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Resumo Geral

O presente estudo analisou a influéncia da tempearat determinagéo do sexo
e no crescimento de juvenis do linguaBaralichthys orbignyanus. Logo apds a
metamorfose, juvenis (32,3 £ 1,6 mg) foram distidiag em tanques de 15 L (30 peixes
por tanque), onde foram criados a 17, 20, 23 e 288Catingirem aproximadamente 8
cm de comprimento total, os peixes foram coletagasa analise histolégica das
gbnadas e célculo do percentual de machos e férien$6° dia de experimento
atingiram 608,8 + 76,3 mg (23°C), 498,1 + 88,1 18§°C), 443,7 = 50,4 mg (20°C) e
318,7 £ 22,1 mg (17°C), havendo diferenca sigrificaapenas entre 17 e 23°C. A
propor¢cdo entre machos e fémeas obtida a 20 e f#88C proxima da frequéncia
esperada de 1:1. Por outro lado, o percentualrdeds foi de 24% a 17°C e apenas 8%
para os linguados criados a 26°C. Um segundo ewpatd, com juvenis de 127,6 *
31,9 mgq, foi realizado durante 20 dias com as mestoadicdes do primeiro. Foram
analisadas as expressbes génicas do GH (hormdnmedoimento) produzido pela
adeno-hipdfise, IGF-I (fator de crescimento tipsuiina 1) hepatico e muscular. As
expressdes génicas do GH e do IGF-I hepatico fasamilares, exceto pela maior
expressao do primeiro a 26°C e pela menor expreksdegundo a 23°C. A expressao
do gene IGF-I1 muscular nos peixes mantidos a 1@f@ferior em relacdo aos demais
tratamentos, enquanto que os mantidos a 23°C esgpegs mais que os mantidos a
20°C e em ambos a expresséao foi similar aos manéd26°C, indicando a importancia
do IGF-I autdcrino no crescimento de juvenis dguado. Logo apds a metamorfose, o
crescimento é otimizado a 23 e 26°C. Devido ao meiescimento das fémeas de
linguado, sugere-se que 0s juvenis sejam criadt®’ @. Por outro lado, se 0 objetivo

for a produgéo de neomachos, a temperatura uglidade ser 26°C.



Abstract

This study analyzed the influence of temperaturesex determination and growth of
juvenile flounderParalichthys orbignyanus. Early juveniles (32.3 + 1.6 mg) were reared
in 15 L tanks (30 fish per tank) at 17, 20, 23 a®&fC. When they reached
approximately 8 cm in total length, the fish wedlected, gonads were assessed by
histology and the sex ratio at each temperaturecatsilated. On the 86day, the fish
reached 608.8 + 76.3 mg (23°C), 498.1 + 88.1 m§E26443.7 £ 50.4 mg (20°C) and
318.7 £ 22.1 mg (17°C), with significant differenoaly between 23 and 17°C. The
proportion among males and females obtained at D 28°C were close to the
expected frequency of 1:1. On the other hand, &€ 1fe percentage of females was
24% and it dropped to 8% at 26°C. A second experinvath juveniles weighing 127.6
+ 31.9 mg, was conducted for 20 days with the seomglitions as the first. There were
analyzed the GH (growth hormone) from the antegpituitary, liver IGF-I (insulin like
growth factor 1) and muscle IGF-I gene expressibhe GH and liver IGF-1 gene
expression remained at the same levels, excepghéohigher expression of the first at
26°C and the lower expression of the hinder at 231@ muscle IGF-I gene expression
in fish reared at 17°C was lower compared to tiertemperatures, whereas flounder
reared at 23°C expressed more than those rear@d°&t, and both were similar
compared to those reared at 26°C, indicating thgortance of autocrine IGF-1 on
growth of juvenile flounder. Soon after metamorphogrowth is optimized at 23 and
26°C. Therefore, due to the faster growth of femal is suggested that after
metamorphosis, juveniles should be reared at 2BW\ever, if the aim is to produce

neomales, than the rearing temperature should 1. 26



Introducéo Geral

Os linguados séo peixes planos que pertencem amORleuronectiformes
(Figueiredo e Menezes, 2000). Eles sdo caracteszaor sofrerem uma profunda
metamorfose durante o estadio larval, envolvendi@rasicdo da simetria bilateral do
corpo para um formato assimétrico e comprimido aleentralmente, acompanhado
pela migracdo de um dos olhos para o lado opostcadaca, além da mudanca do
comportamento pelagico para demersal (Nelson, 2006)

Algumas espécies de linguado séo consideradassoscpesqueiros importantes
devido ao elevado valor comercial, 0 que despeartmieresse na sua criacdo. De 2000
para 2008, a producdo mundial de linguado em c¢aiivamentou aproximadamente
seis vezes, de 26.300 para 148.800 t. O tuRsetta maxima, o linguado japonés
Paralichthys olivaceus e a solhaCynoglossus semilaevis sdo as principais espécies
produzidas (FAO, 2010).

O linguado Paralichthys orbignyanus (Valenciennes 1839) habita aguas da
plataforma continental do Oceano Atlantico Sul @noidl, desde a costa até
aproximadamente 20 m de profundidade. Sua distdlouse estende do estado do Rio
de Janeiro (Brasil) at¢é Mar del Plata (Argentinsgndo comum sua ocorréncia
associada a regifes estuarinas (Figueiredo e M&n2@80). Seu valor comercial &
elevado e € um importante item da pesca na cosRial@&rande do Sul, Uruguai e
Argentina (Diaz de Astarloa, 2002). Alguns exenmgsgoodem atingir mais de 100 cm
de comprimento total e peso de aproximadamenteyIBiknchini et al., 2010).

Além do elevado valor comercial, o linguado temacagiade de tolerar ampla
faixa de pH (Wasielesky et al., 1997), temperafWasielesky et al., 1998) e salinidade

(Sampaio e Bianchini, 2002), bem como concentragdlesadas de compostos
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nitrogenados (Bianchini et al., 1996), que o0 camxa como um peixe rastico. Essas
caracteristicas fazem do linguado uma espécie psoma para o desenvolvimento da
piscicultura marinha na América do Sul. Pesquisalacionadas ao manejo de
reprodutores, larvicultura e engorda vem sendazaatds com o objetivo de viabilizar a
sua criacao (Bianchini et al., 2010).

A temperatura da agua é considerada um dos faaonbgentais que mais afeta
0s processos fisioldgicos e o comportamento deepdi@rawshaw e Podrabsky, 2011).
Por esse motivo, € necessario um controle aprapdadtemperatura em sistemas de
criagdo intensiva no sentido de otimizar a produgdaitos estudos vém sendo
realizados para investigar, principalmente, os te&feida temperatura sobre o
crescimento e a sobrevivéncia de peixes (Martirsae®s et al., 2002; Okamoto et al.,
2006; Streit et al., 2010; Sunde et al., 1998).

Também ha estudos que mostram a influéncia da tatopg da agua na
determinacdo do sexo de algumas espécies de pieesiller e D’Cotta, 2001,
Luckenbach et al., 2009). O modo mais comum demétacdo do sexo em peixes esta
ligado a fatores genéticos, quando o sexo fenaotipiceterminado pela combinacéo
herdada de genes geralmente contidos nos cromosss@roais. A enzima citocromo
P450 aromatase (P450arom) desempenha um papehfantid nesse processo (Devlin
e Nagahama, 2002). Essa enzima é responsavel pelersdo de andrégenos em
estrogenos (Luckenbach et al., 2009) e estudoseuggue, em condi¢cdes normais,
niveis elevados de P450arom resultam na formacdovéeos, enquanto que niveis
baixos levam a formacao de testiculos (Baroillel ¢t1999; Devlin e Nagahama, 2002;
Piferrer e Blazquez, 2005). Porém, em algumas &spéacorre um fenémeno

conhecido como determinacdo termolabil do sexo (DTqando determinada



temperatura se sobrepde aos fatores genéticoseeodia 0 sexo fenotipico de um
organismo (Ospina-Alvarez e Piferrer, 2008; Yamamb999).

Foram descritos trés padroes de DTS em peixesndljnaioria dos casos,
temperaturas baixas levam a formacdo de fémeasiaettgque temperaturas altas
induzem a formacdo de machos; (2) o contrario ecem algumas espécies, com o
desenvolvimento de fémeas em temperaturas altasr@dhos em temperaturas baixas;
(3) had também o caso em que temperaturas baix#aseirduzem o predominio de
machos, enquanto que em temperaturas intermedidrig®porcdo entre machos e
fémeas é de 1:1 (Luckenbach et al., 2009; Ospinarét e Piferrer, 2008).

Entre as espécies reportadas por apresentarem B3i80 os linguados
Paralichthys lethostigma e Paralichthys olivaceus (Luckenbach et al., 2003;
Yamamoto, 1999), sendo que até o momento, essgsatins sdo 0s Unicos peixes
conhecidos por exibirem o padréo 3 de DTS.

O controle do sexo na aquicultura é desejado emmnelg espécies pela
possibilidade de se produzir apenas individuoseXo sjue apresenta mais vantagens
zootécnicas e econbmicas (Pandian e Koteeswar&®g).18 criacdo exclusiva de
fémeas em salmonideos € desejada devido a matusegéal tardia em relagdo aos
machos, resultando em crescimento mais aceler&o,da melhor qualidade e maior
valor comercial de sua carne (Azuma et al., 200).caso das tilpias, a criacdo
monossexo de machos evita, principalmente, proldetoan a reproducao precoce e
mantém a uniformidade do tamanho dos peixes no minuza despesca (Beardmore et
al., 2001). O controle do sexo também ¢€ realizadD peixes ornamentais que
apresentam dimorfismo sexual para a producdo deévidods mais atraentes

economicamente (Pandian e Koteeswaran, 1998).



Assim, a producgdo de lotes monossexo através dootoda DTS pode ser uma
ferramenta interessante para a aquicultura. NooJapéiacao monossexo de fémeas do
linguadoP. olivaceus vem sendo realizada para fins comerciais desde, 183jue os
individuos desse sexo apresentam um cresciment® analerado do que os machos.
Uma técnica bastante eficaz para a producédo deaéne cruzamento entre machos
XX, conhecidos como neomachos (resultado da maagpalda temperatura) e fémeas
normais (XX), que resultam em proles constituidaslusivamente por fémeas
(Yamamoto, 1999).

Devido & semelhanga externa entre os neomachos raokos normais, é
praticamente impossivel separar esses gr(ipasamoto, 1999). Por isso, a reversao
sexual pela temperatura tem sido realizada em @ilegenéticas para garantir que
todos os peixes submetidos ao tratamento possuadtige feminino (Hulata, 2001). A
inducdo da ginogénese consiste na fertilizacdo alaxitos por espermatozéides
geneticamente inativados (geralmente por radiatéavioleta) seguido pela retencao
do segundo corpusculo polar ou pela supresséao ideeip clivagem celular (por
choque térmico ou hiperbérico), resultando em iiddies com heranca genética
exclusivamente materna (Pandian e Koteeswaran,).1998

Foi verificado em populacdes selvagens Rleorbignyanus que as fémeas
também crescem mais r4pido que os machos (Caz0Gh). Portanto, a criacdo
exclusiva de fémeas dessa espécie pode ser ec@moenite interessante.

