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RESUMO - Osrequisitos nutricionais de larvas de peixes sdo ainda mal compreendidos, o que leva a altas mortalidades
e problemas de qualidade no seu cultivo. Este trabal ho pretende fazer umareviséo de novas metodol ogias deinvestigacéo, tais
como estudos com marcadores, genémica populacional, programagéo nutricional, génomica e protedmica funcionais, e
fornecer ainda alguns exemplos das utilizacBes presentes e perspectivas futuras em estudos de nutri¢do de larvas de peixes.

Palavras-chave: estudos com marcadores, genémica, nutricdo de larvas de peixes, programagdo nutricional,
protedbmica

Recent advances in nutrition of fish larval

ABSTRACT - Major gapsin knowledge on fish larval nutritional requirementsstill remain, what leadsto high mortalities
and quality problemsinmarinelarviculture. This paper reviewsarange of new tools, such astracer studies, popul ation genomics,
nutritional programming, functional genomics and proteomics, as well as some examples of their present use, and potential
future applications in the study of fish larvae nutrition.
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Abreviaturas: AA - aminoécido(s); ADN - &cido desoxirribonucleico; DAPA - dias ap6s primeiraalimentagao; DAE - dias

apos a eclosdo; DIGE -difference gel electrophoresis HUFA — &cidos gordos altamente insaturados; MAS - sel ec¢do assistida
por marcadores, PCR - reaccdo de polimerizagdo em cadeia; QTL(S) — quantitative trait loci; SNP - single nucleotide

polymor phism.

Introducéo

A producdodejuvenisdepeixesdealtaqualidadeéum
dos factores chaves para o crescimento sustentavel da
indUstriadaagquacultura. Aindagquejaseproduzam grandes
guantidadesdelarvasde muitasespéciesdepeixes, astaxas
de sobrevivéncia sdo muitas vezes baixas ou varidveis,
existem problemas de qualidade (e.g., deformagfes no
esqueleto, anomalias de pigmentacao) e o potencial de
crescimento nem sempre é aproveitado ao maximo (e.g.,
Koumoundouros et al., 1997; Shields, 2001; Cahu et al.,
2003). Estesproblemasséo causados, pel o menosem parte,
por deficiénciasnutricionais, pois mesiro paraas espécies
mel hor estudadas existem aindamuitaslacunas acercados
requisitos nutricionaisdaslarvas de peixes, em particular
dos marinhos (Takeuchi, 2001; Bell et al., 2003;Cahu et al .,
2003). O progresso no seu estudo élentoedificil, devidoao
pequeno tamanho daslarvas e adificul dades na aceitacéo
de microdietas inertes.
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No entanto, nos Ultimos anos, varios métodos novos
permitiram progressos significativos e abriram boas
perspectivasfuturasno estudo dosrequisitosnutricionais
delarvasde peixes. Estesincluem estudoscom marcadores,
i sotOpi cos ou outros, model agdo mecanistica, genémicade
populagBes, gendmicafuncional, protedmica, entreoutras.

Este artigo pretende fazer uma reviséo destas novas
metodologias de investigacdo e fornecer ainda alguns
exemplos das suas utilizagBes presentes e futuras em
estudos de nutri¢do de larvas de peixes.

Estudos com marcadores
Tube-feeding

O método tube-feeding controlado de nutrientes
radiomarcados foi desenvolvido por Rust et al. (1993) e
modificado por R@nnestad et al . (2001a), permitindo estimar
afraccdo evacuada, catabolizadaeretidade cadanutriente
pelas larvas de peixe. Este método tem sido aplicado para
estudar adigestao, absor¢do e metabolismo de proteinas e
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Iipidos em larvas de diferentes espécies de peixes. Alguns
estudosanalisaram adinémicade absor¢&o de aminoéacidos
(AA) livres, péptidos e proteinas hidrolisadas ou intactas
pelaslarvasdepeixes(Rgnnestad et al ., 2000; Rojas-Garcia
& Rannestad, 2003; Tonheim et al., 2005), demonstrando
gue estas tém dificuldade em digerir dietas contendo
proteinas complexas, como é o caso das dietas contendo
farinha de peixe. Outros estudos demonstraram ainda que
a absorcdo dos lipidos a nivel intestinal diminui a medida
gueasuacomplexidade aumentae que adigestibilidadedos
acidos gordos é maior quanto maior for o seu grau de
insaturagdo (Morais et al., 2005a,b; Mollan et al., 2008).

