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Resumo

O ciclo de vida de muitos organismos inclui um estagio larval de
desenvolvimento que € morfologicamente distinto do adulto. Durante o periodo
embriondrio e larval os processos dominantes mais importantes sao:
crescimento, diferenciagdo de tecidos e/ou alteracdes fisioldgicas,
acompanhadas de mudancas nas exigéncias nutricionais, e mobilizacdo de
recursos energéticos e estruturais, que desencadeiam as alteracdes que
normalmente sao observadas durante a ontogenia. Os substratos energéticos
como os lipideos e proteinas sdo fundamentais durante o processo reprodutivo
dos peixes tanto energeticamente quanto estruturalmente, sendo
imprescindiveis para o desenvolvimento do ovo e consequentemente do
sucesso das larvas. O cachara é uma das espécies de teledsteo de agua doce
mais importante do Brasil, em razdo da qualidade da sua carne, porte
avantajado, além da importancia histérica da pesca nas regides onde ocorre, e
os hibridos de cachara com pintado vém sendo cada vez mais cultivados nas
pisciculturas brasileiras. Estudos ontogenéticos com énfase na fisiologia e na
morfologia das larvas de peixes sdo muito incipientes e se tornam ainda mais
escassos has espécies tropicais. Desta forma, o presente trabalho visou
investigar as alteracbes morfofisiologicas ao longo da ontogenia de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). As coletas foram realizadas no
periodo de Janeiro/2008 a Fevereiro/2008 no municipio de Bandeirantes-MS e
foram divididas em quatro fases principais. A abertura da boca foi observada
com 3 DAF (dias apos a fertilizac&do), o saco vitelinico foi verificado do 1° ao 5°
DAF, o esOfago e o intestino foram observados aos 3 DAF e por fim o
estbmago aos 4 DAF. Morfologicamente, cacharas e hibridos apresentaram
desenvolvimento muito similar entre si e aos demais teledsteos. A
concentracdo de proteinas totais das larvas mostrou alta homogeneidade ao
longo da ontogenia, sendo a musculatura o principal érgdo de deposi¢cédo deste
substrato, seguida pelo figado. A concentracdo de lipideos totais das larvas
também foi muito similar entre cacharas e hibridos sugerindo alta
homogeneidade, sendo o encéfalo o 6rgdo de maior deposicéo deste substrato,

seguido pela musculatura e figado. Apesar desta homogeneidade na



concentragcdo de lipideos e proteinas, observa-se um consumo mais elevado
de proteina nas larvas de cachara até 16 HAF (horas apés a fertilizacdo) e de
lipideos entre a fase de odcito e 40 HAF, quando comparadas as larvas dos
hibridos. A analise do perfil de acidos graxos sugere que as larvas de cachara
utilizaram preferencialmente os acidos graxos monoinsaturados (MUFAS) para
a eclosao, enquanto as larvas hibridas utilizaram &cidos graxos saturados
(SFA). A atividade proteolitica acida somente foi verificada a partir do 10° DAF
e por outro lado, a atividade da protease inespecifica basica e das proteases
especificas (tripsina e quimiotripsina) foram verificadas ainda na fase de odcito,
permanecendo ativa durante a ontogénese. Essa relagdo indicou uma
compensacao a baixa atividade das proteases &cidas, indicando possivelmente
gue os animais sao capazes de digerir proteinas ja apds a abertura da boca. As
larvas de hibridos apresentam maiores atividades de proteases inespecificas
(basicas) do que as larvas de cachara no periodo de 15 a 25 DAF, sugerindo
uma maior atividade proteolitica. As larvas de ambos 0s grupos apresentaram
alto grau de similaridade, quando morfolégica e fisiologicamente comparadas,
sugerindo que as larvas hibridas expressaram herdabilidade da matriz. No
entanto, algumas altera¢cbes pontuais evidenciam que os padrdes de utilizac&o
dos substratos energéticos assim como as alteragcbes da atividade das
proteases, podem auxiliar a elucidacéo das diferencas empiricas relatadas por
piscicultores, nas quais os hibridos apresentam melhor desempenho que o0s

cacharas.
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Abstract

The life cycle of many organisms includes a larval stage of development that is
morphologically distinct from adults. During the embryonic and larval period the
main processes are: growth, tissue differentiation and/or physiological alteration
followed by changes in nutritional requirements, and mobilization of energetic
and structural resources, which trigger these alterations that are commonly
observed during the ontogeny. The energetic substrates such as lipids and
proteins are essential during the reproductive process of fish both energetically
and structurally, and thus become essential for the egg development and
consequently, the success of the larvae. Cachara is one of the most important
teleost freshwater species in Brazil, because of the quality of their meat, great
heigth, besides the historical importance of fisheries in the region where it
occurs, and the hybrid of cachara and pintado has being increasingly reared in
fish farms in Brazil. Ontogenetic studies with emphasis on physiology and
morphology of fish larvae are very incipient and become even scarcer in tropical
fish species. Thus, this study aimed to investigate the morphophysiological
changes during the ontogeny of the cachara larvae (Pseudoplatystoma
reticulatum) and the hybrid (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum). Samplings were conducted from January/2008 to February/2008 in
the city of Bandeirantes-MS and they were divided into four main phases. The
mouth opening was observed at 3 DAF (days after fertilization), the yolk sac
was observed from 1 to 5 of DAF, the esophagus and the intestine were
observed at 3 DAF and finally the stomach at 4 DAF. Morphologically, cacharas
and hybrids showed similar development comparing each other and with other
teleosts. The total protein concentration of larvae showed high homogeneity
during ontogeny, and the musculature was the main body deposition substrate,
followed by the liver. The concentration of total lipids of the larvae were very
similar suggesting high homogeneity, being the brain the largest organ of lipids
deposition, followed by the muscle and the liver. Despite this homogeneity in
lipids and proteins concentration, there was a more elevated consume of
proteins in cachara larvae until 16 HAF (hours after hatching) and of lipids

between the oocyte phase and 40 HAF, when compared with hybrid larvae. The
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analysis of fatty acid profiles suggests that the larvae of cachara used
preferentially monounsaturated fatty acids (MUFAS) to hatch, whereas hybrid
larvae used saturated fatty acids (SFA). The acid protease activity was detected
only from the 10th DAF. Moreover, the nonspecific basic protease activity and
the specific proteases (trypsin and chymotrypsin) activity were observed at the
stage of oocyte and remain active during ontogenesis. This relationship
indicated a compensation for the low activity of acidic proteases, possibly
indicating that animals are able to digest proteins just after opening the mouth.
The larvae of hybrids have higher activities of nonspecific proteases (basic)
than cachara larvae during 15-25 DAF, suggesting an increased proteolytic
activity. The larvae of both groups showed a high degree of similarity when
morphologically and physiologically compared, suggesting that the hybrid larvae
expressed heritability of the broodstock. However, some specific changes show
that the patterns of utilization of energetic substrates and the alteration in
protease activity may help to elucidate the empirical differences reported by fish

farmers, in which the hybrids perform better than cacharas.



1. Introducéo

O ciclo de vida de muitos organismos inclui um estagio larval de
desenvolvimento que é morfologicamente distinto do adulto, ou ainda, as larvas
podem habitar um ambiente diferente daquele em que vive o adulto. Tais
espécies apresentam desenvolvimento indireto; as larvas sofrem metamorfose,
se transformam em, ou s&o substituidas, pelos adultos (Hall & Wake, 1999).
Em muitas espécies o desenvolvimento larval e a biologia da larva sdo pontos
ainda nao explorados e, em alguns casos sequer foram descritos (Leis, 1989,
1991).

Desde a fase de embrido (ovo fertilizado) até a fase adulta, os peixes
teledsteos passam por uma sequéncia de fases durante o desenvolvimento, e
para alguns autores, passam por um periodo, no qual, a larva se diferencia
(metamorfose) até chegar ao plano adulto. A metamorfose em peixes requer
uma série de complexas transformagées comportamentais, morfoldgicas,
fisioloégicas e bioquimicas, além de apresentar um elevado custo energético
para o seu desenvolvimento, completando assim, seu desenvolvimento para
seu fenaotipo definitivo (Balon, 1986).

A duracao destes processos de metamorfose € espécie-especifica e
podem durar desde poucos dias até varios meses, dependendo dos fatores
ambientais, como: temperatura, pH, luminosidade, oxigénio dissolvido e
disponibilidade de alimento (Youson, 1988).

Durante o periodo embrionario e larval os processos dominantes mais
importantes sao: crescimento, diferenciacdo de tecidos e/ou alteracdes
fisiolégicas (Fuiman, 1997), acompanhadas de mudangas nas exigéncias
nutricionais (Bromage, 1995), e mobilizagdo de recursos energéticos e
estruturais, que desencadeiam as alteragcdes que normalmente sao observadas
durante a ontogenia. Para se entender melhor esse processo que ocorre desde
a fertilizacdo até o completo desenvolvimento do ovo, do embrido, e da larva,
muitos trabalhos tém focado os estudos nos recursos bioquimicos e o0s
processos envolvidos, bem como a composi¢cado das larvas, durante essa fase
tdo complexa da vida dos animais (Chu & Ozkizilcik, 1995).

Durante o estagio larval a taxa de crescimento € muito alta e, o

crescimento esta principalmente relacionado a deposicdo de proteinas no



musculo (Conceigao et al., 1998). Um alto fluxo de aminoacidos € exigido do
alimento para crescimento da biomassa (Ronnestad et al., 2003), uma vez que
os peixes metabolizam preferencialmente proteinas e aminoacidos como fonte
primaria de energia (Zhu, et al., 1998), diferente dos mamiferos que utilizam
carboidratos como principal substrato energético.

Kamler (2008) descreve o processo de formagdo do ovo, inicialmente,
com a incorporagao da vitelogenina que € uma molécula fosfoglicolipoproteica,
sendo esta, sintetizada nos hepatdcitos, transportada via corrente sanguinea
até sua incorporacdo pelos odcitos. Jalabert (2005), também afirma que
durante o processo reprodutivo e a maturagdo sexual dos vertebrados, a
vitelogenina € incorporada nos odcitos, e sera a proteina responsavel pelo
substrato mais abundante no vitelo e consequentemente nos ovos e nas larvas
(Hemming & Buddington, 1988). Cerca de 79% do vitelo € composto por
proteinas e 19% é composto por lipideos (Jalabert, 2005). Todo aporte protéico
sera utilizado de duas principais formas: fornecendo energia metabdlica, e
fornecendo substrato estrutural durante essa fase de intensas transformacodes
morfofisiolégicas (Hemming & Buddington, 1988).

Assim como as proteinas, os lipideos tém um papel central na taxa de
crescimento e no desenvolvimento dos ovos e das larvas de peixes, sendo este
a principal fonte de energia metabdlica ao longo dos estagios de
desenvolvimento (Rainuzzo et al.,, 1997). Os lipideos armazenados nos ovos
fornecem uma grande quantidade de energia (acidos graxos saturados e
monoinsaturados) e 4&cidos graxos polinsaturados para a sintese de
membranas e outros componentes, até que a alimentagcdo exdégena se
estabelecga (Ozkizilcik et al., 1996).

Os lipideos, além de atuarem como fonte de energia, como os acidos
graxos dos triacilglicerois, que sdo catabolizados para prover energia
metabdlica para o desenvolvimento do ovo e da larva (Bromage, 1995), ainda
atuam como fonte de acidos graxos essenciais, ou, como transportadores de
certos nutrientes ndo lipidicos e de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e
K)(Sargent, 1995).

Os &cidos graxos altamente insaturados (HUFA — Highly unsaturated
fatty acids) como o acido docosahexandico (DHA C22:6n3), acido
eicosapentandico (EPA C20:5n3) e acido araquidénico (ARA C20:4n6)



constituem a maioria dos componentes estruturais durante a organogénese,
como as membranas das células (musculares, cerebrais e retina) e séo
precursores da atividade fisiolégica de moléculas como os eicosandides (Abi-
Ayad et al., 2004). Os principais acidos graxos (AG) componentes da bicamada
lipidica das membranas celulares séo o C16:0, C18:1n9, C20:5n3 e 0 C22:6n3,
conferindo a membrana sua fluidez (Sargent et al., 2002).

Além de atuarem nas bicamadas lipidicas, alguns ainda possuem outras
atividades mais especificas como o C20:4n6 que atua como precursor dos
eicosandides, que sao moléculas com agao paracrina, atuando na sintese das
prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, que irdo por sua vez atuar em
diversas fungdes como, coagulagdo sanguinea, respostas imunes, fungdes
neurais, respostas inflamatérias, fungdes renais, etc. (Sargent et al., 2002).
Outro AG muito importante é o C22:6n3 (DHA) que possui fungdes
extremamente importantes na formacgédo dos tecidos neurais e retina, sendo
este, um dos AG mais abundantes nos ovos e larvas de peixes (Sargent et al.,
2002).

As larvas de peixes de agua doce possuem a habilidade de converter os
acidos graxos de cadeias mais curtas como os de cadeia de 18 carbonos (C18)
como o linoléico (C18:2n6) em AG de cadeia longa como os AG C22 e C24,
através da elongagdo e desaturacdo das cadeias carbdnicas, caracteristica
essa nao observada com tanta frequéncia para os peixes de agua salgada
(Sargent et al., 2002). Os peixes dulciaquicolas contém em seu tecido hepatico
as enzimas desaturases A4, A5 e AG, e o funcionamento dessas 3 enzimas, em
conjunto com as enzimas de elongacao permite a formacéao de DHA a partir de
C18:3n-3 fornecido na dieta. Da mesma forma, a atuacdo desse sistema de
enzimas resulta na formacédo de ARA, a partir do precursor C18:3n6, fornecido
na dieta (Henderson & Tocher, 1987). Assim como o ARA, o DHA e o EPA,
também estao presentes em maior quantidade nos fosfolipideos, evidenciando
a principal fungcdo estrutural desses acidos graxos nos ovos em

desenvolvimento.
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Esquema 1. Vias da sintese de HUFA a partir de acidos graxos essenciais com C4g da familia
n3 (figura superior) e n6 (figura inferior). As setas na vertical indicam dessaturases e na

horizontal elongases e “shortening”. (Fonte: Zheng et al., 2004).

O perfil dos PUFAs do ovo pode ser afetado pela composicdo da
vitelogenina que esta intimamente associada a dieta materna e a vitelogénese,
que serao determinantes durante a fase de alimentagdo enddgena das larvas,
além de também dependerem de fatores metabdlicos, os quais diferem entre
as espécies (Speake et al., 2002). Segundo Hemming & Buddington (1988), as
alteracbes metabdlicas, como a composi¢gdo quimica do embrido, ovo e da
larva, podem indicar as futuras necessidades nutricionais que essas larvas vao
requerer durante sua vida e ao longo do seu desenvolvimento.

Os lipideos e as proteinas sdo extremamente importantes para
fornecimento de energia metabdlica e estrutural e, conforme dito anteriormente,
os lipideos constituem a principal fonte de energia metabdlica devido a sua

grande capacidade de armazenar energia. Os lipideos s&o provenientes de trés



principais fontes: dieta, quando passam pelos processos digestivos e
bioquimicos para futura absor¢dao e metabolismo celular através da B-oxidagao
mitocondrial; fontes enddgenas, quando sdo processados no figado e
transportados pelo sangue, e os lipideos provenientes dos diferentes locais de
armazenamento (Sheridan, 1994 & Sargent, et al., 2002).

Para se entender melhor os processos nutricionais das larvas, além de
se conhecer 0s processos bioquimicos supracitados, € preciso um
conhecimento especifico sobre suas enzimas digestivas e como elas atuam ao
longo do processo ontogenético. De uma forma geral os padrdes das enzimas
digestivas refletem o habito alimentar dos animais (herbivoro, onivoro,
detritivoro e carnivoro) e reflete sua capacidade digestiva (Smith, 1980), sendo
assim a partir do perfil das enzimas digestivas é possivel fazer um prognaéstico
sobre a habilidade das espécies em usar os diferentes nutrientes.

O uso dos nutrientes na dieta reflete na concentracdo de substratos de
muitos compartimentos corporais, o que pode alterar o perfil metabdlico da
larva, e com isso, pode-se usar informagdes sobre o metabolismo dos animais
como ferramenta viavel para analisar a relagao entre os processos bioquimicos
digestivos e os seus efeitos nos organismos (Lundstedt, 2003).

Ao final da reabsorcdo do saco vitelinico as larvas de peixes devem
estar aptas a procurar e assimilar os alimentos, (Chakrabarti et al., 2006),
embora, nas primeiras alimentagdes o trato digestoério da maioria das espécies
de peixes ainda ndo seja completamente funcional, mas ja contém enzimas
relacionadas ao metabolismo (digestdo, absor¢do e assimilagdo) de moléculas
como proteinas, lipideos, embora a atividade enzimatica seja relativamente
baixa em comparagao com os adultos (Kolkovski, 2001).

Alguns autores afirmam que esta baixa atividade enzimatica pode ser
suprida através de alimentos vivos consumidos pelas larvas (Dabrowski, 1984;
Kolkovski, 2001), como tem sido sugerido em diversos trabalhos, nos quais os
animais ingeridos pelas larvas, contidos no zooplancton (copépodes,
cladoceros, rotiferos), auxiliam sua propria digestdo “doando” suas enzimas
digestivas sofrendo entdo autdlise, e em alguns casos, zimogénese, na qual o
animal ingerido induz o aumento da produgao de tripsina, processo esse que
ocorre em algumas espécies de peixes (Kolkovski, 2001). Alguns outros

autores contradizem esta afirmagdo como Kurokawa et al., (1998), Cahu &



Zambonino-Infante (1995) que afirmam que as enzimas provenientes do
alimento vivo, ndo séo representativas no processo digestério das larvas de
peixes, deixando esse curioso processo ainda incompreendido.

Estudos relacionados as enzimas digestivas enfatizando os
mecanismos, e o melhor uso dos nutrientes sao essencialmente importantes
para aperfeigoar os processos alimentares das larvas de peixes (Suarez et al,
1995). Com isso, sdo necessarios estudos relacionados as atividades
enzimaticas do sistema digestoério de larvas e juvenis (Kolkovski, 2001), uma
vez que o sistema digestorio das larvas € morfologicamente e fisiologicamente
diferente dos adultos (Ozkizilcik et al., 1996), que sdo o foco da maioria dos
trabalhos.

Além dos estudos metabdlicos supracitados, estudos relacionados a
morfologia digestoria das larvas de peixes ainda sdo muito incipientes, e se
tornam mais escassos ainda quando tratamos das espécies tropicais. Durante
essa fase ocorrem intensas alteragcbes morfolégicas, como mudangas nos
tecidos, 6rgaos e sistemas (Sanchez-Amaya et al., 2007). As informacdes
acerca do surgimento das principais estruturas através de estudos histoldgicos
fornecem importantes informagdes para se entender os processos digestorios
das larvas de peixes (Yang et al., 2010).

Adicionalmente, o conhecimento do surgimento dos principais 6érgaos
digestorios, bem como, o0 conhecimento de suas caracteristicas
morfofuncionais sdo imprescindiveis para elaboragcédo de protocolos alimentares
especificos para esta fase da vida dos animais. Ademais, diversos estudos tém
sido elaborados para obtencdo de um crescimento 6timo das larvas de peixes
em cativeiro (Segner et al.,, 1993; Yufera et al., 2000; Zambonino-Infante &
Cahu, 2001).

Sabendo-se que o conhecimento de tais exigéncias nutricionais é
escasso nas larvas de espécies de peixes tropicais, o presente projeto analisou
parte da mobilizagdo de tais recursos energéticos e estruturais, que estao
diretamente associados as necessidades nutricionais ao longo do processo
ontogenético das larvas de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum, Linnaeus
1766), e do hibrido com Pseudoplatystoma corruscans, com a finalidade de se

entender tais necessidades, conhecendo melhor as exigéncias nutricionais dos



cacharas e dos hibridos, visto que nesta fase a taxa de sobrevivéncia desses

animais é extremamente baixa (Baldisserotto & Gomes, 2005).

1.1. Espécie modelo — Cachara (Pseudoplatystoma reticulatum Linnaeus
1766 Pimelodidae, Siluriformes) e hibrido (Pseudoplatystoma corruscans
X Pseudoplatystoma reticulatum)

As espécies utilizadas para o presente trabalho e para a obtengdo do
hibrido, eleitas para o presente projeto, pertencem a Familia Pimelodidae, que,
compreende mais de 300 espécies, distribuidas por cerca de 50 a 60 géneros,
apresentando ampla distribuigcdo geografica pelo continente americano (Reis et
al., 2004). A familia Pimelodidae pertence a Ordem Siluriformes que sao os
chamados peixes de couro, que tém por principal caracteristica, auséncia de
escamas pelo corpo, com pele espessa ou coberto, parcial ou totalmente, com
placas 6sseas (Burgess, 1989).

O género Pseudoplatystoma possui 3 espécies: P. corruscans (Spix &
Agassiz, 1829) espécie nativa das Bacias dos rios Sdo Francisco e Parana,
onde e conhecida popularmente por pintado ou surubim, P. reticulatum
(Linnaeus 1766) espécie distribuida pelas Bacias dos rios Amazonas e Parana,
popularmente conhecida por cachara e o P. tigrinum (Valenciennes 1840), com
distribuicdo pelas Bacias dos rios Amazonas, popularmente conhecida por
pirambucu ou surubim (Baldisserotto & Gomes, 2005). A distribuicdo do género
Pseudoplatystoma €& extremamente ampla e inclui as maiores bacias
neotropicais da América do Sul, como, Parana, Amazénica, Orinoco, Sao
Francisco, Magdalena, Rupununi, Essequibo e Suriname. Os principais habitats
incluem os rios mais largos, lagos, canais, florestas e planicies alagadas, etc
(Reid, 1983; Burgess, 1989).

Ha muito tempo considera-se apenas a existéncia de 3 espécies no
género Pseudoplatystoma, porém Buitrago-Suarez & Burr (2007), aplicaram
uma nova classificagdo para o género. Os autores afirmam que a diversidade
do género é subestimada e que a classificagdo e sistematica € muito pouco
conhecida. Os autores relatam que parte desse desconhecimento se deve a
sua variagao geografica de morfologia, coloragcao e pela auséncia de estudos

com dados diagnosticos dos taxons que delimitem fronteiras entre as diferentes



espécies e populagdes (Buitrago-Suarez & Burr, 2007). Além disso, ndo séo
encontrados trabalhos ou revisbes taxonédmicas que cheguem a um consenso
do numero de espécies do género que defina 0 numero exato de espécies
pertencentes ao género. Um exemplo classico é a utilizacdo da espécie
cachara (Pseudoplatystoma fasciatum) para definir todas as populagbes que
possuam listras e se encontram nas maiores bacias neotropicais, mesmo
sabendo que todas essas populagdes diferem em sua morfologia, pigmentagéo
e anatomia (Buitrago-Suarez & Burr, 2007).

Buitrago-Suarez & Burr (2007) sugerem que a larga distribuicdo das
espécies do género Pseudoplatystoma, aliado ao isolamento de algumas
bacias principais da América do Sul levaram as populacdes a uma possivel
diversidade criptica, embora exista alta homogeneidade morfolégica entre
estas. Sabe-se também que inumeros processos geomorfolégicos
transformaram as principais bacias Sulamericanas durante o Mioceno e o
Plioceno possibilitando a ocorréncia de vicariancia, porém possibilitando um
segundo contato entre os grupos através das cabeceiras dos rios que permitiu
uma compreensao dos padroes dos caracteres morfolégicos e anatdmicos do
género Pseudoplatystoma (Buitrago-Suarez & Burr, 2007).

A nova divisdo do género Pseudoplastystoma totaliza 8 espécies
utilizando caracteres morfolégicos segundo Buitrago-Suarez & Burr (2007) e
classificam P. punctifer e P. tigrinum como simpatricas da Bacia Amazbnica, P.
metaense e P. orinocense simpatricas da Bacia do rio Orinoco, P. corruscans e
P. reticulatum parcialmente simpatricas da bacia do rio Parana, e por fim o P.
magadalenium restrita a bacia do rio Magdalena e o P. fasciatum, ao rio da
Guiana.

O problema em se identificar espécies irmas ou cripticas com caracteres
morfologicos é que esses podem esconder o conhecimento dos processos
evolutivos e ecologicos gerando consequéncias negativas como; a
subestimacéo da riqueza do género, a superestimacao da potencial disperséao,
falhas na interpretacdo dos dados e processos ecoldgicos e paleoecologicos
(Rocha-Olivares et al., 2001). Na tentativa de suportar esta nova classificagéo
Torrico et al., (2009) utilizaram caracteres moleculares e filogenéticos para
confirmar a classificagao do género Pseudoplatystoma proposta por Buitrago-

Suarez & Burr, (2007). As analises moleculares apresentaram alguns



resultados similares as analises morfolégicas de Buitrago-Suarez & Burr
(2007). Torrico et al., (2009) afirmam que apos as analises moleculares muitos
dados coincidem com as modificagbes geoldgicas que deram origem a estas
bacias, onde hoje ocorrem as diferentes espécies que permanecem divididas
em trés grandes grupos geograficos do género Pseudoplatystoma: Magdalena,
Parana e Amazobnia, e estes dados se encaixam perfeitamente com as datas
de surgimento dessas bacias durante o Mioceno ha mais ou menos entre 11,8
e 10 milhdes de anos atras (Hoorn et al., 1995). Além disso, alguns autores
evidenciam que a diferenciacdo do P. corruscans é consistente com a divisdo
das bacias do Parana-Paraguai da Amazénia que ocorreu no baixo Mioceno, e
também é indicio de vicariancia das espécies do Orinoco (P. orinocoense & P.
metaense) ha cerca de 8 milhdes de anos atras. Ha cerca de 15 a 5 milhbes de
anos atras uma sequéncia de incursdes marinhas ocorreram, e estes eventos
podem ter promovido especiagdo alopatrica na regides mais elevadas como
Brasil e Guiana e os Andes. Este evento vicariante pode ter dado origem as
diferenciag¢des do P. tigrinum e suas linhagens irmas (P. fasciatum, P. punctifer,
P. reticulatum), pois, os dados de sua distribuicao e idade sdo complementares
a este cenario. Alguns autores relatam que a ampla distribuicdo da espécie P.
reticulatum que ocorre tanto na bacia amazdnica quanto na bacia do Paran3,
se explica devido aos eventos de conexdes entre as bacias através das
cabeceiras dos rios e rotas de dispersao que comunicam as bacias Guianas,
Orinoco, Amazdnica e Parana (Montoya-Burgos, 2003; Hubert & Renno, 2006;
Hubert et al., 2009), fato esse comprovado para outras espécies de peixes
(Hubert et al., 2009).

Conectando os caracteres morfolégicos, moleculares e os principais
eventos geologicos, podemos afirmar que as espécies utilizadas para obtencéo
do hibrido sdo espécies diferentes e vao contra ao conceito biolégico de
espécie proposto por Theodosius Dobzhansky e Ernst Mayr que afirma que as
especies sdo grupos de populagdes naturais que se intercruzando, estdo
reprodutivamente isolados de outros grupos, portanto, os animais hibridos
embora obtidos a partir de espécies diferentes originam descendentes férteis.
Contudo, segundo Senhorini (comunicagéo pessoal) os hibridos sé apresentam

fertilidade até a 4° geragao, sendo a partir deste ponto individuos estéreis.
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As espécies utilizadas no presente trabalho sdo de acordo com a
classificagdo de Buitrago-Suarez & Burr (2007) chamada de cachara
Pseudoplatystoma reticulatum e pintado, Pseudoplatystoma corruscans.

Os animais escolhidos para o presente projeto, bem como as matrizes
escolhidas para a reprodugdo do hibrido sdo pertencentes a seguinte

classificagao taxonémica, segundo Pinna (1996):

Super classe: Pisces
Classe: Osteichthyies
Subclasse: Actinopterygii
Ordem: Siluriformes
Subordem: Siluroidae
Familia: Pimelodidae
Género: Pseudoplatystoma (Bleeker, 1862)
Espécie: Pseudoplatystoma corruscans (Agassiz, 1829)

Espécie: Pseudoplatystoma reticulatum (Linnaeus, 1766)

Todas as espécies do género Pseudoplatystoma sao reofilicas,
realizando migragdes reprodutivas ao longo dos rios que culminam no processo
de desova. Porém, a desova nao ocorre espontaneamente em condi¢des de
cativeiro e a reproducgao deve ser induzida com horménios exégenos (Rezende
et al., 1995).

O pintado e o cachara sdo duas das espécies de agua doce mais
importante do Brasil, em razdo da qualidade da sua carne, porte avantajado,
além da importancia histérica da pesca nas regides onde ocorre (Miranda &
Ribeiro, 1997). Todo este recurso € explorado intensamente pela pesca
extrativista, levando diversas espécies de peixes com interesse comercial a
sobrexplotacdo. Uma alternativa a esta intensa atividade exploratoria é a
producao desses organismos por meio do cultivo em cativeiro, atividade essa
conhecida por piscicultura. Os animais do género Pseudoplatystoma, por
apresentarem caracteristicas excelentes para o cultivo, conforme dito
anteriormente, possuem bom potencial para a piscicultura.

Contudo, estas espécies apresentam problemas durante o cultivo, como:

dificil manejo alimentar, altos indices de canibalismo, bem como, pouco
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conhecimento na biologia inicial e parametros morfofisiolégicos durante as
fases iniciais de vida (Kubitza, 1995). O desenvolvimento inicial e o regime
alimentar nos primeiros dias de vida das larvas de peixes sao criticos para a
producao de alevinos (Pinto & Castagnoli, 1984). Segundo Geiger (1983) e
Géiser et al., (1985) a larvicultura das espécies de peixes com potencial para a
aquicultura constituem um dos principais obstaculos ao desenvolvimento da
atividade, sendo a alimentacdo das larvas considerada um dos principais
fatores criticos para sobrevivéncia e crescimento das mesmas.

Os produtores brasileiros tém realizado muitos cruzamentos
interespecificos, conhecidos por hibridizacao interespecifica, com a finalidade
de obter individuos com caracteristicas comuns de ambas as espécies, como
por exemplo, maior crescimento (menor tempo de engorda), resisténcia
(temperatura, patégenos, etc), coloragao, facil manejo, obter populacdes
monosexo, resisténcia a temperaturas, etc. Esses hibridos vém sendo
cultivados em pisciculturas no lugar das espécies puras. Crepaldi et al., (2008)
relata que a producido desses hibridos se deve a seu comportamento mais
décil, de facil manejo, bem como aprendizado mais rapido durante o
treinamento alimentar e taxa de crescimento mais elevada. Carvalho et al.,
(2008) afirma que no Brasil esses hibridos sdo cultivados e que estes animais
ja estdo sendo encontrados na natureza, como no rio Parana, e atribui a
ocorréncia destes animais no ambiente natural a escapes de pisciculturas.
Além disso, o autor relata a preocupacao sobre o impacto que os hibridos
possam causar nas populagcbes naturais, havendo possibilidade de
contaminagao genética de diversas formas como introgresséao.

Em estudos realizados nos Estados Unidos (Vieira & Pompeu, 2001), a
hibridizacdo entre espécies esta entre as cinco principais causas de perda de
biodiversidade. Alves et al., (2007) afirmam que os estudos relacionados a este
tema ainda sao incipientes no Brasil, tornando muito dificil avaliar os efeitos da
hibridizagao, seja do ponto de vista ecologico ou produtivo.