Assim como em mamiferos, o eixo somatotréfico, costp pelo horménio do
crescimento (GH) e pelo fator de crescimento tisulina | (IGF-I), desempenha um
papel importante no controle enddcrino do crescimde peixes (Le Bail et al., 1998;
Moriyama et al., 2000). O GH é produzido pela adeipdfise e secretado na corrente

sanguinea até atingir os tecidos alvos, onde seciassom receptores especificos
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(GHR), dando inicio as ac¢les relacionadas ao onesto (Walters et al.,, 2006). O
estimulo do GH provoca a sintese e a secrecao &el,IGue esta envolvido na
regulacdo de proteinas, lipideos, carboidratosrefitiacdo e proliferacdo das células
(Moriyama et al., 2000).

O principal sitio produtor de IGF-I dos vertebradoo figado (Reinecke et al.,
2005; Wood et al., 2005; Yakar et al., 1999). Portrros tecidos, como o0 0sseo e 0
muscular, também expressam o gene IGF-I, atuandoateira autécrina e paracrina
(Wood et al., 2005), exercendo também um papel itapte no crescimento (Butler e
Le Roith, 2001; Eppler et al.,, 2007; Yakar et 4B99). Estudos com alguns peixes
demonstram uma correlacdo positiva da express@em® IGF-1 e da concentragcéo de
IGF-1 presente no plasma, com a taxa de cresciméd&imura et al.,, 2001;
Luckenbach et al., 2007; Uchida et al., 2003).

A acdo da temperatura da agua sobre o crescimergeixes pode ocorrer sobre
0 eixo somatotrofico (Canosa et al., 2007; Woodl.e2005). Estudos mostram que em
algumas espécies como o0 salmdo do Atlant8atmo salar, o salmdo japonés
Oncorhynchus masou ishikawai e o salmé&o-reaDncorhynchus tshawytscha existe uma
relacdo entre temperaturas sazonais ou de aclidGmatagn variagbes na concentracao
de GH no plasma (Handeland et al., 2000; Moriyatrad. 1997; Pierce et al., 2001) ou
na expressao de seu gene, como visto em dodzlas sarba e em carpa-comum
Cyprinus carpio (Deane e Woo, 2006; Figueroa et al., 2005). Po@mesmo nao
ocorreu em truta arco-iri®ncorhynchus mykiss (Gabillard et al., 2003a). Estudos
semelhantes foram realizados com IGF-I, tanto @ti@pquanto o muscular, e também
foram encontradas diferencas nos padrbes de suzerdoagdo no plasma ou na

expressao do seu gene (Gabillard et al., 2003dahad<et al., 2007; Luckenbach et al.,



2007). Isso sugere que a temperatura atua solir® e@matotrofico de forma distinta

em diferentes espécies de peixes.

Objetivo Geral

O objetivo principal desse estudo foi investiganfauéncia da temperatura sobre
a determinagdo do sexo, crescimento e sobrevivéteiguvenis deParalichthys

orbignyanus logo apds a metamorfose.

Objetivos Especificos

« Avaliar o crescimento e a sobrevivéncia de jisate P. orbignyanus em
diferentes temperaturas.

* Verificar a ocorréncia da determinacdo termdl@oi sexo no linguaddr.
orbignyanus.

» Estudar o efeito da temperatura sobre a exmesdss genes GH produzido

pela adeno-hipéfise, IGF-I hepatico e IGF-I muscula
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Capitulo 1

Crescimento e sobrevivéncia de juvenis do linguRatalichthys orbignyanus criados

em diferentes temperaturas

Marcelo Hideo Okamoto e Luis André Sampaio



Resumo

O linguado Paralichthys orbignyanus € um importante recurso pesqueiro que esta
despertando o interesse de sua producao em cati@presente estudo avaliou o efeito
da temperatura sobre o crescimento e a sobrevav@ecjuvenis de linguado. Juvenis
(32,3 £ 1,6 mg) foram mantidos nas temperaturak7d0, 23 e 26°C, todas com duas
repeticbes. A cada duas semanas, durante 56 dass bs peixes foram medidos e
pesados. A sobrevivéncia foi de 100% em todos atantrentos, sugerindo que logo
apos a metamorfose o linguado ja é euritérmic@xa tle crescimento especifico diario
foi de 5,25 + 0,06% (23°C), 4,87 + 0,23% (26°Ch&4+ 0,21% (20°C) e 4,07 = 0,14%
(17°C), havendo diferenca significativa apenasee@® e 17°C. Também foi observada
diferenca significativa apenas no peso final doguados criados a 23°C (608,8 + 76,3
mg) e 17°C (318,7 + 22,1 mg). De acordo com osltados obtidos nesse trabalho,

sugere-se que o bercarioleorbignyanus seja realizado entre 20 e 26°C.

Palavras-chave: bercario, piscicultura, Pleurofarcties
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Abstract

The Brazilian floundeParalichthys orbignyanus is an important fisheries resource that
has sparked the interest of its production in eégti This study evaluated the effect of
temperature on growth and survival of juvenile fidar. Juveniles (32.3 £ 1.6 mg) were
reared at 17, 20, 23 and 26°C, with duplicate tdokseach temperature. Every two
weeks, during 56 days, all fish were measured agigived. Survival was 100% in all
treatments, suggesting that Brazilian flounder bez® eurythermic soon after
completing metamorphosis. The daily specific growdte was 5.25 + 0.06% (23°C),
4.87 + 0.23% (26°C), 4.66 + 0.21% (20°C) and 4.00.#4% (17°C) with significant
difference only between 23 and 17°C. Significafitedence was also observed only in
the final weight of flounders reared at 23°C (608.86.3 mg) and 17°C (318.7 £ 22.1
mg). According to the results obtained in this gtutlis suggested that the nurseryPof

orbignyanus be held between 20 and 26°C.

Key words: fish culture, nursery, Pleuronectiformes

17



1.1. Introducéo

O linguado Paralichthys orbignyanus (Valenciennes 1839) habita aguas da
plataforma continental do Oceano Atlantico Sul @noidl, desde a costa até
aproximadamente 20 m de profundidade. Sua distdlouse estende do estado do Rio
de Janeiro (Brasil) até Mar del Plata (Argentinegndo comum sua ocorréncia
associada a regides estuarinas (Figueiredo e Mgnef®0). Seu elevado valor
comercial o faz um importante item da pesca naacssl do Brasil, Uruguai e
Argentina (Diaz de Astarloa, 2002).

Além do elevado valor comercial, o linguado temacagiade de tolerar ampla
faixa de pH (Wasielesky et al., 1997), temperafWasielesky et al., 1998) e salinidade
(Sampaio e Bianchini, 2002), bem como concentragdlesadas de compostos
nitrogenados (Bianchini et al., 1996), que o cam@d como uma espécie promissora
para piscicultura marinha.

A desova de linguado pode ser obtida de forma ¢&pea em cativeiro, pela
manipulacéo do fotoperiodo e da temperatura ou pedenduzida, com a aplicacao de
horménios (Sampaio et al., 2008). Estudos realgadobre a reproducédo e a
larvicultura permitiram a elaboracdo de um protogohra a producédo de juvenis de
linguado (Sampaio et al., 2007; 2008).

A temperatura da agua € um dos fatores ambientsimportantes que afetam
0 crescimento de peixes. Para organismos ectot@snommo 0s peixes, existem faixas
de temperatura em que o crescimento é favoreciaemperaturas inferiores, a queda
do metabolismo reduz o crescimento, enquanto queeerperaturas acima da faixa
considerada ideal também ocorre reducdo do crestomeevido ao maior gasto

energético (Brett e Groves, 1979). Por esse moéiviecessario um controle apropriado
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da temperatura em sistemas de criacdo intensiveemido de otimizar a producao e
muitos estudos vém sendo realizados para investmarcipalmente, os efeitos da
temperatura sobre o crescimento e a sobrevivémrcigekes (Martinez-Palacios et al.,
2002; Okamoto et al., 2006; Streit et al., 201(deuet al., 1998).

O presente estudo avaliou o crescimento e a sebreya de juvenis dé.

orbignyanus criados, na fase de bercéario, em diferentes teahpas.

1.2. Material e Métodos

Linguados adultos, capturados com rede de arrastBraia do Cassino (Rio
Grande - RS) durante sua época reprodutiva, fomradbs para o Laboratério de
Piscicultura Estuarina e Marinha (FURG), onde for@ndicionados ao cativeiro. As
fémeas foram submetidas a bidpsia por puncdo gboadaseringa e agulha (16 G)
para a verificagdo do estadio de maturacdo gonagiatlas que se apresentaram aptas a
inducdo hormonal (o6citos com didmetro aproximaddende 400 um), receberam uma
Unica injecdo intramuscular de extrato de pituitaie carpa na dose de 5 mg'kg
(Sampaio et al., 2008). Posteriormente, as fémmasnfisoladas individualmente em
tanques de 300 L com agua do mar a 21°C e 30%o..xfkpaalamente 32 h apds a
inducéo hormonal, ovdcitos e sémen foram coletpdosneio de extrusdo manual e 0s
espermatozoides foram ativados com &gua do mar X3p%a a realizacdo da
fertilizag&o artificial.

A larvicultura durou 30 dias e foi realizada em tanque de 1000 L contendo
dgua do mar (30%.) constantemente aerada, manti@d,4 £ 0,3°C e sob um
fotoperiodo de 24 h de luz (Sampaio et al.,, 20@®72 Durante o estadio larval,

rotiferos e nauplios dértemia sp. (INVE) foram oferecidos como alimento.
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Ao final da metamorfose, juvenis (32,3 + 1,6 mg 481+ 0,3 mm) foram
distribuidos aleatoriamente em oito tanques de (@lpeixes por tanque) mantidos em
banho termostatizado. No momento da transferéondiastos tanques continham agua a
23°C e 30%.. Posteriormente, as temperaturas fojastadas (exceto para 23°C) a uma
taxa de 3°C fipara 17, 20 e 26°C, todas com duas repeticdes.

O experimento foi realizado em uma sala climatiZddaC) para a manutencao
da menor temperatura. As demais temperaturas foremtidas com aquecedores
submersiveis de 300 W equipados com termostata. dRé@ar que 0s peixes sofressem
choque térmico, a renovacao foi realizada com adguaesma temperatura dos tanques.

Durante o experimento os peixes foram alimentaddsbitum, sendo que até o
23° dia, a alimentacgéo foi realizada com nauplmArdemia sp. (INVE). A partir desse
dia teve inicio o desmame, quando os peixes fomalimentados com racdo comercial
(INVE NRD) durante dois dias e posteriormente sdmetom racdo. Restos de
alimento e fezes acumulados no fundo dos tanquesnhfoetirados diariamente com
sifao. Cerca de 80% do volume d’agua foi renovatda vez ao dia, durante o periodo
de alimentacdo corArtemia sp. e duas vezes ao dia (08:00 h e 17:00 h) & part
oferecimento de racéo.

