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RESUMO GERAL

Este trabalho teve como objetivos verificar os efeitos da adicdo de Ca?* na racéo e
na agua na sobrevivéncia e crescimento de juvenis de jundia (Rhamdia quelen)
submetidos a diferentes niveis de aménia e oxigénio dissolvido. No experimento
para verificar a eficacia da adicdo de Ca®* na rac&o sobre a concentracao letal 96h
(CLsp-96n) da amonia (NH3) os juvenis (4.06+£0.27g e 7.82+1.2cm) foram expostos a
cinco niveis de NH3 (em mg/L): 0,107+0,007 (controle); 0,360+0,021; 0,773+0,074;
1,170+0,071 e 1,630+0,315 e quatro niveis de Ca?** na dieta (em % Ca*"): 0,45;
0,95; 1,45 e 2,45. Para verificar a eficacia do Ca®* na 4gua sobre a CLsg.gsn da NH3 ,
os juvenis (1,85+0,6g e 6,0+0,54cm) foram mantidos em cinco niveis de NH3 (mg/L):
0,09740,017 (controle); 0,356+0,037; 0,779+0,141; 1,459+0,185 e 1,770+0,070 e
quatro niveis de dureza (em mg CaCOgs/L): 34,5%4,4; 62,0+5,7; 116,0+9,3 e
174,0+22.42. No experimento para avaliar a eficacia da adicdo de Ca®* na racdo
sobre a CLspgsn do Oz, 0s juvenis (4,75+0,65g e 7,56+0,61cm) foram expostos a
cinco niveis de O, (em mg/L): (0,41+0,13; 0,71+0,15; 0,97+0,13; 1,44+0,35 e
6,41+0,60 mg/L) e quatro niveis de Ca®" na dieta (em % Ca®'): 0,45; 0,95; 1,45 e
2,45. Para verificar a eficacia do Ca®" na Agua sobre a Clso.gsn do O,, 0S juvenis
(3,660,759 e 7,2+0,5cm) foram mantidos em cinco niveis de O, (mg/L): 0,27+0,10;
0,74+0,26; 1,33+0,14; 1,74+0,32 e 6,55+0,02 mg.L ™) e quatro niveis de dureza (em
mg CaCOs/L): (28, 116, 116 e 180). Para verificar a influéncia do Ca?* na 4gua sobre
a sobrevivéncia e o crescimento, os juvenis (2,27+0,14g e 6,9cm) foram mantidos
em dois niveis de NH3 (mg/L), 0,021+0,001 e 0,623+0,039, e quatro niveis de dureza
na agua (mg CaCOg/L): 32,1+4,6; 63,1+5,9; 119,9+10,0 e 177,3+8,1 por 40 dias. No
segundo experimento de crescimento, os juvenis (3,66+0,75g e 7,32+0,5cm) foram
mantidos dois niveis de O, (1,47+0,04 e 6,46+0,06 mg/L), e quatro niveis de dureza
na agua (mg CaCOg3/L): 30+2,0; 61+2,5; 121+3,0 e 180+3,0 por 15 dias. A CLsg-g6h
para NH; foi de 0,73 mg.L™ (CI 0,63 — 0,84) no experimento com Ca?* na dieta, com
uma diferenca significativa nos juvenis alimentados com 0,45 e 0,95% de Ca** na
dieta. A dureza na agua nao influenciou a LCso.96n NH3, que foi de 1,20 mg/L (Cl 1,10
- 1,24). No experimento para avaliar a influéncia dos niveis de NH3 no crescimento,



o ganho de peso, biomassa e taxa de crescimento especifico foram
significativamente maiores nos juvenis expostos ao nivel mais baixo de NH3, do que
naqueles mantidos no nivel mais alto de NHs;. Nesse experimento o aumento da
dureza prejudicou 0s juvenis expostos ao nivel mais baixo de NH3z, mas o aumento
beneficiou os juvenis mantidos no nivel mais alto de NH3 em todos os parametros
avaliados. A Clspgen para o O, foi de 0.89 mg/L (ClI 0,64 — 1,34 mg/L) no
experimento com Ca** na dieta e foi maior nos juvenis alimentados com 2.45 e
0.45% de Ca®' na dieta. O ganho de peso, a biomassa, o comprimento e a taxa de
crescimento especifico foram significativamente maiores nos juvenis mantidos nas
concentracbes de 1,47+0,04 mg/L O, do que os expostos a 6,46+x0,06 mg/L O,. O
aumento da dureza foi positivo para todos os parametros medidos nos juvenis
expostos ao nivel mais baixo de O,, mas prejudicou aqueles submetidos ao nivel
mais alto de O,. Este estudo indicou que dietas com baixos niveis de Ca?
aumentam a sobrevivéncia de juvenis de jundia expostos a altos niveis de NH3; e
baixas concentracbes de O,, e ao aumento da dureza da agua pode ser
recomendada somente quando essa espécie € submetida a situacfes de hipoxia e
altos niveis de NHs.

Palavras—chave: célcio na dieta, dureza, oxigénio dissolvido, amoénia, Rhamdia

guelen
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ABSTRACT

The present study examined the effect of experimentally elevating dietary Ca®>* and
water hardness on survival and growth of silver catfish, Rhamdia quelen, exposed to
different waterborne NH; and O, levels. In the dietary Ca®* experiment of
determination of NH3 lethal concentration in 96 h (LCsg.g6h) juveniles (4.06+0.27g and
7.82+1.2cm) were exposed to five different NH5 levels (in mg.L™): 0.107+0.007
(control), 0.36+0.021, 0.773+0.074, 1.170£0.071 and 1.63%£0.315 and four dietary
Ca?" levels (in % Ca*): 0.45, 0.95, 1.45, and 2.45. In the waterborne Ca*'
experiment of LCso.gsn juveniles (1.85+0.6g and 6.0£0.54cm) were maintained at five
different NHs levels (mg.L™): 0.097+0.017 (control), 0.356+0.037, 0.779+0.141,
1.459+0.185 and 1.770+0.070 and four water hardness levels (in mg CaCOs.L™):
34.5+4.4, 62.045.7, 116.0+9.3, and 174.0+22.42. In the dietary Ca** experiment of
determination of O, lethal concentration in 96 h (LCsp.96n) juveniles (4.75 + 0.65 g e
7.56 + 0.61 cm) were exposed to five different O, levels (in mg.L™): (0.41+0.13,
0.71+0.15, 0.97+0.13, 1.44+0.35 e 6.41+0.60 mg/L) and four dietary Ca** levels (in %
Ca®"): 0.45, 0.95, 1.45, and 2.45. In the waterborne Ca*" experiment of LCso.06n
juveniles (3.66 £ 0.75 g e 7.32+ 0.5 cm) were maintained at five different O, levels
(mg.L™): (0.2740.10, 0.74+0.26, 1.33+0.14, 1.74+0.32 e 6.55+0.02 mg.L™) and four
water hardness levels (in mg CaCOs.L™): (28, 116, 116 e 180). In the growth
experiment juveniles (2.27+0.14g and 6.9£0.13cm) were exposed to two NHj3 levels
(mg.L™?), 0.021+0.001 and 0.623+0.039, and four water hardness levels (mg
CaCOs.L™): 32.1#4.6, 63.145.9, 119.9+10.0, and 177.3+8.1 for 40 days. In the
growth experiment juveniles (3.66+0.75g and 7.32+0.5cm) were exposed to two O
levels (1.47+0.04 and 6.46x0.06 mg.L™"), and four water hardness levels (mg
CaCOs.L™Y): 30+2.0, 61+2.5, 121+3.0 e 180+3.0 for 15 days. The NHs LCsg.g6n Was



0.73 mg.L™ (0.63 - 0.84) in the dietary Ca®" experiment, and LCso.06n Was significantly
higher in juveniles fed 0.45 and 0.95% dietary Ca**. Water hardness did not change
significantly NH3 LCso.g6n, Which was1.20 mg.L™ (1.10 - 1.24). Weight gain, biomass
and specific growth rate at end of the growth experiment were significantly higher in
juveniles exposed to 0.021 mg.L™ NHj3 than those exposed to 0.623 mg.L” NHs. The
increase of water hardness impaired all measured parameters in juveniles exposed
to the lowest NH3 level, but increased them in those exposed to the highest NH3
level. The O, LCso.96n Was 0.89 mg/L (Cl 0.64 — 1.34 mg/L) in the dietary ca®
experiment, and LCsoosn Was significantly higher in juveniles fed 2.45 e 0.45%
dietary Ca?*. Weight gain, biomass, length and specific growth rate at end of the
growth experiment were significantly higher in juveniles exposed to 6.46+0.06 than
those exposed to 1.47+0.04 mg.L ™0, . The increase of water hardness increased all
measured parameters in juveniles exposed to the lowest O, level, but them impaired
in those exposed to the highest O, level. This study indicates that low dietary Ca**
enhanced survival of silver catfish exposed to high NHz and low O, levels, and that
the increase of water hardness is recommended only when this species is raised in
waters with high growth NH3 and low O; levels.

Keywords : Dietary calcium, Water hardness, Oxygen, Un-ionized ammonia, Fish,

Rhamdia quelen
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1. INTRODUCAO GERAL

No Brasil a atividade pesqueira € responsavel por 75% do pescado
consumido anualmente, cerca de 1 milhdo de toneladas, sendo que a aquicultura
contribuiu, em 2005, com apenas 257 mil t/ano (17,8%), o que é insuficiente para
cobrir um déficit anual de 336.358 t/ano, adquiridas através de importagdes (IBAMA,
2007).

A aquicultura em 2005 apresentou um decréscimo de 0,7% na participacao
relativa da producdo de pescado em relacdo a 2004. Entre 1997 e 2005, essa
participacdo apresentou um comportamento de crescimento. No entanto, o
crescimento da producdo da piscicultura de agua doce no Brasil que vinha
ocorrendo de forma continua até 2001, estagnou no triénio 2002-2004 quando
praticamente ndao houve aumento na producéo. Na regido Sul e no Rio Grande do
Sul os ultimos dados mostram estagnacdo com tendéncia de queda de producdo
nos ultimos dois anos amostrados (IBAMA, 2004, 2007). Apesar disso, a regiao
continua contribuindo com a maior parcela na producdo nacional de pescado
cultivado, 32,9% (59.204 t em 2005), sendo as carpas e a tilapia as espécies mais
representativas, com a maior produgao concentrada no Rio Grande do Sul e Santa
Catarina.

Os peixes mais cultivados no Rio Grande do Sul sdo as carpas (varias
espécies que recebem esta denominacdo foram agrupadas na estatistica do
IBAMA), que representaram 87 — 89% do total nos Uultimos anos. A tilapia,
Oreochromis niloticus, manteve uma produ¢cdo mais ou menos constante nos ultimos
anos, mas a porcentagem em relacdo ao total aumentou de 5,6 para 8% porque a
producao total diminuiu (Baldisserotto, 2006). O estado produziu em 2005, 23 mil t
de peixes cultivados, embora possua condi¢cdes geogréficas favoraveis para uma
maior producdo. A piscicultura insere-se no processo de diversificagdo buscado
pelos produtores rurais, como uma alternativa de trabalho e renda, visando um maior
desenvolvimento.

A espécie nativa com maior presenca em piscicultura de agua doce no estado
é o jundia, Rhamdia quelen, mas nos ultimos anos sua produgdo caiu drasticamente
de 7,6 para 1,5% do total. A producdo de outras espécies nativas €
proporcionalmente muito pequena (IBAMA, 2001, 2002, 2003, 2004, 2005).
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Durante varios anos a comunidade cientifica e o setor produtivo tém mostrado
interesse na utilizagcdo de peixes nativos na piscicultura brasileira. Apesar disso,
ainda ha caréncia de “pacotes tecnolégicos” desenvolvidos que possibilitem o
fomento da atividade. Nesse sentido € necessario incrementar a pesquisa sobre a
adaptacdo de espécies nativas ao cultivo, com a finalidade de avaliar seu
desempenho em relagdo as espécies exodticas como as diferentes carpas (Cyprinus
carpio, Aristichthys nobilis, Ctenopharingodon idella, Hypophtalmichthys molitrix),
tilapia (Oreochromis niloticus) e o bagre de canal (Ictalurus punctatus). Além do
jundia as espécies nativas mais cultivadas no estado, de forma ainda incipiente, sao
0 dourado (Salminus brasiliensis), a piava (Leporinus obtusidens), o grumata
(Prochilodus lineatus), o pintado (Pimelodus sp.), o bocudo (Steindachneridion
scriptum). Essas espécies sao muito apreciadas tanto por produtores quanto pelos
consumidores tendo, portanto, ttm um mercado em potencial (ZANIBONI FILHO,
2002).

O conhecimento da biologia/ecologia das espécies nativas possibilitarad um
maior desenvolvimento no seu cultivo, promovendo uma diminuicdo da pesca
predatéria, além de incrementar o repovoamento destas espécies nos rios de
origem, a partir de projetos especificos para tal finalidade. Além disso, o
conhecimento técnico das fases de producdo das espécies nativas mais cultivadas
no estado é condicdo fundamental para viabilizar essa atividade.

Sabe-se que o melhor lugar para o cultivo dessas espécies é o seu local de
origem, pois sdo aclimatadas as condi¢cdes ambientais locais, sendo que algumas se
alimentam mesmo que a temperatura ambiente se encontre baixa, evitando-se desta
forma, perdas oriundas de extremos climaticos. Além da dieta natural dessas
espécies consistir de alimentos de origem autéctone, elas possuem alto valor
comercial pelo sabor da carne e pelo fato da populacdo estar acostumada a
consumi-las (ZANIBONI FILHO, 2002).

1.1 Variaveis fisico-quimicas para cultivo de peixe s

Em tanques de cultivo é comum ocorrerem oscilacbes das variaveis
ambientais, como o0s niveis de pH, temperatura, oxigénio dissolvido, amoénia, entre

outros, 0 que muitas vezes, pode causar grandes frustracbes aos produtores. Uma
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agua de ma qualidade leva os peixes ao estresse, afetando sua sobrevivéncia e seu

crescimento e tornando-0s mais sensiveis as enfermidades em geral.

Dentre as variaveis que influenciam a qualidade da agua a amonia é descrita
como um dos fatores mais limitantes para a sobrevivéncia e o crescimento dos
organismos aquaticos (RUSSO & THURSTON, 1991; TOMASSO, 1994). E o
principal composto nitrogenado excretado pelos peixes 0sseos, sendo eliminada
principalmente pelas branquias. Este composto é toxico para a maioria dos
organismos e por isso, em sistemas de cultivo com altas densidades, a amoénia pode
alcancar niveis que comprometem a bom desenvolvimento da atividade (TOMASO
ET AL., 1980; WAJSBROT ET AL., 1993).

A amoénia, na agua, existe nas formas de NH; (ionizada) ou NHsz (ndo
ionizada). O equilibrio quimico entre as duas depende de diversas variaveis
ambientais como temperatura, alcalinidade, salinidade, niveis de oxigénio e em
grande parte, pH (BOYD, 1990; HANDY & POXTON, 1993; FOSS ET AL., 2004).
Ambas as formas, NH;" e NHj3, sdo toxicas para peixes, porém a NHs parece ser
muito mais toxica.

Em sistemas de cultivo com altas densidades, a concentragcdo de NH3 pode
aumentar causando reducdo no crescimento ou até mesmo alta mortalidade
(PERSON-LE-RUYET ET AL., 1997). Por isso é importante determinar os limites de
tolerancia para as diferentes espécies, verificando quais 0s niveis que causam
disturbios fisiolégicos e reducéo no crescimento.

