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RESUMO

A temperatura deve ser mantida dentro de uma faixa 6tima para a espécie durante a
incubacéao e larvicultura, pois altera o tempo dos eventos ontogenéticos. O objetivo
deste trabalho foi determinar uma faixa de temperatura para a incubacao de ovos,
sobrevivéncia e desenvolvimento inicial das larvas de tainha Mugil liza e sardinha-
verdadeira Sardinella brasiliensis. A desova da tainha foi realizada apds indugcao
hormonal e os ovos na fase de fechamento do blastéporo (~24 h apds a desova a 23
°C) foram incubados em 17, 20, 23, 26 e 29 °C. A desova da sardinha-verdadeira foi
natural, os ovos foram incubados, com o fechamento do blastéporo (~12 h apéds a
desova a 27 °C), nas temperaturas 17, 20, 23, 26, 29 e 32 °C. A transferéncia para
os béqueres de 2 L foi realizada com aclimatacido por banho termostatico. Foi
avaliado o desenvolvimento larval (200 ovos L), as taxas de eclosdao e
sobrevivéncia de larvas (100 ovos L"), apds 24 h da eclosdo, e razdo RNA:DNA.
Para a tainha, foi encontrado que a temperatura 23,2 °C é a ideal para a taxa de
eclosao e 23,9 °C a melhor taxa de sobrevivéncia e a temperatura 16,5 °C causa
70% de mortalidade. A razdo RNA:DNA nao sofreu alteragao pela temperatura. O
tempo para abertura de boca variou com a temperatura, entre 48 e 72 h. Também
variou o tempo para a pigmentacédo do olho (36 a 64 h) e absor¢géo do saco vitelino
(42 a 48 h). Para a sardinha, foi encontrado que a melhor temperatura para a
eclosao dos ovos € 28 °C e para a sobrevivéncia é 24,7 °C. A razao RNA:DNA nao
sofreu alteracdo pela temperatura. Os tempos para o desenvolvimento larval
variaram conforme a temperatura. A abertura da boca variou de 24 a 51 h e a
pigmentacdo do olho de 21 a 45 h. O comprimento inicial e final da larva nao foi
afetado pela temperatura. O intervalo ideal de temperatura para a incubagao dos
ovos e desenvolvimento da larva (até a abertura da boca) verificado para as duas
espécies esta de acordo com observagoes feitas em areas de desova na natureza.

Palavras-chave: Aquicultura. Larvicultura, Incubagao, RNA:DNA, Peixe marinho.



ABSTRACT

The temperature must be kept within an optimum range for a species during
incubation and larviculture, as it changes the time of ontogenetic events. The
objective of this work was to determine the range of temperature for egg incubation,
survival and initial development of lebranche mullet Mugil liza and Brazilian sardine
Sardinella brasiliensis larvae. The mullet spawning was performed after hormonal
induction and the eggs in the blastospore closure phase (~ 24 h after spawning at 23
° C) were incubated at 17, 20, 23, 26 and 29 ° C. The spawning of the true sardine
was natural, the eggs were incubated, in the blastospore closure phase (~ 12 h after
spawning at 27 ° C), at temperatures 17, 20, 23, 26, 29 and 32 ° C. The transfer was
performed with 2 L becker and acclimatization by thermostatic bath. Larval
development (200 L' eggs) was evaluated, as hatching and larval survival rates (100
L' eggs), after 24 h of hatching, and RNA: DNA ratio. For mullet, it was found that
the temperature 23.2 ° C is ideal for hatching rate and 23.9 ° C, the best survival rate
and temperature 16.5 ° C, causing 70% mortality. RNA:DNA ratio had no change by
the temperature. The mouth opening time varies with temperature, between 48 and
72h. The time for eye pigmentation (36 to 64 h) and absorption of the yolk sac (42 to
48 h) was also changed. For sardines, the best temperature was found for the
hatching of eggs at 28 ° C and for survival is 24.7 ° C. The RNA: DNA ratio did not
suffer with the change in temperature. The times for larval development were
changed according to the temperature. The opening of the mouth varies from 24 to
51 h and pigmentation of the eye from 21 to 45 h. The initial and final length of the
larva was not affected by temperature. The ideal temperature range for incubation of
eggs and larval development (until the mouth opening) recorded for both species is
within the range already determined for natural populations.

Keywords: Aquaculture. Larviculture, Incubation, RNA:DNA, Marine Fish.
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1 INTRODUGAO

A piscicultura marinha € um ramo da aquicultura que tem crescido muito nos
ultimos anos, principalmente em razado das novas técnicas desenvolvidas na década
de 1960, no Japdo, e pelo aumento da demanda de peixe no mercado
(CERQUEIRA, 2004; TIDWELL, 2012). A aquicultura continua crescendo mais do
que qualquer outro setor da producdo de alimentos e ultrapassa a captura de peixes
selvagens em 37 paises (FAO, 2018). No Brasil, a piscicultura marinha teve inicio no
século XVII (SILVA, 1976), com o povoamento de juvenis de diversas espécies, em
viveiros abastecidos com agua de variagdo de marés (CERQUEIRA, 2004). O pais
possui um grande potencial para a expansdo da atividade, que ainda estad em
desenvolvimento, com produg¢des significativas somente em instituicées de pesquisa
e fazendas experimentais, sem importancia em escala comercial (COSTA FILHO et
al.,, 2013), sendo a falta de legislagdo, servicos especializados e insumos, as
maiores problematicas para a sua implementacdo (CAVALLI; DOMINGUES;
HAMILTON, 2011). Entretanto, o cultivo de espécies marinhas tende ao crescimento,
considerando o decréscimo de praticamente dois milhdes de toneladas na captura
de peixes marinhos entre 2015 e 2016 (FAO, 2018). A criagdo mundial de peixes
marinhos tem crescido ao longo dos anos, e em 2016, atingiu 28,7 milhdes de
toneladas, com o continente Asiatico responsavel por 56,9% desta producéo,
seguido pela Europa com 27,8% (FAO, 2018).

O litoral brasileiro possui muitas espécies de peixes marinhos com potencial
aquicola (CAVALLI; DOMINGUES; HAMILTON, 2011; CAVALLI; HAMILTON, 2009)
e destacam-se as seguintes: robalo-peva (Centropomus parallelus), robalo-flecha
(Centropomus undecimalis), linguado (Paralichthys orbignyanus), sardinha
(Sardinella brasiliensis), tainha (Mugil liza), cioba (Lutjanus analis), ariocé (Lutjanus
synagris), garoupa verdadeira (E. marginatus), pampo (Trachinotus marginatus),
peixe-rei (Odonthestes argentinensis), bijupira (Ranchycetron canadum), arabaiana
(Seriola dumerili), pargo-rosa (Pagrus pagrus), dourado (Coryphaena hippurus),
carapeba (Eugerres brasilianus), mero (Epinephelus itajara) e o badejo
(Mycteroperca bonaci).

A tainha (Mugil liza) possui grande importéncia para a pesca artesanal e
industrial no litoral sudeste-sul brasileiro, sobretudo no Estado de Santa Catarina,
sendo a sétima espécie mais capturada no Brasil, principalmente pelo interesse do
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mercado de exportagdo das ovas (MPA; MMA, 2015), porém a captura pela pesca
artesanal vem decrescendo nos ultimos 30 anos, enquanto a pesca industrial possui
uma tendéncia a aumentar (MPA; MMA, 2015). Esta espécie foi considerada
sobreexplotada (IBAMA, 2007) e um Plano de Gest&o para o seu uso sustentavel foi
elaborado, considerando a importancia e a vulnerabilidade da espécie no Sul e
Sudeste do Brasil (MPA; MMA, 2015). Por outro lado, apresenta caracteristicas
favoraveis para a piscicultura como: ampla tolerancia a temperatura, salinidade e
rapida adaptacdo a alimentagédo inerte (CARVALHO et al., 2014; CERQUEIRA,
2004).

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) € um peixe pelagico de
pequeno porte, formam cardumes e pertencem a ordem Clupeiformes, em que estao
alguns dos géneros mais importantes para o setor pesqueiro, como Sardinops,
Sardina e Sardinella, popularmente conhecidas como sardinhas (CERGOLE; DIAS-
NETO, 2011). Na costa brasileira, € encontrada entre o Estado do Rio de Janeiro
(Cabo de Sao Tomé, 22°S) e Santa Catarina (ao sul do Cabo de Santa Marta, 29° S)
(CERGOLE, 1995; JABLONSKI, 2007). Como ja é conhecida pelo consumidor de
pescado e houve diminuicdo de sua captura nas Uultimas décadas, apresenta
potencial para a piscicultura marinha (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011). Possuem
caracteristicas favoraveis para o cultivo como um ciclo de vida curto, atingindo a
maturidade sexual no primeiro ano de vida, o que facilita a formacao dos lotes de
reprodutores e o tempo de cultivo para atingir o tamanho comercial, além de altas
taxas de fecundidade nas desovas (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011).

1.1 PRINCIPAIS ASPECTOS DA TAINHA

A tainha (Mugil liza Valenciennes, 1836), pertence a familia Mugilidae,
ordem Perciformes e classe Actinopterygii e € encontrada desde o Caribe até a
Argentina (DURAND et al., 2012; LEMOS et al., 2014; MENEZES et al., 2010). Os
adultos, que habitam &aguas marinhas e lagoas de agua salobra, podem
ocasionalmente entrar em locais de agua doce, porém ndo s&o encontrados nas
partes altas dos rios (CROSETTI; BLABER, 2015), sendo considerados catadromos
(FISCHER et al., 2011). O periodo de migragdo para reprodugao esta relacionado
com a diminui¢cdo da temperatura a partir de maio, no sul do Brasil e a desova ocorre

em mar aberto, com salinidade entre 32 e 35 e temperatura da agua de 19 a 21 °C,
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principalmente, no més de julho (CERQUEIRA et al., 2017; LEMOS, 2014). Apés a
desova os adultos retornam para o estuario e as larvas e juvenis sdo levados pelas
correntes para o sul do Brasil, por até quatro meses apos a desova (MPA; MMA,
2015). A Lagoa dos Patos, no Rio Grande do Sul é considerada o maior bergario e
habitat desta espécie (VIEIRA et al., 2008).