O experimento teve duragédo de 56 dias e a cadas#unasnas todos 0s peixes
foram anestesiados com benzocaina (25 ppm), meda&lopesados para o
acompanhamento do crescimento. Com os dados olbicdoe calculados o coeficiente
de variacdo do peso: CV s ( pf) x 100, onde pf é o peso (g) dos juvenidiaal do
experimento & é o desvio padrdo do peso; e a taxa de crescinespgrxifico diario:
TCE = [(In pf — In pi) / t] x 100, onde pi e pf s@s pesos (g) dos juvenis no inicio e no

final do experimento, respectivamente, e t € o tedgexperimento em dias.
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A temperatura e a concentracéo de oxigénio diskmlao longo do experimento
foram 17,2 + 0,1°C e 6,94 + 0,10 mg D% 20,0 + 0,1°C e 6,49 + 0,08 mgQ*; 22,7
+0,0°C e 6,06 + 0,06 mgAQ™"; e 26,0 + 0,1°C e 5,69 + 0,08 mg 0. A salinidade
permaneceu em 32,4 + 0,3%0 em todos os tratamentos.

O tratamento estatistico dos resultados (média)ifdtPealizado por Andlise de
Variancia (uma via) ao nivel de significancia dé®é as diferencas identificadas com
o Teste de Tukey (Sokal e Rohlf, 1995). Todas adisws foram realizadas com o

programa Statistica 7.0.

1.3. Resultados

A sobrevivéncia foi de 100% em todas as tempasttgstadas (P>0,05). Logo
na primeira biometria, os peixes criados a 23°@sprtaram peso significativamente
superior aos demais (P<0,05). Também houve difareigpificativa entre o peso dos
peixes criados a 26 e 17°C (P<0,05), porém ambogdiériram do peso dos peixes
criados a 20°C (P>0,05). Entretanto, essas difasefayam desaparecendo ao longo do
tempo e ao final do experimento foi observada €ifea significativa (P<0,05) apenas
entre os pesos dos linguados criados a 23°C (60886 g) e 17°C (318,7 £ 22,1 Q)
(Figura 1).

O coeficiente de variacdo do peso no inicio do expto foi de 19% para
todos os tratamentos. Este coeficiente aumentoloragp do tempo e, ao final do
experimento, atingiu 51 = 10% (17°C), 86 = 5% (20°@3 + 3% (23°C) e 125 + 30%
(26°C), ndo havendo diferenca significativa engératamentos (P>0,05).

Os juvenis criados em 17, 20 e 26°C apresentaras tae crescimento

especifico diario acima de 4% djaenquanto que para aqueles criados a 23°C a éaxa d
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crescimento especifico foi superior a 5% digFigura 2), havendo diferenca

significativa apenas entre os tratamentos 17 e P3%0,05).
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Figura 1. Peso (média + EP) de juvenis do lingudai@lichthys orbignyanus criados
em diferentes temperaturas. Letras diferentes andidiferenca significativa (P<0,05)

entre os tratamentos em cada intervalo de tempo.
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Figura 2. Taxa de crescimento especifico diariod{emé& EP) de juvenis do linguado
Paralichthys orbignyanus criados em diferentes temperaturas. Letras difesandicam

diferenca significativa entre os tratamentos (Psp0,0

1.4. Discussao

Em ensaios de tolerancia a temperatura, foi ohderwque juvenis de>.
orbignyanus (109 + 11 g) séo euritérmicos, pois sobrevivenreedid e 27°C. Em
temperaturas abaixo ou acima dessa faixa, a daestdrejudicada, provocando
regurgitacdo do alimento e resultando posterioren@mh morte (Wasielesky et al.,
1998). No presente trabalho foi avaliada uma fdixkaemperatura menor (17 — 26°C).
A auséncia de mortalidade, aliada a procura ponesito observada em todas as

temperaturas, mostram que logo ap6s a metamorfolslegwado jA € euritérmico.
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Juvenis de tainh®ugil liza (870 + 250 mg) e de peixe-r@&dontesthes argentinensis
(161 £ 3 mg) também apresentaram elevada sobrexajéquando criados entre 20 —
30°C e 20 — 26°C, respectivamente (Okamoto e@DG; Streit et al., 2010). Estas
duas espécies, assim comoorbignyanus, habitam regides costeiras e estuarinas e sao
interessantes para a criacdo em &reas como o iBstl&alagoa dos Patos e regido
costeira adjacente, onde podem ocorrer variagcGamnags de temperatura entre 9 e
28°C (Baumgarten e Niencheski, 1990).

Foi observado um crescimento heterogéneo dos ghamilongo do tempo,
independentemente da temperatura testada, resuleandpeixes de diferentes classes
de tamanho no mesmo tanque. Apesar de nédo tercdhaifierenca significativa, a
tendéncia de aumento do coeficiente de variacgmedo com a elevacao da temperatura
mostra que essa heterogeneidade fica mais acentaszdeemperaturas mais altas. O
crescimento heterogéneo € indesejado em sistemasagéo de peixes carnivoros por
estimular canibalismo, como observado em juvenidirduado japoné®aralichthys
olivaceus (Dou et al., 2000) e do prépri®. orbignyanus (Sampaio et al., 2008). No
presente estudo ndo houve canibalismo, porém feershdo um comportamento
agressivo dos peixes maiores sobre 0s menores.

Podemos observar na Figura 1 que entre o 28° e°odi4® houve uma
desaceleragdo no crescimento dos linguados em tadostratamentos. Essa
desaceleragcdo pode estar associada ao processsrdande, periodo em que 0s peixes
tiveram que se adaptar a alimentacdo exclusivanwmteracdo. A partir do 42° dia
houve uma recuperacdo no crescimento dos linguados.

A TCE e o peso ao final do experimento apresentpatss peixes criados a
23°C foram superiores aos dos criados a 17°C. &nwam linguadoParalichthys

lethostigma (280 + 20 mg) criados a 23 e 28°C né&o apresentdif@menca significativa
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na TCE, porém o peso médio final foi maior naqueteslos na temperatura mais baixa
(Luckenbach et al.,, 2007). Essa diferenca de tamdoh explicada pela maior
expressdo do gene do fator de crescimento tipdinasiu(IGF-1) produzida no masculo,
além da maior quantidade de IGF-I hepatico preseatsangue dos peixes criados a
23°C, ja que o IGF-I é o principal mediador da afdmlogica do hormbénio do
crescimento (Moriyama et al., 2000).

A temperatura possui forte influéncia na deterg@oado sexo em algumas
espécies de peixes, podendo provocar alteragdpsoparcdo entre machos e fémeas
(Devlin e Nagahama, 2002). Ja foi reportado quetarthinacdo do sexo do linguado
japonésP. olivaceus é dependente da temperatura. Quando juvenis depsaie, ainda
com as gonadas indiferenciadas, sado criados emetatnpa baixa (15°C) ou alta
(25°C), ocorre um maior percentual de machos, aeriqugue em temperaturas
intermediérias a proporcdo entre machos e fémeaspfioxima de 1:1 (Yamamoto,
1999). Luckenbach et al. (2003) observaram que tarrdaacdo do sexo dP.
lethostigma também segue esse padrao.

A heterogeneidade do crescimento mencionada acoda pstar parcialmente
ligada ao sexo, ja que estudos em populacdes selsatpmonstram que fémeasRle
orbignyanus crescem mais rapido que machos (Cazorla, 200%)arRo, a producao
monossexo de fémeas poderia ser um meio de miniessa problema.

Pelos resultados obtidos no presente estudo, sageyee o bercario de juvenis

deP. orbignyanus seja realizado entre 20 e 26°C.
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Capitulo 2

Determinacédo termolabil do sexo em lingu&doalichthys orbignyanus

Marcelo Hideo Okamoto, Luis Alberto Romano, Luisdéd Sampaio



Resumo

O sexo fenotipico de alguns peixes pode ser fortamafluenciado pela temperatura
da 4gua e manipulado durante as fases iniciaiesengiolvimento sem a utilizacdo de
horménios esterdides. O objetivo desse estudodoficar se a temperatura da agua
influencia a determinacéo do sexo do linguBdoalichthys orbignyanus. Juvenis (32,3

+ 1,6 mg e 14,8 + 0,3 mm) foram criados em tanglee45 L nas temperaturas de 17,
20, 23 e 26°C, até atingirem aproximadamente 8,0demcomprimento total. As
gbnadas foram acessadas por procedimento histol@gosteriormente a proporcao
entre machos e fémeas foi calculada em cada tetupemr analisada pelo teste qui-
quadradoy?) com a frequéncia esperada entre machos e féeehd, sem considerar
a temperatura da agua. Os percentuais de fémadeht20 e 23°C foram de 44,0 £
9,4 e 58,3 £ 6,1%, respectivamente, proximos dgufecia esperada de 1:1 (P>0,05).
Por outro lado, foi observado que a 17°C o pereérda fémeas foi de 24,1 £ 1,9%
(P<0,01), enquanto que a 26°C este percentualpzaa 7,9 £ 0,8% (P<0,001). Nao
houve diferenca significativa (P>0,05) na sobrenti@ dos linguados criados nas
diferentes temperaturas, variando entre 82% a 2393% a 26°C. Esses resultados
mostram que juvenis de linguaBoorbignyanus, delineados geneticamente para serem
fémeas, sdo sensiveis a temperatura da aguaptrmasido-se em machos fenotipicos a

17 e 26°C, com resultado mais nitido na temperanaia elevada.

Palavras-chave: controle do sexo, criacdo monosgéxada, temperatura
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Abstract

The phenotypic sex of some fish can be stronglipémiced by water temperature and
manipulated during the early stages of developmetitout using steroid hormones.
The aim of this study was to verify whether watemperature influences sex
determination in Brazilian floundd®aralichthys orbignyanus. Early juveniles (weight
32.3 £ 1.6 mg and total length 14.8 + 0.3 mm) weraed in 15 L tanks at 17, 20, 23
and 26°C until they reached approximately 8.0 ciondals were assessed by histology
and then the sex ratio at each temperature wasilatdd and statistically analyzed
using chi-square tes§?), with the expected frequency between males anthlies of
1:1, regardless of water temperature. The percerdhfgmales obtained at 20 and 23°C
were 44.0 £ 9.4 and 58.3 + 6.1%, respectively, elimsthe expected frequency of 1:1
(P>0.05). On the other hand, it was observed thhf &€ the percentage of females was
24.1 + 1.9% (P<0.01), whereas at 26°C this pergentdropped to 7.9 £ 0.8%
(P<0.001). There was no significant difference (B5D in survival among flounder
reared at different temperatures, ranging from 8#%23°C to 93% at 26°C. These
results show that juvenile Brazilian flounder, giecadly designed to be females, are
sensitive to water temperature, turning into phgpiotmales at 17 and 26°C, with a

more pronounced response at the higher temperature.