Em pisciculturas podem ocorrer quedas bruscas nas concentracdes de oxigénio
(O,) na agua, especialmente quando os peixes sado colocados em altas densidades.
Deve-se dar uma consideravel atencdo a essa variavel, pois ambientes com baixas
concentracfes de oxigénio interferem no crescimento, no consumo de alimento e no
estado fisiolégico dos peixes (JOBLING, 1994; PICHAVANT ET AL., 2001; BRAUN
ET AL., 2006).

A baixa concentracdo de oxigénio na agua e altos niveis de amobnia sado os
principais fatores letais para o0s peixes. Para Tinca tinca, a concentracao
considerada letal (LCso.24n) € de 1,2 mg. L™, enquanto que para Thymallus thymallus
é de 3,6 mg.L™, sendo que a CLsg.g6n para a truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss é
de 1,75 mg.L™* (MAGAUD ET AL., 1997).
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Muitos estudos sobre a relagao entre O, e crescimento foram conduzidos com
espécies de peixes dulciaqlicolas e os niveis que afetam o crescimento séo
variaveis conforme a espécie. Em Oncorhynchus kisutch, O. nerka, Micropterus
salmoides e Cyprinus carpio, o crescimento é afetado por concentracdes menores
do que 4-5 mg.L™* de O, (BRETT & BLACKBURN, 1981). Para a truta arco-iris, a
concentracdo de O, limite para crescimento é muito maior, 7 mg.L™* (PEDERSEN,
1987). Essa reducdo no crescimento em peixes submetidos a hipoxia pode ocorrer
devido ao aumento da ventilacdo branquial, o que provoca diminuicdo da energia
disponivel para o crescimento e ingestdo de alimento (JOBLING, 1994).

A gualidade da agua em cultivos é afetada também por outras variaveis como
o pH e a dureza. A dureza da agua é determinada pelo conteudo de sais de Ca2+ e
de Mgz+, 0S quais podem ser abundantes na agua doce, e estdo ligados aos ions
carbonato (CO3_2) e bicarbonato (HCOs_) ou a sulfato (SO 42), cloreto (CI_) e outros

anions de acidez mineral (ARANA, 2004). O calcario utilizado para aumentar a
dureza e/ou pH em tanques de cultivo pode ter diferentes concentraces de Ca** e
Mg?* os quais podem aumentar as taxas de sobrevivéncia e o crescimento (SILVA
ET AL., 2005).

Peixes dulciaquicolas e adaptados a aguas com baixa salinidade séao
hiperosmoticos em relagdo ao meio, apresentando um efluxo de ions por difusdo
branquial pele, urina e fezes. Essa perda difusiva pode ser compensada pela
captacdo ativa a partir da agua, através das branquias (WOOD, 2001), a partir da
dieta, através do intestino (DABROWSKI ET AL.,1986; BUDDINGTON ET AL., 1987;
BOGE ET AL., 1988; BALDISSEROTTO ET AL., 1993; KERSTETTER & WHITE,
1994; BALDISSEROTTO & MIMURA, 1995; BIJVELDS ET AL., 1998), e em algumas
espécies como 0 mucum, Synbranchus marmoratus, pela da captacdo através da
pele (STIFFLER ET AL.,1986).

Os peixes absorvem o Ca?* para crescimento e homeostasia
predominantemente através das branquias, diretamente da agua. Esta captacao
branquial € um processo ativo mais ou menos continuo e relativamente dependente
dos niveis de Ca®* na agua (FLIK ET AL., 1996). Os peixes também obtém o Ca** a
partir do alimento e da agua através do intestino (FLIK ET AL., 1993; FLIK &
VERBOST, 1995), embora sob condigbes normais, sem estresse, a taxa de ingestao

de agua em peixes de agua doce, seja muito pequena e a contribuicdo do intestino &
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restrita ao Ca®" presente no alimento (FLIK ET AL., 1996). A razdo entre Ca*'
captado da agua e da dieta, ou seja, a contribuicdo das branquias ou do intestino na
captacdo do Ca** é variavel e depende das concentracdes de Ca®* na &gua e no
alimento. Em peixes expostos a aguas com baixas concentracdes de Ca®* a
contribuicdo relativa do alimento aumenta, enquanto que dietas pobres em Ca?*
estimulam a captacg&o branquial.

O Ca*" exerce um papel fundamental na regulacdo ibnica porque influi na
permeabilidade das membranas bioldgicas, evitando o efluxo difusivo e a alta perda
ibnica (WURT & DURBOROW, 1992; GONZALEZ, 1996). A elevacdo do célcio
ambiental aumenta a tolerancia do peixe a varias substancias toxicas, inclusive a
amonia, provavelmente por diminuir a permeabilidade da membrana branquial a
esse excreta (TOMASSO ET AL., 1980; BALDISSEROTTO, 2002). Além disso, o
Ca** induz a um aumento do influxo de Na" através do aumento da atividade da
Na’k*ATPase, compensando sua deplegdo plasmatica, aumentando a tolerancia do
peixe a amoénia (WALSH ET AL., 2007).

Muitas pesquisas tém mostrado que um nivel adequado de Ca®* na dieta
pode melhorar 0 desempenho de varias espécies na regulacao iénica. Em aguas
com baixa concentracdo de Ca*", os peixes utilizam o suprimento dietético desse
mineral para controlar o fluxo de ions pelas branquias. Deste modo, se houver
diminuicdo dos niveis de Ca®" na 4gua, podera haver uma limitac&o no crescimento,
ja que o ion oriundo da dieta sera utilizado primariamente para regulacdo osmatica.
Assim, pode ser viavel incrementar a utiizacdo de Ca®" na racdo, pois as
quantidades utilizadas sdo menores do que as que seriam empregadas para

aumentar os niveis de dureza da agua, diminuindo custos (RODGERS, 1984).

Baixas concentracdes de Ca®* na 4gua (0,125 mM) e na dieta reduzem a taxa
de crescimento em Salvelinus fontinalis (RODGERS, 1984) demonstrando que um
minimo de captacdo de Ca?" através das branquias e/ou intestino é necessaria para
um crescimento normal dos peixes (BALDISSEROTTO ET AL, 2004).

Os efeitos da dureza da agua sobre o crescimento variam de acordo com a
espécie de peixe e a qualidade da agua. Espécies que sdo encontradas em
ambientes naturais de agua dura requerem a mesma qualidade para um bom

desenvolvimento, enquanto que para aquelas encontradas naturalmente em aguas
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moles, aguas duras podem ocasionar efeitos deletérios prejudicando seu
crescimento e sobrevivéncia (PARRA & BALDISSEROTTO, 2007).

1.2 Rhamdia quelen, o jundia

O jundia, Rhamdia quelen QUOY & GAIMARD, 1824 (Siluriformes, Teleostei)
€ uma espécie nativa das Ameéricas Central e do Sul, encontrado do sudeste do
México a regido central da Argentina (BALDISSEROTTO & RADUNZ NETO, 2005)
sendo bastante difundida na regido sul do Brasil. A partir de trabalhos de Bockmann
& Guazzelli (2003), a Familia Pimelodidae foi dividida em Pimelodidae,
Pseudopimelodidae e Heptapteridae e o género Rhamdia passou a pertencer a essa
altima.

A espécie possui habito bento-pelagico, sendo encontrada em ambientes
|énticos com fundo arenoso ou lodoso, escondendo-se sob pedras e troncos, de
onde sai a noite para alimentar-se. Apresenta habito alimentar onivoro, com
tendéncia a carnivoro consumindo principalmente peixes e insetos (GUEDES, 1980;
GOMES ET AL., 2000). O jundia aceita alimento artificial (ULIANA, 1997; PIAIA &
RADUNZ NETO, 1997A,B; CARDOSO, 1998), podendo aproveitar bem fontes
protéicas tanto de origem animal quanto vegetal (COLDEBELLA & RADUNZ, 2002).
Este peixe alcanca a maturidade sexual no primeiro ano de vida, é ovulipara,
apresentando dois picos reprodutivos por ano, na primavera e verdo, podendo
desovar muitas vezes nestes periodos (SILVA ET AL., 2003).

Outras pesquisas analisaram o efeito de diversas variaveis fisico-quimicas da
agua sobre a sobrevivéncia e o desenvolvimento de jundias. Com relacao ao pH, foi
demonstrado que alevinos de jundia toleram uma variacdo de pH na faixa de 4,0 a
9,0, com dureza total de 30 mg/L de CaCO3; (ZAIONS & BALDISSEROTTO, 2000), e
gue em pHs é&cidos (3,75) o aumento nos niveis de dureza da agua para 70 mg/L de
CaCOg, € suficiente para melhorar a sobrevivéncia de alevinos (TOWNSEND &
BALDISSEROTTO, 2001). Em &guas muito alcalinas, com pH 10 e 10,5, é
necessario um aumento na dureza da agua para 300 mg/L CaCOg3 para melhorar a

sobrevivéncia.

O jundia é considerado euritérmico, sendo que 0s juvenis sdo mais tolerantes
do que as larvas as variacdes de temperatura (CHIPPARI-GOMES ET AL., 1999,
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2000). E uma espécie estenoalina (MARCHIORO & BALDISSEROTTO, 1999;
GOMES ET AL., 1999), que tolera até 9,0 g/L de sal comum (NaCl) por 96 horas,
sendo o emprego de sal importante para prevencéo e tratamento de ictioparasitas
(MIRON ET AL., 2003), porém em concentracdes menores para uma melhor

margem de seguranca.

Em relagdo ao oxigénio dissolvido, Braum et al. (2006) investigaram que o
jundia tolera baixas concentracdes, sendo que a concentracao letal em 96 h (CLso-
osn) para o oxigénio dissolvido foi 0,52 mg.L* (IC 0,42-0,61 mg.L™"). Os juvenis
expostos a 0,40-1,04 mg.L" de oxigénio dissolvido fregiientemente nadavam
proximos a superficie, exibindo perda de equilibrio, aumento de movimentos
operculares e subsequente morte. Os autores verificaram também que utilizando
concentracbes de 1,96; 3,10; 4,10; 5,20 e 6,16 mg/L, o melhor desempenho em
relacdo ao crescimento (comprimento padrdao, massa, taxa de crescimento
especifico, convers&o alimentar e biomassa) ocorreu na concentracéo 5,20 mg. L™,

Para a dureza, TOWNSEND ET AL.. (2003) verificaram que niveis de dureza
entre 30 e 70 mg.L™ CaCO3 promoveram um bom crescimento e ganho de biomassa
para larvas de jundia. Nesse trabalho, os maiores niveis de dureza (300 e 600 mg.L™
CaCOg) causaram baixa sobrevivéncia (1,0 £ 0,8 e 0,3 £ 0,3% respectivamente) das
larvas no primeiro dia, enquanto que em larvas mantidas em 150 mg.L* CaCO; a
sobrevivéncia ficou em 8,7 + 0,9% durante a primeira semana de experimento. As
larvas expostas a 30 mg.L*CaCO3; apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia
(80,4 + 4,1%).

A CLsp.g6n da amonia nao ionizada (NH3) foi determinada para o jundia em
diferentes niveis de pH (6,0; 7,5 e 8,0) confirmando a correlacdo entre a amoénia néo
ionizada e pH da agua. A CLspg9en NH3 estimada nos pHs 6,0; 7,5 e 8,2 foi
equivalente a 0,44; 1,45 e 2,09 mg.L?, respectivamente. Nesses experimentos
concluiu-se que em pH 8,2 alevinos de jundia tém sua sobrevivéncia prejudicada em
niveis acima de 5% da CLsg.gsn € Seu crescimento diminuido com niveis acima de
10% da ClLso.9sh (MIRON, 2004; MIRON ET AL., in press).

O jundida é uma espécie que tem despertado grande interesse em
piscicultores e pesquisadores, de modo que ja existe uma trajetéria de pesquisa
buscando desenvolver tecnologias que viabilizem sua exploracdo e maximo

desempenho no cultivo. Dentre os bagres, o jundia apresenta grande potencial para
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a aquicultura na Regido Sul, por ser uma espécie que apresenta rapido crescimento,
mesmo nas baixas temperaturas observadas no inverno na regido sul,
reproduzindo—se praticamente ao longo de todo o ano, com excecdo dos meses
mais frios (junho a agosto), sendo uma espécie apropriada para a producdo em
regides onde o clima temperado e subtropical é predominante (BARCELLOS ET AL.,
2003). Em culturas intensivas, no sistema de monocultivo em gaiolas, apresenta alta
sobrevivéncia (90-100%) e peso final de 63,74+3,69 g apOs trés meses de cultivo
(BARCELLOS ET AL., 2004). Entretanto, existem ainda fatores a serem superados
para efetivar o potencial dessa espécie, a qual apresenta uma boa produtividade em
viveiros e aceitabilidade no mercado consumidor.

Esse trabalho verificou a influéncia da qualidade da agua na sobrevivéncia e
crescimento de juvenis de jundia, bem como a eficiéncia do Ca?* para minimizar os
possiveis efeitos nocivos. Os parametros avaliados, niveis de amonia, oxigénio
dissolvido, Ca®* na dieta e na &gua, estdo relacionados a situaces comuns

vivenciadas pelos produtores e que podem determinar a viabilidade da atividade.
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Testar o efeito da adicdo de Ca** na racdo e na agua na sobrevivéncia e
crescimento de juvenis de jundida (Rhamdia quelen) submetidos a diferentes niveis

de amonia e oxigénio dissolvido.
2.2 Objetivos Especificos

* \erificar a eficacia da adicdo de Ca®" na racdo sobre a concentracéo letal
96h (CLso-96n) da ambnia (NH3) e do oxigénio dissolvido (O;) em juvenis de jundia.

* Verificar a eficAcia da adicdo de Ca** na agua sobre a CLsg.96n da NH3 e do
O, em juvenis de jundia.

* Verificar a eficAcia da adicdo de Ca®" na 4gua sobre o efeito da NH3 e do O,
na sobrevivéncia e crescimento de juvenis de jundid em condi¢cBes de laboratério.

Esta tese foi organizada em forma de capitulos contendo introducéo e

objetivos gerais, seguidos do Capitulo 1, como o capitulo “Diet and Osmorregulation”
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Ferreira, F. and Baldisserotto, B., do livro “Fish Osmoregulation” de Baldisserotto, B.;
Mancera, J.M.; Kapoor, B.G. Eds. Enfield, USA: Science Publisher, 2007. O Capitulo

2 refere-se ao artigo “Survival and growth of silver catfish Rhamdia quelen juveniles

2+n

exposed to NH3 levels and different levels of dietary and waterbourne Ca“" e o

Capitulo 3, é referente ao artigo “Sobrevivéncia e crescimento de juvenis de jundia

Rhamdia quelen expostos a diferentes niveis de O, e de Ca”" na dieta e na 4gua”.

Como uma sintese do trabalho a tese foi finalizada com uma conclusédo geral e

consideracdes finais.
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CAPITULO 1 DIET AND OSMOREGULATION

Francesca W. Ferreira® and Bernardo Baldisserotto?

