucesso da piscicultura. Uma vez
que esta controla a velocidade das reagdes no metabolismo dos peixes.

A amoénia gasosa presente na agua pode ser eliminada para o ar por difusdo, ou

juntamente com o NH.", pode ser convertida através da nitrificacdo em um produto
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intermediério denominado Nitrito (NO2), que por sua vez pode ser novamente convertido em
nitrato (RIJN, 1996).

E importante destacar, que tanto a amdnia, como o nitrito podem atingir niveis toxicos
para peixes em poucos dias apos iniciada a criacdo dos peixes, 0 que pode causar alteracfes
fisioldgicas ou até mesmo a morte dos animais expostos (Randall & Tsui, 2002; Kroupova,
Machova & Svobodova, 2005). Embora, muitas vezes essas alteragdes ndo causem a morte
dos animais, elas podem causar lesGes em tecidos ou 6rgdos que sO sdo identificadas sem
andlises histologicas (LEASE et al., 2003). Devido a grande importancia da determinagdo os
parametros ideias para a producdo de peixes, diversos autores estdo estudando a toxicidade
aguda de amonia (NHz) e nitrito para espécies de peixes (Sampaio, Wasielesky & Miranda-
Filho 2002; Weirich & Riche 2006; Rodrigues et al., 2007). Uma vez que a determinacgdo da
toxidade aguda para 0s compostos nitrogenados assim com a temperatura de manutencédo é

fundamental para o sucesso da producéo em cativeiro.

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Com o presente estudo pretende-se determinar os niveis subletais e letais da exposicao
aguda de juvenis de Curimbata (Prochilodus spp) a diferentes valores de aménia gasosa e

temperatura inferior e superior.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar as doses letais e subletais, com testes de 96 horas, da exposi¢do aguda de
juvenis de Curimbata (Prochilodus spp) a aménia e temperatura;

- Determinar a CL50 de amdnia gasosa;

- Determinar as concentra¢des de amonia que nao cause alteracdes histopatologicas;

- Determinar a temperatura letal (TL50) inferior e superior;

- Determinar as temperaturas da agua que ndo causam alteragdes comportamentais em

juvenis de Curimbats;
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CAPITULO 1l

MANUSCRITOS

Os resultados desta dissertacdo sdo apresentados na forma de dois manuscritos, com

sua formatacdo de acordo com as orienta¢des da revista ao qual foram submetidos.
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MANUSCRITO |

TEMPERATURA LETAL EM JUVENIS DE CURIMBATA (PROCHILODUS
LINEATUS)

LETHAL TEMPERATURE IN JUVENILE CURIMBATA
(PROCHILODUS LINEATUS)

De acordo com normas para publicacdo em: Ciéncia Rural, WEBQUALIS B2 na area de

Zootecnia.
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MANUSCRITO |

TEMPERATURA LETAL EM JUVENIS DE CURIMBATA
(PROCHILODUS LINEATUS)

LETHAL TEMPERATURE IN JUVENILE CURIMBATA
(PROCHILODUS LINEATUS)

Tais Inés ZUFFO!, Diogo Luiz de Alcantara LOPES 2, Sidinei FOLMANN?

! Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia (PPGZOO/UDESC), Chapeco, SC, Brasil.

2 Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC/ CEO), Chapecd, SC, Brasil.

3 Instituto Goio-en — Fundacao Universitaria do Desenvolvimento do Oeste (FUNDESTE).
Endereco para correspondéncia: PPGZOO/UDESC: Rua Beloni Trombeta Zanin, 680-E —
Bairro Santo Ant6nio — Chapec6-SC CEP: 89.815-630 Fone: (49) 2049 9540

Endereco eletrénico: taiszuffo@hotmail.com / diogolalzoo@hotmail.com

RESUMO

A manutencdo dos pardmetros de qualidade da &gua é fundamental para o sucesso da
producdo de peixes. Entre esses parametros a temperatura da dgua destaca-se por apresentar
grande influéncia na atividade metabdlica dos peixes. A determinacdo da faixa de temperatura
letal sdo informacBes essenciais para producdo o Curimbata em cativeiro. Neste sentido, o
presente estudo, pretende expandir o conhecimento sobre a espécie Curimbata, determinando
a temperatura letal superior e inferior para juvenis por meio de testes agudos com 96 horas de
exposicao, aléem de avaliar a mortalidade determinando a TL50 e os efeitos comportamentais
nos juvenis. Para isso foram utilizados 420 juvenis de Curimbatd, submetidos aos tratamentos
de 10°C, 15°C, 20°C (temperaturas inferiores) 25°C (controle) e 30°C, 35°C e 40°C
(temperaturas superiores) durante 96 horas. As temperaturas 10°C e 40°C foram letais,
respectivamente, apds 36 e 24 horas de exposicdo. A TL50 inferior determinada foi de
13,8+1,14, no tempo de 36 horas e a TL50 superior determinada foi de 39,7+1,59°C, no
tempo de 24 horas. A avaliacdo do comportamento alimentar apds a exposi¢cdo a diferentes
temperaturas demonstrou ter influéncia sobre o retorno da atividade dos peixes. Desta forma,
a temperatura € um parametro que deve ser monitorado e controlado garantindo melhores
resultados de producdo da espécie, sendo que a faixa de temperatura recomendada no presente
estudo é de 25 a 30°C.

Palavras-chave: Piscicultura, Temperatura letal inferior, Temperatura letal Superior,
Sobrevivéncia, Retorno Alimentar.
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ABSTRACT

The maintenance of good water quality parameters is fundamental to the success of fish
production. Among these parameters, water temperature stands out because it has a
substantial influence on piscine metabolic activity. The determination of the lethal
temperature range is essential information for production of Curimbatd in captivity.
Therefore, in the present study, we intended to expand the knowledge of Curimbats,
determining the high and low lethal temperature for juveniles using acute tests with 96 hours
of exposure, in addition to evaluating the mortality with LT50 and monitoring behavioral
effects in juveniles. We studied 420 juvenile Curimbatd, subjected to temperatures of 10 °C,
15 °C, 20 °C (low temperature) 25 °C (control), and 30 °C, 35 °C and 40 °C (high
temperatures) over 96 h. Temperatures of 10 °C and 40 °C were lethal, after 36 and 24 of
exposure, respectively. The low LT50 was 13.8 + 1.14, at 36 h, and the high LT50 was 39.7 +
1.59 °C, at 24 h. The evaluation of feeding behavior after exposure to various temperatures
been shown to influence the recovery of fish activity. Therefore, temperature is a parameter
that must be monitored and controlled in order to guarantee better production results for the
species. The temperature range recommended by the present study is from 25 to 30 °C.

Keywords: pisciculture; low lethal temperature; high lethal temperature; survival; food
return.
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INTRODUCAO

O Curimbatd (Prochilodus lineatus), também conhecido por curimatd, curimba ou
papa-terra, pertence a familia Prochilodontidae, que significa familia que possui dentes
diminutos, como caracteristica marcante, apresenta corpo fusiforme e comprido, com escamas
relativamente grandes e habito alimentar detritivoro (BALDISSEROTTO e GOMES, 2010).
E uma espécie nativa do Brasil, reofilica, ou seja, necessita realizar a migragdo de forma
ascendente ao longo dos rios para se reproduzir, ou seja, realizam piracema (ZANIBONI-
FILHO E WEINGARNER, 2007). Os ovos, larvas, alevinos e adultos sdo importante
alimento de muitas espécies de peixes predadores. Por ser um peixe que necessita realizar a
piracema a construcdo de usinas hidroelétricas tem prejudicado a manutencdo dos estoques
naturais desta espécie, o que tem estimulados sua reproducdo em cativeiro por programas de
repovoamento (BARBIERI et al., 2004). Esta espécie apresenta grande importancia ecoldgica
e ambiental, pois desempenha papel importante no seu habitat natural. Sua utilizacdo também
é realizada em sistemas de consorciacdo com outras espécies (MURGAS et al., 2012), e em
policultivos no Sul do Brasil, o que tem demanda mais estudos para viabilizar sua producéao
em cativeiro.

Neste contexto, o controle dos parametros de qualidade de dgua é fundamental para o
sucesso da producdo. Os peixes sdo organismos ectotérmicos, ndo controlam a temperatura do
corpo, 0 que os torna dependentes da temperatura do meio ambiente (BALDISSEROTTO,
2009). Apesar disso, existe uma faixa de conforto térmico adequada para os peixes, a qual
varia conforme a espécie e 0 estdgio de desenvolvimento em que estes se encontram.
Temperaturas acima ou abaixo dessa faixa ideal inibem o apetite e crescimento dos peixes e
favorecem a incidéncia de doencas (EMBRAPA, 2013).