A técnicade“tube-feeding” tem também sido utilizada
para o estudo do metabolismo de AA individuais. Assim,
foi demonstrado que as larvas de peixe usam
preferencialmente os AA dispensaveis como substrato
energético, sendo osAA indispensaveispreferencialmente
utilizados para crescimento (Regnnestad et al., 2001b;
Conceicéoet al., 2002; Appelbaum & Rannestad, 2004). Da
mesma forma, verificou-se que os AA aromaticos
(fenilalanina e tirosina) séo preferencialmente retidos em
larvasdelinguado do Senegal (Solea senegalensis) durante
o climax da metamorfose (Pinto et al., 2009).

Estatécnicapermitetambém analisar osefeitosacurto
prazo dos suplementos de AA das dietas no metabolismo
larvar, assim como verificar se determinados AA estéo a
limitar asinteseproteica(Aragdoetal ., 2004; Saavedraetal .,
2008a,b). Emboracom orecurso atécnicade* tube-feeding”
seja possivel ultrapassar diversos constrangimentos
inerentesao estudo dadigestdo emetaboli smo denutrientes
emlarvasdepeixe, deveconsiderar queo stressimposto as
larvas ao utilizar estatécnicapode alterar as suastaxas de
digestéo, absorgdoeutilizacdo (Conceigdoetal.,2007a). No
entanto, em espéci esresi stentesao stress, como olinguado
do Senegal, estatécnicanédo aparentaaf ectar acapacidade
deingestéooudeutilizagdo doalimentopelaslarvas(Ribeiro
et al., 2008). Por outro lado, o recurso a esta técnica pode
também conduzir a um valor sobrestimado da retencéo de
nutrientes, pois usual mente sdo utilizadas larvas em jejum
ou quesdo alimentadasumadunicavez, o que podeconduzir
aum aumento da eficiéncia de absor¢do (Conceicédo et al.,
2007a; Engrola et al., 2009).

Marcacao de artemia

A metodologia de incorporacdo de marcadores
isotopicos em presas vivas tem sido utilizada em varios
estudos larvares de modo a quantificar a ingestdo de
alimento, permitindo também uma melhor compreensao do
metabolismo proteico e lipidico (Govoni et al., 1982;
Conceicdo et al., 1998; Moraiset al., 2006). A metodologia

baseimplicaaincorporagio deAA marcadoscom 14 Carbono
(14C)na proteina de Artemia (Morais et al., 2004a) e se a
mesma for conjugada com o método das camaras
metabdlicas (Regnnestad et al., 2001a), como descrito na
seccao anterior, é possivel determinar a ingestdo de
alimento e como o nutriente marcado é digerido, retido e
catabolizadopelalarva. A utilizagdo destametodol ogiaem
diferentes fases larvares de peixes permite uma melhor
compreensdo da capacidade digestiva da larva, assim
como relacioné-lacom o metabolismo de nutrientes. Sendo
assim, Morais et al. (2004b) e Engrola et al. (2009)
observaram queaslarvasdelinguado do Senegal possuem
uma elevada absorcao/digestibilidade da proteina de
Artemia (57-83% do total deArtemiaingerida), entre os8
e 35 DAE. Isto indica que o linguado tem uma elevada
capacidade para digerir presas vivas desde o inicio do
desenvolvimento larvar. Em larvas de arenque (Clupea
harengus) com 31 DAPA, a absorc¢éo/digestibilidade da
proteinadeArtemiafoi de60%, daqual 39%foi catabolizada
e 20% retida pelas larvas (Morais et al., 2004a).
Ingredientes protéicos, como a farinha de peixe,
utilizados nas dietas para larvas de peixes poderdo ser
muito complexos para o sistema digestivo imaturo destas
(Rennestad & Conceigéo, 2005; Conceigéo et al., 2007a),
causando assimumareduzidadigestibilidadeproteica. Como
adigestibilidade earetencéo proteicaséo processoschave
para a definicdo de um crescimento larvar Gptimo, assim
como paraataxade sobrevivéncia, Engrolaet al. (in press)
avaliaram osefeitosde doisniveisdistintos de substituicao
de Artemia por dietas inertes em larvas de linguado do
Senegal, determinando a digestibilidade e retencdo da
proteina de Artemia com a utilizacdo da metodologia de
incorporag@o de nutrientes marcados com isétopos. O
regime alimentar com uma baixa substitui¢do (20% do total
de Artemiapor dietainerte) ndo afectouautilizacéo proteica
larvar. Porém, as larvas submetidas ao regime com uma
elevada substituicdo (58% do total de Artemia por dieta
inerte) sofreram uma reducao na absorc¢ao/digestibilidade
enaeficiénciaderetencdo daproteinadeArtemiaentre os
6 e15DAE (Engrolaet al.,in press). Emrelagdo autilizagdo
lipidicalarvar, Mai et a. (in press) observaram que aslarvas
de linguado do Senegal quando submetidas a um regime
alimentar com substituicdo de Artemia por dieta inerte
gerem com maior cuidado a relagdo crescimento e
digestibilidadelipidica, porém sem por em causaautilizagdo
metabolica dos lipidos. A retencéo lipidica na fase larvar
anterior a metamorfose foi maior nas larvas do regime
alimentar com elevada substituicdo de Artemia por dieta
inerte, valores de 50%, enquanto quase duplicou durante o
climax da metamorfose, atingindo valores de 80%. Os
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resultados sugerem que o crescimento larvar é afectado
durante o climax da metamorfose, porém as larvas
conseguem compensar aredugdo dadigestibilidadeproteica
aumentado a eficiéncia de retencédo dos lipidos.