Keywords: flatfish, gonad, monosex culture, sext@ntemperature
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2.1. Introdugéo

O linguadoParalichthys orbignyanus (Valenciennes 1839) habita a plataforma
continental do Oceano Atlantico Ocidental até apnaxlamente 20 m de profundidade,
distribuindo-se do estado do Rio de Janeiro — Bedéi Mar del Plata — Argentina,
sendo comum sua ocorréncia associada a regidearieatl (Figueiredo e Menezes,
2000). Seu valor comercial é elevado, sendo um iitapte item da pesca artesanal e
industrial na costa da Regido Sul do Brasil. Soros®l a isso, o linguado tem
capacidade de tolerar uma ampla faixa de pH (Wesdiglet al., 1997), temperatura
(Wasielesky et al., 1998) e salinidade (Sampaio i@ndhini, 2002), bem como
concentracdes elevadas de compostos nitrogenadmsclihi et al., 1996), o que o
caracteriza como uma espécie promissora para pisse marinha.

Estudos realizados sobre a reproducéo e a lamtauftermitiram a elaboracéo
de um protocolo para a producdo de juvenis de didguPorém, apos a metamorfose,
0S juvenis apresentam um crescimento heterogénamsiomando problemas com
canibalismo (Sampaio et al., 2007; 2008).

A producéo de lotes monossexo pode minimizar olenod de crescimento
heterogéneo (Beardmore et al., 2001). Lotes deepajye apresentam crescimento mais
homogéneo reduzem a necessidade de classificacéepaacao por tamanho, e
consequentemente diminui o estresse causado pelpuiagdo. A utilizacdo de lotes
mMonossexo proporciona ainda outros beneficios, cmacdo de individuos do sexo
mais vantajoso economicamente (Pandian e Koteeswa@98). Lotes monossexo
podem ser obtidos por tratamentos hormonais (Bifel2001). Porém, o uso de

horménios esterdides ainda causa preocupacao geiaideracdo no ambiente, assim
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como a desconfianga dos consumidores em relacapeass que sdo submetidos ao
tratamento (Beardmore et al., 2001).

Alguns fatores ambientais influenciam a determinada sexo de algumas
espécies de peixes, sendo a temperatura da aguzipa deles (Baroiller e D'Cotta,
2001; Luckenbach et al., 2009; Strissmann et &96;1 1997). A determinacéo
termolabil do sexo (DTS) pode ser explorada de dovantajosa para a aquicultura pela
possibilidade de se produzir lotes monossexo setiizacao de hormaonios.

Entre as espécies reportadas por apresentarem B3i8p os linguados
Paralichthys lethostigma e Paralichthys olivaceus (Luckenbach et al., 2003;
Yamamoto, 1999). Foram verificados que quando adsisslinguados sao criados em
temperaturas baixas ou elevadas, durante o pedidtoo de diferenciacdo sexual,
predomina a formacdo de machos, enquanto que emetataras intermediarias, a
proporcao entre machos e fémeas fica proxima de 1:1

No Japéao, a criacdo monossexo de fémeas do lindgRianovaceus vem sendo
realizada para fins comerciais desde 1990, e uromict bastante efetiva € o
cruzamentos entre machos XX, conhecidos como ndwmsgcesultado da manipulagéo
da temperatura), e fémeas normais (XX), que rasuleam proles formadas
exclusivamente por fémeas, que apresentam um mresim mais acelerado que os
machos (Yamamoto, 1999). Foi verificado em popwdacgelvagens de orbignyanus
gue as fémeas também crescem mais rapido que tmsn@azorla, 2005). Portanto, a
criacdo exclusiva de fémeas dessa espécie podem®micamente interessante.

O objetivo desse estudo foi verificar ocorréncia de DTS no linguada

orbignyanus.
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2.2. Material e Métodos

Linguados adultos, capturados com rede de arrastBraia do Cassino (Rio
Grande — RS) durante sua época reprodutiva, foeMadbs para o Laboratorio de
Piscicultura Estuarina e Marinha (LAPEM). As féméasm induzidas a desova com
uma Unica injecdo intramuscular de extrato de tgitiai de carpa (5 mg Ky para
realizacdo de fertilizacdes artificiais. A larviturk foi realizada em um tanque de 1000
L contendo agua do mar (30%.) constantemente aenaalatida a 23,4 + 0,3°C e sob
um fotoperiodo de 24 h de luz. As larvas foram alitadas inicialmente com rotiferos
Brachionus plicatilis e posteriormente com nauplios detemia sp. (Sampaio et al.,
2008).

Apos a metamorfose, juvenis de 32,3 £ 1,6 mg e #,8,3 mm foram
distribuidos aleatoriamente em oito tanques prd®sl5 L (30 peixes por tanque)
mantidos em banho termostatizado. No momento desfeeencia todos os tanques
continham agua a 23°C e 30%.. Posteriormente aset@typas foram ajustadas (exceto
23°C) a uma taxa de 3°C'ipara 17, 20 e 26°C, todas com duas repeticdes.

O experimento foi realizado em uma sala climatiZddaC) para a manutencao
da menor temperatura. As demais temperaturas foremtidas por aquecedores
submersiveis de 300 W equipados com termostate. dR@ar que 0s peixes sofressem
choque térmico, no momento da renovacao foi utlhzagua na mesma temperatura dos
tanques.

Os peixes foram alimentadad libitum durante todo o experimento, sendo que
até o 23° dia de experimento, a alimentacdo fdizeeta com nauplios dartemia sp.
(INVE). A partir deste dia teve inicio o desmamesepeixes foram co-alimentados com

racdo comercial (INVE NRD) durante dois dias e @astmente, apenas com racao. Os
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restos de alimento e fezes acumulados no fundtadgsies foram retirados diariamente
com sifao. Cerca de 80% do volume d’agua foi redovama vez ao dia, durante o
periodo de alimentacdo cofntemia sp. e duas vezes ao dia (08:00 h e 17:00 h) i part
do oferecimento de racgéo.

Durante o experimento as temperaturas foram manadal7,2 £ 0,1; 20,1 *
0,0; 22,8 £ 0,0 e 26,0 + 0,1°C. A concentracao xigémio dissolvido permaneceu em
6,21 + 0,24 mg L e a salinidade permaneceu 31,9 + 0,2%. em todosi@snentos. O
fotoperiodo da sala foi mantido em 24 h de luz aensidade luminosa de 223,6 £ 5,2
lux.

Os peixes foram retirados dos tanques ao longoxderienento a medida que
atingiam aproximadamente 8,0 cm de comprimentd (Gf&), comprimento em que 0
sexo j& esta definido (Radonic e Macchi, 2009).ifea diferenca de crescimento nas
diferentes temperaturas, as coletas foram encerraoadias 221 (26°C), 326 (23°C),
368 (20°C) e 457 (17°C) apdbs o inicio do experimeflts peixes foram anestesiados
com benzocaina (50 ppm) e submetidos a eutanasiegido abdominal foi separada,
fixada em solugé@o de Bouin durante 48 h e presargadalcool 70%. Os tecidos foram
desidratados em alcool, impregnados e incluidoPamplast. Foram realizados cortes
longitudinais de 4 - 5 um de espessura e as laniimas coradas com hematoxilina-
eosina. As gbnadas foram observadas em um miclios@dpocular e os estadios
celulares foram identificados segundo Radonic ediia2009). Devido a problemas
durante os processos histoldgicos ou ao pequerantandos peixes, as gdbnadas foram
acessadas em 54, 41, 37 e 36 peixes criados 8,173 2 26°C, respectivamente.

A sobrevivéncia foi analisada por ANOVA (uma via) mivel de significancia
de 95%. A proporgdo entre machos e fémeas foi lealauem cada temperatura e

posteriormente analisada pelo teste qui-quadrgacgm a frequéncia esperada entre
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machos e fémeas de 1:1, sem considerar a tem@edduagua (Sokal e Rohlf, 1995).

Todas as analises foram realizadas com o softviatist®a 7.0.

2.3. Resultados

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) entrhrevivéncia dos linguados
criados nas diferentes temperaturas, sendo de 929), 90% (20°C), 82% (23°C) e
93% (26°C).

A proporcao de sexo foi similar entre as repetigdescada temperatura. Os
linguados criados a 20 e 23°C apresentaram a gr@pale sexo proxima da frequéncia
esperada de 1:1 (P>0,05) (Figura 1). Porém, foemiaslo um baixo percentual de
fémeas nas temperaturas extremas, onde a 17°Ceocom percentual de fémeas
abaixo de 25% (P<0,01), enquanto que a 26°C estergaal caiu para 8% (P<0,001).

Alguns peixes apresentaram testiculos com preselecaespermatogoénias,
espermatocitos primarios e secundarios, esperrsadédespermatozoides, ou ovarios

compostos por o0citos primarios perinucleares (&ig.
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Figura 1. Percentual (média + EP) de fémeas deudithgParalichthys orbignyanus
criados a 17, 20, 23 e 26°C (N = 54, 41, 37 e 86peactivamente; * P<0,01 e **
P<0,001 representam diferenca significativa da qngm entre machos e fémeas de

1:1).
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Figura 2. Gbénadas de juvenis dRaralichthys orbignyanus. (A) Testiculo: corte
longitudinal de um peixe de 8,5 cm CT (barra = 48).(B) Ovario: corte longitudinal
de um peixe de 8,0 cm CT (barra = 200 um). eg,resegobnias; ecl, espermatoécitos
primarios; ecll, espermatécitos secundarios; giemsatides; ez, espermatozoides; co,

cavidade ovariana; pn, odcitos primarios perinuelgdo, lamela ovariana; t, tinica.
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2.4. Discussao

Os resultados desse estudo mostram claramenta tgreperatura influencia a
determinacao do sexo do linguaBoorbignyanus. Foi observado um padréo de DTS
muito semelhante aos apresentados pelos linguBdativaceus e P. lethostigma.
Temperatura baixa (15°C) ou alta (25 — 27,5°C) lavéormacao de testiculos em
juvenis de P. olivaceus (Yamamoto, 1999). Luckenbach et al. (2003) também
verificaram que ha um maior percentual de machasdmp juvenis dé. lethostigma
sdo criados em temperaturas extremas (18 ou 2&f@hte o periodo de diferenciacédo
sexual. Em ambos os casos, temperaturas internaed{a0°C par#. olivaceus e 23°C
paraP. lethostigma) proporcionam uma rela¢do entre machos e féméagm a 1:1. O
linguado Verasper moseri e a solhaLimanda yokohamae também apresentam DTS.
Quando esses peixes sao criados entre 14 - 155©parcdo entre machos e fémeas é
de aproximadamente 1:1. Porém, o aumento da tetnperzara 18°C resulta em 100%
de machos deé/. moseri, enquanto que em 25°C o percentual de machos. de
yokohamae sobe para 82% (Goto et al., 1999; 2000).