1- Departamento de Biologia e Quimica, Universidade Regional do Noroeste do Rio Grande do Sul,
98700.000 — ljui, RS, Brazil
2 - Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal de Santa Maria, 97105.900 —

Santa Maria, RS, Brazil

INTRODUCTION

Fish adapted to freshwater and waters with low salinity present a diffusive ion
loss to the environment via gills and skin, as well as by feces and urine. This ion loss
must be compensated by an active influx from the water by the gills (Wood, 2001),
from the diet by the intestine (Dabrowski et al., 1986; Buddington and Diamond,
1987; Bogeé et al., 1988; Baldisserotto et al., 1993; Baldisserotto and Mimura, 1995a;
Kerstetter and White, 1994; Bijvelds et al., 1998), and in some species as the swamp
eel, Synbranchus marmoratus, it might be also complemented by the skin (Stiffler et
al., 1986). Another complicating factor in freshwater fishes is that most studies of in
vitro intestinal absorption/transporters were done with fasting fishes. Feeding
drastically changes the ionic situation of rainbow trout, Oncorhynchus mykiss,
intestine (Dabrowski et al., 1986), and the addition of several amino acids or glucose
to the mucosal side of the medium bathing to intestines in vitro increases the flow of
Na* toward the serosal side in various teleosts species (Ferraris and Ahearn, 1984;
Vilella et al., 1988, 1989; Bogé and Péres, 1990). In addition, intestinal Ca*
absorption is affected by the diet (Baldisserotto et al., in press).

The drinking rate of freshwater teleosts is low (370-1400ul.h™.kg™?) (see Flik et
al., 1985), but the intestine (or the pyloric ceca, when present) can absorb Na*, CI,
Ca?*, and Mg®" (and probably other ions) provided by feeding (Dabrowski et al.,
1986; Buddington and Diamond, 1987; Bogé et al., 1988; Baldisserotto et al., 1993;
Baldisserotto and Mimura, 1995a; Kerstetter and White, 1994; Bijvelds et al., 1998).
Therefore, diet can be an important ion source for osmoregulatory needs of fish living
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in hyposaline environments. Dietary salt supplementation can also decrease energy
spent on osmoregulation and consequently more will be available for growth (Gatlin
et al., 1992; D’'Cruz and Wood, 1998).

On the other hand, fish that live in waters with high salinity have problems of
excessive ion influx, which must be eliminated by the gills and urine. The digestive
tract absorbs ions, but the aim of this process is to provide absorption of the ingested
water and not ions from the diet (Kirsch et al., 1984). Therefore, present chapter will
deal mainly with the contribution of the diet to osmoregulation of fish adapted to low
salinities. Moreover, emphasis will be on direct effects of dietary composition on
osmoregulation and not indirect effects (morphological changes) due to lack of

specific nutrients as vitamins, for example.

Dietary Na ™ and CI

Rainbow trout can survive for long fasting periods without a significant
decrease on blood Na® concentration (Heming and Paleczny, 1987), and
consequently Na* branchial influx is adequate to maintain ionic balance in fish even
when food consumption (and consequently dietary Na* intake) is low, as in winter
(Smith et al., 1989). However, intestinal influx of dietary Na™ in rainbow trout collected
from the wild in summer is similar to branchial influx (Smith et al., 1989). Apparently
most dietary Na* ingested is absorbed by the gut (Salman, 1987, Smith et al., 1995),
because feces have a low amount of salts even in rainbow trout fed with high salt
content in the diet (Salman and Eddy, 1988). Rainbow trout fed high NaCl diets (1.8
and 3% Na") showed a decrease of 40.8 and 44.0% on waterborne Na* whole body
uptake rates relative to controls (diet with 0.6% Na*). Moreover, Na* efflux was 12%
and 38% higher in fish fed 1.8% and 3% sodium-enriched diets, respectively. The
increase of plasma Na* concentration due to high dietary Na* (38.1% in fish fed with
3% sodium-enriched diet) (Figure 1) probably causes a downregulation of a branchial
uptake route through an apical sodium channel, which reduces waterborne Na*
uptake. Fish fed high-sodium diets (3%) also drank 58% more water than controls
(Pyle et al., 2003). This increase on drinking rate is needed to counterbalance the
increase on plasma Na* concentration (Salman & Eddy, 1988).
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Figure 1 — Total Na* levels in gut tissue and plasma of rainbow trout fed for 7 days
with different Na* levels in the diet (and also exposed to 20 pg L™ waterborne Cu for
6 h). Adapted from Pyle et al. (2003).

An increase of dietary NaCl from 2 to 12% in rainbow trout promoted a two-fold
increase of the number of chloride cells in the gills and gill Na*/K*- ATPase activity
(Salman and Eddy, 1987). Na'/K*- ATPase activity in the proximal intestine (pyloric
ceca and anterior intestine) was also stimulated by Na'-supplemented diets in
rainbow trout (Pyle et al., 2003), but not in bluegill, Lepomis macrochirus (Musselman
et al., 1995). The proportion of chloride cells related to total branchial cells also
increased from 8% in rainbow trout fed with 1.3% dietary salt, to 10.5% in fish fed
with 12% dietary NaCl (Salman and Eddy, 1987). High dietary NaCl (11.6%) did not
alter the typical freshwater renal mechanism in rainbow trout, where the majority of
filtered ions are reabsorbed to produce a relatively large volume of dilute urine.
However, there was an increase on glomerular filtration rate and urinary flow rate,
which approximately doubled Na® and CI urinary excretion rate. Even with this
increase of salt urinary excretion rate, salt renal excretion represented only 10% of
the total body loss and is similar to fecal salt loss (Salman and Eddy, 1988). Increase
of drinking rate (Pyle et al, 2003), gill water permeability and intestinal water
absorption would provide the water needed for this increase of urinary flow rate
(Salman and Eddy, 1988).
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The principal mechanism for Na® homeostasis is the variation on branchial Na*
influx and efflux rates, and the main way of excreting large salt loads is to increase
Na® branchial efflux (Smith et al., 1995; Pyle et al., 2003). In rainbow trout fed on
freshwater shrimp Gammarus pulex 60% of the ingested Na* was absorbed within 5
h (Smith et al., 1989). Similarly, rainbow trout receiving a commercial diet
supplemented with 12% NaCl constituted a mean Na* load of 36.2 mmol.kg fish™, of
which around 85% was absorbed within 7 h (maximum time of the experiment).
Absorption from the gut increased Na" plasma levels compared with levels in unfed
fish, and within 1 h, branchial Na* efflux increased and remained high for 7 h,
indicating that excretion of excess Na® was not complete at the end of this period
(Smith et al., 1995). Blood CI levels were unchanged in brook trout (Salvelinus
fontinalis) fed a NaCl load of 15.3 mmol.kg fish™, but ingestion of 46 mmol.kg fish™
increased blood CI levels up to 40% above control values 7 h after feeding. Blood CI’
levels returned to control values after 24 h, but ingestion of higher NaCl load (77
mmol.kg fish™) led to a prolonged increase in blood CI levels and in many cases,
death (Phillips, 1944). Plasma CI levels in bluegill maintained in freshwater and fed
diet supplemented with 2 or 4% NaCl were also higher than in fish kept in freshwater
and fed a diet without NaCl supplementation (Musselman et al., 1995).

In acidic water, excess H* can inhibit the Na'/H" exchanger (Potts, 1994) and
create a gradient too steep for further extrusion of protons (Lin and Randall, 1991),
reducing Na* uptake by the gills. Moreover, high H* concentrations disrupt the tight
junctions of gill epithelia, increasing ion loss by a paracellular route, leading to whole
body ion loss, as observed in rainbow trout (McDonald and Wood, 1981) and silver
catfish, Rhamdia quelen (Zaions and Baldisserotto, 2000). Under these conditions,
dietary salts may become very important in maintaining body ion levels during acid
stress (D’Cruz and Wood, 1998). Starved fish (or fed with a very limited diet) showed
ionoregulatory changes during exposure to acidic environment (D’Cruz et al., 1998),
but when they were fed with adequate amount of salts the effect of low pH was
reduced or did not occur (Dockrey et al., 1996; D'Cruz et al., 1998). Therefore,
dietary salt can replace branchial ion loss (D’'Cruz and Wood, 1998).

Some studies proposed that acidic pH may impair growth in rainbow trout due to
a decrease on food consumption (see D’Cruz and Wood, 1998), as was observed in
silver catfish (Copatti et al., 2005). However, Dockray et al. (1996), Reid et al. (1996,

1997) and D’Cruz et al. (1998) verified that chronic exposure of rainbow trout to low
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pH seemed to stimulate appetite. Rainbow trout exposed to acidic pH for 28 days
and starved showed significantly lower plasma Na* (but not whole body Na*, CI" and
K") than before acid challenge. Those fed with a low NaCl diet (0.1-0.18%),
independently of energy content, also presented a decrease on plasma Na’ and
whole body Na* and CI (the last, only the low energy diet), but fish fed with 0.6%
NaCl did not show any ionic imbalance. Therefore, is the salt content of the food
rather than the energy content that is critical in protecting against the effect of acidic
pH (D’'Cruz and Wood, 1998).

An adequate dietary Na" level could have lower metabolic cost associated with
active branchial ion transport, and the saved energy could be used for growth (Smith
et al., 1989). Atlantic salmon (Salmo salar) has a whole body Na* content of 25
mmol/kg (Talbot et al., 1986), so Smith et al. (1989) estimated that a 10 g fish (whole
body Na® content of 0.25 mmol) doubling in weight over a year would need 0.25
mmol Na*. According to the same authors, this amount is easily obtained by feeding
and branchial uptake because total Na influx in rainbow trout in June is over 1000
times greater. It must also be considered that branchial Na" fluxes may be rapidly
adjusted to diet changes (Smith et al., 1995), and therefore, a high Na™* diet might not
improve growth in rainbow trout in optimum water conditions. However, when fish
are exposed to acidic pH branchial ion influx is lower and the efflux is higher than in
neutral waters, and dietary salt supplementation may help to maintain ionic balance
(D’'Cruz and Wood, 1998).

Salinity has variable effects on growth of euryhaline species, and growth is not
necessarily maximal at isosmotic conditions (Brett, 1979; Musselman et al., 1995;
Likongwe et al., 1998). Red drum (Sciaenops ocellatus) is commonly found in waters
with 20 — 40%., and juveniles growth is improved in freshwater with a diet
supplemented with 2% NaCl or 2% NaCl + 2% KCI. However, NaCl dietary
supplementation did not change growth in juveniles exposed to brackish (6%.) and
sea water (35%o) neither blood osmolality of fish maintained in fresh or brackish water
and transferred to seawater. These results suggest that salinity of 6%. may be close
to the threshold at which dietary salt supplementation promotes growth in red drum
(Gatlin Il et al, 1992). Chinook salmon (Onchorhynchus tshawytscha) fed diets
supplemented with 7% NaCl or 5% NaCl + 2% KCI| showed higher tolerance to
seawater transfer (Zaugg et al., 1983). Diets supplemented with 10% NaCl also

improved survival to seawater transfer of two tilapia species (Oreochromis
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mossambicus and Oreochromis spilurus) and the hybrid Oreochromis aureus x
Oreochromis niloticus (Al-Amoundi, 1987), as well as brown trout (Salmo trutta)
(Arzel et al., 1993). Nile tilapia (O. niloticus) maintained in freshwater and fed diet
supplemented with 8% NaCl for 30 days showed higher growth rate than those fed
diet without NaCl supplementation, while dietary NaCl did not change significantly
growth rate in fish kept in brackish water (10 and 20%o) (Fontainhas-Fernandes et al.,
2002). However, Nile tilapia fed diet with 8% NaCl presented significantly lower
plasma CI" and osmolarity after transference to brackish water than those fed diet
without NaCl supplementation, indicating a reduction of osmotic imbalance
(Fontainhas-Fernandes et al., 2001).

Dietary Ca ™"

Fish take up calcium for growth and homeostasis predominantly by the qills,
directly from the water. This branchial Ca*" uptake is an active and a more or less
continuous process and largely independent of waterborne Ca?* (Flik, 1996). Fish
also take up Ca*" from food or water drunk by the intestine (Flik, 1993; Flik and
Verbost, 1995), but under normal, no stressed conditions, the drinking rate of
freshwater fish is very low, and the contribution of the intestine to Ca** uptake is
restricted to dietary calcium (Flik, 1995). The ratio between Ca** gained from water
and from food, and thus the contribution of gills and intestine to Ca®* uptake, is
variable and depends on waterborne and dietary Ca** concentration. In fish exposed
to low waterborne Ca®* the relative contribution of the food increases, whereas
feeding low-Ca®" diets stimulates branchial uptake. There is also evidence that fish
rely on Ca®' intestinal uptake when extensive amounts of Ca*" are required for
gonadal maturation (Flik et al., 1995). A total lack of dietary Ca®* can be completely
compensated by branchial uptake, but very low waterborne Ca?* induces
hypocalcemia and impairs growth (Shoenmakers et al., 1993; Flik, 1996).

Low waterborne (0.125 mmol) and dietary Ca®* reduced growth rate in brook
trout (Salvelinus fontinalis) (Rodgers, 1984), demonstrating that a minimum Ca*
uptake by gills and/or intestine is needed for normal fish growth. Channel catfish (I.
punctatus) reared in low waterborne Ca?* (< 0.25 mmol) required 4.5 mg Ca**g™ food
for normal growth and tissue mineralization (Robinson et al., 1986) while blue tilapia

(Oreochromis aureus) reared in similar conditions fed with 7.5 mg Ca®*'g’ food
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showed higher bone and scale Ca** concentration (but only higher scale Mg*
concentration and bone phosphorus concentration) than those fed with diet deprived
of Ca** (O’Connell and Gatlin, 1994) (Figure 2). Striped bass (Morone saxatilis)
juveniles maintained at 0.68 mmol Ca®" presented high whole body waterborne Ca?*
uptake compared to other teleosts, but still much lower than the rate of Ca*
assimilation necessary for optimum growth of this species (Grizzle et al., 1993).
However, dietary Ca®* was dispensable for rainbow trout when waterborne Ca®* was
above 0.6 mmol (Ogino and Takeda, 1978), and Ca**-supplemented diets from 3.6 to
11 mg Ca**g* food did not change growth of this species when reared at water with
0.75 mmol Ca** (Barnett et al., 1979).

25 25
Scales Bone .
20 A 204
g z
2 « k=
g 154 ERLE
g g
o
S 10 & 10
& x
o} “©
o o
54 5
0 0
0 75 0 75
14 4 14 A
Scales Bone .
12 4 12 4
£ 10 £ 10
E=J (=]
[} [}
= 8 = 8
f * f
kel kel
& 61 L 6
o o
4 4 H
2 2
0 0
0 7.5 0 75
0,4 0,35
Scales 030+ Bone
~ 031 =
z 2 0251
=} =)
‘© [
H * i 0,20 A
2 o021 S
8 & 0154
g 2 o101
0,1 A
0,05
0,0 0,00
0 75 0 75
Dietary Ca*'(mg Ca?*.g food™) Dietary Ca*'(mg Ca®".g food™)

Figure 2 - Calcium, Mg?* and P concentrations in scales and bone of blue tilapia fed
with diets with different Ca®* levels for 24 weeks. Data from O’Connell and Gatlin
(1994).

