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RESUMO - Este estudo foi realizado com o objetivo de investigar o efeito estimulante de cinco aminoacidos (alanina,
arginina, glicina, histidina e lisina) da betaina e de suas misturas sobre a taxa de ingestdo de dieta microencapsulada durante
o desenvolvimento larval de pacu Piaractus mesopotamicus. Os resultados da andlise estatistica comprovaram a existéncia
de efeito significativo, tanto da idade das larvas como dos aminoécidos, sobre a taxa de ingestdo. No entanto, ndo houve
significancia estatistica para a interacdo dos dois fatores. A glicina, a lisina e a betaina foram considerados bons estimuladores
do comportamento alimentar de larvas de pacu.
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Feeding stimulants for pacu lavae

ABSTRACT - The present study aimed to investigate the stimulant effect of five amino acids (alanine, arginine, glycine,
histidine and lysine) from betaine and their mixtures on the ingestion rates of formulated diet during the larval development
of pacu Piaractus mesopotamicus. The statistical results showed significant effect of age and treatment. However, no
significant effect was observed for the interaction of both factors. Glycine, lysine and betaine are considered good stimulants

of the pacu feeding behavior.
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Introducao

A quimiorrecepcdo é um sentido importante para a
deteccdo e 0o comportamento de procura de alimento em muitos
animaisaquaticos (Harpazetal., 1987), pois esses organismos
liberam vérios compostos na &4gua na osmorregulagéo,
metabolismo e eventual morte (decomposicao). Alémdisso,
a agua, como solvente universal, disponibiliza esses
compostos paravarios organismos (Sorensen & Caprio, 1997).
Em peixes, o comportamento alimentar, a resposta de
alarme, oreconhecimento de predadores e acomunicacéo
por feromonios iniciam com deteccdo do odor apropriado
(Hara, 1992).

Estudos sobre a estimulagdo quimica de peixes e
crustadceos podem disponibilizar informacdes sobre o
comportamento quimiossensorial e fisiolégico desses
animais, bem como gerar informacgdes que podem ser
aplicadas na inddstria de ragdes, pois algumas substancias
melhoram a atratividade e a palatabilidade das dietas,
aumentando assim o consumo (Coman et al., 1996). Varios
estudos indicam que os aminoacidos livres e a betaina sdo
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estimuladores da alimentacao para peixes (Knutsen, 1992;
Harada, 1992; Kolkovski etal., 1997). Lipschitz & Michel
(1999) observaram que juvenis de zebrafish, Danio rerio,
podem discriminar, pelo olfato, a L-arginina de analogos
estruturais.

No processo de alimentacéo, a transi¢io da captura de
alimento vivo paraade alimento inerte em larvas de peixes
é um desafio a ser vencido na larvicultura intensiva de
muitas espécies. Kolkovski et al. (2000) consideram que a
atratividade da dieta é determinante do sucesso na
adaptacdo de larvas de peixes a dietas inertes.

A criacdo intensiva de larvas de peixes no Brasil € uma
realidade, principalmente para espécies de alto valor
comercial, como pintado (Pseudoplatystoma coruscans) e
dourado (Salminus brasiliensis). O emprego da larvicultura
intensiva na criacao de pacus tem sido investigada quanto
a sua viabilidade zootécnica e econdmica (Jomori et al.,
2003; 2005) e alimentacdo inicial (Macedo-Viegas et al.,
2004; Tesser etal., 2005). No entanto, pouco se sabe sobre
os efeitos da utilizacdo de estimulantes quimicos no
comportamento alimentar de larvas de pacu e sobre a



1852 Tesser & Portella

possibilidade de sua utilizagdo para melhorar aingestao de
dietas inertes. O objetivo neste trabalho foi investigar o
efeito estimulante de cinco amino&cidos (alanina, arginina,
glicina, histidina e lisina), da betaina e de suas misturas
sobre a taxa de ingestdo de dieta microencapsulada ao
longo do desenvolvimento larval de pacus, Piaractus
mesopotamicus.