A enzima citocromo P450 aromatase (P450arom)pgbnssivel pela conversao
de androgenos em estrégenos e desempenha um pagahfental na diferenciacao
sexual em peixes (Luckenbach et al., 2009). Estilmerem que, em condi¢cdes
normais, niveis elevados dessa enzima, resultaformacdo de ovarios, enquanto que
niveis baixos levam a formacéo de testiculos (Barat al., 1999; Devlin e Nagahama,
2002; Piferrer e Blazquez, 2005).

Devlin e Nagahama (2002) mencionam que a tempargbade afetar o
mecanismo fisiolégico da determinacdo do sexo egunahs espécies de peixes,

alterando o sexo fenotipico e a proporcdo entrehosae fémeas. Foi verificado que
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temperaturas elevadas estdo associadas a redug&@dves de RNAmM de P450arom e
baixos niveis de estradiol, levando ao processondsculinizacdo em juvenis d&
olivaceus (Kitano et al., 1999). Posteriormente, Yamagutlale(2010) demonstraram
gue niveis elevados de cortisol suprimem a exppeds@RNAmM de P450arom e que a
mudanca do sexo fenotipico no linguado japonésretaéionado ao estresse causado
por tais temperaturas.

O conhecimento do periodo de diferenciacdo sekuahdamental quando se
trabalha com controle do sexo. Baroiller e D’C¢®a01) alertam que o tratamento com
temperatura deve ser iniciado antes e mantido thuesse periodo. Juvenis que ja se
encontram sexualmente diferenciados, dificiimertgondem aos tratamentos, mesmo
com a utilizagdo de horménios esterdides (Pife2@61). Isso foi observado quando
dois grupos de juvenis de yokohamae, um com aproximadamente 25 mm e outro com
35 mm CT, foram transferidos de 15°C para 25°Gemperatura afetou apenas o sexo
dos peixes menores, pois 0S maiores ja estavamoceaxo fenotipico determinado
(Goto et al., 2000). O periodo critico de diferagéio sexual é espécie-especifica,
ocorrendo entre a embriogénese e o estadio lamahlgumas espécies ou somente
durante o estadio juvenil, em outras (Piferrer,1200lesmo em espécies do mesmo
género a diferenciacdo sexual pode ocorrer em mosatistintos. Baseados em
critérios histoldgicos, Yamamoto (1999) definiu queeriodo de diferenciacdo sexual
de P. olivaceus ocorre em individuos entre 27 — 37 mm CT, enquapue emP.
lethostigma a diferenciacdo sexual ocorre entre 75 — 120 mn(L@iTkenbach et al.,
2003) e enP. orbignyanus entre 41 — 75 mm CT (Radonic e Macchi, 2009). iNoid
desse experimento os peixes mediam 14,8 £ 0,3 mpe @&los resultados de Radonic

e Macchi (2009), estavam aptos ao tratamento peipdratura.
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De acordo com os resultados do presente estudosePteuronectiformes
citados, apenas individuos geneticamente fémeas ssfigiveis a temperatura,
transformando-se em machos fenotipicos (neomachBsyém, fémeas deP.
orbignyanus crescem mais rapido que os machos (Cazorla, 280&)esar da criagdo
exclusiva de fémeas ser mais interessante, a fesgénd direta pela temperatura ndo €
apropriada.

A feminizacdo indireta dé°. olivaceus é realizada com o cruzamento de
neomachos (XX) obtidos pela manipulacdo da temperatom fémeas normais
(Yamamoto, 1999). Além disso, para assegurar quelotes sejam compostos
exclusivamente por fémeas, 0s juvenis séo criad¥ @, temperatura que nao afeta o
sexo fenotipico. Porém, € praticamente impossiephmr neomachos dos machos
normais, pois ndo ha diferencas externas entreoiss (¥amamoto, 1999). Como o
linguado japonés ndo possui cromossomos sexuagsohedrficos (Fujiwara et al.,
2007), também ndo € possivel identificar os neoosgbor analise do caribtipo.
Neomachos podem ser identificados pela analise uds gprogénies com fémeas
normais, porém essa técnica € dispendiosa e demdPafdérrer, 2001). Por isso, a
reversdo sexual pela temperatura tem sido realigad@roles ginogenéticas (heranca
genética exclusivamente materna) para garantirtgdes os peixes submetidos ao
tratamento possuam genotipo feminino (Hulata, 20@HYmo o linguad®. obignyanus
também ndo possui cromossomos sexuais heteron®r{iipevedo et al., 2007),
estudos futuros relacionados a ginogénese sao séeioss para almejar a producdo
monossexo de fémeas dessa espécie.

Das temperaturas testadas, 17 e 26°C alterarawpargéo de 1:1 entre machos
e fémeas deéP. orbignyanus. Porém, a temperatura mais elevada se mostrou mais

potente, gerando um percentual de machos superifi¥a Temperaturas elevadas
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também se mostraram mais eficientes para a prodigawachos de. lethostigma e P.
olivaceus (Luckenbach et al., 2003; Yamamoto, 1999). Em ¢Gea anteriores
realizadas no LAPEM, ja se tinha observado um pkocentual de machos em
temperaturas proximas de 26°C (dados nédo publifadfiscando os resultados desse
estudo.

Foi observado nesse estudo que alguns peixes aaxirapdamente 8,0 cm CT,
apresentaram testiculos com presenca de esperm@sgéspermatocitos primarios e
secundarios, espermatides e espermatozoéides, otoVEOMpPostos por odcitos
primarios perinucleares. Esses mesmos estadiossdmvblvimento gonadal s6 foram
observados por Radonic e Macchi (2009) enorbignyanus a partir de 13,0 cm CT,
aproximadamente.

N&o se sabe se em ambiente natural ocorre DTB. @nbignyanus, o que abre
um campo interessante para novas pesquisas. Rorladid, esta bem estabelecido que
em laboratério com temperatura constantemente alada;, o sexo fenotipico do
linguado pode ser alterado de fémea para machpredacido de neomachos pode ser
alcancada com sucesso criando juvenis a 17 e 26°C.

Outro aspecto que deve ser levado em considerac@meé a temperatura da
agua afeta o crescimento dos peixes (Brett, 1% )\isto no Capitulo 1 que logo apos
a metamorfose, juvenis d® orbignyanus apresentaram melhor crescimento e elevado
percentual de sobrevivéncia quando criados a 236%.2Portanto, devido ao
crescimento mais acelerado das fémeas, sugerees@pfis a metamorfose, juvenis
sejam criados a 23°C. Por outro lado, se o objdbvaa producdo de neomachos, a

temperatura utilizada deve ser 26°C.

42



Referéncias

Azevedo, M.F.C., Oliveira, C., Pardo, B.G., MartinB., Foresti, F. 2007., Cytogenetic
characterization of six species of flatfishes witlomments to karyotype
differentiation patterns in Pleuronectiformes (bslei). J. Fish Biol. 70(A): 1-15.

Baroiller, J.F., D’'Cotta, H., 2001. Environment ase determination in farmed fish.
Comp. Biochem. Physiol. C 130: 399-4009.

Baroiller, J.F., Guiguen, Y., Fostier, A., 1999.déarine and environmental aspects of

sex differentiation in fish. Cell. Mol. Life Sci. 5910-931.

Beardmore, J.A., Mair, C.G., Lewis, R.l., 2001. Meax male production in finfish as
exemplified by tilapia: applications, problems amaspects. Aquaculture 197:
283-301.

Bianchini, A., Wasielesky, W., Miranda, K.C., 199@.oxicity of nitrogenous
compounds to juveniles of flatfiskaralichthys orbignyanus. Bull. Environ.
Contam. Toxicol. 56: 453-459.

Brett, J.R., 1979. Environmental factors and growth Hoar, W.S., Randall, D.J.,
Brett, J.R. (Eds.), Fish physiology, vol. 8. Acaderress, New York, pp. 599-
675.

Cazorla, A.L., 2005. On the age and growth of fldemParalichthys orbignyanus
(Jenins, 1842) in Bahia Blanca Estuary, Argentitidrobiologia 537: 81-87.
Devlin, R.H., Nagahama, Y., 2002. Sex determinasind sex differentiation in fish: an
overview of genetic, physiological, and environna¢nhfluences. Aquaculture

208: 191-364.

Figueiredo, J.L., Menezes, N.A., 2000. Manual deegse marinhos do sudeste do

Brasil. Museu de Zoologia / USP, Sao Paulo.

43



Fujiwara, A., Fujiwara, M., Nishida-Umehara, C., éAbS., Masaoka, T., 2007.
Characterization of Japanese flounder karyotypechhrpmosome bandings and
fluorescence in situ hybridization with DNA marke@enetica 131: 267-274.

Goto, R., Kayaba, T., Adachi, S., Yamauchi, K., @0Hffects of temperature on sex
determination in marbled solemanda yokohamae. Fisheries Sci. 66: 400-402.

Goto, R., Tatsunari, M., Kawamata, K., Matsubara, Wizuno, S., Adachi, S.,
Yamauchi, K., 1999. Effects of temperature on gahaskx determination in
barfin flounder Verasper moseri). Fisheries Sci. 65(6): 884-887.

Hulata, G., 2001. Genetic manipulations in aquaceita review of stock improvement
by classical and modern technologies. Genetica 1893:173.

Kitano, T., Takamune, K., Kobayashi, T., NagahataAbe, S-I., 1999. Suppression
of P450 aromatase gene expression in sex-reverségk mproduced by rearing
genetically female larvae at a high water tempeeatiuring a period of a sex
differentiation in the Japanese floundePar(alichthys olivaceus). J. Mol.
Endocrinol. 23: 167-176.

Luckenbach, J.A., Borski, R.J., Daniels, H.V., Gogwl., 2009. Sex determination in
flatfishes: mechanisms and environmental influen&esnin. Cell. Dev. Biol. 20:
256-263.

Luckenbach, J.A., Godwin, J., Daniels, H.V., BorskR.J., 2003. Gonadal
differentiation and effects of temperature on sestedmination in southern
flounder Paralichthys lethostigma). Aquaculture 216: 315-327.

Pandian, T.J., Koteeswaran, R., 1998. Ploidy indoctand sex control in fish.
Hydrobiologia 384: 167-243.

Piferrer, F., 2001. Endocrine sex control stratedor the feminization of teleost fish.

Aquaculture 197: 229-281.

44



Piferrer, F., Blazquez, M., 2005. Aromatase distiitm and regulation in fish. Fish
Physiol. Biochem. 31: 215-226.

Radonic, M., Macchi, G.J., 2009. Gonadal sex difféiation in cultured juvenile
flounder, Paralichthys orbignyanus (Valenciennes, 1839)]. World Aquacult.
Soc. 40: 129-133.

Sampaio, L.A., Bianchini, A., 2002. Salinity effeadn osmoregulation and growth of
the euryhaline floundeParalichthys orbignyanus. J. Exp. Mar. Biol. Ecol269:
187-196.