As tainhas, como s&o conhecidas popularmente, possuem grande interesse
para a pesca artesanal e comercial no Brasil, gerando renda para pescadores
artesanais (REIS; D'INCAO, 2000). Em Santa Catarina, a pesca da tainha, foi
considerada patriménio histérico, artistico e cultural do Estado, devido a sua
importancia na pesca costeira artesanal, como fonte de alimento para as
comunidades litordneas (MPA; MMA, 2015). A pesca desta espécie é realizada
durante todo o ano no sul e sudeste do pais, os adultos pela pesca industrial e
artesanal, durante sua migragdo, no ambiente marinho e os juvenis, por pescadores
artesanais, dentro de estuarios e lagoas (MPA; MMA, 2015).

Além do consumo da carne, a tainha possui mercado para consumo da
gbnada feminina (ova), como caviar, principalmente para exportagdo, atraindo a
pesca industrial e comprometendo os estoques naturais da espécie (CERQUEIRA et
al., 2017; IBAMA, 2007). Considerando estes fatores, a aquicultura poderia suprir a
necessidade do mercado, uma vez que a tainha possui caracteristicas favoraveis
para a piscicultura por ser eurialina e euritérmica, tolerando altas mudangas na
salinidade (0 a 90) e na temperatura (3 a 36 °C), além de o habito alimentar ser
planctéfago quando juvenil e iliéfago quando adulto, o que favorece a adaptagao dos
peixes a uma dieta inerte (CERQUEIRA et al., 2017; MIRANDA-FILHO et al., 2010).

Os primeiros estudos de criacdo da tainha no Brasil foram realizados no
Instituto de Pesquisas da Marinha no Rio de Janeiro, com reprodugao em cativeiro, e
posteriormente na Universidade Federal de Santa Catarina (ANDREATTA et al.,
1981; ANDREATTA et al.,, 1983; BENETTI; FAGUNDES NETO, 1980; BENETTI,
FAGUNDES NETO, 1983). Também em Cuba, na mesma época, foi realizada a
desova e larvicultura desta espécie (ALVAREZ-LAJONCHERE et al.,, 1988).
Recentemente, diversos estudos foram realizados no Laboratério de Piscicultura
Marinha da Universidade Federal de Santa Catarina sobre preservagao e qualidade
de sémen, desova e larvicultura da tainha (CARVALHO et al., 2014, CARVALHO et
al., 2019; CASTRO et al., 2019; MAGNOTTI et al., 2018).
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1.2 PRINCIPAIS ASPECTOS DA SARDINHA-VERDADEIRA

A espécie sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis, Steindachner 1879),
pertence a Familia Clupeidae e esta isolada dos demais grupos do género Sardinella
no Oceano Atlantico (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011). No Brasil, esta espécie pode
ser encontrada entre os Estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina, e geralmente
entre 30 e 100 m de profundidade (CERGOLE, 1995; CERGOLE; DIAS-NETO,
2011; JABLONSKI, 2007).

As sardinhas possuem corpo pequeno, ciclo de vida curto, rapido
crescimento e sdo caracterizadas por uma alta mortalidade na natureza (CERGOLE;
DIAS-NETO, 2011; GANIAS; SOMARAKIS; NUNES, 2014). Possuem grande
importancia para o ecossistema marinho, pois sdo base da cadeia alimentar de
diversos peixes e passaros marinhos, sendo amplamente distribuidas ao redor do
mundo e habitando principalmente aguas quentes (SCHWEIGERT, 2002).

A maturagao ovariana, desova e recuperagcao gonadal dos peixes ocorre
entre a primavera e o verdo (entre outubro e margo), ocorrendo a desova
principalmente entre dezembro e janeiro, podendo sofrer variagdes conforme as
condigdes oceanograficas (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011). As desovas no oceano
sdo parceladas e cada fémea libera diversos lotes de ovécitos durante uma unica
estacado, em temperaturas entre 22 e 28 °C e salinidade 35 (GIGLIOTTI et al., 2009;
MATSUURA, 1983, 1998). A eclosao dos ovos ocorre apés 19 horas da fecundacéo,
em temperatura de 24 °C (MATSUURA, 1998). O intervalo de desova é de quatro a
onze dias, sendo os ovos livres, plancténicos e flutuantes (CERGOLE; DIAS-NETO,
2011).

E um importante recurso pesqueiro, sustentando a maior pesca comercial do
sul e sudeste do Brasil em volume de produgao (CERGOLE et al., 2002; PAIVA,
2000). Em 2009 a captura foi de 83.286 t e em 2010 diminuiu 25,4%, sendo de
62.134 t (MPA, 2012). Em Santa Catarina, a queda foi ainda maior, de 50% para o
mesmo ano. Este declinio da pesca nos ultimos 40 anos, esta sendo associado com
as mudancgas climaticas ambientais e a sobrepesca (JABLONSKI, 2007). A pesca
desta espécie tem dois objetivos distintos: a captura de juvenis para 0 uso como
isca-viva, na pesca do atum, e a captura de individuos adultos, para o
processamento industrial e venda de enlatados (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011).



16

Por ser uma espécie com interesse aquicola, pesquisas em laboratério
iniciaram com a coleta de ovos na natureza e cultivo das larvas em laboratério
(YONEDA; MATSUURA, 1987). Mais recentemente, em 2010, iniciou-se iniciou a
criacdo intensiva da sardinha em cativeiro, no Laboratério de Piscicultura Marinha,
da Universidade Federal de Santa Catarina, com o projeto intitulado “Isca Viva”. Ja
foram realizadas pesquisas com a adaptacdo em cativeiro (PEREIRA, 2010),
reproducdo induzida por horménio (PASSINI et al., 2013; SILVA, 2013), desovas
espontaneas, alimentagdo de larvas e juvenis (BALOI et al.,, 2016; BALOI et al.,
2017; STERZELECKI et al., 2018), sistemas de cultivo (GUINLE, 2014; SILVA,
2013), criagdo em tanque-rede (TATSCH, 2015), dose letal de aménia (BALOI et al.,
2018) e maturagao em cativeiro (MANZONI et al., 2014; 2015).

Apesar dos estudos ja desenvolvidos com estas duas espécies, as
pesquisas sobre a ontogenia de larvas de peixes brasileiros s&o escassas, porém,
de extrema importancia para o conhecimento da vida inicial e larvicultura do peixe
(GODINHO et al.,, 2003). Os fatores ambientais abidticos, como temperatura,
salinidade e oxigénio dissolvido, afetam o crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia durante a embriogénese e o inicio da vida dos peixes, sendo a

embriogénese o periodo mais sensivel a estes fatores (GREEN; BROWN, 2013).

1.3 EFEITO DA TEMPERATURA NO DESENVOLVIMENTO DE OVOS DE PEIXES

A temperatura € um dos fatores ambientais mais importantes, pois, além de
afetar a ontogenia nos primeiros estagios da vida dos peixes, afeta diretamente o
metabolismo, o consumo de oxigénio, o crescimento e a sobrevivéncia (JIAN et al.,
2003; NEELMANI et al., 2019). Também altera as medidas morfométricas como o
comprimento, peso, tamanho do saco vitelino e altura do corpo (IMSLAND et al.,
2019; JIAN et al., 2003; NEELMANI et al., 2019), assim, deve mantida dentro de
uma faixa 6tima para cada espécie (GREEN; BROWN, 2013). E possivel dizer que a
temperatura durante a incubagdo apresenta uma relagdo positiva com a taxa de
eclosao das larvas e uma relagdo negativa com o tempo e o tamanho da larva apos
a eclosdo (GREEN; BROWN, 2013), podendo causar mortalidade dos ovos, e
consequentemente, baixas taxas de eclosao no cultivo (IMSLAND et al., 2019). O
efeito da temperatura durante a ontogenia é determinado pelas reagdes enzimaticas,
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que irao influenciar diretamente no desenvolvimento do embrido e da larva
(BLAXTER, 1969).

O tempo de desenvolvimento do embrido e o tempo de eclosdo séao
relacionados com a temperatura e é espécie-especifica (CROSETTI; BLABER,
2015). Larvas com desenvolvimento precoce geralmente possuem mais energia
endogena e maior armazenamento de energia no saco vitelino, em contraste, larvas
com desenvolvimento prolongado sao pouco desenvolvidas na eclosdo e possuem
menos energia de reserva (GREEN; BROWN, 2013). Para Mugil liza, o tempo de
incubacdo pode durar entre 45 e 48 h em temperatura de 23 e 20 °C,
respectivamente, resultando em uma taxa de ecloséo de 60 e 96 % (CARVALHO et
al., 2019; CERQUEIRA et al., 2017). Uma temperatura de incubagao, para a tainha
M. cephalus, acima de 25 °C causa inibigao da eclosdo e uma mortalidade acima de
90% ou total (CROSETTI; BLABER, 2015). Isto ocorre, pois altas temperaturas
aumentam a atividade das glandulas de eclosdo e a motilidade dos embrides
resultando em larvas menores, além de diminuir o oxigénio na agua do cultivo
(KAMLER, 2002). O desenvolvimento dos ovos de Mugil macrolepis ocorrem entre
26 e 29 °C (SEBASTIAN; NAIR, 1975), ja a Mugil cephalus é incubada em diferentes
temperaturas: 22 °C (NASH et al., 1974), 25 + 1 °C (EL-GHARABAWY; ASSEM,
2006), 22 e 24 °C (KUO et al., 1973). Baixas temperaturas podem aumentar o tempo
de eclosdo dos ovos de M. cephalus como observaram Kuo et al.(1973), em
temperatura de 24 °C, eclosao 36 a 38 horas apoés a fertilizagdo, em temperatura de
22 °C, eclosao 48 a 50 horas ap6s a fertilizacdo. Em temperaturas ainda mais baixas
(18,2 a 19,5 °C) o tempo de incubacédo chega a 60 horas (YANG; KIM, 1962). Além
de a temperatura influenciar o tempo de incubagdo e o desenvolvimento larval, as
larvas podem ser afetadas pela eclosao tardia ou antecipada (KAMLER, 2002).

