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Resumo

Organismos marinhos em salinidades reduzidas encontram um desafio fisiologico
diferente daquele naturalmente encontrado em salinidade oceénica. 1Sso ocorre porque esses
se tornam hiper-osmoticos em relagdo ao meio. A literatura sugere que a adi¢do de sal na dieta
pode suprir a perda passaiva de ions e, consequentemente, melhorar o crescimento. Dessa
forma, os efeitos da suplementacdo de sal na dieta (SD) no crescimento, na sobrevivéncia, na
osmorregulacdo e nas alteragdes histoldgicas branquiais foram avaliados em juvenis de
bijupird (12 g) criados em salinidade 5. O bijupira, Rachycentron canadum, tem recebido a
atencdo de pesquisadores e investidores no mundo inteiro devido as suas caracteristicas
positivas que a elegem uma espécie com potencial na piscicultura marinha. Durante 40 dias,
os peixes foram alimentados, diariamente em dois turnos, com dietas contendo diferentes
niveis de NaCl: 0,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10,0% do peso seco da dieta basal (todos em triplicata). Ao
final do experimento os arcos branquiais foram coletados para avaliacdo histoldgica e
determinacio da atividade Na*, K'-ATPase. A sobrevivéncia foi 100% em todos 0s grupos e
ndo houve diferenca no peso médio final entre os tratamentos. Entretanto, 7,5 e 10% de NaCl
resultaram em piores taxas de conversdo alimentar e maior consumo alimentar comparadas
aos demais grupos. A atividade da Na*, K'-ATPase branquial foi estatisticamente reduzida
quando os peixes receberam dietas com niveis de 2,5; 5 e 7,5% de NaCl em relacdo ao grupo
0,0%. O nimero de células de cloreto do grupo controle (16 células mm®) diferiu
significativamente dos grupos SD. Foi verificado o aumento da proliferacdo celular de acordo
com o aumento do sal na dieta, atingindo 41 células mm™ nas branquias dos peixes do grupo
10% de NaCl. Esses dados sugerem que a suplementacdo de NaCl ndo é necessaria para o
crescimento em salinidade 5, apesar do bijupira apresentar menor atividade Na*, K*-ATPase

nos grupos com baixa adi¢cdo de NaCl na dieta.

Palavras-chave: Beijupira; peixe marinho; agua salobra; Na*,K*/ATPase; célula de cloreto.



Abstract

Marine fish in low-saline water encounter the physiological challenge of passive loss
of ions and water gain. Some studies suggested that dietary salt can provide physiological
necessities and may, consequently, improve growth. Cobia Rachycentron canadum is a fast
growing fish and its commercial interest has been increasing around the world. The aim of
this study was to investigate the influence of salty diet (SD) on growth performance, gill
histological alterations, and osmoregulation of cobia reared in low salinity. Cobia juveniles
(12 g) were acclimated to salinity 5 and fed with five dietary NaCl levels: 0.0%, 2.5%, 5.0%,
7.5% and 10.0% dry weight of a basal diet (all with three replicates). Fishes were fed twice
daily until satiation for 40 days. At the end of experiment, gill arches were sampled for
histological evaluation and for determination of Na*, K*-ATPase activity. Survival after 40
days was 100% in all treatments. The results showed that NaCl supplementation did not
improve growth performance and the highest levels of SD (7.5 and 10%) showed unfavorable
effects on food conversion and feed intake. Na', K*-ATPase activity in fishes fed with the
basal diet was significantly higher than in those fed with 2.5%, 5.0 and 7.0% NacCl
supplementation. The number of chloride cells significantly increased with increasing dietary
salt level, reaching 2.5 fold higher in 10% NaCl supplementation (41 cells mm™) when
compared to group 0.0% (16 cells mm™). Summarily, dietary salt supplemented has
consequences on chloride cells proliferation, but, apparently, cobia seems to spare energy,

since it reduced the Na*, K*-ATPase activity.

Keywords: Bijupira; marine fish; brackish water; Na*,K*/ATPase; chloride cell.
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1 Introducéo Geral

1.1 Conhecendo o bijupira

1.1.1 Descricao da espécie

Rachycentron canadum (Linnaeus 1766), originalmente descrito como Gastorosteus
canadus, é a Unica espécie existente da familia Rachycentridae. R. canadum possui corpo
alongado, subcilindrico, fusiforme; cabeca larga e depressa e olhos pequenos. A boca € larga,
terminal, com projecdo maior da mandibula; dentes viliformes na mandibula, no céu da boca e
na lingua. A primeira nadadeira dorsal contém 7-9 (geralmente 8) curtos, porém fortes,
espinhos isolados, ndo ligados por membrana; a segunda nadadeira dorsal € comprida, com
raios anteriores elevados em adultos; nadadeiras peitorais pontudas, tornando-se falcadas com
a idade; nadadeira anal similar a dorsal, mas curta; nadadeira caudal redonda em juvenis com
raios centrais muito prolongados, e com o passar da idade, essa torna-se lunada em adultos
(Figura 1). Linha lateral levemente ondulada na regido anterior (Collette 1981, Shaffer &
Nakamura 1989).

A coloracdo do monotipico Rachycentridae € composta por marrom-escuro na regiao
superior, marrom-claro na regido lateral e inferior, com uma faixa preta lateral estendendo-se
do focinho, passando pelo olho, a base da nadadeira caudal, limitada acima e abaixo por uma
banda péalida. A faixa preta lateral & acentuada em juvenis e tende a clarear em adultos. As
nadadeiras sdo escuras, exceto as anal e pélvica, que sdo acinzentadas. Superficie ventral
prateada com branco acinzentado. Esse teledsteo ndo apresenta dimorfismo sexual e €
gonocorista (individuo que ndo apresenta reversdo sexual) (Shaffer & Nakamura 1989).

O nome popular padrdo da Organizacdo das Nacbes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo — FAO (sigla em inglés) da espécie é em inglés: cobia, em frances: mafou e em
espanhol: cobie (Collette 1981). Outros nomes populares sdo: bijupira, beijupira, pirambiju,
cacdo de escama, falso tubardo, lemonfish, crabeater, ling, black kingfish, entre outras

variacdes no Brasil e no mundo (ver Shaffer & Nakamura 1989).
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Figura 1 — Desenho ilustrado da Rachycentron canadum adulta (Collette 1981).

1.1.2 Importancia econdmica

Sumariamente, o bijupird € uma espécie pelagica, migratdria, carnivora, cosmopolita e
ndo habituada a formar cardumes. Alias, os habitos solitarios da espécie contribuem para o
desconhecimento nacional, uma vez que ndo ha pescaria em escala comercial especifica e,
consequentemente, sua comercializacdo ocorre em peixarias litoraneas de pequeno/médio
porte quando ocorrem capturas acidentais, principalmente nos paises ocidentais. Mesmo
assim, o Brasil é o quinto maior pais de producdo capturada ficando atras de Ird, Malasia,
Filipinas e Paquistdo (FAO 2009). Corroborando o tema, em 2007 o desembarque alcangou 0
valor de 10.484 t em todo o mundo, enquanto que no Brasil a estimativa aponta uma captura
de 975 t, com destaque para as regides Norte e Nordeste (FAO 2009, MPA 2009).

O bijupira possui uma significativa importancia econémica no segmento recreacional,
sendo uma espécie apreciada na pesca esportiva por ser um peixe “brigador”, de dificil
captura, principalmente no Golfo do México (Shaffer & Nakamura 1989, Kaiser & Holt
2005). Diferentemente do Ocidente, o bijupird € um peixe famoso e valioso para 0S
consumidores orientais, principalmente Japao e Taiwan. Nesses paises, esse peixe possui alto
valor comercial devido a sua carne branca, apreciada para consumo cru (sashimi) e, também
pela sua barriga, que apresenta alto teor de lipidio (Miao et al. 2009). Em Taiwan, apenas 0
bijupird movimentou uma producdo em cativeiro de 4.268 t, em 2005, significando pouco
mais US$ 21 milhdes (Miao et al. 2009).

1.1.3 Distribuicéo
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R. canadum possui uma ampla distribuicdo em oceanos tropicais, subtropicais, e
temperados quentes, exceto na regido central e oriental do Pacifico (Briggs 1960, Shaffer &
Nakamura 1989) (Figura 2). O bijupira foi introduzido nos Mares: Mediterraneo, Negro e
Vermelho (Goren & Dor 1994, Golani et al. 2002). A maioria dos ovos, planctonicos e
pelagicos, do bijupira € encontrada em mar aberto. Conforme a espécie inicia sua fase
nectonica, essa se desloca para guas costeiras, proxima as praias, desembocaduras de rios,
ilhas barreiras ou baias com salinidades relativamente elevadas (Shaffer & Nakamura 1989).
Quando adultos, sdo peixes costeiros e da plataforma continental e ocasionalmente entram em
estuarios (Robins & Ray 1986).