Conforme citado anteriormente o grande problema do cultivo de
espécies de peixes tropicais, seja para piscicultura de conservagédo ou
comercial, € o processo de larvicultura, e esta afirmacao é valida também para

o cachara, na produgao em larga escala (Miranda & Ribeiro, 1997).
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A producéo das duas espécies do presente projeto (pintado e cachara) e
sua consequente oferta no mercado vem se reduzindo a cada ano, apesar do
crescente esforco de pesca. Essa redugdao vem ocorrendo devido a
degradacdo de seu ambiente nativo, através da construcdo de barragens e
represas, assoreamento dos rios e a intensificacdo da pesca predatoria, sendo
cada vez mais acelerado o declinio das populagcbes naturais destas duas
espécies (Baldisserotto & Gomes, 2005). Tais impactos incluem o pintado,
espécie em questao, na lista de espécies ameagadas de extingdo do Estado de
Sao Paulo (Mello et al., 2009; Sao Paulo, 2008).

Sabendo-se que as espécies do género Pseudoplatystoma reproduzem-
se entre si e que o cruzamento entre o P. coruscans e P. reticulatum é
comumente produzido por varios produtores (Baldisserotto & Gomes, 2005), é
necessario conhecer o desenvolvimento bem como a biologia deste hibrido,
uma vez que sua liberagao para o ambiente natural ja foi relatada (Alves et al.,
2007). Com isso temos a introdugédo de um hibrido em ambientes que estdo em
equilibrio, que irdo gerar impactos incalculaveis, visto que, as espécies em
questao sao predadores de habito noturno (Baldisserotto & Gomes, 2005), que
ocasionarado impactos diretos na cadeia alimentar dos rios, além dos possiveis
problemas genéticos nas populagdes naturais.

Os aspectos acima abordados demonstram a necessidade de se
conhecer melhor a ontogenia do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum), bem
como do hibrido, investigando alguns pontos de seu metabolismo e sua
morfogénese, fornecendo subsidios para a producdo e cultivo de larvas e
alevinos para manutencdo de seu estoque natural bem como seu manejo

sustentado.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O objetivo principal do presente trabalho foi investigar as alteragdes
fisiolégicas ao longo da ontogenia de larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma

reticulatum).

2.2. Objetivos Especificos

Para alcancgar o objetivo geral do presente projeto foram tragados alguns
objetivos especificos sempre abordando os dois grupos experimentais ao longo

da ontogenia, visando investigar:

a) a composicao dos diferentes substratos metabdlicos e suas
alteragdes ao longo do processo ontogenético;

b) a cronologia da atividade das proteases;

c) a composi¢ao de acidos graxos dos animais e/ou tecidos especificos
(figado, encéfalo e musculo);

d) o surgimento dos principais 6rgaos do trato digestério dos animais ao

longo do desenvolvimento.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Delineamento Experimental

Todas as coletas foram realizadas na fazenda Peixe-Vivo da empresa
Mar e Terra Industria e Comércio de Pescados S/A (figuras 1A e 1B),
localizada no municipio de Bandeirantes - MS, no periodo de Janeiro/2008 a
Fevereiro/2008.

Conforme dito anteriormente, para a condugao do presente projeto foram
utiizadas como modelo a espécie surubim-cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum, Linnaeus, 1766) e o hibrido, obtido através do cruzamento de
machos da espécie pintado (Pseudoplatystoma corruscans, Spix e Agassiz,
1829) com fémeas da espécie cachara (Pseudoplatystoma reticulatum),
totalizando 2 grupos experimentais. Os animais utilizados na reprodugéo do
presente projeto sdo provenientes do ambiente natural e foram transferidos
para o cativeiro (piscicultura) onde foram mantidos em tanques escavados de
terra (figura 02A), local onde permaneceram para a reprodugdo. Os animais
possuiam idades variando entre 2 e 3 anos, idade adequada para a reproducao
e conducdo do experimento. Os reprodutores sempre foram alimentados com
ragao extrusada e peletizada para carnivoros adultos (40% de proteina bruta).

Para a obtencdo das larvas dos grupos experimentais foram
reproduzidos (indugdo hormonal a e extrusdo dos gametas) machos e fémeas
de 2 grupos: o grupo cachara que foi obtido cruzando-se dois machos cachara
puros com duas fémeas de cachara puras; e o hibrido, obtido através do
cruzamento de 2 fémeas de cachara pura com 2 machos de pintado puros,
totalizando 2 grupos experimentais de larvas, com 2 repeticbes. Para a
reproducdo dos animais, as fémeas foram selecionadas por caracteristicas
externas, como maior rigidez e volume de seu abdémen, além do poro
urogenital inchado e avermelhado (Baldisserotto & Gomes, 2005). Os machos
foram escolhidos de acordo com a fluidez e a coloragao de seu sémen.

As matrizes selecionadas foram transferidas para o laboratério e
acomodadas em tanques de 5.000 litros até que os animais se encontrassem
prontos para a desova e espermiacao (figuras 02B e 02C), que foram induzidas

por hipofisagdo. Apds a desova por extrusdo (figura 02D), os odcitos foram
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fertilizados com o sémen (figura 02E, 03A e 03B) e transferidos para
incubadoras cénicas de 200 litros (figura 03C) até o momento da ecloséo
(figura 03D). Posteriormente as larvas foram retiradas por sifonagdo e
conduzidas a tanques circulares com volume de 1000 litros (figura 03E) e no
laboratorio (figura 03F).

Nos dez primeiros dias apds a eclosdo as larvas de ambos o0s grupos
foram alimentadas com Artemia sp. e, entre o décimo e vigésimo dia foram
alimentadas com componentes diversos do zooplancton (claddceros,
copépodes e rotiferos). Ambos os grupos foram alimentados segundo o
protocolo alimentar rotineiro da piscicultura que consistia em 8 alimentacdes a
cada 24 horas (4 alimentagdes durante o dia e 4 alimentag¢des durante a noite).

Apds os 20 primeiros dias as larvas passaram por um treinamento no
qual foram alimentadas com racdo até o 45° dia apds sua eclosdo. Esse
treinamento consiste na transigdo da alimentagdo dos animais de um alimento
vivo, para uma ragao umida (moida e misturada com coragdo de boi) e em
seguida, uma ragado seca (comercial). Tal procedimento em relagdo a
alimentacdo € rotineiro para a espécie. Além disso, uma alimentagao
equiparada entre os grupos permite inferir que a alimentagdo nao foi um fator
determinante caso ocorresse alguma diferenga entre os grupos experimentais,
embora os grupos possam variar entre si quanto a fatores relacionados a
prépria dindmica no processo alimentar (captura, ingestao e absorgéo), na qual
cada espécie ou hibrido pode responder de uma forma diferente. Contudo, a
alimentagao foi fornecida sempre qualitativa e quantitativamente igual aos dois
grupos experimentais, anulando assim uma possivel variavel ao longo dos dias
experimentais. Adicionalmente, foram medidos diariamente parametros como a

temperatura e oxigénio dissolvido na agua.
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Figura 01. A) Mapa do estado do estado de Mato Grosso do Sul, evidenciando
municipio de Bandeirantes (Circulo e Seta vermelha). B) Vista aérea da
fazenda Mar e Terra Industria e Comércio de Pescados S/A, localizada no

municipio de Bandeirantes, MS, Brasil.
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Figura 01
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Figura 02. A) Vista do tanque onde foram mantidos os reprodutores durante o
periodo em que estavam no cativeiro. B) Reprodutor macho de pintado
(Pseudoplatystoma corruscans) mantido em tanque para indugdo hormonal e
reprodugao. C) Reprodutora fémea de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum)
mantido em tanque para indu¢gdo hormonal e reprodugéao D) Extrusdo manual a
seco dos odcitos de fémea de cachara para posterior fertilizagdo. E)
Fertilizacdo a seco dos odcitos com sémen que foi previamente extrusado de

macho de pintado.
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Figura 02
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Figura 03. A) Processo de fertilizagdo e hidratagcdo dos ovos de cachara. B)
Larva de cachara com 8 horas ap6s a fertilizagao. C) Vista geral do laboratério
de larvicultura, com as incubadoras de 200 litros, nas quais foram mantidas as
larvas de ambos os grupos até eclosdo. D) Larva de cachara com 2 DAF. E)
Vista geral do galpao de larvicultura, evidenciando as caixas (1000 Litros) onde
foram mantidas as larvas de ambos os grupos ao longo do experimento. F)

Vista externa do laboratoério de larvicultura.
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Figura 03
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3.2. Coletas das amostras

As coletas foram sempre realizadas pela manha antes da primeira
alimentacdo para evitar contaminacdo das amostras com alimento vivo
(artémia, zooplancton, etc), uma vez que durante grande parte do experimento
os animais foram alimentados com alimento vivo.

Como a ontogenia € um processo extremamente rapido e inclui
processos acelerados, as coletas foram divididas em quatro etapas, para que o
desenvolvimento fosse acompanhado nas fases chave do processo
ontogenético. Durante a primeira etapa foram realizadas 6 coletas, sendo a 12
antes da fertilizagado (somente os odcitos), a 22 até a 62 coletas ocorreram com
intervalo de 8 horas até o momento da reabsorcdo do saco vitelinico
(observagdo macroscoépica externa) (aproximadamente 48 horas apods a
fertilizacao) (dias 1 e 2 apos a fertilizagao) (figuras 04A, 04B, 04C, 04D, 04E,
04F, 05A, 05B, 05C, 05D, O5E e 05F).

Na 2?2 etapa as coletas foram realizadas em intervalos de 24 horas, ou
seja, foi realizada uma coleta por dia, a partir do 2° dia apds a ecloséao, ou 3°
dia apos a fertilizacao, totalizando 8 coletas (dias 3 até 10 apds a fertilizagao)
(figuras 06A, 06B, 06C, 06D, 06E, 06F, 07A, 07B, 07C, 07D, O7E, O7F, 08A,
08B, 08C, 08D, 08E e 08F ).

Na 32 etapa as coletas foram feitas a cada 5 dias com inicio no 10° dia
apos a fertilizacdo e com término no 25° dia apds a fertilizagao, totalizando 3
coletas (dias 10 até 25 apos a fertilizagao) (figuras 09A, 09B, 09C, 09D, 09E e
09F ).

Na 42 e ultima etapa as coletas foram realizadas com intervalos de 7
dias que se iniciou no final da 32 etapa e foi finalizada no 45° dia apés a
eclosdo totalizando 3 coletas (dias 25 até 45 ap0s a fertilizag&o).

Ao longo de todas as coletas alguns animais amostrados e analisados
sob estereomicroscopio (Leica — modelo S6D) e medidos com ocular
milimétrica com auxilio de um sistema computadorizado de captura de imagens
(Leica DFC 295, Leica Application Suite Professional — LAS — 3.6) (figuras 04 a
09). O didmetro da boca foi medido com auxilio de ocular milimétrica ao longo

dos 10 primeiros dias de coleta e os resultados estdo em anexo (tabela 01).
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Durante a 42 etapa as coletas foram realizadas da seguinte forma: para
as coletas dos tecidos, os animais foram mantidos por 5 minutos em agua com
gelo (figura 10A), e quando apresentavam movimentos lentos de natacéo,
foram sacrificados por seccdao da medula espinhal. Para a coleta dos tecidos,
foi feita uma incisdo antero-posterior na regido abdominal dos animais com o
auxilio de uma tesoura cirurgica, para que os 6rgaos de interesse fossem
removidos. Para analise de proteinas totais, lipideos totais e perfil de acidos
graxos foram retiradas amostras do figado, musculatura dorsal e encéfalo
(figura 10B). Para as andlises enzimaticas foram retiradas amostras do
estébmago e intestino (figura 10C).

Os animais (larvas inteiras) e/ou tecidos coletados foram imediatamente
acondicionados em tubos criogénicos e congelados em nitrogénio liquido até o

processamento, sendo que todas as amostras foram coletadas em duplicatas.
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Figura 04. A) Odcito de cachara antes da fertilizacdo. B) Odcito de hibrido
antes da fertilizagado. C) Larva com 8 horas apods a fertilizagdo (HAF). D) Larva

de hibrido com 8 HAF. E) Larva de cachara com 16 HAF. F) Larva de hibrido
com 16 HAF.
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Figura 04
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Figura 05. A) Larva de cachara com 24 HAF. B) Larva de hibrido com 24HAF.
C) Larva de cachara com 32 HAF. D) Larva de hibrido com 32 HAF. E) Larva
de cachara com 40 HAF. F) Larva de hibrido com 40 HAF.
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Figura 05
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Figura 06. A) Larva de cachara com 2 dias apos a fertilizagado (DAF). B) Larva
de hibrido com 2 DAF. C) Larva de cachara com 3 DAF. D) Larva de hibrido
com 3 DAF. E) Larva de cachara com 4 DAF. F) Larva de hibrido com 4 DAF.
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Figura 06
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Figura 07. A) Larva de cachara com 5 dias apos a fertilizagao (DAF). B) Larva
de hibrido com 5 DAF. C) Larva de cachara com 6 DAF. D) Larva de hibrido
com 6 DAF. E) Larva de cachara com 7 DAF. F) Larva de hibrido com 7 DAF.
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Figura 07
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Figura 08. A) Larva de cachara com 8 dias apos a fertilizagdo (DAF). B) Larva
de hibrido com 8 DAF. C) Larva de cachara com 9 DAF. D) Larva de hibrido
com 9 DAF. E) Larva de cachara com 10 DAF. F) Larva de hibrido com 10

DAF.
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Figura 08
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Figura 09. A) Larva de cachara com 15 dias ap6s a fertilizagdo (DAF). B) Larva
de hibrido com 15 DAF. C) Larva de cachara com 20 DAF. D) Larva de hibrido
com 20 HAF. E) Larva de cachara com 25 DAF. F) Larva de hibrido com 25

DAF.
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Figura 09
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Figura 10. A) Espécime de cachara sendo dessensibilizado com gelo para
reducao do metabolismo para sacrificio dos animais. B) Alevino de cachara
sacrificado para coleta dos tecidos, setas vermelhas evidenciando (da
esquerda para a direita), a regido dorsal, de onde, foi retirada amostra da
musculatura e o figado. C) Alevino de cachara sacrificado para a coleta dos
tecidos, com as setas vermelhas evidenciando o intestino e estbmago

respectivamente (da esquerda para a direita).
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Figura 10
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3.3. Andlises bioquimicas

3.3.1. Proteina total

A concentragdo de proteinas totais foi determinada pelo método
colorimétrico de Lowry et al., (1951) apds precipitacdo e solubilizagdo das
proteinas dos tecidos segundo Milligan & Girard (1993). As amostras das larvas
foram diluidas 50x e as amostras de tecidos (figado e musculo) foram diluidas
20x. A anadlise da concentragdo de proteinas foi calculada em
espectrofotometro (Molecular Devices, CA, USA) a um comprimento de onda
de 660 nm com base em curva padrdo de albumina sérica bovina (Bovine
Serum Albumine, Sigma Diagnostics) as concentragbes foram expressas em

miligramas de proteina/ gramas de tecido.

3.3.2. Lipideos Totais

Os lipideos totais foram extraidos com cloroférmio: metanol: agua
(2:1:0,5) de acordo com o método de Folch et al., (1957) e os teores desses
lipideos totais teciduais determinados pelo método colorimétrico de Frings et
al., (1972), utilizando-se como padrao 6leo de figado de bacalhau (Cod liver oil
methyl esters, Sigma Diagnostics) em espectrofotdmetro (Molecular Devices,
CA, USA) a um comprimento de onda de 540nm. Os lipideos totais foram

expressos em miligramas de lipideos/gramas de tecido.

3.3.3. Perfil de &cidos graxos

Para a obtencdo do perfil de acidos graxos as larvas tiveram seus
lipideos totais extraidos pelo método acima e em seguida o extrato total foi
submetido a uma atmosfera de N, para evaporagao do solvente sem oxidagao
dos acidos graxos. Em seguida, o extrato contendo as diferentes classes de
lipideos foi separado em lipideos polares (fosfolipideos) e neutros
(triglicerideos) por cromatografia de coluna utilizando silica ativada (Yang,
1995). Os extratos de lipideos polares (fosfolipideos) e neutros (triglicérides)

foram metilados com cloreto de acetila para a formagado dos metil ésteres
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(Christie, 2003). Os metil ésteres foram analisados em cromatografia gasosa
(GC — Varian modelo 3900), acoplada a um ionizador de chama (FID) e o perfil
de acidos graxos foi determinado com o calculo de tempo de retencéo,
utilizando-se um padrao de éster de metil conhecido (FAME) (Supelco, 37

components — Sigma — Aldrich).

3.4. Anélises enziméaticas

Para a obtengao dos tecidos para analises enzimaticas, foi feita uma
incisdo no sentido antero-posterior na regido abdominal dos animais para
retirada do intestino e do estémago que foram posteriormente armazenados em
freezer -80°C até o processamento experimental. Os tecidos foram amostrados
e pesados sob superficie gelada e cerca de 200 ug de tecido foram utilizados
para 2 mL de tamp&o de homogeneizagao 0.2M Tris/0.01M fosfato. A extrac&o
foi feita sob gelo com auxilio de um pistilo e homogeneizador mecanico tipo
Potter-Elvehjem a 1000 rpm/minuto durante 1 minuto. O extrato foi centrifugado
e o sobrenadante foi utilizado como a fonte de enzimas.

As enzimas tripsina e quimiotripsina foram extraidas e analisadas pelo
método de Hummel (1959). Para os ensaios da atividade de tripsina foi
utilizado substrato 1,04 mM de TAME (a-p- Toluenesulphonyl-L-arginine methyl
ester hydrochloryde) em solugao tampao de 0,01M CaCl, .H,0/0,2M Tris/HCI,
pH 8,1. Uma aliquota ajustada de homogeneizado foi utilizada como fonte
enzimatica. A temperatura de reacado foi de 25°C e a densidade Optica era
registrada a 247 nm apos 60 segundos de reagdo. A atividade especifica da
enzima foi expressa em umol de arginina por min (U) por mg de proteina e por
unidade de larva.

Para a determinagao da atividade especifica de quimiotripsina utilizou-se
substrato 1 mM de BTEE (N-Benzoyl-L-tyrosine ethyl ester) em metanol 2:3
(v:v). O ensaio foi realizado em tampéao 0,1 M CaCl, .H,0/0,1M Tris/HCI, pH 7,8
a 25°C, por 30 segundos a 256nm. A atividade enzimatica especifica foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para a formacao de 1 nmol
de tirosina por min (mU), expressa em proteina (um/mg prot) e por unidade de

larva.
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Para a atividade das proteases inespecificas foi testada previamente
uma curva de pH para todas as fases do desenvolvimento com a finalidade de
verificar quais pHs seriam ensaiados para determinagdo da atividade das
proteases nao especificas. Apdés a analise da curva foram selecionados os pHs
de maior atividade que foram 2,0 e 8,0. O tampé&o utilizado foi 0,2 M glicina/HCI
(pH2,0) e tampéo 0,1M Tris/HCI (pH8,0). A mistura continha 500 ul de tampao
especifico, caseina 1% (500 pl) como substrato e aliquota ajustada como fonte
de enzimas. Apdés 60 minutos de incubagao a 25°C a reacdo era paralisada
com 500 ul TCA a 15% (&cido tricloroacético), posteriormente mantida em gelo
por cerca de 30 minutos e o precipitado era retirado apds centrifugacéo a
14.400 x g por 10 minutos e posterior leitura do sobrenadante a 280 nm. Todas
as analises foram realizadas em duplicatas utilizando branco de enzima
(contendo agua destilada no lugar da enzima) e passaram por todos os
processos de reacdo. A unidade de atividade enzimatica especifica foi
expressa como a quantidade de enzima necessaria para formar 1 ug de tirosina
por minuto (U), expressos por unidade por miligrama de proteina (U/mg prot) e

por unidade por unidade de larva (U/unidade de larva).

3.5. Analises histolégicas

As amostras coletadas foram fixadas em solugdo de Bouin acético (75%
de acido picrico, 20% de formol e 5% de acido acético glacial) por 24 horas.
Apoés esse periodo as amostras foram lavadas em agua corrente, para retirada
do excesso de fixador no material biolégico e foram armazenadas em alcool
70% até o processamento do material. As amostras fixadas foram processadas
segundo as técnicas rotineiras de histologia, como, desidratagcdo em alcool,
diafanizacdo em xilol, inclusdo em paraplast, corte em micrétomo a 5 pm
(longitudinal) e posterior coloragdo com Hematoxilina e Eosina e Azul de
Toluidina e Fucsina. As amostras foram analisadas sob microscopio 6ptico
(Leica DM 1000) e as fotos foram capturadas com auxilio de uma camera
digital (Leica DFC 295) acoplada ao microscépio, utilizando um sistema
computadorizado de captura de imagens (Leica Application Suite Professional -
LAS, V. 3.6.).
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3.6. Anédlises dos resultados - Andlises Estatisticas

Os valores de cada parametro foram expressos como meédia * erro
padrao e comparados ao longo do tempo de desenvolvimento. Além disso,
cada fase do desenvolvimento foi comparada entre os grupos experimentais.
Para as referidas comparacgdes, foi utilizado o teste de Analise de Variancia
(one-way ANOVA) seguida pelo teste Student Newman-Keuls do programa

Sigma Stat versao 3.1.
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4. Resultados

Os resultados apresentados abaixo s&o relativos aos dois grupos
experimentais investigados. Os valores dos dados referentes as analises
metabdlicas (proteinas totais, lipideos totais e perfil de acidos graxos) e
analises bioquimicas (enzimas nao especificas e especificas) serdo
apresentados na forma de grafico ao longo do texto e na forma de tabela ao

final em anexos.

4.1.1. Morfologia do trato digestorio

No presente trabalho ndo serdo descritas todas as caracteristicas
proprias de todos os 6rgaos, mas apenas as caracteristicas gerais dos 6rgaos
e 0 momento em que 0s mesmos surgem ao longo do processo ontogenético.
Serdo abordados somente os principais pontos da organogénese, como O
surgimento dos principais 6rgaos do sistema digestério, embora em todos os
tempos de coleta tenha sido fixado tecido para analise histoldgica.

As larvas de ambos os grupos experimentais eclodiram com cerca de 24
horas apés o momento da fertilizacdo, que foi considerado para todas as
analises o momento exato da eclosao dos animais.

De uma forma geral o trato digestério das larvas de cachara e do hibrido
apresentam-se com a morfologia tipica do trato digestério da maior parte dos

peixes teledsteos, consistindo em boca, eséfago, estdbmago e intestino.

4.1.2. Boca

A abertura da boca das larvas de cachara e do hibrido foi verificada no
3° DAF e no momento da abertura, a boca foi classificada macroscopicamente
como nao sendo funcional, pois a maxila inferior apresentava-se muito ventral
em relacdo a maxila superior, ndo permitindo a captura de presas pelas larvas
(figura 11A e 11B). A posicdo da boca encontra-se na regido anterior da
cabeca em posigcao terminal, e so foi considerada funcional no 4° DAF, dia em
que foi possivel observar a regidao abdominal saliente, possivelmente repleta de

alimento (figura O6E e O6F — seta vermelha). No 3° DAF a boca apresentou



43

diametro de 150 ym, no 4° DAF apresentou diametro de 300 um, no 5° DAF
apresentou 450 um, no 6° DAF apresentou 550 um, no 7° DAF apresentou 750
pm, no 8° DAF apresentou 800, no 9° DAF apresentou 950 e no 10° DAF 1,1

mm de diametro (tabela 01).

4.1.3. Vitelo e Saco Vitelinico

O vitelo presente no saco vitelinico de ambos 0s grupos experimentais
foi encontrado do 1° até o 5° DAF (figuras 12A, B, C, D, E, F, 13A e C) na
regiao abdominal préximo a regido do figado dos animais. A partir dessa fase,
nao foram encontrados mais resquicios do saco vitelinico nos animais.
Obviamente que o volume observado durante as primeiras horas apds a
fertilizacao foi se reduzindo de forma a atingir macroscopicamente (observagao
visual) sua exaustdo no 4° DAF (figura O6E e 06F), fato que foi investigado
através de analises histologicas e verificada exaustdo no 5° DAF (13E e 13F),

conforme dito anteriormente.

4.1.4. Es6fago

O esb6fago de cachara e do hibrido foi observado a partir do 3° DAF
(figura 13A e 13B) e constitui-se de um 6rgao curto, conectando a parte
posterior da cavidade oral a bolsa intestinal inicialmente e apés o 4° DAF

unindo esta regido ao estémago.

4.1.5. Estémago

O estdbmago do cachara e do hibrido foi verificado a partir do 4° DAF
(figuras 13C, D, E, 15A e B), sendo inicialmente um tubo curto e torna-se

arredondado com camada muscular maior a partir do 10° DAF.

4.1.6. Bolsa Intestinal e Intestino

A bolsa intestinal dos animais de ambos os grupos foi encontrada a
partir do 3° DAF (figuras 13A, B, C, D, E, F e 14A, B, C e D). Essa estrutura é
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formada por uma camada delgada que apresenta a luz amplamente
arredondada. O intestino (segmento proximal) foi encontrado a partir do 3° DAF
(figura 13A, B) de ambos os grupos e apresenta epitélio prismatico simples em
toda sua extensdo. A partir do 7° DAF foram encontradas as células
caliciformes em ambos os grupos (figuras 14 Ee F). Ap6s a  comparagao
morfologica entre os grupos experimentais verificamos que do ponto de vista
morfologico, as larvas de cachara e de hibridos ndo apresentaram nenhuma
diferenca relevante. Ambos o0s grupos apresentaram organogénese muito

similar com todos os érgaos analisados apresentando surgimento simultaneo.

4.2. Anélises Metabdlicas

4.2.1. Proteinas Totais

As concentracdes de proteinas e lipideos totais serao apresentadas ao
longo do texto com graficos e ao final em forma de tabelas em anexo. Os
graficos que serdo apresentados no decorrer dos resultados abordardo de
forma comparativa os dois grupos experimentais e as diferengas apresentadas
pelas letras somente representardo as diferengas entre os grupos. As tabelas
que serao apresentadas em anexo contém as diferencas que ocorreram entre
0s grupos e as diferengcas que ocorreram dentro do mesmo grupo ao longo do
periodo de desenvolvimento dos animais.

Para a analise mais didatica dos resultados os grupos foram divididos
em etapas ao longo do tempo de desenvolvimento dos animais. A separagao
foi realizada de acordo com alguns aspectos macroscopicos do
desenvolvimento. Sendo assim os grupos foram divididos em 5 subgrupos que
sdo, conforme descrito anteriormente nos métodos: Fase |, coletas 0, 1 e 2
(od6cito e ovo fertilizado — 1° dia apés fertilizagédo), Fase Il, coletas 3, 4 e 5
(larva com saco vitelinico — 2° dia ap6s fertilizacado), Fase lll, coletas 6 a 10
(larva — 2° até 6° dia apos fertilizagdo), Fase IV, coletas 11 a 17 (larvas e
alevinos — 7° até 25° dia apos fertilizagéo) e, por fim, Fase V, coletas de tecidos
(alevinos — 32° a 45° dias ap0ds a fertilizagao).

As concentragdes de proteinas totais solluveis (tabela 02) na primeira

fase (figura 16A) sugerem valores mais elevados para o grupo cachara em
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relacdo ao grupo hibrido com uma redugdo na concentragdo durante as
primeiras 16 HAF (horas apos a fertilizagdo) para o grupo cachara, valores que
partiram de 65,50 + 19,09 reduzindo-se até 27, 40 £ 1,59 mg/g. Ja& o grupo
hibrido manteve sua concentragdo praticamente constante nas primeiras 16
HAF. No entanto, apesar da tendéncia descrita, nessa fase nao foi encontrada
nenhuma diferenga significativa entre os grupos e nem ao longo do tempo
(tabela 02). No grupo hibrido as concentragdes protéicas se mantiveram
praticamente constantes, indicando que este grupo nao utilizou as proteinas
para metabolismo durante essas primeiras horas do desenvolvimento (figura
16A).

No periodo compreendido entre 24 e 40 HAF (figura 16B), os animais do
grupo cachara mantém a concentragao protéica no mesmo patamar com
valores 68,38 = 7,65 mg/g nas primeiras 24 HAF, se mantendo até as 40 HAF
(67,37 £ 10,77 mg/g). Em contrapartida, o grupo hibrido apresentou uma
tendéncia a elevagdo da concentragdo de proteinas com 24 HAF (58,82 +
13,61 mg/g) em relagédo as 32 (78,47 £ 22,80 mg/g) e 40 HAF (80,62 + 2,48
mg/g), que assim como O primeiro estagio nao apresentou diferenca
significativa.

Na figura 16C, ambos o0s grupos apresentaram uma queda na
concentragao protéica do 2° DAF (dia apds a fertilizagado) em relagao aos dias
seguintes. Do 3° DAF em diante, o grupo cachara apresenta uma elevagao até
o0 5 ° DAF, porém apresenta uma nova queda no 6° DAF. O mesmo perfil se
observa no grupo hibrido, que com excec¢éo a ultima queda no 6° DAF o perfil
protéico se manteve praticamente inalterado. Vale ressaltar que a queda
apresentada do 2° para o 3° DAF que ocorre para ambos os grupos foi
estatisticamente significativa (p=0,004), indicando um alto consumo deste
substrato nesse momento do desenvolvimento. Em seguida (do 3° para o 4°
DAF) a concentracédo de proteinas totais se eleva indicando uma maior
deposicao deste substrato nos dias seguintes.

Na etapa final analisada, entre o 7° e 25° DAF, a concentragdo de
proteinas para o grupo cachara se manteve praticamente constante sem
diferencas significativas (figura 16D). O grupo hibrido apresenta pequenas

flutuacbes na concentragcdo protéica, mas também nao foram verificadas



46

diferencgas significativas ao longo do tempo e nem entre os grupos que de uma
forma geral apresentaram um perfil protéico muito semelhante (tabela 02).

As concentragbes de proteinas totais no figado e no musculo
praticamente mantiveram seu padrdao para ambos os grupos, que quando
comparados nao apresentaram diferenga significativa nem entre os grupos e

nem ao longo das coletas (figuras 17 A e B; tabela 02).

4.2.2. Lipideos Totais

Podemos observar inicialmente (figura 18A), que para ambos os grupos
ocorre uma tendéncia a queda na concentracdo dos lipideos totais das
primeiras 8 e 16 HAF em relagcdo a hora 0 (momento antes da fertilizacdo —
somente odcitos), embora essa queda nao se confirme em uma diferenca
estatistica (tabela 03).

Na figura 18B e tabela 03, podemos observar no grupo cachara, uma
tendéncia a queda na concentragao dos lipideos nas 40 HAF em relagao as 32
HAF sugerindo um consumo metabdlico lipidico por parte desses animais, o
que n&o ocorre no grupo hibrido que mantém sua concentragdo de lipideos
totais no mesmo patamar. Em nenhum dos periodos foi encontrada diferenca
estatistica, nem entre os grupos e nem ao longo do tempo.

Na figura 18C, podemos observar que nao houve diferenca significativa
entre os grupos, apesar de uma tendéncia a elevagdo da concentragdo de
lipideos totais do 4° para o 5° dia apds a fertilizagdo no grupo cachara,
enquanto houve uma queda na concentragdo do grupo hibrido indicando
consumo do substrato no mesmo periodo. Apds o 4° DAF, o grupo cachara
apresentou uma elevagao da concentracao lipidica, e os hibridos apresentaram
manutengcdo de seus estoques lipidicos, embora as concentragdes do grupo
cachara fossem mais elevadas durante esse periodo. Novamente, este perfil
deve ser considerado apenas como tendéncia, pois nao foram observadas
diferencgas significativas. O mesmo pode ser relatado para a etapa de 7 a 25
DAF (figura 18D, tabela 03).