Os ovos de Sardinella aurata na natureza sao encontrados, pincipalmente no
verao e outono, em uma temperatura média de 25,5 °C (ZARRAD et al., 2007), com
as desovas ocorrendo em temperatura de 26,5 °C (ZARRAD et al., 2018). Para as
desovas de Sardinella brasiliensis, que também ocorrem em aguas quentes, a
temperatura média é de 23,7 °C e salinidade 35 (CERGOLE; DIAS-NETO, 2011).
Em uma temperatura de incubagao de 24 °C, o tempo de incubacgao dos ovos de S.
brasiliensis ¢ de 19 horas, resultando em uma taxa de eclosdo de 68,25%.
(CERGOLE; DIAS-NETO, 2011; CERQUEIRA et al., 2017). Em temperaturas mais
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baixas, o tempo de incubagdo dos ovos aumenta, chegando até 71 h, em
temperatura de 21 °C, para a espécie Alosa sapidissima (GAO et al., 2018)

Sendo assim, o controle da temperatura durante a embriogénese pode
influenciar sua duracdo, o tamanho das larvas na eclosdo, pode promover maior
homogeneidade dos lotes e ajudar a calcular a taxa de sobrevivéncia apos a ecloséo
(GREEN; BROWN, 2013).

1.4 EFEITO DA TEMPERATURA NO DESENVOLVIMENTO LARVAL DE PEIXES

O desenvolvimento larval é dependente da temperatura, portanto, o seu
controle rigoroso durante a incubagdo dos ovos € importante, pois influencia a
condigdo do saco vitelino no momento em que a larva eclode (CROSSETI et al.,
2015; KAMLER, 2008). O aumento da temperatura acelera o desenvolvimento e
altera algumas caracteristicas morfolégicas, assim como o tempo necessario para
desenvolver a nadadeira peitoral, abertura de boca e pigmentagédo do olho (GREEN;
BROWN, 2013; FUKUHARA, 1990). Segundo Bardn-Aguilar et al. (2015), os
parametros de morfologia da larva do robalo-flecha (Centropomus undecimalis) que
mais tiveram relagdo com a temperatura foram: comprimento padrao, volume do
saco vitelino e volume da gota de dleo.

Nas primeiras 24 h apds a ecloséo, a larva utiliza entre 87 a 98% da reserva
vitelina, e ocorre um aumento do consumo em temperaturas ainda mais altas em
Centropomus undecimalis (BARON-AGUILAR et al., 2015). Altas temperaturas
também podem acelerar o metabolismo e o consumo das reservas energéticas,
podendo ocorrer a morte da larva (BARON-AGUILAR et al., 2015; PENA et al.,
2014).

Em temperaturas de incubacdo mais baixas, as larvas de robalo-flecha,
recém-eclodidas sdo mais longas, mais pesadas e o corpo € mais espesso
(IMSLAND et al., 2019). Existe também uma influéncia negativa da incubacdo em
baixas temperaturas, onde ocorre a eclosao de larvas malformadas, que ndo sao
ideias para o cultivo aquicola (BARON-AGUILAR et al., 2015).

Na natureza, as larvas de sardinha-verdadeira sdo encontradas, com maior
frequéncia, em temperaturas entre 23 e 27 °C (GIGLIOTTI et al., 2009).
Experimentos com ovos coletados da natureza foram realizados, mantendo a
temperatura de eclosao e cultivo a 25 °C (YONEDA; MATSUURA, 1987). Ja para M.
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liza, a larvicultura deve ser realizada com temperaturas entre 20 e 23 °C
(CARVALHO et al., 2019; CERQUEIRA et al., 2004). Nestas condigbes, a larva
eclode com 2,95 mm, a reserva vitelina dura 5 dias e a gota de éleo entre 8 e 11
dias (CARVALHO et al.,, 2019; CERQUEIRA et al., 2004). A larvicultura de M.
cephalus realizada em 25 e 20 °C, resulta em um tempo de incubacgédo de 26 e 48
horas, respectivamente, e larvas recém-eclodidas de 2 mm (EL-GHARABAWY et al.,
2006; YOUSIF et al., 2010).

1.5 PARAMETROS DE AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO LARVAL DE PEIXES

Existem muitos métodos para descrever o desenvolvimento das larvas de
peixes, como a medicdo do crescimento, as estruturas corporais, a observagao do
comportamento e na medi¢cdo de parametros fisiolégicos (PEREZ-DOMINGUEZ;
DAHM, 2011). O peso e o comprimento padrédo sdo muito utilizados para avaliar o
crescimento, porém outros métodos mais elaborados, como teor de proteina,
quantidade de energia e analise de acido nucleico (razdo RNA:DNA) podem ser
utilizados para obter dados mais precisos (BUCKLEY; CALDARONE; CLEMMESEN,
2008; PEREZ-DOMINGUEZ; DAHM, 2011).

A razdo RNA:DNA é proposta como um método sensivel para avaliar o
crescimento de peixes jovens e uma ferramenta para avaliar as condi¢des de uma
larvicultura (SALEH et al., 2019; WEBER et al., 2003). A quantidade de RNA na larva
reflete a sintese de proteina, o crescimento e a condigdo nutricional, enquanto o
acumulo de DNA esta relacionado com o numero de células individuais permanentes
e constantes (FOLEY et al., 2016; KAMLER, 2008; WEBER et al., 2003). Durante o
desenvolvimento inicial de larvas, em condigbes favoraveis para o crescimento, esta
taxa sera mais alta, do que em larvas em condi¢gdes ambientais ou nutricionais
desfavoraveis (PEREZ-DOMINGUEZ; DAHM, 2011). Esta razdo é aceita como um
indice de crescimento potencial em diversos organismos aquaticos (KAMLER, 2008).
Alguns estudos ja mostraram que esta razdo diminui com o aumento da temperatura
da agua, podendo ser utilizada diretamente para verificar a atividade do RNA no
organismo, em diferentes temperaturas (BUCKLEY et al., 2008; BUCKLEY et al.,
1999). Temperatura e RNA:DNA juntos, conseguem explicar a variabilidade nas
taxas de crescimento (BUCKLEY et al.,1999), podendo ser explicado pelos

processos metabdlicos que tendem a aumentar diretamente com a temperatura
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(FOLEY et al., 2016). Peixes com uma alta razdo RNA:DNA, podem ser
considerados em uma melhor condi¢ao, pois possuem um maior potencial de sintese
proteica (BUCKLEY et al., 2008).

O conhecimento do comportamento larval e da morfogénese é importante
para ajudar no cultivo em larga escala de qualquer espécie, além de ajudar a
compreender melhor o seu comportamento no ambiente natural (FUKUHARA, 1990).

Identificar o ambiente adequado para o cultivo de tainha e sardinha-
verdadeira € um requisito importante para a aquicultura, considerando que a
temperatura 6tima para a eclosao, sobrevivéncia e desenvolvimento inicial de larvas,

ainda nao foram definidos.

1.6 OBJETIVOS

1.6.1 Objetivo geral

Determinar uma faixa étima de temperatura para a embriogénese final e o
desenvolvimento inicial das larvas de tainha Mugil liza e sardinha-verdadeira

Sardinella brasiliensis.

1.6.2 Objetivos especificos

eEm um intervalo de temperatura de 17 — 29 °C para tainha e 17 — 32 °C
para sardinha-verdadeira, determinar:

¢ O valor de taxa de eclosédo de ovos e sobrevivéncia de larvas, apos 24 h da
eclosao;

¢ O tempo para abertura de boca;

¢ O tempo para consumo das reservas enegeéticas;

¢ A razdo RNA:DNA.

1.7 ESTRUTURA DO TRABALHO

A dissertagdo foi organizada em dois artigos cientificos, formatados

conforme as normas da revista Aquaculture Research.
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2ARTIGO CIENTIFICO 1

2.1 ECLOSAO E DESENVOLVIMENTO INICIAL DE LARVAS DE TAINHA (Mugil
liza) EM DIFERENTES TEMPERATURAS.

Morgana Angelo*; Mauricio Koch Lisboa; Caio Magnotti; Mariana Rangel Pilotto;

Vinicius Ronzani Cerqueira.

Laboratério de Piscicultura Marinha (LAPMAR), Departamento de Aquicultura,
Centro de Ciéncias Agrarias (CCA), Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), Florianépolis, SC, Brasil.

*morganaangelo@hotmail.com (autor para correspondéncia)

RESUMO

A temperatura € um dos fatores mais importantes para o desenvolvimento de
embrides e larvas de peixes, que deve ser mantida dentro de uma faixa 6tima. O
objetivo deste trabalho foi determinar um faixa de temperatura para a incubacéo de
ovos, sobrevivéncia e o desenvolvimento inicial das larvas de tainha Mugil liza. A
desova foi realizada apds indugdo hormonal e os ovos na fase de fechamento do
blastéporo (~24 h apds a desova a 23 °C) foram incubados em 17, 20, 23, 26 e 29
°C em béqueres com temperatura controlada por banho termostatico. Foram
avaliados o desenvolvimento larval (200 ovos L), taxas de eclosdo dos ovos e
sobrevivéncia de larvas (100 ovos L), apds 24 h da eclosdo e RNA:DNA. Foi
encontrado que a temperatura 23,2 °C é a melhor para a eclosao, 23,9 °C a melhor
para a sobrevivéncia e que a 16,5 °C ocorre 70% de mortalidade das larvas. A razao
RNA:DNA teve uma tendéncia a ser maior na temperatura mais baixa, indicando
variacdo no metabolismo. O tempo para abertura de boca variou com a temperatura,
48 a 72h. Também variou o tempo para a pigmentacdo do olho (36 a 64 h) e
absorcao do saco vitelino (42 a 48 h).

Palavras-chave: RNA:DNA, incubagao, mugilidae, larvicultura.
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2.2 INTRODUCAO

A tainha (Mugil liza Valenciennes, 1836) possui grande importancia para a
pesca artesanal e industrial do estado de Santa Catarina, sendo a sétima espécie
mais capturada no Brasil, principalmente pelo interesse do mercado de exportacao
das ovas (MPA; MMA, 2015), porém a captura pela pesca artesanal vem
decrescendo nos ultimos 30 anos, enquanto a pesca industrial possui uma tendéncia
a aumentar (MPA; MMA, 2015). Esta espécie foi considerada sobreexplotada
(IBAMA, 2007) e um Plano de Gestdo para o uso sustentavel da tainha foi
elaborado, considerando a importancia e a vulnerabilidade da espécie no Sul e
Sudeste do Brasil (MPA; MMA, 2015). Entretanto a espécie apresenta caracteristicas
favoraveis para a piscicultura como: ampla tolerancia a temperatura, salinidade e se
adpata facilmente a alimentagao inerte (Carvalho et al., 2014; Cerqueira, 2004).