A distribuicdo do bijupira é fortemente influenciada pela temperatura, pois a espécie
prefere migrar para regides quentes. Entretanto, podem ocorrer em dguas temperadas durante
0s meses quentes do ano. A salinidade parece ser menos fundamental em sua distribuicdo ja
que sdo encontrados em diferentes ambientes. Porém, sdo encontrados em ambientes com
grande variacdo de salinidade, preferencialmente em oceanicos ou de salinidades préximas a
oceanica. Outro parametro que influencia na distribuicdo da espécie é a abundancia de
alimentos disponiveis, principalmente caranguejos e outros crustaceos (motivo pelo qual um
dos nomes populares ser crabeater, crab: caranguejo e eater: alimentador, comedor) (Shaffer
& Nakamura 1989).

Probabilidade
relativa de
ocorréncia

I 0.80 - 1,00

I 0.60 - 0.79

040 - 0.59
0.20 - 0.39
0.01-019

s —

Figura 2 — Probabilidade relativa de ocorréncia do Rachycentron canadum (Froese & Pauly 2011).
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1.1.4 A criagdo de R. canadum

Devido as caracteristicas bioldgicas da espécie, principalmente devido a excelente taxa
de crescimento, que atinge entre 4 a 6 kg no primeiro ano de criacdo (Chou et al. 2001), o
bijupira foi eleito como uma espécie promissora na aquicultura e, assim, atraiu a atencéo de
governos, grandes grupos de investidores e até de familias litoraneas que, consequentemente,
incentivam e pressionam pesquisadores no mundo inteiro para melhorias e descobertas de
técnicas de criacéo.

Os primeiros relatos da criacdo de bijupira revelam que foi em Taiwan, no inicio dos
anos 90, que essa espécie chamou a atencdo para a aquicultura, quando 0s taiwaneses
obtiveram as primeiras desovas em cativeiro (Liao et al. 2004). Entretanto, ja& em 1974,
pesquisadores coletaram ovos selvagens do bijupira na Carolina do Norte (EUA) e os criaram
com éxito até 131 dias de idade (Hassler & Rainville 1975). Embora tenham registrado uma
alta taxa de mortalidade nos primeiros dez dias ap0s a eclosao, esses autores ja evidenciaram
0 potencial dessa espécie a aquicultura devido ao seu rapido crescimento, facilidade de
manejo e tolerancia a variacdo das condi¢des ambientais (Hassler & Rainville 1975).

Alguns paises na Asia, Oceania e Américas ja o produzem comercialmente, porém, em
pequena escala, ou, ainda, ndo reportada. A producdo de bijupird oriunda da aquicultura foi
cerca de 30 mil toneladas em 2009, sendo somente a China e Taiwan 0s responsaveis pela
producdo (FAO 2009). Entretanto, os dados da producdo pesqueira chinesa ja foram
desmascarados por um artigo publicado na Nature. Foi demonstrado que o sistema politico
chinés incentiva a superestimacdo dos dados de captura e producdo doméstica de pescado
(Watson & Pauly 2001, Pauly 2009). Dessa forma, apesar de o consumo per capita de
pescado nos paises orientais serem elevados (Smith et al. 2010), dados de producéo da China
s&o duvidosos.

Os sistemas de criacdo do bijupira variam entre regides e fases de criacdo. A
manutencdo dos reprodutores de bijupira em cativeiro € feita em diversos sistemas. Ha relatos
de utilizacdo do sistema de recirculacéo de agua, em viveiros com sistema de fluxo continuo e
até mesmo em tanques redes oceanicos (Liao et al. 2004, Benetti et al. 2008a, Nhu et al.
2010). A larvicultura é realizada em laboratorio com tanques em sistema de fluxo continuo ou
de recirculacdo, ou ainda em viveiros escavados, quando em baixas densidades de estocagem.
A fase de engorda é, predominantemente, realizada em tanques redes oceanicos near-shore e
off-shore (Liao et al. 2004, Webb Jr. et al. 2007, Benetti et al. 2008a).
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O que torna evidente em todos os sistemas de criagdo, bem como nas diferentes fases,
é a exigéncia, principalmente, de altas concentracfes de oxigénio dissolvido na éagua e,
obviamente, como em toda escala intensiva de produgcdo de organismos aquaticos, a
manutencdo dos demais pardmetros de qualidade de &gua em niveis no minimo aceitaveis
para aquela espécie. Assim, de modo geral, as fases de larvicultura e inicial de juvenis sdo
realizadas no continente, enquanto a fase de engorda final € realizada no oceano (Webb Jr. et
al. 2007).

A densidade de estocagem do bijupira parece influenciar na performance das larvas e
de juvenis de modo diferente. O crescimento bem como a sobrevivéncia de larvas de bijupira
parecem diminuir conforme o aumento da densidade de estocagem. A literatura sugere que a
densidade de estocagem inicial de larvas recém eclodidas seja de 5 a 10 larvas/L e que 0s
tanques de larvicultura do bijupira com grandes didmetros podem apresentar melhores
resultados de crescimento e sobrevivéncia, j& que as larvas aparentam predar
preferencialmente na coluna superior da agua (Hitzfelder et al. 2006).

Por outro lado, juvenis de bijupird criados em densidades elevadas (0,22 e 0,44 g/L)
ndo apresentam diferengas significativas de sobrevivéncia e ganho em peso em relagdo
aqueles criados em baixa densidade (0,04 g/L) (Webb Jr. et al. 2007). Porém, foi verificado
nesse mesmo estudo que 0s peixes juvenis criados em baixa densidade apresentaram uma pior
eficiéncia alimentar comparado as densidades mais elevadas. Segundo os autores, esse fato
ocorre, pois a agressividade e competicao pelo alimento foram maiores entre os peixes criados
em sistemas mais densos, onde os animais se alimentavam dos grdos de racdo ainda na
superficie da agua, enquanto que em baixa densidade de estocagem 0s juvenis apenas se
alimentavam quando o grdo de racdo chegava proximo ao fundo do tanque, dificultando a

percepcao de saciedade dos organismos.

1.1.5 Efeitos da qualidade da agua em R. canadum

Atwood et al. (2004) mostraram que para juvenis a temperatura letal mediana é 12,1°C
e Hassler & Rainville (1975) mostraram que o limite superior é 37,7°C. Para engorda de
juvenis, Sun et al. (2006) mostraram que a faixa considerada 6tima compreende entre 27 a
29°C. Um dado interessante é que apesar dos juvenis de bijupira apresentarem uma taxa de

crescimento inferior quando expostos a temperaturas inferiores (18 e 23°C), esses apresentam
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crescimento compensatorio quando sdo retornados ao 6timo térmico (29°C) (Schwarz et al.
2007).

Alguns estudos reportaram o crescimento e a sobrevivéncia de juvenis de bijupird em
diferentes salinidades e sugerem que em baixas salinidades o bijupird apresenta seu
desempenho negativamente afetado, embora alguns resultados sejam conflitantes entre si
(Denson et al. 2003, Atwood et al. 2004, Resley et al. 2006, Chen et al. 2009). Num estudo
atinge salinidade 8 e praticamente atinge 100% em salinidade 2 (Atwood et al. 2004). Denson
et al. (2003) mostraram que o0 bijupiréd teve menor crescimento em salinidade 5 comparado as
salinidades 15 e 30 ja na primeira biometria, realizada a cada 15 dias, durante um periodo de
oito semanas. Todavia, mesmo sendo numericamente menor, a sobrevivéncia de juvenis de
bijupira criados em salinidade 5 néo foi estaticamente diferente das salinidades maiores. Esse
estudo sugeriu que os peixes criados na salinidade 5 estavam menos saudaveis comparados
aos demais tratamentos, pois além de apresentarem valores percentuais estatisticamente
menores de hematocrito, muitos desses peixes apresentaram nadadeiras erodidas, Ulceras na
pele e também estavam emaciados.

Corroborando o assunto, Chen et al. (2009) verificaram que juvenis de bijupira criados
em salinidade 5 apresentaram valores inferiores das taxas de conversdo alimentar e de
crescimento especifico e diferiram estatisticamente dos tratamentos de salinidades superiores
durante 15 dias do experimento. Além disso, 0 gasto energético dispensado para o
crescimento foi significativamente menor nos peixes criados em salinidade 5 quando
comparado a salinidade 30 e, consequentemente, 0 gasto energético do metabolismo na
salinidade inferior foi maior comparado as salinidades superiores (Chen et al. 2009).

Por outro lado, Resley et al. (2006), em duas triagens para avaliar o desempenho de
juvenis de bijupird em trés diferentes salinidades, 5, 15 e 30, verificaram que durante oito
semanas 0s peixes criados em salinidade 5 cresceram tdo bem ou melhor que os demais
tratamentos. Porém, na ultima semana de uma das triagens, todos os tratamentos registraram
mortalidades, e no tratamento 5 o percentual foi maior, de modo que diferiu estatisticamente
dos demais tratamentos. Segundo os autores, uma possivel explicacdo a esse fato pode ser a
infestacdo do parasita Coccodia sp. em todos os tratamentos, porém aqueles criados na
salinidade inferior foram os mais afetados por estarem mais susceptiveis a fatores estressantes
e/ou doencas ou ainda o aumento da viruléncia do parasita em salinidades inferiores.