* significantly different from 0 mg Ca?* g food™ by ANOVA (P<0.05)
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Rainbow trout maintained at waterborne Ca** 1 mmol fed high dietary Ca**
levels (60 mg Ca®'g™’ food) showed 52-64% lower whole body waterborne Ca*
uptake compared to fish fed with lower dietary Ca** levels (20 mg Ca*'g™ food)
(Baldisserotto et al., 2004 a, b). A diet supplemented with CaCl, to yield 30 mg
Ca?*g™ food did not change rainbow trout growth, but a higher dietary level of CaCl,
(60 mg Ca**g™ food) led to 21.6% mortality and decreased weight gain. The deaths
observed in the treatment with a high amount of CaCl, probably were due to
metabolic acidosis and/or to a sharp increase on Ca** plasma levels seen after the
first feeding with this diet (Baldisserotto et al.(2004a) (Figure 3). However, in rainbow
trout fed the same dietary Ca®" levels but supplemented with CaCO3; mortality was
not observed (Baldisserotto et al., 2004b). Therefore supplementation with CaCO3

seems to be safer than with CacCl,.
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Figure 3 - Ca®* (A) whole body uptake of rainbow trout exposed to diets with different
Ca?" concentrations. Means * 1 SEM (N = 8-9). Adapted from Baldisserotto et al.
(20044, b).

* significantly different from 20 mg/g Ca®* by One-way ANOVA and Tukey test
(P<0.05)

Fishes adapted to seawater drink water with a high Ca* content
(approximately 10 mmol/L), and do not decrease branchial Ca®" uptake, which
suffices for growth and homeostasis. In addition, Ca®* intestinal absorption is greatly

reduced compared to freshwater fishes, and this reduction is correlated with a
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decrease in the activity of Ca®* transporters in the enterocyte plasma membrane (Flik
and Verbost, 1993).

Dietary Phosphorus

In addition to being a major constituent of structural components of skeletal
tissues, phosphorus in located in every cell of the body. It is an important constituent
of nucleic acids and cells membranes and is directly involved in all energy-producing
reactions of the cell. It plays an important role on carbohydrate, lipid and amino acid
metabolism and in muscle and nervous tissues metabolism, as well as on various
metabolic process involving buffers body fluids. The phosphate metabolism of fish
has not been as well studied as that of Ca®*. Food is the main source of phosphorus
because phosphate concentrations is low in both freshwater and seawater
(approximately 0.02 mg L™Y). The uptake of phosphorus from water has been
repeatedly demonstrated (Lall, 1989). The absorption of dietary phosphorus is
affected by the level of phosphate in the blood. Phosphorus accumulates mainly in
soft tissues (heart, liver, kidney, and blood) and to a limited extent in skeletal tissues
(Mol et al.,, 1999). Many studies with monogastric animals have show that an
optimum dietary Ca*‘/phosphorus ratio is important: an increase of dietary
Ca?*/phosphorus ratio interferes with phosphorus absorption, and conversely, a high
Ca?*/phosphorus ratio may restrict Ca®* absorption. Although the magnitude of effect
changes with species and forms of Ca** and phosphorus present in the diet, such
studies on Ca?*/ phosphorus ratio in fish diet are limited (Lall, 1989).

Dietary Mg2+

In fish, as in all vertebrates, Mg®" is found mineralized in bony tissues as an
ionized form (Mg?*) or complexed with proteins in all tissues (Bijvelds et al., 1998).
The magnesium pool of bones and scales may be used as a reserve to maintain
normal Mg?* levels in soft tissues when Mg?* intake is low (Bijvelds et al., 1996). Of
the remaining Mg?* pool in the soft tissues, only a small percentage is found in the
extracellular fluid. The total Mg?* concentration of blood plasma in most cases does
not exceed 2 mmol L, and the ionic concentration is normally less than 1 mmol L™

(Bijvelds et al., 1997). The ionic Mg?" level in the cytoplasm is kept relatively low, i.e.,
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in the submillimolar range, typically representing less than 10% of total Mg** content
to the cell (Bijvelds et al., 1998).

As Mg?* plays an important role in cell, and intracellular and extracellular Mg?*
levels are maintained within narrow limits, vertebrates must have developed effective
mechanisms by which Mg?* is transported, stored and is concentration regulated.
However, transport of Mg®* across intestinal and kidney epithelia, key process to the
understanding of Mg?" regulation, is still poorly understood. The mechanism of
branchial Mg®* uptake has not been demonstrated (Bijvelds et al., 1998). Freshwater
fish are threatened by diffusive losses of Mg?* across the body surfaces because
Mg?* concentration in freshwater is typically well below 0.5 mmol L™. These losses
have to be compensated for by Mg?* uptake from the diet and from the water. Renal

excretion must be limited by reabsorption of filtered Mg®* (Bijvelds et al., 1998).

The hydrolytic activity of ATPase is described as Mg* dependent. ATPase
affects the utilization of stored energy from ATP which is required for excretion or
intake of ions across the gill membranes against a concentration gradient. The
increased branchial ATPase activity during smoltification has made this an indicator
enzyme in monitoring the hyposmorregulation ability in salmonids. The activity of
Mg ATPase in renal tissue shows positive correlation with branchial ATPase activity
during smoltification and may be involved on Mg?" excretion. The concentration of
Mg?* in freshwater differs widely from that in sea water, and dietary Mg** fed in the
freshwater phase possibly affects the regulatory ability of Mg?* in salmon transferred
to seawater (EI-Mowafi , 1997).

In freshwater fish that depend primarily on diet for their Mg®* uptake, optimal
growth is usually achieved when dietary Mg®* is 15 - 20 mmol kg™*. Prolonged feeding
with lower dietary Mg?* content may lead to a decrease on growth rate, Mg*"
depletion of the tissues, muscle dysfunction, neurological disorders and high
mortality (Bijvelds et al., 1996). A low dietary Mg** intake induced high body Ca**
levels in rainbow trout (Cowey et al., 1977), tilapia (O. niloticus and O. mossambicus)
(Dabrowski et al., 1989; Bijvelds et al., 1997a) and guppy (Poecilia reticulata) (Shim
and Ng, 1988). Magnesium affects the permeability of the intestinal epithelium to ions
(Fordtran at al., 1985) and low luminal Mg?* concentration therefore increase
epithelial permeability to ions, possibly stimulating paracellular Ca** absorption

(Karbach and Feldmeier, 1991). Minutes perturbations to cellular Mg** homeostasis
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affects the acid-base regulation of the cells involved in bone formation, and this may
lead to supersaturation of plasma Ca®*, resulting in spontaneous calcification process
in soft tissues (Driessens et al., 1987). In line with this hypothesis, calcification of

renal tissue occurred in Mg?*-deficient rainbow trout (Cowey et al., 1977).

It has been suggested that, in Mg?*-deficient rainbow trout, the increase in
muscle Na® content was due to a decrease in cell water content coupled with an
increase in extracellular volume (Cowey at al, 1977; Bijveds et al, 1998). Such
changes in the mineral status and water content of tissues are suggestive of changes
in cell membrane permeability that could cause an increase turnover. The action of
Mg® on the fluidity of cellular membranes may underlie this phenomenon. The
permeability of osmoregulatory epithelia may also be affected since it has been
demonstrated that external Mg®* and Ca*" levels influence gill permeability to both
water and ions (Wendelaar Bonga et al., 1993; Bijvelds et al., 1996a; 1998). It is
plausible that this relationship reflects the dependence of cellular ion transport
mechanisms, such as Na'/K'-ATPase (Rude, 1989), the Na'/K'/ClI" symporters
(Flatman, 1988) and cations channels (Horie et al, 1987; Dorop and Clausen, 1993;
Bijvelds, 1998) on Mg*". Moreover, Mg** may influence ion movement across
cellular membranes through its action on membrane permeability (Bijvelds et al.,
1998).

Internally, Mg®* may have similar actions on membrane permeability and ion
turnover in osmoregulatory organ such as the gills. For instance, in Mozambique
tilapia low dietary Mg®* caused proliferation of branchial chloride cells (Bijvelds et al.,
1996a), and decrease Na" influx across the gills (Van der Velden et al., 1992b). Such
changes are indicative of an increased turnover of these cells in the gill epithelium.
Renewal branchial epithelium may be a response to disturbance in ion transport
across the gills, since both the epithelial permeability to ions and water (Wendelaar
Bonga at al., 1993) and the activity of cellular ions transporters (Flatman, 1993) are
controlled by Mg?* (Bijvelds et al., 1997). Furthermore, in common carp (Cyprinus
carpio) Mg** deficiency is associated with changes in branchial ion regulation (an
increase in opercular chloride cell density and a decrease in branchial Na'/K*ATPase
activity) that coincide with an increased bone Na® content (Van der Velden et al.,
1992a).
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Fresh water fish depend on Mg®" absorption from the intestinal tract to meet
most of their Mg®* requirement (Van der Velden et al., 1992a; 1992b). It is widely
recognized that the intestine is the most important route for Mg?* uptake in freshwater
fish (Gatlin et al, 1992; Shearer and Asgard, 1992). At low dietary Mg®* levels,
absorption of this ion is highly efficient, suggesting a regulated intestinal Mg?®*
transport route. In this condition, urinary Mg?* excretion decreased, and this suggests
that tubular reabsorption is increased. As renal and intestinal epithelial cells maintain
a large potential difference (inside negative) across the plasma membrane, an active
extrusion mechanism is indicated, both to maintain the low intracellular Mg?*

concentration and to allow transcellular Mg®* transport (Bijvelds et al., 1996a).
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Abstract

The present study examined the effect of experimentally elevating dietary Ca®** and
water hardness on survival and growth of silver catfish, Rhamdia quelen, exposed to
different waterborne NHjs levels. In the dietary Ca** experiment of determination of
NH; lethal concentration in 96 h (LCso.g6n) juveniles were exposed to five different
NHs levels (in mg.L™): 0.11+0.007 (control), 0.36+0.021, 0.77+0.074, 1.17+0.071 and
1.63+0.315 and four dietary Ca** levels (in % Ca®*): 0.45, 0.95, 1.45, and 2.45. In the
waterborne Ca?* experiment of LCso.g6n juveniles were maintained at five different
NHs levels (mg.L™): 0.097+0.017 (control), 0.356+0.037, 0.779+0.141, 1.459+0.185
and 1.770+0.070 and four water hardness levels (in mg CaCOs.L?): 34.5+4.4,
62.0+5.7, 116.049.3, and 174.0+22.42. In the growth experiment juveniles were
exposed to two NHs levels (mg.L™), 0.021+0.001 and 0.623+0.039, and four water
hardness levels (mg CaCOs.L™): 32.1+4.6, 63.15.9, 119.9+10.0, and 177.3+8.1 for
40 days. The NHs; LCspgsn Was 0.73 mg.L™? (0.63 - 0.84) in the dietary Ca**
experiment, and LCsog6n Was significantly higher in juveniles fed 0.45 and 0.95%
dietary Ca®*. Water hardness did not change significantly NH3 LCsg.g6n, Which
was1.20 mg.L™? (1.10 - 1.24). Weight gain, biomass and specific growth rate at end of
the growth experiment were significantly higher (P< 0.05) in juveniles exposed to
0.021 mg.L™ NH; than those exposed to 0.623 mg.L” NHs. The increase of water
hardness impaired all measured parameters in juveniles exposed to the lowest NH3
level, but increased them in those exposed to the highest NH3 level. This study
indicates that low dietary Ca** enhanced survival of silver catfish exposed to high
NHj3 levels, and that the increase of water hardness is recommended only when this
species is raised in waters with high growth NH; levels.

Keywords: Dietary calcium, Water hardness, Un-ionized ammonia, Fish
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1 Introduction

In fish farming, good productivity can be only obtained by maintaining good
water quality. In poorly maintained fish tanks, poor water quality could impair fish
growth rate and/or health. This optimum environment can be achieved atrtificially by
controlling the water quality parameters. When fish are reared at high densities there
may be a gradual accumulation of suspended solids and natural metabolites such as
ammonia, carbon dioxide and a decrease in dissolved oxygen levels and pH,
especially if water flow is restricted (Person-Le Ruyet et al., 1997a). To define
environmental water quality standards, it is necessary to determine the safe levels of
potentially limiting factors and their interactions. Among water quality criteria,
ammonia has been described as one of the most significant limiting factors for growth
and survival (Russo and Thurston, 1991; Tomasso, 1994). Most teleost fish are
highly sensitive to ammonia toxicity (Haywood, 1983; Handy and Poxton, 1993; Foss
et al., 2004) and consequently considerable attention has been paid to ammonia
(Emerson et al.,, 1975; Russo and Thurston, 1991; Wood, 1993; Tomasso, 1994;
Person-Le Ruyet et al., 1997ab; El-Shafai et al., 2004).

Ammonia and urea are two major end-products of nitrogen metabolism in fish
(Thomas end Piedrahita, 1998) and ammonia exists in both ionized (NH;") and un-
ionized (NH3) forms, and the last seems to be the most toxic (Russo and Thurston,
1991). Mainly excreted through the gills, ammonia production by fish is primarily
dependent of protein intake and metabolic efficiency, which is species specific and
might be affected by increasing levels of waterborne ammonia (Dosdat et al., 2003).
In intensive high-density systems, ammonia concentration may increase to levels that
can reduce growth or even provoke death (Person-Le Ruyet et al., 1997b). Human
impact has also contributed to the increment of ammonia introduced into natural
waters, as a result of generalized use of fertilizers and other industrial products and
from organic waste produced during agriculture activities (Randall and Tsui, 2002). It
is therefore clearly important to determine the tolerance limits at which a species
experience physiological disturbance and reduced growth from high levels of
waterborne NHs.

Acute toxicity of ammonia to fish has been investigated in a number species
(Thurston and Russo, 1981; Wajsbrot et al.,, 1993; Person-Le Ruyet et al., 1995;
Sampaio et al., 2002; Foss et al., 2004) but studies on the effects of chronic NH3
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exposure in fish are more scarce, partly because of technical difficulty in maintaining
steady-state environmental parameters over long period (US EPA, 1999). High NH3
levels in water are also known to affect growth (Miranda-Filho et al., 1995; Marcon et
al, 2004) promoting histological alteration in several tissues as brain (Wajsbrot et al.,
1993) and muscles (McKenzie et al.,, 2007), and increasing cardiovascular and
respiratory function (McKenzie et al., 2003).

Divalent cations presumably acted on branchial process of ammonia
excretion, and Ca®" had a more potent effect than Mg** in enhancing ammonia
excretion (lwama et al., 1997). Possible increase in the thickness of the mucus layer
at the gill surface may have provide a more stable acidic boundary layer in which
conversion of NH; to NH4" would have been enhanced, and in which a higher blood
to water NH3 gradient would have been maintained. Moreover, the role of Ca®* may
lie at the level of the gill in its involvement in tight junction integrity, mucous layer
rheology, membrane permeability and proton pump expression (Jobling, 1995;
Wilson et al.,1998). It has been shown that elevating waterborne Ca?* levels reduced
the associated stress and enhanced ammonia excretion in rainbow trout exposed to
highly alkaline (pH 10) water (Yesaki and lwama, 1992; Wilson et al., 1998). Fish
take up calcium for growth and homeostasis predominantly via the gills, directly from
the water, by an active and a more or less continuous process and largely
independent of waterborne Ca?* (Flik et al., 1996). Fish also take up Ca®" from food
or water drunk by the intestine (Flik et al., 1993a, b; Flik and Verbost, 1995). The
contribution of gills and intestine to Ca?* uptake is variable and depends on
waterborne and dietary Ca®* concentration (Ferreira and Baldisserotto, 2007). Low
waterborne (0.125 mmol) and dietary Ca?* reduced growth rate in Salvelinus
fontinalis (Rodgers. 1984), demonstrating that a minimum Ca®* uptake by gills and/or
intestine is needed for normal fish growth.