Nas figuras 19A, B e C e tabela 03, podemos observar que, ambos 0s

grupos apresentaram concentragdes similares de lipideos no figado, encéfalo e
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musculo, sem apresentar diferengas estatisticas entre si ou ao longo do

desenvolvimento.

4.3. Perfil de Acidos Graxos

4.3.1. Fragc&do Neutra

Os acidos graxos foram separados nas suas fragées neutra e polar que
nos permite identificar os principais acidos graxos que compdem 0s
triglicerideos, que sao direcionados ao armazenamento de energia e os acidos
graxos que compdem os fosfolipideos que sédo acidos graxos estruturais. Os
resultados dos acidos graxos, assim como as concentragcbes protéicas e
lipidicas serdao apresentadas ao longo do texto com graficos e ao final em
tabelas nos anexos.

Sera abordada inicialmente a fragdo neutra dos &cidos graxos que
corresponde aos triglicerideos. Conforme dito na metodologia os resultados
também serdo apresentados nas quatro divisdes propostas para as diferentes
fases do desenvolvimento dos animais.

Durante as primeiras 16 horas do desenvolvimento (figura 20A e tabela
04) observamos em ambos os grupos que o perfil dos acidos graxos saturados
(do inglés saturated fatty acids — SFA) se mantém com altas porcentagens (x
45 %), sendo os acidos graxos 16:0 e 18:0 responsaveis por essa elevada
porcentagem.

Os &cidos graxos monoinsaturados (do inglés: monounsaturated fatty
acids — MUFA) do grupo cachara apresentaram uma elevacdo dos valores
apo6s 16 horas apés a fertilizagcdo em relacdo aos animais coletados com 0 e 8
horas apos a fertilizagao (p< 0,005) enquanto as porcentagens do grupo hibrido
se mantiveram no mesmo patamar. O acido graxo com maior valor e
responsavel pela diferenca foi o 18:1n9 (figura 20B e tabela 04). Os PUFA
apresentaram valores similares nesse periodo com acido graxo 18:2n6 como o
principal PUFA (grafico 20C e tabela 04). Durante esse periodo a porcentagem
de PUFA n6 foram sempre mais elevadas que os PUFA n3 (tabela 4).

Na tabela 05, observou-se um aumento dos SFA nos animais do grupo

cachara, das 24 HAF para as 32 HAF com diferenga significativa (p< 0,005),
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com o 18:0 se elevando (p< 0,005), e o 16:0 com maiores valores percentuais.
Em contrapartida os MUFA neste mesmo grupo apresentaram uma queda
significativa nesse mesmo periodo (p< 0,042), sendo o 18:1n11 e 18:1n9 (p<
0,045), representando essa queda no grupo dos cacharas, sendo este ultimo o
acido graxo com maiores valores percentuais (tabela 05). O grupo hibrido
apresentou valores similares também durante este periodo. Os PUFAs
praticamente mantiveram seus valores percentuais em ambos 0s grupos, com
0 acido graxo 18:2n6 apresentando os maiores valores para ambos 0s grupos.
Durante essa fase os n6 se sobrepdéem aos n3 (tabela 05). Nas figuras 21A, B
e C pode-se observar que os SFA, MUFA e PUFA da fracdo neutra nao
variaram entre os grupos cachara e hibrido, entre 24 e 40 horas apds a
fertilizacao.

Do 2° DAF para o 3° DAF (tabela 06) ocorre uma queda significativa no
perfil dos SFA dos hibridos e embora os cacharas apresentem uma tendéncia,
essa nao se confirmou em diferenga significativa. Apos essa queda os
percentuais permanecem em um patamar sem diferengas significativas até o 6°
dia. Os acidos graxos responsaveis por tal queda sdao 15:0, 16:0 e 17:0
apresentando diferengas significativas ao longo do tempo nos hibridos. Nos
MUFAs, ambos os grupos apresentam porcentagens maiores do 3° em relagao
ao 2° DAF, com diferenca significativa no 16:1 e 18:1n11, os acidos graxos que
geraram esse aumento (tabela 06), que se manteve até o 5° DAF e depois sua
porcentagem declinou significativamente no 6° DAF, queda essa representada
agora pelo 16:1, 17:1 e 18:1n11 (tabela 06). Os PUFAs também se elevaram
significativamente durante esse periodo no grupo cachara permanecendo
nessa faixa percentual até o 6° DAF. No grupo hibrido também ocorre aumento
significativo do 3° para o 4° DAF e em seguida sua porcentagem se reduz do 5°
para o 6° DAF, sendo os acidos graxos, 20:4n6 e 20:5n3 responsaveis pelas
mudancas. Os PUFA n6 permanecem com os maiores percentuais em relagao
aos n3 também nessa fase (tabela 06). Nas figuras 22A, B e C e tabela 06, fica
demonstrado que ocorrem variagdes pontuais nos 3° e 5° DAF na porcentagem
de SFA, MUFAs da fracdo neutra. Nos SFAs sugere-se que os cacharas
possuam um maior percentual, e apenas uma diferenca significativa €

observada no 5° DAF. Em contrapartida os MUFAs dos hibridos apresentam
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um possivel percentual mais elevado, com apenas duas diferengas
significativas no 3° e 5° DAF.

Na tabela 07 podemos observar uma queda no percentual dos SFA a
partir do 10° DAF nos hibridos, e apresentando o 16:0 maior queda percentual.
Os MUFA se reduzem também nesse periodo com valores estatisticamente
diferentes somente nos cacharas (tabela 07). O acido graxo com maior queda
foi 16:1 para ambos os grupos, 17:1 para os cacharas e 18:1n9 para os
hibridos (tabela 07). Os PUFAs, em contrapartida aos SFA e MUFA,
apresentaram elevagdes percentuais do 7° para o 8° DAF, com valores
significativamente diferentes para ambos grupos, que tiveram como principal
variagéo, a porcentagem do acido graxo 18:3n3. Os valores de SFA, MUFA e
PUFA apresentaram flutuacdes em seus percentuais entre os dias 7 e 25 do
desenvolvimento e pela primeira vez ao longo do desenvolvimento das larvas
de ambos os grupos a porcentagem de acidos graxos n3 foi maior que a
porcentagem de n6, o que ocorreu a partir do 8° DAF, justificado pelo aumento
percentual consideravel dos PUFA n3 a partir desse dia. Nas figuras 23A, B e
C os dados evidenciam poucas variagdes na fragao neutra entre os grupos. Os
MUFAs foram mais elevados no cachara aos 7 DAF e por outro lado os PUFAs
da fracao neutra foram mais elevados nos hibridos aos 9 DAF .

Na figura 24A e tabela 08, podemos verificar o perfil de acidos graxos do
figado ao longo das 3 coletas realizadas nesse periodo que incluiu os dias 32,
39 e 45 DAF. O perfil dos SFA do figado (tabela 08) se elevou no grupo
cachara com 45 DAF, apresentando diferengas significativas em relagdo aos
dias anteriores, e nos hibridos se elevou com 39 DAF, momento no qual ambos
grupos também apresentaram diferencas (figura 24A), com os hibridos
apresentando maior porcentagem de SFA com 39 DAF e, aos 45 DAF, a
situagdo se inverteu, e os animais do grupo cachara apresentaram maior
porcentagem de SFA na fragdo neutra do figado quando comparados aos
hibridos. Os MUFAs (tabela 08) do grupo cachara apresentaram uma queda
significativa no 45° DAF, causada pelo 18:1n9, enquanto os hibridos
apresentaram somente diferengas quando comparado com os cacharas no 39°
DAF, momento em que a porcentagem de MUFAs da fragdo neutra hepatica
dos cacharas foi mais elevada que dos hibridos (figura 23B). Os PUFAs (tabela

08) da fragédo neutra do figado ndo apresentaram diferengas significativas entre
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0s grupos nessa fase (figura 24C) e neste tecido também foi verificado maior
perfil dos PUFA n6 em relagédo aos n3 (tabela 08).

Em relacdo ao encéfalo (tabela 09) podemos observar que o perfil de
SFA e PUFAs apresentaram as maiores porcentagens e quando analisados
isoladamente nado diferiram ao longo do desenvolvimento e nem entre os
grupos (figuras 25A e C). J& os MUFAs (tabela 09) de ambos os grupos
apresentaram diferengas significativas, sendo que a porcentagem destes
acidos graxos diminuiu nos encéfalo dos cacharas e hibridos no 39° DAF e na
coleta seguinte manteve o mesmo padrao. Destaca-se aqui que aos 39 DAF a
concentracdo de MUFAs na fracdo neutra do encéfalo de hibridos foi mais
elevada que dos cacharas (figura 25B). Os PUFA foram muito similares entre
0s grupos ao longo das coletas. Em contrapartida ao perfil de n6 e n3 do
figado, o encéfalo apresentou altas porcentagens de acidos graxos n3 em
relacdo aos n6 (tabela 09).

O musculo apresentou perfil similar SFA ao longo do desenvolvimento
com apenas uma diferenga significativa no 39° DAF (figura 26A e tabela 10),
quando os hibridos apresentaram porcentagens inferiores aos cacharas, sendo
0 16:0 e 18:0 os acidos graxos com maiores valores percentuais. O perfil dos
MUFA foi bastante similar ao longo do desenvolvimento, sem diferengas
estatisticas entre os grupos (figura 26B). O perfil dos PUFAs também néao
apresentou diferenca significativa ao longo do desenvolvimento (tabela 10). O
perfil de n3 e n6 do musculo segue o padrdo obtido no figado com maior

porcentagem dos PUFAs n6 em relagdo aos n3.

4.3.2. Fracao Polar

Agora serdo abordados os valores referentes a fracdo polar
(fosfolipideos) das larvas de ambos os grupos, que corresponde aos acidos
graxos de membrana (estruturais).

Durante a fase de ovo fertilizado (figuras 27A, B e C) observamos um
padrdo com alta similaridade entre os grupos em relagdo as 3 classes de
acidos graxos (SFA, MUFA e PUFA) da fragdo polar. Os principais acidos
graxos saturados foram o 16:0 e 18:0, MUFA foram 18:1n9 e 18:1n11,
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enquanto o PUFA com maior percentual foi o 22:6n3 e permanecendo os n3
com percentuais mais elevados que os n6 (tabela 11).

Ainda com relagao a fase de ovo fertilizado (figura 27A, B e C) o perfil de
ambos grupos nao apresentou nenhuma diferenga significativa para nenhuma
das classes de acidos graxos, sempre com o perfil muito similar entre os dois
grupos, porem com uma diferenga em relagdo ao que foi visto até agora, uma
vez que a porcentagem de acidos graxos PUFA n3 é maior em relagdo aos n6
somente nas primeiras 8 HAF, e nas 16° HAF os maiores percentuais sdo de
n6 para ambos os grupos.

Com relagdo aos animais recém eclodidos (24 HAF) (tabela 12, figuras
28 A, B e C) podemos verificar um padréo similar ao descrito para as primeiras
16 horas do desenvolvimento. Entretanto nas 24 HAF (momento da ecloséo) a
porcentagem de SFA nos animais do grupo hibrido € mais elevada que nos
animais do grupo cachara (tabela 12, figura 28A), permanecendo assim como
nos SFA anteriores, com uma predominancia do 16:0 e 18:0 como principais
SFA, do MUFA, 0 18:1n9, e do PUFA, o0 22:6n3, 20:4n6, 18:2n6 e 20:3n6. E de
uma forma geral os PUFA n6 apresentaram porcentagens mais elevadas em
relacdo aos n3 (tabela 12).

No periodo compreendido entre 2 e 6 DAF ndo foram encontradas
diferengas na porcentagem de SFA ao longo do desenvolvimento (tabela 13)..
Os MUFAs se elevaram do 2° para o 3° DAF nos dois grupos, e em seguida
decairam novamente, sendo diferentes estatisticamente (tabela 13). A elevagao
foi devida as variagdes ocorridas no 16:1, 17:1 e 18:1n11. Além disso, no 4°.
DAF os animais do grupo hibrido apresentaram maior porcentagem de MUFA
que os cacharas (figura 29 B). Os PUFAs (tabela 13) apresentaram um perfil
inverso aos MUFAs, diminuindo aos 3 DAF nos hibridos e retornando
posteriormente aos valores iniciais. Ja nos cacharas, entre o 3° e 4° DAF houve
um incremento na porcentagem de PUFAs, que se manteve até o 6° DAF. Os
principais acidos graxos que sofreram alteracdes foram o 22:6n3 e o0 20:3n6. A
relagdo n3/n6 variou em torno de 1,0 durante essa fase (tabela 13). Os PUFAs
nao apresentaram variagdes entre os 2 grupos neste periodo (figura 29C).

O perfil de SFA e PUFAs nao variou entre o 7° e 25° DAF (tabela 14). Ja
os MUFAs sofreram uma reducao gradual entre o 7° e 10° DAF nos cacharas,

nao se alterando nos hibridos. A comparacéo do perfil de acidos graxos entre
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0s grupos experimentais mostra uma maior porcentagem de PUFAs na frag&o
polar dos hibridos aos 25 DAF em relagdo aos cacharas (figura 30 C), sem
diferencas entre os SFA (figura 30 A) e MUFAs (figura 30 B) entre os grupos.
Nessa fase, os PUFAs corresponderam a maior porcentagem de acidos graxos
na fragcdo polar, sendo que os n3 estiveram presentes em maior porcentagem
em relacdo aos n6 (tabela 14).

No tecido hepatico dos alevinos ndo foram detectadas diferengas na
porcentagem de SFA ao longo do desenvolvimento (tabela 15) e apenas os
animais do grupo cachara apresentaram variagées na porcentagem de MUFA
que diminuiram entre o 32 e 39 DAF e de PUFAs que se elevaram
gradativamente entre 32 e 45 DAF também nos cacharas (tabela 15).
Comparando-se os diferentes grupos (figuras 31 A, B e C) nao foram
encontradas diferencgas significativas.

Com relagdo ao encéfalo dos juvenis de ambos os grupos né&o foi
observada nenhuma diferenga significativa para nenhuma das classes de
acidos graxos, com os percentuais variando e se alternando, e a porcentagem
de n3 permanecendo superior aos n6 no tecido encefalico desses animais
(figuras 32A, B, C e tabela 16).

E por fim os valores percentuais de SFA, MUFA e PUFA do musculo
também nao variaram ao longo do tempo (tabela 17), porém apresentaram uma
variagao significativa nos MUFA no dia 32 apds a fertilizacdo, quando os
animais do grupo cachara apresentaram maiores porcentagens destes acidos
graxos em relagdo aos hibridos (figura 33B). A porcentagem de SFA e PUFAs
foi mantida constante entre os dois grupos (figura 33A e C). Vale ressaltar que
os PUFA também foram os que apresentaram maiores porcentagens durante
essa fase, no tecido muscular desses animais, 0 que se esperava uma vez que
a quantidade de PUFA na fracdo polar era um resultado previsto pelas

caracteristicas estruturais que esta classe de acidos graxos possui (tabela 17).
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4.4. Enzimas Digestérias

Foi detectada hidrdlise de quatro proteases, sendo a protease
inespecifica em dois diferentes pHs (conforme descrito na metodologia), e as
outras duas a tripsina e quimiotripsina.

Os resultados das enzimas digestérias serdao discutidos de duas
diferentes formas. Inicialmente os resultados serdo apresentados expressando
a atividade enzimatica dividida pela concentragao de proteina contida no tecido
analisado. Esta forma € a mais utilizada para se expressar a atividade de
enzimas digestérias. Quando analisamos larvas, a forma mais correta de se
expressar a atividade é por unidade de individuos, forma esta que sera
apresentada posteriormente.

O principal problema em se expressar a atividade enzimatica das larvas
pela concentracdo de proteinas teciduais esta no fato de que com o avanco da
ontogénese os animais tendem a elevar sua concentragao de proteinas nos
tecidos, e com isso, podem influenciar a atividade enzimatica, mascarando a
atividade. Mesmo que a concentragdo das proteinas ndo esteja aumentando,
as concentracbes podem apresentar flutuagcdes, que poderiam, como dito
anteriormente mascarar a verdadeira atividade especifica.

Os dados de massa corpérea utilizados no presente trabalho foram
obtidos com larvas que seriam utilizadas para as analises histolégicas, ou seja,
os dados nao se referem a massa corporea dos individuos no momento da
coleta. Com isso, podem ter ocorrido dois problemas metodolégicos com os
dados que serao apresentados: inicialmente as larvas que passaram pelos
métodos rotineiros de histologia (fixagdo em Bouin acético e manutengdo em
alcool 70%), podem ter se desidratado. Outro problema encontrado foi que n&o
foi possivel obter essas informacdes a partir das larvas que estavam
congeladas, pois quando estas foram descongeladas apresentaram lises
teciduais, tornando dificil a identificacdo de quantos individuos estavam nas
amostras pesadas. Por isso, optou-se por utilizar as larvas armazenadas para
as analises histolégicas, mesmo correndo risco de sofrer alguma alteracéo de

sua massa. Entretanto, durante a obtengado da massa corpérea foram adotados
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0s mesmos procedimentos visando minimizar o erro metodolégico, buscando
uma padronizagao dos dados de massa.

Inicialmente serao abordados os resultados da atividade enzimatica que
foram expressos por miligrama de proteina e em seguida os dados de atividade

expressos por unidade de larva.

4.4.1. Protease Inespecifica

A hidrolise acida (pH 2,0) da protease inespecifica apresentou para
ambas espécies 0s menores valores ao longo da ontogénese em relagdo as
outras enzimas. Os valores obtidos para as larvas de cachara e hibridos foram
muito proximos de zero até o sétimo dia apds a fertilizagdo e somente
apresentou valores mais elevados a partir do décimo dia apés a fertilizagcao
(figuras 34A, B e C). Durante esse periodo nenhuma diferenga significativa foi
observada. Apenas no décimo dia apos a fertilizagdo os grupos diferiram entre
si (figura 34D) A atividade para ambos os grupos apresentaram o mesmo
padrao ao longo dos 25 primeiros DAF, com pequenas flutuagdes.

No estdmago a hidrdlise acida da protease inespecifica apresentou os
maiores valores, com os grupos apresentando potencial hidrolitico similar.
Apenas uma diferenga significativa foi observada no 45° DAF, embora os
valores aparentemente estivessem no mesmo patamar (figura 35A).

No intestino a hidrdlise acida atingiu valores extremamente baixos, sem
diferenca significativa, resultado esse esperado uma vez que a hidrdlise acida é
esperada sempre no estdmago e n&o na regiao intestinal (figura 35B).

Mesmo com a atividade enzimatica expressa por unidade de larva, os
valores apresentados para a protease inespecifica no pH acido foram muito
baixos e em alguns casos foram abaixo de zero (figura 36A). Nas horas
seguintes as larvas de cachara e hibridas apresentaram uma tendéncia de
elevacao nos seus valores até as 40 HAF (figura 36B). Do 2° até o 6° DAF as
larvas de cachara elevaram sua atividade enzimatica, e embora tenham
apresentado uma queda significativa para zero do 3° para o 4° os valores
voltam a se elevar no 5° DAF, permanecendo neste patamar (figura 36C). No
mesmo periodo o grupo hibrido apresentou atividade somente nos dias 2 e 6

z

apos a fertilizacao, resultado intrigante apresentado pelo grupo (figura 36C). E
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importante ressaltar que os valores encontrados sdo extremamente baixos e
muito proximos de zero, que permite afirmar que sdo quase inexpressivos.

Do 7° ao 9° DAF, os valores continuam bem proximos de zero, porém a
partir do 15° até o 25° DAF as larvas de ambos os grupos apresentaram
valores crescentes (figura 36D), que quando aliados aos parametros
morfolégicos se justificam, pois nesse momento o estbmago esta plenamente
ativo.

A hidrdlise basica (pH 8,0) foi detectada a partir da fase de odcito
fertilizado (figura 37A e B) e permaneceu com valores crescentes até o 6° DAF,
sempre com 0s maiores valores sendo apresentados para o grupo hibrido.
Durante esse periodo a unica diferenga significativa encontrada foi no 5° DAF
(figura 37C). Do 7° DAF em diante os valores da atividade apresentaram uma
queda constante até o 25° DAF, embora o grupo hibrido ainda tenha
apresentado maiores valores de hidrolise (figura 37D). Durante esse periodo
(figura 37D) foram encontradas trés diferengas significativas nos 15°, 20° e 25°
DAF.

No estdbmago foram encontrados valores surpreendentes para a hidrélise
basica da protease inespecifica, pois o padrdo de hidrolise encontrado foi
relativamente alto para um tecido onde a atividade predominante €& acida.
Nesse caso, os valores maiores foram apresentados pelo grupo cachara em
relacdo ao grupo hibrido, incluindo diferengas significativas nas trés coletas
realizadas (32°, 39° e 45° DAF) (figura 38A).

No intestino a atividade proteolitica se mostrou conforme o esperado,
pois o tecido analisado apresenta maior atividade proteolitica nesse pH
ensaiado. O padrao de atividade também se mostrou similar para ambos os
grupos, embora nenhuma diferenga significativa tenha sido observada e os
valores tenham apresentado flutuagdes entre os grupos (figura 38B).

Conforme explicitado no inicio dos resultados, agora serao abordados os
resultados da atividade expressos por unidade de larva.

A atividade da protease inespecifica no pH basico expressa por unidade
de larva, foi detectada em ambos grupos logo durante a fase de odcito e, segue
com valores decrescentes até as 16 HAF (figura 39A). Das 24 HAF em diante,
foi detectado perfil similar com valores crescentes até as 40 HAF (figura 39B).

A partir desse ponto até o 5° DAF a atividade das larvas dos dois grupos
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elevam-se consideravelmente, e no 6° DAF apresentam uma queda acentuada
(figura 39C). Desse ponto até o 9° DAF os valores voltam a se elevar para
ambos grupos larvais e dessa vez o grupo cachara apresenta queda até o 25°
DAF e o grupo hibrido mantém os valores quase no mesmo patamar (figura
39D).

4.4.2. Tripsina

A atividade das enzimas proteoliticas especificas, tripsina e
quimiotripsina, foram detectadas ja no odcito, e antes da fertilizagdo e com
8HAF o grupo hibrido apresentou atividade significativamente maior que o
grupo cachara (figura 40A). Com 32 HAF novamente foi verificada diferenca
significativa entre os grupos, novamente com o grupo hibrido com atividade
mais elevada de tripsina (figura 40B). Embora ocorra essa diferengca podemos
observar que os grupos apresentam o mesmo padréo de atividade triptica
durante essa fase que percorre desde as 24 até as 40 HAF (figura 40B).

Do 2° até o 6° DAF podemos observar variagdes da atividade proteolitica
entre os grupos, alternando valores maiores e menores, apresentando duas
diferencgas estatisticas entre os grupos nos dias 5 e 6, sendo que 0s grupos se
alteram nos valores maximos nessa fase (figura 40C).

Na figura 40D, também observamos um padrao proteolitico variavel, e
assim como a figura anterior, ambos os grupos apresentam alternancia de
valores, sendo que nessa fase ocorreram duas diferengas significativas nos
dias 7 e 9 apds a fertilizagédo, na primeira o grupo cachara com maior atividade
€ na segunda o grupo hibrido com maior atividade.

No estdbmago e intestino a atividade da tripsina foi mais uma vez muito
similar, com os valores encontrados muito proximos ao longo dos dias de
coleta (32°, 39° e 45°) (figuras 41A e B).

Abordando agora os resultados de atividade triptica expressos por
unidade de larva, vale ressaltar que estes apresentaram grande variagédo de
erro padrao em todas fases do desenvolvimento. Contudo, na atividade de
tripsina ao longo dos 25 DAF os valores apresentados por ambos 0s grupos
foram muito baixos, e alternavam-se entre os grupos as maiores atividades
(figura 42A, B, C, D).
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4.4.3. Quimiotripsina

A atividade proteolitica da quimiotripsina, conforme dito anteriormente,
apresentou atividade desde a fase de odcito. Durante os 25 primeiros dias
(figuras 43A, B, C e D) foram encontradas poucas diferengas significativas e os
valores alternaram-se entre os grupos, que de uma forma geral possuem
atividade especifica da quimiotripsina muito similar. No estémago (figura 44A),
0 grupo cachara apresentou maior atividade em relagado ao grupo hibrido, com
diferencas significativas nos trés periodos analisados. Ja no intestino a
atividade foi um pouco menor, e sem nenhuma diferenga estatistica (figura
44B).

Abordando agora os valores das atividades de quimiotripsina expressas
por unidade de larva, as larvas de ambos o0s grupos nao apresentaram
diferengas significativas entre os grupos e nem ao longo da ontogénese, e
assim como a atividade de tripsina, detectamos valores muito baixos com
desvios elevados e com alternancia de maiores atividades entre os dois grupos

experimentais (figura 45A, B, C e D).
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Figura 11. Fotos das larvas de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do
hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplastystoma reticulatum). A)
Larva de cachara com 3 DAF, evidenciando a abertura de boca (seta
vermelha), saco vitelinico (seta preta) e barbilhdo (seta amarela). B) Larva de
hibrido com 3 DAF, evidenciando a abertura de boca (seta vermelha), saco

vitelinico (seta preta) e barbilhdo (seta amarela).
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Figura 12. Fotomicrografias das larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum). A) Odbcito de larva de cachara evidenciando: Vitelo (V), espaco
perivitelinico, corion (C). B) Odcito de hibrido evidenciando vitelo (V), espaco
perivitelinico (PV), cérion (C). C) Larva de cachara com 8 HAF (horas apoés a
fertilizacdo) evidenciando a formacao do pdlo animal (PA), cérion (C) e vitelo
(V). D) Larva de hibrido com 8 HAF (horas apoés a fertilizacdo) evidenciando
formacao do polo animal (PA), cérion (C) e vitelo (V). E) Larva de cachara com
16 horas ap0s a fertilizacdo (HAF), evidenciando formagéo do pélo animal (PA),
formacdo do saco vitelinico (SV), notocorda (NT), corion (C). F) Larva de
hibrido com 16 horas apos a fertilizacdo (HAF), evidenciando a formacéo do
pélo animal (PA), formacéo do saco vitelinico (SV), corion (C). Hematoxilina e

Eosina (H/E). Cortes longitudinais.
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Figura 13. Fotomicrografias das larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum). A) Larva de cachara com 3 DAF (dias apés a fertilizacédo)
evidenciando surgimento de alguns dos principais oOrgaos do trato
gastrointestinal como: Eso6fago (EF), bolsa intestinal (Bl), intestino proximal
(IP), saco vitelinico (SV), figado (FG), notocorda (NT). B) Larva de hibrido com
3 DAF (dias apo6s a fertilizacdo) evidenciando esbéfago (EF), bolsa intestinal
(BI), figado (FG), intestino (IN) e notocorda (NT). C) Larva de cachara com 4
DAF (dias ap6s a fertilizagdo) evidenciando, es6fago (EF), estbmago (ET),
resquicios do saco vitelinico (SV), figado (FG), bolsa intestinal (BI) e intestino
(IN). D) Larva de hibrido com 4 DAF (dias ap6s a fertilizagdo) evienciando
esbfago (EF), estbmago (ET), bolsa intestinal (BIl) e figado (FG). E) Larva de
cachara com 5 DAF evidenciando eséfago (EF), figado (FG), estdmago (ET),
bolsa intestinal (BI) e intestino (IN). F) Larva de hibrido com 5 DAF
evidenciando eséfago (EF), figado (FG), bolsa intestinal (BI) e intestino (IN).

Hematoxilina e eosina (H/E). Cortes longitudinais.
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Figura 14. Fotomicrografias das larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum). A) Larva de cachara com 7 DAF (dias ap6s a fertilizacdo)
evidenciando figado (FG), estdmago (ET), intestino (IN), regido dos rins (R). B)
Larva de hibrido com 7 DAF evidenciando figado (FG), estémago (ET),
intestino (IN) e régio dos rins (R). C) Larva de cachara com 7 DAF
evidenciando encéfalo (EN), es6fago (EF), arcos branquiais (AB), cavidade
opercular (CO) e estdbmago (ET). D) Larva de hibrido com 7 DAF evidenciando
encéfalo (EN), esodfago (EF), arcos branquiais (AB), cavidade opercular (CO),
figado (FG) e estdmago (ET). E) Larva de cachara com 7 DAF, evidenciando
luz intestinal (LI), células caliciformes — setas (Cc) e gotas de lipideos (GL). F)
Larva de hibrido com 7 DAF, evidenciando luz intestinal (LI), células
caliciformes (setas) (Cc) e gotas lipidicas (setas) (GL). Azul de toluidina e

fucsina (AF). Cortes longitudinais.
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Figura 15. Fotomicrografias das larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum). A) Larva de cachara com 9 DAF (dias apés a fertilizacédo)
evidenciando eso6fago (EF), figado (FG), células mucosas (cm), estdbmago (ET),
intestino (IN) e fibras musculares (FM). B) Larva de hibrido com 9 DAF
evidenciando figado (FG), es6fago (EF), células mucosas (cm), estdbmago (ET),
alimento (AL), intestino (IN) e fibras musculares (FM). Hematoxilina e eosina

(H/E). Cortes longitudinais.
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Figura 16. Proteinas Totais (miligramas de proteina/grama de tecido) das
larvas de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). A) Proteinas
totais das larvas com 0, 8 e 16 horas apés a fertilizagdo (HAF). B) Proteinas
totais das larvas com 24, 32 e 40 horas ap0s a fertilizagdo (HAF). C) Proteinas
totais de larvas com 2, 3, 4, 5 e 6 dias apos a fertilizacao (DAF). D) Proteinas

totais de larvas com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias apos a fertilizacdo (DAF).
* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 17. Proteinas Totais (miligramas de proteina/grama de tecido) do figado
e musculo de alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). A) Proteinas
totais do figado dos alevinos com 32, 39 e 45 dias ap6s a fertilizagdo (DAF). B)
Proteinas totais do musculo dos alevinos com 32, 39 e 45 dias apods a
fertilizacdo (DAF).

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 18. Lipideos Totais (miligramas de lipideos/ grama de tecido) das larvas
de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). A) Lipideos totais das larvas com
0, 8 e 16 horas apos a fertilizacdo (HAF). B) Lipideos totais das larvas com 24,
32 e 40 horas apos a fertilizacdo (HAF). C) Lipideos totais de larvas com 2, 3,
4, 5 e 6 dias apos a fertilizacdo (DAF). D) Lipideos totais de larvas com 7, 8, 9,
10, 15, 20 e 25 dias apos a fertilizacdo (DAF).

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 19. Lipideos Totais (miligramas de lipideos/ grama de tecido) do figado,
encéfalo e masculo de alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e
do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). A)
Lipideos totais do figado dos alevinos com 32, 39 e 45 dias ap0s a fertilizacao
(DAF). B) Lipideos totais do encéfalo dos alevinos com 32, 39 e 45 dias apos a
fertilizacdo (DAF). C) Lipideos totais do musculo dos alevinos com 32, 39 e 45
dias apos a fertilizacdo (DAF).