Essa divergéncia nos parametros zootécnicos do bijupird criado em salinidade 5 pode

ter como explicagéo a dieta utilizada nos tratamentos (Resley et al. 2006, Chen et al. 2009).
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Denson et al. (2003) e Chen et al. (2009) alimentaram os juvenis de bijupird durante o
experimento com dieta comercial e lula fresca, respectivamente. J& Resley et al. (2006)
ofertaram uma dieta elaborada, que continha os mesmos os niveis de proteina e lipidio da
dieta comercial, onde foram adicionados complexos comerciais mineral e vitaminico. Essa
dieta suplementada pode favorecer a salde dos peixes, ja que alguns nutrientes podem estar
aquém ou ausentes numa dieta comercial, como por exemplo o célcio, que auxilia na
prevencao de lesdes musculares e osteopenia (Resley et al. 2006). Além da dieta, essas
diferencas no crescimento podem ser causadas também por diferentes estratégias de
aclimatacdo a baixa salinidade e pela composicédo ibnica e alcalinidade da dgua (Sampaio &
Tesser 2010)

As larvas de bijupira respondem ao teste de estresse salino de modo similar as demais
larvas de peixes marinhos, que sdo capazes de tolerar mudangas abruptas de salinidade por
curtos periodos de tempo. O teste de estresse salino consiste da transferéncia imediata as
salinidades extremas e avalia a sobrevivéncia num intervalo de tempo. Larvas de bijupird
exposta a salinidade 65 possuem menor indice de estresse quando comparadas aquelas
expostas a salinidade zero (Salze et al. 2008).

Outros parametros de qualidade de agua, como oxigénio dissolvido, pH e compostos
nitrogenados, também ja foram estudados (Atwood et al. 2004, Feeley et al. 2007, Rodrigues
et al. 2007, Santos 2008). Sumariamente, 0 que se observa é que o bijupira requer niveis de
oxigénio dissolvido elevados e, como em atuns, uma elevada taxa metabdlica permite ao
bijupird um rapido crescimento, ja& que garante levar aos tecidos oxigénio e substratos
metabolicos necessarios rapidamente (Feeley et al. 2007). O bijupird ndo apresenta
mortalidade quando criado por seis semanas em pH 5 ou 6, embora apresente menores taxas
de crescimento e de conversao alimentar comparado aos juvenis criados em pH proximos da
agua marinha (Santos 2008). Juvenis apresentam uma tolerancia a concentragdes de amonia
proxima as demais espécies marinhas, embora em criacdes intensivas os valores apresentados
por Rodrigues et al. (2007) sejam facilmente encontrados. Nesse estudo, foi estimada a
concentracdo letal para 50% dos juvenis de bijupira experimentais é 1,13 mg N-NHs/l e o
cessar da alimentacdo quando essa atinge 0,62 mg N-NHs/l. Quanto aos efeitos do nitrito,
nota-se que o bijupira é resistente a esse composto, pois a concentracdo letal mediana (CLso)
sequer pdde ser estimada ja que os valores das concentracfes testadas foram baixos e apenas
seis juvenis morreram no tratamento com a maior concentracdo (210 ppm) desse composto
(Rodrigues et al. 2007).
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1.1.6 Alimentac&o e nutri¢do do bijupira

Apesar de a espécie possuir caracteristicas vantajosas a sua criacdo, até aqui
mencionadas, os aquicultores tém encontrado algumas frustragdes principalmente na
larvicultura, devido as elevadas taxas de mortalidade encontradas na fase inicial da
alimentacdo exdgena, onde as mudancas alimentares sdo dramaticas (Tang et al. 2010).
Primeiramente, o bijupird alimenta-se do saco vitelinico, uma vez que a larva ao eclodir ndo
apresenta formacao do olho, principal 6rgao sensorial para predacdo na maioria das espécies
carnivoras, além de apresentar a boca e anus fechados.

Embora ainda se alimente do saco vitelinico, a primeira alimentacdo exdgena comeca
entre 2-3 dias apos a eclosdo, onde ja ocorre a pigmentacédo dos olhos, bem como, a abertura
da boca e do anus (Faulk et al. 2007). Neste primeiro momento, dificilmente as larvas de
teledsteos aceitam alimentos inertes e/ou que possuam ingredientes de natureza complexa,
como € o caso da racdo, principalmente porque ndo ocorre estimulo visual e seu aparato
gastrointestinal é incipiente (Barnabé & Guissi 1994, Kolkovski 2001).

Dessa forma, a larvicultura do bijupird deve oferecer alimento vivo nas primeiras
alimentacdes e, comumente, essa ¢ feita utilizando inicialmente o rotifero tipo “G”,
Brachionus plicatilis ou nauplio de copépode, seguido de Artemia sp. O tempo, a escolha da
espécie, o estagio de vida e o enriquecimento do alimento vivo ofertado, tanto com
microalgas ou com produtos comerciais, variam entre os protocolos adotados em cada
laboratério (Liao et al. 2004, Faulk & Holt 2005, Holt et al. 2007, Benetti et al. 2008a e
2008b). Um sério fator que afeta a sobrevivéncia da larvicultura é o canibalismo e Salze et al.
(2008) relataram que isso ocorre proximo ao 17° dia apds a eclosdo, quando as larvas de
bijupira tornam-se nectdnicas.

Essas mudancas alimentares séo reflexos da ontogenia gastrointestinal. As principais
mudancas morfoldgicas do trato digestdrio ocorrem entre os dias 1-4 pos eclosdo e depois
desse periodo, as mudancgas ontogenéticas consistem principalmente na diferenciacdo e
crescimento das estruturas ja existentes até o aparecimento das glandulas gastricas no
estomago (aproximadamente 10 dias apos a eclosdo), que adquire o formato em “Y” aos 20
dias ap0s a eclosdo (Faulk et al. 2007).

Além do bijupira apresentar uma elevada taxa de mortalidade no inicio da alimentacdo

ex0gena, outro fator preocupante ocorre quando alguns exemplos da atividade oferecem peixe
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fresco para alimentar os peixes confinados, dos reprodutores a fase final da engorda (Nhu et
al. 2010). Essa pratica de alimentacdo é discutida na literatura e Naylor & Burke (2005)
lancaram uma questdo que cabe menciona-la: “A aquicultura oferece um ganho ou uma perda
liquida no suprimento de pescado no mundo?” (Naylor & Burke 2005).

Sendo assim, fica evidente que um dos “gargalos” da produgdo do bijupira é a nutricdo
e, para tornar a atividade sustentavel, mais pesquisas devem ser realizadas com objetivo de,
primeiramente, conhecer as exigéncias nutricionais da espécie e, consequentemente, diminuir
a utilizacdo de pescado fresco e/ou insumos oriundos do pescado (farinha e 6leo) na
alimentacdo do bijupird, que por sua vez diminui 0s custos na producao.

A esse respeito, a caréncia de dados é tamanha a ponto das dietas comerciais
destinadas a criacdo de bijupird serem baseadas naquelas destinadas a outras espécies
marinhas mais estudadas, como a garoupa e a perca-gigante (Fraser & Davies 2009). Por ser
predador de topo de cadeia, o bijupira requer elevados niveis de proteina. O nivel 6timo de
proteina bruta para juvenis de bijupira calculado € 44,5% (Chou et al. 2001). Apenas dois
aminoacidos foram investigados sobre a exigéncia na dieta do bijupira. Para melhores taxas
de crescimento e conversdo alimentar, foi verificado que séo necessarios 1,19% de metionina
na presenca de 0,67% de cisteina na dieta, enquanto que para a lisina, o recomendado é 2,33%
(Zhou et al. 2006, 2007).

Com relacdo aos lipidios, foi observado que a necessidade varia de acordo com o
estagio de desenvolvimento. Em juvenis, o conteddo 6timo calculado para juvenis € 5,76%
(Chou et al. 2001). Elevados niveis de lipidios parecem reduzir o crescimento, além de
comprometer a salude dos peixes. Além disso, o 6leo de peixe é um ingrediente valioso
economicamente e menores teores na dieta reduzem o custo da producdo. Entretanto, Craig et
al. (2006) lembram que os consumidores orientais de bijupira, principalmente no Japéo e
Taiwan, preferem o consumo fresco (sashimi) e elevados teores de gordura acentuam o sabor
do peixe. Adicionalmente, Salze et al. (2010) revelam que juvenis de bijupira aceitam fontes
alternativas de lipidios, como 6leo de soja, sem apresentar prejuizos em seu desempenho.