Quando a temperatura estd dentro da faixa ideal para a espécie, 0s peixes sao mais
ativos (LUCAS e BARRAS, 2001). Porém, quando esta temperatura se encontra fora desta
faixa ideal ela pode atuar como um fator letal e subletal, alterando, por exemplo, as atividades
bioquimicas e fisiologicas do organismo (CURRIE et al., 1998), afetando diretamente o
metabolismo e como consequéncia, 0 crescimento, o consumo de oxigénio e sobrevivéncia
dos organismos. Normalmente em temperaturas mais elevadas, observa-se 0 maior consumo
de oxigénio (JIAN et al., 2003). E importante destacar, que a maioria das espécies tropicais
tem sua faixa ideal de conforto térmico para crescimento e reproducéo entre 25 e 28 °C. Em

temperaturas inferiores a 20°C os peixes reduzem a sua taxa metabdlica e acima de 29°C
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causam aumento significativo da mortalidade (BALDISSEROTTO, 2009). Segundo este
mesmo autor, mudancas na temperatura da agua, causam variagcGes na temperatura corporal
ocasionando modificacdes em varias atividades fisioldgicas. Segundo Waichman et al., (2001)
a manutencdo da qualidade da &gua em condicOes estaveis acarreta melhoria da sobrevivéncia,
uma vez que baixa ou alta instabilidade na qualidade de agua pode alterar a taxa de
mortalidade de peixes.

Desta forma, deve-se realizar estudos com o propoésito de viabilizar a producdo destas
espeécies nativas em larga escala. Porém, para que isso seja possivel e tenha bons resultados é
preciso conhecer a sensibilidade destas espécies, principalmente com relacdo a qualidade de
agua. Neste sentido, o presente estudo pretende expandir o conhecimento sobre a espécie
Curimbatd, determinando a temperatura letal superior e inferior para juvenis, aléem de avaliar a
mortalidade determinando a TL50 e os efeitos comportamentais nos juvenis apds a exposicao

de 96 horas em diferentes temperaturas.

MATERIAL E METODOS
Local de desenvolvimento do estudo

O estudo foi conduzido na Universidade do Estado de Santa Catariana, UDESC Oeste,
localizada no municipio de Chapecd e no Instituto Goio-en, (organizacdo de estudos,
pesquisa, desenvolvimento e servigos, sem fins lucrativos), mantido pela FUNDESTE
(Fundacio Universitaria do Desenvolvimento do Oeste), localizado no municipio de Aguas de

Chapecd, em parceria desenvolvida e firmada por convénio de cooperacgdo técnico-cientifico.

Origem dos Peixes

Os juvenis de Curimbata (Prochilodus lineatus), eram provenientes do Instituto Goio-
en, produzidos durante o periodo reprodutivo de 2018 (outubro de 2017 a fevereiro de 2018).
Estes, foram mantidos em tanques de larvicultura, recebendo artémia, como primeira
alimentacdo e apo0s 24 horas, alimentados com ragdo comercial p6 com 50% de Proteina
Bruta, trés vezes ao dia, até completar cinco dias de vida. Em seguida os juvenis foram
transferidos para tanques de alvenaria até completar aproximadamente 30 dias de vida,

recebendo a mesma dieta, trés vezes ao dia.



23

Delineamento Experimental

Para o estudo, os juvenis de Curimbata (Prochilodus lineatus) com aproximadamente 30
dias apos a eclosdo, foram transferidos para tanques de fibra com capacidade de 400 L, onde
permaneceram durante um periodo de 24 horas para realizar a aclimatacdo com temperatura
de 25°C e realizacdo de jejum de 12 horas. Apos foi realizada a biometria inicial para
determinar o peso e comprimento, com balanca analitica e parquimetro digital e em seguida
o0s peixes foram transferidos para as unidades experimentais.

Afim de determinar qual € a faixa de temperatura indicada para a espécie Curimbata,
foi realizado o teste de tolerancia a temperatura com duracéo de 96h, mantendo 0s juvenis nos
seguintes tratamentos: T10 - 10°C; T15 - 15°C; T20 - 20°C (temperaturas inferiores); T25 -
25°C (controle) e T30 - 30°C; T35 - 35°C e T40 - 40°C (temperaturas superiores), com
quatro repeticdes cada. Os juvenis foram mantidos em recipientes com capacidade para 5
litros de &gua, sendo utilizado 15 juvenis por unidade experimental, totalizando 420 peixes. O
peso e tamanho inicial dos juvenis de Curimbata (médiatdesvio padréo) foi de 0,56+0,05¢g e
1,93+3,25cm.

Parametros de qualidade da 4gua e mortalidade

Os parametros de qualidade da &gua, ao longo do estudo foram analisados a cada 12
horas. Para ajuste da temperatura de cada tratamento, os juvenis foram transferidos para as
unidades experimentais que apresentavam a temperatura da agua a 25°C. ApOs essa
transferéncia, iniciou-se o ajuste de temperatura, sendo diminuida ou aumentada a
temperatura da agua, em 1°C a cada hora até atingir a temperatura desejada no tratamento.
Para manter as temperaturas foram utilizados ar condicionado e aquecedores com termostato.

Durante todo o experimento, a agua foi renovada, nos tratamentos, sempre que o valor
da amonia total (NH3+NH4) atingia 1mg/L. Foram estimadas as TL50 superior e inferior
(temperatura Letal em que 50% dos peixes morrem) durante a exposi¢do aos tratamentos e a
cada 12 horas foi verificado a mortalidade em cada tratamento, sendo considerados mortos e
retirados dos tanques, 0s juvenis sem nenhum movimento opercular e que ndo respondiam a

estimulos mecanico.
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Avaliacdo do Comportamento Alimentar apos exposicdo ao teste de tolerancia a

temperatura

Com o propésito de analisar o comportamento alimentar em peixes, apos as 96 horas
de exposicdo ao teste de temperatura, iniciou-se a avaliagdo do comportamento alimentar.
Primeiramente, ajustou-se a temperatura em 25°C para todos os tratamentos respeitando a
variacdo maxima de 1 °C por hora. Apds 24 horas, quando todos os tratamentos alcancaram
esta temperatura, iniciou-se o fornecimento de racdo p6 (50% de PB), ad libidum, a cada 12
horas. Foram realizadas duas alimentagdes (24 horas) como aclimatacdo, antes de iniciar a
observacdo. Apds a aclimatacdo foram realizadas e avaliadas mais quatro alimentacGes
totalizando 48 horas de observacdo. Esta metodologia foi baseada (adaptada) em testes
realizados por VOLPATO et al., (2013). Para a observacdo do comportamento alimentar dos
peixes, logo apds o fornecimento de racdo, foi realizada a filmagem dos animais em cada
tratamento por cinco minutos (300seg.) com camera de video e gravado para posterior andlise.

Para a avaliagdo do comportamento, analisou-se a motivacdo alimentar baseada no
tempo decorrido para 0 comeco da alimentacdo, sendo esta cronometrada a partir da
introducdo do alimento até que o primeiro peixe fosse em direcdo ao alimento (na superficie)
e o total de peixes que estava se alimentando (na superficie), ao final do tempo de filmagem
de cinco minutos (300 seg.).

Andlises estatisticas

Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Para os parametros de
qualidade da &agua, foi realizada analise de variancia ANOVA. Para a estimativa da
temperatura letal inferior e superior (TL50), foi utilizado o programa PRIPROBIT, conforme
metodologia proposta por SAKUMA, (1998). Para as anélises comportamentais foi utilizado o
Teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis (5%), por ndo apresentar homogeneidade de

variancia, portanto, ndo atender a uma das pressuposicdes da analise de variancia.

RESULTADOS

A qualidade da agua avaliada durante todo o periodo experimental, ndo diferiu
significativamente dentre os diferentes tratamentos (Tabela 01).
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Tabela 01: Médias + Desvio de temperatura (T em °C), oxigénio dissolvido (O, em mg/L),
potencial hidrogeniénico (pH) e amonia (NHz em mg/L) nos diferentes tratamentos de

exposicado a temperatura.

Tratamento T 02 pH NH3
T10 11,12+0,76 8,57+1,40 7,24+0,26 0,00
T15 15,11+0,74 8,93+0,80 7,20%0,28 0,00
T20 20,96x0,35 8,98+0,87 7,26+0,16 0,00
T25 25,85%0,28 8,84+1,07 7,14%0,22 0,00
T30 30,48+0,32 9,20+1,10 7,27+0,31 0,01
T35 34,05%0,21 8,48+0,90 7,47%0,29 0,02
T40 39,56%0,11 8,57+0,83 7,30+0,33 0,01

A mortalidade (%) de juvenis de Curimbatd, nos tratamentos a diferentes temperaturas
em funcdo do tempo de exposicdo esta apresentada na Tabela 02. No tratamento T40
(39,56+0,11°C) houve 100% de mortalidade durante as 24 horas. Ja no tratamento T10
(11,12+0,76°C) houve 100% de mortalidade durante as 36 horas. Os tratamentos T15
(15,11+0,74°C), T30 (30,48+0,32°C) e T35 (34,05+0,21°C) apresentaram 4,8, 1,6 e 3,2% de
mortalidade respectivamente ao fim das 96 horas. Durante o estudo os juvenis de Curimbatd,
nos tratamentos T20 (20,96+0,35 °C) e T25 - controle (25,85+0,28°C) ndo apresentaram

mortalidade.

Tabela 02: Mortalidade (%) de Curimbata (Prochilodus lineatus) em funcdo do tempo de

exposicéo aos tratamentos a diferentes temperaturas.