In spite of the protective effect of waterborne Ca®* to high ammonia levels
stated by some studies (Yesaki and lwama, 1992; lwama et al., 1997; Wilson et al.,
1998), studies correlating nutritional demands of Ca®* with waterborne ammonia are
still missing. If Ca**-supplemented food would provide an efficient protective effect
against high ammonia exposure, fish farmers could use this kind of food instead of
spending great amounts of lime to increase water hardness (or Ca*). Consequentrtly,

the aim of the present study was to examine the effect of experimentally elevating
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dietary Ca** and water hardness on survival and growth of silver catfish Rhamdia
guelen exposed to different NH3 levels.

2 Material and methods

2.1 Experimental animals

Silver catfish juveniles were bought from fish cultures near Santa Maria, RS,
Brazil and transported to the Laboratory of Fish Physiology of the Universidade
Federal de Santa Maria. These fish were maintained for 7 days in continuously
aerated 250 L tanks (25°C, minimum dissolved oxygen levels 6.00 mg.L™) and were

fed with commercial feed for juveniles with 28% crude protein (2% body mass/day).
2.2 Water Quality analysis

The NH3 levels were reached by adding concentrated NH4Cl (ammonium
chloride) solution according to Boyd and Tucker (1992). Total ammonia was
determined by nesslerization (Greenberg et al., 1976) and NH3; was determined
according to Piper et al. (1982). Temperature and dissolved oxygen levels were
measured with an oxygen meter (model Y5512, YSI Inc., Yellow Springs, OH, USA)
and pH levels with pH meter DMPH-2 (Digimed, S&o Paulo, Brazil). Water hardness
was analyzed using the EDTA titrimetric method and alkalinity according to Boyd and
Tucker (1992).

2.3 LCxo.9sn NH3 X Ca®" diets

Juveniles (4.06+0.27g and 7.82+1.2 cm) were randomly redistributed in
continuously aerated 2L polypropylene boxes at a stocking density of 9 fish/box. This
experiment was conducted at five different NHs levels (mg.L™): 0.11+0.007 (control
group), 0.36+0.021, 0.77+0.074, 1.17+0.071 and 1.63+0.315 and four dietary Ca**
levels (see below). There were three replicates per treatment.

All diets were prepared according to Lazzari (2005), and included meat, bone

and soybean meal as main ingredients. These diets have 34% crude protein, 3400
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kcal/kg digestive energy and 3% crude fiber. The ingredients were grounded in a
blender when necessary, followed by hydration with approximately 50% V/W tap
water. To prepare the treatment diets CaCO3; was added to the food paste of the
control diet (0.45% Ca*") to yield experimental diets with 0.95; 1.45 and 2.45% Ca*".
The resulting paste was mixed and extruded through a paste maker, air-dried and
broken into small pellets with a grinder. Actual measured Ca®" concentrations in the
four diets (0.45, 0.95, 1.45, and 2.45%) were (meantSEM) 310.1; 31+0.6; 63%1.3;
127+1.3 and 151+1.3 mmol/kg respectively. Previously (5 days) and throughout
experiment fish were fed experimental diets at ration of 2% body mass/day.
Temperature (25.8+0.6°C), dissolved oxygen (6.02+0.47 mg.L™") and pH
(8.49+ 0.18) were verified every 12 h. Water hardness (10 mg CaCOs.L™) and
alkalinity (26+2.75 mg CaCO3.L™ CaCO3) were measured at the first and last days of

experiment.

2.4 LCs0.96n 5 NHzlevels X 4 water hardness levels

Juveniles (1.85#0.6 g and 6.0+0.54 cm) were randomly redistributed in
continuously aerated 2L polypropylene boxes at a stocking density of 9 fish/box.
Experiment were conducted at five different NH5 levels (mg.L™): 0.097+0.017 (control
group), 0.36+0.037, 0.78+0.141, 1.46%0.185 and 1.77+0.070 and four water
hardness levels (mg CaCOs.L™): 34.5+4.4, 62.0+5.7, 116.0+9.3, and 174.0+22.42
(three replicates per treatment). Water hardness was increased by adding
CaCl;.2H,0 to the water.

Temperature (24+0.6°C), dissolved oxygen (6.75+0.58 mg.L™) and pH (7.74+
0.21) levels were verified every 12 h. Alkalinity (26.5+2.0 mg CaCOs.L™) was
measured at the first and last days of experiment. Throughout this experiment
juveniles were fed commercial feed with 28% protein crude, at ration of 2% body
mass/day. For both experiments every 12 h 90% of the water from the boxes was
replaced with previously adjusted NHj3 levels according to the respective treatments
and mortality was recorded. LCsg.96n NH3 was calculated using the methods of probits
(Finney, 1971). Observations of feeding behavior (eating or not) and swimming
performance (loss of equilibrium, hyper-excitability or lethargy) were also examined.

Uneaten food was siphoned 30 min after feeding.
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2.5 Growth experiment (NH 3 X water hardness)

After the acclimation period, juveniles (2.27+0.14 g and 6.9+0.13 cm) were
placed in continuously aerated 40L polypropylene boxes (10 juveniles/box) for 40
days. These fish were exposed to two NHs levels (mg.L™), 0.021+0.001 and
0.623+£0.039 (approximately 50% LCso.96n In the experiment LCspg6n_NH3 X water
hardness — see results) and four water hardness levels (mg CaCOs.L™):  32.1+4.6,
63.1145.9, 119.9+10.0, and 177.3+8.1 (three replicates each). Fish were fed with the
commercial food stated in section 2.1.

Temperature (23.2+0.6 °C), dissolved oxygen (7.25+0.05 mg.L?) and pH
(7.63+ 0.06) were measured twice every day, whereas alkalinity (26.5+1.67 mg.L™
CaCOs3) and nitrite (maximum level 0.21 mg.L™) three times every week. Removal of
uneaten feed and feces and change of 90% of the water from the boxes was
performed every day with water with previously adjusted NH; and water hardness
levels according to the respective treatments.

All remaining juveniles were measured at 0, 10, 20, 30, and 40 days after the
beginning of the experiment. Specific growth rate (G) was calculated according to the
equation:

G =[(In W3 —In Wy)/(t)] * 100

Where W; and W, are weight at start and end of growth period, and t is the
length of period in days (Jgrgensen & Jobling, 1993). Biomass was considered the
multiplication of the medium weight at the end of 40 days by number of survivors.
The coefficients of variation of length and weight were calculated by the following
equation:

CV = (SD/X) *100,
where SD is the standard deviation and X is the length or weight mean.
The condition factor (K) was calculated according to equation:
K = (W/L®) * 100,
Where W is fish weight and L is body length (Jobling, 1994).
Feeding behavior, swimming performance and mortality were examined

throughout the experiment.
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2.6 Statistical analysis

All results were statistically evaluated using linear regression, two-way
ANOVA and Tukey test with the Sigma Plot (version 8.0) and Biostat 4.0 (2005)
softwares. The minimum significance level used was 95% (P<0.05).

3 Results

3.1 LCso.96n NH3 and dietary Ca ** levels

Mortality of silver catfish juveniles exposed to 1.170+0.071 and 1.630+0.315
mg.L™? NH3, on all dietary Ca®" levels, increased up to 36 h and were significantly
higher (92.3 -100%) than those exposed to 0.360+0.02 and 0.107+0.007 mg.L™* NH3
(control) and fed 1.45% dietary Ca** (22.2+1.5 and 25.92+1.3%, respectively).
Juveniles exposed to 0.107 and 0.36 mg.L™ NH3 and fed 1.45% dietary Ca** showed
significantly higher mortality (22.2 and 25.9%, respectively) than those fed with the
other diets. Juveniles fed lower dietary Ca®* supplementation (0.45 — 0.95% Ca*")
showed significantly higher LCso.g6n NH3 than those fed higher dietary Ca** levels
(Table 1).

3.2 LCs0.96n NH3 and water hardness levels

Mortality of juveniles exposed to 1.77+0.068 mg.L™* NHs, on all water hardness
levels, was significantly higher (86.67-96.67%) than of those exposed to 1.459+0.185
(20-56.67%), 0.779+0.141 (0-3.33%), 0.356+0.037 (3.33-11.11%) and 0.097+0.017
mg.L™ NHs (0%). Water hardness did not affect significantly LCso.g6n (Table 1).

In both experiments, juveniles exposed to the highest NH3 levels showed
impairment of swimming performance, reduced feeding, loss of equilibrium, hyper-

excitability, hyperventilation and subsequent death.
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Table 1 - LCsp96n NH3 of silver catfish (Rhamdia quelen) juveniles exposed to
different levels of dietary and waterborne Ca** (water hardness). Different letters in
the columns indicate significant difference by one-way ANOVA and Tukey test (P<
0.05)

Dietary Ca”* Water hardness
LCs0-96n 1 LCso-96n
(%) (mg.L™? CaCOs)
0.45 0.84+0.131% 34.5 1.24+0.386
0.95 0.83+0.153% 62 1.10+0.157
1.45 0.63+0.341° 116 1.23+0.248
2.45 0.63+0.152° 174 1.24+0.264

3.3 Interaction NH 3 x water hardness and growth

Juveniles exposed to the highest NHs level (0.623+0.039 mg.L™ NHs) showed
significantly lower weight, weight gain, biomass gain, specific growth rate, and
condition factor than juveniles exposed to lowest NHs level (0.021+0.0001 mg.L™
NH3) on all water hardness at the end of the experiment. Moreover, throughout the
experiment juveniles exposed to the highest NH3 level exhibited a decrease on
swimming performance, lethargy, and least frequently, hyper-excitability and loss of
equilibrium. Survival in the low NH3 level was 96.7-100% and the high NH3 level was

80-96.6% in all water hardness.
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Table 2 - Weight gain, biomass, specific growth rate, condition factor and length of
silver catfish exposed to different NHz and water hardness levels.

NH, Water hardness (mg.L"CaCO,)
Levels Days
(mg.L ) 32.1 63.1 119.9 177.3
10 2.71+0.15% 2.73+0.08° 2.66+0.04° 2.41+0.17°
Weight gain 20 2.62+0.18% 2.84+0.14° 2.70+0.03% 2.42+0.13°
(g.10days ™) 30 2.64+0.20° 2.89+0.08° 2.84+0.04° 2.52+0.12°
10 31.32+1.66 33.95+1.89 33.66+1.07 32.34+2.00
Biomass gain 20 25.5612.66% 29.27+1.22° 26.85+0.20%" 25.46+0.33%
(g.10days ™) 30 25.98+2.692 28.28+1.25"° 28.28+0.40" 25.62+1.192
0.021+ Specific growth 10 2.58+0.15° 2.58+0.08° 2.28+0.04° 0.84+0.17°
0.0001 rate 20 1.98+0.18% 3.08+0.14° 2.46+0.03° 0.89+0.13¢
: (%.day™) 30 2.11+0.19% 3.23+0.07° 3.09+0.04° 1.48+0.12°
Condiction 10 0.91+0.04 0.81+0.04 0.78+0.02 0.80+0.04
tactor 20 0.82+0.07 0.79+0.03 0.83+0.05 0.80+0.04
(@.om™) 30 0.79+0.02 0.77+0.05 0.79+0.07 0,81+0.03
10 6.64+0,10 6.9+0.07 6,77+0.1 6,49+0.18
Length 20 6.84+0.22 7.06+0.05 6.87+0.01 6.70+0.34
(cm) 30 6.95+0.28 7.18+0.13 7.07+0.02 6.79+0.32
10 2.53+0.16 2.64+0.11 2.57+0.03 2.53+0.20
Weight gain 20 2.30+0.08 2.46+0.09 2.45+0.16 2.54+0.17
(g.10days ™) 30 2.61+0.08% 2.89+0.12° 2.92+0.22° 2.92+0.13°
10 30.41+1.60 32.23+0.95 30.91+0.29 30.69+2.01
Biomass gain 20 22.98+0.90? 20.44+2.34° 23.78+2.02? 25.45+1.442
(g.10days ™) 30 22.52+2.71° 22.30+3.992 28.16+2.54" 29.46+1.98"
0.623+ Specific growth 10 1.60+0.16% 2.25+0.11° 1.82+0.03% 1.59+0.0.192
0.039 rate 20 0.13+0.09% 1.11+0.09° 1.06+0.16"° 1.58+0.17°
' (%.day™) 30 1.80+0.08% 3.37+0.17° 3.61+0.22° 3.53+0.13°
Condiction 10 0,93+0.02 1,03+0.05 0,91+0.04 0,91+0.04
tactor 20 0,75+0.03 0,77+0.04 0,80+0.06 0,80+0.05
-3 ,8410. ,8/7x0. ,9110. ,89010.
(@.om?) 30 0,84+0.04 0,87+0.02 0,91+0.03 0,85+0.04
10 6.37+0.19 6.25+0.29 6.63+0.18 6.54+0.33
Length 20 6.66+0.06 6.88+0.14 6.8+0.20 6.87+0.26
(cm) 30 6.65+0.11 6.91+0.21 6.93+0.25 7.06+0.37

*All values are expressed as mean +SEM (n= 10)
**|nitial Weight = 2.28 g
Different letters in the rows indicate significant differences by two way ANOVA and Tukey test

(P<0.05)

Weight gain, biomass and specific growth rate at end of the experiment were

significantly higher in juveniles exposed to 0.021 mg.L™ NH; than those exposed to

0.623 mg.L" NHs. The increase of water hardness impaired all measured parameters
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in juveniles exposed to the lowest NHj3 level, but increased them in those exposed to
the highest NH3 level (Figure 1).
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FIGURE 1 — Weight gain (A), biomass gain (B), specific growth rate (C) and condition
factor (D) of silver catfish juveniles exposed to different NH3 levels and water

hardness levels for 40 days (low NHz ® = 0.021 mg.L™; high NH; 0 = 0.623 mg.L™).

4 Discussion

Most fish produce ammonia as an end product of protein metabolism and it is
excreted via the gills to the surrounding water. Elevated levels of ammonia in the
environment either impair ammonia excretion or result in a net uptake of nhz from the
environment. Ammonia effects are immediate and proportional to the concentration,
and can be observed after 15 minutes of exposure by swimming difficulties,
increased oxygen consumption (Lamarié et al., 2004), and ionic imbalance (Eddy,

2005). Chronic NH3; exposure may affect fish in several ways, e.g. gill hyperplasia
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(Thurston and Russo, 1978; Schwaiger et al., 1997; Wood, 2001), changes in
mucous production, growth and stamina (Lang et al, 1987), increase in qill
ventilation, muscle depolarization (Taylor, 2000) and may also act directly on the
central nervous system, causing loss of equilibrium, hyperventilation, hyperexcitability
and changes in behavior, coma, convulsions and death (Russo and Thurston, 1991,
Mckenzie et al., 1993; Wajsbrot et al., 1993; Eddy, 1999; Ip et al., 2001; Foss et al.,
2004). A likely cause of ammonia toxicity may be the depolarizing effect of NH;" on
neurons leading to excessive activation of NMDA receptors (n-methyl d-aspartate
receptors) and subsequent death of cell (Ip et al.,, 2001; Mckenzie et al., 2003). A
study on rainbow trout showed that brain ATP and NADP levels were disrupted when
fish were exposed to ammonia concentrations near the LCsy value but were not
affected under conditions of sublethal exposure. However, exposure to sublethal
concentrations of ammonia disrupted cerebral amino acid metabolism (Walsh et al.,
2007). For tambaqui (Colossoma macropomum) exposed to 0.54 mg.L™* NHs, signs
of hyperactivity have been observed after 42 hours. At concentration of 0.93, 1.40
and 1.86 mg.L™* NHs, an inverse correlation was observed between NHj; levels and
survival time, and 30% of the tambaqui were hyperactive and convulsion started
before 24 hours of exposure at 0.93 mg.L™ NHs. The first death occurred 48 h after
the experiment started and at 72 h all fish were death. This fish exposed to 1.40 and
1.86 mg.L* NH; were all dead 48 and 39 h after the beginning of experiment,
respectively. In acara-acu (Astronotus ocelatus), the first reaction to NHgz intoxication
was observed after 15 h of exposure to 1.78 and 1.86 mg.L™ NHs, resulting in 10 and
20% mortality, respectively, at the end experiment (Marcon et al., 2004).