Material e Métodos

Larvas de pacu (Piaractus mesopotamicus) recém-
eclodidas foram estocadas em tanques de 100 L, com
renovacdo de agua e aeracdo constantes, onde foram
alimentadas com nauplios de Artemia até 12 horas antes do
inicio do dia experimental, quando a alimentacdo foi
suspensa e as larvas transferidas para as unidades
experimentais. Cadaunidade experimental foi mantida com
10 larvas e consistiam de recipientes plasticos de 400 mL de
volume, abastecidos com 200 mL de 4gua. Para determinacao
dataxade ingestdo de dieta microencapsulada, foi utilizada
a metodologia adaptada de Dou et al. (2000).

A 4gua utilizada nos tanques de manuten¢do e nas
unidades experimentais era proveniente de pogo artesiano.
Atemperatura foi mantidaa29°C por meio de aquecedores
submersos e o pH médio, a 8,2. Apés 12 horas de
permanéncia das larvas sem alimentacéo, foi introduzida
com uma pipeta automatica nas unidades experimentais
uma solucdo-estoque das substancias-teste, 2 mL, que
resultou em concentracéo final de 1 x 10 M para as
substancias individuais (L-alanina, L-arginina, glicina,
L-histidina, L-lisina e betaina), de 5 x 10 para a mistura
de todos os aminoacidos e de 6 x 10 para mistura de
todos aminoécidos mais betaina. A concentracao individual
de cada substancia estimulante foi escolhida de acordo
com os resultados obtidos com larvas recém-eclodidas de
Danio rerio (Lindsay & Vogt, 2004). Solu¢Ges-estoque
dos cinco aminodcidos testados, da betaina e das suas
misturas foram preparadas com agua destilada e
preservadas a 4°C. Novas solugdes foram preparadas para
cadadiaexperimental.

Apds 5 minutos de exposicao das larvas as solucdes,
uma quantidade considerada em excesso de dieta
microencapsulada foi fornecida as larvas duas vezes durante
o periodo de 30 minutos de alimentagéo (total 2 g). Foi
avaliado também um grupo controle, que permaneceu
nas mesmas condicdes previamente descritas, mas que
recebeu dgua destilada para simular as mesmas condicdes.
Apo6s o periodo de alimentagdo, as larvas foram rapidamente
abatidas com gelo para prevenir que regurgitassem o
alimento ingerido. As larvas mortas foram fixadas em formol

10% tamponado para posterior observacdo do contetdo
do trato digestério, sob estereoscopio.

As coletas de dados ocorreram no 159, 209, 252 ¢ 302
dias de vida, correspondendo ao 102, 152, 209 e 252 dias
de alimentacdo exdgena. Em cada dia experimental, foi
realizada biometriaem aproximadamente dez larvas para
acaracterizacdo morfométrica das mesmas (Tabela 1). As
larvas foram pesadas individualmente em balanca
analitica digital.

O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado constando de 9 tratamentos em
esquema fatorial 9 x 4, composto de nove substancias-teste
e quatro idades, avaliados com trés repeti¢fes de cada
tratamento. Aos valores de taxa de ingestdo foi aplicada
andlise de variancia paramétrica utilizando-se o Programa
SAS, versdo 8.0 e (SAS Institute, Inc., EUA). Nos resultados
em que houve diferenca significativa (P<0,05), as médias
foram contrastadas pelo teste LSD (Least Significant
Difference) a 5% de probabilidade.

Para satisfazer as premissas da analise de variancia,
osresultados foram testados quanto a normalidade (Shapiro-
Wilk) e a homogeneidade de variancias (Levene) e
previamente transformados (raiz quadrada X+0,5) (Sokal
& Rohlf, 1995).

Tabela 1 - Peso (g) e comprimento total de larvas de pacu em
diferentes idades alimentadas com dietas
suplementadas com aminoacidos

Dias de vida Peso (g) Comprimento total (mm)
15 0,0081 + 0,0026 9,76 + 0,44
20 0,0152 + 0,0028 11,10 = 0,73
25 0,0374 = 0,0144 12,85 + 1,53
30 0,0600 + 0,0256 14,60 + 2,32

Resultados e Discussao

Houve efeito significativo (P<0,05), tanto da idade
como da dieta sobre a taxa de ingestdo (Tabela 2). No
entanto, ndo houve significanciaestatistica paraainteragédo
dos dois fatores (P>0,05). O aumento da ingestdo de
granulos de racdo por larvas de pacu com o avanco da idade
também esta relacionado ao desenvolvimento muscular e
das nadadeiras, aumentando a capacidade natatéria e o
desenvolvimento estrutural da cabeca. Esses aumentos no
desenvolvimento sdo necessarios para manutencdo do
rapido crescimento larval (Osse etal., 1997).