Temperatura(°C) MORTALIDADE (%)
Tratamento Média + DP 19h 24h 36h 48h 72h 84h 96h Mo;_tgigjlade
T10 11,12+0,76 23,3 6,6 70,0 - - - - 100
T15 15,11+0,74 00 00 16 00 16 00 1,6 4.8
T20 20,96+0,35 00 00 00 00 00 00 0,0 0
T25 25,85+0,28 00 00 00 00 00 00 0,0 0
T30 30,48+0,32 00 00 00 00 16 00 0,0 1,6
T35 34,05+0,21 00 00 00 00 16 16 0,0 3,2
T40 39,56+0,11 61,6 38,3 - - - - - 100

No presente estudo, foram calculadas a TL10, TL50, TL90 e TL99, em que 10, 50, 90
e 99% dos peixes apresentaram mortalidade. A TL50 inferior determinada foi de 13,80+1,14
em 36 horas e a TL50 superior determinada foi de 39,70+1,59 °C, em 12 horas, para juvenis
de Curimbata, conforme Tabela 03. Nos tempos de 12 e 24 horas, a temperatura letal inferior,

a TL50, TL90 e TL99, em que 50, 90 e 99% dos peixes morreriam, foi calculada, porém estes
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valores néo estdo dentro dos tratamentos avaliados no presente estudo. O mesmo ocorre no

tempo de 12 horas na temperatura letal superior, na TL90 e TL99.

Tabela 03: Valores de Temperatura Letal Inferior (TLI) e Temperatura Letal Superior (TLS)
em °C em que 10, 50, 90 e 99% de Mortalidade sdo observadas em funcéo do tempo de
exposicao.

Tempo Mortalidade (%)
Temperatura Letal Inferior (TLI)
TL10 (TL10%) TL50 (TL50%)  TL90 (TL90%)  TL99 (TL99%)

12 10,40 +1,01 9,46+0,97* 8,58+0,93* 7,92+ 0,89*

24 10,56+1,02 9,62+0,98* 8,76+0,94* 8,11+ 0,90*

36 14,50£1,16 13,80+1,14 13,14+1,11 12,60+ 1,10
Tempo Mortalidade (%)

Temperatura Letal Superior (TLS)
TL10 (TL10%)  TL50 (TL50%)  TL90(TL90%) TL99(TL99%)

12 38,70+1,58 39,70+1,59 40,80+1,61* 41,70+1,62*

*Valores calculados pelo programa PRIPROBIT, porém estes ndo foram avaliados nos tratamentos.

Os resultados da avaliagdo do comportamento alimentar dos juvenis de Curimbaté
apos a exposicao aos diferentes tratamentos de temperatura, estdo demonstrados na Tabela 04.
Os tratamentos T25 (25°C), T30 (30°C) e T35 (35°C) foram o0s que apresentaram menor
tempo para que o primeiro peixe se deslocasse até a superficie em direcdo ao alimento, sendo
94, 94 e 88 segundos respectivamente e ndo diferiram estatisticamente entre si. No
tratamento T20 (20°C) o tempo para o primeiro peixe chegar na racao foi de 185 segundos. Ja
no tratamento T15 (15°C), em nenhuma das observagdes 0s peixes se movimentoaram em
direcdo a racdo, assim como ao término da observacdo nenhum peixe estava na racdo. Os
tratamentos T25 (25°C), T30 (30°C) e T35 (35°C) apresentaram maiores porcentagens médias
de peixes na racdo ao fim das observacdes, sendo 11,03, 13,23 e 13,01%, respectivamente e
ndo diferiram estatisticamente entre si. O tratamento T20 (20°C) foi semelhante
estatisticamente ao T25 (25°C) e apresentou média de 7,81% de peixes se alimentando ao
final das observacGes. Durante a filmagem foi possivel observar maior movimentacdo dos
peixes, com 0 aumento da temperatura, sendo que 0s peixes expostos a 15°C ndo

apresentavam movimenta(;éo aparente.
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Tabela 04: Média do tempo (em segundos) para o primeiro peixe chegar na racdo e a % total
de peixes na superficie com ragdo nos cinco minutos, durante a avaliacdo do comportamento
alimentar dos juvenis de Curimbata (Prochilodus lineatus) em cada tratamento.

% total de peixes na racéo

Tratamento Tempo para o 1° peixe chegar a0 fim do tempo
(Temp. em °C) na ragao (seg.) **p

(300seg.)

150% 300c 0,00c

200 185h 7,81b

250 94a 11,03ab

300 94a 13,23a

350 88a 13,01a

Teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes na coluna, representam diferenca estatistica. P<0,05 * T15 Nenhum
peixe foi na ragdo no decorrer dos cinco minutos (300 segundos). **Valores sdo as porcentagens de peixes
testados (n = 60) em cada combinacédo de tratamentos.

DISCUSSAO

Os parametros avaliados nos diferentes tratamentos, oxigénio dissolvido (O2 mg/L) e
potencial hidrogeniénico (pH), e Amonia (NH3+NH4 em mg/L) encontravam-se dentro da
faixa determinada como adequada para peixes de agua doce (ARANA, 2004), ndo afetando a
manutencgdo dos peixes.

No presente estudo, ap0s a exposi¢do nos diferentes tratamentos, observou-se 100%
de mortalidade dos juvenis de Curimbatd (Prochilodus lineatus) quando mantidos as
temperaturas de 10 e 40°C, ap6s 36 e 24 horas de exposicdo, desta forma tais temperaturas
foram extremas para a espécie quando aclimatada a 25°C, demonstrando que os peixes nao
foram capazes de realizar ajustes metabolicos afim de se adaptar a estas temperaturas para
manter o funcionamento adequado do organismo frente as alteracdes térmicas da agua
(BUDA et al., 1994; FERNANDES, Jr. et al., 2010).

Quando avaliamos a mortalidade do Curimbata exposto a temperatura letal inferior
(TLI) e Temperatura Letal Superior (TLS), verificou-se que 0s juvenis sdo tolerantes a uma
faixa de temperatura que varia de 15 a 35°C e que a TL50 inferior foi de 13,08+1,14°C em 36
horas e TL50 superior de 39,7£1,59 °C em 12 horas. Tais achados, de amplitude de variacao
de temperatura, sdo superiores aos encontrados por OLIVEIRA et al., 2008, avaliando baixa e
alta temperaturas de Cardinal Tetra, que encontraram valores de 19,6 e 33,7 °C,
respectivamente. E inferiores ao encontrados para o peixe dourado, Carassius auratus, que
podem tolerar uma faixa mais ampla de temperatura da agua, de 0 a 41°C (FORT et al.,
2005). Contudo, quando comparamos a TL50 do presente estudo com os resultados

encontrados para tilapias (Oreochromis niloticus), faixa de tolerancia térmica entre 10 e 38°C
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(HARPAZ et al., 1999), observamos que esses resultados sdo muito semelhantes, o que
destaca o potencial de Curimbaté para sua utilizagdo em sistemas de cultivo.

Esta capacidade de adaptacdo a uma ampla variacdo de temperatura pode ser devido
aos diferentes locais onde a espécie pode ser encontrada e a amplitude térmica a que esses
animais estdo expostos na natureza, observada, principalmente, nas diferentes estacées do ano
(MANESS e HUTCHINSON, 1980). Além disso, mudancas na temperatura podem induzir a
capacidade de remodelacdo na composicao lipidica das membranas (adaptacdo homeoviscosa)
tornando-se um desafio para a manutencdo das funcdes fisiologicas, para que nao ocorram
danos para o animal (HAZEL, 1995).

Sabe-se que a capacidade de adaptacdo a diferentes temperaturas também esta
associada a correta aclimatacdo dos peixes, uma vez que a realizacdo de um periodo de
adaptacdo adequado pode ampliar a variacdo térmica suportada por uma espécie. Em estudo
com juvenis de jundid, aclimatados a 16 e 31°C e expostos a temperaturas letais inferiores e
superiores por 96 horas, realizado por Chippari Gomes, Gomes e Baldisserotto, (1999), os
quais encontraram valores de temperatura letal inferior e superior de 7 € 36°C e TL50 de 8 e
34°C, respectivamente. Desta forma peixes mantidos por um longo periodo em baixas
temperaturas sdo mais tolerantes ao frio e mais sensiveis ao calor, ou seja, as temperaturas
letais irdo diferir entre os peixes aclimatados ao frio e ao calor (BALDISSEROTTO, 2009).
Ainda de acordo com Baldisserotto, (2009), a TL50 também pode variar com a estacdo do
ano, com o estagio de desenvolvimento (estagio incial, mais sensivel) e idade. Este mesmo
autor, descreve como exemplo, exemplares de Walleye (Sander vitreus) de 2 a 4 meses (6 cm
de comprimento) apresentaram temperatura letal superior de 34,1°C, enquanto exemplares de
12 a 16 meses (23 cm de comprimento), tem um valor de 31,6 °C, ou seja, menor.