A temperatura é um dos fatores ambientais mais importantes, pois, além de
afetar a ontogenia nos primeiros estagios da vida das larvas, afeta diretamente o
metabolismo, o consumo de oxigénio, crescimento, sobrevivéncia, e também altera
as medidas morfométricas como o comprimento, peso, tamanho do saco vitelino e
altura do corpo dos organismos marinhos (Imsland, Danielsen, Jonassen, Hangstad,
& Falk-Petersen, 2019; Neelmani, Pal, Sarman, Vyas, & Munuya, 2019; Jian, Cheng,
& Chen, 2003). O aumento da temperatura acelera o desenvolvimento e altera as
caracteristicas morfolégicas, como o tempo para desenvolver a nadadeira peitoral,
abertura de boca e pigmentagao do olho (Green & Brown, 2013; Fukuhara, 1990).

O peso e o comprimento padrdao sao muito utilizados para avaliar o
crescimento, porém outros meétodos mais elaborados, como teor de proteina,
quantidade de energia e analise de acido nucleico (razdo RNA:DNA) podem ser
utilizados para obter dados mais precisos (Perez-Dominguez & Dahm, 2011;
Buckley, Caldarone, & Clemmesen, 2008). A razdo RNA:DNA é aceita como um
indice de potencial crescimento em diversos organismos aquaticos (Kamler, 2008) e
estudos ja mostraram que esta taxa diminui, com 0 aumento da temperatura da agua
do cultivo, sendo possivel ser utilizada como um fator de condi¢cdo direto para
verificar a atividade do RNA no organismo, em diferentes temperaturas (Buckley,
Caldarone, & Clemmesen, 2008; Buckley, Caldarone, & Ong, 1999).

Identificar o ambiente adequado para o cultivo desta espécie € um aspecto

importante para a aquicultura, considerando que a temperatura otima para a
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eclosdo, sobrevivéncia e desenvolvimento inicial de larvas de tainha, ainda nao foi
definido. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi determinar a faixa de temperatura
mais adequada para a embriogénese, sobrevivéncia e desenvolvimento inicial das

larvas de tainha M. liza.

2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.1 Local

O experimento foi realizado no Laboratério de Piscicultura Marinha
(LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina — Brasil, no més de julho de
2018. Todos os procedimentos foram previamente aprovados e autorizados pelo
Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) pelo projeto n° 7759170919.

2.3.2 Origem dos ovos

Os reprodutores selvagens foram capturados em julho de 2018 e os ovos
foram provenientes de uma desova com indu¢ao hormonal de uma fémea, com peso
de 2,3 kg, e dois machos, pesando 1,5 e 1,7 kg, seguindo a metodologia de
Cerqueira et al. (2017).

Os peixes induzidos por horménio foram mantidos em um tanque circular de
2000 L, fotoperiodo natural (latitude 27° S), fluxo continuo de agua, salinidade 35 e
temperatura de 23 °C. A desova ocorreu com a extrusao manual dos ovos da fémea
e fertilizacao artificial com um pool de sémen dos dois machos, e adicionado agua
salgada, para a ativacdo dos espermatozoides. Os ovos foram alocados em
incubadora cilindro-cénica de 35 L, malha de 500 um e com fluxo continuo da agua
do tanque dos reprodutores. Os ovos flutuantes (Figura 1) ficaram na incubadora,
até o estadio de fechamento do blastéporo (~24 h apds a fertilizagao), quando se
tornam mais resistentes ao manejo. O tempo de incubacéo considerado nao incluiu
essas 24 h iniciais antes do experimento, quando os ovos nao sofreram influéncia
das temperaturas experimentais.

A transferéncia dos ovos para as unidades experimentais foi realizada com
um béquer de 2 L com agua na mesma temperatura de desova (23 °C), seguida da

aclimatagcao por banho termostatico do béquer, no tanque com a temperatura



24

experimental. A aclimatagao teve duragédo de 2 h, tempo em que a agua do béquer
atingiu a temperatura experimental desejada. A contagem dos ovos foi realizada a

olho nu com o auxilio de uma pipeta de 10 mL.

Figura 1. Ovo flutuante com embrido de
tainha (Mugil liza) no momento da
transferéncia para o experimento, 24 h
ap6s a fertilizacao.

1 mm

Fonte: Morgana Angelo

2.3.3 Delineamento experimental

Foram testadas cinco temperaturas nominais (17, 20, 23, 26 e 29 °C), em
cinco tanques circulares de 100 L com aquecedores elétricos de 300 W e termostato
nas temperaturas experimentais (20, 23, 26 e 29 °C). A temperatura de 17 °C foi
mantida com a climatizagdo da sala experimental por ar-condicionado. Em cada
tanque foram alocados cinco béqueres de vidro de 2 L, com volume util de 1,5 L.
Cada tanque contava com uma aeragao individual, para que a temperatura se
mantivesse constante em todo o volume de agua. Os béqueres foram mantidos em
banho termostatico nos tanques, com aeragao individual, fotoperiodo continuo (24 h
luz), agua com salinidade 35 e temperatura controlada conforme o tratamento.

Dois béqueres foram utilizados para acompanhar o desenvolvimento larval,
com densidade inicial de 200 ovos L. Apds a ecloséo, as larvas foram mantidas
nessas unidades até ser constatada a abertura de boca. Nos demais béqueres, em
triplicata, com densidade inicial de 100 ovos L', foram verificadas as taxas de

eclosdo dos ovos e sobrevivéncia das larvas, 24 horas apoés a eclosao.
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2.3.4 Coleta dos dados

A cada hora apdés o povoamento foram checadas as duas unidades
experimentais para a observacdo do horario de eclosdo das larvas em cada
tratamento. O horario de eclosao foi considerado quando observadas pelo menos 20
larvas nas unidades experimentais. Cinco larvas de cada unidade foram coletadas
para fotografia, com o auxilio de microscopio estereoscopio com camera acoplada
(EZ4HD, Leica) e posterior medi¢gdo. As amostragens se repetiram a cada 6 horas
até ser constatada a abertura de boca das larvas.

Para a taxa de eclosao e sobrevivéncia, foram contados todos os individuos
nas trés unidades experimentais, 24 h apds a eclosao das larvas. Foram contados
as larvas vivas, larvas mortas e ovos mortos. Os resultados para taxa de eclosao e
sobrevivéncia foram calculados em porcentagem onde, taxa de sobrevivéncia de
larvas: % = (Numero de larvas vivas)/(Numero de larvas eclodidas) * 100 e taxa de
eclosao: % = (Numero de larvas vivas + Numero de larvas mortas)/

(Numero de ovos incubados) * 100.

As medi¢des das larvas foram realizadas com o auxilio de um aplicativo
especifico (LAZ EZ 2.1.0, Suiga). As seguintes medidas foram obtidas: comprimento
padrao (Figura 2A), volume da gota de 6leo (Figura 2B), altura do corpo da larva no
poro anal (Figura 2C) e volume do saco vitelino (Figura 2D). Também foi observado,
o horario de pigmentagao total do olho e o tempo para abertura da boca da larva, a
partir da eclosao (tempo 0). O n amostral para estes parametros, variou entre 5 e 30
larvas.

O volume do saco vitelino e da gota de 6leo foi calculado pela férmula V =

4/3 * mlh? onde: I=comprimento e h=altura) (Barén-Aguilar et al., 2015).
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Figura 2. Medidas morfométricas das larvas de tainha (Mugil liza): (A) Comprimento total. (B) Altura
do corpo no poro anal. (C) Altura e comprimento da gota de 6leo. Altura e comprimento do saco
vitelino. (D) Altura e comprimento da gota de 6leo.

Fonte: Morgana Angelo

2.3.5 Monitoramento da qualidade de agua

Foram aferidos diariamente a temperatura e o oxigénio dissolvido com um
oximetro portatil (YSI Pro 20, Yellow Springs Instruments, OH, USA), salinidade com
um refratbmetro manual (RTS-101ATC, Instrutherm Instrumentos de Medigao Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) e pH com pHmetro portatil (YSI EcoSense pH 10, Yellow Springs
Instruments, OH, USA) (Tabela 1).

A salinidade foi mantida em 35. O oxigénio dissolvido, apesar de apresentar
diferenca estatistica entre os tratamentos (p < 0,05), ficou com média de 102% de

saturagao e dentro dos valores ideais para o cultivo de peixes (Vinatea, 2003).

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padréo) dos parametros de qualidade da agua para ecloséo e
desenvolvimento larval, até a abertura de boca, de tainha (Mugil liza) em diferentes temperaturas.

Tratamentos (Temperatura nominal °C)

Parametros

17 20 23 26 29
Temperatura .o, 54c 1934020 234+02° 253+02° 284+01°
medida (°C)

Oxigénio (mg L") 8,88+0,59% 7,93+0,72% 7,03 +1,28™ 6,72 +1,44>* 6,12 +1,78°

pH 9,03+0,04 9,03+0,06 9,00+0,08 9,00+0,09 8,93+0,11

Letras sobrescritas diferentes, na mesma linha, demonstram diferencga significativa identificadas com
teste Anova e Duncan (p < 0,05).
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2.3.6 Analise da razao RNA:DNA

A quantificagdo de RNA e DNA foi realizada em larvas, coletadas e
congeladas 24 horas apos a eclosdo, de acordo com Kaplan et al. (2001). Foi
realizado um pool das larvas, descongeladas previamente e digeridas por 2 h, em
uma temperatura de 55 °C em uma solugao (w:y 1:10) contendo 0,1 M NacCl, 0,2%
SDS e 10 yg mL" de um Proteinase K. Apds isto, as amostras foram centrifugadas a
9.000 g durante 10 min. Um volume de 10 yL do sobrenadante diluido (1:100) foi
usado para medir o DNA com um kit (Quant-iT™ PicoGreen™ ds DNA, Invitrogen,
USA). Para quantificar o RNA (Quant-iT™ RiboGreen™ ds RNA, Invitrogen, USA),
uma aliquota do sobrenadante que foi previamente digerido em uma solugao
contendo DNAase recombinante, livre de RNAase (4 unidades por DNA ug, Sigma-
Aldrich, ref (4716728001), foi utilizado. A leitura foi realizada com método
fluorimétrico e lido em espectrofotdbmetro (Spectramax Plus-384, Molecular devices,

Sunnyvale, CA).