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 20. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 0, 8 e 16 horas apds a
fertiizacdo (HAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 21. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 24, 32 e 40 horas apds a
fertiizacdo (HAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 22. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 2, 3, 4, 5 e 6 dias apos a
fertiizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 23. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias
apos a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 24. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra do figado de
alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 32, 39 e
45 dias ap0s a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados.
B) Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de
acidos graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 25. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra do encéfalo de
alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 32, 39 e
45 dias ap0s a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados.
B) Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de
acidos graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 26. Porcentagens de acidos graxos da fracdo neutra do musculo de
alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 32, 39 e
45 dias ap0s a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados.
B) Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de
acidos graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 27. Porcentagens de acidos graxos da fracdo polar de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 0, 8 e 16 horas apds a
fertiizacdo (HAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 28. Porcentagens de acidos graxos da fracdo polar de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 24, 32 e 40 horas apds a
fertiizacdo (HAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 29. Porcentagens de acidos graxos da fracdo polar de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 2, 3, 4, 5 e 6 dias apos a
fertiizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 30. Porcentagens de acidos graxos da fracdo polar de larvas de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias
apos a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados. B)
Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de acidos
graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 31. Porcentagens de acidos graxos da fragcdo polar do figado de
alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 32, 39 e
45 dias ap0s a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados.
B) Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de
acidos graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 32. Porcentagens de acidos graxos da fracdo polar do encéfalo de
alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 32, 39 e
45 dias ap0s a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados.
B) Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de
acidos graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 33. Porcentagens de acidos graxos da fracdo polar do muasculo de
alevinos de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido
(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum), com 32, 39 e
45 dias ap0s a fertilizacdo (DAF). A) Porcentagem de acidos graxos saturados.
B) Porcentagem de acidos graxos monoinsaturados. C) Porcentagem de
acidos graxos polinsaturados.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 34. Atividade de protease inespecifica em pH 2,0 em larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enziméatica das larvas com O, 8 e
16 horas ap0s a fertilizacdo (HAF). B) Atividade enzimética das larvas com 24,
32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF). C) Atividade enzimatica das larvas com
2, 3, 4, 5 e 6 dias ap0s a fertilizacdo. D) Atividade enzimatica das larvas com 7,
8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias ap0s a fertilizacao.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 35. Atividade de protease inespecifica em pH 2,0, de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enzimatica do
estdbmago dos alevinos com 32, 39 e 45 dias apoés a fertilizagdo (DAF). B)
Atividade enzimatica do intestino dos alevinos com 32, 39 e 45 dias ap0s a
fertilizacdo (DAF).

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 36. Atividade de protease inespecifica em pH 2,0 em larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum) expressa por unidade (U) de larva. A) Atividade
enzimatica das larvas com 0, 8 e 16 horas apoOs a fertilizacdo (HAF). B)
Atividade enzimatica das larvas com 24, 32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF).
C) Atividade enzimatica das larvas com 2, 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a fertilizacdo. D)
Atividade enzimatica das larvas com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias apés a
fertilizacao.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 37. Atividade de protease inespecifica em pH 8,0 em larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enziméatica das larvas com O, 8 e
16 horas ap0s a fertilizacdo (HAF). B) Atividade enzimética das larvas com 24,
32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF). C) Atividade enzimatica das larvas com
2, 3, 4, 5 e 6 dias ap0s a fertilizacdo. D) Atividade enzimatica das larvas com 7,
8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias ap0s a fertilizacao.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 38. Atividade de protease inespecifica em pH 8,0, de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enzimatica do
estbmago dos alevinos com 32, 39 e 45 dias apés a fertilizacdo (DAF). B)
Atividade enzimatica do intestino dos alevinos com 32, 39 e 45 dias ap6s a
fertilizagéo (DAF).

* ** . Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre
0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento
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Figura 39. Atividade de protease inespecifica em pH 8,0 em larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum) expressa por unidade (U) de larva. A) Atividade
enzimatica das larvas com 0, 8 e 16 horas apoOs a fertilizacdo (HAF). B)
Atividade enzimatica das larvas com 24, 32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF).
C) Atividade enzimatica das larvas com 2, 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a fertilizacdo. D)
Atividade enzimatica das larvas com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias apés a
fertilizacao.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 40. Atividade de tripsina em larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum). A) Atividade enzimatica das larvas com 0, 8 e 16 horas apos a
fertilizacdo (HAF). B) Atividade enzimatica das larvas com 24, 32, 40 horas
apos a fertilizacdo (HAF). C) Atividade enzimatica das larvas com 2, 3, 4,5e 6
dias apos a fertilizacdo. D) Atividade enzimatica das larvas com 7, 8, 9, 10, 15,
20 e 25 dias ap06s a fertilizacéo.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 41. Atividade de tripsina do estdmago de alevinos de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enzimatica do estdbmago dos
alevinos com 32, 39 e 45 dias ap6s a fertilizacdo (DAF). B) Atividade
enzimatica do intestino dos alevinos com 32, 39 e 45 dias apos a fertilizac&o
(DAF).

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 42. Atividade de tripsina em larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum) expressa por unidade de larva. A) Atividade enzimatica das larvas
com 0, 8 e 16 horas ap0s a fertilizagdo (HAF). B) Atividade enzimética das
larvas com 24, 32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF). C) Atividade enzimatica
das larvas com 2, 3, 4, 5 e 6 dias ap0s a fertilizacdo. D) Atividade enzimatica
das larvas com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias ap0s a fertilizagdo.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 43. Atividade de quimiotripsina em larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enziméatica das larvas com O, 8 e
16 horas ap0s a fertilizacdo (HAF). B) Atividade enzimética das larvas com 24,
32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF). C) Atividade enzimatica das larvas com
2, 3, 4, 5 e 6 dias ap0s a fertilizacdo. D) Atividade enzimatica das larvas com 7,
8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias ap0s a fertilizacao.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 44. Atividade de quimiotripsina do estbmago de alevinos de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum). A) Atividade enzimatica do estdbmago dos
alevinos com 32, 39 e 45 dias ap6s a fertilizacdo (DAF). B) Atividade
enzimatica do intestino dos alevinos com 32, 39 e 45 dias apos a fertilizac&o
(DAF).

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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Figura 45. Atividade de quimiotripsina em larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum) expressa por unidade de larva. A) Atividade
enzimatica das larvas com 0, 8 e 16 horas apoOs a fertilizacdo (HAF). B)
Atividade enzimatica das larvas com 24, 32, 40 horas apos a fertilizacdo (HAF).
C) Atividade enzimatica das larvas com 2, 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a fertilizacdo. D)
Atividade enzimatica das larvas com 7, 8, 9, 10, 15, 20 e 25 dias apés a
fertilizacao.

* ** _ Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre

0s grupos quando comparados durante a mesma fase do desenvolvimento.
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5. Discusséao

Na literatura brasileira, os estudos voltados para a fase larval do
desenvolvimento dos peixes tropicais de agua doce ainda s&do muito
incipientes, embora as espécies de agua salgada venham sendo estudadas
nos ultimos 20 anos (Kolkovski, 2001). Com o crescente desenvolvimento das
atividades econdmicas na aquicultura, tem sido cada vez mais importante o
estudo e conhecimento de todas as fases da vida dos peixes, com énfase na
fase larval, que € considerada o periodo mais fragil e consequentemente o
mais critico durante a vida dos animais.

O processo larval, bem como as larvas de peixes teledsteos ndo devem
ser consideradas como fase ou organismos primitivos, mas sim como um
periodo transitério no qual a ontogenia e o crescimento induzem mudancas
substanciais na estrutura, fisiologia, tamanho e forma corpérea. O mecanismo
basico da organogénese e sua fisiologia sdo determinados em geral pelo
historico de cada espécie, além de inimeros fatores abioticos e bidticos, como
a temperatura da agua, disponibilidade e composicado de alimento durante os
diferentes estagios de vida dos peixes. Todas essas variaveis determinam o
desempenho nutricional e fisioldgico dos peixes, e com isso, irdo determinar
sua habilidade de lidar com os futuros desafios ao longo da vida (Hachero-
Cruzado et al., 2009).

Em pisciculturas comerciais os organismos hibridos vém sendo cada vez
mais utilizados, devido, principalmente as possibilidades de selecionar
linhagens que sejam cada vez mais interessantes em relacdo a taxa de
crescimento, sobrevivéncia, dentre outros indices zootécnicos. Este € o caso
do género Pseudoplatystoma, cujas caracteristicas econbmicas ja foram
abordadas neste trabalho e que vem sendo cultivado no pais principalmente na
forma de hibridos. No entanto, nenhuma investigacdo havia sido conduzida de
forma a descrever e entender a presenca de possiveis diferencas
morfofisiolégicas entre os parentais e hibridos, que pudessem subsidiar os
relatos realizados pelos piscicultores sobre melhores indices zootécnicos nos
animais hibridos em relacéo aos parentais.

A proposta inicial do presente projeto continha um grupo experimental

adicional, além dos dois grupos que foram investigados. O grupo experimental
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retirado pertence a espécie popularmente conhecida por pintado, surubim ou
surumi, (Pseudoplatystoma corruscans Spix & Agassiz, 1829), que é um
Siluriforme de grande porte, pertencente a familia Pimelodidae, sendo ainda
uma espécie congenérica do cachara (Pseudoplatystoma reticulatum).

Conforme explicitado anteriormente, o0 macho de pintado é utilizado para
a producdo do hibrido. A espécie em questdo é uma espécie considerada
ameacada no estado de Séao Paulo (S&o Paulo, 2008; Mello et al., 2009), e
obviamente auxiliaria a responder diversas questdes sobre a ontogenia do
género Pseudoplatystoma, uma vez que a bagagem ndo sé genética, mas a
resposta fisiologica do macho estara presente nas larvas de seus
descendentes.

A impossibilidade de inclusdo deste grupo no presente projeto se deve
ao fato de que a reproducdo e consequente obtencdo de larvas do grupo de
pintado puro foram prejudicadas com elevada taxa de mortalidade. Embora
tenham sido feitas outras tentativas de reproducado e obtencdo de uma desova
suficiente para todas as analises bioquimicas, fisiologicas e morfolégicas néo
foi obtido éxito e como o0s animais se reproduzem somente uma vez no ano tal
fato impossibilitou a obtencéo dos animais para finalizar o trabalho em tempo
habil.

5.1. Andlises Morfolbgicas

Inicialmente podemos observar que o trato gastrointestinal das larvas de
cachara e do hibrido sdo muito semelhantes ao da maioria das outras espécies
de teledsteos em seus aspectos morfologicos e fisioldégicos. Primeiramente em
relacdo a morfologia do trato gastrointestinal, este se mostrou muito similar
entre os dois grupos estudados, sendo, inclusive muito similar ao da espécie
congenérica pintado (Pseudoplatystoma corruscans, Agassiz 1829), estudada
por Mangetti (2006).

Em ambos os grupos estudados a abertura da boca foi verificada no 3°
DAF, resultado esse que foi encontrado também para o pintado por Santos &
Godinho (1994) e por Mangetti (2006), que estudando a mesma espécie,
verificou abertura da boca no 4° DAF, ou 3° DAE (dia apos eclosdo). No

presente trabalho, foi verificada a ingestédo de alimentos ja no 4° DAF, resultado
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descrito como sendo muito comum em diversas espécies de peixes de clima
tropical e temperado (Boulhic & Gabaudan, 1992; Walford & Lam 1993).

Segundo Yang et al., (2010) estudando outro siluriforme que apresenta
grande distribuicdo pela China (Pelteobagrus fulvidraco) conhecido por catfish
amarelo, a abertura da boca foi verificada no 2°. DAE e foi se diferenciando
com grande rapidez. O trato digestorio deste siluriforme também foi descrito
como sendo muito similar ao da maioria das espécies de peixes (Yang et al.,
2010).

Conforme descrito anteriormente, embora a abertura da boca dos
animais tenha sido verificada no 3° DAF, houve duvidas em relagdo ao animal
estar pronto para ingestdo de alimentos ja nesse dia. Segundo Tocher et al.,
(2008) logo apds a eclosdo, a boca da maioria das espécies de peixes
apresenta estas estruturas (boca e trato gastrointestinal) ainda imaturas e,
portanto s&o estruturas ainda incapazes de capturar e ingerir alimento
exdgeno.

No dia da abertura da boca, esta estrutura foi classificada
macroscopicamente (visualmente), como nao sendo funcional, ou seja, esta
estrutura ainda ndo estava pronta para capturar e ingerir presas, pois a maxila
inferior encontrava-se em uma posicdo muito ventral em relacdo a maxila
superior. Tal sugestdo de que a boca ndo era funcional para captura e ingestéao
de alimentos foi confirmada posteriormente, pois ap6s nas analises
microscopicas somente foi verificado alimento no trato digestério dos animais
de ambos o0s grupos no 4° DAF.

Em relacdo ao saco vitelinico, os animais iniciam o consumo do mesmo
a partir da fertilizacao, e este é exaurido com extrema rapidez, pois a demanda
energeética e estrutural durante essa fase € extremamente elevada (Rainuzzo,
1997). A absorgéo do saco vitelinico para os cacharas e hibrido é muito rapida,
embora a taxa e a eficiéncia de consumo do saco vitelinico podem variar, pois,
sdo influenciadas por diversos fatores ambientais, como: luminosidade,
temperatura, concentracdo de oxigénio, salinidade, pH, etc (Hemming &
Buddington, 1988)

A abordagem sobre a composicdo do saco vitelinico sera discutida
juntamente com as concentracdes protéicas, lipidicas e o perfil dos acidos

graxos, que nos permitiu um estudo composicional detalhado dos animais.
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Sabe-se que diversos fatores influenciam na composicdo do saco vitelinico,
como variacfes espécie-especificas, além da grande influéncia proveniente da
nutricdo fornecida a matriz, que interfere quantitativa e qualitativamente na
composicdo do mesmo. A composicdo do saco vitelinico é determinante
durante o periodo de alimentagcdo enddgena, pois serd a Unica fonte de
substrato energético e estrutural, como proteinas, lipideos, aminoacidos
essenciais, carboidratos e acidos graxos essenciais (Rainuzzo, 1997).

O saco vitelinico foi encontrado até o 6° DAF em ambos os grupos,
resultado esse que também foi observado por Mangetti (2006) para o pintado,
sugerindo que o0s animais deste género, assim como, diversas outras espécies
de peixes, apresentam alimentacdo mista por um periodo, na qual, o animal se
alimenta de suas fontes enddgenas (saco Vvitelinico) e fontes exdgenas
(alimentacao externa).

Segundo Dabrowski (1984), durante essa fase 0s animais ainda nao
finalizaram seu processo de “metamorfose” e por isso apresentam algumas
estruturas de seu trato digestério ainda ndo plenamente desenvolvidas e, com
isso, ndo possuem ainda atividade enzimatica satisfatéria para digerir o
alimento, embora, o animal utilize esse periodo para se preparar para sua
independéncia alimentar. Mangetti (2006) afirma que os animais utilizam esse
periodo de alimentacdo mista para treinar a captura de presas, bem como as
respostas do trato digestorio frente a esta nova realidade, fato reforcado por
Eldridge (1983), que afirma que larvas de Morone saxatilis consumiram o0 saco
vitelinico mais rapidamente quando alimentadas com artémia em contrapartida
a larvas desnutridas.

Tal fato pode ser verdadeiro, mas por outro lado sabemos que as larvas
de peixes utilizam as enzimas provenientes do alimento vivo para “ativar” suas
enzimas digestivas (Dabrowski, 1984), processo conhecido por zimogénese, no
qual, ocorre ativacdo das formas inativas das enzimas transformando-as em
suas respectivas formas ativas, p.ex. tripsinogénio (forma inativa) se transforma
em tripsina (forma ativa) quando em contato com a enteroquinase produzida
pelos enterdcitos.

Outra influéncia esta no fato dos animais ainda utilizarem as enzimas
presentes no alimento vivo, para, além de ativar as formas inativas das

enzimas presentes em seu trato digestério utilizarem as proprias enzimas
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presentes no alimento vivo para sua prépria digestao, processo conhecido por
autélise, no qual o alimento vivo digere seus proprios tecidos (Dabrowski,
1984).

Kolkovski (2001) sugere que grande parte da atividade enziméatica das
larvas de peixes é proveniente do alimento vivo, e, isso € verdadeiro para
espécies como: carpa comum, carpa capim, truta arco-iris e gilthead seabream.
Em contrapartida alguns autores como Kurokawa et al., (1998) estudando
Sardinops malanoticus e Cahu & Zambonino-Infante (1995) estudando sea
bass, afirmam que, a contribuicdo das enzimas provenientes do alimento vivo
nao foi significativa, o que torna ainda incompreendido a verdadeira atuacao
das enzimas provenientes do alimento vivo. Aspectos mais detalhados da acéo
enzimatica serdo abordados mais adiante juntamente com as atividades das
enzimas digestivas.

O esbfago das larvas de cachara e do hibrido foi verificado no 4° DAF, e
foi descrito como uma estrutura tubular que conecta a cavidade bucal ao
estbmago, cuja funcdo € conduzir o alimento até o estbmago. Em larvas de
pintado Mangetti (2006) verificou a presenca do eséfago no mesmo dia (3°
DPE) juntamente com as células secretoras de muco que sdo caracteristicas
desse tecido. Em larvas de cachara e hibrido também foram encontradas as
células secretoras de muco a partir do 4° DAF, que tém por funcdo proteger a
parede esofagica contra abrasdo dos alimentos. Mangetti (2006) afirma que o
esbfago das larvas de pintado atinge sua complexidade maxima com 11 DAE ,
pois segundo o autor, o Orgdo apresenta as dobras maximas nesse dia,
estruturas essas que permitem a distensdo do tecido durante a degluticdo dos
alimentos. Yang et al., (2010) trabalhando com o bagre amarelo chinés
(Pelteobagrus fulvidraco) encontrou o es6fago com 2 DAE, mesmo periodo
descrito para as espécies do presente trabalho, sendo que as células mucosas
também foram encontradas nesse mesmo dia.

O primoérdio do estbmago das larvas de cachara e hibridas foi verificado
no 4° DAF. Para a completa identificacdo do 6rgdo e suas principais células
secretoras de enzimas seriam necessarias outras técnicas de coloragéo, que
ndo foram realizadas no presente trabalho. Segundo Mangetti (2006), o
estbmago das larvas de pintado surge no 3° DPE, e encontra glandulas

gastricas com 11 DPE, e este autor afirma ainda que as glandulas secretoras
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do estbmago de teledsteos sdo similares as células oxintopépticas das aves e,
por isso, secretam ambos os produtos envolvidos na hidrélise que séo as
enzimas e o acido cloridrico (HCl). Com o surgimento das células
oxintopépticas as larvas de teledsteos sdo consideradas aptas a digerir
alimento inerte, porém, outra forma mais eficaz de se definir a funcionalidade
enzimatica do estbmago € através da analise da atividade das enzimas &cidas,
que foi o parametro utilizado no presente trabalho para definir o momento em
que as larvas apresentavam atividade de protease acida. Os dados de
atividade de protease acida serdo discutidos posteriormente juntos com a
atividade das outras enzimas digestivas especificas.

A bolsa intestinal foi verificada no 3° DAF, e descrita como um érgdo de
parede fina de forma arredondada e conforme dito anteriormente foi verificada
a presenca de alimento a partir do 4° DAF. A bolsa intestinal € verificada nos
primeiros dias do desenvolvimento das larvas de cachara e do hibrido, e
macroscopicamente pode ser confundida com o estdbmago devido a sua forma
arredondada e o grande volume que é visivel apés a alimentacédo das larvas.
Foram observados no interior dos enterécitos de ambos 0s grupos, a presenca
de gotas de lipideos, que caracteriza a absorcado deste substrato por esse
orgdo. Estas gotas de lipideos foram caracterizadas por apresentar vesiculas
claras na regido do citoplasma dos enterdcitos. Outras espécies de larvas
também apresentam a absorcao de lipideos por essa estrutura (Deplano et al.,
1991; Sarasquete et al.,, 1995; Chen et al.,, 2006; Mangetti, 2006). Nos
primeiros dias a presenca dessas gotas de lipideos é observada em todo o
trato intestinal mostrando que nos primeiros dias todo o trato intestinal absorve
os lipideos, porém a partir do 10° DAF as gotas de lipideos sdo encontradas
apenas na regido anterior da bolsa intestinal, ndo sendo encontrada nas
regibes posteriores do intestino, evidenciando que a regido absortiva de
lipideos no trato intestinal das larvas de cachara e hibrido ocorrem na regiao
anterior do intestino como na maioria dos peixes teledsteos (Bisbal & Bengston
1995; Yufera, 1995).

O intestino foi verificado a partir do 4° DAF tanto nos cacharas quanto
nos hibridos. Podemos observar também a presenca das dobras intestinais que
tém por funcdo aumentar a superficie de contato dos enterdcitos com o

alimento, além de facilitar também a acdo das enzimas do suco pancreético
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que agem no intestino (Grau et al., 1992). Mangetti (2006) também verificou em
larvas de pintados a presenca do intestino e das gotas de lipideos nos
enterdcitos a partir do 3° DPE, e sugere que 0s enterdcitos estdo ativos ja
neste mesmo dia, uma vez que a absorcdo ocorre ativamente. Foram
verificadas também as células caliciformes, que apresentam maior ocorréncia a
partir do 9° DAF, que atuam secretando muco.

De uma forma geral as analises das larvas e do trato digestério nédo
evidenciaram diferencas cronologicas e/ou morfolégicas relevantes entre

cacharas e hibridos.

5.2. Anélises Metabdlicas

Os peixes por ndo regularem a temperatura corporal (ectotérmicos)
requerem pouca energia para manutencdo do seu status corporeo e para
atividades como: natacao, locomoc¢éao, entre outras funcdes, e em comparacéo
aos endotérmicos necessitam de quantidade bem inferior de energia (Cowey,
1980, Lovell, 1989).

Os peixes metabolizam preferencialmente proteinas em comparacao aos
demais substratos e durante o estagio larval a taxa de crescimento é muito alta
e, 0 crescimento esta principalmente relacionado a deposicao de proteinas no
musculo (Conceicao et al.,, 1998). Com isso, um alto fluxo de aminoacidos é
exigido do alimento para crescimento da biomassa (Ronnestad et al., 2003),
uma vez que 0sS peixes metabolizam preferencialmente aminoacidos como
fonte primaria de energia (Zhu et al., 1998), diferente dos mamiferos que
utilizam carboidratos como principal substrato energético (Sheridan, 1994).

Na fase de oécito e ovo fertilizado, o grupo cachara apresenta
concentracdo protéica mais elevada em relacdo ao grupo hibrido, sugerindo
que esse grupo apresente maior deposicao desse substrato. A concentracéo
protéica das larvas de cachara apresentou uma queda indicando consumo
deste substrato nas primeiras 16 HAF, momento de intensas alteracdes
morfologicas e, embora as larvas tenham durante esse periodo uma maior
exigéncia protéica para formacdo dos tecidos e crescimento, elas também
utiizam as fontes protéicas como substrato metabdlico. O grupo hibrido

apresentou valores estaveis sem grandes variacbes no mesmo periodo,
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indicando que as larvas mantiveram seu perfil protéico, durante essa fase de
intensas transformacdes fisiologicas. Esses resultados dos hibridos, também
foram encontrados para diversos salmonideos (Zeitoun et al., 1977; Dabrowski
& Luczynski, 1984), para ciprinideos (Kamler, 1976) e gadideos (Lapin &
Matsuk, 1979; Buckley, 1981) entre outros, que afirmam que durante essa fase
do desenvolvimento quando o embrido é pequeno e a atividade metabdlica
ainda ndo é tdo elevada, pouca proteina € utilizada para producéo de energia,
e as concentracdes de proteinas totais se mantém relativamente constantes, e
a medida que as larvas vao crescendo e a taxa metabdlica aumentando
maiores volumes de proteina sdo utilizados para o catabolismo. Contudo,
Yarzhombek & Maslennikova (1971) e Rice & Stokes (1974) afirmam que é
dificil de se observar o catabolismo protéico antes da eclosdo das larvas,
devido a baixa permeabilidade das membranas do ovo a metabdlitos
nitrogenados que prejudicariam o desenvolvimento.

Segundo Heming & Buddington (1988) o substrato mais abundante nos
ovos das larvas de peixes em geral sdo as proteinas, que tem duas principais
funcdes, de abastecer energeticamente via catabolismo e suprir as demandas
estruturais tdo elevadas durante a organogénese. Satia et al., (1974) afirmam
que ha uma correlacdo positiva entre 0 consumo e contetdo do saco vitelinico
e a sobrevivéncia durante esse periodo inicial de vida.

Alem das proteinas, os aminoacidos (AA) também desempenham um
papel importante durante essa fase, pois grande quantidade deste substrato
provém dos reprodutores como os AA livres. Diversos autores afirmam que o
ovo recém desovado possui cerca de 40-60% de AA em peso seco (Ronnestad
& Fyhn, 1993; Thorsen et al., 1993; Finn et al., 1995; Ronnestad et al., 1996),
incluindo os AA polimerizados e outras macromoléculas, além dos aminoacidos
livres. Zhu et al (2002) observaram que a quantidade de aminoécidos livres
diminui ao longo do desenvolvimento embrionario, sugerindo que esses
aminoacidos estariam sendo catabolizados para a producdo de energia,
utilizados na lipogénese ou sintese de proteinas (Zhu, 1998).

Ao longo dos 25 primeiros dias apés a fertilizacdo os grupos variaram
pouco em relacéo a deposicao desse substrato, permanecendo sempre com 0s
valores bem equiparados entre si. Estes valores das concentracées sugerem

alta similaridade e uniformidade entre os grupos durante o desenvolvimento e
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crescimento. O perfil esperado para a ontogénese dos animais seria um
aumento da concentracdo protéica, porém este resultado ndo foi observado,
uma vez que 0S animais estdo em constante crescimento, processo que
envolve a hipertrofia e hiperplasia.

Do 2° para o 3° DAF ambos os grupos apresentam reducg&o curiosa na
concentracdo deste substrato, que se justifica, uma vez que nessa fase ocorre
a eclosdo, que exige alto fluxo e consumo energético para o rompimento da
camada externa do ovo (corion) e consegente eclosdo (Zhu et al., 2002). No 3°
DAF, momento que as larvas abrem a boca e estdo consumindo rapidamente
suas reservas endodgenas, passam por intensas e constantes alteracfes
morfofisiolégicas, além de intenso esfor¢o fisico, como: natacdo, enchimento
da bexiga natatéria, inicio da captura de presas, bem como, diferentes
processos ecoldgicos, como, a fuga de predadores, etc (Kamler, 2008). Apos
essa fase, podemos observar que as concentragdes deste substrato em ambos
0S grupos permanecem no mesmo patamatr.

Embora os animais estejam mantidos em cativeiro, 0S comportamentos
associados a esta fase da vida como, captura de presa, fuga de predadores,
comportamento de grupo formando aglomerados, possivelmente formados para
a protecado, fuga do excesso de luminosidade (lembrando que as larvas de
ambos os grupos sao muito fotofébicas), sdo caracteristicas inatas dos animais
e estas foram observadas durante todo o periodo experimental (Cestarolli,
2005).

Considerando-se os tecidos especificos, 0 musculo € o 6rgdo com maior
deposicao protéica em ambos o0s grupos analisados, sendo o figado o 6rgéo
mais utilizado para metabolismo e transporte deste substrato. Segundo Ogawa
(1999) a composicao deste substrato na musculatura dos peixes varia de
acordo com a espécie, fase de desenvolvimento, tamanho, sexo e época do
ano, porém as concentracdes giram em torno de 20% de proteinas neste
orgao.

Assim como as proteinas, os lipideos tém um papel central na taxa de
crescimento e no desenvolvimento das larvas de peixes, sendo esta a principal
fonte de energia metabdlica ao longo dos estagios de desenvolvimento
(Rainuzzo, 1997). Os lipideos armazenados nos ovos fornecem uma grande

guantidade de energia (acidos graxos saturados e monoinsaturados) e acidos
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graxos polinsaturados para a sintese de membranas e outros componentes,
até que a alimentacdo exdégena se estabeleca (Ozkizilcik et al., 1996). Apds as
proteinas, os lipideos sdo o substrato mais abundante do saco vitelinico
(Heming & Buddington, 1988).

Os lipideos, além de atuarem como fonte de energia, atuam como fonte
de &cidos graxos essenciais, atuando ainda como transportadores de certos
nutrientes nao lipidicos e de vitaminas lipossoluveis (A, D, E e K) (Sargent,
1995). Segundo Sargent (1995) os lipideos sdo a maior fonte de energia
metabodlica durante o desenvolvimento embrionario dos peixes, embora as
quantidades e as classes lipidicas catabolizadas variem entre as espécies
(Cetta & Capuzzo, 1982; Tocher et al.,, 1985; Fraser et al., 1988; Falk &
Petersen et al., 1989; Finn et al., 1995).

Na fase de odcito (hora 0), as concentracfes de lipideos totais séo
elevadas em ambos os grupos e, com 8 HAF apresentam uma queda na
concentracao, pois as larvas de ambos os grupos foram fertilizadas e iniciam o
processo de ontogénese, e como dito anteriormente , € um processo com
elevado fluxo e custo energético e estrutural. Em contrapartida, durante essa
mesma fase as larvas de Pseudopleuronectes americanus (Cetta & Capuzzo,
1982) e Hippoglossus hippoglossus (Zhu, 1998) apresentaram um aumento da
concentracdo de lipideos totais com o avanco do desenvolvimento embrionario.

Do momento da eclosdo até as 40 HAF as larvas de cachara
apresentaram uma ligeira queda da concentracdo lipidica, e em contrapartida o
grupo dos hibridos apresentou uma pequena elevacdo da concentracédo
sugerindo que as larvas de cachara podem ter utilizado este substrato como
fonte metabdlica e, as larvas de hibrido, podem ter utilizado este substrato
como fonte estrutural, provavelmente realizando a sintese a partir de outros
substratos, através da sintese “de novo”, valendo lembrar que as larvas
durante essa fase sdo consideradas sistemas fechados, pois nenhum dos
orificios (boca e poro urogenital) esta aberto.

Alguns estudos relatam que ocorrem poucas modificacdes na
composigdo relativa do saco vitelinico durante o estagio embrionério, e isto,
segundo os autores indica que as maiores classes de lipideos séo utilizadas

com a mesma taxa de consumo, com pouca ou nenhuma preferéncia por uma
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ou outra classe especifica de lipideos (Takama et al., 1969; Lapin & Matsuk,
1979; Vetter et al., 1983).

A associacdo dos dados de proteinas e lipideos entre 0 e 40 HAF
sugerem que o cachara, como mostrado, tem um maior consumo de proteinas
até 16 HAF, mas com 24 HAF, sua concentracdo protéica volta a ser igual as
concentracbes mais elevadas do hibrido. Para que este aumento na
concentracdo de proteinas ocorra, sugere-se que 0s cacharas tenham um
maior consumo de energia, em forma de lipideos, que pode ser direcionada
aos processos anabdlicos. Nesta fase inicial de desenvolvimento, considera-se
como sendo esta a principal diferenga entre os 2 grupos analisados, dados que
extrapolados para o cultivo dos 2 grupos permite entender as menores taxas de
sobrevivéncia obtidas com os cacharas quando comparada com os hibridos,
considerando que 0s animais puros apresentam um maior consumo proteinas e
lipideos nesta fase inicial de vida.

Do 2° para o 6° DAF, observamos o contrario, as larvas de cachara
apresentam aumento da concentracdo lipidica, enquanto, as larvas hibridas
apresentam queda da concentracdo lipidica, sugerindo agora, que, as larvas de
hibridos podem ter utilizado os lipideos como fonte estrutural e as larvas de
cachara podem ter utilizado como fonte metabdlica, embora durante essa fase
as larvas de ambos os grupos estejam se alimentando ativamente. Segundo
Terner et al., (1968); Atchinson (1975); Rahn et al., (1977) ap0s a eclosao, as
larvas apresentam reducdo do tamanho do saco vitelinico, evidenciando o
consumo metabdlico (catabolismo) dos triglicerideos, enquanto, o0s
fosfolipideos, sdo preservados para utilizacdo e futura incorporacdo nas
membranas celulares durante o desenvolvimento das larvas.