A maioria das espécies tropicais tem sua faixa de temperatura ideal de conforto
térmico para o crescimento e reproducdo entre 25-28°C. Temperaturas inferiores a 20°C
afetam o metabolismo de peixes tropicais e temperaturas acima de 29°C em larvas de
Prochilodus Lineatus, causam aumento significativo da mortalidade, diminuindo ou
suspendendo o consumo de alimento (BALDISSEROTTO, 2009; FRASCA-SCORVO et al.,
2001). Em tilapias, o conforto térmico estd na faixa de 27 e 32°C e temperaturas entre 8 e
14°C sdo letais, sendo que esta amplitude térmica esta relacionada a variacGes das condi¢oes
ambientais, dos peixes e linhagem (KUBITZA, 2000). Allen et al., (2006), avaliando o
crescimento de larvas de juvenis de Esturjao verde (Acipenser medirostris), em temperatura
elevada, concluiram que temperaturas entre 19 e 24°C ndo afetaram negativamente 0s juvenis,

com faixa de peso de 0,1 a 10g, corroborando com o resultado do presente estudo.
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Experimentos de TL50 também auxiliam a encontrar 0 méaximo e minimo critico
(CTM) em que ndo ha mortalidade. Tanto esta metodologia, quanto a Temperatura Letal
Incipiente inferior e superior (ILT), sdo determinadas experimentalmente com organismos
aclimatados a um nivel de temperatura pré definido e envolvem tempo e temperatura como
principais varidveis de teste, sendo que a principal diferenga entre os dois métodos é que no
CTM as temperaturas sdo modificadas linearmente, enquanto que no ILT sdo mantidas
constantes (FRY et al (1946), FRY (1947), HART (1952) e BRETT (1944, 1952).

Barrionuevo e Fernandes, (1995), avaliaram os maximos e minimos térmicos criticos
(CTMax. e CTMin.) para Curimbatés (Prochilodus scrofa), com peso médio de 19,5+ 7,2 g,
aclimatados a 25°C. Os autores encontraram valores de CTMé&ximo de 38,7 °C e o CTMinimo
9,2 °C, tais valores corroboram com o0s encontrados no presente estudo utilizando a
metodologia do (ILT).

Em resposta a exposicdo a baixa temperaturas observam-se mudangas fisioldgicas e
comportamentais nos peixes as quais podem ser separadas em trés fases: priméria envolvendo
0 sistema neuroenddcrino;  secundaria  envolvendo  mudancas  hematoldgicas,
osmorregulatdrias enzimaticas e metabodlicas do sangue; e a terciaria incluindo inibicdo do
crescimento, menor fecundidade, maior predisposicdo a doengas e mudangas
comportamentais (MAZEAUD et al., 1977). Com relagdo ao comportamento podemos
definir, basicamente, como toda e qualquer acdo de um animal, seja considerando
movimentos ou a auséncia deles. Um conceito mais aprofundado, divide o comportamento
em: componente motor, neural, ajuste de suporte e ajuste caracteristico (TIMO-1ARIA, 1985;
BALDISSEROTTO et al., 2014) os quais envolvem ndo somente o deslocamento do animal
até os alimentos, mas também todos 0s processos de ingestdo, absorc¢do, hormonais e neurais.
Desta forma, para avaliar o comportamento, € preciso considerar muito mias além dos
movimentos, pois sdo muitos 0s mecanismos envolvidos para que tal comportamento ocorra.

No presente estudo, a temperatura de 15°C, influenciou no comportamento de retorno
alimentar dos peixes, sugerindo que se tal situacdo viesse a ocorrer na natureza, em condicdes
semelhantes, poderia influenciar na readaptagdo do animal ao retorno da alimentagdo. O
resultado do presente estudo, com relacdo ao comportamento alimentar apos o periodo de
exposicdo as diferentes temperaturas, corrobora com os valores relatados por Stoner et al.,
(2006). Estes autores, avaliando a temperatura e sua implicacdo na atividade e na motivacao
alimentar do Alabote do Pacifico, testaram temperaturas de 2 a 10°C com privacOes de
alimentacdo curtas, medias e longas (variando de 1 a 14 dias). No estudo com Alabote do

Pacifico, os autores relataram que a privacdo alimentar ndo afeta significativamente a
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atividade, porém o comportamento estd intimamente correlacionado com a temperatura, ou
seja, com o aumento da temperatura, ha o aumento da ingestdo e a diminuigdo do tempo para
0 deslocamento até o alimento, o que corrobora com os resultados encontrados para
Curimbatd. Além disso 0s mesmos autores, relatam que a atividade espontanea
(movimentagdo) em 2°C foi zero e aumentou com 0 aumento da temperatura, 0 que também
corrobora com o observado no presente estudo, ao qual os peixes expostos a 10 e 15°C
também ndo apresentaram movimentacdo e esta aumentou conforme elevava-se a
temperatura. Muitas espécies, quando no frio, ficam imdveis para reduzir o gasto energético
(BALDISSEROTTO et al., 2014) e quando o peixe ndo consegue realizar a termorregulacéo,
em casos de baixas temperaturas, pode ocorrer o torpor pelo frio, em funcdo da dimunuicdo da
taxa metabolica, que podem acarretar paralisia dos movimentos natatorios
(BALDISSEROTTO, 2013).

De acordo com Malloy e Targett, 1991, a motivacdo alimentar é determinada pela
quantidade de comida no estdbmago e pela divida metabdlica. Desta forma, a temperatura e 0
historico de alimentacdo podem influenciar na fome, na busca pelo alimento e na intensidade
alimentar (MADON, 2002). Como forma de adaptacdo, em situacdes de estresse, ocorrem
mudancas fisioldgicas nos peixes (FALCON et al., 2008) e quando ocorrem estas alteraces,
0s peixes dimunuem ou cessam a ingestéo de alimentos (BECKER et al., 2009).

Os resultados do presente estudo, com relacdo ao comportamento, corroboram com
Stoner e Sturm, 2004, testando temperaturas de 2 a 8°C e privacdo alimentar de 1 a 6 dias,
avaliaram a fome e motivacdo alimentar em Sablefish (Anaplopoma fimbria), relataram que o
consumo e a atividade dos peixes foram maiores com o0 aumento da temperatura e, 0 tempo
para iniciar o consumo diminui com o aumento da temperatura. Além disso, Rocha Louerde et
al. (2001), avaliaram Oreochromis niloticus (L.) e observaram que 0s peixes se alimentaram
mais quando a temperatura da agua estava mais quente (27°C) e Bucker et al., (1995),
avaliando Enchova (Pomatomus saltatrix), observaram que o consumo alimentar aumentou
com o0 aumento da temperatura (27°).

Vieira (2015), avaliando resposta ao estresse e mortalidade de Lambaris do Rabo Amarelo
(Astyanax bimaculatus) expostos a baixas temperaturas, observaram que a temperatura de 7°C
levou a permanéncia no fundo do aquario em estado letargico e Guimardes e Stort Filho
(2003), avaliando Matrinxa (Brycon cephalus), observaram comportamento semelhante, apos
4 minutos de observagéo, quando expostos a temperatura de 12°C. Estes achados corroboram

com o observado no presente estudo. Provavelmente os peixes ndo foram capazes de realizar
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ajustes metabolicos necessarios para se adaptaram as baixas temperatura, ocasionando
reducdo no metabolismo dos peixes (BALDISSEROTTO, 2004).

CONCLUSAO

As temperaturas 10°C e 40°C foram letais ap6s 36 e 24 horas respectivamente, para
juvenis de Curimbata (Prochilodus linatus), com peso de 0,56+0,05¢g e tamanho de 1,93+3,25
cm. A TL50 inferior e superior foi de 13,80+1,14 e 39,70+1,59°C, nos tempos 36 e 12 horas,
respectivamente. A avaliacdo do comportamento alimentar apds a exposicdo as diferentes
temperaturas demonstrou ter influéncia sobre o retorno da atividade dos peixes. Desta forma,
a temperatura € um paradmetro que deve ser monitorado e controlado garantindo melhores
resultados de producéo da espécie, sendo que a faixa de temperatura recomendada no presente
estudo é a de 25 a 30°C, uma vez que ndo afetou a sobrevivéncia e apresentou os melhores

resultados levando em considera¢do o comportamento alimentar.
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RESUMO

Na piscicultura os residuos nitrogenados, em especial a aménia ndo ionizada tem sido enfoque
constante de estudos, uma vez que esta se torna toxica quando presente em altas
concentracdes nos sistemas de producédo aquicola, afetando o desenvolvimento, crescimento e
até podendo ocasionar a morte dos peixes. Desta forma, com o presente trabalho pretendeu-se
determinar a dosagem letal e subletal da amonia ndo ionizavel (NH3) para juvenis de
Curimbaté Prochilodus lineatus, por meio de testes agudos com 96h de duracéo. Para isso 192
juvenis foram submetidos aos seguintes tratamentos (T1 - Controle 0,00; T2 -
0,75+0,39mg/L; T3 1,14+ 0,63 mg/L; T4 - 1,47+£0,43 mg/L; T5 — 1,82+0,43mg/L e T6 —
2,21+0,49mg/L), com quatro repeticdes cada. Os resultados sanguineos para lactato nao
tiveram diferenca significativa entre os tratamentos. Os juvenis de Curimbatd (Prochilodus
lineatus) sdo sensiveis a amoOnia ndo ionizada sendo que esta pode causar mortalidade de 50
porcento da populagdo (CL50) em 96 horas quando mantidos em concentracdo de 0,62 mg/L
de NH3, e a CL10 (mortalidade de 10%) em 24 horas quando mantidos em 0,93 mg/L de
NH3. Além disso, a avaliacdo histopatologica das branquias demonstrou-se eficiente para
avaliar os efeitos de concentragdes agudas de amodnia, as quais a partir da concentracéo
0,75mg/L causou alteracdes histoldgicas irreversiveis. Desta forma, para evitar problemas
durante a producédo de curimbaté de 1,21 + 0,27 gramas recomenda-se concentracbes menores
que 0,62 mg/L, sinalizando que este composto deve ser monitorado e controlado nos sistemas
de producéo afim de evitar maiores problemas.