A modelag&o mecanisticatem sido usada paraintegrar
0s conhecimentos existentes e melhor compreender os
resultados obti dosem estudos com marcadores (Concei¢ao
et al., 2007b). Enquanto os estudos com marcadores
isotdpicos fazem medicgdes pontuais em certo(s) ponto(s)
do desenvolvimento, a modelagdo mecanistica permite
integrar a andlise cinética da distribuicdo do marcador
isotépico entre os diferentes compartimentos ools).
Simulagdes com um modelo baseado nos resultados de
Morais et al. (2004b), em que larvas de linguado foram
alimentadas com umarefei¢do deartémiamarcadacom4C-
AA, sugerem que adigest&o e processamento metabélico
da proteina contida na artémia se efectua essencialmente
nas primeiras trés horas ap6s a alimentacgdo (Concei¢éo &
Rannestad, 2004) e que, deformaaoptimizar o potencial de
crescimento de larvas de linguado, estas devem ser
alimentadas com uma elevada frequéncia.

Em conclus&o, acombinagdo de marcadoresisotopicos
comdiferentesingredientesetiposdealimentospoderaser
utilizada para uma melhor compreenséo da plasticidade
metabdlica larvar e ser relacionada com a performance de
crescimento. A obtencéo deum conhecimento profundo de
como as larvas digerem os diferentes nutrientes (proteina
e lipidos) e seguidamente como os varios AA e acidos
gordos sao transformados em proteinas ou catabolizados
paraenergia, poderaser crucial parao desenvolvimento de
dietasinertes adequadas paralarvas de peixe.

Biodisponibilidade

Nos ultimos anos tém sido desenvolvidos métodos de
forma a determinar os requisitos qualitativos de AA nas
larvas de peixes, tendo em conta as diferencas na
biodisponibilidade de cada AA (e.g., Conceicdo et al.,
2003a; Saavedraet al., 2007). As biodisponibilidades dos
diversos AA podem ser diferentesentre elas, devido auma
absorcéo e/ou um catabolismo selectivo. Estes métodos
recentemente desenvolvidos permitem determinar a
biodisponibilidade relativa individual de varios AA nas
larvasde peixe, ou segja, quantificam aeficiénciade absor¢éo
eataxade catabolismo decadaAA quando comparado com
outro AA (Conceicéo et al., 2003b). O principio basico
destes métodos consiste em alimentar as larvas com uma
dieta marcada com is6topos estaveis ou radioactivos e
posteriormenteanalisar o enriquecimentoisotépicorelativo
de cada AA individualmente, quer na dieta quer nalarva.
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Apobs se ter estimado as biodisponibilidades relativas
individuais de cada AA, estes resultados podem ser
aplicadosao perfil de AA indispensaveisdaslarvaseassim
obtém-seumaestimativado perfil de AA ideal dadieta. Esta
metodol ogiafornece-nos uma estimativamais precisa dos
requisitosqualitativosde AA daslarvasde peixes, do que
aquela que é obtida utilizando apenas os perfis de AA
indispensaveis das larvas como indicador.

Exemplos da aplicacdo deste método podem ja ser
encontrados na literatura. Por exemplo, Conceic¢do et al.
(2003a) utilizaram este método para determinar a
biodisponibilidade relativa de cada AA nas larvas de
dourada (Sparus aurata). Aplicando as estimativas assim
obtidasaoperfil deAA indispensaveisdelarvasdedourada,
Aragdo Teixeira (2004) demonstrou que atreonina era um
AA limitante na dieta, enquanto a lisina ndo o era,
contrariamente ao sugerido quando ndo se aplicam os
resultadosdabiodisponibilidade. Damesmaforma, Saavedra
etal. (2007) estimaramabiodisponibilidaderelativadosAA
nas larvas de sargo-bicudo @iplodus puntazzo) e
demonstraram que, quando se tem em consideracao estes
dados, em certas fases de desenvolvimento das larvas o
contelido delisina, metioninaetreoninanadietaédeficitario,
enquanto o de leucina se encontra em excesso,
contrariamenteao que eraaparentendo utilizando osdados
de biodisponibilidade. Embora este técnica forneca uma
indicagéo mais precisa sobre os requisitos qualitativos de
AA daslarvasdepeixes, convémsempreter emconsideracéo
qgue abiodisponibilidade relativade cadaAA é especifica
paracadaespécieequeprovavel mente apresentadiferencas
ao longo da ontogénese dos peixes (Conceicdo et al.,
2007a).