Assim como as larvas de cachara e dos hibridos, larvas de pacu
Piaractus mesopotamicus apresentam pequena quantidade de reserva
vitelinica, rapida exaustdo do vitelo e trato digestorio indiferenciado no
momento da primeira alimentacdo (Yamanaka, 1988). Aos 4 DAE, essas larvas
ainda apresentam uma pequena porc¢do de reserva vitelinica, que é totalmente
consumida e ausente aos 9 DAE. A partir de 9 DAE, a quantidade de lipideos
totais e triglicérides nas larvas de pacu vai aumentando de forma gradual, até a

idade de 25 DAE, quando os animais ja podem ser considerados alevinos.
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Do 7° ao 25° DAF, as larvas de cachara e dos hibridos apresentaram
poucas alteracBes na concentracdo lipidica, com os valores sempre muito
proximos em todas as fases do desenvolvimento. Ambos 0s grupos
apresentaram elevada similaridade nas concentracdes desse substrato durante
esse periodo, mostrando perfil metabdlico parecido durante essa fase do
desenvolvimento.

Analisando os tecidos especificos, verificamos que, o encéfalo
apresentou as maiores concentracdes de lipideos, seguido pela musculatura
branca, nos cacharas e pelo figado nos hibridos. O encéfalo dos alevinos de
cachara e do hibrido, apresentaram grandes concentracdes lipidicas, e assim
como bacalhau, salméo e truta (Stoknes et al., 2004), apresentaram grandes
concentracbes lipidicas. Em contrapartida, baixas concentracdes foram
encontradas em algumas espécies de elasmobranquios marinhos (Stoknes et
al., 2004). O autor evidencia que essas concentracdes elevadas se devem as
grandes quantidades de lipideos das membranas celulares das células
nervosas (Stoknes et al., 2004), que se aplica aos resultados encontrados para
os cacharas e nos hibridos até o 39° DAF, pois os animais a medida que foram
crescendo, aumentaram a deposicdo deste substrato para formacéo das
membranas. Durante essa fase, as concentracdes dos lipideos totais foram
elevadas para ambos 0s grupos e, apresentaram pequena variacdo ao longo
do desenvolvimento.

No musculo, o grupo cachara apresentam uma tendéncia de elevacgéo
das concentracdes de lipideos totais que os alevinos hibridos, em todas as
fases de desenvolvimento analisadas, sugerindo maior deposicdo deste
substrato em sua musculatura a medida que os animais foram crescendo e se
desenvolvendo. O grupo hibrido apresentou valores similares de concentragédo
de lipidio no figado e no musculo, sem varia¢des ao longo do desenvolvimento.

Segundo Sheridan (1994) os peixes apresentam na musculatura
grandes quantidades de lipideos. A musculatura branca nos teledsteos, assim
como nos mamiferos possui células adiposas ao longo das fibras musculares,
incluindo também esses tipos celulares na musculatura vermelha. Em relagéo a
deposicdo de lipideos no musculo, esperavam-se valores crescentes para

ambos 0s grupos, pois, assim como as proteinas, conforme os animais
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crescem maior seria a deposicdo deste substrato neste tecido, o que foi
verificado apenas para os alevinos de cacharas.

O figado, assim como para as proteinas, € o0 Orgao principal de
metabolismo lipidico, e, portanto, o responsavel por parte do catabolismo,
anabolismo e transporte desse substrato, enviando os lipideos para os 6rgaos
e tecidos especificos. Henderson & Tocher (1987) encontraram maiores
concentracdes de lipideos no tecido hepatico em perca em comparagcdo com a
musculatura, sendo este o principal 6érgdo de deposicdo deste substrato. Em
contrapartida, Dawson & Grimm (1980) encontraram contribuicdes
insignificantes de reserva energética desse 6rgao em Pleuronectes platessa,
sendo a musculatura o principal 6rgdo de reserva lipidica. No presente
trabalho, pode observar que os alevinos de cachara apresentam concentracoes
semelhantes de lipideos no periodo analisado, no entanto os animais hibridos
apresentaram, em todas as fases analisadas, concentracfes de lipideos mais
elevadas no figado quando comparadas ao musculo. Essa caracteristica dos
hibridos também foi relatada por Noffs et al., (2009) analisando alevinos

hibridos de P.corruscans X P, fasciatum.

5.3. Perfil de Acidos Graxos

Os lipideos séo substratos utilizados pelos peixes em qualquer fase de
sua vida como: fontes metabdlicas energéticas, componentes estruturais das
membranas bioldgicas, transportadores de vitaminas lipossollveis, precursores
de eicosandides, horménios, vitamina D e como coenzimas e cofatores (Higgs
& Dong, 2000).

A duas principais classes de lipideos sdo os lipideos neutros,
conhecidos também por triglicerideos, que sdo principalmente utilizados para
prover energia metabolica, fornecendo energia para 0s principais processos
biolégicos como metabolismo, atividades reprodutivas e migracées, enquanto
os lipideos polares, compostos pelos fosfolipideos que séo, principalmente,
utilizados como componentes das membranas bioldgicas, responsaveis pela
manutencao da fluidez das membranas, principalmente nas larvas de peixes

fornecendo fontes estruturais durante a organogénese (Oliveira et al., 2003).
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Inicialmente ser4 abordada a fracdo neutra dos lipideos, que
correspondem ao triglicerideos, ou lipideos de armazenamento, que s&o
principalmente, catabolizados para prover energia metabdlica para o
desenvolvimento do ovo e da larva (Bromage, 1995).

Durante a fase ovo, a principal reserva metabdlica e estrutural provém
do vitelo, que € composto principalmente de proteinas e lipideos, cerca de 79 e
19 % respectivamente. Em relacdo a fracdo neutra dos lipideos, ou
triacilglicerois, sdo compostos principalmente por dois acidos graxos de cadeia
saturada e monoinsaturada (cerca de 80%), e, uma cadeia central de
polinsaturada (Bell et al., 1986). Corroborando essas informacdes, durante a
fase de odcito e ovo fertilizado a principal classe de acidos graxos tanto nas
larvas de cachara, quanto nas larvas de hibrido, foram os acidos graxos
saturados (SFA — do inglés saturated fatty acids) e monoinsaturados (MUFA —
do inglés monounsaturated fatty acids) com maiores porcentagens em relagcéo
aos acidos graxos polinsaturados (PUFA — do inglés polyunsaturated fatty
acids).

Os od6citos de cachara e hibrido sdo principalmente compostos dos
acidos graxos saturados, com o C16:0 apresentando maior porcentagem,
resultados também encontrados por Falk-Peteresen (1986), Cejas (2004), Chu
& Ozkizilcik (1995) e Tocher & Sargent (1984), que sugerem que tais elevadas
taxas de SFA estdo estocadas para prover energia metabdlica durante esta
fase do desenvolvimento.

Com relacdo aos MUFAs, houve uma aumento significativo no grupo
cachara, das 16 HAF em relacédo as 0 e 8 HAF, e o principal responsavel pelos
valores elevados foi o C18:1n9, que, também foi encontrado com maiores
porcentagens para stripped bass (Chu & Ozkilzilcik, 1995), Senegal sole
(Vazquez et al.,, 1994,) bacalhau (Tocher & Sargent, 1984), entre outros.
Segundo Lam et al., (2005) esse acido graxo desempenha importante papel na
sinalizacdo hipotalamica sobre o estado nutricional dos animais
desencadeando respostas integradas e compensatorias. Duplus et al., (2000)
afirmam que existem diversas evidéncias de que este AG esteja envolvido
ainda, na regulacdo da transcricdo génica envolvida com a reesterificacao de

AGs em TAGs (triglicerideos) e inibicdo do consumo de AGs.
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Durante a fase de odcito e ovo recém-fertilizado com 0 e 8 HAF, os
grupos hibrido e cacharas apresentaram maior porcentagem de SFAs em
relacdo aos MUFAs. Embora durante essa fase ambos o0os grupos tenham
apresentado um perfil similar ao longo do tempo, em outras espécies como em
larvas de Hippoglossus hippoglossus foi verificada significativa redugcdo da
quantidade de triglicérides durante os primeiros estagios de desenvolvimento
(Zhu, 1998), sugerindo que essa seja a principal classe de lipideos utilizadas
como substrato energético durante essa fase. Considerando-se que o0s
principais AG presentes nos triglicérides sdo os saturados, sugerimos que este
consumo de triglicerideos nessas primeiras horas nao foi verificado para os
grupos do presente projeto.

Os PUFAs nao diferiram nas primeiras 16 HAF e os principais PUFAs
encontrados durante esta fase foram o C18:2n6 e C20:3n6, sugerindo pouco
envolvimento desta classe de AG nesta fase, e também que nao houve
significativa elongacdo e desaturacdo uma vez que as porcentagens do
primeiro se mantiveram constantes. Alguns autores como Kimata (1982)
relatam que para sea bream os fosfolipideos séo utilizados primeiramente
como combustiveis e, Rainuzzo et al., (1992) relatam que larvas de bacalhau e
linguados recém eclodidas que ainda ndo se alimentaram, consomem seus
fosfolipideos como substrato energético com maior consumo de fosfatidilcolina
(Rainuzzo, 1997). A porcentagem de n6 é muito superior a de n3 nos na fracdo
neutra dos ovos de ambos grupos, perfil esse que se manteve até as primeiras
16 HAF, perfil esperado, uma vez que, a quantidade de AGs n3 no ambiente
dulciaquicola € muito pequena, em contrapartida aos da série n6. As
guantidades mais elevadas de n3 sdo encontradas principalmente na cadeia
trofica de ambiente marinho e consequentemente nos ovos e larvas de peixes
deste ambiente (Sargent et al., 2002).

ApoOs a eclosédo (24 HAF) as larvas de cachara apresentaram aumento
significativo dos SFA, tendéncia esta, que se manteve até as 40 HAF. O &cido
graxo mais representativo nos dois grupos foi o C16:0, também encontrado
como maior porcentagem em larvas de bacalhau (Sargent et al., 1999), embora
0s responsaveis pelo aumento foram os AGs C18:0 e C24.0.

Em compensacdo a esse aumento no percentual dos SFA, ocorreu

gueda significativa dos MUFAs nas larvas de cachara, com o C18:1n9 e
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C18:1nl11, apresentando maiores quedas percentuais, indicando que estes
foram utilizados, provendo energia no processo de eclosdo para rompimento do
corion, processo que envolve alto gasto energético. Nos hibridos ndo houve
alteracédo do perfil dos MUFASs, e estes também ndo apresentaram diferencas
significativas.

Embora morfologicamente n&o se tenha observado diferencas com
relaco ao momento da eclosdo, quando analisamos os dados de AGs
verificamos que o grupo hibrido apresentou uma tendéncia em maior utilizacéo
dos SFAs no momento da eclosdo (mesmo que ndo apresentando diferenca
significativa), que parece ter fornecido o aporte energético neste momento,
enquanto as larvas de cachara utilizaram preferencialmente os MUFAs para o
processo de eclosdo, mostrando diferencas de mobilizagdo e metabolismo
entre 0s grupos durante essa fase crucial do desenvolvimento. Como a
porcentagem de SFAs nos odcitos dos 2 grupos é mais elevada do que de
MUFA, sugere-se que a disponibilidade de MUFA possa ser uma limitacdo que
justifigue as menores taxas de eclosédo relatada pelos piscicultores, quando
comparam a producao de cacharas com hibridos.

Os PUFAs, como esperado, praticamente ndo estavam presentes nos
triglicerideos, sugerindo que sua maior porcentagem estava concentrada na
fracdo polar, incluindo os PUFA n3, que apresentaram percentuais
extremamente baixos, e durante essa fase foram encontradas maiores
porcentagens dos PUFAs n6 em relacdo aos n3.

Do 2° para o 3° DAF ambos grupos apresentaram queda no percentual
dos SFA, indicando consumo do saco vitelinico, valendo evidenciar que neste
momento 0s animais abrem a boca, que conforme discutido nos parametros
morfolégicos ainda néo é funcional, portanto, os animais ndo se alimentam
nessa fase, indicando que sua Unica fonte energética e estrutural sdo suas
reservas endodgenas. Durante esse dia a vesicula gasosa das larvas estdo
passando pelo processo de expansao e enchimento, estrutura que confere ao
animal equilibrio para obtencéo da flutuabilidade neutra para natagdo (Schimdt-
Nielsen, 2002). Durante essa fase as larvas estdo passando pela
transformacao da vesicula gasosa e ainda apresentam natacdo erratica, pois

ainda ndo possuem todas as estruturas anexas (vesicula gasosa, nadadeiras,
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etc.) completamente formadas para a natacdo, processo esse que envolve
elevado gasto energético que pode justificar esse consumo desses SFAs.

Do 3° DAF ao 6°. DAF o grupo cachara ndo apresentou variacdes na
porcentagem de SFA, em contrapartida ao que ocorreu com as larvas hibridas
gue continuaram consumindo suas reservas de SFA até o 6° DAF. A maior
utilizacdo metabdlica do AG C16:0 pode ser sugerida para explicar a baixa dos
percentuais nessa fase em ambos grupos. Este AG esta presente em grandes
quantidades no alimento vivo utilizado no presente trabalho (artémia) e
possivelmente, esta elevada quantidade esteja diretamente relacionada ao
alimento ingerido e armazenada (Chu & Ozkiziilcik, 1995).

Inversamente ao decréscimo observado nos SFAs do 2° para o 3° DAF,
0s MUFAs se elevaram significativamente em ambos 0s grupos. Apd0s esse
periodo, ambos grupos apresentaram reducédo percentual dos MUFAs até o 6°
DAF, sugerindo consumo deste substrato, provavelmente devido ao consumo
do saco vitelinico. Adicionalmente a esse perfil apresentado pelos MUFAs,
ambos grupos apresentaram maiores deposi¢cées dos PUFAs nesta mesma
fase, indicando maior deposicdo destes AGs nos triglicérides, possivelmente
relacionada a maiores concentragfes desses AGs na alimentacdo. Segundo
Sargent et al., (1995) as porcentagens de PUFAs contidas no alimento vivo
(nauplios de artémia) sdo muito elevadas, com maiores percentuais de
C18:3n3 e C18:2n6, seguido por C20:5n3 e C20:4n6. Corroborando estas
informagdes, observamos a partir do 3° DAF um elevados percentuais de
C18:2n6 e aumento significativo do percentual do C20:5n3, possivelmente
devido ao maior aporte e acumulo obtido pela alimentacdo de ambos grupos.

Vale ressaltar que até o 3° DAF os valores percentuais de AGs n6
haviam sido muito superiores ao n3, e nesse dia as porcentagens encontradas
sdo bem préximas, indicando uma relacao entre o alimento vivo ingerido com o
acreéscimo desta classe de lipideos, uma vez que os percentuais de n3 contidos
no alimento vivo, sdo muito superiores ao n6 (Chu & Ozkizilcik, 1995; Sargent
et al., 1999). Esse maior aporte de n6 nas espécies de agua doce, sdo muito
provavelmente derivados de uma maior carga proveniente das matrizes,
valendo ressaltar que no ambiente dulciaquicola a classe da AGs n6 € mais

abundante que a n3.
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A partir do 7° para o 8° DAF o grupo hibrido apresentou queda
significativa dos SFA, perfil que se manteve constante e sem diferengas
significativas do 8° DAF até o 25° DAF. Tal perfil também foi observado nos
SFA das larvas de cachara que apresentaram essa queda inicial que néo foi
significativa e, em seguida os valores sugerem uma elevacgédo dos percentuais
dos SFA até o 25° DAF, aumento este associado ao C18:0 que aumentou no
20° e 25° DAF, embora sem diferencgas significativas. Esta queda pode estar
relacionada a ingestdo de alimentos pelas larvas, pois até o 10° DAF os
animais se alimentavam de artémia que possui elevadas quantidades de C16:0
(Chu & Ozkizilcik, 1995; Sargent et al., 1999), e a partir desse dia iniciaram o
processo de transicdo alimentar (treinamento alimentar), que provavelmente
interferiu no acumulo destes substratos nos triglicerideos.

Embora somente as larvas de cachara tenham apresentado diferenca
significativa, os MUFAs das larvas de ambos grupos apresentaram
comportamento similar com uma queda percentual a partir do 7° até o 10°
DAF, e os estoques de MUFAs permaneceram relativamente com 0s mesmos
valores percentuais.

Inversamente ao padrdao apresentado pelos SFAs e MUFASs, os PUFAs
elevaram seus percentuais até o 10° DAF, e se mantiveram nestas
porcentagens elevadas até 25° DAF. O principal acido graxo responsavel pelo
aumento dos percentuais dos PUFAs foi o C18:3n3, que um importante PUFA
encontrado nas artémias (Chu & Ozkizilcik, 1995), corroborando este dado com
0 presente estudo, pois, 0s animais ingeriam quantidades crescentes desse
AG, e consequentemente, apresentavam maior taxa de deposi¢cdo nos TGs, e a
partir do processo de transicdo alimentar deixaram de ingerir este AG, e com
isso, decresceram o0 aporte e o consequente acumulo do C18:3n3 nos TGs.
Adicionalmente a essa queda percentual do AG C18:3n3 no 20° e 25° DAF
pode ser aferida a uma suposta elongacao e desaturacdo do C18:3n3, que via
atividade das elongases e desaturases, transformaram este precursor em
HUFAs, pois em contrapartida a essa diminuigcdo deste AG temos um aumento
do C20:5n3 e C22:5n3, que ndo podem ser originarios do alimento, uma vez
que o periodo de alimentacdo com artémia ja havia sido finalizado. Outro dado
importante verificado foi a maior deposicao de AGs da classe dos n3, que pela

primeira vez foi mais representativa que os n6, fato ocorrido no 8° DAF, em
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ambos os grupos, que possivelmente se deve ao alto aporte desta classe de
AGs contida na artémia, microcrustaceo que vive em ambiente marinho e
talvez por isso possua maiores percentuais destes AGs.

Destacando a deposicdo dos AGs da fracdo neutra nos tecidos
especificos, verificamos diferencas significativas somente nos SFAs e MUFAs
do figado e MUFAs do encéfalo, este ultimo pela primeira vez e conforme
esperado apresentou maiores valores de PUFAs em relagcdo aos SFA e
MUFAs, resultado também encontrado por Tocher & Harvie (1988) para
bacalhau e truta. O AG de maior percentual no encéfalo foi o DHA, que de
certa foram era esperado, uma vez que esse AG se entre outras funcbes esta
presente em grandes quantidades na bainha de mielina dos vertebrados em
geral.

No grupo cachara houve um aumento significativo dos SFAs no 45° DAF
em relacdo aos 32 e 39 DAF, em contrapartida a uma diminuicdo percentual
dos MUFAs, indicando uma substituicdo dos MUFAs para SFAs nos
triglicerideos hepaticos durante essa fase. Ja nos hibridos houve uma elevacao
(39° DAF), seguida por uma queda (45° DAF) dos SFAs hepéticos. Os grupos
diferiram entre si no 39° e 45° DAF com relagdo aos SFAs sendo, os cacharas
com maior percentual nos 39° DAF seguido pelos hibridos com maior
percentual no 45° DAF nos triglicerideos. No encéfalo os cacharas
apresentaram gueda dos MUFAs no 39° DAF em contrapartida a um aumento
dos hibridos no mesmo periodo, sugerindo maior deposicdo dos MUFAs nos
triglicerideos desse tecido por parte dos hibridos. No musculo aos 39 DAF os
cacharas apresentaram maior percentual de SFAs nos triglicerideos enquanto
os hibridos apresentaram maior percentual de PUFAs nos triglicerideos.

Abordando agora a fracdo polar dos lipideos, que, conforme dito
anteriormente, sdo os lipideos estruturais, ou fosfolipideos, que sdo compostos
por dois AGs unidos a um grupamento polar por meio de uma ligacdo
fosfodiéster, que confere a estas moléculas sua caracteristica anfipatica
(cabeca polar e cauda apolar). De uma forma geral os fosfolipideos possuem
na posi¢do snl, uma SFA ou um MUFA, e na posi¢gao sn2 um PUFA, e ao
contrario dos triglicerideos os fosfolipideos possuem cerca de 80% de PUFAs
(Sargent et al., 2002).
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O papel dos fosfolipideos na ontogenia dos peixes tem sido foco de
diversos estudos nas duas Ultimas décadas (Rainuzzo, 1997). Além disso, 0s
acidos graxos altamente insaturados (HUFA — Highly unsaturated fatty acids)
como o acido docosahexanoico (DHA), acido eicosapentandico (EPA) e acido
araquidonico (ARA) constituem a maioria dos componentes estruturais durante
a organogénese, como as membranas das células (musculares, cerebrais,
retina) e sdo precursores da atividade fisiologica de moléculas como os
eicosandides (Abi-Ayad et al., 2004), que sdo moléculas com 20 carbonos
derivadas do C20:4n6, e sdo hormdnios paracrinos que atuam produzindo os
leucotrienos, tromboxanos e prostaglandinas.

Nos peixes, assim como em todos os animais, os PUFAs tém papel
fundamental nas fungdes celulares. Apesar da capacidade de sintese de acidos
graxos a partir de fontes néo lipidicas (de novo), os PUFAs especificamente
devem ser obtidos a partir da dieta, pois em peixes, hdo podem ser sintetizados
a partir dessa via (Henderson & Tocher, 1987).

Sargent et al., (2002) descrevem os fosfolipideos, como sendo os AGs
com maiores percentuais na fragdo polar, chegando a possuir de 60 a 80% de
PUFAs. Corroborando este autor, o presente trabalho encontrou maiores
porcentagens de PUFAs em relagdo aos SFAs e MUFAs na maioria dos
estagios de desenvolvimento analisados em ambos os grupos, embora as
porcentagens encontradas ndo foram tdo elevadas quanto as relatadas por
estes autores.

Inicialmente, na fase de odcito e ovo fertilizado, ambos os grupos
possuem maiores porcentagens de SFAs e PUFAs em relacdo aos MUFAs.
Durante essa fase inicial ndo houve alteracdes nos perfis de nenhuma dessas
classes de lipideos, encontrando maiores valores percentuais para C16:0 e
C18:0 nos SFAs, C18:1n9 para os MUFAs, C22:6n3 e C20:4n6 para os PUFAs.
Segundo Sargent et al., (2002), estes, juntamente com C20:5n3, sdo os AGs
mais abundantes em larvas de peixes e grandes responsaveis pela
manutencdo da fluidez e permeabilidade das membranas biolégicas. E
importante lembrar que nesta fase, as larvas séo extremamente dependentes
desta propriedade, pois segundo Kamler (2008) as larvas, que durante essa
fase sdo sistemas fechados, realizam muitas de suas fun¢des bioldgicas

através dessa fluidez e permeabilidade das membranas e do cérion, como
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trocas gasosas, troca de calor e agua, além da absor¢édo de algumas particulas
de pequenas dimensdes como sais, glicose, aminoacidos livres, etc (Lasker &
Theilacker, 1962; Potts & Rudy, 1969; Eddy 1974; Ronnestad & Fyhn, 1993).
Podemos observar uma tendéncia de utilizacdo dos PUFAs das larvas de
ambos grupos nas 16 HAF em relacdo as 8 HAF, indicada pela tendéncia na
reducdo de seus valores percentuais, resultado encontrado por outros autores
que também afirmam que os PUFAs foram catabolizados para prover a energia
necessaria para o desenvolvimento dos ovos e larvas, embora a principal
funcao desses AGs seja a formacdo das membranas celulares (Sargent, 1995).

Foi observado também durante a fase de odcito e ovo fertilizado um
perfil dos AGs muito similar ao encontrado na maioria dos ovos e larvas de
espécies dulciaquicolas como a truta, perca, stripped bass, roach, entre outros
(Henderson & Tocher, 1987; Anderson et al., 1990; Gunesekera et al., 1999).
Porém de uma forma geral, os peixes dulciaquicolas possuem maiores
porcentagens de n6 do que de n3 (Anderson et al., 1990; Wiegand, 1996).

Outra observacéao interessante foi uma tendéncia de queda dos valores
de n3 nas 16 HAF em relacdo as 8 HAF, que foge um pouco ao resultado
esperado, pois, teoricamente estes deveriam ser preservados para suprir o
elevado aporte estrutural necessério. Contudo essa tendéncia de queda ocorre
para outras espécies como truta arco-iris, que utilizaram seus PUFAs de forma
vagarosa e continua antes da eclosédo, e no catfish africano e goldfish que
também utilizaram metabolicamente seus fosfolipideos durante ontogénese
(Henderson & Tocher, 1987; Verreth et al., 1994 ; Desvilettes et al., 1997).

Do momento da eclosédo até as 40 HAF, o perfil dos fosfolipideos
permanece praticamente inalterado. Embora os perfis de PUFAs e SFAs
representem 0s maiores percentuais encontrados nessa fase, estes ndo se
alteraram e ndo foram diferentes ao longo do tempo, apresentando uma Unica
diferenca no momento da eclosdo nos SFAs. Assim como na fase de ovo
fertilizado, o perfil dos SFAs foi elevado devido a altos percentuais dos C16:0 e
C18:0, e dos PUFAs, foram os AGs C22:6n3, C20:4n6, com baixo percentual
do C20:5n3, que assim como os outros PUFAs sao as formas ativas dos EFA
(EFA — do inglés - Essential fatty acids) nos vertebrados e desempenham papel
fundamental na ontogenia das larvas dos teledsteos (Sargent et al., 2002).
Tocher et al., (1985); Fraser et al., (1988); Ostrowski & Divakaran, (1991)
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afirmam que, respectivamente para Clupea harengus, bacalhau e para o
dourado marinho, parte dos fosfolipideos foram consumidos durante a
embriogénese, sendo primeiramente utilizada para o metabolismo e em menor
quantidade para a embriogénese. Conforme dito anteriormente, o C22:6n3
possui funcdo extremamente importante na fluidez das membranas e estes
valores elevados encontrados durante essa fase talvez sejam explicados por
essa funcao biologica.

Sargent et al., (2002) afirmam que nos fosfolipideos a proporcao de n3
para n6 mais encontrada nos teledsteos € de 0,5, o que néo foi encontrado em
nenhuma dessas duas fases analisadas até o presente momento. Sendo que
os valores encontrados durante essas fases foi em média 0,7.

Assim como na fracdo neutra, na fracdo polar, todos os AGs durante
essas duas fases sdo provenientes da dieta materna, e no caso desta ultima
estdo localizadas nas membranas celulares. Em larvas de Psetta maxima,
obtidas de matrizes de cativeiro e ambiente natural, os HUFAs n3 nao
diferiram, embora os percentuais de C18:2n6 e C18:1n9, foram muito mais
elevados nas larvas obtidas no cativeiro, evidenciando que a variacdo da
composicdo dos AGs dos ovos e larvas variam entre as espécies, e entre 0s
ambientes. E, embora a composicao fisioldgica do ovo seja uma caracteristica
conservada e forte, a alimentacdo das matrizes interfere diretamente na
composicdo dos ovos e das larvas (Silversand et al., 1996). Outras espécies
estudadas evidenciam a influéncia da composi¢cdo dos AGs da dieta materna
na qualidade dos ovos e das larvas, incluindo gilthead seabream Fernandez-
Palacios et al., 1995; Alamansa et al., 1999), European seabass (Bell et al.,
1997), striped jack (Vasallo Agius et al., 1998), bacalhau do Atlantico
(Silversand et al., 1995).

Zambonino-Infante & Cahu (1999) testando inclusdo de lipideos
(fosfolipideos) na dieta de sea bass (Dicentrarchus labrax) verificaram o
desenvolvimento mais rapido das larvas, bem como maturacdo mais eficaz dos
orgéaos e tecidos de seu trato digestorio.

Henderson & Tocher (1987) afirmam que, para a maioria das espécies
dulciaquicolas e marinhas de clima temperado, os fosfolipideos dos ovos séo
muito mais ricos nos AGs n3 do que nos n6, resultado esse oposto ao

encontrado nos ovos e larvas de cachara e do hibrido. Nos peixes marinhos
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esse resultado se justifica, pois, os n3 estdo presentes em guantidades mais
elevadas na cadeia alimentar marinha em relagdo a cadeia alimentar de 4gua
doce, que apresenta maiores quantidades dos n6.

Além do ambiente (marinho ou dulciaquicola) influenciar quantitativa e
qualitativamente, o nivel trofico também influencia (carnivoro, onivoro e
piscivoro), mostrando que essas variaveis afetam diretamente a fisiologia dos
animais (Tocher, 2010). Essas condi¢cdes geraram adaptacdes evolutivas nos
animais para seleciona-los ao ambiente e a disponibilidade dos AGs presentes
nesses diferentes ambientes. Os AGs polinsaturados provenientes das cadeias
alimentares dos ambientes aquaticos sao todos provenientes dos produtores
primarios ou mais especificamente das algas. Nos ambientes marinhos os AGs
com maior disponibilidade no fitoplancton sdo os HUFA n3, EPA e DHA,
enguanto nos ambientes dulciaquicolas os maiores niveis fitoplanctonicos séo
0os C18:2n6 e C18:3n3, com menores quantidades de EPA e DHA (Sargent et
al.,1995). Com isso, os animais do ambiente marinho ndo foram selecionados
evolutivamente para apresentar a capacidade de produzir estes HUFAs, uma
vez que no ambiente havia elevada disponibilidade. Em contrapartida, no
ambiente de agua doce os animais sofreram esse pressao para “produzir”
estes HUFASs, a partir dos seus precursores, que estao disponiveis no ambiente
dulciaquicola. Estes processos ocorrem em todos os vertebrados, incluindo os
peixes, e envolvem a desaturacdo e elongacdo dos C18:3n3 e C18:2n6,
formando entdo os HUFAs a partir dos PUFAs precursores (Tocher, 2010).
Outro dado importante relatado estd no fato de que para diversas espécies
marinhas como linguado, bacalhau, sardinha, entre outros, o percentual de
C22:5n3 e C22:6n3 sdo quase os mesmos (1:1) (Tocher & Sargent, 1984; Falk-
Petersen et al., 1989; Rainuzzo, 1993; Parrish et al., 1998), enquanto para as
espécies estudadas as porcentagens dos mesmos AGs na mesma fase foram
de 1:10.

Nas larvas com 2 até 6 DAF, assim como as fases anteriores 0os SFAs e
PUFAs apresentaram maiores percentuais que os MUFAs, embora os MUFAs
e PUFAs tenham apresentado diferencas significativas. Do 2° para o 3° DAF e
do 3° para o 4° DAF, podemos observar uma tendéncia decrescente e
crescente dos valores de PUFAs nas larvas hibridas e dos cacharas

respectivamente, sendo as larvas de cachara diferentes significativamente.
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Este decréscimo pode ser devido ao periodo em que 0s animais se
encontravam, no qual ainda apresentavam natacdo erratica, e estavam em
processo de expansdo e enchimento da bexiga natatdria, e ainda nao
possuiam as estruturas necessarias para a natacao correta para as diversas
funcdbes como captura de alimento, fuga de predadores, etc. Estes
comportamentos sao citados devido ao seu elevado gasto energético e talvez,
sejam estes 0s principais motivos do investimento de PUFAs dos fosfolipideos
durante uma fase em que as larvas deveriam resguardar suas estruturas para
crescimento e desenvolvimento.

No 3° DAF ambos grupos apresentaram um pico percentual de MUFAs,
o qual foi devido a uma elevacdo dos AGs C17:1 e C18:1nll, e em
contrapartida a esse aumento dos MUFAs no 3° DAF, houve uma queda
significativa dos PUFAs nessa fase, que curiosamente, vai contra o esperado,
pois, durante esse dia as larvas de ambos grupos utilizaram os PUFAs e
preservaram o MUFAs, opondo o que geralmente € observado nessa fase. No
4°. DAF a porcentagem de MUFAs foi diferente entre os grupos sugerindo que
neste momento os cacharas utilizaram mais MUFAs do que os hibridos e no 5°
DAF ocorreu o inverso, sendo que provavelmente nos dois dias os animais
consumiram os MUFAs dos fosfolipideos.