Palavras-chave: Fisiologia; Histopatologia; Parametros de qualidade da &4gua; Piscicultura;
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ABSTRACT

In fish farming, nitrogenous waste, especially non-ionized ammonia, has been a frequent
focus of studies, since it becomes toxic at high concentrations in aquaculture production
systems, affecting growth and development and causing fish death. Therefore, in the present
study, we aimed to determine the lethal and sublethal dosages of non-ionizable ammonia
(NHs3) for juvenile Curimbaté (Prochilodus lineatus), using acute tests lasting 96 hours. We
subjected 192 juveniles to the following treatments (T1 — Control 0.00 mg/L; T2 - 0.75 + 0.39
mg/L; T3 —1.14 + 0.63 mg/L; T4 — 1.47 £ 0.43 mg/L; T5 — 1.82 + 0.43 mg/L; and T6 — 2.21
+ 0.49 mg/L), with four replicates each. Blood lactate levels did not differ significantly
between treatments. Juvenile curimbatas are sensitive to non-ionized ammonia, with 50%
mortality (LC50) at 96 h occurring when maintained at 0.62 mg/L of NH3, and LC10 (10%
mortality) at 24 h when maintained at 0.93 mg/L of NHs. Furthermore, histopathological
evaluation of the gills demonstrated the effects of acute concentrations of ammonia, which
from 0.75 mg/L caused irreversible histological alterations. To avoid problems during the
production of curimbata weighing 1.21 + 0.27 grams, NHz concentrations lower than 0.62
mg/L are recommended. These data suggest that NH3 levels must be monitored and controlled
in production systems in order to avoid major problems.

Keywords: physiology; histopathology; water quality parameters; pisciculture.
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INTRODUCAO

A pisicicultura, em termos mundiais, ocupa o primeiro lugar em producdo se
comparada com as demais atividades, da aquicultura, como o cultivo de moluscos e
crustaceos FAO (2014). Com relacdo as espécies de peixes produzidas no Brasil, de acordo
com o Sebrae (2015), as tilapias ocupam a primeira posicdo das espécies mais produzidas, a
qual juntamente com o grupo dos peixes redondos, em que incluem o tambaqui, tambacu,
pacu e tambatinga, representam 83% da produgdo nacional. Estes mesmos autores destacam
que o Curimbata (Prochilodus lineatus), espécie nativa brasileira, ocupa a 92 posicdo neste
ranking.

O Curimbata, também conhecido por, curimatd, curimba ou papa-terra, pertence a
familia Prochilodontidae, que significa familia que possui dentes (diminutos) na frente como
caracteristica marcante, apresenta corpo fusiforme e comprido, com escamas relativamente
grandes e habito alimentar detritivoro (BALDISSEROTTO e GOMES, 2010).

Segundo Santos, (2014) esta espécie apresenta grande importancia ecoldgica e
ambiental, desempenhando papel importante no seu habitat natural. Além de atuar como
alicerce servindo com base da cadeia alimentar de espécies carnivoras, 0 Curimbata usufrui de
restos organicos acumulados no fundo dos rios e viveiros como fonte alimentar, diminuindo a
deposicdo de matéria organica e focos anaerdbicos, os quais podem liberar gases toxicos,
prejudicando seriamente a qualidade da agua, desta forma, sua extin¢cdo pode ocasionar
grandes danos ao meio ambiente. Ainda de acordo com o mesmo autor, em ambiente de
cultivo, o Curimbata tem se destacado como uma alternativa em sistemas de policultivo, pois
devido ao seu habito alimentar usufrui do residuo de outras espécies o que diminui 0s custos
com alimentagéo.

Vale destacar que o Curimbata é uma espécie reofilica, que necessita realizar a
piracema para que ocorra sua reproducdo, desta forma a construcdo de usinas hidroelétricas
tem prejudicado a manutencdo dos estoques naturais desta espécie, o que tem estimulados sua
reproducdo em cativeiro por programas de repovoamento (BARBIERI et al., 2004). Para
minimizar este problema, deve-se realizar estudos com o propésito de viabilizar a producéo
destas espécies nativas em larga escala (BOSCOLO et al., 2011; SOLIS-MURGAS et al.,
2011; IMBIRIBA, 2001).

Entretanto, para que isso seja possivel € necessario conhecer melhor a sensibilidade

destas espécies as variaveis de qualidade de agua, dando énfase aos residuos nitrogenados.
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Uma vez que, nos sistemas de criagdo de peixes, 0 acimulo destes compostos ocorre devido
ao incremento de matéria organica oriunda de residuos organico e inorganicos, restos de
racoes e escretas dos peixes (PEREIRA; MERCANTE, 2005). Entre os compostos
nitrogenados a amonia pode ser encontrada na forma ionizada (NH4") e a ndo ionizada (NHs),
sendo que a ndo ionizada € toxica e é um limitante de producdo que pode diminuir a
sobrevivéncia e crescimento dos peixes (MARTINEZ et al., 2006) e acarretar lesdes teciduais
ou até mesmo a morte dos animais (LEASE et al., 2003). Neste setido, para viabilizar a
producdo de peixes em cativeiro, a determinacdo de toxidade dos compostos nitrogenados tem
sido enfoque de diversos autores (MEDEIROS et al., 2015; BENLI; KOKSAL, 2005;
PIEDRAS et al., 2006).

Para tanto, com o presente estudo pretende-se determinar as concentracOes letais e
subletais de aménia ndo ionizada para juvenis de Curimbata, bem como avaliar os efeitos

histopatoldgicos dessas concentracdes sobre as branquias.

MATERIAL E METODOS
Local de desenvolvimento do estudo

O estudo foi conduzido na Universidade do Estado de Santa Catariana, UDESC Oeste,
localizada no municipio de Chapecd e no instituto Goio-en, (organizacdo de estudos,
pesquisa, desenvolvimento e servicos, sem fins lucrativos), mantido pela FUNDESTE
(Fundacdo Universitaria do Desenvolvimento do Oeste), localizado no municipio de Aguas de

Chapecd, em parceria desenvolvida e firmada por convénio de cooperacéo técnico-cientifico.

Origem dos Peixes

Os juvenis de Curimbata (Prochilodus lineatus), provenientes do Instituto Goio-en,
foram produzidos durante o periodo reprodutivo de 2018 (outubro de 2017 a fevereiro de
2018). Estes, foram mantidos em tanques de larvicultura, recebendo como alimentacao, nas
primeiras 24 horas artémia e ap0s isso alimentados com ragdo comercial pd, com 50% de
Proteina Bruta, trés vezes ao dia, até completar cinco dias de vida, em seguida foram
transferidos para tanques de alvenaria até completar aproximadamente 30 dias de vida,

recebendo a mesma dieta trés vezes ao dia.
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Delineamento Experimental

Para o estudo, os juvenis de Curimbata (Prochilodus lineatus) com idade aproximada de
30 dias, foram transferidos para tanques de fibra com capacidade de 400 L durante um periodo
de 24 horas, para realizar a aclimatacdo com temperatura de 25°C e realizacao de jejum de 12
horas. Apds, foi realizada a biometria inicial para determinar o peso e comprimento, com
balanca analitica e parquimetro digital e em seguida foram transferidos para as unidades
experimentais onde foram submetidos aos tratamentos.

Para determinar as concentragdes letais e subletais da amonia ndo ionzada (NHz), foi
realizado um experimento de toxidade aguda a aménia por um periodo de 96h no qual foram
avaliados seis tratamentos de NHsz (T1 — Controle 0,00; T2 — 0,75£0,39mg/L; T3 1,14+ 0,63
mg/L; T4 - 1,47+0,43 mg/L; T5 — 1,82+0,43mg/L e T6 — 2,21+0,49mg/L), com quatro
repeticGes cada. Os juvenis com peso médio de 1,21 + 0,27 g e comprimento de 4,31 + 0,34
cm, foram mantidos em recipientes com capacidade de 6 L de &gua, em sistema sem
renovacgdo de agua e com aeracao constante. Em cada unidade experimental foram utilizados

8 juvenis, totalizando 192 juvenis.

Parametros de qualidade da 4gua e mortalidade

Para atingir as concentracdes propostas, foi elaborada uma solucéo estoque contendo
aproximadamente 100.000 mg/L de cloreto de amodnia (NH4CL, Dindmica — quimica
contemporanea LTDA) a qual foi utilizada para elaborar as respectivas concentracGes
propostas para o estudo levando em consideracgéo a oscilagdo da temperatura (24,42+2,7) e do
pH (7,66+0,07) ao longo do periodo experimental. Esta solucdo foi preparada a partir da
diluicdo de 100g de cloreto de aménia em um litro de &gua destilada. Para determinar a
concentra¢do de amdnia na gua, foram utilizados métodos analiticos que fornecem o valor da
soma das formas NHs e NHa, ou seja, indicam a concentracdo de nitrogénio amoniacal total
(NAT) (HARGREAVES; TUCKER, 2004). A concentracdo de NHz é determinada pela
aplicacdo dos valores de NAT, pH e temperatura da agua a Formula de Emerson et al. (1975)
(EL-SHAFAI et al., 2004). Para manter e ajustar os valores de aménia propostos no estudo
75% da agua foi renovada a cada 24 horas. Os parametros de qualidade da agua, ao longo do
estudo foram analisados a cada 12 horas. Os dados de qualidade da agua séo apresentados

como Média + Desvio Padrdo
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Foram estimadas ao longo do estudo, as concentragfes medianas letais (CL50 —
Concentracdo Letal em que 50% dos peixes morrem) para 24, 48, 72, e 96 horas de exposicao
a este composto. A cada 12 horas foi verificado a mortalidade em cada tratamento, sendo
considerados mortos e retirados dos tanques, os juvenis sem nenhum movimento opercular e

que ndo respondiam a estimulos mecanicos.