2.3.7 Analise estatistica

Os dados de taxa de sobrevivéncia e taxa de ecloséo, foram transformados
para arco seno(x)?® antes da analise estatistica. Foi utilizado o teste Levene para
verificar a homocedasticidade e o teste Shapiro Wilk para verificar a normalidade. Os
resultados de qualidade de agua foram submetidos ao teste ANOVA e Duncan, e os
demais resultados foram submetidos a analise de regressado polinomial quadratica
y = ax2 + bx + ¢ e identificagdo do ponto maximo da curva pela equagdo w =
—b(2+a) —1. Todos os testes foram realizados considerando um nivel de

significancia p < 0,05

2.4 RESULTADOS

2.4.1 Taxa de eclosao e sobrevivéncia de larvas

Segundo o ponto maximo da curva de regressao, foi encontrado que a
melhor temperatura para a eclosao dos ovos de M. liza foi 23,2 °C. Ja para a taxa de
sobrevivéncia, apos 24 h da eclosao, de acordo com o ponto maximo, a temperatura
ideal foi de 23,9 °C.
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O tratamento 16,5 °C apresentou a menor taxa de eclosédo e sobrevivéncia,
com 55,1 + 22,8 e 29 + 9,7%, respectivamente (p < 0,05). O tratamento 28,4 °C

também apresentou uma baixa taxa de eclosao, 64,5 + 11,4% (p < 0,05).

Figura 3. Taxa de eclosao e sobrevivéncia de larvas de tainha (Mugil liza) 24 h
apos a eclosao, em diferentes temperaturas. (Ecloséo, n=3, p < 0,05;
Sobrevivéncia, n=3, p < 0,05).
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2.4.2 Tempo para o desenvolvimento larval

No tratamento 16,5 °C houve mortalidade total das larvas 42 h apds o inicio
da eclosdo. Dessa maneira nao foi possivel observar pigmentagao do olho, abertura
de boca e absorgao total do saco vitelino. O tempo de incubagao deste tratamento
foi de 43 h.

A temperatura influenciou diretamente os tempos para o desenvolvimento
larval. Na temperatura de 28,4 °C houve pigmentacdo completa do olho apds 36 h e
total absorcao do saco vitelino apds 42 h (Figura 4). A abertura de boca ocorreu com
48 h (Figura 4) e tempo de incubagdo de 11 h 30 min, inferior aos demais
tratamentos (Tabela 2). A total absor¢do do saco vitelino ndo ocorreu no tratamento
19,3 °C, que ao final do experimento, ainda continha 12 um?® de vitelo. Este
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tratamento teve o tempo de desenvolvimento mais longo, com 72 h para a abertura

de boca e 64 h para a pigmentagao do olho.

Tabela 2. Tempo para o desenvolvimento larval, a partir da eclos&o, de tainha (Mugil liza) em
diferentes temperaturas.

Tratamentos  Incubacgdo! Pigmentagdo Aberturade Absorgéo total do

(°C) (h:min) do olho (h) boca (h) saco vitelino (h)
19,3 28:00 64 72 #
23,4 18:00 48 54 48
25,3 15:00 48 54 42
28,4 11:30 36 48 42

(T) Tempo de incubagéo sob a influéncia das temperaturas. Para obter o tempo total de
incubagéo, adicionar 24 h. (#) Saco vitelino nao foi totalmente absorvido até a abertura da boca,
ponto final de controle.

Figura 4. Larva de tainha (Mugil liza) ap6s a absorgao do saco vitelino, com olho
pigmentado, gota de 6leo e boca funcional.

1 mm

Fonte: Morgana Angelo

2.4.3 Analise morfomeétrica

No momento da eclosdo, as larvas do tratamento 16,5 °C obtiveram
comprimento total 2,41 mm, altura do corpo no poro anal 0,21 mm, volume do saco
vitelino 1804 pym?® e volume da gota de 6leo 247,0 um3. Como neste tratamento todas
as larvas morreram antes da abertura de boca, o mesmo foi desconsiderado nas

analises seguintes.
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A temperatura influenciou todas as medidas iniciais (p < 0,05), onde
verificou-se que temperaturas mais elevadas, levaram a eclos&o de larvas menores
e com volume menor de reserva energética (Tabela 3). Na eclosédo, em 28,4 °C a
larva apresentou 2,09 mm de comprimento e 686 ym*® de saco vitelino, o que
equivale a metade da reserva das larvas mantidas em temperatura de 19,3 °C, que
tiveram 1300 ym? de saco vitelino e 2,29 mm de comprimento.

No momento de abertura de boca, o volume médio da gota de d6leo dos
tratamentos foi de 153 pm3. Ja o saco vitelino foi totalmente consumido em
praticamente todas as temperaturas, somente em 19,3 °C havia um resquicio do
mesmo. Na temperatura 23,5 °C o consumo total do saco vitelino ocorreu no mesmo
momento da abertura da boca, 54 h apés a eclosao e nas temperaturas 23,5 e 28,4
°C, o saco vitelino foi completamente consumido apés 6 h da abertura da boca da
larva (Figura 5).

Nao foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos para a razao
RNA:DNA (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores das medidas morfométricas avaliadas (média + desvio padrao), apds a eclosdo e
apoés a abertura de boca, de larvas de tainha (Mugil liza) mantidas em diferentes temperaturas.

Comprimento total

Tratamentos (°C) Inicial (mm) Final (mm)
19,3 2,29 +0,33 2,79 £0,11
23,4 2,35+£0,13 2,74 £ 0,08
25,3 2,20+£0,23 2,51+ 0,10
28,4 2,09+0,10 2,56 £ 0,11
Equacgao de regressdo y =-0,0054x2 + 0,2347x - 0,2124 y = 0,0049x? - 0,1738x + 4,078
R2=0,90 R2=0,91
p <0,05 p <0,05
Altura do corpo
Tratamentos (°C) Inicial (mm) Final (mm)
19,3 0,23 £ 0,06 0,27 + 0,03
23,4 0,22 £ 0,01 0,24 + 0,03
25,3 0,19 £ 0,02 0,25+ 0,02
28,4 0,18 £ 0,01 0,24 £ 0,02
Equacédo de regressdo y =-0,0003x? + 0,0098x + 0,1663 y = 0,0009x? - 0,0406x + 0,6942
R2=10,92 R2=0,70
p <0,05 p > 0,05
Saco vitelino
Tratamentos (°C) Inicial (um3) Final (um?)
19,3 1300 £ 281 12+5
23,4 1169 £ 174 00
25,3 779 + 416 00
28,4 686 + 193 00
Equacéo de regressdo y =-1,4738x%-3,3244x + 1933  y=0,377x? - 16,865x + 186,43
R2=0,88 R2=0,93
p <0,05 p <0,05
Gota de éleo
Tratamentos (°C) Inicial (um?) Final (um?)
19,3 238,0+ 31,5 156,0 £ 39,7
23,4 221,01 22,7 158,2 £+ 67,5
25,3 173,5+43,7 142,8 £ 16,6
28,4 158,4 £ 24,3 154,6 £ 29,9
Equacéo de regressdo y =-0,277x? + 3,7413x + 271,17 y =0,4325x? - 17,306x + 320,43
R2=0,89 R2=0,49
p <0,05 p>0,05
Razdo RNA:DNA
Final
16,5 2,16 £ 0,55
19,3 1,39 £0,77
23,4 1,40 £ 0,08
25,3 1,39 £ 0,29
28,4 1,18 £ 0,57
Equacéo de regresséo y=0,0087x2 - 0,4638x + 7,4345
R?=10,82

p >0,05
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Figura 5. Cinética da absorgao do saco vitelino de larvas de tainha (Mugil liza) em diferentes

temperaturas.
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(*) Hora em que o saco vitelino foi totalmente consumido. (§) Hora da abertura de boca. (#) Saco
vitelino ndo foi totalmente absorvido. ([t]) Larvas do tratamento néo sobreviveram.

2.5 DISCUSSAO

A mudanca de temperatura no periodo de incubacédo e eclosao dos ovos
afeta o tempo e as taxas de eclosao (Nash & Kuo, 1974), influenciando diretamente
a sobrevivéncia de larvas (Imsland et al., 2019). Além disso, altera as medidas
morfométricas (Fukuhara, 1990; Willians, Papanikos, Phelps, & Shardo, 2004) e o
tempo em que cada etapa de desenvolvimento ira ocorrer, como a pigmentagao do
olho e a abertura de boca (Green-Brown, 2013; Fukuhara, 1990). Isto se da, pois a
temperatura altera as caracteristicas fisiologicas dos peixes, sendo inversamente
proporcional a temperatura (Crosetti, 2015; Sfakianakis, Leris, & Kentouri, et al.,
2011)

Para a tainha (M. liza) as maiores taxas de eclosdo e sobrevivéncia foram
encontradas entre 23,2 e 23,9 °C, o que coincide com as temperaturas de desova da
espécie no ambiente natural (Cerqueira et al., 2017; Lemos, 2014) e em laboratério
ja realizados (Alvarez-Lajonchere, Arritola, Averhoff, & Bellido, 1988; Carvalho, et al.,
2019) e para Mugil cephalus (Kuo, Shehadeh, &Milisen, 1973; Walsh, Swanson, &
Lee, 1991; Walsh, Swanson, Lee, Banno, & Eda, 1989; Yousif, Fatah, Krishna Kum,
Minh, & Hung, 2010).

Para M. liza a temperatura baixa afetou negativamente na taxa de
sobrevivéncia e no tempo de eclosdo. Os embrides sao incapazes de regular a

fluidez de suas membranas celulares e de se aclimatarem a diferentes temperaturas,
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sendo mais suscetiveis as mudangas térmicas (Rombough, 1997). Resultados
semelhantes foram verificados em M. cephalus, onde foi verificado o aumento do
tempo de incubagdo em temperatura mais baixa (Kuo et al., 1973; Walsh et al.,
1991).e outras espécies de peixes marinhos (Green & Brown, 2013), assim como o
menor tempo de incubagao sera em temperaturas mais elevadas (Kamler, 2002). Em
temperaturas mais baixas, pode ocorrer a mortalidade de até 27% das larvas de
Cyclopterus lumpus (Imsland et al., 2019) e 40% de Mugil cephalus (Walsh et al.,
1991). Isto pode ser explicado, pois quanto maior o tempo de incubagédo, maior a
chance da proliferacdo de fungos e bactérias, afetando a sobrevivéncia das larvas
(Imsland et al., 2019).