O perfil dos PUFAs n3 foi diferente entre as larvas dos 2 grupos no 2°, 5°
e 6° DAF, e o AG DHA apresentou maior porcentagem durante esses dias.
Esses AGs como ja dito anteriormente, atuam em fungfes especificas, em
estruturas da retina, encéfalo, e fungdes neuromusculares, tecidos e atividades
que estdo em pleno desenvolvimento durante esses dias. Continuamente ao
perfil observado para as fases anteriores, podemos verificar que os SFAs
mantiveram seus percentuais sem nenhuma diferenca significativa entre o0s
grupos e nem ao longo do tempo. Ja os MUFAs apresentaram valores
decrescentes significativamente diferentes, ao longo do tempo. Quando
analisamos por AG verificamos que a maior queda ocorreu nho C17:1, que
ocorre em grandes gquantidades na artémia, e provavelmente sao provenientes
alimentacdo, e por serem facilmente obtidos serviram como fonte energética.
Os maiores valores dos MUFAs foram encontrados no C18:1n9 que como
citado anteriormente sdo um dos principais AGs dos fosfolipideos (Sargent,
1995).
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Os resultados obtidos do 7° ao 25° DAF foram similares aos encontrados
até aqui, com os SFAs e PUFAs. Das classes de PUFAs, os que apresentaram
maiores percentuais foram aqueles da série n3, com valores muito superiores
aos n6, chegando a proporcdes entre 2,5 a 3,0 vezes. Este perfil crescente da
porcentagem dos PUFAs nos fosfolipideos, embora ndo tenham sido
diferentes, apresentaram uma tendéncia crescente, talvez inerente ao elevado
crescimento e formacdo dos tecidos, principalmente tecidos especificos como
encéfalo com percentuais elevados de DHA, EPA, ARA, LA, que sé&o
imprescindiveis para a formacdo das membranas (bainha de mielina, etc)
(Tocher, 2010). Em contrapartida a essa elevacdo dos PUFAs houve uma
queda dos MUFAs que foi significativa no grupo cachara, sugerindo envio
destes AGs para metabolismo, e retencéo dos PUFAs para os fosfolipideos.

Nos 3 tecidos especificos analisados os PUFAs e SFAs estiverem
presentes em maiores porcentagens na fragao polar. Os PUFAs apresentaram
ligeiro aumento na fracdo polar do tecido hepéatico ao longo do tempo,
estatisticamente diferente em cacharas, que possivelmente se deve ao
crescimento dos animais e consequente maior deposicdo dos PUFAs nas
membranas deste tecido.

No encéfalo houve uma estabilidade na porcentagem dos diferentes AGs
ao longo do tempo e entre os grupos, e a porcentagem de PUFAs foi maior
que de MUFASs, resultado também encontrado por Tocher & Harvie (1988)
para bacalhau e truta. O AG de maior percentual no encéfalo foi o DHA, que de
certa foram era esperado, uma vez que esse AG estd presente em grandes
quantidades na bainha de mielina dos vertebrados em geral. O principal motivo
desse AG se concentrar em maiores percentuais no tecido nervoso, se
relaciona a sua fungdo. Acreditava-se que este AG estava juntamente com o
C20:5n3 presente em grandes quantidades nos tecidos nervosos dos peixes
para maior adequacdo a ambientes de temperaturas mais baixas para
manutencao da fluidez dos fosfolipideos da membrana, porém também foram
encontrados percentuais extremamente elevados em espécies de clima
tropical, inclusive em peixes como atum considerado de “endotérmicos”. Porém
atualmente se sabe que a fluidez dos fosfolipideos como os fosfoglicerideos e
consequentemente das membranas se deve principalmente a relacdo entre os

SFAs e MUFAs, que aumentam e diminuem de acordo com a necessidade
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(Wodtke & Cossins, 1991). Contudo o que torna o C22:6n3 Unico entre os AGs
e por isso, talvez justifique sua elevada ocorréncia em tecidos especificos
(nervoso, retina, etc) se deve a sua capacidade de possuir 0 maior numero de
duplas ligacfes cis-metil, ininterruptas possiveis a um AG C22. Estas ligacdes
permitem a este AG uma forma compacta com um comprimento similar a um
AG C16 (Applegate & Glomsett, 1986). Estas ligagbes particulares desta
molécula sdo extremamente importantes, pois permitem mobilidade das
proteinas de membrana, bem como rapidas mudancas na conformacdo da
membrana, que sdo extremamente fundamentais nos sistemas visuais e em
processos neuromusculares, que durante essa fase sdo imprescindiveis
(Brown, 1994).

5.4. Enzimas Digestorias

As enzimas digestivas tém como fung¢do hidrolisar os macronutrientes
que compdem os alimentos transformando-os em compostos menores que
possam ser absorvidos pelos enterécitos (Lundstedt, 2003). Estas enzimas
podem ser secretadas por diversos 0rgaos ou mesmo secretadas por tecidos,
podendo ainda atuar de diferentes formas ou estratégias como, por exemplo,
digestdo extracelular ou luminal, digestdo de contato com a membrana ou
digestao intracelular (Lundstedt, 2003).

Assim como sdo escassos 0s estudos voltados para a morfologia e
desenvolvimento das larvas de peixes tropicais de agua doce, sdo também
escassos na literatura estudos voltados para a fisiologia enzimatica em larvas
de peixes, e esses estudos se tornam ainda mais incipientes quando se voltam
para as espécies tropicais de agua doce (Baldisserotto & Gomes, 2005).
Durante anos se imaginava que as larvas de peixes ndo possuiam enzimas
digestivas suficientes para digerir o alimento inerte (Lauff & Hoffer, 1984;
Kolkovski et al., 1997), e para suprir essa auséncia ou menor atividade
enzimatica durante essa fase é utlizado o alimento vivo, que, fornece as
enzimas digestivas, realizando o processo de autolise no intestino das larvas
de peixes, processo esse estudado em diversos trabalhos (Watanabe & Kiron,

1994; Ronnestad et al., 1999; Yufera et al., 1999), porém, tal hipétese s6 se
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confirmou em larvas de gilthead sea bream (Sparus aurata), e ainda nao foi
comprovado para outras espécies (Kolkovski, 2001).

Os processos digestivos em peixes sdo menos conhecidos em
comparacdo aos mamiferos, entretanto, os dados disponiveis s&o
guantitativamente semelhantes aqueles observados para 0s outros
vertebrados. Existem inUmeras dificuldades em estudar o0s processos
enzimaticos e a atividade enzimética em peixes, principalmente quando se
estuda a fase larval dos animais. A dificuldade em se estudar as enzimas
digestivas envolve alguns problemas metodologicos utilizados nas anélises
como, por exemplo, homogeneizagcdo das glandulas anexas ao trato digestorio
(péancreas, etc.), o estado nutricional no momento da coleta (jejum, trato
digestorio repleto de alimento, etc.), em alguns casos se utilizar o animal inteiro
para as analises (larvas inteiras, pool de larvas, etc.), ou ainda lavagem do
tecido antes da homogeneizagdo. Tais procedimentos podem alterar as
andlises ou ainda alterar o padrao que sera utilizado para estas analises
(Hidalgo et al., 1999).

Estes fatores aliados a variedade de técnicas utilizadas para determinar
e expressar a atividade das enzimas digestivas (diferentes substratos, pH,
tempo e temperatura de incubacgdo, etc.) tornam dificeis os estudos para
determinar valores absolutos das atividades, bem como tornam dificeis as
comparacdes com outros trabalhos e com outras espécies (Hidalgo et al.,
1999).

Analisando-se os dados de protease para 0s animais do presente
trabalho, observa-se que em relacdo a protease inespecifica, no pH 2,0, o0s
valores de atividade enziméatica obtidos para ambos os grupos com 10 DAF séo
claramente indicativos de que o0s animais ndo apresentam completo
desenvolvimento de seu 6rgdo responsavel pela hidrolise &cida, ou seja, 0
estbmago ainda ndo esta completamente desenvolvido com as células
secretoras de acido cloridrico e pepsina ativadas. Isto fica ainda mais evidente
guando observamos o0s animais com 10 DAF em diante, pois, se olharmos os
dados morfolégicos de ambos os grupos, verificamos que somente a partir dos
10 primeiros DAF os animais apresentam formacdo mais robusta do
estbmago, 6rgao cuja atividade enziméatica apresenta sua maior eficacia em pH

em torno de 2,0.
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Segner (1993) propde uma definicdo de estdmago larval, como sendo,
uma estrutura ou O6rgdo que possua glandulas digestivas, diferenciacdo de
parede pilorica, ambiente acido no liumen estomacal, e atividade péptica
elevada, ou seja, este 6rgdo s6 sera considerado como tal, caso possua tais
estruturas e consequentemente, esteja ativo, uma vez que tais estruturas sao
determinantes para o funcionamento do estdmago.

Zambonino-Infante & Cahu (2001) afirmam que o estdmago apresenta
sua atividade enzimatica devido a presenca das células secretoras de acido
cloridrico e pepsina, porém sua completa formacdo segundo Walford & Lam
(1993) s6 ocorre no 15° DAF. Em red drum (Sciaenops ocellata) (Holt et al.,
1981) e em dourado (Salminus brasiliensis) (Veja-Orellana et al., 2006) foi
verificado completo desenvolvimento do estbmago com 7 DAE, embora estas
sejam excecles, pois, a maioria das larvas apresenta atividade proteolitica
acida apenas a partir do 15° DAE (Clark et al., 1986; Bouhlic & Gabaudan,
1992; Walford & Lam, 1993; Douglas et al., 1999). Holt et al., (1981)
observaram completo desenvolvimento estomacal juntamente com atividade
péptica em larvas de linguado com 7 DAF.

A partir do 15° DAF, observamos um grande aumento da atividade
enzimatica de ambos os grupos que nao apresentem diferencas entre si e tem
um comportamento que caminha juntamente com o0s parametros morfologicos,
como, a formacdo complexa do estdbmago a partir do 15° DAF. Os valores
encontrados para o cachara e o hibrido seguem o padrao descrito por Walford
& Lam (1993) que, afirmam que, para a maioria das espécies 0 estdbmago
apresenta formacdo completa no 15° DAF, embora a presenca das glandulas
gastricas para a maioria das espécies de peixes marinhos de clima temperado
ocorra com cerca de 25 DAF (Walford & Lam 1993; Zambonino-Infante & Cahu,
2001).

Assim como nas outras fases do desenvolvimento poucas diferencas
significativas foram encontradas, entretanto, no ultimo dia analisado (45° DAF),
foi verificada uma maior atividade proteolitica por parte dos cacharas, que
provavelmente apresentaram maior concentracdo de enzimas devido a uma
possivel maior estrutura estomacal, ou maior quantidade de células principais e
parietais, pois aos 32 e 39 DAF os cacharas ja apresentam uma tendéncia de

maior atividade acida.
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Embora a atividade das proteases inespecificas tenha apresentado
flutuacdes de seus valores ao longo dos 7 primeiros dias apoés a fertilizacao,
podemos observar uma elevacéao relativamente significativa a partir do 10 DAF,
embora a forma de se expressar a atividade proteolitica, ndo represente a real
atividade por individuo, uma vez que houve um aumento da concentragdo de
proteinas totais corporea das larvas de ambos os grupos. A forma utilizada
para expressar a atividade das enzimas foi U (unidades de tirosina por minuto)
por miligramas de proteina, e com isso, essa forma de expressar pode ter
mascarado a real atividade enzimatica que deveria ser expressa por unidade
de larvas. Tal fato ocorreu também com Ma et al., (2005), no qual a atividade
apresenta uma queda, onde o autor chama a atencao para ter cautela na forma
de expressar a atividade das enzimas, pois em seu estudo a atividade decaiu
justamente por causa do aumento da concentracdo de proteinas ao longo do
tempo de desenvolvimento das larvas. Para que tal divida ndo ocorresse no
presente trabalho utilizaremos as duas formas de expressar a atividade, que
sera apresentada ao final da discussao.

Como era esperado, no estbmago dos alevinos de cachara e do hibrido
foi onde ocorreram as maiores atividades proteoliticas acidas, pois 0os animais
durante esse periodo (32, 39 e 45 DAF), apresentam completo
desenvolvimento do estdbmago. Esse resultado também foi encontrado em
diversos trabalhos (Suzer et al., 2007; Zambonino-Infante & Cahu, 1994;
Moyano, et al., 1996; Sanchez-Amaya et al., 2007) que descrevem 0s picos
iniciais e maiores picos de atividade de pepsina durante esse periodo de 35 a
45 DAE, que coincide com a completa formacé&o do estbmago.

A atividade de protease inespecifica em pH acido no intestino foi
extremamente baixa, resultado esperado, uma vez que o pH intestinal gira em
torno de 8,0, longe da faixa de pH ideal para a atividade &cida, que evidencia
que nesse 6rgdo a atividade enzimatica acida praticamente ndo existe nos
alevinos de cachara e hibridos.

Quando expressamos a atividade por unidade de larva, esperavamos
que os dados fossem mais uniformes e com isso, representariamos a atividade
de uma forma mais segura. No entanto, quando analisamos graficamente,
observamos que praticamente ndo ha atividade acida no 1° DAF em nenhum

dos grupos. Apos o0 1° DAF observamos valores extremamente baixos até 10°
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DAF, e somente a partir dessa coleta em diante observamos atividade
crescente, e que nos mostra atividade elevada ja a partir do 15° DAF. Durante
0s primeiros dias ndo observamos atividade acida, mesmo durante o periodo
em gue 0s animais estdo sendo alimentados com alimento vivo, portanto, fica
claro que nem com a ingestdao de alimento vivo as larvas de nenhum dos
grupos responderam positivamente com maior atividade acida nesses dias. Do
15° DAF em diante os animais ja se encontram no periodo de treinamento
alimentar e praticamente ingerem pouco alimento vivo, indicando que
praticamente todo o aporte enzimatico € proveniente Unica e exclusivamente
das larvas e alevinos de cachara e hibrido.

Analisando a atividade basica (pH 8,0) da protease inespecifica, em
contrapartida a atividade &cida, esta apresentou atividade enziméatica
relativamente elevada desde a fase de oocito (momento 0), apresentando-se
crescente até o 6° DAF. Outros autores (Ma et al., 2005) também encontraram
atividade béasica antes mesmo da eclosdo dos animais sugerindo que estas
enzimas presentes sao provenientes das fémeas, transferidas pelo vitelo.
Podemos observar também que a atividade é crescente para as larvas de
hibrido durante os dois primeiros dias, indicando incremento da atividade
conforme avanca o desenvolvimento desse grupo. Ja as larvas de cachara
apresentam atividades estaveis durante o primeiro dia e no 2° DAF apresentam
incremento leve nas 40 HAF, embora, a atividade enzimatica das larvas de
ambos 0s grupos nao sejam diferentes.

Do 2° para o 3° DAF os valores de atividade s&o crescentes em ambos
0S grupos, sendo que as larvas de cachara estabilizam sua atividade e as
larvas de hibrido continuam com valores crescentes de atividade até o 4° DAF
e estabilizam a atividade que permanece nesse patamar até o 6° DAF. Esses
valores elevados apresentados pelas larvas de ambos o0s grupos sao
possivelmente representados por atividades de mais de uma enzima, pois 0
substrato utilizado permite acdo de mais de uma enzima, e como existem
nesse pH acdo de outras enzimas como tripsina e quimiotripsina, além de
outras enzimas do suco pancredtico, esta elevada atividade inespecifica é
observada durante o desenvolvimento dos animais.

Em contrapartida aos crescentes valores de atividade observados até o

6° DAF, do 7° DAF em diante os valores flutuam com pequenas diferencas
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significativas entre os grupos e apenas em dias pontuais, porém o perfil
enzimatico das larvas apresenta decréscimo até o 25° DAF. De uma forma
geral a atividade foi muito similar entre os grupos, e como podemos observar,
apresentaram atividade alta, possivelmente como forma de compensar a baixa
atividade &cida, uma vez que as proteinas sdo o principal substrato alimentar
dos peixes carnivoros, e quando observamos a partir do 10 e 15° DAF a
atividade basica decresce em contrapartida a uma elevacao da atividade acida,
sugerindo exatamente esta compensacao e possivel complementacdo entre as
enzimas 4&cidas e basicas. Isto fica evidente quando observamos o
comportamento enzimatico das larvas de cachara que ao elevar a atividade
acida nos dias 20 e 25 decrescem sua atividade basica, complementando ou
compensando seu potencial catalitico protéico, através destes ajustes e
modulac¢des enzimaticos.

E importante também destacar as elevadas atividades de proteases
inespecificas em pH 8,0 dos animais hibridos em relagdo aos cacharas entre
15 e 25 DAF, sugerindo um potencial catalitico protéico melhor para estes
animais nesta fase, o que pode culminar em um melhor aproveitamento das
proteinas da dieta e consequentemente melhor desempenho e sobrevivéncia
dos hibridos nesta fase.

Vega-Orellana et al., (2006) verificaram esse perfil quando analisaram
larvas de dourado, e concluiram que as larvas apresentaram uma forma de
compensar a baixa atividade acida com elevada atividade basica, resultados
verificados também para larvas de turbot (Munilla-Moran & Stark, 1989), Dover
sole (Clark et al., 1986), Asian seabass (Walford & Lam, 1993), Senegal sole
(Ribeiro et al., 1999) e European seabass (Zambonino-Infante & Cahu, 2001).

Lundstedt (2003) afirma que o fluido gastrico pode conter diferentes
proteases que podem atuar em diferentes pHs 6timos (2,0, 3,0, 5,0 e 8,5),
porém segundo Fange & Groove (1979) e Lovell (1988) os valores com maior
eficacia enzimatica estdo entre 2,0 e 3,0, sendo a pepsina a maior responsavel
por esta atividade.

Curiosamente quando analisamos a atividade nos tecidos especificos
tratando inicialmente do estdmago, observamos maiores valores
significativamente diferentes em todas as coletas no grupo cachara quando

comparados ao hibrido no mesmo periodo de desenvolvimento. Tal resultado
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surpreende, uma vez que no estdbmago o pH ideal para hidrélise esta em torno
de 2,0, e mesmo assim, foi encontrada hidrolise em ambos os grupos. Outros
trabalhos também relatam atividade basica no estdémago (Lundstedt, 2003 e
Melo et al., 2002) com espécies de Siluriformes.

Esta maior atividade apresentada pelo grupo cachara nesta fase se
contrapbe ao observado na fase anterior e sugere que estes animais possuam
a partir de agora um maior potencial proteolitico, incluindo uma possivel maior
necessidade protéica, ou ainda uma compensacao enzimatica em resposta a
baixa atividade de quimiotripsina, que como visto nos resultados se
apresentaram extremamente baixas em comparacdo a protease inespecifica e
tripsina.

Quando analisamos o intestino podemos observar um padrdo bem
variavel ao longo das coletas. Além dos grupos ndo apresentarem diferencas
entre si e nem ao longo do tempo, os valores de atividade encontrados alteram-
se entre os grupos, sendo dificil inferir a origem e causa desta variabilidade
enzimatica. A avaliacdo final sobre o potencial das enzimas inespecificas
durante o periodo experimental nos mostra que a atividade basica predomina
durante todas as fases do desenvolvimento dos animais, sendo que a atividade
inespecifica acida somente ocorre com elevados valores no estbmago quando
analisado isoladamente.

Quando observamos o0s resultados de atividade enzimatica
apresentados por unidade de larva, encontramos atividade elevadas mesmo
antes das larvas dos dois grupos eclodirem. Isto e intrigante, porém justificavel,
pois 0 aporte enzimatico obtido € proveniente das matrizes. Se tragcarmos um
perfil ao longo do 1° DAF, observamos valores decrescentes em ambos os
grupos que se equiparam nas 16 HAF. Assim como outros trabalhos com
Dover sole (Clark et al., 1986), gilthead sea bream (Moyano et al., 1996), Asian
sea bass (Walfor & Lam, 1993), Senegal sole (Ribeiro et al., 1999), European
sea bass (Zambonino-Infante & Cahu, 2001), discus (Chong et al., 2002), as
larvas de cachara e do hibrido também apresentam atividade de proteases
bésicas antes mesmo da ecloséo.

Em contrapartida ao decréscimo verificado no 1° DAF no 2° DAF
observamos valores crescentes de atividade inespecifica para ambos os

grupos. Durante esse dia os animais ainda se encontram com a boca fechada,
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portanto todo aporte enzimatico presente nesse momento é proveniente da
propria larva, evidenciando que as larvas de cachara e do hibrido apresentam
suas proprias enzimas digestivas mesmo antes de se alimentarem, mostrando
uma preparacao digestiva prévia a abertura da boca, para que quando se
alimentarem tenham condicbes de digerir o alimento. Este resultado
encontrado também reforca o fato de que as larvas de cachara e do hibrido ndo
dependem apenas de aporte enzimatico exdbgeno como sugerido em outros
trabalhos (Kolkovski, 2001).

Seguindo o desenvolvimento, agora em relacdo ao 2° dia em diante,
continuamos a observar elevacdo da atividade enzimética dos dois grupos
experimentais que apresenta este perfil crescente até o 5° DAF, sendo que no
6° DAF a atividade apresenta um queda no perfil de ambos os grupos. Essa
queda é curiosa, pois ambos 0s grupos apresentaram o mesmo perfil ao longo
desses dias analisados, ambos apresentando um pico no 5° DAF seguido de
uma queda no 6° DAF. Tal queda é dificil de ser justificada, pois ndo foram
verificados problemas com doencas ou quedas bruscas de temperatura da
agua, nem qualquer outro possivel problema metodolégico. Quando
observamos os dias seguintes a atividade volta a subir, portanto, fica indefinida
a razdo dessa diminuicdo pontual da atividade enzimética.

As larvas de hibrido apresentaram atividades significativamente maiores
que as larvas de cachara do 4° até o 25° DAF, e possivelmente possuam maior
aporte enzimatico que as larvas dos cacharas, pois a expressao de atividade
por unidade de individuos nos permite inferir a certeza do potencial enziméatico
por animal, concluindo que o grupo hibrido, durante essa fase apresenta maior
atividade, que pode ser atribuida a talvez uma maior necessidade protéica e
por isso, maior aporte enzimatico para quebrar essa elevada necessidade de
proteinas. Esta afirmacdo deve ser feita com cautela, pois nhem sempre as
enzimas digestorias respondem indutivamente as necessidades nutricionais ou
a dieta fornecida e diversos trabalhos com larvas relatam que nem sempre
essas enzimas respondem da forma esperada (Péres et al.,, 1996; 1998;
Zambonino-Infante et al., 1997), embora alguns trabalhos relatam a
responsividade positiva das enzimas de acordo com o aumento de proteinas na
dieta, porém a resposta depende da fase larval do desenvolvimento. Este fato

foi analisadopor Péres et al., (1996) que verificaram respostas indutivas
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positivas em larvas de seabass que responderam com maiores atividades de
tripsina a percentuais crescentes de proteina na dieta.

Analisando a atividade proteolitica de enzimas especificas, inicialmente
atripsina, podemos verificar nas primeiras horas apds a fertilizacdo, maior
atividade no grupo hibrido em relacdo as larvas de cachara, sugerindo que as
larvas hibridas herdaram maior aporte enzimético das matrizes. Assim como
nas larvas de hibridos e cachara, em outras espécies também foram
encontradas atividades tripticas antes da eclosédo ou durante as primeiras
horas ap6s a fertilizacdo como Dover sole (Clark et al., 1986), gilthead sea
bream (Moyano et al., 1996), Asian sea bass (Walfor & Lam, 1993), Senegal
sole (Ribeiro et al., 1999), European sea bass (Zambonino-Infante & Cahu,
2001), discus (Chong et al., 2002).

E importante ressaltar que durante esse periodo os animais ainda n&o
eclodiram e, portanto todo aporte enzimatico presente em ambos os grupos é
proveniente dos reprodutores. Vale lembrar também que a fémea é cachara e,
com isso, esperava-se um perfil inicial de ambos os grupos mais equiparado, o
que ndo se confirmou quando os grupos sdao comparados. Porém, podemos
observar que na prdoxima coleta os valores apresentados se equiparam,
sugerindo agora uma maior similaridade entre 0s grupos, pois como as
matrizes sdo da mesma espécie, possivelmente “forneceram” aporte
enzimatico similar para seus descendentes.

No 1° DAF podemos observar alta similaridade das atividades
apresentadas entre os grupos, com uma diferenca nas 32 HAF, e embora os
valores sejam muito proximos, os hibridos apresentaram atividade mais
elevada. Do 2° DAF em diante os grupos apresentaram flutuagdes dos valores
de tripsina e, embora ambos 0s grupos apresentem um pico de atividade no 3°
DAF, este ndo permanece ao longo do tempo. Estas flutuacdes de valores da
tripsina também podem ser observadas com outras espécies de carnivoros
como dourado (Vega-Orellana et al., 2006), Seriola lalandi (Chen, et al., 2006),
Diplodus puntazzo (Suzer et al.,, 2007) e Pseudosciaena crocea (Ma et al.,
2005).

As atividades enziméaticas encontradas entre o 2° ao 25° DAF indicam
diferencas significativas e flutuacdes nos padrdes, que se alternam, hora com

um grupo com maior atividade e, hora com outro grupo com maior atividade, e
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deixam instavel o perfil apresentado. O padrdo esperado para a atividade de
tripsina seria crescente de forma a acompanhar o desenvolvimento dos
animais, bem como, sua organogénese, que deveria fornecer maior aporte
enzimatico ao longo do tempo, sendo isto valido para os dois grupos. Variacdes
como estas foram encontradas também para dourado (Vega-Orellana et al.,
2006) e assim como no presente trabalho fica dificil caracterizar a real
influéncia do aporte protéico na ontogenia da atividade da tripsina uma vez que
a forma utilizada para expressar inicialmente foi dividindo-se a atividade pelas
proteinas do tecido (Zambonino-Infante & Cahu, 2001; Vega-Orellana et al.,
2006).

Assim como a protease inespecifica, a tripsina também apresentou
atividade no estdmago dos alevinos de cachara e dos hibridos, com valores
bem similares entre os grupos. Embora seja intrigante, outros trabalhos relatam
elevadas atividades proteoliticas alcalinas no estdbmago. Hsu & Whu (1979)
encontraram atividades de tripsina e quimiotripsina em 8 espécies de peixes
estudadas, em todos os segmentos do trato digestorio. Lundstedt (2003)
encontrou atividade de tripsina e quimiotripsina no estbmago de pintado, e
Melo (2002) também verificou atividade das mesmas enzimas supracitadas, no
estbmago de jundias, e ainda mais intrigante relatado por Sabapathy & Teo
(1993) que encontraram atividades de tripsina e quimiotripsina desde o eséfago
até o intestino de rabbitfish (Siganus canalicutatus).

A atividade triptica intestinal foi praticamente equivalente a atividade
triptica estomacal para ambos o0s grupos, fato esse que ndo foi tdo
surpreendente, pois, para o0 pintado, espécie congenérica ao cachara e
“reprodutor macho” do hibrido, Lundstedt (2003) encontrou valores proteoliticos
intestinais muito baixos quando, comparados aos estomacais, levando a autora
a inferir maior importancia proteolitica ao estdmago em relacdo ao intestino,
sendo este ultimo mais importante para absorcdo dos nutrientes.

Em contrapartida aos resultados encontrados por Lundstedt (2003), o
presente trabalho verificou que a atividade encontrada para quimiotripsina no
intestino nos alevinos de cachara e do hibrido € da ordem de mil vezes inferior
a atividade encontrada para tripsina, autora que observou este resultado
testando variacbes protéicas e energéticas em juvenis de pintado

(Pseudoplastystoma corruscans). Vega-Orellana et al., (2006) assim como
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Lundstedt (2003) também verificou maiores atividades de quimiotripsina em
relagdo as atividades tripticas do 1° DAF ao 6° DAF em larvas de dourado
(Salminus brasiliensis), resultado esse também encontrado em Dover sole
(Clark et al., 1986) e em carpa (Ragyanszky, 1980).

Durante os primeiros 25 DAF os valores encontrados para a atividade de
quimiotripsina, nos mostram grande variabilidade entre os grupos, com
alternancia de maiores atividades e flutuacdes dos valores, com os resultados
sempre muito similares entre ambos 0s grupos.

Quando analisamos os dados de tripsina expressos por unidade de
larva, podemos observar que os desvios obtidos impediram a ocorréncia de
diferencas significativas entre os grupos. No entanto, também podemos
observar que mesmo que a atividade seja muito baixa, ambos o0s grupos
possuem atividades que tripsina antes da eclosdo e antes da abertura da boca.
Isto volta a reforcar o fato de que as larvas de cachara e hibrido ndo séo
dependentes de aporte enzimético exdgeno para digerir seu alimento. De uma
maneira geral, as larvas de hibrido e cachara apresentaram perfil muito similar
de atividade de tripsina, e mesmo com desvios elevados, podemos observar
que a média da atividade se encontra bem proxima entre 0s grupos.

Assim como os elevados valores de tripsina, os valores de quimiotripsina
estomacais do grupo cachara e hibrido também foram muito elevados e, assim
como, a protease inespecifica basica, os valores apresentados pelo grupo
cachara foram mais elevados e significativamente diferentes que o grupo
hibrido em todas as coletas, 0 que nos faz novamente pensar em uma maior
necessidade de aporte enzimatico, para suprir a elevada necessidade protéica
desses alevinos durante essa fase, lembrando que as enzimas variam quanto a
sua responsividade as necessidades alimentares.

Inesperadamente o0s valores encontrados para o intestino foram
menores nos cacharas do que os encontrados no estbmago, uma vez que €
exatamente no intestino, o local onde o suco pancreético, que contém a
quimiotripsina, tem sua liberacdo. Dessa foram esperavamos encontrar
maiores atividades nesse tecido, porém ndo foi o que verificamos nos
cacharas, embora alguns outros trabalhos relatem os mesmos resultados
encontrados para os cacharas, como Hsu & Whu (1979), Lundstedt (2003) e
Melo (2002).
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Assim como a tripsina a quimiotripsina quando foi expressa por unidade
de larva apresentou elevados valores de erro padrédo e isso de certa forma
impossibilitou a ocorréncia de diferencas significativas. Nas primeiras horas do
1° dia as larvas de cachara mostram indicios de possuirem maior aporte
enzimatico, embora isso ndo se confirme significativamente. Durante o
desenvolvimento as larvas de ambos os grupos apresentam flutuacdes dos
seus valores, embora o grupo cachara, na maioria das coletas, os valores
sugerem maior aporte de quimiotripsina para as larvas.