Recentes estudos com o bijupird sdo promissores a cerca da substituicdo/reducao de
farinha de peixe. Embora peixes de habitos carnivoros sejam resistentes as proteinas de
origem vegetal, pois apresentam alguns fatores antinutricionais, juvenis de bijupira podem ser
alimentados com dietas com substituicdo de até 40% da farinha de peixe por farelo de soja
sem comprometer o crescimento e a eficiéncia alimentar (Chou et al. 2004, Zhou et al. 2005).
Como sugerido por Salze et al. (2010), a substituicdo da farinha de peixe em dietas de bijupira

dificilmente serd completa com apenas uma fonte alternativa de proteina. Assim, esses autores
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conseguiram eliminar 100% da farinha de peixe concomitantemente com o Gleo de peixe em
dietas para juvenis de bijupird sem comprometer o crescimento da espécie. Esse feito foi
obtido através da mistura de trés fontes protéicas: farinha de poliqueta, concentrado protéico
de soja e levedura (Salze et al. 2010).

E interessante destacar que ao substituir os insumos de origem pesqueira na dieta por
outros de origem vegetal, ha um desbalanceamento em alguns nutrientes essenciais, como
aminoacidos e acidos graxos de cadeia longa, uma vez que esses estdo reduzidos ou ausentes
nos derivados vegetais. Além disso, os insumos vegetais também n&o sdo ricos em sais e
sugere que nessa substituicdo ocorra também a suplementacdo de sal, como o NaCl que
exerce papel fundamental na iono-osmorregulacéo. Desse modo, deve-se ter a preocupacao de
suplementar os nutrientes requeridos que ndo sdo ricos nas fontes alternativas. Para tanto, o
conhecimento das necessidades nutricionais do bijupird deve ser ampliado para atingir a
sustentabilidade da atividade.

1.2 A criagéo de teledsteos marinhos em baixa salinidade

A aclimatacdo de teledsteos marinhos em salinidades menores da agua do mar € um
tema antigo de interesse para a aquicultura e muitas pesquisas foram realizadas avaliando as
respostas especificas das espécies em relacdo ao tema. Esse fenbmeno pode ser, em parte,
devido aos beneficios que a adaptagcdo aos ambientes de baixa salinidades apresentam, como
taxas de crescimento maiores e melhores taxas de converséo alimentar. O bacalhau Gadus
morua exibiu melhor crescimento quando aclimatado a ambientes proximo ao ponto
isosmotico (15) ou hiposmatico (7) comparado ao ambiente marinho (Lambert et al. 1994).
Melhora no desempenho do crescimento também foi observado em “turbot” (Scopthalmus
maximus) criado em salinidade 10 (Gaumet et al. 1995). Tsuzuki et al. (2007) demonstraram
que, apesar de ndo haver diferenca no crescimento de robalos (Centropomus parallelus)
criados em diferentes salinidades, a atividade de enzimas digestivas e a conversao alimentar
foi melhor na salinidade de 15, préxima ao ponto isosmotico.

Para melhor compreensdo da criacdo de organismos marinhos em ambientes com
salinidades diferentes da oceénica, primeiro deve-se ter claro o desafio fisioldgico de iono e
osmorregulacdo que esses naturalmente enfrentam. De um modo geral, os tele6steos marinhos

possuem uma concentracdo interna de ions de aproximadamente 1/3 da &gua do mar e, dessa
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forma, ndo estdo em equilibrio com o meio externo e apresentam dois problemas
osmorregulatérios: a entrada de osmolitos e a perda de &gua para 0 mar, ambos por processos
difusionais, ou seja, os teledsteos sdo hiposmoticos em relacdo ao meio em que vivem. Para
contornar esse desafio de desidratacdo, os teledsteos ingerem agua do mar onde tanto a 4gua
quanto o sal sdo absorvidos no intestino. A agua fica retida no organismo enquanto que o sal é
eliminado pelas branquias, principalmente (Schmidt-Nielsen 2002). Os ions sdo introduzidos,
em quantidades significativas, através das branquias, da ingestdo de &gua e da superficie
corpdrea, devido a sua relativa permeabilidade (Schmidt-Nielsen 2002).

As branquias sdo o principal local de excre¢do de ions monovalentes em teledsteos
marinhos. Esta transferéncia ocorre por meio de células especializadas denominadas células
de cloreto (CC), também nomeadas de iondcitos ou células ricas em mitocondrias (Willmer et
al. 2005). As CC estéo localizadas, principalmente, nos filamentos branquiais na regido entre
as bases das lamelas (Mylonas et al. 2009). Também podem ocorrer esparsamente nas
lamelas, entretanto, quando ocorre uma proliferacdo dessas celulas, essas podem ser
encontradas densamente no epitélio branquial, inclusive nas lamelas (Perry 1997). As CC séo
uma das quatro diferenciagdes celulares presentes no epitélio branquial e ocupam uma
pequena fracdo da area superficial total (geralmente menos que 10%) das celulas epiteliais
que sdo expostas ao ambiente (Perry & Laurente 1993). Os demais tipos de células branquiais
sdo as células pavimentares, as células mucosas e as células neuro-epiteliais (Perry 1997).

Com base nas diferencas morfotipicas e de localidade das CC, a literatura tem
proposto que os teledsteos possuem dois subtipos celulares (a e ) e, provavelmente, a
funcionalidade desses subtipos também possa diferir (Pisam et al. 1995). As CC a sdo
localizadas predominantemente na base da lamela e séo precursoras das CC em teledsteos
adaptados a agua marinha. J4 as CC [ sdo primariamente localizadas nos filamentos
branquiais, na regido inter-lamelar, e ocorrem somente em teledsteos que habitam aguas
doces. A membrana apical das células tipo a apresenta muitas dobras e projecdes, enquanto
que nas células tipo f a membrana apical ¢ lisa (Perry 1997).

De acordo com estudos de microscopia de transmissao eletronica das CC, as células a
estdo envolvidas na excrecdo de CI” quando os peixes sdo transferidos para d&gua marinha e
também podem estar envolvidas na absorcio de Na*, Ca’* e CI" em ambientes de 4gua doce.
No entanto,o papel das células B permanece obscuro (Pisam et al. 1995). Embora se sugira a
existéncia de subtipos celulares de CC nas branquias de teledsteos baseada nas evidentes
diferencas (acima descritas) e no fato de existirem subtipos de células ricas em mitocondrias

em outros epitélios secretdrios, a possibilidade de que essas células representam atividades



358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389
390
391

12

diferenciadas ou estagios de desenvolvimento de uma célula singular ndo pode ser descartada,
como discutido por Perry (1997).

Na membrana basolateral das CC ocorre a Na*, K'-ATPase (NKA), uma enzima que
bombeia ativamente Na* presente na célula para o meio extracelular. Esse transporte ativo faz
com que a concentragdo intracelular de Na* seja reduzida de forma que se estabelece um
gradiente favoravel a entrada desse ion na célula, principalmente via membrana apical (em
contato com 0 meio externo). Teledsteos expostos a dguas com salinidades proximas ao seu
ponto isosmotico apresentam uma reducdo na atividade da Na*, K'-ATPase, exatamente por
haver uma menor variacdo na concentracdo de ions entre aquelas aguas e o plasma (Imsland et
al. 2003). A perda de Na* para o meio externo ocorre paracelularmente através de juncoes
protéicas frouxas, adjacentes as CC (Baldisserotto 2009).

Uma vez compreendido os mecanismos da hiposmorregulacdo realizada pelos
teledsteos marinhos na agua do mar, seu ambiente natural, a criacdo desses em ambientes com
salinidades reduzidas (abaixo de 10) requer a compreensdo de um novo desafio: a
osmolaridade plasmatica (equivalente a salinidade entre 10-15) € maior que a concentracao de
osmolitos na agua. Sendo assim, ha uma tendéncia de esses organismos perderem ions para o
meio, que se encontra hiposmotico em relacdo ao plasma animal e ganharem agua. Portanto, é
conveniente esperar que, a0 menos por um periodo transitorio (dias até semanas), ocorram
respostas frente a essa situacdo. Efeitos nas caracteristicas plasmaticas (niveis i6nicos e
osmolaridade), nas CC (numero de células e subtipos) e na atividade das enzimas iono-
osmorregulatdrias (como a NKA) sdo alguns exemplos das estratégias adaptativas espécie-
especifica diretas (Perry 1997, Kelly et al. 1999, Kirschner 2004, Laiz-Carrion et al. 2005).

Como resultado da interacdo entre alteracdes no padrdo das taxas metabdlicas,
consumo alimentar, e conversdo alimentar, além do estimulo hormonal que a salinidade pode
acarretar (Bouef & Payan 2001), muitas vezes, a salinidade afeta indiretamente o crescimento
de teledsteos. Para a piscicultura comercial, que objetiva produzir um pescado de melhor
qualidade num melhor custo econémico, isso deve ser considerado. Diante das analises da
salinidade natural, da faixa de tolerancia e da salinidade do melhor crescimento dentre as
espécies mais estudadas, Bouef & Payan (2001) sugeriram que, de um modo geral, 0s peixes
marinhos apresentam melhores desenvolvimento e/ou taxas de crescimento em salinidades
intermedidrias e os peixes de dgua doce em salinidades maiores que 0 seu ambiente natural.