Anédlise Sanguinea e histopatologica

Para as analises sanguineas e histopatoldgicas os peixes foram amostrados
aleatoriamente, anestesiados em solucdo de Eugenol (300 ppm) para a coleta de sangue e em
seguida, eutanasiados para posterior coleta de tecidos.

A coleta de sangue foi realizada no inicio (cinco animais, amostra inicial) e no final
(trés animais por repeticdo) do estudo, através do corte do peddnculo caudal dos juvenis. Com
o auxilio do aparelho “Accutrend Plus Roche Aparelho Monitor” foi determinado o nivel de
lactato.

As analises histopatoldgicas foram realizadas para avaliar as branquias dos juvenis de
Curimbatd. Para isso, trés juvenis de cada repeticdo, foram anestesiados submetidos a
eutanasia e em seguida realizado a ruptura da coluna vertebral e retirada das branquias.

As amostras foram fixadas em Bouin liquido por 12 horas e depois tranferidas para
alcool 70%. Em seguida, foram realizados banhos de 30 minutos em série crescente de alcool
(70 %, 80%, 90% e 100%) e foram desidratado em xilol para inclusdo de parafina. Sec¢oes
(largura 3 pm) foram preparadas com um microtomo (YIDI, YD 315), coradas com
hematoxilina e eosina e as laminas analisadas usando microscopio Optico. As imagens digitais
foram obtidas utilizando microscopio acoplado a uma cémera digital (programa IS
CAPTURE).

Foram qualificadas e quantificadas, para as analises histopatolégicas das branquias, as
seguintes patologias: Hiperplasia, aumento e redugdo do espaco interlamelar secundario,
deformacgdo da lamela priméria, producdo excessiva de muco, aneurisma, fusdo lamelar,
ruptura celular, dilatacdo do eixo vascular, edema, tecido muscular, reducdo da lamela
secundaria, destruicdo do epitélio lamelar, delecdo do epitélio lamelar secundario,
espessamento lamelar, delegdo do epitélio lamelar primério, destacamento do epitélio, unido e
filamentos. Foram utilizados para a analise, oito campos por animal (oito fotos/peixe), sendo
gue se a patologia estivesse presente em pelo menos um dos campos visualizados, esta era

considerada presente no animal.



45

Para avaliar a presenca de alteragdes histopatologicas das branquias, foram
verificados, em cada organismo, de forma semi-quantitativa utilizando o Degree of Tissue
Change ( Alteragdo Degradativa do Tecido — DTC), o qual foi baseado na severidade das
lesdes. No célculo do DTC, segundo POLEKSIC e MITROVIC-TUTUNDZIC (1994), as
alteracdes sdo classificadas em estagios progressivos para cada tecido, que vao de I a lll. As
alteracbes do estagio | sdo consideradas leves, as quais ndo alteram a funcdo do tecido, as
alteracbes do estagio Il sdo moderadas e alteram parcialmente a funcdo do tecido, j& as
alteracdes do estagio 111 sdo severas e alteram totalmente a fungéo do tecido. Para o célculo do
valor do DTC em cada animal foi utilizado a seguinte férmula: DTC = (1 x SI) + (10 x SlI) +

(100 x SlII), sendo I, Il e 1l o numero de alteracdes dos estagios I, 1l e 11l respectivamente.

Anadlises estatisticas

Para a estimativa das concentragdes letais (CL50) foi utilizado o programa
PRIPROBIT conforme metodologia proposta por SAKUMA, (1998). Os valores observados
foram apresentados graficamente em percentual de morte dos juvenis de Curimbata
Prochilodus spp.. Foi utilizado o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC). Os dados
obtidos do lactato foram submetidos a teste de normalidade de residuos e posteriormente a
andlise de variancia. Quando detectada diferenca significativa foi utilizado o teste de Tukey
(5%) para a comparacdo das médias. Para a andalise da avaliacdo de gravidade das lesbes
(estagios) foi realizada analise ndo paramétrica, utilizando-se o Teste de Kruskal-Wallis (5%),
por ndo apresentar homogeneidade de variancia, portanto, ndo atender a uma das

pressuposicBes da analise de variancia.

RESULTADOS

Os parametros de qualidade da agua, temperatura, pH e amonia ndo ionizada, avaliados
durante o periodo experimental, estdo demostrados na Figura 01. Ao longo do estudo, foram
observadas variagdes da temperatura e do pH, mas estes parametros nao apresentaram
diferenca estatistica. A cada 24 horas, foram ajustadas as concentracdes de amonia nao

ionizada entre os tratamentos levando em consideracdo a temperatura e 0 pH da agua. A



média e o desvio padrdo da temperatura, pH e oxigénio, foram de 24,42+2,7°C, 7,66+0,07 e

7,7+0,45 mg/L, respectivamente.
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Figura 01- Variacdo da temperatura (°C), pH e amonia ndo ionizada (NHs) no tratamento T1 —
Controle 0,00 mg/L (A); T2 — 0,75£0,39mg/L L (B); T3 — 1,14+ 0,63 mg/L (C); T4 —
1,47+0,43 mg/L (D); T5 — 1,82+0,43mg/L (E) e T6 — 2,21+0,49mg/L (F) ao longo do periodo

experimental.

A mortalidade (%) de juvenis de Curimbatd, nos diferentes tratamentos de amonia em
funcdo do tempo de exposicdo, esta apresentada na Tabela 01. Nos tratamentos T6
(2,21£0,49mg/L) e T5 (1,82+£0,43mg/L) houve 100% de mortalidade durante as 72 e 84 horas,
respectivamente. Os tratamentos T4 (1,47+0,43), T3 (1,14+0,63), T2 (0,75%£0,39) e T1 (0,00),
apresentaram 74,5, 63,5, 28,7 e 12,4% de mortalidade, respectivamente, ao fim das 96 horas
de exposicéo.
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Tabela 01: Mortalidade (%) de Curimbatd (Prochilodus lineatus) em funcdo do tempo de
exposicédo as diferentes concentragdes de amonia.

Concentracaode MORTALIDADE %

amonia(mg/L) 12h 24h 36h  48h 72h  8h 9h
T1-0,00 0 6,2 0,0 3,1 0,0 3,1 0,0
T2-0,75£0,39 10 15,6 3,1 0,0 0,0 0,0 0,0
T3-1,14+0,63 6,2 10 10 6,2 18,7 31 9,3
T4-147£043 125 93 15,5 12,5 9,3 6,2 9,3
T5-1,82+0,43 125 219 12,5 12,5 31,2 93 -
T6-2,21+0,49 219 281 12,5 12,5 25 - -

No presente estudo, os valores de CL50 (NHs3) para juvenis de Curimbata estdo
apresentados na Figura 02. E possivel observar que quanto maior concentragio da amonia nio
ionizada (mg/L), menor é o tempo de exposicdo para a mortalidade de 50% dos peixes. A
concentracdo de 2,14 mg/L de aménia ndo ionizada a CL50 ocorreu as 36 horas de exposicao.
Porém, se tivermos uma concentracdo de 0,62 mg/L de amonia ndo ionizada a CL50 ocorre

em 96 horas de exposicéo.
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Figura 02- Variacdo da concentragdo letal CL50 de juvenis de Curimbatd conforme a
concentra¢do de amonia ndo ionizada utilizada NHs (mg/L) e o tempo de exposicdo (horas).

Foi estabelecido, no presente estudo, a CL10 (onde ocorre 10% de mortalidade) de
0,93 mg/L de aménia ndo ionizada para 12 horas e de 0,24 mg/L de amdnia ndo ionizada
para 24 horas.

No presente estudo, apesar de ser observado mortalidade dos peixes devido a

exposicdo aos tratamentos, os valores de lactato no inicio do estudo e apds a exposi¢ao nas
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diferentes concentragdes de amonia ndo ionizada, os quais foram de 3,35 = 0,47mmol/L
para o periodo inicial e 3,60 + 0,63mmol/L para o periodo final, ndo diferiram
estatisticamente entre si (p>0,05).

As analises histopatoldgicas classificadas e quantificadas em cada estagios (I, 11 e 111)
de acordo com a severidade das lesGes, estdo demostradas na Tabela 02. No estagio I, a
deformacdo da lamela priméaria foi a que apresentou maior ocorréncia (62,42%). No
estagio Il e Ill, as alteracBes a dilatacdo do eixo vascular e o espessamento lamelar
apresentaram maior média (38,08 e 30,67%), respectivamente. Constatou-se, nos grupos
tratados, que quanto maior a concentracdo de amonia, maiores foram as frequéncias de
aparecimento (%) das diferentes lesbes. O tratamento com 1,47 mg/L (T4), apresentou

maiores valores em todas as lesdes se comparado ao tratamento controle 0,0 mg/L (T1).