Resultados citados por outros diversos autores sugerem contribuicées
do alimento vivo como fontes de enzimas exogenas pudessem alterar o
potencial enzimatico das larvas (Kolkovski, 2001) ou ainda estimular secre¢des
pancreaticas ou respostas endocrinas (Zambonino-Infante & Cahu, 2001), no
entanto, no presente trabalho foram verificadas atividades enzimaticas nas
larvas de ambos os grupos em fases antes mesmo da abertura da boca.
Contudo, nao foi observada nenhuma relacdo entre as enzimas provenientes
do alimento vivo e as enzimas produzidas pelas larvas, pois mesmo antes da
eclosdo e antes da abertura da boca em que atividade de protease acida néo
era verificada, tripsina e quimiotripsina foram detectadas, sugerindo que as
larvas de cachara e hibrido sédo as maiores responsaveis pela propria atividade
enzimatica, ndo sendo dependentes de alimento vivo especificamente como
aporte enzimatico. Estes resultados contrapde alguns autores como Kolkovski
(2001) que encontrou atividades de até 95% provenientes do alimento vivo.
Desta forma, o presente trabalho encontra resultados similares a Segner et al.,
(1993) e Zambonino-Infante & Cahu (2001) que afirmam nao haver
dependéncia exclusiva entre enzimas exdgenas no processo digestivo de

larvas de algumas espécies de peixes.
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6. Conclusdes e Consideragdes finais

Analisando os parametros morfolégicos e metabdlicos de ambos os grupos e

comparando-o0s entre si e ao longo do tempo podemos concluir que:

1)

2)

3)

Morfologicamente (estruturas internas e 6rgdos digestérios) as larvas de
cachara e do hibrido sdo muito similares entre si e semelhante aos

demais teledsteos;

No periodo inicial de desenvolvimento as larvas de cachara e hibrido
apresentaram um misto de alimentacéo enddégena e exdgena desde o 1°
até o 6° DAF,;

As larvas de cachara e do hibrido sdo capazes de capturar, ingerir e
digerir presas a partir do 3° DAF e inicialmente o alimento é estocado e

digerido na bolsa intestinal até o surgimento do estémago;

4) A concentracdo de proteinas totais das larvas de ambos os grupos

apresentaram-se muito similares entre si e ao longo do tempo,
mostrando alta homogeneidade ao longo da ontogenia, sendo a
musculatura o principal 6rgdo de deposicdo deste substrato, seguida
pelo figado. No entanto, observa-se um consumo mais elevado de
proteina nas larvas de cachara até 16 HAF e de lipidios entre a fase de

oocito e 40 HAF, quando comparadas as larvas de hibridos;

5) A concentracdo de lipideos totais das larvas de ambos 0s grupos

apresentaram-se muito similares entre si e ao longo da ontogénese,
sugerindo alta homogeneidade, sendo o encéfalo o 6rgdo de maior

deposicao deste substrato, seguido pela musculatura e figado;

6) A analise do perfil de acidos graxos sugere que as larvas de cachara

utilizaram preferencialmente os MUFAs para eclosdo, enquanto as

larvas hibridas utilizaram SFA;
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7) A atividade proteolitica &cida somente foi verificada nas larvas de ambos
0S grupos a partir do 10° DAF. Por outro lado, a atividade da protease
inespecifica basica e das proteases especificas (tripsina e
quimiotripsina) foi verificada em ambos 0s grupos ainda na fase de
odcito, permanecendo ativa durante a ontogénese. Essa relacdo indicou
uma compensacdo a baixa atividade das proteases &cidas, indicando
possivelmente que 0s animais sdo capazes de digerir proteinas ja apos

a abertura da boca;

8) As larvas de hibridos apresentam maiores atividades de proteases
inespecificas (basicas) do que as larvas de cachara no periodo de 15 a
25 DAF, sugerindo uma maior atividade proteolitica, justificando
possivelmente um melhor aproveitamento dos substratos protéicos nesta
fase, que pode explicar o melhor desempenho zootécnico descrito pelos

produtores;

9) J& no periodo de 32 a 45 DAF, a andlise da atividade de proteases
inespecificas (basica) e quimiotripsina mostram que o estdbmago de

cacharas apresenta atividades proteoliticas mais elevadas;

10) De uma forma geral, as larvas de cachara e hibridos se mostraram com
alto grau de similaridade, tanto morfologicamente quanto
fisiologicamente, sugerindo que os hibridos apresentam uma
herdabilidade da matriz, uma vez que a fémea reprodutora utilizada para
a producdo dos hibridos foi cachara. No entanto, as analises do
presente trabalho mostram que em fases definidas de desenvolvimento,
alteracfes tanto na utilizacdo de substratos energéticos especificos,
aliadas as variagbes na atividade de proteases especificas e
inespecificas podem elucidar as diferencas empiricas relatadas por

piscicultores.
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Esquema 02. Ontogénese nos 2 primeiros dias apos a fertilizacdo (DAF),
abordando as principais alteracbes morfofisiolégicas de ambos 0s grupos

experimentais.
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Esquema 03. Ontogénese do 2° ao 6° dias apos a fertilizacdo (DAF), abordando

as principais alterac6es morfofisioldgicas de ambos 0s grupos experimentais.
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Esquema 04. Ontogénese do 7° ao 25° dias apos a fertilizacdo (DAF), abordando

as principais alterac6es morfofisioldgicas de ambos 0s grupos experimentais.
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8. Tabelas
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Tabela 01. Diametro da boca das larvas de cachara (Pseudoplatystoma
reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma
reticulatum) ao longo dos dias apds a fertilizacdo. Diametro da boca em

micrémetros.

Dias Apods a Fertilizagcao (DAF) Diametro (4m)
150
200
450
il
40
500
Qa0
10 1.1

O T o TN 3 R SN T
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Tabela 02. Concentragcdo de proteinas totais (miligramas de proteina/grama de
tecido) de ovos (Fase 1), larvas (Fase Il, lll e IV) e figado e musculo de alevinos
(Fase V) de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido

(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) (Média + EP).

Etapas de coleta  Fases do desenvolvimento  Grupo Cachara rupo Hibrido
0 HAF 6550+ 1905 2550 x4 65
Fase | 8 HAF 6216+ 2147 2348617
16 HAF 2740159 2049+ 558
24 HAF 6838 +7 65 5882+ 1361
Fasell A2 HAF 7045+ 1113 7847+ 2280
40 HAF 67,37 1077 8062+ 248
2 DAF 6358 + 13 96a 735012643
3DAF 1951 £ 967b 1873+£851b
Fase 4 DAF 3863 +x957ab 3995+872ab

o5 DAF 41,33 £ 8,81ab 4344 £ 8,60ab
6 DAF 2652+ 10,06ab 42,05 £ 20,98ab
T DAF 34,04 £ 490 56,08 £ 1238
o DAF 3591681 3850671
9DAF 3880570 4835 +£575
Fase |V 10 DAF 38,88 6499 4366+ 738
15 DAF 4648 £ 349 50,39+ 12,95
20 DAF 3920344 45,34 £ 18,92
25 DAF 37,08 +982 55,78+ 11,06
F 32 DAF 38,63 £957 3995872
F 39 DAF 3591681 3850671
Face F 45 DAF 38,88 £ 699 43,66 £ 7,38
M 32 DAF 62,16 £ 2147 68,38 £ 7,65
M 39 DAF 68,58 + 13,96 7350+ 1264
M 45 DAF 7045+ 11,13 7847+ 22,80

® |etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das

fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma

fase de desenvolvimento.

HAF: Horas ap0s a fertilizacao; DAF: Dias ap0s a fertilizacao; F: Figado; M: Mdsculo.
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Tabela 03. Concentracdo de lipideos totais (miligramas de lipideos/ grama de
tecido) de ovos (Fase |), larvas (Fases I, Ill e 1V) e figado, encéfalo e musculo de
alevinos (Fase V) de cachara (Pseudoplatystoma reticuliatum) e do hibrido

(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) (Média + EP).
(5rupo Hibrido

Etapas de coleta Fases do deservoliiment  (Srupo Cachara

0 HAF 2867 +6 50 2074+228
Fase | g3 HAF 11580128 10,91 £0,38
16 HAF 1292+1.48 1210 +£2,50
24 HAF 28451724 18,7/0+075
Fasze ll 42 HAF 3401 +£926 2105 +£1 42
40 HAF 1858 £587 2475 +3.50
2 HDAF 1558 £332 2097 £215
4 DAF 26,26 £ 10,71 8954 +050
Fase lll 4 DAF 2214 +£7 25 805+0,17
5 DAF 2047 £625 1023025
b DAF 272+622 .44 +£0.21
T DAF 944 +2 58 795 +037
g DAF 65,93 +0.54 fA7 2017
4 DAF 5,84 £075 8,03 + 0,81
Fase IV 10 DAF 693 +065 713108986
15 DAF 621 +083 8,55 +087
20 DAF F86+122 835 +1.24
25 DAF 7 34+£073 804+072
F 32 DAF 1006 £2 35 11,26 £056
F 389 DAF B +1,23 12,06 £ 0,50
F 45 DAF 5,80 +20 13682 +£1,12
EN 32 DAF 1290564 1978 +0,84
Fase Er 39 DAF 2182 +4 40 2030 £192
EM 45 DAF 2256 +2 .40 14,46 £ 2 B5
M 32 DAF 1249 +3.56 591 +0.49
M 38 DAF 1283 £444 6,93 + 058
45 DAF 1967 £5 64 b,35 +0,44

® |etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo

das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da

mesma fase de desenvolvimento.

HAF: Horas apés a fertilizacdo; DAF: Dias apés a fertilizacdo; F: Figado; EN: Encéfalo; M:

Mdusculo.
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Tabela 04. Acidos graxos totais (%) da fracdo neutra das larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma reticulatum) na fase de ovo com 0, 8, 16 HAF (Média * EP).

Ac. Gr. Grupo 0 HAF 8 HAF 16 HAF Estatistica
Cachara 2208 24+05 10+01
C14:0 Hibrida 2402 24105 1,101
Cachara BoHE2E Fa+14 299+1.2
C16:0 Hibrida IF3x1E |5 +18 31227
Cachara 3509 JB+06 58+x04
C18:0 Hibrida 30+03 270/ 48+03
Cachara 2810 1502 07+03
Cc24:0 Hibrido 2303 18+02 10+0/1
Cachara 5125 5618 IT5H5x18 N.S.
¥ SAT Hibrido 152+ 1.8 456 + 2,3 113220 N.S.
Cachara 70+086 ;Fa3+0.3 82+00 M3,
C16:1 Hibridao 7102 fa3+04 289+05 NS,
Cachara HB2+14a 282+12a 3IIF+08h <005
C18:1n9 Hibrido 254 +1.1 ME5+18 0707 M3,
Cachara 32+02 3on+02 28+01 M5,
C18:1n11 Hibrido 3101 3001 28+01 M3,
Cachara 3I65+04a 3IH6+03a 362080 = 0,05
¥ MONO Hibrido 35,7 1,0 36,009 395208 N.S.
Cachara 9205 90+04 89+01
C18:2nG Hihrido Bo9+05 91086 85+03
Cachara 0gx01 11205 2504
C18:3n6 Hibrida 09«00 10+0,1 23+02
Cachara 04+01 0B +0/1 1607
C20:4nkG Hibrido 0E+00 03+00 1102
Cachara 1302 14073 36+03
C20:3nb Hibrido 140, 16+0.1 2,1+01
Cachara 1005 14+01 05+01
C20:58n3 Hibrido 1702 12403 03+00
Cachara 1002 05+0/1 1107
CZ22:4n3 Hibrido 12+0,1 a7+02 04+01
Cachara 135213 13907 168223 N.S.
¥ PUFA Hibrido 14,3+ 0.9 138+ 14 13922 N.S.
Cachara 2006 22402 170k
PUFA n3 Hihrido 29412 191048 07+04
Cachara M"M7x03 121204 166+15
PUFA ni Hibrida 113205 120205 14011
Cachara 02+02 02+03 01+004
na/nG Hibrido 02+00 0100 oo+a0n
Cachara 4.1 41 B3
Outros Hibridao 38 3.2 25

* Letras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao
longo das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da
mesma fase de desenvolvimento

HAF: Horas apds a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado;

NS: Diferenca néo significativa.
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Tabela 05. Acidos graxos totais (%) da fracdo neutra das larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum) com 24, 32 e 40 HAF (Média + EP).

Ac. Gr. Grupa 24 HAF 32 HAF 40 HAF Estatistica
Cachara 0B+01 0B+01 08 +01 NS
C14:0 Hibrido 10+02 09+03 0702 =3
Cachara 296+23 03+02 31309 NS
C16:0 Hibrido IBE+34 I2T+2H N2+26 NS,
Cachara 59+13 89+03 7704 M.S.
c18:0 Hibrido 4102 49+06 73x08 NS
Cachara 0o+02 36+10 25+03 NS
C24:0 Hibrido 10+03 oo+00 21+02 NS,
Cachara 3I65+07a 438:x11b 262050b < 0,05
T SAT Hibrido 41,9+ 3,3 38,725 40,5 + 1.9 N.S.
Cachara 5005 4705 4901 NS,
C16:1 Hibrido 58+06 53+06 44+04 NS
Cachara 33412 296+15 29607 NS,
1819 Hibrido 07+19 I4+15 A1 NS,
Cachara 259+10 0o0+15 26+03 NS
Cc18:1n11 Hibrido 27+02 28+02 29+01 NS
Cachara 10+02 03+00 0Da+01 NS,
C20:1na Hibrido 05+01 0B+01 DE+01 NS,
Cachara 425x01a 352+19b 380x05ab = 0,05
¥ MONO Hibrido 399215 04212 39.3+08 N.S.
Cachara 995+06 E5+18 go+03
C18:2nk Hibrido 91+06 92+04 84+03
Cachara 0o+00 40+32 oo+0n0
C18:2nk Hibrido oo+00 oo+00 oo+0n0
Cachara 1901 18+00 19+£02
C18:3nk Hibrido 25+01 25+01 28+01
Cachara 05+03 07+02 04+02
C20:2n6 Hibrido 04+02 0E+01 0&A+01
Cachara 16+02 28+08 19+04
C20:4nG Hibrido 10+02 13+02 151001
Cachara 3203 28+03 29+03
C20:3nk Hibrido 2105 23+03 2E+02
Cachara 06+02 0401 0BE+01
C20:5n3 Hibrido 04+01 05+01 0Da+00
Cachara 0g+03 0E+01 07+01
C22:8n3 Hibrido 03+00 0401 0E+01
Cachara 0o+00 0o+00 oo+0n0
C22:6n3 Hibrido 0o+00 16+03 oo+ p0p0
Cachara 18,2 20,7 19919 16804 N.S.
¥ PUFA Hibrido 16,1+ 1.8 18,9+ 1,5 174211 N.S.
Cachara 0g+05 10+01 13+07
PUFA n3 Hibrido 07+02 2605 1.1+£09
Cachara 176+09 188+13 154 +04
PLIFA n5 Hibrido 15310 161+£0,7 16,107
Cachara 00+05 0o0+00 00+01
n3nG Hibrida o000 0100 00+01
Cachara A0 24 28
Clutros Hibrida 2.0 1.9 24

* Letras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo
grupo ao longo das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os
grupos dentro da mesma fase de desenvolvimento.

HAF: Horas ap6s a fertilizagdo; Sat: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA:

Polinsaturado
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Tabela 06. Acidos graxos totais (%) da fracdo neutra das larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum) com 2, 3, 4, 5 e 6 DAF (Média + EP).

An. Gr. Grupo 2 DAF 3 DAF 4 DAF 5 DAF 5 DAF Estatistica
Cachara 10+01 124073 11+02 11+04 13104 M5,
C14:.0 Hibrido 0g+0D 16+01 11+01 10072 12+04 M5,
Cachara 0Da3+01 18+01 1601 1.3+01 oa+01 M5,
Cc15:0 Hibrido 03+00a 31+01b 17+01h 16+02b 08+02b =005
Cachara 327108 a 152+05h 1BB8+12b 17B+53b 133+13b =005
C16:0 Hibrido #N3x17a 158080 153050 1W04£07b 139+£18¢b <008
Cachara 0F+02 2807 34212 3812 35+23 M5,
C17:0 Hibrido 03+00a 31+£0,1 chd 24+01b 25+024d 13+03b =005
Cachara B4+04 9114 99+04 11428 13528 .S
c18:0 Hibrido 7E+03 481073 94109 77109 BE4+08 M5,
Cachara 19+0.1 23+04 21403 36+15 24+08 M.S.
C24:.0 Hibrido 27+03a 05+02b 00+00c 24+09a 16£10a =005
Cachara 453:x04a 326+£20h MA1£22h 393207b* 352250b < 0,05
¥ SAT Hibrido 434+13a 292+x13h 302+09b 258+31b™ 255+14b < 0,05
Cachara 50+02a 74+0B6b* 74+0Bb E2+08b 289+07a =005
C16:1 Hibrido 46+03a 121+£03 b6 B2+03¢c 77+0b¢c 55+10a =005
Cachara 03+00a" 74+10b 72+04b 51+08b* 16+£04b* =005
171 Hibrido 02+00a8" ME+02hb B1+05cd B3+02d™ 3310267 =005
Cachara 296+04 a 182+08hb 194+1Fb 1B3+25h 178+31h =005
C18:1n9 Hibrido V5x0Ea 163050 07+£25b 1W2+1Fhb 19307 b <008
Cachara 30+01 B7+05 RE E3+05 45+0F M5,
C18:1nM Hibrido 28+01a 79+01b B0+04b 91+0F5b E4+02b =005
Cachara 0g+0p0 1.1+£01 1000 08+01 0702 M5,
C20:1n9 Hibrido 0701 1100 02+01 1.0£0.1 04+00 M5,
Cachara 00+00b 13+004a* 03+02b* 00+00b 00+00b* =005
C24:1 Hibrido 00+00b 00+00b" 00+00b* 00+00b 04+00a* =005
Cachara 389+01ab 424+20a 427+28a 3M9+26ab” 279236 0D < 0,05
¥ MONO Hibride 391+04ac 493+04b" 462+19bh 437x18ab™ 356218¢c < 0,05
Cachara 7401 E1+15 46+03 48109 55+08 M5,
C18:2n6 Hibrido 79+01a 39101 be 30+02cd 49+03d 41+£02e =005
Cachara 16+01* 16+04 24108 2310 36+23 M5,
C18:3n6 Hibrido 21018 08+01b 11+01h 02+02b 11+02b M5,
Cachara 14+00 38+04 31+£02° 40+15 22+05 M5,
C20:4n6 Hibrido 18+01a 34+01b 46+04 c™ 38+04¢c 11+£02¢c =005
Cachara 22+072 18+01% 28102 25107 22+10 M5,
C20:3n6 Hibrido 24+03a 03+01b"™ 20+03 ab 14+01¢c 05+014d =005
Cachara 04+00a T4+07b 50+02¢c 42+10¢ 17+03a =005
C20:En3 Hibrido 05+01a 87+0Fc 54+04b 58+07b 22+04a =005
Cachara 04+00 o701 02+01 1104 1001 M5,
C22:En3 Hibrido 07+072 01+00 10+01 11+00 02+0p0 M.S.
Cachara 00+00b 14+00a* o0+00b* 00+00b 00+00b =005
CZ2:6n3 Hibrido 00+00b 00+00b" 28+09 8™ 02+00b 01+00b =005
Cachara 13804 a 232+11b 191+07h 192+30h 16,547 b < 0,05
¥ PUFA Hibrido 15709 a 18,1+ 1.0 ac 201+09b 185+13hb 96+3,04d < 0,05
Cachara 09+00a 965+04b 59+02c* 54+07¢c 28+48¢c =005
PUFA n3 Hibrido 13+03 B9+0F 931087 7T3+12 25104 =005
Cachara 128+04 1365057 130+12 13728 136+£32* M5,
PUFA nf Hibrido 143405 92+057 10,7 +0.2 1M1+03 Eo+06™ M5,
Cachara 0o+00a 07+07b 04+01b 03+03b 02+11b =005
n3fnG Hibrido 00+06a 09+01b 08+01b 0E+02b 03+13b =005
Cachara 20 48 49 7a 204 M5,
Qutros Hibrido 1.7 3.4 35 12,2 293 IS,

2 | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das
fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma
fase de desenvolvimento

DAF: Dias apds a fertilizacdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS:

Diferenca néo significativa.
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Tabela 07. Acidos graxos totais (%) da fracdo neutra das larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x
Pseudoplatystoma reticulatum) com 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 DAF (Média + EP).

Ac. Gr. Grupo 7 DAF g DAF 9 DAF 10 DAF 15 DAF 20 DAF 25 DAF Estatistica
Cachara 2400 05+02 07+02 12+03 1003 1407 18108 NS
C14:0 Hibrida 1103 07+02 0E+0.1 14+02 10+£04 1008 15105 NS
Cachara 25+00 04+01 04+02 03+0.1 04+01 07+03 05+03 NS
C1a:0 Hibrida 07+03 03+0.1 03+0.1 0E+0,1 03+0.1 04+02 0F+02 NS
Cachara 185+05 1259+23 9706 12817 123116 1358+23 145+22 NS
C1e:0 Hibrido 202+14a 92+10b 115+08b 133+08b 128+25b 126+358b 139+21b <0,05
Cachara 3403 21511 2720 25+14 25+08 31+18 41116 NS
c17:0 Hibrida 2004 12402 37+16 32123 05+02 1.0+£0.1 2111 NS
Cachara 8201 95+19 123110 127 £08 B5+04 M7it13 1M5+18 NS
c18:0 Hibrida 95+158 M3+27 83+19 7E+10 G4+2,1 1465+24 121111 NS
Cachara 05+0.1 0F+02 28+11 26105 05+03 1104 05+03 NS
C24:0 Hibrida  15+01b 14+£08b 034£00a 11+£04b 12£14b 12+14b 20130 <0,05
Cachara 36,8+0.2 26,9+ 4,0 289+29 32618 243+15 320239 345248 N.S.
T SAT Hibrido 353+05a 2442+21b 251+25b 275228 250+16b 31,1227 325220 < 0,05
Cachara 07 +01 07 +01 05+0.1 0E+0,1 05+0.1 05+03 1104 NS
C14:1 Hibrida 03+00 03+0.1 04+01 05+00 0E+0.1 03+0.1 1103 NS
Cachara 81+02a" 33£03b 28+03b 24+£05b 22205b 41x13c¢ 3501 <0,05
C16:1 Hibrido  41+12* 2008 2004 3708 25+08 2509 4006 NS
Cachara 63x01a 18+04b 09+£02b 10+£01b 09+£02b 10x01b 05+01b <0,05
171 Hibrida 1208 1005 09+01 1202 0801 0700 09+01 [ER=3
Cachara 163+04 190+23 186+10 1B5+28 152109 175+19 15,1+09 NS
C18:1n9 Hibrido  251+20a 115+3Fb 173x13b 151x16b 186x11b 169+29b 160+14b <0,05
Cachara 6,701 a0+058 5208 4408 43+03 44058 35+04 NS

C18:1nM1 Hibrido  42+05a 104+40b 46+13a 42+04a 45+058a 50+05a 45x06a <0,05
Cachara 00+£00b 30£00a 00x09b 01+£00b 00x00b 04+00b 00+0,0b <0,05

C24:1 Hibrida 02+00 30+23 0o+00 0o+0p0 03+00 0o+00 05+00 M.5.
Cachara 383:05a" 331227ab 253+22ab 255+22h 236+16b 286x28ab 250+17h < 0,05
= MONO Hibrido 353+ 06~ 285+ 18 254 + 1,1 25,3+ 2.7 28,3+ 15 26,0 3,5 218+1,6 N.S.
Cachara 40017 6105 5505 Tax15 BO+03 35+19 62+05 M.5.
C18:2nE Hibrido 89+13* BO+10 6105 5E+08 74+09 B4+05 74+04 M.5.
Cachara 1103 2714 30+18 2714 41037 3216 30+18 M.5.
C18:3nE Hibrida 1005 05+02 42+14 41+21 1504 05+06 14+£05 N3
Cachara 18+£007 05+00 07+01 08+02 03+01 1308 1708 M.5.
C18:4nB Hibrido 06+03* 03+00 07+01 1502 07+03 0g+04 1104 M.5.

Cachara 82+01a 221+54b 217x14b 181x58b 285+17b 195+2%ab 168+45ab <0,05
C18:3n3 Hibrido  45+17a 208+27b 295+26b 216x24b 267+05b 155+58ab 183+£09ab <0,05

Cachara 13+00% 1204 1605 3115 50445  23%12  09%01 NS
C20:4nG  Hibide 204017 31+14 07404 09203  10+05 3212  1G+12 NS
Cachara  15+01  25%#13 21406 18+0F  17+02  20+08  30+04 NS
C20:36  Hibride 1400 2311 22+08 36415 12207 14203 11405 NS
Cachara  04%0,1 11203 16402 1003 13401  12:02  23:08 NS
C20:4n3  Hibido 04302  15%02 18402 1001 14402  17+06  13%03 NS
Cachara  22+00 12403 17404 1603 11401  22:04  11:02 NS
¢20:5n3  Hibrido  11:0Fa 47£12b 09:00a 08:01a 15:05s 32x17a 20:08a <005
Cachara  1,1+02  17+04  0F+02 07400 00+00 06+02  10+04 NS
C222n6  Hibido 0301 12400  01+00 26406 01200 0500 0240, NS
Cachara  13%0,1 14204 15404 08203 07402  14%06  13%01 NS
C22:8n3  Hibide 0702  15+08  05+00 29+10  11+04 2010  15%08 NS

Cachara 23,5x06a 413+51b 406+07b" 386+35ab 495+31h 382+45ab 376+48 ab < 0,05
> PUFA Hibrido 220:06a 425+36b 475+130h 452+21b 429+22h 364+57b 364 +3,1ab < 0,05
Cachara  123+04 2B60+548 2B7+23 21670 321+14 244429 216 +47
PUFA n3 Hibrida BE+25 28F+18 330+20 2BFE+21 0B+14 29173 23325
Cachara  112+054 152+29 13720 1B9+2F 174 +45 13714 155+20
PUFA nE Hibrida 150+16 135+13 144+14 185+42 12110 13317 13016
Cachara 1001 1728 19+£10 1210 18+14 1712 1310

n3/nb Hibrida 04+04 2007 22+11 14+£14 25+12 17208 17208
Cachara 2.1 32 24 42 3fB 40 5.2
Outrog Hibridao 74 44 20 19 37 6.4 33

* | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das fases
do desenvolvimento.
* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma fase
de desenvolvimento
DAF: Dias ap6s a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS: Diferenga

nao significativa.
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Tabela 08. Acidos graxos totais (%) da fracdo neutra do figado de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma

corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) com 32, 39 e 45 DAF (Média * EP).

Ac. Gr. Grupo 32 DAF 39 DAF 45 DAF Estatistica
Cachara 10+£03 11072 1103 M3,
C14:0 Hibridao 1100 10+£02 15+04 M5,
Cachara 219108 08+£17 2B8+£30 M5
C16:0 Hibrido 202+08 281130 208+15 M5
Cachara 09+01 09+02 13201 M5
C17:0 Hibrida 10+£02 13+02 10+01 M5
Cachara 177 +£01 164+07 187 +08 M5
180 Hibridao 13 +05 190+£18 16,1 £02 M5
Cachara 418:09a 3%94+18a* 481+25Dbh° < 0,05
T SAT Hibrido 394+22a 496+16b™ 396+18a™ < 0,05
Cachara 30+£03 29+072 20072 M5
C16:1 Hibrido 27101 2002 301073 M5
Cachara 272+17b 273x17b 172x204 <005
18109 Hibrido 22+£21 17822 222127 M5,
Cachara 27+01 35+01 29+0,1 M5
181011 Hibrida 30+£01 2901 30401 M5
Cachara 1001 1300 17201 M3,
C20:1n3 Hibridao 16+04 19+02 10+00 M5
Cachara 341+15b 352+09b* 240:26a < 0,05
¥ MONO Hibrido 29618 247 +25" 294+ 3,0 N.S.
Cachara 653+04 92+02 E3+03
C18:2n6 Hibrido 82+£07 5506 9705
Cachara 14+£048 05+01 25+00
C18:3n6 Hibrida 09+04 0ox00 1.1+08
Cachara 093+00 0702 1603
C20:2nB Hibridao 11072 15102 09+02
Cachara 39+06 42+14 50115
C20:4n6 Hibrido 43+12 46+14 4110
Cachara 20+03 19102 2507
C20:3n6 Hibrida 32+11 15+02 30+15
Cachara 0DE+01 07+01 0D5+00
C20:6n3 Hibrida 12+03 06+01 10+0.2
Cachara 1501 15072 1303
C22:4n3 Hibridao 22+08 14+£02 21207
Cachara 2500 2508 3B+1,1
C22Bn3 Hibrido 3501 40+04 25103
Cachara 20,0 20,6 21927 238151 N.S.
¥ PUFA Hibrido 251223 19729 24844 N.S.
Cachara 47 +04 51+12 55+14

PUFA n3 Hibrida JF0+15 B2+05 58+07
Cachara 1520/ 167+£14 182+368
PUFA nE Hibridao 18003 134+£158 190144
Cachara 0300 0300 0300

nafnk Hibrido 0302 0401 0302
Cachara 43 an B1
Qutros Hibridao g0 54 5.2

* |etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do

mesmo grupo ao longo das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os
grupos dentro da mesma fase de desenvolvimento

DAF: Dias ap6s a fertilizacdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA:

Polinsaturado; NS: Diferenga néo significativa.



196

Tabela 09. Acidos graxos totais (%) da frag&o neutra do encéfalo de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma

corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) com 32, 39 e 45 DAF (Média * EP).

A, Gr. Grupn 32 DAF 39 DAF 45 DAF Estatistica
Cachara MEx15 81172 900k
C1E:0 Hibrido TaE07 8101 0305
Cachara 20£13 32148 J6x14
C17:0 Hibrido 0701 0501 1003
Cachara 2Z0x13 28203 2B7x21
c18:0 Hibrido 202+009 20401 23113
Cachara 0,717 396 £ 3.1 393204 N.S.
¥ SAT Hibrido 37,303 38502 335220 N.S.
Cachara 16+03* 07073 1001 M3
161 Hikrido 07007 1000 1200 M.,
Cachara 135+£14 9107 10205 M3
C18:1n3 Hibrido 95 +05 11301 10207 M3
Cachara 21£072 1201 1700 M3
181011 Hibrido 12208 1800 1501 M.

Cachara 1W3+20a 111£050" 13,8206 ab = 0,05
= MONO Hibrido 1M8+02a 43010 13,7204 0b = 0,05
Cachara 28+03 11402 24+02

C18:2nk Hibrido 09 +04 2300 2502
Cachara 1911 I1+2.1 40+04
C18:3n6 Hibrido oo+£00 00+00 2711
Cachara E5+08 BA5+08 EO+0fG
C20- 406 Hibridao 84402 82+03 E4x03
Cachara 2607 22+10 32«07
C20:3nE Hibrido 1701 1901 a7+£19
Cachara 3104 2701 2700
C22:5n3 Hibrido 3402 29+0/1 4710
Cachara 19+£03 22+03 2102
C22EnG Hibrido 27+£01 2401 14103
Cachara 174£21 251145 223+18
C22:6n3 Hibrido 28004 23504 17H+38
Cachara 367237 434228 43,02 0.7 N.S.
¥ PUFA Hibrido 45503 41,6 +0,2 41,3220 N.S.
Cachara 06+£24 Zo+45 25018
PLUFA n3 Hibrido IMNA4+£03 2EAH+05 223128

Cachara 18,0+21 194+24 178+13
PLIFA nB Hibrida 140045 15008 1Ba+42

Cachara 1202 1805 123+£04
na3/nk Hibrido 2208 1701 1,1+05

Cachara 5.3 28 48
Clutros Hibrido 54 b 115

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo
das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da
mesma fase de desenvolvimento

DAF: Dias ap0s a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS:

Diferenca néo significativa.
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Tabela 10. Acidos graxos totais (%) da fracdo neutra do musculo de alevinos de

cachara (Pseudoplatystoma

reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma

corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) com 32, 39 e 45 DAF (Média * EP).