Turnover de proteinas

A utilizacdode AA dadieta, apbésasuaabsorcéoanivel
intestinal, depende da quantidade que € usada para a
producao deenergia, mastambém daintensidade dotur nover
deproteinas. Asproteinasdostecidosestdo em permanente
renovacao, através dos processos de sintese e degradagéo
(ou turnover) de proteinas. O crescimento, ou a deposi ¢éo
de proteinas, depende do resultado liquido destes dois
processos de sinal contrario ou seja, de um aumento da
sintese proteica e/ou de uma diminui¢do do turnover de
proteinas (Wiesner & Zak, 1991).

Foi jAdemonstrado queaslarvasdepeixepor crescerem
rapidamente tendem a ser mais eficientes na deposi¢éo de
proteinas comparadascom | arvasde crescimento maislento
(Conceicaoet al., 2008). Isto explica-se pelofacto delarvas
com maior taxade crescimento terem necessariamente uma
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taxa de sintese proteicamaior, porém ataxadeturnover de
proteinas ndo acompanhaatendéncia, ao contrario do que
aconteceem peixesjuveniseadultos(Houlihanetal ., 1994).
Esta peculiaridade das larvas de peixes resulta
provavel mente davantagem sel ectivade um maior tamanho,
guepor suavez setraduz numaforte vantagem competitiva
de larvas de crescimento rapido (logo mais eficientes na
utilizacdo daproteina) duranteasel ec¢do natural (Kigrboe,
1989; Conceicéo et al., 1997).

Estatambém demonstrado queumtur nover deproteinas
elevado podeter vantagensimportantesemtermosdeuma
adaptacd@o mais rapida a alteragdes ambientais e a outras
condicOesdestress(Kigrboeetal ., 1987; Hawkins1991). Os
mexilhBes (Mytilus edulis) ao apresentarem taxas de
turnover de proteinas mais elevadas tém uma adaptacéo
mais rapida a um choque de temperatura (Hawkins et al.,
1987). As larvas de pregado (Scophthalmus maximusg ao
serem alimentadas com rotiferos enriquecidos com um
imunoestimulante apresentaram uma taxa de turnover de
proteina trés vezes superior ao de um grupo controlo
(Conceicéo et al., 2002), o que pode significar uma maior
resisténcia a eventuais patdgenos. No entanto, e umavez
gue otur nover deproteinastemumelevado custoenergético
(Houlihan, 1991), qualquer aumento no turnover tende a
provocar umadiminui¢éo no crescimento. Assim, aslarvas
depeixesnosseusdiferentesestadiosde desenvol vimento
poder&o também ter de fazer umaescol ha, ou encontrar um
COmMPromisso, entre um cresci mento rapido e/ou umamaior
capacidade de resposta a condi¢des de stress e de doenca
(Conceicéo et al., 2002).

Selecdo de dieta

Atualmente, a maioria dos regimes alimentares para
larvasde peixes marinhos é estruturadade modo aincorporar
presasvivasedietasinertes, poisasultimassdo maisfaceis
de utilizar e apresentam uma composi¢éo estavel durante
todooperiododecultivo, enquantoaspresasvivasvariam
a sua composicdo conforme as condic¢des de cultivo ou
enriquecimento utilizado. Conjuntamente, a incorporagdo
de marcadores isotépicos nas pequenas particulas das
dietas para larvas, de modo a ser possivel determinar a
escolha de dietas (ingestao de alimento) e consequente
utilizacdo metabdlica, é extremamente dificil, além de que
devido as reduzidas dimensdes das particulas alixiviagéo
denutrientesémuito elevada (L 6pez-Alvarado et al., 1994;
Y Uferaetal., 2002; Kvéleetal., 2006; Nordgreenet al ., 2007).
Por conseguinte, para que seja possivel determinar que
dieta (presavivaou dietainerte) umalarvaprefere e como
osseusnutrientessdo utilizados é necessério desenvolver

novas metodol ogias que sejam adaptadas a fases larvares
de peixes.