Sampaio, L.A., Freitas, L.S., Okamoto, M.H., Lougad R., Rodrigues, R.V., Robaldo,
R.B., 2007. Effects of salinity on Brazilian flousrdParalichthys orbignyanus
from fertilization to juvenile settlement. Aquaauk 262: 340-346.

Sampaio, L.A., Robaldo, R.B., Bianchini, A., 206&rmone induced ovulation, natural
spawning and larviculture of Brazilian floundd?aralichthys orbignyanus
(Valenciennes, 1839). Aquac. Res. 39: 712-717.

Sokal, R.R., Rohlf, E.J., 1995. Biometry, terceg@h Freeman and Company, New

York.

Strissmann, C.A., Calsina Cota, J.C., PhonlorHiuchi, H., Takashima, F., 1996.
Temperature effects on sex differentiation of twouth American atherinids,
Odontesthes argentinensis and Patagonina hatcheri. Environ. Biol. Fish. 47: 143-
154.

Strussmann, C.A., Saito, T., Usui, M., Yamada, Fakashima, F., 1997. Thermal
thresholds and critical period of thermolabile skstermination in two atherinid
fishes,Odontesthes bonariensis and Patagonina hatcheri. J. Exp. Zool. 278: 167-

177.

45



Wasielesky, W., Bianchini, A., Miranda, K., 1998ol@rancia a la temperatura de
juveniles de lenguad®@aralichthys orbignyanus. Frente Maritimo 17(A): 43-48.

Wasielesky, W., Bianchini, A., Santos, M.H.S., Bo&r L.H., 1997. Tolerance of
juvenile flatfish Paralichthys orbignyanus to acid stress. J. World Aguacult. Soc.
28: 202-204.

Yamaguchi, T., Yoshinaga, N., Yazawa, T., Gen, Kitano, T., 2010. Cortisol is
involved in temperature-dependent sex determinatiothe Japanese flounder.
Endocrinology 151(8): 3900-3908.

Yamamoto, E., 1999. Studies on sex-manipulationpaaduction of cloned populations
in hirame,Paralichthys olivaceus (Temminck et Schlegel). Aquaculture 173: 235-

246.

46



Capitulo 3

Expressao génica do hormonio do crescimento (Gid) fator de crescimento tipo
insulina | hepatico e muscular (IGF-1) em juvenislidguadoParalichthys orbignyanus

criados em diferentes temperaturas
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Resumo

O hormonio do crescimento (GH), considerado o ppaicfator do crescimento em
vertebrados, é produzido pela pituitaria e seceetadcorrente sanguinea, atuando nos
tecidos alvos e mediado pelo fator de crescimaptwinsulina | (IGF-1). O objetivo
deste trabalho foi verificar como a temperaturaa a&abre o eixo somatotrofico em
juvenis de linguadd®aralichthys orbignyanus. Juvenis (23,1 + 1,6 mm e 127,6 + 31,9
mg) foram mantidos por 20 dias em tanques de 1% k= (30) com temperaturas
ajustadas para 17, 20, 23 e 26°C, todas com tp&tigées. Ao final do experimento,
todos os peixes foram medidos e pesados. Foransaed as expressdes génicas do
GH, IGF-I hepatico, IGF-I muscular e neuropeptiYe(NPY). A taxa de crescimento
especifico diario e o peso final dos peixes mast@@6°C (4,55 + 0,05% dtae 322,0

+ 12,2 mg) foram similares aos dos mantidos a 38°C3 + 0,15% did e 296,7 + 11,7
mg) e maiores que os dos peixes mantidos a 2070 30,23% did e 271,3 + 13,7
mg) e 17°C (1,82 + 0,32% dtee 188,8 + 9,7 mg). N&o houve diferenca na expoessa
génica do NPY, indicando que os peixes foram mastidaciados em todos os
tratamentos. As expressdes génicas do GH e do IB#patico mantiveram-se nos
mesmos niveis, exceto pela maior expressao do ippim@6°C e pela menor expressao
do segundo a 23°C. Nos peixes mantidos a 17°C essdn do gene IGF-I muscular
foi inferior em relacdo aos demais tratamentos,uantp que os mantidos a 23°C
expressaram mais que os mantidos a 20°C e em aalapressao foi similar aos
mantidos a 26°C. Os resultados sugerem que o I@lstular compensou o baixo nivel

do IGF-1 hepatico e promoveu o crescimento dosgsirantidos a 23 e 26°C.

Palavras-chave: eixo somatotrofico, Pleuronectiéssnpiscicultura
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Abstract

Growth hormone (GH), considered the primary grofatitor in vertebrates, is produced
by the anterior pituitary and secreted into theollkiream, acting on target tissues and
mediated by insulin-like growth factor-I (IGF-I)h& aim of this study was verify how
temperature acts on somatotropic axis of juvenitazBian flounder Paralichthys
orbignyanus. Juveniles (23.1 £ 1.6 mm and 127.6 + 31.9 mgeweared for 20 days in
15 L tanks (n = 30) with temperatures set to 17,28and 26°C, with three replicates.
At the end of the experiment, all fish were meagumed weighed. There were analyzed
the GH, liver IGF-I, muscle IGF-I and neuropeptide(NPY) gene expression. The
daily specific growth rate and final weight of fiseared at 26°C (4.55 + 0.05% day
and 322.0 + 12.2 mg) were similar to those reare83a8C (4.13 + 0.15% d&dyand
296.7 + 11.7 mg) and higher when compared to fisiied at 20°C (3.70 + 0.23% day
and 271.3 + 13.7 mg) and 17°C (1.82 + 0.32%dayd 188.8 + 9.7 mg). There was no
difference in NPY gene expression, indicating ttieg fish were kept satiated in all
treatments. The GH and liver IGF-1 gene expresstomained at the same levels, except
for the higher expression of the first at 26°C #mel lower expression of the hinder at
23°C. In fish reared at 17°C the muscle IGF-I gerpression of was lower compared
to other treatments, while flounder reared at 28%@ressed more than those reared at
20°C and both expressions were similar to thosedeat 26°C. The results suggest that
muscle IGF-I compensated the low level of liver {G&nd promoted the growth of the

fish reared at 23 and 26°C.

Keywords: fish culture, Pleuronectiformes, somaipitc axis

49



3.1. Introdugéo

O linguado Paralichthys orbignyanus (Valenciennes 1839) encontra-se
distribuido desde o estado do Rio de Janeiro, Bed€i Mar del Plata, Argentina,
habitando aguas até aproximadamente 20 m de pidadel sendo comum sua
ocorréncia em regides estuarinas (Figueiredo e k&e2000). Seu elevado valor
comercial o faz um importante item da pesca naacssl do Brasil, Uruguai e
Argentina (Diaz de Astarloa, 2002). A capacidadddlerar uma ampla faixa de pH
(Wasielesky et al., 1997), temperatura (Wasieletlal., 1998) e salinidade (Sampaio e
Bianchini, 2002), bem como concentracdes elevadascampostos nitrogenados
(Bianchini et al., 1996), mostram que o linguadand peixe rustico, caracteristica
interessante para aquicultura.

Assim como em mamiferos, o0 eixo somatotrofico, posio pelo horménio do
crescimento (GH) e pelo fator de crescimento tisulina | (IGF-I), desempenha um
papel importante no controle enddcrino do crescimee peixes (Le Bail et al., 1998;
Moriyama et al., 2000). O GH é produzido pela adeipofise e secretado na corrente
sanguinea até atingir os tecidos alvos, onde seciassom receptores especificos
(GHR), dando inicio as acoes relacionadas ao onesto (Walters et al., 2006). O
estimulo do GH provoca a sintese e a secrecao Bd, |6 qual esta envolvido na
sintese protéica, metabolismo de lipideosadboidratos, diferenciacdo e proliferacéo
das células (Moriyama et al., 2000).

O principal sitio produtor de IGF-I dos vertebradoo figado (Reinecke et al.,
2005; Wood et al., 2005; Yakar et al., 1999). Pgréutros tecidos como 0 0sseo e 0
muscular, também expressam o gene IGF-I, atuandoateira autdcrina e paracrina

(Wood et al., 2005), e que também exerce um papaitante no crescimento (Butler e
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Le Roith, 2001; Eppler et al., 2007; Yakar et aB99). Estudos com alguns peixes
demonstram uma correlagdo positiva entre a exmweski gene IGF-I e sua
concentracdo plasmatica com a taxa de crescimiafjonura et al., 2001; Luckenbach
et al., 2007; Uchida et al., 2003).

E importante lembrar que o estado nutricionalrfate no funcionamento do
eixo somatotrofico e, consequentemente, no crestore um organismo (Le Roith et
al., 2001; Moriyama et al., 2000). O neuropeptidedNPY) é considerado o principal
estimulador de apetite em vertebrados (Volkoffletz®05) e caumento na expressao
do gene NPY no cérebro de alguns peixes mantidosjeprm foram reportados
(MacDonald e Volkoff, 2009; Silverstein e Plisetgga2000). De acordo com estas
afirmacdes, foi proposto que o aumento da expredsdgene NPY é€onsiderado um
sinal de fome em peixes (Kehoe e Volkoff, 2007)érl disso, o NPY estimula a
secrecdo do GH em peixes (Peng e Peter, 1997)npdngecessaria a disponibilidade
suficiente de alimento para que ocorra crescim@rtkoff et al., 2005).

A temperatura da agua é um dos fatores ambiegtasmais influencia o
crescimento de peixes (Brett e Groves, 1979), & iefiuéncia pode ocorrer sobre o
eixo somatotréfico (Canosa et al., 2007; Wood et24105). Estudos mostram que em
algumas espécies como o0 salmdo do Atlant8atmo salar, o salmdo japonés
Oncorhynchus masou ishikawai e o salméao-reaDncorhynchus tshawytscha existe uma
relacdo entre temperaturas sazonais ou de aclidGmatagn variagbes na concentracao
de GH no plasma (Handeland et al., 2000; Moriyatra. 1997; Pierce et al., 2001) ou
na expressao de seu gene, como visto em dodzlas sarba e em carpa-comum
Cyprinus carpio (Deane e Woo, 2006; Figueroa et al., 2005). Po@mesmo nao
ocorreu em truta arco-iri®ncorhynchus mykiss (Gabillard et al., 2003a). Estudos

semelhantes foram realizados com IGF-I, tanto @ti@pquanto o muscular, e também
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foram encontradas diferengas nos padrdoes de coac@dotou expressao (Gabillard et
al., 2003b; Imsland et al., 2007; Luckenbach ¢t24l07), sugerindo que a temperatura
atue sobre o eixo somatotréfico de forma distinta diferentes espécies. Assim, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimenteesficar a influéncia da temperatura
sobre a expressdo dos genes GH, IGF-I hepéticoFd IBuscular de juvenis de.

orbignyanus.