In general, reported LCso.06n NH3 range from 0.32-0.84 mg.L™ for salmonids
and from 0.40-3.1 mg.L™ for non-salmonids (Ruffier et al., 1981). However, fish
exposed to sublethal concentration of NHs; suffer histological and physiological
changes in different organs with on overall result of decrease weight relative to
unexposed fish (Thurston et al., 1986; Wajsbrot et al., 1993; McKenzie et al., 2007).

Exposure of rainbow trout to alkaline conditions (pH >9) has been shown to
inhibit ammonia excretion, leading to problems of ammonia accumulation, toxicity
and death. There is some evidence that higher environmental Ca®* levels may
ameliorate the negative effects of alkaline exposure. Wilson et al (1998) investigated
the effects of environmental Ca®* on the recovery of rate ammonia excretion during

acute exposure (< 6 h) of rainbow trout to high pH and concluded that this species
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survive alkaline exposure by reducing ammonia production and that the role of Ca®*
may be in ameliorating the stress of alkaline exposure. In our experiment the best
survival of silver catfish juveniles was observed at that exposed to waterborne Ca*
and pH 7.74 (mean LCsy 1.20) than those submitted to four dietary Ca?* levels and
pH 8.49 (mean LCsy 0.78). Similar values were previously found for this species at
pH 7.5 and 8.2 (1.45 and 2.09 mg.L™, respectively) (Miron et al., in press). Marcon et
al. (2004) verified that the LCspg6n for NH3 in tambaqui and acara-acu was 0.69
(0.64-0.73) and 2.01 (1.92-2.10) mg.L™*NHs, respectively. No signs of abnormal
behavior were observed for tambaqui exposed to 0.35, 0.41 and 0.47 mg.L™* NHs.
Similar results were obtained for acara-acu juveniles exposed 0.47, 0.93 and 1.40
mg.L? NHs. Larvae of Odontesthes bonariensis and Odontesthes argentinensis
presented NH3 LCsg.06n Of 0.71 and 0.73-0.96 mg.L™*NHs, respectively (Piedras et al.,
2006; Sampaio and Minillo, 2000).

Water hardness did not change significantly NH3; LCso.g6n Of Silver catfish but
juveniles fed low dietary Ca** (0.45 and 0.95%) showed significantly higher NH3 LCso.
o6h (0.83 and 0.84, respectively) than those fed higher dietary Ca®* (1.45 and 2.45%)).
Intestinal Ca?* absorption in freshwater fishes is related to dietary Ca** and
absorption rate is affected by branchial uptake, which is related to waterborne Ca*
levels (Flik et al., 1995).

For channel catfish (I. punctatus) the LCsosn Was 4.5 mg.L* NH; when
maintained at pH 9.0 and water hardness 40 mg.L*CaCOs;. Nevertheless, in
juveniles from this species maintained at pH 7.0 the LCs.osn Was 2.64 mg.L™" NHs
(Tomasso et al.,, 1980). This demonstrated that NH3 tolerance in this species may
change according to water pH.

The knowledge of NHj3 levels that limit growth and impair respiration is useful
for aquaculture management and may assist in the maximization of production. For
silver perch, Bydianus bydianus, 0.36 mg.L"*NH; decreased weight gain and specific
growth rate, but not food conversion rate compared to control fish. This may indicate
that some of the energy derived from the relatively high feed consumption of fish
exposed to this NHz level may have been expended on metabolic maintenance rather
that growth (Frances et al., 2004). Silver catfish juveniles maintained at pH 8.2
showed reduced growth and survial when NHj3 levels are higher than 5% LCso-96n
(Miron, 2004). In our study it was verified that silver catfish submitted at high NH3
level also decrease growth, but those submitted to high water hardness showed
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better weight gain, biomass gain and specific growth rate than those submitted to low
water hardness.

How Ca?" environmental ameliorates the stress associated with high NHj5 is
not known. However, It known that Ca®" plays a role in the maintenance of ion
homeostasis (Tomasso, 1980; Yesaki and lwama, 1992). Rainbow trout exposed to
alkaline hard water were able to maintain plasma Na" levels, while in those exposed
to alkaline soft water, plasma Na* declined until death (Yesaki and lwama, 1992).
Sodium influx is inhibited during alkaline exposure (Wilkie et al., 1996). The role of
Ca?* may lie at the level of the gill in its involvement in tight junction integrity, mucous
layer rheology, membrane permeability and proton pump expression (Wright and
Wood, 1985;Lin and Randall, 1991; Yesaki and Iwama, 1992; Wilson et al., 1994)

The present study indicate that the use of low dietary Ca** levels and/or high
water hardness levels may be an interesting strategy to ameliorate survival and

growth of silver catfish juveniles exposed to high NH; levels.
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ABSTRACT

The present study examined the effect of experimentally elevating dietary Ca®* and
water hardness on survival and growth of silver catfish, Rhamdia quelen, exposed to
different waterborne O, levels. In the dietary Ca** experiment of determination of O
lethal concentration in 96 h (LCso.g6n) juveniles (4.75 + 0.65 g e 7.56 £ 0.61 cm) were
exposed to five different O, levels (in mg.L™): (0.41+0.13, 0.71+0.15, 0.97+0.13,
1.44+0.35 and 6.41+0.60 mg/L) and four dietary Ca** levels (in % Ca®*): 0.45, 0.95,
1.45 and 2.45. In the waterborne Ca** experiment of LCso.q6n juveniles (3.66 + 0.75 g
e 7.32+ 0.5 cm) were maintained at five different O, levels (mg.L™): (0.27+0.10,
0.74+0.26, 1.33+0.14, 1.74+0.32 and 6.55+0.02 mg.L™) and four water hardness
levels (in mg CaCOs.L™): (28, 116, 116 e 180). In the growth experiment juveniles
were exposed to two O, levels (1.47+0.04 and 6.46+0.06 mg.L™), and four water
hardness levels (mg CaCOs.L™Y): 30+2.0, 61+2.5, 121+3.0 e 180+3.0 for 15 days. The
O, LCsp.06n Was 0.89 mg/L (Cl 0.64 — 1.34 mg/L) in the dietary Ca®* experiment, and
LCso.06n Was significantly higher in juveniles fed 2.45 and 0.45% dietary Ca**. Higher
water hardness increased survival in hipoxic levels, and O, LCsp96n at 180 mg
CaCOs.L™ was not determined due to low mortality in the tested levels. Weight gain,
biomass, lenght and specific growth rate at end of the growth experiment were
significantly higher in juveniles exposed to 6.46£0.06 than those exposed to
1.4740.04 mg.L?O, . The increase of water hardness increased all measured
parameters in juveniles exposed to the lowest O, level, but them impaired in those
exposed to the highest O, level. This study indicates that low dietary Ca®* enhanced
survival of silver catfish exposed to low O, levels, and that the increase of water
hardness is recommended only when this species is raised in waters with low growth
O, levels.

Keywords: Dietary calcium, Water hardness, Oxygen, Fish
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RESUMO

Este trabalho verificou o efeito de dietas com Ca* e da dureza da agua na
sobrevivéncia e crescimento de juvenis de jundia, Rhamdia quelen, expostos a
diferentes niveis de O, na &gua. No primeiro experimento para determinar a
concentracao letal em 96 horas (CLso-96n) OS juvenis (4,75 + 0,65 ge 7,56 + 0,61 cm)
foram expostos a 5 concentragbes de O, na agua (em mg/L): (0,41+0,13; 0,71+0,15;
0,97+0,13; 1,44+0,35 and 6,41+0,60 mg/L) e 4 niveis de Ca*" na dieta (em % Ca*"):
0,45; 0,95; 1,45 and 2,45. No experimento para verificar a CLsp.96n €m diferentes
niveis de dureza, os juvenis (3,66 £ 0,75 g e 7,32+ 0,5 cm) foram mantidos em 5
diferentes concentracdes de O, (mg/L): 0,27+0,10; 0,74+0,26; 1,33+0,14; 1,74+0,32
e 6,55+0,02 mg/L e 4 niveis de dureza (em mg CaCOgs/L): 28, 116, 116 e 180. No
experimento para verificar o crescimento, 0s juvenis for a, expostos a duas
concentracbes de O, (1,47+0,04 e 6,46+0,06 mg/L) e 4 niveis de dureza na agua
(mg CaCOg/L): 30+2,0; 61+2,5; 121+3,0 e 180+3,0 por 15 dias. A CLspgsn NO
experimento com Ca®" na dieta foi de 0.89 mg/L (IC 0,64 — 1,34 mg/L) e foi
significativamente maior (P<0,05) nos juvenis alimentados com 2,45 and 0,45% de
Ca’* na dieta. Altos niveis de dureza aumentaram a sobrevivéncia dos juvenis
submetidos a baixas concentragdes de O,. A CLso.gsn Na dureza de 180 mg CaCOs/L
nao foi determinada devido a baixa mortalidade nos niveis testados. No experimento
de crescimento, 0s juvenis expostos a maior concentracdo de O, (6,46+0,06 mg/L), o
ganho de peso, biomassa, comprimento e taxa de crescimento especifico foram
significativamente maiores nos niveis mais baixos de dureza (30+2,0 e 61+2,5
CaCOg/L) do que os submetidos a maiores niveis de dureza (121+3,0 e 180+3,0
CaCOg3/L). Nos juvenis expostos a menor concentracdo de O, (1,47+0,04 mg/L), o
aumentro da dureza da agua melhorou todos os parametros medidos. Este estudo
indica que dietas com baixos niveis de Ca** aumentam a sobrevivéncia de juvenis de
jundia expostos a baixas concentracdes de O, na dgua e que 0 aumento da dureza
deve ser recomendado somente em situacdes de hipdxia

Palavras-chave: Calcio na dieta Dureza, Oxigenio, Peixe
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1 INTRODUCAO

Para alcangar uma boa produtividade, uma das variaveis fisico-quimicas mais
importantes para aquicultura € o nivel de oxigénio dissolvido, o qual deve ser
mantido numa concentracdo adequada. Episédios de hipoxia podem ser
devastadores para muitos ecossistemas porque podem causar mortalidade em
massa, diminuicdo da fauna béntica, declinio na producédo ictica, mudancas na
composicao da comunidade e consequentemente diminui¢do da diversidade animal.

Em cultivos intensivos, situacdes de hipdxia sdo comuns, podendo ocorrer por
diferentes causas e produzindo varios efeitos. A diminuicdo no nivel de O, na agua
pode ser resultante do desequilibrio entre as taxas de fotossintese e de respiracao,
da decomposi¢cdo da matéria organica, de altas densidades populacionais, aumento
da temperatura dentre outros fatores.

Baixas concentracdes de O, ambiental afetam o crescimento, o0 consumo de
alimento e o estado fisioldgico dos peixes (Jobling, 1994). Para a maioria dos peixes
0os niveis de O, requeridos sdo ao redor de 5-6 mg/L (Boyd & Tucker, 1992;
Baldissertotto, 2002). Para muitos peixes, niveis inferiores a 3 mg/L, podem ser
muito estressantes e abaixo de 1 mg/L, podem ser letais. Os niveis de O, que
provocam diminuicdo do crescimento variam conforme as espécies. Nos salmoes,
Oncorhynchus kisutch e O. nerka, em Micropterus salmoides e na carpa, Cyprinus
carpio o crescimento é afetado em concentracdes abaixo de 4-5mg/L (Brett &
Blackburn, 1981). Para a truta arco-iris, O. mykiss, a concentracdo minima de O,
para o crescimento esta muito acima de 7 mg/L (Pedersen, 1987). Pichavant et al.
(2000, 2001) demonstraram que para juvenis de Scophthalmus maximus ha uma
reducado do crescimento quando submetidos a 5,0 mgO,/L.

Na adaptacdo das diferentes espécies a condi¢cdes de hipoxia os teledsteos
apresentam diversas estratégias comportamentais, morfoldgicas, fisioldgicas e
bioguimicas como a mudanca de ambiente, respiracdo superficial, aumento da
ventilacdo, diminuicdo da taxa metabdlica, altera¢cdes morfologicas dentre outras que
otimizam a utilizacdo do O, (Val, 1996; Hochachaka, 1996; Muusze et al., 1998;
Crapton, 1998; Fernandes et al., 1999; Burleson, 2001).

Geralmente, os peixes respondem a diminuicdo dos niveis de oxigénio

através do aumento da frequéncia e do volume ventilatério (Randall, 1982). O custo
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da ventilagcdo pode ser estimado de 3-30% do consumo de O, em normoxia (Rantin
et al., 1992). Porém, em situacdes de hipodxia, este custo pode chegar a 50%,
diminuindo, dessa forma, a energia disponivel para outros processos metabdlicos
(Valverde et al., 2006). Se as concentracfes de O, continuam diminuindo 0s animais
sdo incapazes de obter o O, necessario e suas funcdes vitais sdo afetadas. Muitas
espécies de peixes, chamadas “reguladoras”, mantém uma taxa de consumo de O
(ou metabolismo padrao) constante, independente da concentracdo de O, na agua.
Abaixo desse nivel critico, a taxa metabolica diminui e o animal utiliza metabolismo
anaerobico, com consequente acumulacédo de lactato (Steffensen, 1985). Por outro
lado, nos “conformadores” o consumo de O, esta diretamente relacionado a
concentracdo deste na agua, pois eles ndo tém habilidade para manter a taxa
metabdlica padrdo durante a hipoxia. O nivel 6timo de O, pode ser definido como a
concentragdo em que a frequéncia ventilatéria e o consumo de O; ndo séo
modificados (Valverde et al., 2006).

Alguns peixes (Brycon sp, Colossoma macropomum e C. bidens) sdo capazes
de desenvolver, em poucas horas, uma expansdo da derme do maxilar inferior,
quando o ambiente torna-se critico em relacdo a concentracdo de O,, 0 que
possibilita um melhor aproveitamento do O, da camada superficial da agua (Esteves,
1998).

Muitos peixes mostram uma reducdo na frequéncia cardiaca e um aumento
na ventilagdo durante a hipoxia. A bradicardia € usualmente compensada por um
aumento do volume de sangue bombeado (Randall, 1982). Essa resposta aumenta a
captacdo de O, devido a alta presséo que distende a lamela branquial, conduzindo a
uma maior distribuicdo do fluxo sanguineo intralamelar (Farrel et al., 1980), e a
abertura das lamelas fechadas, aumentando a perfusdo branquial (Farrel et al.,
1979). Mudancas ambientais podem levar a novas demandas respiratorias e
osmorregulatérias, que além de ajustes circulatérios, alteram a estrutura das
branquias (Sollid & Nilsson, 2006). Mudancas na composicdo ou morfologia das
células dos filamentos branquiais interferem em varios processos fisioldgicos e
metabdlicos, como o equilibrio acido-basico, a ionorregulagdo e eliminacdo de
excretas nitrogenados. Populacfes de ciclideos africanos ou ciprinideos adaptados
a ambientes hipOxios ou que cresceram nesses ambientes, tém maior area
superficial do que aqueles que vivem em ambientes normoéxios (Schaack &
Chapman, 2003)
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Além da respiracdo, as branquias sédo o principal sitio de osmoregulacao, pois
para efetivar seu papel respiratério, apresentam uma extensa area superficial e
pequenas distancias de difusdo que provém a permeabilidade requerida para essa
funcdo. Entretanto, em teledsteos dulciaquicolas isso também pode aumentar a
perda idnica difusiva e do ganho osmético de agua (Wood et al., 2007). E provéavel
que o recrutamento lamelar e a vasodilatagdo branquial, que ocorrem durante a
hipoxia para sustentar a captacdo de O,, aumentem a taxa de efluxo de ions e a
diluicdo do plasma. Além disso, € provavel que a taxa de influxo ativo, que é
realizado pelos ionécitos, também seja diminuida em fungéo da falta de O, para o
transporte ativo nessas células, como também a menor atividade da Na’K*ATPase,
como forma de minimizar o custo metabdlico (Wood et al., 2007).