Geralmente, adeterminagdo deingestdo de alimento em
larvas é realizada através da contagem directa das presas
(Haylor, 1993; MacKenzie et al., 1999) ou particulas de
dietas inertes (Fernandez-Diaz et al., 1994; Y (Ufera et al.,
1995). Estametodol ogiaé extremamente morosaepor vezes
incorrecta. Portanto, foi proposto que a metodologia de
marcadores isotOpicos poderia ser utilizada para a
determinacéo do efeito dos regimes alimentares em larvas
de peixe (revisto por Conceicao et al., 2007a). A utilizacdo
deisotoposestaveis(e.g.,13C oul>N) ou deradioisétopos
(e.g., 3H, 14C ou35S) para a determinagéo da ingest&o de
alimento e metabolismo de nutrientes em larvas foi um
avanco na melhoria das técnicas, pois estas s&o mais
simples de utilizar e possuem niveis elevados de deteccao
(Boehlert & Yoklavich, 1984; Rust, 1995; Kolkovski et al.,
1997; Conceigdo et a., 2001; Kvdle et a., 2006; Gamboa-
Delgadoetal., 2008; Jomori et al., 2008; Engrolaet al., 2009).
Sendo assim, foi observado em pos-larvas de linguado do
Senegal de 16-17 DAE alimentadas com substitui¢do de
Artemiapor dietainerte, queestasingerem 11% dealimento
em relacdo ao peso corporal, com uma digestibilidade de
57% (Engrola et al., 2009) e que deste alimento, 62% é
utilizado para crescimento (Gamboa-Delgado et al., 2008).
Em larvas de dourada, utilizando uma metodologia de
marcagao i sotopica dupla (dietainerte marcadacom 14C e
Artemiamarcada com3H), foi possivel observar que existe
um aumento de ingestdo da dieta inerte por parte dalarva
guando estase encontranapresencadeArtemia(Kolkovski
et al., 1997). Contudo, a metodologia de incorporagdo de
radiomarcadorespossui algumaslimitacdes. A determinagdo
daingestdo de alimento é realizada em volumes pequenos
0 que é bastante diferente da situagdo normal de cultivo
larvar eproduzlixoradioactivo. Por outrolado, osmétodos
para determinacdo do consumo de alimento através de
marcadores estaveis podem ser utilizados nas situagbes
normais de cultivo, porém tornam-se mais dispendiosos a
nivel econdémico.

Os marcadoresinertes (e.g., 6xido deitrio, colestano e
Oxido de crémio) sédo muito usados em estudos de utilizagdo
de nutrientes em juvenis e peixes adultos (Austreng et al .,
2000; Carter et al., 2003), porém devido as limitacGes
tecnol dgicas na fabricacdo de dietas inertes para larvas,
normalmente tal metodologia ndo é aplicada em fases
larvares. No Ultimo ano, com a melhoria de tecnologia de
fabrico e determinacdo analitica, os marcadores inertes
comegaram aser utilizadosem estudosde metabolismo com
larvas(Cook et al., 2008). Consequentemente, Johnsonet al .
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(2009) ap6sconseguiremincorporar nadietainerte 6xidode
itrio, determinaram que larvas de bacalhau do Atléantico
(Gadus morhua) com 58 DAE tém um consumo de alimento
de dieta inerte e Artemia de 0.57-0.79% e 0.67-0.84%,
respectivamente. O método ai ndapossui algumaslimitacdes,
nomeadamente é muito dependente da espécie pois é
necessario recolher as fezes das larvas.

Em conclusdo, vérios métodos podem ser utilizados
para a determinagdo do alimento que as larvas preferem
ingerir, porém nenhum dosaqui apresentados consegue ser
ao mesmo tempo simples e facil de aplicar por rotina.

Gendmica popul acional

Quando se pretende avaliar a performance de um
individuotorna-seimportante conhecer asuaascendéncia,
sendo particularmente relevante em condi¢des de
aquacultura identificar as familias e os cruzamentos que
produziram descendénciacom apresencadeum determinado
fenotipo.