No momento da eclosao, as larvas submetidas a temperaturas mais baixas,
apresentaram um maior comprimento padrdo, equivalente ao encontrado por
Carvalho et al., (2019) com M. liza, onde sob temperatura de incubacao de 20 °C, as
larvas eclodiram com 2,95 mm. Em temperaturas de cultivo entre 23 e 24 °C, a larva
eclode com o tamanho de aproximadamente 2,3 mm, assim como descrito para
Mugil cephalus (Yousif et al., 2010). A tendéncia da redugao de tamanho das larvas
quando os ovos sao incubados em temperaturas elevadas pode ser verificada por
Rombough (1997), que obteve larvas com comprimento de 2,09 mm quando
eclodidas a 28,4 °C.

O tempo de pigmentacéao total dos olhos, observado préximo no momento de
abertura de boca da larva, também foi relatado para M. cephalus (EI-Gharabawy &
Assem, 2006). Esta etapa do desenvolvimento, antes da abertura da boca, permite
que a larva identifique o alimento, quando a alimentagdo exdgena se inicia (El-
Gharabawy & Assem, 2006) e o sistema digestério é funcional (Kvenseth, Pittman, &
Helvik, 1996).

Existe uma relagao direta da temperatura na taxa de absor¢ao e no tamanho
do saco vitelino. Em temperaturas mais elevadas existe a tendéncia de eclodirem
larvas com um menor volume de reserva energética, o que influéncia na dindmica do
consumo desta reserva (Fukuhara, 1990). No momento de abertura de boca, a
quantidade remanescente de vitelo € maior em temperaturas mais baixas (Houde,
1974). Para M. cephalus e outras espécies marinhas o consumo total do saco
vitelino foi observado no momento de abertura de boca da larva (El-Gharabawy &
Assem, 2006; Fotedar, 2017; Fukuhara, 1990; Kuo et al., 1973). Para M. liza foi

verificado que somente no tratamento 20,5 °C as larvas possuiam um volume
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reduzido de vitelo no momento de abertura da boca, podendo ser uma caracteristica
vantajosa para a sobrevivéncia das larvas, em situagdes de baixa disponibilidade de
alimento (Fukuhara, 1990).

Em relagdo a gota de 6leo, € observado que no momento de abertura de
boca, a larva ainda possui reserva, que pode permanecer por até 10 dias apds a
eclosdo (Carvalho et al.,, 2019; Nash, Kuo & McConnel, 1974). Essa reserva
enddégena mais duradoura € muito importante, pois durante os primeiros dias de
desenvolvimento, as larvas possuem baixa mobilidade, sendo a captura de alimento
durante esta fase, mais dificil (Nash, Kuo, & McConnel, 1974).

A razdo RNA:DNA ¢ influenciada pela temperatura, e pode ser relacionada
ao risco de mortalidade e o estresse metabdlico da larva (Buckley et al., 2008; Foley,
2016). Uma diferengca de 2 °C é necessaria para ocorrer a modificacdo neste
parametro (Buckley et al., 1999). A razdo RNA:DNA € explicada pelos processos
metabdlicos, que tendem a diminuir em aguas mais frias (Foley, 2016), sendo a
reducéo da atividade do RNA parte de um sistema compensatério da larva (Goolish,
Barron, & Adelman, 1984). Para as larvas de tainha, apdés a eclosdo, nao foi

encontrada diferengas significativas entre os tratamentos para a razao RNA:DNA.

2.6 CONCLUSAO

A temperatura de incubacado afetou a eclosdo, sobrevivéncia, medidas
morfométricas, e o tempo para o desenvolvimento morfolégico das larvas de tainha
(M. liza). Foi encontrado que o intervalo entre 23,2 e 23,9 °C resulta em melhores
taxas de eclosao e sobrevivéncia de larvas e em 16,5 °C resultou na menor taxa de
sobrevivéncia e eclosdo. O tempo para o desenvolvimento larval também foi alterado
conforme a temperatura, sendo as mais altas responsaveis pelo desenvolvimento
mais acelerado. A pigmentacao do olho variou entre 36 e 64 h, a abertura de boca
entre 48 e 72 h e a absorgao total do saco vitelino entre 42 e 48 h. Para a razao
RNA:DNA, como nao houve diferenca estatistica entre os tratamentos, deve ser
mais estudada para definir se, nesta etapa de desenvolvimento, pode ser utilizada

como um metodo para avaliar o crescimento de larvas.
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RESUMO

A temperatura altera o tempo dos eventos ontogenéticos e deve ser mantida dentro
de uma faixa 6tima para a espécie. O objetivo deste trabalho foi determinar uma
faixa de temperatura para a incubagdo de ovos, sobrevivéncia e desenvolvimento
inicial das larvas de sardinha-verdadeira Sardinella brasiliensis. Os ovos foram
obtidos por desova espontanea e incubados em béqueres de 2 L, apdés o
fechamento do blastéporo (~12 h apds a desova a 27 °C), nas temperaturas 17, 20,
23, 26, 29 e 32 °C. Foram avaliadas as taxas de ecloséo e de sobrevivéncia de
larvas (100 ovos L") e a razdo RNA:DNA apoés 24 h da eclosdo e o desenvolvimento
larval (200 ovos L") até a abertura da boca. Foi encontrado que a melhor
temperatura para a eclosao dos ovos é 28 °C, e para a sobrevivéncia apos 24 h é
24,7 °C e houve mortalidade de 100% em 18,4 °C. A razdao RNA:DNA nao
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos. Os tempos para o
desenvolvimento larval variaram com a temperatura. A abertura da boca variou entre
24 e 51 h e a pigmentacao do olho entre 21 e 45 h.

Palavras-chave: RNA:DNA, incubacgao, larvicultura, clupeidae.

3.2 INTRODUGAO

A sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis, Steindachner 1879), pertence
a Familia Clupeidae e esta isolada dos demais grupos do género Sardinella no
Oceano Atlantico (Cergole & Dias-Neto, 2011). No Brasil, esta espécie pode ser

encontrada entre os Estados do Rio de Janeiro e Santa Catarina e geralmente entre
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30 e 100 m de profundidade (Cergole, 1995; Cergole & Dias-Neto, 2011; Jablonski,
2007). As desovas sao parceladas e cada fémea libera diversos lotes de ovdcitos
maduros durante uma unica estacao e ocorrem no oceano em temperaturas entre 22
e 28 °C e salinidade 35 (Gigliotti et al., 2009; Matsuura, 1983, 1998). A ecloséo dos
ovos ocorre 19 horas apos a fecundagao, a 24 °C (Matsuura, 1998).

A temperatura, um dos fatores ambientais mais importantes durante o
desenvolvimento larval de peixes marinhos e deve ser mantida dentro de uma faixa
otima para a espécie, uma vez que altera o tempo dos eventos ontogenéticos como
flexdo da notocorda, taxas metabdlicas e transicdo para a alimentagcdo exdégena
(Green & Brown, 2013). O efeito da temperatura durante a ontogenia € determinado
pelas reagbes enzimaticas, que irdo influenciar diretamente no desenvolvimento do
embrido e da larva (Blaxter, 1969). Segundo Bardn-Aguilar et al. (2015), no caso do
robalo-flecha (Centropomus undecimalis) os parametros de morfologia que mais
possuem relacdo com a temperatura sao: comprimento padrdo, volume do saco
vitelino e volume da gota de 6leo. A razdo RNA:DNA também é proposta como um
método para avaliar o crescimento de peixes jovens e uma ferramenta para avaliar
as condigdes de uma larvicultura (Saleh, Mustafa, & Al-Azad, 2019; Weber, Higgins,
Carlson, & Jans, 2003).

As pesquisas sobre a ontogenia de larvas de peixes brasileiros sao
escassas, porém, de extrema importancia para o conhecimento da vida inicial e
larvicultura das espécies (Godinho, Santos, & Sato, 2003). Neste contexto, o objetivo
deste trabalho, foi determinar uma faixa de temperatura para a incubagao de ovos,
sobrevivéncia e descrever a influéncia desse parametro no desenvolvimento inicial

das larvas de sardinha-verdadeira Sardinella brasiliensis.
3.3 MATERIAL E METODOS
3.3.1 Local
O experimento foi realizado no Laboratério de Piscicultura Marinha
(LAPMAR) da Universidade Federal de Santa Catarina — Brasil, no més de janeiro de

2019. Todos os procedimentos foram previamente aprovados e autorizados pelo
Comité de Etica e Uso de Animais (CEUA) pelo projeto n° 9027020718.
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3.3.2 Origem dos ovos

Os ovos de sardinha foram provenientes de uma desova espontanea em
laboratério, de um lote de reprodutores de segunda geracéo (F1). Os reprodutores
foram mantidos em tanques circulares de 8000 L, com biomassa maxima de 1 kg m?®
1 e fluxo de agua continuo. Fotoperiodo (27° S) e temperatura da agua variaram
com o ambiente (17 — 30 °C), a alimentagédo foi realizada com dieta comercial,
tamanho de 0,8-1,0 mm (45% proteina bruta, 4500 cal/kg, 13% umidade, 9% lipidio
e 3,6% fibra), trés vezes ao dia, até saciedade aparente.

A desova ocorreu no tanque de manutencao dos reprodutores e a coleta dos
ovos flutuantes foi realizada automaticamente por uma coletora de ovos cilindro
cbnica, localizada ao lado do tanque, de 35 L, malha de 500 um e fluxo de agua
continuo. A desova ocorreu em temperatura de 27 °C e salinidade 35.

A retirada dos ovos da incubadora foi realizada apos 12 h da desova, na
fase de fechamento do blastoporo, quando os ovos estdo mais resistentes ao
manejo. Com um béquer de 2 L, os ovos foram coletados da incubadora e
transferidos para o experimento, na mesma temperatura de desova (27 °C) seguida
da aclimatagao por banho termostatico do béquer, no tanque com a temperatura
experimental. A aclimatagao teve duragao de 1 h, tempo em que a agua do béquer
atingiu a temperatura experimental desejada. A contagem dos ovos foi realizada a

olho nu com o auxilio de uma pipeta de 10 mL.