Ao, Gr. Grupo 32 DAF 39 DAF 45 DAF Estatistica
Cachara 1605 2501 2105
C14:.0 Hibrido 19204 122001 1402
Cachara 10+£04 1300 1.1+£01
C15:0 Hibrido 09+01 07+01 0B+01
Cachara 187258 20720 174+10
C16:0 Hibrido ZEx1E 1789+11 2517
Cachara 1102 3204 EZ2+25
170 Hibrido 37+14 11+£03 14+03
Cachara 1BE+12 164 +01 1BE+22
C18:0 Hibrido 174+05 180+0059 174+£04
Cachara 558123 4102 46515
Cc24:0 Hibrido 3B+02 3417 24107
Cachara 471+08 485+1,1° 48,2+ 0.9 N.S.
T SAT Hibrido 503+42 426215 449212 N.S.
Cachara 3508 5104 J6+1.2
C16:1 Hibrido 3401 3002 3403
Cachara 1BAE+20 19400 171+£13
C18:1n9 Hibrido 188 £11 1821056 241072
Cachara 2702 2301 2302
C18:1n11 Hibrido 2703 3502 3201
Cachara 22934 26908 23,130 N.S.
¥ MONCQ Hibrido 25208 249222 308+05 N.S.
Cachara Tit1p 5800 58+04
C18:2rk Hibrido 5120 9411 9509
Cachara 17210 1,1£00 4327
C18:3nE Hibrido 0E+£00 09+05 0300
Cachara E1+17 3701 3211
C204n6 Hibrida 38+£02 41+03 3102
Cachara 2405 2001 3511
C20:3nE Hibrido 2708 2208 1901
Cachara 14+£02 1708 1302
C20:5n3 Hibrida 02+01 31+£18 1102
Cachara 1305 09+01 DEx02
C22:4rk Hibrido 1000 0702 0402
Cachara 2507 2007 22104
C22:5n3 Hibrido 24104 3003 1301
Cachara 237+28 174+ 04 213+ 25 N.S.
¥ PUFA Hibrido 168+35 23711 180+15 N.S.
Cachara 4210 3712 3508
PLUFA n3 Hibrido 3321 E1x18 2410
Cachara 194+£35 136+07 177 £31
PLFA nb Hibrido 134+14 175+159 155+008
Cachara 02=+01 02=+01 02=+01
n3ni Hibrido 02+01 03+03 01+02
Cachara B3+ 71+ 74+
Dutros Hibrida 77+ g8+ 63+

* | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo

grupo ao longo das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os

grupos dentro da mesma fase de desenvolvimento

DAF: Dias apés a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA:

Polinsaturado; NS: Diferenca nao significativa.
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Tabela 11. Acidos graxos totais (%) da fracdo polar das larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma reticulatum) na fase de ovo com 0, 8 e 16 HAF (Média + EP).

A, Gr, Grupo 0 HAF g HAF 16 HAF Estatistica
Cachara 213+19 177+0B6 186+10
C16:0 Hibrido 1807 21644 18425
Cachars 188+£08 17114 21009
180 Hibrido 1BO+£03 16105 199+£173
Cachara 21,7 34909 39715 N.S.
¥ SAT Hibrido M7+1,0 3782406 384:31 N.S.
Cachars 15+02 13+0,1 17+04
C16:1 Hibrido 11+£01 10+03 165+05
Cachara 18813 176207 18710
C18:1n9 Hibridao 1\ae+03 195052 198+£08
Cachara 3001 28+00 212072
C18:1n11 Hibrido a0+0.1 28+01 24101
Cachara 234215 220209 228:05 N.S.
T MONO Hibrido 25705 23408 23912 N.S.
Cachara 453+02 47101 49+03
C18:2nk Hibrido oox00 a0+0,1 a0+£01
Cachars 1701 20401 5107
C20:3n6 Hibrido 2000 189+04 47072
Cachara 3703 41+01 BEE+072
C20:4nk Hibridao 46+00 400k F1+£11
Cachars 3g+072 42401 144072
C20:8n3 Hibrido 46+0.1 37105 165402
Cachara 3303 3700 19+04
C22:an3 Hibrido 40+072 32+07 1894+03
Cachara 174122 19602 10100
C22:6n3 Hibridao 202+£12 1657+£31 10522
Cachara IH 129 38600 303+11 N.S.
¥ PUFA Hibrido 615 33853 31,042 N.S.
Cachara 24704 2FbB+01 135400
PUF& n3 Hibridao BEL14s X2Fx43 141127
Cachara Mm3+05 10902 1B7+£11
PLF& niE Hibrido ER+00 MO0+£10 1B9+14
Cachara 2307 25100 0g+00
n3ne Hibrido 43+072 20+072 08+01
Cachara 44 449 a1
Clutros Hibrido 40 50 b b

% Letras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do
mesmo grupo ao longo das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os
grupos dentro da mesma fase de desenvolvimento

HAF: Horas ap6s a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado;

PUFA: Polinsaturado; NS: Diferenca nao significativa.
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Tabela 12. Acidos graxos totais (%) da fracdo polar das larvas de cachara
(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma reticulatum) com 24, 32 e 40 HAF.

Ac. Gr. Grupo 24 HAF 32 HAF 40 HAF Estatistica
Cachara 1565+04 178+£14 174+£089
Z16:0 Hibrido 198+05 196+16 1B5+21
Cachars 205+02 174104 ICREAN
Z18:0 Hibrido 18201 18607 18.2+0Fk
Cachara 36,1x20.2* 35312 36,125 N.S.
T SAT Hibride 381+05* 383:+24 348227 N.S.
Cachara 1.1+0,1 1.3+072 21203
C16:1 Hibrido 1300 12401 11+£01
Cachara 18306 20208 18108k
C18:1n9 Hibrido 212+01 200+05 176+03
Cachars 2400 2300 189+£072
C18:1n11 Hibrido oox00 oox00 15+0,1
Cachara 220206 20=+07 2232006 N.S.
T MONO Hibrido 22601 21309 204208 N.S.
Cachara 48401 BO+072 a2+03
C18:2nk Hibrido B2+00 5701 o2+04
Cachara 1.0+00 11+00 10+£00
C20:2n6 Hibrido 0800 oa+00 08 +01
Cachara 48+072 2501 2.1 +£01
C20:3n6 Hibrido 45401 45+04 46+24
Cachara 92105 F4x08 83+£03
C20:4nE Hibrido Fa8+02 Fa+0F 9101
Cachars 2001 19+£01 18+£02
C20:5n3 Hibrido 1800 1702 2000
Cachara 12400 1,1+0,1 12+0,1
C22:EnE Hibrido oa+00 10+£01 12401
Cachara 16+01 18+01 2002
C22:En3 Hibrido 19+00 2103 25+04
Cachara 13006 122£09 126210
C22:Bn3 Hibrido 1M14+03 119+1E 142208
Cachara 383+0,7 IT4+18 ITAH21.9 N.S.
= PUFEA Hibrido I 7+06 36433 40,1+ 34 N.S.
Cachars 168 £01 189 +£01 1BA£02
PLFA 73 Hikrido 192+£04 1583+£20 189151
Cachars 214+06 214+07 209+04
PUFA nk Hibrido 204+02 205+£11 211+£29
Cachara 0700 0700 07+00
nafnG Hibrido 0700 0701 0s+02
Cachara ar 4.1 55
Cutros Hibrido a4 40 4k

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo
das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da
mesma fase de desenvolvimento

HAF: Horas apds a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado;

NS: Diferenca nao significativa.



200

Tabela 13. Acidos graxos totais (%) da fracdo polar das larvas de cachara

(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma reticulatum) com 2, 3, 4, 5 e 6 DAF.

Ac. Gr. Grupo 2 DAF 3 DAF 4 DAF 4 DAF B DAF Estatistica
Cachara m|7+17 B7+272 147+00 131+15 141+1,1
C16:0 Hibridao 14705 131 +£07 17214 138+13 126+1.3
Cachara D501 16+0,1 1200 19101 16+£072
C17:0 Hibridao 0Da3+00 2B 0.1 165+02 2400 19401
Cachara M0+272 132+0858 B4+0/1 183+045 167 +048
180 Hibridao 175+03 128+£18 149+06 159+072 170+£086
Cachara 40,3+ 43 MT+13 324001 305222 32504 N.S.
¥ SAT Hibrido 326202 28,7 +16 33806 32314 316+ 1.3 N.S.
Cachara 17+03hb ab+12a 28+00hb J30+£01hb 27x04h = 0,05
C16:1 Hibridao 10+00hb f2x11a 28+02hb 35+04b 27204 hb < 0,05
Cachara 02+01¢c A0+048a 21+00hb 37+01h 22401h =005
C17:1 Hibrido 01+00¢c EZ2+08a 26+01h 41+0F b 22401h =005
Cachara 17,202 MBE+1.0 13200 139+05 1M42+15 =)
C18:1n9 Hibrido 16,2+£03 1B4+£059 143+£10 12306 159+£14 =
Cachara 2h+03hb G1+08a 45+00a E3+03a EEx03a = 0,05
C18:1n11 Hibrido 23+004a 989 +03¢c 47x01b 43+21h 1812004 < 0,05
Cachara 218207 h 336+£25a 2282000 2102080 2492220h = 0,05
¥ MONGQ  Hibrido 19.8+0,2 b I7O+27a 246+060" 243:05b" 229:2280h =< 0,05
Cachara 51x04a 47 +04b* 3500 ab* 19£10h 35+02hb < 0,05
C18:2n6 Hibrido f4+01 40402 31+01% 28+0/1 2R+11 M5
Cachara 47+06a 20+£03hb 37+00a 28401 abc 20+01¢c <005
C20:3n5 Hibridao 53x01a 17+£03hb 35+01¢c 23+£02b 181201 h < 0,05
Cachara B2+10 Ea+00 101 £0,0 95104 T207 5.
C20:4nkb Hibrido m07+02 F2+08 92+04 93+03 74+08 M5
Cachara 16+03a a0+05dc* 44 +£00dc E7+03d 42+05¢C = 0,05
C20:5n3 Hibridao 21004 7O9+£02 b7 5401 ad E7+x01d E5x06d = 0,05
Cachara 12+04 05+01 1400 1201 0a+072 5.
C225nE Hibridao 12+00a 04+01h 12+£01a 05+01a 08+0,1h =005
Cachara 14+072ab* Ng+02a 189+00b% 27+x02hb 20403 ¢c =005
C22:An3 Hibrido 24+00b" 0F+01a 16+0,1 b 23+01hb 254030 =005
Cachara MmE+2.1a E0+22hb 141+£00ab  127+05ab™ 85+17ab = 0,05
C22:6n3 Hibrido 158+04 a 48+13¢ 1200043 1M0M0£060~ 83£11h < 0,05
Cachara 33,1251 ab 257+39%a 394010 3792230 286221h = 0,05
> PUFA Hibrido 433204 b 259+x24a 365120 Mo=11h 293233 b = 0,05
Cachara 137117 Moe£17 205+00 2220587 1459+£077 5.
PUFA n3 Hibrida 204+04ab™ 134+17a 191+10ab 191 +£08abh™ 1BE+2Bb™ <005
Cachara 194+21 137220 188+0/1 1aE+30 137+£059 =
PUFA nG Hibridao 228+072ac 124+05h 173+£13¢c 154+04c 127+08¢c =005
Cachara n7+007* DE+01 104007 144072 10+01~* M5
n3nG Hibrido og+00* 10+£0,1 11£00% 1.2+00 12+017% =)
Cachara a1 107 &0 an0 142 M5
Clutros Hibrido 4.1 73 449 a7 160 =t

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das fases do

desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma fase de

desenvolvimento

DAF: Dias ap6s a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS: Diferenga néo

significativa.
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Tabela 14. Acidos graxos totais (%) da fragdo polar das larvas de cachara

(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma retoculatum)
fertilizacdo (DAF).

com 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25 dias apds a

A Gr Grupo 7 DAF 8 DAF 9 DAF 10 DAF 15 DAF 20 DAF 25 DAF Estatistica
Cachara 133+15 124407 125408 Ma+0k M2+23 1M0+07 118+02
C1e:0 Hibrido 12107 1M4z07 121214 12113 9006 142+35 10304
Cachara 20+£0,1 15+02 13+01 13+00 1101 0a+01 08+00
c17:0 Hibrido 1801 1502 1303 1301 a0 1002 Dax0n
Cachara 126+08 143408 1B2+1,2 172+11 1We+21 179+18 1MBI+11
C18:0 Hibrido 162+25 16604 16705 174210 171207 1mh+22 1Bax07
Cachara 28109 28312 30,120,2 30,4 +0.3 30,4+ 1,1 29921 29810 N.S.
¥ SAT Hibrido 302+35 297 £ 1,2 303217 31018 21011 30928 27,808 N.S.
Cachara 3g+£03 2001 21+04 17+0/1 25412 20+£01 21+£05 NS,
C16:1 Hibrido 26 +0,1 18+02 18+01 19+03 10+03 19+02 16+0,1 =)
Cachara I7+05a 20x00a 12+00h 10+01h 08+02h 0E+00hb 05400b <005
Cc17:1 Hibrido 26053 13x03b 10020 10£01h 09+£03b 0E+01h 04+£00b = 0,05
Cachara 146+09 152+08 145+04 141+04 13818 149+04 1354045 =)
C18:1n9 Hibrido 136208 14918 138205 147208 132207 1m9£12 134205 =S
Cachara Ea+04 EE+02 EO+01 aa+0,1 85+073 58+01 52+0,1 =)
181011 Hibrido a89+02 56+0h 54+07 a4 +02 a4+073 44+04 49+03 M5
Cachara 29,2+0%9a 260+06ab 240213 ab 228+08b 228+27h 235x04ab 215209Db < 0,05
¥ MONO Hibrido 248+ 16 23811 222+ 1,1 23.2+03 20711 230+ 16 20404 NS
Cachara 3700 46502 4201 4100 42+£02 49+02 53£0,1
C18:2n6 Hibrido 35+02 41+07 42401 44+04 45+04 59+04 52+04
Cachara 8210 131214 103205 10301 10803 a7+01 Ba+05
C18:3n3 Hibrido B1+£20 73+13 BA+24 a0+13 1M0WE+10 79+15 B4+£10
Cachara 1301 1401 1300 1300 1201 1501 1501
C20:3n6 Hibrido 23+08 21+0k 16H+04 12+00 1704 18+05 22406
Cachara B1+04 489+04 49+03 49+0,1 40+£07 45+£00 50+073
C20:4nG Hibrido BE+04 7000 E1+£10 5104 44£02 47£1.1 58£01
Cachara 0E+00 09+0/1 11+01 1101 13+01 1.1+00 10+0/1
C20:3n3 Hibrido 05+00 ngzx02 0Dox0n 1001 1501 1000 1120
Cachara 14+0/1 19+00 23+£01 25400 27402 30+£02 26+02
C20:4n3 Hibrido 12+02 14+04 19+03 21+02 28+0,1 25+01 28+0,1
Cachara A9+05 49+0k 50+02 a0+0,1 82+06 58402 E2+02
C20:5n3 Hibrido 55+09 5211 4802 52+073 GBE+04 5107 7004
Cachara 25+03 24402 28+01 32+0,1 3104 35+£02 41+£03
C22:En3 Hibrido 33+£03 32+0A 30+£02 31+£072 42+04 39+£11 49+03
Cachara BE+07 58086 g0+00 95+02 ga£13 84+05 BE£03
C22En3 Hibrido 82400 a7+1.1 B7+£12 g7+05 1M02+10 EB+13 87 +03
Cachara 36,7+ 1.1 10209 40.4+0,2 12306 41,7+35 430+18 43,5+ 06" N.S.
¥ PUFA Hibrido IT6+19 404221 40,0+ 1,8 40,2 + 1,9 470+ 16 40,0 +39 46,6 + 0,4 N.S.
Cachara 264407 292+12 299400 IMB/+02 321+09 IMa+10 IMA+03
PUFA 3 Hibrido 2511373 2B9+43 2B0+£18 293+£189 B/I£10 A7 332408
Cachara 1M3+04 1M09+07 104+04 1M05+02 95+08 Mo+14 1Ma+045
PLFA nb Hibrido 125216 13415 Max27 10807 10711 125217 133208
Cachara 22+0,1 26+02 28+£00 In+£00 33+£02 28+086 26+0,1
n3inG Hibrido 20+£20 20+0k 23+£07 27+03 33+04 2107 24403
Cachara BA B3 ar 84 a4 L] LYl
Outros Hibrido 74 6,0 75 56 5.2 5,0 5.1

® Letras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das

fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma

fase de desenvolvimento

DAF: Dias ap6s a fertilizacdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS:

Diferenca nao significativa.
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Tabela 15. Acidos graxos totais (%) da fracdo polar do figado de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) com 32, 39 e 45 dias apés a
fertilizagéo (DAF).

Ac. Gr. (5rupo 32 DAF 38 DAF 45 DAF Estatistica
Cachara 148+16 12612 120+£04 =
C16:0 Hibridao 132+£19 12714 1Me+£149 M5
Cachara 1709 2E+£049 195+£03 M5
C18:0 Hibridao 207 +£01 205+03 203+23 M5
Cachara Moe+11 35307 32,0209 N.S.
¥ SAT Hibrido 340220 33423 31,9+ 20 N.S.
Cachara 19+086 1.0+02 10+01 M5
161 Hibridao 159+£04 1502 092+01 =
Cachara 158+03 12108 121+048 M5
C18:1n9 Hibridao 14307 13605 91+40 =
Cachara 23+04 25+0/1 21101 =
C18:1n11 Hibridao 21 +01 22+072 abh+3y =
Cachara 202207 a 1582080 153207 b =< 0,05
= MONO Hibrido 185213 17,42 0,5 15814 N.S.
Cachara a7 +10 44+04 050k =
C18:2nb Hibridao BA+01 48+08 BEO+0.3 M5
Cachara 1002 1.0+£02 17201 =)
C20:2r6 Hibridao 1102 15+01 1003 M5
Cachara 11807 142108 147+£05 M5
C20:4nb Hibridao 136+£009 14207 1468+£15 M5
Cachara 28+05 28+072 30+01 M5
C20:3nb Hibridao Jo+oz 27072 41+0.2 M5
Cachara 22+02 18+00 19+072 =
C20:5n3 Hibridao 29+01 19+04 2801 =
Cachara 1.3+02 12+072 24+05 =
C22:4nb Hibridao 11+03 1.7+05 13+0.3 =
Cachara 2605 2201 3401 =
C22:an3 Hibridao 2B+04 28+072 1400 M5
Cachara Mm1+£149 14710 128+£048 =
C22:6n3 Hibridao 9o0+172 8e+17 133+£272 M5
Cachara 018 a 42,7+ 14 ab 159+13 b < 0,05
¥ PUFA Hibrido 101+ 33 | 7x2,7 449+ 24 N.S.
Cachara 180+03 m\|e+02 183+£072
PUFA n3 Hibridao 146+15 13418 176+16
Cachara 228+09 Z3g+09 ZFa+x10
PUFA NG Hibridao 2B\EHE+17 M\2+13 220
Cachara OF+00 07+00 O0B+0,0
n3/nk Hibridao 0&s+00 O5+£00 0B+01
Cachara 74 B4 74
Clutros Hibridao 74 1056 72

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das fases do
desenvolvimento.
* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma fase de
desenvolvimento
DAF: Dias ap6s a fertilizagdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS: Diferenga néo

significativa.
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Tabela 16. Acidos graxos totais (%) da fracdo polar do encéfalo de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) com 32, 39 e 45 dias apos a
fertilizacdo (DAF).

Ac. Gr. Grupo 32 DAF 39 DAF 45 DAF Estatistica
Cachara 144+£12 1B1+£15 9854
C16:0 Hibrido 135+£14 Mex18 131 +£1,0
Cachara 229+22 238+36 21+£138
180 Hibridao 23E+14 224+£072 233086
Cachara IT4+32 40,023 31,943 N.S.
T SAT Hibrido 37,209 343219 36,5 +1,1 N.S.
Cachara 1101 09 +02 07«02
C16: 1 Hibrido 08 +0,1 07«00 0g+04
Cachara 17705 197258 1FE£1.7
C18:1ng Hibridao 170159 16118 18 +21
Cachara 16502 1301 1201
C18: 111 Hibridao 09 +£01 1200 165+£0.3
Cachara 20509 22127 196 +15 N.S.
¥ MONO Hibrido 188+ 2,3 18,0 £ 0,8 18,3+ 0,3 N.S.
Cachara 165+£0.3 1001 1302
C18:2n6 Hibrido 12401 0B +£02 189+048
Cachara 104 55+05 B7 05
C20:-4r6 Hibrido ES+05 ES+03 74+08
Cachara 2002 1201 1701
C20:3nk Hibridao 1601 165+£00 1601
Cachara 2705 16+£0.2 2404
CZ2Ena Hibrido 2301 2000 2303
Cachara 20+£04 1702 2302
CE2EnR Hibrido 2202 2403 2000
Cachara 199 +27 201 +208 ZFE+23
CZ2En3 Hibrido 2Z29+£1.0 Bo+2E 213+16
Cachara 3441 31,334 22143 N.S.
s PUFA Hibrido IT 423 40,1227 36,7+ 1,1 N.5.
Cachara 27E1.2 21803 299+03
PUFA n3 Hibrido 252+14 20621 23714
Cachara 127+1.2 9508 122+11
PLFA nb Hibrido 12111 MEx0k 129+£12
Cachara 17200 2200 2400
nainie Hibrido 2001 2401 1803
Cachara B0 b7 B4
Outros Hibrida BA 74 g4

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das fases do
desenvolvimento.
* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma fase de
desenvolvimento
DAF: Dias apds a fertilizacdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS: Diferenga ndo

significativa.
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Tabela 17. Acidos graxos totais (%) da fracdo polar do musculo de alevinos de
cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma
corruscans X Pseudoplatystoma reticulatum) com 32, 39 e 45 dias apds a
fertilizagéo (DAF).

A, Gr. (Grupo 32 DAF 39 DAF 45 DAF Estatistica
Cachara 158+£07 128+£03 134+£049
C16:0 Hibrido 147 +03 158+£08 13708
Cachara 1003 11203 11203
c17:0 Hibrido 02+0.1 10+01 02+0.1
Cachara 1BE+0,1 18805 170+1,1
C18:0 Hibrido 198+0/1 19565+03 19107
Cachara 336214 328148 316215 N.S.
¥ SAT Hibrido 35513 36,408 338204 N.S.
Cachara 19+01 18+05 17205
C16:1 Hibrido 13+00 16+072 1100
Cachara 155+04 121+£11 M5+048
C18:1n9 Hibrido 133+05 13002 12,3 +0,1
Cachara 2701 27072 23+04
C18:1n11 Hibrido 31200 28+01 3101
Cachara 202 0.4 16,7 + 1,6 156 0.9 N.S.
T MONO Hibrido 17,70, 17,7 + 0,0 16,6 + 0,1 N.S.
Cachara a7 +172 46+05 483+08
C18:2n6 Hibrido 47201 BE5+072 28+08
Cachara Mo£04 1M13£20 130+£08
C20:4nG Hibrido 120+£02 T4+05 Mas+£02
Cachara 23+03 3207 224072
C20:3nb Hibrido 1704 1300 23400
Cachara 23401 16+04 19+04
C20:5n3 Hibrido 18+00 2b+05 20+04
Cachara 14+072 172072 13+05
C22:dnb Hibrido 17+01 12072 172072
Cachara 43+05 a0+072 23+08
C22:an3 Hibrido 424072 43104 441072
Cachara 16+072 17203 14+04
C22:8n0 Hibrido 1.7+01 14+01 20+073
Cachara 1M0B+03 1M19+25 ME+2h
C226n3 Hibrido 13000 121049 145+0k
Cachara 396 1,1 411,3+33 408+23 N.S.
¥ PUEA Hibrido 11,1+19 37,308 4605 N.S.
Cachara 17.3+0,1 mBE+14 17a+1.1
PLUFA n3 Hibrido 192+£10 192+15 210+£02
Cachara 23+0458 27+07 29+41
PLUFA nb Hibrido 215009 18o0+£10 23507
Cachara 07072 03+01 0700
ha/nb Hibrida 0800 1002 og+00
Cachara 85 1289 232
Cutrog Hibrido 55 a4 449

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das fases do

desenvolvimento.
* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma fase de
desenvolvimento

DAF: Dias ap0@s a fertilizacdo SAT: Saturado; Mono: Monoinsaturado; PUFA: Polinsaturado; NS: Diferenga néo significativa.
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Tabela 18. Atividade de protease inespecifica em pH 2,0 (U/miligramas de

proteina) de ovos (Fase 1), larvas (Fase I, Ill, IV) e estdbmago e intestino de

alevinos (Fase V) de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido

(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) (Média + EP).

Etapas de coleta

Fases do desenvolyimento

Grupo Cachara

rupo Hibrido

OHAF 0,00 = 0,00 0,00 +0,00
Fase | 8 HAF 0,00+ 0,00 0,00 +£0,00
16 HAF 0,00 +0,00 009 +0,07
24 HAF 010 +0,02 003 +0,02
Fase 32 HAF 0,01+0,01 010 0,04
40 HAF 0,13 + 0,06 0,09 +0,01
2 DAF 0,05 +£003 0,16 +0,04
3 DAF 014 +£0,04 0,00 0,00
Fase |l 4 DAF 0,01 £0,01 004 +0,03
5 DAF 0,09 +£0,04 005 £0,05
6 DAF 0,07 +0,03 010 + 0,09
7 DAF 0,00 + 0,004 006 +005a
8 DAF 000 +000a 039 £0.21
9 DAF 0,06 +0,04 008 £0,05
Fase IV 10 DAF 0,00 0,008 0,07 +0,03b™
15 DAF 044 + 0,093 059 +0,10
20 DAF 146 +014b 1,720,190
25 DAF 1.61 +0,09b 1,68 +0,20b
ET 22 DAF 275 542 6476 £ 10,75
ET 39 DAF 54 66 +427 4570+ 278
Fase v ET 45 DAF 66,39 +£1.59 46,82 £ 3,05™
I 32 DAF 0,00 +£0,00 016 +0,14
IN 39 DAF 013 £0,12 077 £008
IN 45 DAF 012 +0,10 0,53 +0,03

% | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das

fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma

fase de desenvolvimento.

HAF: Horas ap6s a fertilizagéo ; DAF: Dias ap6s a fertilizacdo; ET: Estdmago; IN: Intestino.
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Tabela 19. Atividade de protease inespecifica em pH 8,0 (U/miligramas de

proteina) de ovos (Fase 1), larvas (Fase I, Ill, IV) e estdbmago e intestino de

alevinos (Fase V) de cachara (Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido

(Pseudoplatystoma corruscans x Pseudoplatystoma reticulatum) (Média + EP).

Etapas de coleta Fases do desenvolvimento rupo Cachara Grupo Hibrido
0O HAF 121+007 084+ 0726
Fase | g8 HAF 069 +008 119+ 008
16 HAF 119+£007 1,69+010
24 HAF 154 +£005 1.60+020
Fase |l 22 HAF 142 +026 211+018
40 HAF 212020 220+014
2DAF 262 +030a 333+044a
3IDAF 1181+ 3450 1066 + 2 05ab
Fase 4 DAF 958 £ 0, 20ab 17,39 + 1,600
5DAF 981 +061ab” 16,62 £ 2 860™
6 DAF 2023 +£583b 1557 £205b
7 DAF 986 +137b 12,04 £ 2 04
g8 DAF 928+ 143b 1254 £ 135
9 DAF 961+ 124b 1315 +080
Fasze IV 10 DAF 947 £157ab 12,239+ 180
15 DAF 501 +0,18ab™ 11,80 £ 131
20 DAF 488 +081ab” 1050 £ 041
25 DAF 351+£0388" 729+£051
ET32DAF 11,89+ 7 867 5,85 £ 1,02%
ET39DAF 8,22 +4 69 3,39 £ 085
Face V ET 45 DAF 831453 Jes+077
IN 32 DAF 4765+ 517 4121 x4 55
IN 39 DAF 3299+ 1116 1855 +658
IN 4% DAF 4578+ 1017 1726 +7 19

% Letras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo das

fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da mesma

fase de desenvolvimento.

HAF: Horas ap6s a fertilizagéo ; DAF: Dias ap6s a fertilizacdo; ET: Estdmago; IN: Intestino.
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Tabela 20. Atividade de tripsina (U/miligramas de proteina) de ovos (Fase 1), larvas

(Fase IlI, lll, IV) e estbmago e intestino de alevinos (Fase V) de cachara

(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma reticulatum) (Média + EP).

Etapas de coleta

Fases do Desenvalvimento

>rupo Cachara

rupo Hibrido

O HAF 046 +0,118" 220x041%
Fase | 8 HAF 0,39+ 0,098 1,65 +040%
16 HAF 239+ 0.34b 241+£042
24 HAF 083+019 073+016
Fase |l 32 HAF 0,76 £ 0,067 1,01 £ 0,06™
40 HAF 060+008 065+£0M
2DAF 091+029a 0,77 £0,05b
3 DAF 223 +£0.36b 364 £049a
Fase |l 4 DAF 1,23 £0,10ab 1,13 £0,02b
S DAF 094 +0188" 1,58 £0,17b™
6 DAF 217 +032p7 1,23 + 0,190
T DAF 1,29+014* 090 £ 030%
o DAF 1,36 £0,37 132+024
9DAF 0,70+ 0257 1,/9x027
Fase [V 10 DAF 123034 1,39 +030
15 DAF 1,24 0,07 113024
20 DAF 142010 144 +040
25 DAF 1,13 024 1,68 040
ET 32 DAF 129012 1462024
ET39DAF 1,21+£0.21 1,29+019
Case v ET 45 DAF 1,90 £ 0,30 137025
M 32 DAF 133+£013 132+024
I 39 DAF 085+020 1220726
I 45 DAF 0,91 +0,05 082+0,12

® | etras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo

das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da

mesma fase de desenvolvimento.

HAF: Horas ap0s a fertilizacdo; DAF: Dias ap0s a fertilizacdo; ET: Estdmago; IN: Intestino.
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Tabela 21. Atividade de quimiotripsina (U/miligramas de proteina) de ovos (Fase I),

larvas (Fase Il, lll, IV) e estbmago e intestino de alevinos (Fase V) de cachara

(Pseudoplatystoma reticulatum) e do hibrido (Pseudoplatystoma corruscans x

Pseudoplatystoma reticulatum) (Média + EP).

Etapas de coleta  Fases do desenvolvimento Grupo Cachara rupo Hibrido
0 HAF 064 +0,08 086+007
Fase | 8 HAF 067 +0,06 112 +£027
16 HAF 131+£034 125+£024
24 HAF 060+0,05 047 +0,08
Fase ll 32 HAF 052+0,09 080 +024
40 HAF 047 +0,05 056+009
2 DAF 087+0728 072+013a
3 DAF 127 +0,21 160+022b
Fase 4 DAF 086+027 098 £018ae
5 DAF 075020 049 +007d
6 DAF 166+043 070+017e
7 DAF 1,19+0,19% 062 +009™
8 DAF 095+017 074+017
9 DAF 045+0,09 078017
Fase IV 10 DAF 061+0,14 064 +014
15 DAF 063+0,09 082+0/16
20 DAF 069 +012 054 +008
25 DAF 101+£023 080+006
ET 32 DAF 103+£0217 037 009
ET 38 DAF 099 +0227 039 +005%
Cace v ET 45 DAF 1,12+018" 020002
M 32 DAF 059 +0,03ab 047+ 0,04
I35 DAF 047 +004a 055+0089
N 45 DAF 072 +0080b 053 +006

® Letras diferentes significa valores estatisticamente diferentes dentro do mesmo grupo ao longo
das fases do desenvolvimento.

* Simbolos diferentes significam valores estatisticamente diferentes entre os grupos dentro da
mesma fase de desenvolvimento.

HAF: Horas ap@s a fertilizacdo; DAF: Dias apés a fertilizacdo; ET: Estdbmago; IN: Intestino.
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