Tabela 02: Alteragdes histopatoldgicas, divididas nos estagios (I, 1l e I1l), média geral e de
cada tratamento (%), das alteracBes nas branquias de juvenis de Curimbata (Prochilodus
lineatus), expostos aos tratamentos de concentracdo de amonia.

Estagio Histopatologias Média  Concentracdo de aménia(mg/L )*
** (%) T0O T1 T2 T3 T4
I Hiperplasia 37,7 0 120 250 453 68,3
Aumento do espaco 55,2 0 316 493 61,7 78,0
interlamelar secundario
Deformagéo da lamela 62,4 0 426 536 683 850
primaria
Producéo excessiva muco 0,0 0 00 00 0,0 0,0
Reducéo do espaco 27,8 0 00 17,3 37,7 56,3
interlamelar secundario
1 Aneurisma 21,7 0 0,0 00 313 556
Fusdo lamelar 33,1 0 00 276 430 61,6
Ruptura celular 0,0 0O 00 00 00 0,0
Dilatac&o do eixo vascular 38,1 0 166 316 447 593
Edema 0,0 0O 00 00 00 0,0
Tecido muscular 0,0 0O 00 00 00 0,0
i Reducdo da lamela 19,0 0O 00 00 283 476
secundaria
Destruicao do epitélio 28,0 0 00 196 387 536
lamelar
Delecéo do epitélio lamelar 28,7 0 00 226 37,7 543
secundario
Espessamento lamelar 30,7 0 00 290 423 513
Delecéo do epitélio lamelar 12,5 0O 00 00 183 31,6
primario
Destacamento de epitélio 14,8 0O 00 73 193 326
Unido de filamentos 10,2 0O 00 00 150 26,0

*Tratamento (mg/L): TO Inicial: 0,00; T1:0,00; T2: 0,75; T3: 1,14 e T4: 1,47** Estagio | — Alteracdes Leves,
Estagio Il — Alteracfes Moderadas e Estagio 111 — AlteragGes Severas.
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Em cada tratamento foi realizado a média dos diferentes estigios de gravidade das
lesGes, os quais apresentaram diferenca significativa (p=0,008), (Tabela 03). Conforme houve
aumento na concentracdo de amoénia (T4 - 1,47+0,43mg/L), maiores foram as médias nos
diferentes estagios, ou seja, o tratamento T4, apresentou maiores médias nos estagios I, 11 e 11.
O tratamento TO (inicial), o qual os animais foram avaliados antes do inicio do experimento e
sem ter passado por qualquer tratamento ou manejo, ndo apresentou lesdes. Porém o
tratamento T1, o qual foi o tratamento controle (0,00mg/L), apresentou lesées nos estagios I e

I1 com médias de 86,33 e 16,67, respectivamente.

Tabela 03: Médias das alteracdes histopatoldgicas (estagios I, 11 e 111) das branquias de
Juvenis de Curimbaté nos diferentes tratamentos.

Tratamentos* Estagios** (medias)
| 11 ]
TO 0,00a 0,00a 0,00a
T1 86,33b 16,67b 0,00b
T2 145,33c 59,33c 71,33c
T3 213,00d 119,00d 165,33d
T4 287,67e 176,67e 176,67e

Teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes na coluna, representam diferenca estatistica. P = 0,008. *T4 —
1,47+0,43; T3 - 1,14+0,63; T2 — 0,75+0,39; T1 — 0,00 e TO — Inicial. **Estagio | — AlteracGes Leves, Estagio Il
— Alteracdes Moderadas e Estagio 111 — Alteracdes Severas.

A estrutura geral das branquias de Curimbata (Prochilodus lineatus), do grupo
controle inicial, o qual os animais ndo foram expostos aos tratamentos de amonia e nem ao
estresse de manejo, apresentou-se com distribuicdo normal dos constituintes celulares e

padrdo de organizacgdo das lamelas primarias e secundarias (Figura 03).
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Figura 03: Fotomicrografia da organizacdo estrutural dos filamentos branquias de Curimbata
(Prochilodus lineatus) do grupo controle inicial — TO — inicial. LP — Lamela priméria, LS —
Lamela Secundaria. Coloracdo (HE), aumento de 40X.

No presente estudo, foram encontradas, nos animais submetidos aos diferentes niveis
de amoénia (T1 a T4), as seguintes alteracdes nas branquias: hiperplasia, aumento e reducgéo
do espaco interlamelar secundério, deformacéo da lamela primaria, aneurisma, fuséo lamelar,
dilatacdo do eixo vascular, reducdo da lamela secundéria, destruicdo do epitélio lamelar,
delecdo do epitélio lamelar primario e secundario, espessamento lamelar, destacamento do

epitélio, unido de filamentos (Figura 04, 05, 06 e 07).

Figura 04: Fotomicrografias da organizacao estrutural dos filamentos branquias de Curimbata
(Prochilodus lineatus), do grupo controle T1 (0,00 mg/L) de amdnia ndo ionizada, apds 96
horas de exposi¢do. HP: hiperplasia (setas azuis); DEV: dilatacdo do eixo vascular (setas
pretas); AILS: aumento do espago interlamelar secundario (setas brancas); DFLP: deformacéo
da lamela priméria (setas amarelas). Coloracdo (HE), aumento de 40X.
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Figura 05: Fotomicrografias da organizacao estrutural dos filamentos branquias de Curimbata
(Prochilodus lineatus), expostos a concentracdo 0,75 mg/L de amdnia nédo ionizada (T2), apds
96 horas de exposicdo. HP: hiperplasia (setas azuis); DEV: dilatacdo do eixo vascular (setas
pretas); DEP: destacamento de epitélio (setas brancas); DFLP: deformacédo da lamela primaria
(seta laranja); FL: fusdo lamelar (setas amarelas); REIS: reducdo do espaco interlamelar
secundario (setas vermelhas); DELS: delecdo do epitélio lamelar secundéario (seta verde).
Coloragédo (HE), aumento de 40X.
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Figura 06: Fotomicrografias da organizacdo estrutural dos filamentos branquias de Curimbata
(Prochilodus lineatus), expostos a concentracdo 1,14 mg/L de amdnia ndo ionizada (T3), apos
96 horas de exposi¢do. HP: hiperplasia (setas azuis); DEV: dilatacdo do eixo vascular (setas
verdes); DFLP: deformacdo da lamela primaria (seta preta); EL: espessamento lamelar (setas
branca); RLS: reducdo da lamela secundéria (setas amarelas); Coloracdo (HE), aumento de

40X.
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Figura 07: Fotomicrografias da organizacdo estrutural dos filamentos branquias de Curimbata
(Prochilodus lineatus), expostos a concentracdo 1,47 mg/L de amdnia ndo ionizada (T4), apos
96 horas de exposi¢do. A: aneurisma (setas brancas); DFLP: deformacéo da lamela primaria
(seta pretas); FL: fusdo lamelar (setas azuis); DSEL.: destruicdo do epitélio lamelar primario
(setas vermelhas); EL: espessamento lamelar (setas amarelas); RLS: redugdo da lamela
secundaria (setas verdes). Coloracdo (HE), aumento de 40X.

DISCUSSAO

O Curimbatd é uma espécie ectotérmica, a qual apresenta o seu desenvolvimento
adequado sobre uma variacdo de temperatura entre 20 a 30 °C, tolerando pH entre 7,0 a 8,0
(BALDISSEROTTO, 2010; LUSTOSA et al. 2016; SANTOS, 2014). Com relacdo aos
valores encontrados, durante o presente estudo, para a temperatura, pH e oxigénio, de
24,4212 7°C, 7,66+0,07 e 7,7+0,45 mg/L, respectivamente, ndo foram constatados problemas
relacionados a manutencdo do Curimbatd (ARANA, 2004; BALDISSEROTTO, 2010). O
equilibrio entre a amdnia ndo ionizavel (tdxica) e a ionizavel é dependente do pH e da
temperatura (THURSTON, RUSSO e VINOGRADOV, 1981). No presente estudo, mesmo
sendo observadas varia¢fes no pH e temperatura ao longo do estudo, estas ndo apresentaram

diferenca estatistica entre os tratamentos.
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Observa-se, no presente estudo, que quanto maior a concentracdo da amonia nao
ionizada, menor é o tempo necessario para que a mortalidade de 50% dos peixes ocorra
CL50). Tal resultado, corrobora com o observado por diversos autores, avaliando diferentes
doses de aménia ndo ionizada para distintas espécies (CAVERO et al., 2004; PIEDRAS et al.,
2006; MEDEIROS et al., 2015).

De acordo com Miron et al. (2011), a concentragdo de 0,2 mg/L de amonia nédo
ionizada, para jundias (11,4+ 0,18 gramas), ocasionou 23% de mortalidade apds 20 dias de
exposicdo. Moreira et al. (2001), avaliando os efeitos da exposi¢do dos peixes a amodnia ndo
ionizada, relataram que concentracfes entre 0,20 e 3mg/L ocasionam a elevacdo do pH
sanguineo, aumento do consumo de oxigénio e aumento da susceptibilidade a doencas e
lesBes nos 6rgdos, como rins e bago, entre outras a¢ées.