3.3.3 Delineamento experimental

Foram testadas seis temperaturas nominais (17, 20, 23, 26, 29 e 32 °C), em
seis tanques circulares de 100 L com aquecedores elétricos de 300 W e termostato
nas temperaturas experimentais (20, 23, 26, 29 e 32 °C), a temperatura de 17 °C foi
mantida com a climatizacdo da sala experimental por ar-condicionado. Em cada
tanque foram alocados cinco béqueres de vidro de 2 L, com volume util de 1,5 L.
Cada tanque contava com uma aeragao individual, para que a temperatura se
mantivesse constante em todo o volume de agua. Os béqueres foram mantidos nos
tanques, com aeragado individual, fotoperiodo continuo (24 h luz), agua com
salinidade 35 e temperatura controlada conforme o tratamento.
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Dois béqueres foram utilizados para acompanhar o desenvolvimento larval,
com densidade inicial de 200 ovos L. Apos a ecloséo, as larvas foram mantidas
nessas unidades até ser constatada a abertura de boca. Nos demais béqueres, em
triplicata, com densidade inicial de 100 ovos L', foram verificadas as taxas de
eclosdo dos ovos e de sobrevivéncia das larvas, 24 h apds a eclosdo. Foram
contados todas as larvas vivas, larvas mortas e ovos mortos, em cada unidade

experimental.

3.3.4 Coleta dos dados

A cada hora apés o povoamento foram checadas as duas unidades
experimentais para a observacdo do horario de eclosdo das larvas em cada
tratamento. O horario de ecloséo foi considerado quando observadas pelo menos 20
larvas nas unidades experimentais. Cinco larvas de cada unidade foram coletadas
para fotografia, com o auxilio de microscopio estereoscopio com camera acoplada
(EZ4HD, Leica) e posterior medigdo. As amostragens se repetiram a cada 6 horas
até ser constatada a abertura de boca das larvas.

Os resultados para taxa de eclosdo e sobrevivéncia foram calculados em
porcentagem onde, taxa de sobrevivéncia de larvas: % = (Numero de larvas vivas)/
(Numero de larvas eclodidas) * 100 e taxa de eclosao: % =

(Ndmero de larvas vivas + Numero de larvas mortas)/(Numero de ovos incubados) *
100.

As medi¢des das larvas foram realizadas com o auxilio de um aplicativo
especifico (LAZ EZ 2.1.0, Suica). As seguintes medidas foram obtidas: comprimento
total (Figura 6A), volume da gota de d6leo (Figura 6B), altura do corpo da larva no
poro anal (Figura 6C) e volume do saco vitelino (Figura 6D). Também foi observado,
o horario de pigmentagao total do olho e o tempo para abertura da boca da larva, a
partir da eclosao (tempo 0). O numero amostral para estes parametros, variou entre
5 e 20 larvas.

O volume do saco vitelino e da gota de 6leo foi calculado pela formula V =

4/3 x lh? (onde: I=comprimento e h=altura) (Baron-Aguilar et al., 2015).



42

Figura 6. Medidas morfométricas das larvas de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis): (A)
Comprimento total. (B) Altura e comprimento da gota de 6leo. (C) Altura do corpo no poro anal. (D)
Altura e comprimento do saco vitelino.

Fonte: Morgana Angelo

3.3.5 Monitoramento da qualidade da agua

Foram aferidos diariamente a temperatura e o oxigénio dissolvido com um
oximetro portatil (YSI Pro 20, Yellow Springs Instruments, OH, USA), salinidade com
um refratdmetro manual (RTS-101ATC, Instrutherm Instrumentos de Medigao Ltda.,
Sao Paulo, Brasil) e pH com pHmetro portatil (YSI EcoSense pH 10, Yellow Springs
Instruments, OH, USA) (Tabela 4).

A salinidade foi mantida em 35. O oxigénio dissolvido, apesar de apresentar
diferenca estatistica entre os tratamentos, ficou com média de 114% de saturagao (p

< 0,05) e dentro dos valores ideais para o cultivo de peixes (Vinatea, 2003).

Tabela 4. Valores médios (+ desvio padréo) dos parametros de qualidade da agua para ecloséo e
desenvolvimento larval, até a abertura de boca, de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) em
diferentes temperaturas.

Tratamentos (Temperatura nominal °C)

Parametros
17 20 23 26 29 32
Temperatura g\, 041 194+04° 2294049 257+0,1° 28,5 +0,14° 30,3 + 0,42
medida (°C)
?::gel_'?})" 7.6+028° 6,8+141% 555021 59+0,14% 57+0,0° 4,9+0,28°

pH 8,95 8,6 8,71 8,7 8,69 8,54

Letras sobrescritas diferentes, na mesma linha, demonstram diferencga significativa identificadas com
teste Anova e Duncan (p < 0,05)
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3.3.6 Analise da raziao RNA:DNA

A quantificagdo de RNA e DNA foi realizada em larvas, coletadas e
congeladas 24 horas apos a eclosdo, de acordo com Kaplan et al. (2001). As larvas
foram congeladas apdés a contagem. Foi realizado um pool das larvas,
descongeladas previamente e digeridas por 2 h, em uma temperatura de 55 °C em
uma solugédo (w:y 1:10) contendo 0,1 M NaCl, 0,2% SDS e 10 yg mL' de um
Proteinase K. Apds isto, as amostras foram centrifugadas a 9.000 g durante 10 min.
Um volume de 10 pyL do sobrenadante diluido (1:100) foi usado para medir o DNA
com um kit (Quant-iT™ PicoGreen™ ds DNA, Invitrogen, USA). Para quantificar o
RNA (Quant-iT™ RiboGreen™ ds RNA, Invitrogen, USA), uma aliquota do
sobrenadante que foi previamente digerido em uma solugdo contendo DNAase
recombinante, livre de RNAase (4 unidades por DNA pg, Sigma-Aldrich, ref
(4716728001), foi utilizado. A leitura foi realizada por método fluorimétrico e lido em

espectrofotdmetro (Spectramax Plus-384, Molecular devices, Sunnyvale, CA).

3.3.7 Analise estatistica

Os dados de taxa de sobrevivéncia e taxa de eclosdo, foram demonstrados
em porcentagem, entretanto transformados para arcoseno(x)®® antes da andlise
estatistica. Foi utilizado o teste Levene para verificar a homocedasticidade e o teste
Shapiro Wilk para verificar a normalidade dos dados obtidos. Os resultados de
qualidade de agua foram submetidos ao teste ANOVA e Duncan, e os demais
resultados foram submetidos a andlise de regressao polinomial quadratica y = ax2 +
bx + c e a identificagdo do ponto maximo da curva pela equagédo w = —b(2 * a) — 1.

Todos os testes foram realizados considerando um nivel de significancia p < 0,05.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Taxa de eclosao e sobrevivéncia de larvas

Segundo o ponto de maximo da curva de regressao, a taxa de eclosao mais
alta corresponde a temperatura de 28 °C. A taxa de eclosdo mais baixa foi de 51 +
10,5% (p < 0,05) no tratamento com a temperatura mais baixa, de 18,4 °C (Figura 6).
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Para a sobrevivéncia de larvas apos 24h da eclosdo, segundo a regressao,
foi encontrado que a temperatura melhor temperatura foi 24,7 °C. Os tratamentos
com temperatura 18,4 e 30,3 °C apresentaram baixas taxas de sobrevivéncia de 0 *
0e4,3+7,5% (p <0,05), respectivamente (Figura 6).

Figura 7. Taxa de eclosdo e sobrevivéncia de larvas de sardinha-
verdadeira (Sardinella brasiliensis) apds 24 h da eclosao, em diferentes
temperaturas (Eclosao, n=3, p < 0,05; Sobrevivéncia, n=3, p < 0,05).
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3.4.2 Tempo para o desenvolvimento larval

No tratamento 18,4 °C houve mortalidade total das larvas apds 24h do inicio
da eclosado, nao atingindo a fase de pigmentacdo do olho e abertura de boca. O
tempo de incubagdo deste tratamento foi de 48 h, apds a transferéncia para o
experimento.

A temperatura influenciou diretamente o tempo de desenvolvimento de cada
parametro observado, para os tratamentos 22,9, 25,7 e 28,5 °C, o tempo para a
pigmentacao total do olho foi de 24 h e para a abertura de boca foi de 30h, sendo o
tempo de incubacdo o diferencial entre estes tratamentos (Tabela 5). As larvas da
temperatura 19,4 °C tiveram o desenvolvimento mais lento entre os tratamentos,
levando 51 h para a abertura de boca e 45 h para a pigmentagao do olho (Figura 7).
O tempo de incubagdo, neste tratamento, foi o mais alto, levando 25 h para a

eclosdo das larvas, apos a transferéncia para o experimento. Na temperatura 30,3
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°C a abertura de boca ocorreu 24 h apds a transferéncia e o tempo de incubagao de
8 h.

Tabela 5. Tempo para o desenvolvimento larval, a partir da eclosao, de
sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis).

Tratamentos Pigmentacdo  Abertura de
Incubagao® (h)
(°C) do olho (h) boca (h)
19,4 25 45 51
22,9 19 24 30
25,7 12 24 30
28,5 10 24 30
30,3 8 21 24

(t) Tempo de incubagéao sob a influéncia das temperaturas. Para obter o tempo
total de incubacgao, adicionar 12h.

Figura 8. Larva de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) com o olho pigmentado e a boca
funcional.

! 1 mm :
[ |

Fonte: Morgana Angelo — Acervo LAPMAR

3.4.3 Analise morfométrica

No momento da eclosdo, as larvas do tratamento 18,4 °C tiveram
comprimento total de 3,3 + 0,3 mm, volume do saco vitelino de 1221 + 316 pm?,
volume da gota de 6leo de 10,1 + 3,4 um? e nao foi possivel obter a medida da altura
no poro anal da larva. Ocorreu mortalidade total apds 24 h de experimento, antes da
abertura de boca das larvas, e desta maneira estre tratamento foi desconsiderado

para as analises estatisticas subsequentes.
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Para as medidas de comprimento total, altura do corpo no poro anal e
volume da gota de 6leo, ndo foram encontrados diferengas entre os tratamentos (p >
0,05), no momento da ecloséo e de abertura de boca.

O volume do saco vitelino foi afetado pela temperatura, sendo as
temperaturas mais altas, responsaveis pela eclosdo de larvas com um maior volume
de reserva energética. No tratamento 30,3 e 19,4 °C, o volume do saco vitelino no
momento da eclosao era 3287 £ 513 e 2634 £ 296 um?, respectivamente. Ja para o
momento de abertura de boca, as larvas que foram mantidas em temperaturas mais
baixas, possuiam um volume maior de reserva. Na hora da abertura da boca, a larva
do tratamento 30,3 °C tinha 15 + 4 um? de vitelo disponivel, volume inferior aos
tratamentos 19,4 e 22,9 °C que tinham 146 £+ 115 e 203 + 92 pym? de reserva

disponivel, respectivamente.