3.2. Material e Métodos

3.2.1. Peixes

O experimento foi realizado com juvenis Be orbignyanus produzidos no
Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha PEM - FURG) a partir de desova
induzida com extrato de pituitaria de carpa (5 rgd)KSampaio et al., 2008). Logo
apos a metamorfose, 0s juvenis foram aclimatadosimanianque de 1000 L contendo
agua do mar constantemente aerada, mantida a 28,4°€, salinidade de 30%. e
fotoperiodo de 24 h de luz. Durante este perioddiaentacdo foi realizada com

nauplios deArtemia sp.

3.2.2. Exposicédo as diferentes temperaturas

Juvenis (23,1 £ 1,6 mm e 127,6 + 31,9 mg) forantribisidos aleatoriamente
em 12 tanques de 15 L (30 peixes por tanque) nantdh banho termostatizado. No
momento da transferéncia todos os tanques contidigara do mar a 23°C, salinidade
de 30%0 e aeracao constante. Posteriormente a tetupzede cada tanque foi ajustada a

uma taxa de 3°C hexceto 23°C) para 17, 20 e 26°C, todas em trésigées.
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O experimento foi realizado em uma sala climatizadan a temperatura
ajustada a 17°C para a manutencdo da menor temm@ertdstada. As demais
temperaturas foram mantidas com aquecedores subgisrde 300 W equipados com
termostato. Para evitar que os peixes sofressenuehigrmico, foi utilizada agua na
mesma temperatura dos tanques no momento da rémovag

Durante os 20 dias de experimento, 0s juvenis faiamentadosd libitum com
nauplios deArtemia sp. (INVE). A mesma quantidade de nauplios foi ef&ta em
todos os tratamentos. Diariamente, as fezes foetimdas do fundo dos tanques com a
utilizagdo de um sifao e cerca de 80% do volumégie foi renovada, procurando-se
retirar a maior quantidade de nauplios possivalli@ento residual foi contado sempre
antes e apoOs a troca de agua para o célculo derdbntonsumido e reposi¢cao dos
nauplios. Baseado no peso seco de um nauplidrgeia sp. igual a 2,42 ug (Van
Stappen et al., 1996), foi feito o calculo da cosée alimentar: CA = AC / GP, onde
AC é o alimento consumido (g) e GP é o ganho de (s

As temperaturas ao longo do experimento foram mastm 17,7 + 0,9, 20,0 £
0,6,22,9+0,8 e 25,6 +1,6°C. A salinidade faidba 29%. em todos os tratamentos e 0
fotoperiodo foi mantido em 24 h de luz com inteadilluminosa de 220 + 5 lux.

No ultimo dia de experimento, todos os peixesnoraedidos e pesados para
avaliacdo do crescimento em cada temperatura. Gtes dados foi calculada a taxa de
crescimento especifico diario: TCE = [(In pf — iz jot] X 100, onde pi é o peso inicial e
pf € o peso final (g), e t € o tempo de experimédias). Posteriormente, nove peixes
de cada tanque foram aleatoriamente amostradosteara@os profundamente com
benzocaina (50 ppm) e submetidos a eutanasiaefaiaf separacdo da cabeca (sem os
olhos) para analise da expressao dos genes GH ephifelvzidos pela adeno-hipdfise,

da regido abdominal para analise da expressaoraolGé--1 produzido pelo figado e da
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parte muscular para analise da expressao do géré rfeiscular. Dos nove peixes de
cada tanque foram feitos trés pools de cada tepi@servados em TRIzol (Invitrogen,
Brasil) para posterior extracdo do RNA total, selyurprotocolo sugerido pelo

fabricante.

3.2.3. Sintese do DNA complementar (CDNA)

O RNA total foi tratado com o kit RNAse free DNAk¢€Invitrogen, Brasil) e
quantificado em fluorimetro (QuBit Invitrogen, Brasil) utilizando o kit Quant 9T
RNA Assay (Invitrogen, Brasil). A integridade do RNoi verificada por eletroforese
em gel de agarose 1% e o cDNA foi confeccionado ookit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, Brasdg acordo com o protocolo

sugerido pelo fabricante.

3.2.4. Expressoes génicas

As expressdes génicas do GH, IGF-I hepatico, I@Gkiscular e NPY foram
analisadas quantitativamente por PCR em tempdaBal-PCR), cada amostra em trés
repeticdes. Os primers gene-especificos (TabeléorBm desenhados utilizando o
programa Primer Expre$8.0 (Applied Biosystems, Brasil), com base em éaqias

disponiveis no GenBank (www.ncbi.nim.nih.govs PCRs foram realizadas com o

equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied yBi@sns, Brasil) com o kit
Platinunf SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen, Brasil) semld o
protocolo sugerido pelo fabricante. Foram realigaB&Rs com diluicbes seriadas de
todos os primers para testar a eficiéncia da reagsiacondicbes da reacdo da PCR
foram 50°C por 2 min., 95°C por 2 min., seguido forciclos de 95°C por 15 s e 60°C

por 30 s. A expressdo dos genes alvos foi norntizdilizando o geng-actina, que
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nao apresentou diferencas significativas entre ropog experimentais (dados nao

mostrados).

Tabela 1. Primers desenhados para a gRT-PCR ca@mbassequéncias disponiveis no

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.qdv

Genes Forward primers Reverse primers GenBank
NPY 5’-cacgtcattttcctcctgcat-3’ 5’-gcatagcggctcgtagag8it ACNS56580.1
GH 5’-tgtgggcgtgtcctctca-3’ 5’-gaccaacaggcatcgagaaca-8AZ216489.1
IGF-I 5’-aacaggttatggccccaatg-3’ 5’-agcagcactcgtccacaatg-3' ACB37316.1

B-actina  5’-ccaagctgtgctgtccctgta-3’ 5’-acaccatcaccggagtccat-3° ACB37317.1

3.2.5. Andlises estatisticas

A comparacdo dos dados de crescimento dos juve@iados em diferentes
temperaturas foi realizada com Analise de Variarfaiaa via) seguido do Teste de
Tukey para identificar as diferencas significativAs analises foram realizadas com
nivel de significancia de 95% (Sokal e Rohlf, 199Bara andlise das expressdes
génicas, foi aplicado o método de quantificacaatifed utilizando o software REST
(Pfaffl et al., 2002), com comparacdes pareadas esttratamentos 17°C x 20°C, 17°C

x 23°C, 17°C x 26°C, 20°C x 23°C, 20°C x 26°C e@3&°26°C.

3.3. Resultados

3.3.1. Crescimento
A menor TCE foi registrada para os peixes criad@3°€ (1,82 + 0,08% di§
em relagdo aos mantidos nas demais temperaturds0f)<A TCE dos peixes
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mantidos a 26°C (4,55 + 0,05% d)afoi significativamente maior (P<0,05) que a dos
mantidos a 20°C (3,70 + 0,23% d)aPorém, em ambos a TCE foi similar (P>0,05) a
dos peixes mantidos a 23°C (4,13 + 0,15%'YiFigura 1A). Os valores de TCE

refletiram no peso dos peixes ao final do expertmecom peixes menores a 17°C
(P<0,05) e diferenca significativa (P<0,05) entr@peso dos peixes mantidos a 20 e

26°C, que nao diferiram (P>0,05) do peso dos penastidos a 23°C (Figura 1B).
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Figura 1. Taxa de crescimento especifico diario €Ajeso final (B) (média = EP) de
juvenis de linguaddParalichthys orbignyanus criados em diferentes temperaturas.

Letras diferentes indicam diferenca significati?a,05).

N&o houve diferenca significativa (P>0,05) no comgude alimento e na
conversao alimentar dos peixes criados a 26, 26°€,2porém, 0s peixes criados a
17°C consumiram menos alimento e apresentaram msugw alimentar pior que 0s
demais (P<0,05) (Tabela 2). Em todas as tempegatastadas a sobrevivéncia foi de

100%.
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Tabela 2. Consumo de alimento e conversao alimgntédia + EP) de juvenis de

linguadoParalichthys orbignyanus criados em diferentes temperaturas.

Temperatura (°C) Consumo de alimento (g) Conveafimentar
17 3,74+£0,21b 2,44 +£0,29 b
20 428+0,21a 1,01 £ 0,04 a
23 4,88 £ 0,08 a 0,98 £ 0,08 a
26 501+0,15a 0,86 £ 0,02 a

Letras diferentes na mesma coluna indicam difersiggaficativa (P<0,05).

3.3.2. Expressdes génicas

A andlise por PCR em tempo real (QRT-PCR) mostrairgio houve diferenca
significativa (P>0,05) na expressao génica do NiAdMependente da temperatura em
gue os peixes foram criados (Figura 2A).

N&o houve diferenca significativa na expressaoededsH dos peixes criados a
17, 20 e 23°C (P>0,05), porém foi observada umamapressdo deste gene nos
peixes criados a 26°C (P<0,05) (Figura 2B).

A expressao génica do IGF-I hepatico foi similas peixes criados a 17, 20 e
26°C (P>0,05). Porém, houve uma menor expressad,Pxdesse gene nos peixes
criados a 23°C (Figura 2C).

Ja a expressao do gene IGF-I muscular foi inf¢R&0,05) nos peixes criados a
17°C em relacdo aos criados nas demais tempergkigasa 2D). Os peixes criados a
23°C expressaram mais que os criados a 20°C (P<@Oo&Em a expressao deste gene

em ambos foi similar (P>0,05) a dos peixes criala6°C.
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Figura 2. Expressdo génica do neuropeptideo Y (NPA)) do hormoénio do
crescimento (GH) (B), do fator de crescimento iiqsulina | hepatico (IGF-1 hepatico)
(C) e do fator de crescimento tipo insulina | miac@iGF-1 muscular) (D) de juvenis
de linguado Paralichthys orbignyanus criados em diferentes temperaturas. As
expressdes génicas dos peixes criados a 17°C iaikmadas como referéncia e estao
representadas pelas linhas que cruzam o ponto dadke grafico. Letras diferentes
indicam diferenca significativa (P<0,05) entre amperaturas 20, 23 e 26°C e 0s

asteriscos indicam diferenca significativa (P<0@&gsas temperaturas com 17°C.
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3.4. Discussao

Para organismos ectotérmicos, como 0s peixes,eexifdixas de temperatura
em que o crescimento é favorecido. Em temperatafasores a essa faixa ocorre uma
gueda do metabolismo, prejudicando o0 crescimentquanto que em temperaturas
acima dessa faixa também ocorre reducdo do crestirdevido a um gasto energético
excessivo para a manutencdo corporal (Brett e Grot879). Ao longo desse
experimento, a sobra de alimento foi sempre maas tanques mantidos a 17°C,
indicando um menor consumo dos peixes criados nessdicdo, provavelmente
causado pelo metabolismo reduzido, resultando emmenor TCE e um menor peso
dos juvenis ao final do experimento. O oposto @orrom 0s peixes criados a 23 e
26°C, reforcando os resultados obtidos no Capitulo

Temperaturas elevadas podem promover uma taxa géstdo de alimento
muito alta que ndo é convertida em crescimentqugitando a conversdo alimentar
(Luckenbach et al., 2007; Streit et al., 2010)r&si1ltados de crescimento desse estudo
aliados a melhor converséo alimentar apresentdda peixes criados a 26°C sugerem
gue a maior temperatura testada esta dentro da faworavel para o crescimento de
juvenis deP. orbignyanus.