Sendo assim, alguns fatores adversos podem ocorrer quando tele6steos marinhos sao
criados em salinidades reduzidas como o aumento do consumo alimentar, a diminuicdo da

taxa de crescimento e a vulnerabilidade a patdgenos (Resley et al. 2006, Chen et al. 2009).
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Isso ocorre, em parte, devido ao desafio exposto acima da hiperosmorregulacéo, ou seja, 0S
teledsteos marinhos perdem passivamente fons como Na*, CI', K*,Mg* e Ca”*. Essa perda
deve ser compensada pela recaptacdo ativa desses ions através da &gua e/ou alimento
(Schmidt-Nielsen 2002). Portanto, para reduzir os custos energéticos dispensados na iono-
osmorregulacdo, disponibilizar esses ions na dieta pode ser uma medida mitigadora dos

efeitos negativos da criacdo em baixas salinidades.

1.3 Adicao de sal na dieta

Alguns teledsteos marinhos eurialinos apresentam melhor crescimento em agua de
baixa salinidade, ou até mesmo em agua doce, quando ¢ feita suplementacdo de sal em sua
dieta. O robalo europeu Dicentrarchus labrax quando criado em agua doce alimentado com
dieta enriquecida com NaCl teve sua taxa de crescimento aumentada em 19% (Eroldogan et
al. 2005). A dourada Sparus aurata tambem apresentou melhoras na taxa de crescimento e
sobrevivéncia quando foi alimentada com dietas salgadas, criada em salinidade 2,9
(Appelbaum & Arockiaraj 2009). Espécies de agua doce também apresentam melhora no
desempenho de crescimento quando alimentadas com dietas suplementadas de sal, como a
carpa comum, o rohu e a tilapia (Nandeesha et al. 2000, Gangadhara et al. 2004, Cnnani et al.
2010).

A suplementacdo de sal na dieta foi estudada em Sciaenops ocellatus, um teledsteo
marinho, em diferentes salinidades. Foi verificado que a suplementacdo de sal na dieta (2%)
foi suficiente para otimizar a taxa de crescimento e a eficiéncia alimentar quando criado em
agua doce. Entretanto, a adicdo de sal ndo surtiu efeito quando o S. ocellatus foi mantido em
agua salobra (5) ou em agua marinha, sugerindo que a quantidade de ions dissolvidos na
salinidade 5 é suficiente para as necessidades fisioldgicas e assim os efeitos da dieta salgada
nessa salinidade ou numa maior foram negligenciados (Gatlin et al. 1992).

Salman & Eddy (1987) também observaram uma relacéo entre a atividade enzimatica
NKA e o nimero de células de cloreto com dietas enriquecidas de sal. Esses autores
demonstraram que a truta arco-iris, em agua doce, exibiu um aumento significativo na
atividade da NKA conforme o aumento do nivel de NaCl na dieta. Esse comportamento
também foi acompanhado pelo aumento do nimero de células de cloreto (Salman & Eddy
1987).
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Ainda, Perry et al. (2006) observaram que alimentando a truta arco-iris com dieta
adicionada de sal, criada em agua doce, provoca a mesma alteracéo no fenétipo branquial que
ocorre quando h& a transferéncia de peixes da &gua doce para ambiente marinho, como o
aumento no nimero de CC. Aliés, alguns estudos sugeriram a eficacia do uso de sal na dieta
na pré aclimatagdo de transferéncias para dgua oceénica em salmonideos (Zaugg et al. 1983,
Salman & Eddy 1987, Staurnes & Finstad 2000).

Dietas suplementadas com NaCl tem sido amplamente utilizadas na piscicultura ha
pelo menos trés décadas, principalmente em salmonideos (Salman & Eddy 1988). Além da
racao ja conter certa quantidade de sal, os piscicultores fazem uso da adi¢cdo de sal na dieta
como uma pratica comum em paises com elevadas producbes, como india e China
(Gangadhara et al. 2004). Grande porcentagem do sal presente na racdo € oriunda da farinha
de peixe, um componente cada vez mais nobre (tanto no ponto de vista econdmico como
ecologico) e, consequentemente, cada vez mais substituido nas dietas utilizadas na
aquicultura.

Cnaami et al. (2010) chamam a atencdo para algumas tendéncias da aquicultura
“moderna”, onde estudos com a adicdo de sal na dieta poderdo ser ainda mais importantes.
Primeiro, em sistema de agua doce, a utilizacdo de sistemas de recirculacdo de agua onde ha
uma renovacao limitada da agua e sem alimento natural que pode acarretar uma caréncia de
fons no sistema. Além disso, essa caréncia pode ser ainda mais acentuada se for considerado
que, devido ao alto custo e a limitada disponibilidade da farinha de peixe, rica em sal, as
industrias de racdo estdo motivadas a utilizarem fontes alternativas de proteinas,
principalmente de origem vegetal, que ndo sao ricas em sal (Cnaami et al. 2010).

Talvez ainda pouco explorado diante da relevancia do tema de reducéo/substituicdo da
farinha de pescado, o uso da dieta salgada pode contribuir com essa tendéncia, pois 0s ions
Na" e CI exercem papéis importantes na absorco dos nutrientes. Primeiro, pelo simples fato
de que ao adicionar um ingrediente (sal) numa racdo comercial, automaticamente, ha uma
diluicdo dos nutrientes da dieta (Salman & Eddy 1988). Depois, e mais importante, a absor¢do
de aminoacidos e monossacarideos ocorrem através de simportes aminoacidos/Na™ e
glicose/Na’, respectivamente, além de alguns desses simportes também serem dependentes de
CI (Baldisserotto 2009).

Adicionalmente, a absorcdo de lipidios, principalmente os &cidos graxos de cadeia
longa, embora ndo ocorra através de simportes dependentes desses ions, € auxiliada pelos sais
biliares, e esses sim sdo reabsorvidos para formarem novamente a bile através de um simporte
sal biliar/Na" (Baldisserotto 2009).
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Apenas para exemplificar, um estudo realizado com a perca-gigante Lates calcarifer
em agua marinha, comparou dois grupos, um alimentado com uma dieta basal (controle) e
outro dieta basal + NaCl (DS). Os resultados desse trabalho mostram que a adicéo de sal em
dietas, embora ndo tenha aprimorado a taxa de crescimento em &gua marinha, induziu o
aumento da atividade de enzimas envolvidas na digestdo dos alimentos (Harpaz et al. 2005).
O interessante € que a perca-gigante, através do aumento da atividade das enzimas digestivas,
aumentou o nivel dos produtos finais (glicose e aminoacido) quando houve uma maior
concentragdo de Na* no Iimen intestinal (via dieta). E, como ndo houve diferenca no
crescimento entre os grupos controle e DS (mesmo com a diluicdo dos nutrientes), fica

sugerido que o sal na dieta, no minimo, melhorou na absor¢do dos nutrientes.
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2 Objetivos

2.1 — Geral

Avaliar o desempenho de juvenis de bijupird Rachycentron canadum criados em
salinidade reduzida e verificar as implicacGes de diferentes niveis de NaCl adicionados na
dieta ofertada.

2.2 — Especificos

2.2.1 — Estudar os efeitos da suplementacdo do sal na dieta sobre o crescimento e a

sobrevivéncia dos juvenis de bijupira na salinidade 5;

2.2.2 — Estudar o comportamento da atividade enziméatica Na®, K'/ATPase das
bréanquias de juvenis de bijupird criados em baixa salinidade e alimentados com dieta

suplementada com sal;

2.2.3 — Observar as modificagcdes histologicas das branquias dos peixes submetidos a

baixa salinidade alimentados com dietas salgadas;

2.2.4 — Determinar o efeito da suplementacdo do sal sobre a composi¢cdo corporal de

juvenis de bijupira.
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Abstract

The effects of dietary salt (NaCl) supplementation (0.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0% dry weight of
a basal diet) on growth performance, gill histological alterations, and osmoregulation of
juvenile cobia reared in low-salinity water (5 psu) were assessed. Fish were fed twice a day
until satiation for 40 days. At the end of experiment, gills were sampled for Na*, K*-ATPase
activity determination and histological evaluation. In all treatments, no mortality was
observed after 40 days of experiment. Results showed that dietary NaCl supplementation did
not alter growth of juvenile cobia reared in low-salinity water. At the highest NaCl levels (7.5
and 10.0% supplementation), juvenile cobia showed higher feed intake and feed conversion
rate. Branchial Na*, K*-ATPase activity was higher in fish fed with diet no salt added than in
those fed with salty diets, and significant differences from the dietary saltless group were
observed at 2.5, 5.0 and 7.0% dietary NaCl supplementation. The number of chloride cells
significantly increased with augmenting dietary salt level, being 2.5-fold higher in fish fed
with 10.0% dietary NaCl supplementation (41 cells mm™) than in those from the control
group (16 cells mm™). These findings indicate that dietary salt supplementation stimulated
chloride cells proliferation paralleled with a reduction in the gill Na*, K*-ATPase activity,
suggesting a possible decrease in energy consumption associated with osmoregulation.
However, the suggested energy sparing did not have a significant impact on juvenile cobia

growth,

Keywords: Chloride cells; dietary salt; hyper-osmoregulation; marine fish; salinity; Na*, K*-
ATPase.