Os marcadores moleculares permitem inferir
paternidades e tracar as origens dos individuos. Os
microssatélites tém sido os marcadores de selecgdo para
este tipo de estudos devido aos elevados niveis de
variabilidade que apresentam (Liu & Cordes, 2004). Cerca
de 4 a 10 loci microssatélites podem ser suficientes para
identificar com 95% de confianga o par de progenitores de
mai s de 90% dosindividuos de umaamostra (Bekkevold et
al., 2002; Brown et al., 2005; Blonk et al., 2009). Contudo, o
numero deloci a usar depende do tamanho da populagcao
reprodutora. E no entanto de salientar o facto de os
microssatélites apresentarem por vezes elevadas
frequéncias de erros de genotipagem, tais como alelos
nulos edrop out(Castroetal., 2004, 2006), equeesteserros
podem enviesar osresultados. Um programade sel ec¢éo de
reprodutores pode ser estabel ecido com base naescolhade
um caracter especifico, retendo apenas os individuos que
apresentem o fenotipo sel eccionado paraconstituir o grupo
dereprodutores. No entanto, é aconsel havel monitorizar a
diversidade genética e os niveis de consanguinidade dos
reprodutores sel eccionados paraevitar cruzamentos entre
individuos aparentados, de forma a prevenir a erosao
genética do stock e as consequéncias negativas de
cruzamentos consanguineos (Gallardo et al ., 2004; Porta et
al., 2006). Por isso, os marcadores moleculares podem ser
utilizados num programa de rotina para monitorizar a
diversidadegenética, tal comofoi implementado nadourada
(Blanco et al., 2007), truta marisca (Salmo trutta; Was &
Wenne2002; Grosset al., 2007), salmao do Atlantico (Salmo
salar; Norrisetal., 2000), bacalhau do Atlantico (Pampoulie
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etal., 2006) efalso alabotejaponés(Paralichthysolivaceus,
Liuetal., 2005).

Normal mente, osprogramasdesel eccdo dereprodutores
escolhem caracteresquepodem ser facilmenteidentificados
individualmente (peso, tamanho, crescimento, etc.),
mel horando osprogramasusando sel ec¢do massiva. Porém,
os caracteres que sdo mais dificeis deidentificar ou que se
manifestem tardiamente, taiscomo aeficiénciaalimentar ou
o indice de condicdo, podem ser considerados bons
candidatos para efectuar uma selecgdo assistida por
marcadores (MAS; Chistiakov et al., 2006). Como pré-
requisito para implementar uma MAS deve existir uma
associacéo entre o marcador genético e os genes que
afectam o fenotipo (caracter) de interesse. Localizar essas
associagdescorrespondeapesquisadeQTLs(Quantitative
Trait Loci - Liu & Cordes, 2004). Varios QTLs ja foram
identificados em peixes, alguns relacionados com 0 peso
(O’'Malley et al., 2003; Reid et al., 2005) ou comprimento
(Borrell et al., 2004). Tao & Boulding (2003) estudaram dez
genes relacionados com o complexo da hormona de
crescimento para encontrar relagdes com caracteres de
crescimento no salvelino artico (Salvelinus alpinug e um
SNP revelou associagdo com o crescimento.

Osmarcadores molecul ares sdo ferramentas de grande
utilidade para serem implementadas em programas de
reproducéo, de forma a identificar e tracar a origem e
ancestralidade de larvas de peixe. No entanto, encontrar
caracteres de interesse, nomeadamente os relacionados
com crescimento enutricdo depeixes, emlarvasem particular,
gue permitam a construcdo de mapas de QTLs é umaarea
recente com muito ainda para explorar. A combinacgédo de
conhecimento da gendmica e os recursos da genética
populacional permitira detectar variabilidade associada a
caracteresdeinteresse, sendo possivel numfuturo préximo
aimplementacéo deM A Sem muitasespéciesemaquacultura.
A aplicacdo destas metodologias em estadios iniciais de
desenvolvimento, tais como larvas, podera acelerar o
processo de programas de seleccdo e aumentar o seu
sucesso trazendo novos conheci mentos paraaopti mizag&o
da nutri¢&o e crescimento em aquacultura.

Genoémica funcional

A quantidade crescente deinformagdo quetem surgido
nasequénciadaclonagem degeneseatravésdosprogramas
de sequenciacdo dos genomas de algumas espécies de
teledsteos produzidas em aquacultura, permitiu aos
investigadoreseaquacultoresteremumamel hor perspectiva
sobre aformacomo os factores nutricionaisinfluenciam a
expressdo eregulac@o anivel genético. A partir daobtencéo

© 2009 Sociedade Brasileira de Zootecnia



Conceigéo et al. 31

da sequéncia completa do genoma do peixe zebra (Danio
rerio) foi possivel desenvolver novas ferramentas
moleculares para a investigagdo, tais como microarrays,
guetornarampossivel testar osefeitosdeumadeterminada
condicéo experimental sobre a expressao genéticade uma
espécie ou estadio de desenvol vimento e, juntamente com
estratégias quantitativas como o PCR em tempo real,

permitem ter uma resposta integrada sobre as alteracfes
que ocorrem num determinado grupo de genes
seleccionados. Um microarray de 16000 sequéncias de
ADN complementar de salmé&o do Atlantico desenvolvido
pelo consdrcio GRASP (von Schalburg et al., 2005) e um
novo microarray recentementedesenvolvido paraadourada
gue contém 20000 oligonuclettideos, (Ferraresso et al.,