Como mencionado acima, os peixes criados a 17°Guoanam menos
alimento. Assim, a similaridade nos niveis de esgfie do gene NPY em todos os
tratamentos foi considerada como um ponto posifpis indica que os peixes foram
mantidos saciados ao longo do experimento, ja qé% é considerado o principal
estimulador de apetite em vertebrados (Volkoff ket 2005). Ou seja, nao faltou
alimento em nenhum tratamento e as diferencasedeiorento podem ser creditadas ao

efeito da temperatura.
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Baseado nos resultados de crescimento esperavaesmtrar uma maior
expressdo do gene GH nos peixes criados a 23 ¢ p6f&m a 23°C a expressao foi
similar a dos peixes mantidos nas temperaturas ba&ias. Isso indica que outro fator
externo estaria inibindo a expressao desse gelos Rsultados de expressao do IGF-I
hepético, supbBe-se que o mesmo teria ocorrido coseaecdo do GH nessas
temperaturas, uma vez que esse hormoénio estimfiado a expressar e sintetizar o
IGF-1 (Moriyama et al., 2000). Em salmonideos, wehde GH no plasma aumenta com
o prolongamento do fotoperiodo, porém em condig@tud continua ocorre uma forte
inibicdo da secrecao desse hormonio (Bjornssoh,et395; McCormick et al., 1995;
Stefansson et al., 1991). Portanto, o fotoperigtdizado no presente estudo (24 h de
luz) pode ser inadequado para a criagao de judenimguado por inibir a secrecao do
GH, e estudos futuros abordando esse assunto d®ramalizados.

Por outro lado, houve uma maior expressao do @dthenos peixes criados a
26°C. Isso poderia ser explicado pelo fato do GH wd#izado em outras fungdes
fisiologicas além do crescimento, como na regulagisistema imune de peixes (Yada,
2007). Foi observado no Capitulo 2 que durantese @@ diferenciacdo das gonadas, a
determinacdo do sexo do linguado é afetada a BP@, 2 que essa interferéncia pode
estar relacionada ao estresse causado por esg@Esatumas e consequente aumento nos
niveis de cortisol, como ocorre em juvenisRielivaceus (Yamaguchi et al., 2010).
Além disso, Yada et al. (2005) mencionam o cortt®who um potente estimulador da
expressao génica do GH em truta arco-iris.

A determinacdo do sexo do linguado é afetada defomza menos intensa a
17°C, o que explicaria porque a expressao do geéhea@bém ndo aumentou a essa
temperatura. Gabillard et al. (2003a) também naocomraram uma relacdo na

expressdo do gene GH e o crescimento de juvenifrutie arco-iris criadas em
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diferentes temperaturas, indicando que a expredssge gene isoladamente ndo € um
parametro ideal paexplicar o crescimento de peixes.

Ja o IGF-I atua mais diretamente no crescimentovddsbrados (Moriyama et
al., 2000) e a expressao desse gene, tanto o depA@imo o muscular, tem sido
utilizada para interpretar o crescimento de algpeses (Gabillard et al., 2003b;
Luckenbach et al., 2007). Como mencionado acimsimdaridade da expressdo do
gene IGF-I hepético pode estar relacionado a smereecdo do GH devido a exposi¢cédo
a luz continua. Porém, a menor expressao obtid#@ fao esta clara, uma vez que
todos os tanques foram mantidos a essa mesma &ondic

Em relagdo ao IGF-I muscular, houve uma tendéneiaumento na expressao
do seu gene em temperaturas elevadas, resultandamenmaior expressao a 23°C
quando comparado as temperaturas inferiores. Essmdtados sugerem que o
mecanismo de expressdo do IGF-I muscular é indepémdio eixo somatotréfico e
sofre influéncia da temperatura. JuvenifPdéethostigma criados a 23°C apresentaram
maior expressdo do gene IGF-I muscular e, conségumente maior crescimento, que
aqueles criados a 28°C (Luckenbach et al. 200djcando que ao contrario do que
ocorreu no presente estudo, a temperatura mais tedtada esta fora da faixa
considerada 6tima para a espécie.

As informacdes obtidas nesse estudo mostram quenonesm a provavel
interferéncia do fotoperiodo sobre o eixo somaticwd os peixes criados nas
temperaturas mais elevadas apresentaram um cresgimeior. Esse incremento
sugere que o IGF-1 produzido no tecido muscularpaEmou o baixo nivel do IGF-I
hepético nas temperaturas elevadas, mostrandongp@arténcia no crescimento de

juvenis deP. orbignyanus.
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Discussao Geral

Esse estudo nos fornece informacgdes de como a tetaf@eatua no crescimento
e na determinacdo do sexo de juveni®darbignyanus. No momento, tais informacdes
nos permitem optar pela producédo de lotes compgripsnachos e fémeas ou pela
producao de neomachos.

Foi observado que o linguada orbignyanus apresenta um padrédo de DTS
semelhante aos apresentados pelos linguRdethostigma e P. olivaceus (Luckenbach
et al., 2003; Yamamoto, 1999). Durante o periodticor de diferenciacdo sexual,
temperaturas baixas ou altas induzem a formacaonaehos, enquanto que em
temperaturas intermediarias, a proporcao entre osaefémeas fica proxima de 1:1.

Para essas trés espécies de linguados, apenaslindi\que possuem genotipo
feminino sdo sensiveis a temperatura, transformaadem neomachos. Foi verificado
que temperaturas elevadas estdo associadas a gedosaniveis de RNAmM de
P450arom e baixos niveis de estradiol, levando racegso de masculinizacdo em
juvenis deP. olivaceus (Kitano et al., 1999). Posteriormente, Yamagudhale(2010)
demonstraram que niveis elevados de cortisol sepnima expressdo de RNAm de
P450arom e que a mudanca do sexo fenotipico noddwjaponés esta relacionado ao
estresse causado por tais temperaturas.

Porém, fémeas de. orbignyanus crescem mais rapido que os machos (Cazorla,
2005), e apesar da criacdo exclusiva de fémeama®r interessante, a feminizacao
direta pela temperatura ndo € apropriada. No Japdeminizacdo indireta de.
olivaceus é realizada com o cruzamento de neomachos (XXdaxbpela manipulacéo

da temperatura com fémeas normais (Yamamoto, 1888 disso, para assegurar que
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os lotes sejam compostos exclusivamente por fénosagivenis sdo criados em uma
temperatura que néo afeta o sexo fenotipico.

O conhecimento do periodo de diferenciacdo sexdah@amental quando se
trabalha com controle do sexo. Baroiller e D’C¢Ra01) alertam que o tratamento com
temperatura deve ser iniciado antes e mantido thuesse periodo. Juvenis que ja se
encontram sexualmente diferenciados, dificiimertgondem aos tratamentos, mesmo
com a utilizagdo de horménios esterdides (Pifere®01). Baseados em critérios
histologicos, Radonic e Macchi (2009) definiram qudiferenciacdo das génadasRle
orbignyanus ocorre em individuos entre 41 — 75 mm CT.

Das temperaturas testadas, 17 e 26°C alterarawpargéo de 1:1 entre machos
e fémeas deéP. orbignyanus. Porém, a temperatura mais elevada se mostrou mais
potente, gerando um percentual de machos superifi¥a Temperaturas elevadas
também se mostraram mais eficientes para a prodigawachos de. lethostigma e P.
olivaceus (Luckenbach et al., 2003; Yamamoto, 1999).

Wasielesky et al. (1998) verificaram que juvenisapeoximadamente 110 g
sobrevivem normalmente entre 10 e 27°C. Os resxadtdd sobrevivéncia obtidos nesse
estudo mostram que, logo ap6s a metamorfose, gieknilinguado ja sao tolerantes a
uma ampla faixa de temperatura. Essa caracteristioéeressante para a criagdo em
areas como o Estuario da Lagoa dos Patos e regsieira adjacente, onde podem
ocorrer variacdes sazonais de temperatura entre@@ (Baumgarten e Niencheski,
1990).

Para organismos ectotérmicos, como 0s peixesteaxifaixas de temperatura
em que o crescimento é favorecido. Em temperatafasores a essa faixa ocorre uma
gueda do metabolismo, prejudicando o crescimentett(® Groves, 1979). Entre as

temperaturas testadas, 17°C proporcionou o piscerento, havendo uma maior sobra
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de alimento nos tanques, indicando um menor consienalimento nessa condigao,
provavelmente causado pelo metabolismo reduzido.

Temperaturas elevadas podem promover uma taxa gistdo de alimento
muito alta que ndo é convertida em crescimentqugitgando a conversdo alimentar
(Luckenbach et al., 2007; Streit et al., 2010).r@sultados de crescimento aliados a
melhor conversao alimentar apresentada pelos perk&sos a 26°C sugerem que a
maior temperatura testada esta dentro da faixadaebpara o crescimento de juvenis
deP. orbignyanus.

De maneira geral, as expressdes génicas do GH@Fdbhepatico nos peixes
criados a 17°C mantiveram-se nos mesmos niveispdo®s criados nas demais
temperaturas. Essa similaridade das expressfest@odielo causada pelo fotoperiodo
empregado (24 h de luz). Em salmonideos, a secxddH no plasma é inibida em
condicdo de luz continua (Bjornsson et al., 1996Cbkbtmick et al., 1995; Stefansson
et al., 1991).

A maior expressao do gene GH nos peixes criad@ @ Roderia ser explicado
pelo fato do GH ser utilizado para outras fungc@smlbgicas além do crescimento,
como na regulacéo do sistema imune de peixes (28d4,). Entdo, a maior expressao
génica do GH nos juvenis criados a 26°C pode est@rionada com o estresse causado
por essa temperatura e consequente aumento daotodirante o periodo de
diferenciacdo das gonadas, como visto em juveniB. a#ivaceus (Yamaguchi et al.,
2010).

A expressao do gene IGF-I muscular foi maior nagptraturas mais elevadas,
sugerindo que o mecanismo de expressao do IGF-tutarsé independente do eixo
somatotréfico e sofre influéncia da temperaturaeEsumento da expressao sugere que

0 IGF-I produzido no tecido muscular compensou iscdaivel do IGF-I hepatico nas
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temperaturas elevadas, mostrando sua importanciereszimento de juvenis de
orbignyanus. O IGF-I muscular também se mostrou importantecrescimento de
juvenis do linguad®. lethostigma (Luckenbach et al. 2007).

Pelos resultados alcancados, deve ser levado esidecencao que a temperatura
afeta o crescimento e a determinacéo do sexo @eigideP. orbignyanus. Logo apds a
metamorfose, o crescimento € otimizado a 23 e 2®€ssa maneira, devido ao
crescimento mais acelerado das fémeas, sugereesesquvenis sejam criados a 23°C.
Por outro lado, se o objetivo for a producdo demashos, a temperatura utilizada deve

ser 26°C.
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