1. Introduction

Development and growth of teleost fish are generally influenced by environmental
salinity (Bouef and Payan, 2001). Salinity can affect osmoregulatory processes through
alterations in the number of chloride cells and/or modulation of the Na*, K*-ATPase (NKA)
activity, an essential enzyme for ionic and osmotic balance (McCormick, 2001; Hirose et al.,
2003). Furthermore, water salinity has also shown to influence the nutritional status of
euryhaline teleosts (Woo and Kelly, 1995).

In low-salinity water, fish face the physiological challenge of diffusive loss of ions
such as Na" and CI" and osmotic gain of water. In order to counteract these processes, they

rely on the active uptake of ions from water and/or diet (Schmidt-Nielsen, 1997; Gangadhara
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et al., 2004). Some studies suggested that dietary salt supplementation might improve ion
uptake and, consequently, enhance growth and help fish during acclimation to different
salinities (Staurnes and Finstad, 2000; Perry et al., 2006; Cnaani el al., 2010).

Cobia Rachycentron canadum (L.) (Rachycentridae) is a marine teleost fish tolerant to
a wide range of salinities (Shaffer and Nakamura, 1989; Atwood et al., 2004; Resley et al.,
2006). Cobia is widely distributed in tropical and subtropical regions, being found in warm
temperate seawater (Shaffer and Nakamura, 1989; Chou et al., 2001) at the marine shelf,
offshore pelagic, and in estuarine waters (Ditty and Shaw, 1992). The commercial interest in
cobia is increasing around the world, including in Brazil. Fast growth rate and adaptability to
aquaculture systems, meat quality and market value are some aspects that elect this species as
an excellent candidate for aquaculture (Chou et al., 2001; Liao et al., 2004). However, it was
shown that growth and food conversion efficiency are significantly lower in juveniles cobia
reared in low-salinity (5 psu) than in those reared in high-salinity (30 psu) (Denson et al.,
2003; Chen et al., 2009).

In light of the above, rearing a marine species in low-salinity water could be
interesting for commercial culture in sites distant from coastal areas. Advantages are
associated with lower land prices, proximity of local markets and facility in obtaining licenses
(Resley et al., 2006). Therefore, the aim of the present study was to investigate the effects of
dietary salt supplementation on growth performance, osmoregulation and gill histological

alterations of juvenile cobia reared at low-salinity water (5 psu).

2. Material and methods

2.1 Fish acclimation

The present study was conducted at the Marine Aquaculture National Laboratory
(LaNAM, llha Comprida, Sdo Paulo, SP, Brazil), where cobia juveniles (N=400) were reared.
Prior to the experiments, fish were acclimated in tanks (8,000 L) filled with aerated seawater
at salinity 25, 25°C and photoperiod of 14 h light: 10 h dark. They were fed ad libitum twice a
day with a repelletized (5 mm diameter) commercial diet (NRD 2/5, INVE, USA). During the
acclimation period, water salinity was reduced in 5 units per day until to achieve the desired
salinity (5 psu). Seawater was diluted with underground freshwater, assuring a renewal rate of

approximately 25% per day. Freshwater and seawater were chlorinated and dechlorinated
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before use. Juvenile fish were then kept in tanks containing water at the acclimation salinity
(5 psu) for one week. The acclimation medium was 50% renewed every day. No fish
mortality was observed during the acclimation period.

2.2 Experimental design and diets

Fish were individually weighed (12.02 + 0.62 g, average * standard deviation) and
randomly distributed (15 fish per tank) into 15 experimental tanks (300 L) connected to
recirculating aquaculture systems equipped with biofilters and a diffusion aeration system.

Water temperature, salinity and photoperiod were kept as described for the acclimation
period. They were daily monitored. Temperature (23.3 + 1.3°C, average * standard deviation),
salinity (5 £ 0 psu, average + standard deviation) and pH (8.0 £ 0.2, average + standard
deviation) were measured using a laboratory alcohol thermometer, a hand refractometer
(S/Mill-E, Atago, Japan) and a pH meter (model HI223, Hanna, USA), respectively.
Dissolved oxygen (6.1 + 0.7 ppm, average + standard deviation) and total ammonia (0.27 £
0.01 ppm nitrogen, average + standard deviation) were measured once a week following the
methods described by Winkler (1888) and Solorzano (1969), respectively.

Five diets were tested in triplicate: 0.0, 2.5, 5.0, 7.5 and 10.0% dry weight salt (NaCl)
supplementation from a basal diet (NRD 2/5, INVE, USA). Experimental diets were prepared
following procedures previously described (Salman and Eddy, 1988). Briefly, the basal diet
was grinded, NaCl dissolved in water was added, and the mixture was repelletized (5 mm
diameter). The saltless diet (0.0 %) went through the same procedure, but no salt was added.
Fish were fed twice a day until satiation for 40 days. Uneaten pellets were siphoned out after
30 min of each meal. Every 10 days, each fish was removed from the tank, anaesthetized with
clove oil (20 ppm) and weighed (wet weight).

At the end of experiment (40 days), 10 fish of each treatment were collected,
euthanized with clove oil, and killed on ice. Samples of the second gill arch from both sides
were collected. The left side arch was fixed in 10% buffered formalin for histological
evaluation and the right side arch was immediately frozen in liquid nitrogen and then stored in
ultrafreezer (-80°C) until the NKA activity determination, as further described. Skinless

muscle was collected and stored at -2°C for further proximate analysis, as described below.

2.3 Gill NKA activitymeasurement
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Gill NKA activity was measured following the protocol described by Martins et al.
(2011) adapted from McCormick (1993). Briefly, gills were homogenized in buffer
containing sucrose, EDTA and imidazol. Homogenates were centrifuged at 10,000xg
(Mikro22R, Hettich, Germany) for 1 min at 4°C. In this assay, ouabain-sensitive ATPase
activity was measured by coupling the production of ADP to NADH using lactic
dehydrogenase and pyruvate kinase in the presense and absence of 1 mM ouabain. The
supernatant (10pl) was tested in duplicate in 96-well microplates at 25°C. Absorbance was
read(340 nm) for 10min in a microplate reader (VICTOR™ 2, Perkin Elmer, USA). Total
protein content in homogenates was measured using a Biuret protein assay kit (Doles Ltda,

Brazil). Enzyme activity was expressed as pmol ADP x mg™' protein x h™".

2.4 Chemical analysis

Sodium content in experimental diets was analyzed by atomic absorption
spectrophotometry (AAS, Avanta 932 Plus — GBC, Hampshire, IL, USA). Diets were
weighed, dried, and completely digested in 1ml of 65% HNO3 (Suprapur®, Merck, Haar,
Germany) at 60°C for 2 days. Digested samples were centrifuged (10 min; 4°C; 10,000xg;
Mikro22R, Hettich, Germany) and the supernatant was collected for sodium measurements.

Proximate analyses (dry matter, crude protein, lipid and ash) were conducted in diet
and fish muscle samples using standard procedures (AOAC, 2000). Dry matter was obtained
by keeping samples at 105°C for 5 h. Ash content was determined after sample incineration at
550°C in a muffle furnace for at least 6 h until constant weight was achieved. Lipid content
was determined by the ether extraction procedure using a Soxhlet extractor. Crude protein

content was determined using the Kjeldahl method.

2.5 Histological analysis

The fixed gill samples were dehydrated in a graded series of ethanol, embedded in
paraplast, and sectioned (5 pm).Tissue slices were stained with hematoxylin and eosin.
Histological sections were analyzed as described by Weibel et al. (1966) and modified by
Romano et al. (1996). Chloride cell density (cell number x mm) was analyzed using an
integration eyepiece reticule of 5 lines (Carl Zeiss) giving 25 points. Frequency measurements

were obtained randomly from 10 histological fields of 40x of branchial tissue usinglight
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microscopy (Olympus BH-2 microscope). Images were obtained by photomicroscopy

(Olympus BX51 with a digital camera Olympus DP72).

2.6 Growth and feed parameters

The following formulae were used to assess growth and feed utilization parameters:
Weight gain (%) = 100 x (final weight — initial weight) x (initial weight) ™
Specific growth rate (SGR) (% day™) = 100 x [Ln(final weight) — Ln(initial weight)] x
(experimental days) ™
Mean fish mass = (final fish wet weight x final fish number + initial fish wet weight x initial
fish number) x 2
Feed intake = 100 x (mean dry feed fed daily x mean fish mass™)
Feed conversion ratio (FCR) = (dry feed fed) x (wet weight gain) *

Protein efficiency ratio (PER) = (final weight — initial weight) x (mass of protein fed) *

2.7 Statistical analyses

All data were expressed as mean * standard deviation. Differences in mean weight,
weight gain (%), SGR, feed intake, FCR, PER, NKA activity, and number of chloride cells
among treatments were determined through one-way Analysis of Variance followed by
Duncan’s multiple-range test for significant differences between means. Normality was
verified by the Kolmogorov-Smirnov test, and homogeneity of variance using the Levene’s

test. Significance level for all analysis was established at 95%.