O custo energético da ionoregulacdo € estimado em 2-20% do total do
metabolismo, podendo ser ainda maior dependendo da dureza da agua. Ao nivel
celular o custo da ionoregulacdo s6 € menor do que a sintese protéica, e ambos os
processos sao minimizados durante a hipoxia em animais que sdo capazes de
diminuir o metabolismo (hipometabolismo) nessa situacdo, como Carassius
carassius (Hochachka & Lutz, 2001).

As branquias excretam mais de 80% da amodnia produzida a partir do
metabolismo em peixes, sendo que 0 mecanismo para isso, provavelmente esteja
ligado a captacdo ativa de Na* (Wood, 1993; Wilkie 1997, 2002), diretamente pelo
transporte acoplado Na'/NH;" (Wright & Wood, 1985) ou indiretamente por outros
mecanismos. Uma bomba de H* na membrana apical provém o gradiente necessario
para a captacdo de Na' a partir da agua, associada a acidificacdo da camada
externa da membrana branquial, favorecendo a transformagdo de NHz em NH,",
garantindo desse modo, o gradiente difusivo da NH3 (Lin & Randall, 1995). Durante a
hipdxia, a excrecdo da amonia diminui e ndo esta acoplada a captacdo de Na“, e as
mudancas nos niveis de amdénia no plasma indicam que 0s processos de excrecao
ou producédo estdo bastante diminuidos (Wood, 2007).

O Ca?' influi na permeabilidade das membranas biolégicas e por isso, pode
exercer papel fundamental na prevencao do efluxo difusivo e da alta perda ibnica
que podem aumentar durante situa¢c6es de queda nas concentracdes de O, na agua
(Wurt & Durborow, 1992; Gonzales, 1996). A elevacao do céalcio ambiental aumenta
a tolerancia do peixe a varias substancias toxicas, como a amonia, provavelmente

por diminuir a permeabilidade da membrana branquial a este excreta (Tomasso et
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al., 1980; Baldisserotto, 2002). Além disso, o Ca®" induz a um aumento do influxo de
Na® através do aumento da atividade da Na’K*ATPase, compensando a deplecdo
plasmatica desse ion, e desse modo, aumenta a tolerancia do peixe a NH3 (Walsh
et al., 2007). O Ca®" na dieta, em niveis adequados, também pode melhorar o
desempenho de vérias espécies na regulacdo idnica, especialmente em aguas com
baixa dureza, pois 0s peixes utilizam esse suprimento dietético para controlar o fluxo
difusivo de fons pelas branquias. Se houver diminuicdo dos niveis de Ca®* na agua,
podera haver uma limitacdo no crescimento, jA que o ion oriundo da dieta sera
utilizado primariamente para regulagdo osmoética. Assim, pode ser viavel incrementar
a utilizacéo de Ca®" na racdo, pois as quantidades utilizadas sdo menores do que as
que seriam empregadas para aumentar os niveis de dureza da agua, diminuindo
custos (Rodgers, 1984; Ferreira & Baldisserotto, 2007).

A diminuicdo do crescimento, causada pela hipoxia pode ser explicada pelo
aumento do custo energético para a ventilagdo, diminuindo, dessa forma, a energia
disponivel para esse processo (Kramer, 1987) ou ainda, pela diminuicdo da ingestéo
de alimento (Brett, 1979; Kramer, 1987; Jobling, 1994; Pichavant et al., 2001). Para
a maioria das espécies a procura do alimento, a digestdo e a absor¢cdo podem
representar até 60% do gasto energético (Van Dam & Pauly, 1995). Em muitas
espécies a ingestdo de alimento é muito reduzida em situagbes de hipdxia
(Tretmeyer et al., 1999; Pichavant et al., 2001). Essa diminuicdo pode ser um
mecanismo indireto através do qual a hipoxia crénica reduz o crescimento em
Dicentrarchus labrax e S. maximus. A diminuicdo da ingestéo provavelmente reduz a
demanda energética e consequentemente o requerimento de O, (Pichavant et al.,
2001).

O jundia, Rhamdia quelen (Quoy e Gaimard, 1824) é uma espécie endémica
desde o sul do México até a regido central da Argentina (Silfvergrip, 1996) que
apresenta rapido crescimento, mesmo nas baixas temperaturas observadas no
inverno na regido sul do Brasil, reproduzindo-se praticamente ao longo de todo o
ano, com excecdo dos meses mais frios (junho a agosto), sendo uma espécie
apropriada para a producdo em regides onde o clima temperado e subtropical &
predominante (Barcellos et al., 2003). Muitos estudos ja foram realizados em relacao
ao efeito dos parametros de qualidade da agua para o cultivo de jundia, como pH
(Zaions & Baldisserotto, 2000; Lopes, Silva & Baldisserotto, 2001), salinidade
(Gomes et al., 1999; Marchioro & Baldisserotto, 1999), niveis de amdnia (Miron,
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2004, 2007). dureza da agua (Towsend & Baldisserotto, 2001; Silva et al., 2003,
2005; Towsend, Silva & Baldisserotto, 2003) dentre outros.

Em relacdo ao oxigénio dissolvido, Braun et al. (2006), verificaram que para
juvenis (5,28+0,09 cm e 2,23+0,13 g) a CLsp.96n foi de 0,52 mg/L e que juvenis
expostos a baixas concentracbes de O, (1,96+0,08; 3,10+0,10; e 4,14+0,09% da
saturacdo) mostraram baixo consumo alimentar, menor ganho de peso, biomassa e
taxa de crescimento especifico do que expostos a maiores concentracdes de O,
dissolvido (5,2+1,1 e 65,6% da saturacao).

Para a dureza, Towsend et al. (2003) verificaram que niveis de dureza entre
30 e 70 mg.L™ CaCO; promoveram um bom crescimento e ganho de biomassa para
larvas de jundia. Nesse trabalho, os maiores niveis de dureza (300 e 600 mg.L™
CaCOg3) causaram baixa sobrevivéncia (1,0+0,8 e 0,3£0,3% respectivamente) das
larvas no primeiro dia, enquanto que em larvas mantidas em 150 mg.L* CaCO; a
sobrevivéncia ficou em 8,7+0,9% durante a primeira semana de experimento. As
larvas expostas a 30 mg/L CaCO3 apresentaram maiores taxas de sobrevivéncia
(80,4+4,1%).

O presente trabalho verificou a influéncia da concentracdo de O, da agua na
sobrevivéncia e crescimento de juvenis de jundia, bem como a eficiéncia do Ca?*, na

agua ou na racdo, para minimizar os possiveis efeitos nocivos da hipéxia.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais Experimentais

Os juvenis de jundia foram adquiridos em pisciculturas da regido de Santa
Maria RS, Brasil e transportados ao Laboratorio de Fisiologia de Peixes da
Universidade Federal de Santa Maria. Os peixes foram mantidos por 7 dias em
tanques de 250 L, com aeracdo constante, a temperatura de 25°C, nivel de
oxigéncio dissolvido em 6,0 mg/L e alimentados com racdo comercial para juvenis

com 28% de proteina bruta a 2% da massa corporal por dia.
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2.2 Andlises de Qualidade de Agua

Para manter os niveis de O, a aeracéo foi efetuada com ar e/ou nitrogénio. A
temperatura e o oxigénio dissolvido foram medidos com oximetro (modelo Y552, YSI
Inc., Yellow Springs, OH, USA) e os niveis de pH com pHmetro DMPH-2 (Digimed,
Séo Paulo, Brasil). A amonia total foi determinada por Nesselerizagédo (Greenberg et
al., 1976) e a amobnia nao ionizada (NHs) foi determinada de acordo com Piper et al.
(1982). A dureza da agua foi analizada através do método titrimétrico com EDTA e a

alcalinidade de acordo com Boyd & Tucker (1992).
2.3 CLsp.g6n O2 X Ca** na Dieta

Os juvenis (4,75 + 0,65 g e 7,56 + 0,61 cm) foram distribuidos em caixas de
polipropileno de 2 L, numa densidade de 9 juvenis por caixa. O experimento foi
conduzido com 5 concentracbes de O, (0,41+0,13; 0,71+0,15; 0,97+0,13; 1,44+0,35
e 6,41+0,60 mg/L) e 4 niveis de Ca*" na racdo (0,45; 0,95; 1,45 e 2,5%).

Todas as dietas foram preparadas de acordo com Lazzari (2005) e incluiram
farinha de carne, ossos e de soja como o0s principais ingredientes. As dietas
apresentaram 34% de proteina bruta, 3400 kcallkg e 3% de fibra bruta. Os
ingredientes foram misturados e hidratados. Para preparar as dietas de cada
tratamento foi adicionado CaCOj3 & pasta da dieta controle (0,45% Ca®*) produzindo
as dietas experimentais. A pasta resultante foi misturada e extruzada, secada e
triturada em pequenos “pellets”. A medida das concentracdes de Ca®" nas quarto
dietas (0,45; 0,95; 1,45 e 2,45%) foram (médiatEP) 3+0,1; 31+0,6; 63+1,3; 127+1,3
e 151+1,3 mmol/kg respectivamente. Os peixes foram alimentados (2% da massa
corporal/dia) com as dietas experimentais durante 5 dias antes do inicio do
experimento.

A temperatura (26 + 0,7°C) e o pH (7,16 a 8,55) foram verificados a cada 12
horas e o oxigénio dissolvido a cada 6 horas. A dureza (26 mg CaCOs/L) e a
alcalinidade (30,33 + 3,75mg CaCOg3/L) foram verificadas no inicio e no final do

experimento.
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2.4 CLso.0sn O2 X Dureza da Agua

Os juvenis (3,66 £ 0,75 g e 7,32+ 0,5 cm) foram distribuidos em caixas de
polipropileno de 2 L, numa densidade de 10 juvenis por caixa. O experimento foi
conduzido com 5 concentrac¢des de O, (0,27+0,10; 0,7440,26; 1,33+0,14; 1,74+0,32
e 6,55+0,02 mg/L) e quatro niveis de dureza na agua (28, 116, 116 e 180 mg
CaCOg/L). A dureza foi aumentada adicionando-se CaCl,.2H,0 a agua.

A temperatura (25,6£0,5°C) e o pH (7,17 a 7,83) foram verificados a cada 12
horas e o oxigénio dissolvido a cada 6 horas. A alcalinidade (30,33t£3,75 mg
CaCOg/L) e a dureza, no inicio e final do experimento.

Durante o experimento os juvenis foram alimentados com racdo comercial
(28% PB) com 2% da massa corpora/dia. O alimento néo ingerido era retirado apés
30 minutos com uma peneira.

Nos dois experimentos, os tratamentos foram realizados com 3 repeti¢coes
cada. Em ambos, a cada 12 horas a mortalidade verificada e a agua das caixas foi
totalmente trocada por uma com as condi¢des dos respectivos tratamentosa. A CLsp.
osh O2 foi calculada através do método de probits (Finney, 1971). Durante os
experimentos foram observados o comportamento alimentar (alimentavam-se ou

ndo) e natacdo (desequilibrio, letargia).

2.5 Experimento de Crescimento (O , X dureza)

Juvenis (3,49£1,0g e 6,9+0,8cm) foram expostos a 1,47+0,04 mgO./L e outro
grupo (2,12+0,21g e 6,0+0,26cm) a 6,460,006 mgO,/L (préximo a saturacdo), sendo
gue ambos grupos foram expostos a 4 niveis de dureza: 30+2,0; 61+2,5; 121+3,0 e
180+3,0 mg CaCOs/L, com trés repeticbes em cada tratamento e a densidade foi de
10 juvenis/caixa. Os peixes foram alimentados com ragéo comercial 28% PB, a 2%
da massa corporal/dia.

A temperatura (22,4+0,6 °C), o pH (7,45+0,04), e oxigénio dissolvido foram
verificados duas vezes por dia, enquanto que a alcalinidade (22,6£2,57 mg/L
CaCOg) e o nitrito (nivel maximo de 0,29 mg/L) trés vezes por semana. Todos 0s
dias foram removidos os restos de alimento e fezes, e 90% da agua trocada por uma

de igual qualidade de acordo com os tratamentos.
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Foi realizada uma biometria aos 15 dias apés o inicio do experimento. A taxa
de crescimento especifico (G) foi calculada conforme a equacgéo:
G =[(In W2 — In Wy)/()] * 100

onde W, e W, sdo a massa corporal no inicio e no final do periodo, e t refere-
se ao comprimento (Jgrgensen & Jobling, 1993). A biomassa final foi calculada
multiplicando-se a média de peso ao final dos 15 dias pelo nimero de sobreviventes.
O coeficiente de variacéo (K) de peso e comprimento foi calculado de acordo com a
equacao:
CV = (SD/X) *100,

onde SD é o desvio padrédo e X € a media do comprimento ou peso (Jobling,
1994).
O fator de condicéo (K) foi calculado de acordo com a equacgao
K = (W/L®) * 100,

onde W é a massa corporal dos peixes e L o comprimento (Jobling,1994).
Ao longo do experimento foram observados o comportamento alimentar

(alimentavam-se ou ndo), a natacdo (equilibrio, letargia) e a mortalidade.
2.6 Analise Estatistica

Todos os resultados foram avaliados estatisticamente através de regressao
linear, ANOVA e teste de Tukey utilizando os programas Sigma Plot (versao 8.0) e
Biostat 4.0 (2005) , com nivel minimo de significancia de 95% (P<0.05).

3 Resultados

2* na Dieta

3.1 CLso96n O2 € Diferentes Niveis de Ca
A mortalidade dos juvenis expostos a 0,43+0,03 mgO,/L e alimentados com
niveis de 0,45 e 2,45% de Ca** na racdo foi significativamente maior (92,5 e 85,1%,

respectivamente) do que naqueles que receberam dietas com 0,95 e 1,45% de Ca?*
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(62,9 e 51,8% respectivamente). Na concentracédo de 0,64+0,05 mgO,/L, ndo houve
diferenca entre os tratamentos. Nessas duas concentragbes de O, a taxa de
mortalidade foi maior nas primeiras 36 horas apds o inicio do experimento. Na
concentracdo de 0,8+0,02 mgO,/L, a maior mortalidade ocorreu no tratamento com
2,45% de Ca*" na dieta (85,1%), sendo significativamente menor nos outros niveis
de Ca**, de 1,37% para 0,95% de Ca®', e 33,3% para 1,45% de Ca**. No nivel de
0,45% de Ca** ndo houve mortalidade. Na concentracdo de 1,07+0,09 mgO./L as
maiores taxas de mortalidade ocorreram nos tratamento com 0,45 e 2,45% de Ca**
na dieta (70,3 e 55,5%, respectivamente) e nos niveis de 0,95 e 1,45% de Ca**, a
mortalidade foi de 7,4 e 3,7%. Nao houve mortalidade no tratamento controle
(6,43+0,20) (Tabela 1). A CLsp.9s para os diferentes niveis de oxigénio dissolvido foi
de 0,89 mg/L (IC 0,64-1,34 mg/L).