Os aminoécidos glicina (aminoécido dispensavel) e
lisina (aminoacido basico) e a betaina podem ser
considerados bons estimuladores do comportamento
alimentar de larvas de pacu, pois resultaram em acréscimo
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médio aproximado de 54, 38 e 28%, respectivamente, em
relagdo ao grupo controle e diferiram estatisticamente do
mesmo (P<0,05). Aargininadeterminou valores intermediarios
de taxa de ingestdo. Interessante notar que Tesser et al.
(2005), estudando os efeitos da suplementacéo de arginina
nas formas livre (L-arginina) e dipeptidicaem dieta purificada
parajuvenis de pacu, ndo notaram diferencas significativas
no consumo instantaneo da dieta, mesmo em comparacao
ao grupo controle, que ndo recebeu suplementacéo.
Kolkovski et al. (1997), em pesquisa com larvas de Sparus
aurata, observaram que os aminodacidos arginina, alanina,
glicina, alémdabetaina, promoveram efeitos significativos
nataxa de ingestdo de dietas inertes. Por outro lado, juvenis
e adultos de salméo-do-atlantico (Salmo salar) manifestaram
respostas comportamentais negativas emrelacdo a presenca
dos aminodacidos arginina, histidina e lisina.

Comanetal. (1996) relataram que o efeito estimulador
do comportamento de natacdo do camardo Penaeus
monodon é maior quando utilizada mistura de varios
aminoécidos em comparagao ao uso de um Unico aminoacido.
Ainda, Coman et al. (1996) ressaltaram que as interacdes
sinérgicas entre os aminoacidos individuais poderiam
produzir uma solugdo mais atrativa. O fornecimento da
mistura de todos os aminoacidos avaliados neste estudo e
de todos os aminoacidos mais a betaina ndo promoveu
aumento significativo da taxa de ingestdo da dieta pelas
larvas de pacu emrelacdo a dieta controle (P>0,05). Yacoob
& Browman (2007) observaram que a mistura de glicina,
prolina, betaina, arginina e alanina ndo resultou em acréscimo

Tabela 2 - Taxa de ingestdo (granulos/larva em 30 minutos) de
alimento entre larvas de pacu alimentadas com dietas
suplementadas com aminoécidos

Estatistica Valor de F Significancia
Idade das larvas 701,16 *x
Tratamentos 3,88 *x
Idade x tratamento 1,16 Ns
Idade Taxa média de ingestdo

159 dia de vida 2,44 D
200 dia de vida 5,70 C
259 dia de vida 7,24 B
302 dia de vida 31,74 A
Tratamento Taxa média de ingestdo

Glicina 15,88 (3,66)! A
Lisina 14,23 (3,43) AB
Betaina 13,15 (3,32) BC
Arginina 12,40 (3,30) BCD
Alanina 11,10 (3,05) CDE
Todos aminoacidos + betaina 10,63 (3,02) DE
Controle (C) 10,30 (2,99) DE
Todos aminoéacidos 10,63 (2,95) E
Histidina 9,86 (2,92) E

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (P<0.05) pelo teste LSD.

** = P<0,001. Ns = ndo-significativo.

10s dados entre parénteses representam os valores de consumo transformados em
raiz quadrada X+0,5.
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no comportamento de procura alimentar entre juvenis de
linguado-do-atlantico (Hippoglossus hippoglossus). Por
outro lado, os extratos de camardo e de lula promoveram
aumento significativo do comportamento de procura de
alimento. De acordo com os autores, 0os aminoacidos
testados sdo encontrados em grande quantidade em tecidos
de camardes e lulas, principais itens da alimentacéo do
linguado-do-atlantico. Velezetal. (2007) avaliaram o efeito
atrativo de extratos de poliquetos e de substancias liberadas
por esses organismos em seu metabolismo para o linguado
Solea senegalensis e verificaram que a mistura de
aminoacidos sintéticos foi muito menos atrativa para essa
espécie que as substancias liberadas pelos poliquetos, o
que poderia indicar que outras substancias atrativas
estariam sendo liberadas ou que aminoacidos sintéticos
nao tém o mesmo efeito que os aminoacidos naturais.