3. Results

Proximate analysis of the experimental diets is shown in Table 1. As expected, dietary
ash and salt (sodium) content was significantly different among treatments, increasing as the
level of salt supplementation increased. As opposed, dietary dry matter, protein and lipid
content significantly decreased as the salt supplementation increased.

In all treatments, no fish mortality was observed during the experimental period. After
40 days, the final weight of fish fed on salty diet was not significantly different from those fed

with control diet. Also, no significant differences in weight gain (%), SGR and PER were
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observed among treatments. However, significant differences were found in feed intake and
FCR, which increased with increasing the level of dietary salt (Table 2).

Cobia muscle did not show significant differences in protein, lipid and dry matter
content among treatments after the 40-days period of feeding trial (Table 1).

Gill NKA activity in juvenile cobia fed with basal diet was significantly higher than in
those fed on intermediary salty diet (Fig. 1). No significant differences were observed in NKA
activity between control fishes and those fed on 10% NaCl supplementation diet (Fig. 1).

There was a significant increase in the number of chloride cells according to the level
of dietary salt.It was more than two-fold higher in fish fed on 10% NaCl supplementation
(41.2 + 11.0 cell mm™) than in those from the control group (16.3 + 7.8 cell mm™) (Fig. 2).
Chloride cells were located mainly on the gill primary filament. However, in many cases,
especially in cobia fed on the highest dietary salt levels, chloride cells were located on the
secondary lamellar epithelium (Fig. 3).

4. Discussion

As expected, proximate composition of the experimental diets employed in the present
study to rear juvenile cobia in low-water salinity significantly changed among treatments. In
the present trial, salt addition to the diet decreased the dietary protein and lipid content. This
can be explained considering the dilution effect caused by the salt supplementation
(ingredient dilution). The increased dietary ash and salt content can be ascribed to the NaCl
addition to the diet by itself. It is important to note that other previous studies on dietary salt
supplementation in fish also employed the protocol used in the present study (Staurnes and
Finstad, 2000; Fontainhas-Fernandez et al., 2001; Appelbaum and Arockiaraj, 2009). They
also reported that dietary salt supplementation is a common practice in aquaculture industry
since two decades ago, especially in freshwater and diadromous species culture (Salman and
Eddy, 1988; Gangadhara et al., 2004). However, little attention is given to this topic, in spite
of the fact that salt supplementation at certain levels enhance fish growth and reduces
fisheries-derived ingredients, such as fish meal and oil. Although this reduction is small, it
remains a significant contribution to the sustainable aquaculture activity. Also, it is important
to stress that increasing Na* concentration in the digestive tract of teleost fish might lead to a
better absorption of end products such as carbohydrates and amino acids, since there are Na*

dependent symporters involved in this process (Rust, 2002; Harpaz et al., 2005).
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Salt supplementation on diet improved protein and lipids levels on muscle of rainbow
trout Oncorhynchus mykiss (Ogino and Kamizono, 1975), rohu Labeo rohita (Gangadhara et
al., 2004) and common carp Cyprinus carpio (Tacon et al., 1984). The present results showed
that salty diet did not affect these parameters on cobia muscle.

Despite a reduction in the dietary protein content was observed after salt
supplementation, it did not reach a critical level, being higher than that recommended for
juvenile cobia (Chou et al., 2001). Nevertheless, feed intake at the higher levels of dietary salt
was increased to compensate the lower protein content of these diets. This response resulted
in a higher FCR, but PER was not hampered, suggesting that the protein supply was adequate
for juvenile cobia.

The overall growth performance and survival of juvenile cobia observed in the present
study can be considered satisfactory when compared to previous results reported for fish
reared in brackish water. Results from the present study suggest that cobia can survive and
growth for at least 50 days (considering the 10-days acclimation period), to salinity 5 psu. In
this context, it is important to note that data reported for juvenile cobia reared in low-salinity
water are controversy. For example, Denson et al. (2003) and Chen et al. (2009) reported that
juvenile cobia reared in salinity 5 psu showed lower growth rate when compared to those kept
at higher salinities. Similar findings were also reported for other marine fish species like the
Brazilian flounder Paralichthys orbygnianus (Sampaio and Bianchini, 2002), the gilthead sea
bream Sparus aurata (Laiz-Carrion et al., 2005), and the shi drum Umbrina cirrosa (Mylonas
et al., 2009). On the other hand, Resley et al. (2006) reported that the growth rate of juvenile
cobia reared at salinity 5 psu was equivalent or better than that of fish reared at salinities 15
and 30 psu. A similar response was observed for the flathead grey mullet Mugil cephalus
(Cardona, 2000), and the Atlantic croaker Micropogonias undulatus (Peterson et al., 1999).
These controversy results could be explained considering the quality of food and laboratory
conditions employed in the different studies. For example, Resley et al (2006) used diet
prepared in laboratory while Denson et al. (2003) and Chen et al. (2009) employed
commercial diet and squid, respectively.

Data from the present study on final weight, weight gain (%), and SGR for juvenile
cobia showed that dietary salt supplementation did not improve growth of fish reared in low-
salinity water. In rainbow trout O. mykiss,it was observed a significant negative linear
relationship between dietary salt level and SGR (Salman and Eddy, 1988). This negative
relationship was assigned to nutrient dilution caused by the NaCl supplementation on diets.

On the other hand, dietary salt supplementation was shown to enhance growth rates in other
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teleost fish such as the tilapia Oreochromis niloticus (Fontainhas-Fernandes et al., 2002), the
rohu L. rohita (Gangadhara et al., 2004), the asian sea bass Lates calcarifer (Harpaz et al.,
2005) and the gilthead sea bream Sparus aurata (Appelbaum andArockiaraj, 2009). Also,
juvenile red drum Sciaenops ocellatus reared in freshwater, brackish water and seawater fed
on salty diet showed different performances (Gatlin et al., 1992). When they were reared in
freshwater, salty diet improved feed efficiency and growth. However, salty diet had no
significant effect on growth of juvenile red drum reared in brackish water or seawater. Gatlin
et al. (1992) suggested that the overall amount of salt available in seawater and brackish water
would be enough to achieve the physiological need of red drum juveniles. In this context,
salts present in water at salinity 5 psu seems also to be enough to achieve the juvenile cobia
physiological need. Therefore, effects of salty diet on fish growth performance would be
negligible.

Some freshwater teleost fish show a positive relationship between gill NKA activity
and dietary salt level (Zaugg et al., 1983; Salman and Eddy, 1987; Fontainhas-Fernandes et
al., 2001). In contrast, NKA activity decreased when juvenile cobia were fed diets
supplemented with intermediate salt content. However, recrudescence of NKA activity was
observed when higher levels of dietary salt were used. Cobia reared in low-salinity water lives
in a hyposmotic environment (isosmotic point for cobia is equivalent to salinity 11.2; Burkey
et al., 2007). Therefore, it faces a diffusive loss of electrolytes from the plasma towards the
external medium. In order to counteract the ions loss, fish from the control group relied on a
higher NKA activity to actively absorb more Na* from the external medium to the plasma.
When intermediate levels of dietary salt were used (2.5 and 5%), cobia would have increase
ion uptake in the gastrointestinal tract requiring a lower energy expenditure in the gills to
keep sodium homeostasis. Juvenile black sea bream, a marine teleost, showed a decreased
NKA activity when fed on a 5% ration size compared those fed a 10% ration size (Kelly et al.,
1999). Indirectly, when more food is available, more salt is also available, and as observed for
cobia fed on salty diet, NKA activity was reduced, may be sparing some energy that could be
used to increase growth.

In addition to the biochemical changes in NKA activity, histological alterations on gill,
such as gill phenotypes and number of chloride cells (CC), are also usually evaluated in many
studies dealing with osmotic adaptation. One of them suggested that gill remodeling may
involve sensing of elevated levels of internal salt (Perry et al., 2006). Accordingly, CC were
more abundant in cobia fed on salty diet. This increased number of CC observed supports the

idea that an elevated plasma NaCl concentration induced by a higher gastrointestinal uptake
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from food exceeded the normal capacity of salt diffusion loss, mainly across the gills
(Staurnes and Finstad, 2000). CC proliferation enhances CI” secretion, and facilitates the
passive paracellular extrusion of Na* on a favorable electrical gradient (McCormick et al.,
2009). In extreme cases, a proliferation of CC number might concurrently impair gas transfer
owing to a thickening of the lamellar blood-to-water diffusion barrier (Perry, 1997).