O consumo total da gota de 6leo nao foi observado ao fim do experimento,
quando foi constatada a abertura de boca, porém a dindmica do consumo foi
diferente entre os tratamentos, principalmente em temperatura mais baixa (Figura 9).
Nao foi observada diferenca estatistica entre os tratamentos para a razdo RNA:DNA
(Tabela 6).
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Tabela 6. Valores das medidas morfométricas avaliadas (média + desvio padrao), apds a eclosdo e
apos a abertura de boca, de larvas de sardinha-verdadeira (Sardinella brasiliensis) mantidas em

diferentes temperaturas.

Comprimento total

Tratamentos (°C) Inicial (mm) Final (mm)
19,4 2,7+0,1 3,5+0,2
22,9 28+0,2 36+04
25,7 2,7+0,5 3,5+0,5
28,5 28+0,1 3,8+0,3
30,3 25+0,2 3,5+£0,2
Equacéo de y =-0,0056x? + 0,267x - 0,3323, y=-0,0067x? + 0,3168x -
p>0,05 p>0,05
Altura do corpo
Tratamentos (°C) Inicial (mm) Final (mm)
19,4 0,13+0,02 0,12+0,0
22,9 0,15+ 0,01 0,12 £ 0,01
25,7 0,14 £ 0,01 0,13 £ 0,01
28,5 0,14 £ 0,02 0,13 £ 0,01
30,3 0,15+ 0,01 0,12 £ 0,01
Equacéo de y = 0,0003x? - 0,014x + 0,3115, y =-0,0005x? + 0,0199x -
p>0,05 p>0,05
Saco vitelino
Tratamentos (°C) Inicial (um?) Final (um?3)
19,4 2634 + 296 146 £ 115
22,9 1179 £ 603 203 £ 92
25,7 1680 * 551 98 + 93
28,5 2150 £ 673 67 + 80
30,3 3287 + 513 15+ 4
Equacao de y = 53,867x? - 2609,6x + 32907, y=-10,297x?+ 101,75x -
p<0,05 p<0,05
Gota de dleo
Tratamentos (°C) Inicial (um?) Final (um?3)
19,4 9,8+1,6 1,2+0,8
22,9 96+1,6 1,3+0,9
25,7 10,6 £2,1 1,1+0,7
28,5 8,4+28 09+0,6
30,3 10,4 +1,5 1,9+11
Equacao de y = 0,0028x? - 0,1404x + y =0,0131x% - 0,6307x +
p>0,05 p>0,05
Razdo RNA:DNA
Tratamentos (°C) Final (um?3)
19,4 11,5 + 6,6
22,9 6,9+2,7
25,7 52+1,4
28,5 54+0,4
30,3 4,3+0,1
Equacao de y=0,0702x°— 4,1805x + 66,647
R2=0,95

p>0,05
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Figura 9. Cinética da absorgao da gota de 6leo de sardinha (Sardinella brasiliensis) em diferentes
temperaturas.
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3.5 DISCUSSAO

A temperatura ideal para a taxa de eclosdo foi 28 °C, e para a taxa de
sobrevivéncia foi de 24,7 °C, o que coincide com a temperatura de desova e eclosao
dos ovos de S. brasiliensis selvagens (Gigliotti et al., 2009; Jablonski, 2007;
Jablonski & Legey, 2004; Matsuura, 1983, 1998) e com a temperatura que as larvas
sdo encontradas no ambiente natural (Garcia, Reynalte-Tataje, Zaniboni-Filho, 2015;
Gigliotti et al., 2009). A espécie Sardinella aurita, possui um padrdo de desova
similar na natureza, ocorrendo em temperaturas médias de 26,5 °C (Zarrad,
Alemany, Jarboui, Missaoui, & Garcia, 2018) e com ovos encontrados em
temperatura 25,5 °C (Zarrad, Missaoui, Romdhane, Jarboui, & M’'Rabet, 2007).

Para S. brasiliensis, as temperaturas extremas influenciaram negativamente
no tempo de eclosdo e na taxa de sobrevivéncia. Os embrides sdo incapazes de
regular a fluidez de suas membranas celulares e de se aclimatarem a diferentes
temperaturas, sendo mais suscetiveis as mudancas térmicas (Rombough, 1997).
Resultados semelhantes foram verificados para a sardinha Alosa sapidissima, onde
o aumento do tempo de eclosao foi verificado, levando até 71 horas para a eclosao

em temperatura de 21 °C (Gao et al., 2018). O aumento do tempo de incubacéao
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aumenta a chance de contaminagdo dos ovos por fungos e bactérias afetando
diretamente a sobrevivéncia das larvas (Imsland et al., 2019).

O tempo de pigmentacédo total do olho foi observado préximo ao tempo de
abertura da boca da larva. Essa caractreristica ja havia sido relatada para a espécie
quando mantida em temperatura de 25 °C, apdés 24 h da ecloséo (Yoneda &
Matsuura, 1987). Esta sequéncia de desenvolvimento é estratégica, ajudando a
larva a visualizar as suas presas quando ocorre a abertura da boca, momento em
que inicia a alimentagao exégena (El-Gharabawy & Assem, 2006). No momento da
eclosdo e na abertura de boca da larva, o comprimento padréo, foi igual para todos
os tratamentos. Sendo a média inicial de 2,8 mm, similar ao ja descrito para
Sardinella aurita (Ditty, Houde, Shaw, 1994) e a média final de 3,6 mm, que condiz
com o descrito por Yoneda & Matsuura (1987) para S. brasiliensis.

Existe uma relagao direta da temperatura na taxa de absorgao das reservas
energéticas. Tanto o saco vitelino, como a gota de 6leo, ndo se esgotaram no
momento da abertura de boca da larva, momento em que a larva comeca a
alimentacdo exogena. Essa reserva enddgena mais duradoura, ajuda no
crescimento, pois a larva nao passa por um periodo de inanigdo nos primeiros dias
apoés a abertura da boca, quando possuem baixa mobilidade, o que dificulta a
captura de alimento nesta fase e assim, tendo uma correlagdo positiva com a
sobrevivéncia (Bagarinao, 1986; Nash, Kuo, & McConnel, 1974; Wiliams et al.,
2004).

As altas temperaturas sao prejudiciais para as larvas, mesmo com 0 maior
volume de vitelo, pois eclodem mais rapido, sdo mais vulneraveis ao ambiente e aos
desafios digestivos, levando a altas mortalidades (Sund & Falk-Petersen, 2005).
Diferente do observado por Fukuhara (1990) com larvas de Pagrus mahor,
Acanthopagrus schlegeli, Engraulis japonica e Paralichtys olivaceus, para Sardinella
brasiliensis, a temperatura mais alta, eclodiu larvas com o maior volume de saco
vitelino. Nessas condi¢gdes, o consumo de vitelo foi mais acelerado, porém no
momento de abertura de boca, houve uma tendéncia a conterem menos reserva que
temperaturas mais baixas (Houde, 1974). As altas taxas de consumo do saco vitelino
estdo relacionadas com a velocidade do desenvolvimento larval, pois este € o
periodo com maiores mudangas na aparéncia, 6rgaos e estruturas larvais (Williams,
Papanikos, Phelps, & Shardo, 2004).
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A razao RNA:DNA é baseada no conceito em que a quantidade de DNA por
célula, ndo é variavel, enquanto a quantidade de RNA varia dependendo da
fisiologia e do crescimento do peixe (Buckley et al., 1999). Esta taxa pode variar com
a temperatura (Buckley et al., 2008) e uma diferenca de 2 °C é necessaria para
ocorrer a modificacdo deste parametro (Buckley et al., 1999). A temperatura afeta
diretamente a razdo RNA:DNA e os processos metabdlicos, que aumentam em altas
temperaturas (Foley, 2016), sendo os baixos valores de RNA, parte de um sistema
compensatério da larva (Goolish, Barron, & Adelman, 1984). Nas larvas de sardinha-
verdadeira esta razdo nao apresentou diferenga significativa entre os tratamentos,
podendo estar relacionado com o tempo de desenvolvimento da larva. Em
laboratério a sardinha-verdadeira demonstra que a taxa RNA:DNA diminui
rapidamente quando as larvas sdo submetidas a altas temperaturas e atingem um
minimo necessario, somente para a sobrevivéncia (del Bianco Rossi-Wongtschow et
al, 2003).

3.6 CONCLUSAO

A temperatura de incubacao afetou a eclosdo, sobrevivéncia, tempo para o
desenvolvimento morfolégico e tempo para consumo do saco vitelino das larvas de
sardinha-verdadeira (S. brasiliensis). Foi encontrado que o intervalo entre 24,7 e 28
°C resulta nas melhores taxas de eclosao sobrevivéncia de larvas e que os extremos
18,4 e 30,3 °C resultam em 100 e 96% de mortalidade, respectivamente. Os tempos
para o desenvolvimento larval foram alterados conforme a temperatura, sendo mais
rapido em temperaturas mais altas. O comprimento inicial e final das larvas nao
sofreram alteragdes. Como para a razdo RNA:DNA nao houve diferenca estatistica
entre os tratamentos, deve ser mais estudada para definir se, nesta etapa de
desenvolvimento, pode ser utilizada como um método para avaliar o crescimento de

larvas.
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4 CONCLUSAO GERAL

A temperatura de incubacdo afetou a eclosdo, sobrevivéncia, medidas
morfométricas e tempo para o desenvolvimento morfolégico, mas nao alterou a
razdo RNA:DNA das larvas de tainha (Mugil liza) e sardinha-verdadeira (Sardinella
brasiliensis). Para a tainha, foi encontrado que as melhores taxas de eclosédo e de
sobrevivéncia foram no intervalo entre 23,2 e 23,9 °C e que 16,5 °C resulta nas
menores taxas de sobrevivéncia e eclosdo. Ja para a sardinha-verdadeira, o
intervalo entre 24,7 e 28 °C resulta nas melhores taxas de eclosdo e de
sobrevivéncia de larvas e os extremos 18,4 e 30,3 °C resultam em 100 e 96% de
mortalidade, respectivamente. O tempo para o desenvolvimento larval também foi
alterado conforme a temperatura, sendo as temperaturas mais altas responsaveis
pelo desenvolvimento mais acelerado. Na tainha a pigmentagao do olho variou entre
36 e 64 h, a abertura de boca entre 48 e 72 h e a absorcao total do saco vitelino
entre 42 e 48 h. Para a sardinha-verdadeira a abertura de boca variou entre 24 e 51

h e a pigmentacgao do olho entre 21 e 45 h.
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