Varios fatores podem explicar essas diferencas entre a
atratividade promovida pelos aminoacidos, entre eles, a
composic¢do das misturas, aconcentracao de cadacomposto,
anaturezaecoldgicaetaxondmicade cadaespécie, alémdo
numero de animais testados. Bérquez & Cerqueira (1998)
observaram que o comportamento alimentar de juvenis de
Centropomus undecimalis em resposta a substancia
estimulante foi maior em experimentos com dois peixes que
em estudos com apenas um peixe. Estudos complementares
devem ser conduzidos para determinagdo da influéncia de
misturas de substancias sobre o comportamento alimentar
de larvas de pacu.

N&o se espera que a concentracdo das substancias
testada nesta pesquisa (104 M) explique o fato de algumas
substancias ndo apresentarem efeito estimulador em larvas
de pacu. Shparkovskiy et al. (1983) e Sola et al. (1993)
notaram que o salmdo e a enguia (Anguilla anguilla),
respectivamente, podem detectar a presenca de substancias
presentes na agua até na concentracdo de 10°° M. No
entanto, como alegado por Shparkovskiy et al. (1983), a
influéncia de cadaaminoacido sobre o comportamento dos
peixes pode variar com a idade dos animais.

Pesquisas recentes comprovam que embrides de
pacu com 17 horas pos-fertilizacdo (28 °C) jd apresentam
a vesicula olfativa diferenciada e, aos 3-4 dias p0s-
eclosdo, coincidindo com o inicio da limentagdo exdgena,
o0 epitélio olfativo ja estd completamente diferenciado,
com células ciliadas ndo-sensoriais e células receptoras
com microvilosidades presentes. Segundo Clavijo-Ayala
(2008), o sentido olfativo se desenvolve muito rapidamente
em larvas de pacu, provendo um sentido vital para sua
sobrevivéncia. Lindsay & Vogt (2004) citaram que larvas
de zebrafish, ao eclodir, parecem possuir o sistemaolfatério
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anatomicamente e bioquimicamente funcional. Mesmo
que nesta pesquisa ndo tenha sido avaliada a presenca
de estruturas quimioreceptoras, considera-se que as
larvas jaapresentavam o epitélio completamente funcional
a partir dos 10 dias de vida, portanto, estavam aptas a
detectar as substancias oferecidas como estimulantes.

O conhecimento de substancias que possuem
efeitos estimulantes para larvas de peixes representa ndo
apenas interesse comercial, pelo seu uso como atrativos
em dietas, como determinado para larvas de Perca
flavescens (Kolkovski et al., 2000), mas também pela
ecologia larval no ambiente natural. As larvas de pacu, ao
eclodir, possuem reservas vitelinas que se exaurem muito
rapidamente (3 — 5 dias), sendo forgadas a procura por
alimento exdgeno e ao desenvolvimento de estratégias
paraevitar predadores aindacom amaioria dos 6rgdos em
desenvolvimento. A quimiorrecepgéo, realizada por meio
do sistemaquimiossensorial, é fundamental para a detec¢do
de possiveis presas no ambiente, como ja comprovado
para espécies marinhas (Dgving et al., 1994), e mais
recentemente para larvas de pintado Pseudoplatystoma
coruscans. Cestarolli (2005) estudou o desenvolvimento
das estruturas sensoriais e concluiu que o olfato e o
paladar sdo importantes para o comportamento de
alimentacdo.

Conclusdes

Osaminoéacidos glicinae lisina e a betaina sdo efetivos
estimuladores da ingestdo alimentar em larvas de pacu e séo
eficientes como atrativos em dietas para essa espécie.
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