2008) permitirdo aos aquacultores pesquisar as alteracoes
na expressdo de genes, que ocorrem durante o
desenvolvimento e alimentagdo larvar ou em individuos
submetidos a experiéncias nutricionais. A clonagem
molecular e a quantificagdo da actividade de enzimas
digestivasde peixes, como apepsinagastrica(Dariasetal .,

2005), asenzimaspancreaticastripsina(Maleet al ., 2004) e
amilase (Douglas et al., 2000; Darias et al., 2006) ou as
enzimas intestinais leucina-alanina peptidase,

aminopeptidase ou fosfatase alcalina (Cahu et al., 1999;

Zouitenetal., 2008), tornaram possivel compreender mel hor
0S mecanismos e alteragdes moleculares que ocorrem a
nivel digestivo durante o desenvolvimentolarvar. A técnica
de PCR quantitativo em tempo real é actualmente o método
mais exacto de quantificacdo dos niveis de expressdo
genética(Fernandeset al ., 2008), permitindo obter resultados
mais fidveis e rapidos que as técnicas convencionais e
eliminao uso de sondasradioactivasnormal menteutilizadas
em hibridagdo do tipo “Northern”. Esta técnicatem ainda
avantagem de reduzir a quantidade de material biolégico
usado para analise, o que é particularmente Util quando se
trabalha com amostras larvares. Pela combinagéo da
guantificacdo de expressdo por PCR em tempo real com
hibridacéo in situ para a localizacdo e identificacdo dos
tiposcelularesresponsavei s pelaexpressao de genes, numa
determinada altura ou condigcdo experimental, torna-se
possivel ter uma resposta integrada sobre as fases de
desenvolvimento e a forma como uma espécie pode
metabolizar oscomponentesdeumaformulagdo nutricional

nasuadieta. Assim sendo, quando um nutriente é testado
na dieta é possivel estudar a expressao e a presenca das

enzimasresponsaveispel asuadigestéo, tornando-seentdo
possivel determinar qual a dieta mais adequada para cada
fasededesenvolvimento. Umaalteragdoanivel daexpressdo

das enzimas digestivas foi recentemente observada em
larvasdetainha-lica(Chelonlabrosug quando asuadieta
muda de carnivora para herbivora (Zouiten et al., 2008),
sugerindo que a actividade das enzimas digestivas esta
geneticamente programada para responder as alteracdes
ontogénicas nadieta.

Protedmica funcional

O estudo da expressao do proteomade um organismo,
o resultado final da expressao dos seus genes, permite
compreender os efeitos estruturais e funcionais causados
por factores ambientais, incluindo a nutricdo. A
el ectroforese bidimensional, que combinaa separacéo das
proteinasdeacordo com o seu ponto i soel éctrico bem como
pelo seu peso molecular (L6pez, 2007), seguida da
identificacdo das proteinas por espectrometria de massa
(Canas et al., 2006) é a metodologia mais frequentemente
utilizada para estudos de proteémica funcional. A
proteémicapode ser vistacomo umatécnicacomplementar
agenémicafuncional, umavez que permite o estudo, sem
hi poteses prévias, da expressao do conjunto de proteinas
presentes num tecido, incluindo eventuais modificactes
pos-traducao (e.g., glicosilacéo, fosforilagéo).

A utilizagdo da protedmicanainvestigagdo com peixes
€ recente, ainda que ja existam alguns estudos na area da
nutri¢éo. Estestrabalhospermitiramjaidentificar miltiplas
alteracbes metabolicasem respostaafactoresnutricionais,
tais como avariagdo no contelido energético ou aincluséo
de fontes de proteina vegetal nas dietas de truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss, Martin et al., 2003; Vilhelmsson et
al., 2004; Kolditz et al., 2008). A aplicacdo de técnicas de
protedmica em larvas de peixes é dificil, devido ao seu
reduzido tamanho e da dificuldade associada em dissecar
os diferentes tecidos. Desta forma, os poucos trabalhos
existentes focam essencialmente na variagdo do proteoma
durante a ontogenia (Focant et al., 2003; Link et al., 2006;
Sveinsddéttir et al., 2008).