Taken altogether, findings reported in the present study showed that cobia
osmoregulation costs seems to be reduced at intermediate levels of dietary NaCl (2.5 and 5%)
supplementation, as shown by the reduced NKA activity observed. This finding suggests that
elevated levels of internal salt may simulate seawater environment since juvenile cobia
exhibited a hyposmoregulatory feature. Despite the apparent reduction in the energy cost for
osmoregulation, dietary salt supplementation did not improve growth of juvenile cobia reared
in low-salinity water. Furthermore, dietary salt supplementation of 7.5% or higher induced an
increased feed intake and a hampered food conversion.

A recent work of Cnaami et al. (2010) raised some views about aquaculture trends
following a “green-revolution” highlighting the importance of studies related to dietary salt.
First, there is an increasing trend for intensive aquaculture methods, where natural food, rich
in salt, is not present. Second, the use of recirculating aquaculture systems, where salt may be
a limiting factor in freshwater or low salinity media. Moreover, for achieving the true
sustainability, industry is motivated to reduce or eliminate fishmeal protein in aquafeeds and
replace it by various plant-derived meals on diet, which are not as rich in salt. In light of this,
findings reported in the present study will contribute for a better understanding of the impact

of the dietary salt supplementation in marine fish aquaculture.
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Table 1. Proximate analysis for experimental diets and muscle of juvenile cobia reared at

salinity 5 fed on diets supplemented with different levels of NaCl.Data are mean + standard

deviation. Data are expressed in g 100g™ wet weight, except for sodium content (mg g™).

Dietary treatments (% of salt supplementation)

0.0 25 5.0 75 10
Diet
Dry matter 95.0 + 0.4° 94.4 +0.1° 94.4 +0.1° 94.3+0.3 93.8+0.0°
Protein 53.4+0.9° 52.1+0.9 50.8 +0.2° 49.3+0.4¢ 478 +0.2°
Lipid 11.2 +0.4° 10.7 £ 0.5 95+04° 9.0+£0.2° 88+0.8°
Ash 11.2 £ 0.0 142 +0.0° 16.2+0.1° 18.0 +0.1¢ 19.8+0.1°
Sodium 7.9 +25° 135+ 3.4° 419 +7.9° 92.7 +13.9¢ 182.2 +22.6°
Muscle
Dry matter 27.4 +2.8° 26.3+1.7° 26.1 +1.2° 27.0 +1.0° 27.8 +1.6°
Protein 20.6 +£0.7° 19.3+0.9° 195+0.7° 19.5 +0.8° 20.2 +0.8°
Lipid 57+0.1° 55+0.3% 54+0.1° 8.2+0.9° 6.0 £0.6%
Ash 1.3+0.1% 1.3+0.1% 12+0.1° 11+0.1° 1.4 +0.1°

Different letters in each line indicate significant differences among treatments (P<0.05) after

one-way ANOVA followed by the Duncan’s multiple-range test.
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40

442  Table 2. Growth, feed utilization and other zootechnical parameters of juvenile cobia reared at
443  salinity 5 and fed on diets supplemented with different levels of NaCl. Data are means +

444  standard deviation.

445
Dietary treatments
0.0% 2.5% 5.0% 7.5% 10.0%
Initial weight (g) 120+02° 118+03* 121+03° 119+02* 122+05°
Final weight (g) 565+1.2* 58.0+09° 579+38  57.3+3.0° 57.9+15
Weight Gain (%) 370.8+6.3° 391.9+77° 3789+227° 3827+357% 373868
SGR (% day™) 3.87+0.03"° 398+0.04° 391+0.12° 393+018" 3.89+0.04°
Feed intake (% day™) 2.90+0.07* 3.11+0.11* 3.16+0.14® 3.19+0.11° 3.36+0.22°
FCR 0.90 £0.01° 0.94+0.02® 0.95+0.05® 0.97 £0.01* 1.01+0.03°
PER 2.09+0.03"° 204005 2.09+0.11° 209+0.03" 2.06+0.07
446  Different letters in each line indicate significant differences (P<0.05) among treatments after
447  one-way ANOVA followed by the Duncan’s multiple-range test.
448
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Gill Na', K*-ATPase activity
(umol ADP mg protein™ h)

0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

NaCl supplementation on diet (%)

Figure 1. Gill Na*, K*-ATPase activity of juvenile cobia reared at salinity 5 for 40 days and

fed on diets supplemented with different levels of NaCl.Data are means + standard deviation.

Different letters indicate significant differences (P<0.05) among treatments after one-way

ANOVA followed by the Duncan’s multiple-range test.
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Figure 2. Chloride cell density in gills of juvenile cobia reared at salinity 5 and fed on
different dietary NaCl levels for 40 days.Data are means + standard deviation. Different
letters indicate significant differences (P<0.001) among treatments after one-way ANOVA

followed by the Duncan’s multiple-range test.
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Figure 3. Histological sections of gill filaments (consisting of primary filament and secondary
lamellae) showing structural changes in the epithelium of juvenile cobia Rachycentron
canadumreared at salinity 5 and fed on different dietary levels of NaCl for 40 days. Upper
slide: Gill fillament of juvenile cobia kep under control conditions. Lower slide: Gill fillament
of juvenile cobia fed on diet containing 10% NaCl supplementation. * indicate the chloride

cells. (40 x magnification;scale bars: 50pum).
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Table 1. Experimental diets and muscle proximate analysis in g 100g™ wet weight of juvenile

cobia reared at salinity 5 fed with diets supplemented with NaCl.

Dietary treatments

0.0 2.5 5.0 75 10
Diet
Dry matter 950+04° 944+01° 944+01° 943+03" 938+0.0°
Protein 534+09° 521+09° 508+02°  493+04°  47.8+£02°
Lipid 112+04* 10705 95%04° 9.0+£0.2° 88+0.8°
Ash 112+0.0*° 142400 162%01° 180+0.1°  198#0.1°
Sodium (mg g% 79+25 135+34  419+79 927+139 182242261
Muscle
Dry matter 274+28 263+17 26112 270+1.0 278+1.6
Protein 206+0.7 19309 195%07 19.5+0.8 20.2+0.8
Lipid 57+0.1 55+0.3 54+0.1 82+09 6.0+0.6
Ash 1.3+£0.1% 13+01® 12+01% 1.1+0.1° 1.4+0.1°

Different letters at each line indicate significant differences (P<0.05) after one-way ANOVA

followed by the Duncan’s multiple-range test.
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Table 2. Mean (x SD) of growth, feed utilization and other zootechnical parameters of

juvenile cobia reared at salinity 5 fed with diets supplemented with NaCl

Dietary treatments

0.0% 2.5% 5.0% 7.5% 10.0%
Initial weight (g) 120+02 11.8+03  121+03 119+02 12205
Final weight (g) 565+12 58.0+09  57.9+38  57.3+30 57.9+15
% Weight Gain 3708+6.3 3919+7.7 3789+227 3827+357 373.8+68
SGR (% day™) 387+003 398+004 391+012 393+018 3.89+0.04

Feed intake (% day™) 2.90 +0.07% 3.11+0.11* 3.16+0.14® 319+0.11° 3.36+0.22"
FCR 0.90 +0.01° 0.94+0.02® 0.95+0.05® 0.97+0.01™ 1.01+0.03°

PER 209+003 204+0.05 209+011 209+003 2.06+0.07

Different letters at each line indicate significant differences (P<0.05) after one-way ANOVA

followed by the Duncan’s multiple-range test.
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Figure 3. Histological sections of gill filaments (consisting of primary filament and secondary
lamellae) showing structural changes in the epithelium of juvenile cobia Rachycentron
canadumreared at salinity 5 and fed on different dietary levels of NaCl for 40 days. A: Gill
fillament of juvenile cobia kep under control conditions. B: Gill fillament of juvenile cobia
fed on diet containing 10% NaCl supplementation. * indicate the chloride cells. (40 x

magnification;scale bars: 50um).

48



500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514

49

Conclusoes

O presente trabalho permite concluir que a adi¢cdo de NaCl em dietas ofertadas para
juvenis de bijupird Rachycentron canadum criados em salinidade 5 durante 40 dias nédo é
necessaria para melhorar o desempenho de crescimento e sobrevivéncia desse peixe. Apesar
de ndo ter sido mensurado, a salinidade 5 pode conter a quantidade de ions
(NaClfisiologicamente necessarios a juvenis de bijupird.Quando a dieta é suplementada em
7,5 e 10% de NaCl, o bijupiré apresentou piores taxas de conversdo alimentar, além de
significativamente consumir mais alimento. Entretanto, a adi¢do de NaCl em 2,5; 5 e 7,5%
oferece menor gasto energético envolvido na atividade Na'/K*-ATPase branquial, a principal
enzima envolvida na osmorregulacdo.Adicionalmente, foi verificado que o aumento do teor
de sal na dieta acarreta a proliferacdo das células de cloreto. Com base nos resultados da
composigdo proximal muscular, foi verificado que a adi¢cdo de NaCl na dieta ndo altera a

qualidade proteéica e lipidica do masculo de juvenis de bijupira criados em salinidade 5.
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