No presente estudo, a concentracdo de aménia ndo ionizada que causou a mortalidade
de 50%, CL50(96h) dos juvenis de Curimbatd, de 1,21 + 0,279, foi de 0,62 mg/L,
demostrando que os juvenis de Curimbata sdo mais sensivel para a amonia que alevinos de
Tambacu (Colossoma macropomum X Piaractus mesopotamicus), com peso médio de 0,72g,
estudados por Quaresma (2016) e que alevinos de Cichlasoma Facetum, com peso médio de
1,569, estudados por Piedras et al. (2006) que apresentaram valores de CL50 de 1,63 e 2,95
mg/L, respectivamente. Além disso, Weirich e Riche (2006) e Rodrigues et al. (2007), em
estudo com Pompano de Florida (Trachinotus carolinus) com peso de 8,1g e a Cobia,
(Rachycentron canadum), com peso de 19,269, encontraram valores de CL50 a 96 horas de
1,01 e 1,13 mg/L, respectivamente, os quais também sdo superiores aos encontrados no
presente estudo. Esta diferenca pode ser explicada devido ao maior peso desses peixes e
provavel maior resisténcia. Porém, Medeiros (2014), avaliando a CL50 a 96 horas em juvenis
de peixe-palhaco (Amphiprion ocellaris), com peso médio de 1,20 gramas, encontraram
valores de 0,75 mg/L. Marinez et al. (2006), avaliando individuos jovens de Curimbata
(Prochilodus lineatus); Pacu (Piaractus mesopotamicus) e individuos adultos de Lambari do
rabo amarelo (Astyanax altiparanae), encontraram valores de CL50(24h) de 0,74, 0,85 e 0,66
mg/L de NH3, respectivamente e Rodrigues et al. (2012), em estudo com Clownfish marrom
(Premnas biaculeatus) com peso de 0,34g, encontraram valores de CL50 a 96 horas de 0,89
0S quais corroboram com o encontrado no presente estudo.

A tilapia do Nilo, é uma das espécies mais tolerantes a amonia. Benli e Koksal (2005),
em estudo com larvas (0,059) e juvenis (10,11g), encontraram valores de CL50(48h), de NH3
de 1,01 e 7,4 mg/L, respectivamente. A Tilapia do nilo (Oreochromis niloticus L.) também

demonstrou ser mais tolerante que o bagre do canal (Ictalurus punctatus), que de acordo com
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Epa (1999), a CL50 de NH3 varia entre 0,98 e 4,2 mg/L, o qual era até entdo a espécie mais
tolerante. Por outro lado, Arthur et al. (1987), em estudos com Truta arco-iris (Oncorbynchus
mykiss), encontraram valores de CL50 variando de 0,068 a 0,62 mg/L, o que faz com que esta
espeécie seja considerada uma das mais sensiveis a amonia.

Estas diferencas, nos valores para CL50 entre as espécies podem estar associadas a
capacidade de adaptacdo dos peixes as variacdes nos parametros de qualidade de agua
(BALDISSEROTTO, 2009). Além disso, o tamanho dos individuos pode ser considerado um
fator relevante para a tolerancia a amonia. Existem evidéncias, de que peixes mais jovens e
menores, da mesma espécie, apresentam menor capacidade de suportar alteracdes na
concentracdo de amdnia ndo ionizada, pois apresentam maior &rea de superficie corporal para
a absorcdo em relacdo a massa corporea e apresentam taxas respiratorias maiores (SALIN;
WILLIOT, 1991; BENLI; KOKSAL, 2005).

Em resposta a um estimulo estressor, como por exemplo, a exposi¢cdo a valores
elevados de amonia ndo ionizada, ocorre alteracdes fisioldgicas no organismo dos peixes, 0
que pode ocasionar aumento de lactato (BARTON et al., 2002). Porém, no presente estudo,
apesar de ser observada mortalidade dos peixes devido ao estresse das condicOes
ambientais, os valores de lactato no inicio do estudo e apds a exposi¢do nas diferentes
concentracdes de aménia ndo ionizada, ndo diferiram estatisticamente entre si.

No presente estudo, foi determinada a CL10 de 0,93 mg/L de amonia ndo ionizada
para 12 horas e de 0,24 mg/L de amonia ndo ionizada para 24 horas. Estes valores, quando
registrados nos sistemas de producdo juvenis de Curimbata, podem ser utilizados como
alerta para o produtor, indicando possiveis problemas em seu sistema podendo evita-los
para minimizar perdas e desta forma, agir de maneira conservacionista.

AlteracGes histopatoldgicas em 6rgdos e tecidos de peixes expostos a poluicdo
ambiental ou qualidade de agua inapropriada para a manutencdo de peixes, S0
frequentemente analisadas para determinar a severidade da exposicdo (ARANA, 2004;
BENLI et al, 2008; RODRIGUES et al. 2012). A exposi¢do a substancias toxicas, pode
ocasionar mudangas estruturais nas branquias dos peixes, sendo que as lesbes mais comuns
sdo necrose, hiperplasia, hipertrofia e ruptura de tecidos das branquias, fusdo lamelar,
hipersecrecdo e proliferacdo de células mucosas, alteracbes nas células do cloreto e
vascularizagdo (MALLAT, 1985).

As branquias, como desempenham um papel fundamental para as trocas gasosas e
regulacdo osmotica, sendo 6rgaos multifuncionais, atuando como interface entre o0 animal e 0

ambiente, frequentemente sdo os primeiros Orgdos afetados por poluentes e alteracbes
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histopatoldgicas as quais podem afetar diretamente 0s mecanismos de respiracdo e
osmorregulagdo (HEATH, 1995; MARTINEZ E COLUS, 2002). Segundo 0s mesmos
autores, avaliacOes histoldgicas de branquias dos peixes, assim como informagdes funcionais
desta estrutura, podem fornecer uma descricdo completa sobre a atividade de um determinado
agente quimico como a amoénia. Os resultados encontrados no presente estudo, para 0
tratamento TO (inicial), animais analisados logo apds o periodo de aclimatacdo e sem ainda
serem expostos ao tratamento, foi considerado dentro do funcionamento normal, o qual nédo
apresentou lesdes. Porém, no tratamento T1 (controle final -0,00mg/L), houve lesbes leves e
moderadas, as quais podem estar relacionados ao estresse de manejo experimental.

AlteracBes das branquias, semelhantes as observadas no presente estudo também
foram relatadas por outros autores, avaliando Clownfish marrom Rodrigues et al. (2012),
truta-arco-iris Smart (1976), tilapia do Nilo Oreochromis niloticus Benli et al. (2008), e
bagres de prata (Rhamdia quelen) Miron et al. (2008). Observa-se também no presente estudo,
que conforme houve um aumento nas concentragdes de amoénia ocorreu maior incidéncia e
frequéncia de lesdes, fato também relatado para outras espécies (LEASE et al., 2003;
RODRIGUES et al., 2012 e WUERTZ et al., 2013).

A hiperplasia e a fusdo lamelar, lesdes leves e moderadas, foram observadas no
presente estudo, sendo que estas sdo provavelmente histopatologias adaptativas do epitélio,
devido a exposicdo a agentes toxicos e podem ocorre para aumentar a atividade de excrecao
destes, além destas outras lesdes podem ocorrer para reduzir a area superficial das branquias
em contato com os agentes toxicos (MALLAT, 1985; ERKMEN e KOLANKAYA, 2000). A
excrecdo de compostos nitrogenados e a respiracdo dos peixes, podem ser comprometidas
devido a patologias como a hiperplasia, ocasionando aumento na toxidade da amonia
(KROUPOVA et al., 2005).

A dilatacdo do eixo vascular foi observada nos tratamentos com maior concentracdo
de amdnia ndo ionizada, esta € uma lesdo moderada e que segundo Thomphon et al., (2003)
pode acarretar a perda de capacidade de suporte das células e conduzir ao aparecimento de
aneurismas lamelares, estas alteracbes sdo consideradas mais graves e muitas vezes
irreversiveis. As lesdes consideradas irreversiveis foram observadas nos tratamentos com
concentracdo de amonia ndo ionizada superior a 0,75 mg/L, destacando que a exposicdo de

Curimbatés ndo deve chegar a estes valores.
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CONCLUSAO

Juvenis de Curimbata (Prochilodus lineatus) com peso de 1,21 + 0,27 g, sdo sensiveis
a amonia ndo ionizada, sendo a CL50 a 96 horas de 0,62 mg/L e a CL10 para 24 horas foi de
0,93 mg/L. Apesar de ser observada mortalidade dos peixes devido a exposi¢do a aménia ndo
ionizada, ndo houve diferenca estatistica entre os valores de lactato inicial e final. Além disso,
a andlise histopatoldgica das branquias demonstrou ser uma eficiente ferramenta para avaliar
os efeitos de concentracOes agudas de amonia, as quais em concentragcdoes superiores a
0,75mg/L foram classificadas como irreversiveis, sendo indicado a manutencao de Curimbata
em conscentracOes inferiores a esta, sinalizando que este composto deve ser monitarado nos

sistemas de producdo afim de evitar maiores problemas durante a produgéo de juvenis.
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