Hano entanto jaresultados preliminares sobre efeitos
de nutrientes, como a vitamina K (Richard et al., 2008) e
hidrolisados proteicos (Richard et al., dados né&o
publicados), no metabolismo de larvas de peixes marinhos.
Avancostecnol gi cosrecentes, nomeadamenteatécnicade
DIGE que permite umamaior sensibilidade e menor tamanho
de amostra (Marouga et a., 2005; Link et al., 2006), em
conjunto com novas técnicas de microdisseccdo, prometem
para um futuro préximo avancgos significativos na
compreensdo dos efeitos nutricionais no metabolismo de
larvas de peixes.
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Programacéo nutricional

Estudos cientificos recentes com animais terrestres e
humanosreforcamaideiaqueeventospré-nataiseneonatais
(tais como a nutricdo e a vacinagdo materna ou factores
ambientais), se exercidos em estadios especificos do
desenvolvimento, podem afectar de forma significativa o
potencial de crescimento e a resisténcia a doengas dos
individuos adultos (Lucas, 1998; Waterland & Garza, 1999;
Metcalfe & Monaghan, 2001).

O conhecimento sobre o potencial da programacao
nutricional em peixes é escasso. No salméo do Atlantico,
Macqueen et al. (2008) observaram que variagdes na
temperaturadaaguadurante aembriogénese condicionam
o fendtipo miogénico (ndimero de fibras musculares e
didmetro) em individuos adultos. Um estudo recente de
Guerden et al. (2007) demonstrou que um estimulo hiper-
glucidico exercido na primeira alimentacéo das larvas de
truta arco-iris permitiu um aumento da actividade de
algumas enzimas associadas a digestao dos glucidos em
peixes juvenis, sugerindo uma alteracdo fisioldgica
persistente. Do mesmo modo, observou-se que larvas de
robalo-legitimo [Dicentrarchus labrax), quando
alimentadas com dietas deficientes em HUFA,
demonstraram um aumento daexpressio daA 6-desaturase
noestadiojuvenil (Vagner etal., 2007). O caracter definitivo
€ 0S mecanismos que controlam tais alteracdes sao
actualmente desconhecidos.

Apds adesova e até ao inicio da alimentag&o exdgena,
0 saco vitelino é a Unica fonte de nutrientes disponiveis
para o desenvolvimento embrionario dos peixes. Esta
situacéo deve-se ao fato de asmembranasestruturaisdos
ovos e embrides de peixes apresentarem uma elevada
impermeabilidade. A informac&o disponivel sobre a
composi¢ado biogquimica das reservas do saco vitelino e
sobre os padrfes de deplecao dos diversos substratos
nutricionais durante o desenvolvimento embrionério é
abundante (Kamler, 2008). No entanto, caso o inicio da
alimentagcdo exdgena ndo se processe da forma mais
adequada, as larvas de peixes marinhos podem estar
sujeitas aprivacdo de alguns nutrientes essenciais. Uma
eventual deficiéncia nutricional é particularmente
importantenestasfasesprecocesdo desenvolvimento, que
se caracterizam por elevadas taxas de crescimento e de
sinteseprotéica. Pode-seespecul ar seestaocorrénciaafecta
de forma permanente o potencial de crescimento e a
modulag&o de vias metabdlicas nos peixes.

A validag&o do conceito da programagéo nutricional
em peixes pode permitir avangos importantes na &rea da
nutricdo de larvas de peixes. Ao beneficiar das novas

Avancos recentes em nutricdo de larvas de peixes

abordagens da nutrigenémica, ainvestigacao futuradeve
contribuir para melhor compreenséo e identificacdo dos
estimul osnutricionai sque permitam programar 0Sprocessos
bioldgicos e metabdlicos que ocorrem durante as fases

precoces do desenvolvimento dos peixes (e.g., retencéo

proteica, miogénese de fibras musculares, metabolismo

0sse0). As aplicagBes préaticas podem ser vastas. Por
exemplo, a identificacdo de um estimulo nutricional que
melhore a utilizagdo metabdlica de glUcidos por parte dos
peixes, pode abrir novas perspectivas na utilizacdo de
ingredientes de origem vegetal nos alimentos para a
aquacultura. Em termos gerais, a programac&o nutricional

ao nivel dosreprodutores e/ou larvas, conjuntamente com
préticas adequadas de alimentag&o e de cultivo podem ser
ferramentas importantes na optimizacao de uma producédo
em larga escala de juvenis de elevada qualidade.

Conclusobes

O conhecimento das bases bioldgicas e nutricionais
para o desenvolvimento de melhores dietas e regimes
alimentares para larvas de peixes melhorou muito nos
ultimos anos, através do uso de técnicas utilizando
marcadores isotopicos e de gendmica funcional. No
entanto, a compreensdo da fisiologia da nutrigdo, bem
como dos requisitos nutricionais, das larvas de peixes é
aindamuitolimitada. Espera-se que numfuturo proximo as
metodologias aqui discutidas tenham um papel fulcral
para a construcao de uma base sélida de conhecimentos
gue permitaoptimizar asdietas e regimes alimentarespara
larvas de peixes de diferentes espécies.
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