3.2 CLsg.0sn O2 Diferentes Niveis de Dureza na Agua

A mortalidade dos juvenis expostos a concentracdo de 0,27+0,10 mgO2/L foi
entre 66,67 e 73,33% para as durezas de 28, 52 e 116 mg CaCOg3/L e de 33,3% na
dureza de 180 mgCaCO3/L. Na concentracdo de 0,74%+0,26 mgO,/L a taxa de
mortalidade foi significativamente maior no tratamento com a dureza de 28 mg
CaCOg/L (90%) do que nos tratamentos com 52, 116 e 180 mg CaCOs/L (30,0; 36,7
e 23,3%, respectivamente). Ja na concentracdo de 1,33 mgO,/L a mortalidade foi de
30% nos tratamentos com 28 e 180 mg CaCOgs/L e 10% no tratamento com dureza
52 mgCaCOs/L e no tratamento com dureza 116 mg CaCOs/L ndo houve
mortalidade. Na concentragao 1,74+0,32 mgO./L e no controle (6,55+0,02 mgO,/L)

também nao houve mortalidade.
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Tabela 1 — CLsg.96n O2 para juvenis de jundia (Rhamdia quelen) expostos a diferentes
niveis de Ca®* na dieta e dureza na agua.

Niveis de Ca** na dieta CLso-96n Niveis de dureza CLso-96n

0,45 0,93+0,19° 28 0,96+0,072
0,95 0,64+0,09° 52 0,49+0,09°
1,45 0,66+0,09° 116 0,78+0,082
2,45 1,3440,07¢ 180 Nd

Diferentes letras indicam diferencga significativa através de analise de variancia (ANOVA “Two-Way") e
teste de Tukey (P<0,05). nd — ndo determinado, pois mortalidade foi baixa nos niveis de O, testados.

3.3 Interacéo entre O , x Dureza da Agua e Crescimento

Os juvenis expostos a menor concentragcédo de O, (1,47+0,04 mgO,/L) tiveram
um aumento nos parametros: peso médio final, ganho de peso, ganho de biomassa,
comprimento e taxa de crescimento especifico, enquanto que para o fator de
condicdo ndo houve diferenca significativa. Houve um aumento proporcional do seu
desempenho de acordo com o nivel de dureza. Os peixes expostos ao nivel mais
alto de O, (6,46+£0,06 mgO./L) apresentaram menor desempenho para essas
variaveis, sendo que houve diminuicdo das taxas de crescimento na medida em que
houve aumento da dureza. Os peixes expostos a menor concentracdo de O
mostraram sinais de letargia durante todo o periodo avaliado. A taxa de
sobrevivéncia foi de 100% em ambos tratamentos.
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Tabela 2 — Ganho de peso (g/15 dias), ganho de biomassa (g/15 dias ), taxa de
crescimento especifico (%dia), fator de condicdo (g/cm®) e comprimento (cm) de
juvenis de jundia expostos a diferentes concentracdes de O, e dureza na agua apos

15 dias.
Niveis de Dureza (mgCaCoO 3/L)
O,
(mg/L) 30+2,0 61+2,5 121+3,0 180+3,0
Ganho de peso | 1,42+0,08% | 1,77+0,04° |2,24+0,70° | 3,78+0,39¢
Ganho de 14.1620,76% | 17,65£0,40° | 22,40+7,03° | 37,79+3,88¢
Biomassa
Taxa de
14740,04 | ~eccimento | 4,7240,18% | 5,58+0,13% | 5,98:095° | 9.18+0,70°
Especifico
Fator de Condicdo | 1,31+0,01 1,33+0,03 1,20+0,13 1,44+0,10
Comprimento 7,2+0,06 7,33+0,03 7.87+0,12 7,97+0,03
Ganho de peso | 1,27+0,33% | 1,28+0,14® |0,73+0,12° |0,63+0,18"
Ganho de 12,67+1,57% | 12,80+1,92% | 7,31+0,49° | 6,34+0,63"
Biomassa
Taxa de
6,46£0,06 Crescimento -9,7340,37 | -9,72+0,57 -9,49+0,45 |-9,18+0,78
Especifico
Fator de Condig&o | 1,05+0,20 0,94+0,09 0,89+0,19 0,92+0,11
Comprimento 6,86+0,25 7,13+0,32 6,83+0,21 6,69+0,29

*todos os valores estao expressos como média * erro padrao (n= 10)

**Peso inicial: 1,47+0,04 mg O, /L= 3,49 g ; 6,46+0,06 mgO,/L = 2,129

Diferentes letras nas colunas indicam diferencas significativas através de andlise de variancia
(ANOVA “Two-Way") e teste de Tukey (P<0,05)

O ganho de peso, biomassa e o comprimento ao final do experimento foram

significativamente maiores nos juvenis expostos a menor concentracao de O, do que

0S peixes expostos a maior concentracdo de O,. O aumento da dureza da agua

prejudicou todos os parametros medidos nos juvenis expostos a maior concentracao

de O,, enquanto que para aqueles submetidos a baixos niveis de O, houve um

incremento nesses mesmos parametros (Figura 1).
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FIGURA 1 — Ganho de peso (A), ganho de biomassa (B), comprimento (C) e Taxa de crescimento
especifico(D) de juvenis de jundia expostos a diferentes niveis de oxigénio dissolvido e durezas na

agua por 15 dias (* = 1.47 e 0 = 6.46 mg/LO,).

Dureza (mgCaCOy,/L)

4 DISCUSSAO

Os niveis de O, dissolvido na agua tém um papel chave na qualidade da agua
para aquicultura. Diferentes espécies de peixes apresentam variadas estratégias
para superar as baixas concentracdes de oxigénio na agua. Dentre os mecanismos
mais usados pelos peixes estda o0 aumento da freqiéncia e do volume ventilatorio
(Randall, 1982). Em situagBes de hipdxia, o custo da ventilagcdo pode aumentar até
50% do custo ventilatorio em normoéxia (Valverde et al., 2006). O aumento do custo
energético para a ventilagdo diminui a energia disponivel para o crescimento e

outras funcdes (Kramer, 1987). Para varias espécies o crescimento € bastante

200
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prejudicado em situacdes de hipdxia. Juvenis de Leporinus elongatus (28-51Q)
expostos a hipdxia severa (1,92+0,09 mgO-/L) por 14 dias mostraram baixo ganho
de peso, conversao alimentar e indice hepatosomatico quando comparados aos
submetidos a hipdxia moderada (3,91+0,09 mgO,/L) e normodxia (Wilhelm Filho et al.,
2005).

Para um grande numero de telosteos, pequenos individuos sdo mais
tolerantes a hipoxia que grandes individuos (Burleson et al.,, 2001; Robb &
Abrahams, 2003). Entretanto, para A. ocellatus, Almeida-Val et al. (2000) relatam
gue juvenis (16 g) sobreviveram satisfatoriamente a hipoxia severa por apenas 9
horas enquanto que individuos maiores (230 g) sobreviveram aproximadamente 35
horas. Nessa espécie, a maior tolerancia a hipdxia deve-se ao grande potencial
anaerobico, o qual é indicado pelas concentracbes de lactato desidrogenase e
malato desidrogenase em varios tecidos, indicando que o0s adultos séo
fisiologicamente adaptados para condi¢des de hipoxia.

Em nossos experimentos, juvenis de jundia expostos a concentracdes muito
baixas de O, (nos experimentos de CLso.gsn) €Xibiram estratégias para minimizar os
efeitos da hip6xia, como buscar pelo oxigénio na superficie da dgua e aumento dos
movimentos operculares (frequéncia e volume ventilatério), o que também foi
verificado por Braun et al. (2006). Esse comportamento também foi verificado em
outras espécies, como Ictalurus punctatus (Burleson et al., 2002), Prochilodus
lineatus (Parma-de-Crouz, 1995) e O. niloticus (Delaney & Klesius, 2004). Para a
maioria das espécies niveis inferiores a 3 mg/L podem ser muito estressantes, e se
as concentracdes de O, ficam abaixo de 1 mg/L, os animais sao incapazes de obter
o0 O, necessario e suas fungdes vitais sdo afetadas, podendo leva-los a morte (Boyd
& Tucker, 1992; Baldissertotto, 2002). O grumatd, P.lineatus, apés 3-4 horas de
exposicao a 0,3-0,5 mg/L de O,, apresentou 100% de mortalidade (Parma-de-Corux,
1995), enquanto que A. ocellatus, considerada uma espécie tolerante a hipoxia,
sobreviveu a 0,4 mg/L O, por 16 horas (Muusze et al., 1998).

Juvenis de D. labrax expostos a hipdxia tiveram uma marcada diminuicdo no
crescimento (Pichavant et al., 2001). Esse efeito pode ser atribuido ao aumento no
custo energético para ventilagdo com consequente diminuicdo da energia disponivel
para crescimento (Kramer, 1987) ou uma diminuicdo na ingestdo de alimento (Brett,
1979; Kramer, 1987; Jobling, 1994; Pichavant et al., 2001). O processo de
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alimentacao, digestdo e absorcao é altamente dispendioso para os peixes, podendo
representar 60% do gasto total do animal (Vam Dam & Pauly, 1995).

Como em muitas espécies, 0s juvenis de jundid expostos a baixas
concentracbes de O, mostraram menor voracidade (menor consumo aparente) que
0S expostos a niveis mais altos de O,, 0 que causou um menor ganho de peso,
comprimento, biomassa e taxa de crescimento especifico (Braun et al. 2006).
Entretanto, em nosso experimento de crescimento todas as variaveis avaliadas
foram significativamente maiores nos juvenis expostos a menor concentracdo de O,
que 0s peixes expostos a maior concentracdo de O,. O aumento da dureza da agua
parece ter melhorado os parametros medidos, enquanto que para aqueles
submetidos a niveis mais altos de O, houve uma diminuicdo nesses mesmos
parametros.

Baixas concentracdes de Ca®* na 4gua (0,125 mM) e na dieta reduzem a taxa
de crescimento em Salvelinus fontinalis (Rodgers, 1984) demonstrando que um
minimo de captacdo de Ca®" através das branquias e/ou intestino é necessaria para
um crescimento normal dos peixes (Baldisserotto et al., 2004).

Os efeitos da dureza da agua sobre o crescimento variam de acordo com a
espécie de peixe e a qualidade da agua. Espécies que sdo encontradas em
ambientes naturais de agua dura requerem a mesma qualidade para um bom
desenvolvimento, enquanto que para aquelas encontradas naturalmente em aguas
moles, aguas duras podem ocasionar efeitos deletérios prejudicando seu
crescimento e sobrevivéncia (Parra & Baldisserotto, 2007).

O Ca*' na 4gua ou na dieta pode exercer um papel fundamental na regulacédo
ibnica, evitando a perda de ions por difusdo, pois interfere na permeabilidade das
membranas bioldgicas, aumentando a tolerédncia dos teledsteos dulciaquicolas a
varias substancias toxicas, como metais pesados (Baldisserotto et al., 2004) e a
amonia (Tomasso et al., 1980; Walsh et al., 2007).

Vérias pesquisas mostram que o Ca®* tem um importante papel na
manutencdo da homeostasia (Tomasso, 1980.; Yesaki & Iwama, 1992), pela
manutencdo da integridade das juncbOes celulares, na permeabilidade das
membranas, na regulacdo das bombas de protons (Wright & Wood, 1985.; Lin &
Randall, 1991; Yesaki & lwama, 1992; Wilson et al., 1994)

O presente estudo indica que altas concentracées de Ca®* na agua podem

melhorar a crescimento de juvenis de jundia expostos a baixos niveis de O, na agua.
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CONCLUSOES

Considerando-se os resultados obtidos com esses trabalhos, conclui-se que

1. A média da concentracdo letal de aménia ndo ionizada, em 96 horas, para
juvenis de jundia alimentados com dietas suplementadas em Ca*" foi de 0,73
mg/L NHs. e para juvenis mantidos em diferentes concentracées de Ca®" na
agua foi de 1,20 mg/L NHs.

2. A média da concentracdo letal de Oxigénio dissolvido, em 96 horas, para
juvenis de jundia alimentados com dietas suplementadas em Ca*", foi de 0,89
mg/L NH3 e

3. O aumento dos niveis de dureza da agua melhorou o crescimento de juvenis
mantidos em altas concentragcbes de NH3 e baixas concentracdes de O, e
podem ser prejudiciais em situacbes de concentracbes baixas de NH3; na

agua e de normoxia.



CONSIDERACOES FINAIS

Quando se compara os efeitos da hipoxia e da alta concentracdo de amonia
na agua, verifica-se uma surpreendente interacao entre esses estressores. Algumas
espécies sao bastante resistentes a baixos niveis de O, e altos de NH3 (I. punctatus
e P. reticulata, por exemplo) enquanto outras (O. mykiss, por exemplo), s&o muito
sensiveis a esses parametros. A toxicidade da NH; aumenta com a reducdo da
concentracdo do O, na agua.

Dentre as adaptacdes que ocorrem durante a hipdxia crbnica estdo o
aumento da ventilacdo (freqiiéncia e volume) e consequentemente da perfuséo
branquial, alterando as células branquiais, interferindo na osmoregulacdo e
ionoregulacéo, no equilibrio acido-basico e na eliminacdo dos excretas nitrogenados.
A captacdo ativa de Na' ocorre acoplada a excrecdo de NH3, de modo que, se
durante a hipdxia ocorre diminuicdo da atividade dos iondcitos, por falta de Oy,
diminui também a excrecdo de NHs.

A exposicao crénica a niveis altos de NH3 afeta os peixes de varias maneiras:
causa hiperplasia branquial, mudangas na producdo de muco, aumento da
ventilagdo branquial. Essas alterac6es diminuem a captacdo branquial de O, e a
excrecao nitrogenada e aumentam a perda ionica difusiva.

O Ca* tem um papel fundamental na manutencdo da homeostasia e
diminuicdo do estresse associado a esses fatores, pois interfere na permeabilidade
das membranas e integridade das junc¢des celulares, na viscosidade do muco e na
regulacdo das bombas de prétons (ionoregulacao).

O entendimento das relacdes ecoldgicas e das adaptacdes que podem
ocorrer no ambiente natural e de cultivo sdo extremamente importantes para 0 maior
conhecimento do jundia, tendo em vista que essa espécie apresenta excelentes
caracteristicas zootécnicas, como rusticidade, docilidade, facilidade na inducédo da
reproducdo além da boa qualidade da carne, o que atrai cada vez mais 0s
piscicultores, especialmente para cultivos em regifes nas quais é endémico. E uma
espécie bastante aceita no mercado consumidor tanto para pesca esportiva quanto
para alimentagdo, sendo a sua producao apropriada em regides de clima temperado
e subtropical, como o sul do Brasil.

Nos ultimos anos, as pesquisas relacionadas ao cultivo do jundia aumentaram

bastante, tornando-a uma das espécies brasileiras mais conhecidas. Entretanto,
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muitos aspectos do seu cultivo ainda sédo pouco conhecidos e muitos fatores devem

ser superados para efetivar o seu grande potencial.
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