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RESUMO

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o desempenho
reprodutivo e zootécnico, além da deposicdo de lipidios no tecido hepético de fémeas e
machos de til&pia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L.) alimentados com ra¢des contendo
diferentes niveis de energia digestivel, a partir da inclusdo do 6leo de soja. Foram
utilizados 400 reprodutores, sendo 300 fémeas e 100 machos, distribuidos em
delineamento experimental inteiramente casualizado, composto por cinco tratamentos e
quatro repeticbes. Os reprodutores foram alimentados com ragdes contendo 35% de
proteina bruta e 2700, 2950, 3200, 3450 e 3700 kcal de energia digestivel.kg de racio™
e, submetidos a0 manejo reprodutivos em “hapas” com descanso reprodutivo de 12 dias.
Os niveis de energia digestivel das racdes oferecidas aos reprodutores nao influenciaram
(P>0,05) o percentual de fémeas desovantes, a fecundidade, nem as caracteristicas dos
ovos e das proles. A producdo de sémen, o pH seminal, o indice de sobrevivéncia e
tempo de ativacdo espermatica, ndo foram influenciados (P>0,05) pelas racdes. O
desempenho zootécnico dos reprodutores de ambos 0s sexos também ndo foi
influenciado pelos tratamentos (P>0,05). Contudo, as ragOGes contendo 3465,56 e
3443,43 kcal de energia digestivel.kg de racdo™, promoveram o aumento (P<0,05) da
concentracéo e da normalidade espermatica, produzindo 7,98x10° espermatozéides.mL
de sémen liberado™ e 38,98% de espermatozoides normais. Os niveis de energia das
racdes também causaram um aumento (P<0,05) das inclusdes lipidicas nos hepatocitos
dos peixes de ambos 0s sexos. Os resultados de desempenho reprodutivo e zootécnico
das fémeas podem estar associados ao curto periodo de tempo em que os reprodutores
foram alimentados com as racfes experimentais ou até mesmo pela possivel reducéo

dos niveis de acidos graxos n-3 nas ra¢es. A melhora do desempenho reprodutivo dos
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machos pode ter relagdo com o aumento da energia metabdlica disponivel para a
espermatogénese e com a maior disponibilidade de acidos graxos n-6. De modo geral,
0s niveis crescentes de energia digestivel nas ragdes oferecidas aos reprodutores
afetaram apenas o desempenho reprodutivo dos machos, onde 3465,56 e 3443,43 kcal
de energia digestivel.kg de racdo™ garantem melhores concentragdes e normalidade
espermatica. Além disso, 0s niveis energéticos crescentes nas racdes promoveram, em

ambos, 0s sexos 0 incremento da ocupacdo do hepatdcitos por lipideos.

Palavras-chave: figado, nutricdo, Oreochromis niloticus, peixe, reproducéo



ABSTRACT

The present study was carried out to evaluate the reproductive and zootechnical
performance, and the lipids deposition in the liver tissue of females and males of-the-
Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) fed with diets containing different levels of
digestible energy, from the soybean oil inclusion.There were used 400 breeding, being
300 females and 100 males, distributed in a completely randomized design, composed
of five treatments and four replications. The breeding were fed with diets containing
35% of crude protein in 2700, 2950, 3200, 3450 and 3700 kcal energy digestivel.kg of
feed™, and submitted to the hapas reproductive management with reproductive rest of
12 days. The diets levels of digestible energy offered to breeding did not influence
(P>0.05) the spawning females’ percentage, fertility, or the eggs and offsprings
characteristics. The sperm production, the seminal pH, the survival rate and sperm
activation time, were not affected (P>0.05) by rations. The zootechnical performance of
breeding from both sexes also was not influenced by treatments (P> 0.05).However, the
diets containing 3465.56 and 3443.43 kcal energy digestivel.kg of feed™, increased
(P<0.05) the spermatic concentration and normality, producing 7.98 x10° sperms.mL
per released semen ™ and 38.98% of normal sperm. The diets energy levels also caused
an increase (P<0.05) of lipid inclusions in fish hepatocytes of both sexes.The
reproductive and zootechnical performance results of females may be associated with
the short period of time that the breeding were fed with experimental diets or even the
possible reduction of n-3 fatty acids levels in the diet. The reproductive performance
improvement of male may be related with the increased metabolic energy available for
spermatogenesis and with the increased availability of n-6 fatty acids. Overall, the

increasing levels of digestible energy in feed offered to breeding affected only the
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reproductive performance of males where 3465.56 and 3443.43 kcal energy
digestivel.kg of feed™ ensure better and normal sperm concentrations. Moreover, the
increasing energy levels in diets promoted, in both sexes the increase in the hepatocytes
occupation by lipids.

Key words: fish, liver, nutrition, Oreochromis niloticus, reproduction



| - INTRODUCAO

1.1 - A espécie estudada

Tildpia € um nome comumente utilizado para definir um grande numero de
especies de peixes pertencentes a tribo Tilapiini, um grupo exclusivamente africano de
peixe, dentro da Familia Cichlidae, em que somente 8 ou 9 espécies destacam-se na
aquicultura (McAndrew, 2000). Inicialmente, considerada somente como um Unico
género, Tilapia. Atualmente trés géneros sdo significativamente reconhecidos com
potencial para cultivos: Tilapia, Sarotherodon e Oreochromis (Turner & Robinson,
2000).

O cultivo das tilapias teve inicio com o objetivo de desenvolver sistemas de
criacdo de subsisténcia, em paises em desenvolvimento (Lovshin, 1997).

A primeira espécie introduzida em outros paises foi a O. mossambicus (Lazard &
Rognon, 1997; Popma & Phelps, 1998). De acordo com El-Sayed (1999), cerca de 22
espécies de tildpia sdo cultivadas no mundo e, dentre estas, as espécies do género
Oreochromis, em especial Oreochromis niloticus, tém sido consideradas mais
importantes para o cultivo devido a rapida taxa de crescimento, adaptabilidade as
diversas condicBes de cultivo e aceitacdo pelo consumidor (Hayashi, 1995; Maclintosh
& Little, 1995; Boscolo et al., 2001; Meurer et al., 2002). Também é tolerante as
condicBes de baixa qualidade de agua (Popma & Phelps,1998) e apresenta baixo custo
de producéo (Lahav & Ra’nam, 1997).

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), proveniente da Costa do Marfim, foi

introduzida no Brasil em 1971, no estado do Ceara, com o0 objetivo principal de



aumentar a producdo pesqueira dos reservatérios da regido e melhorar a qualidade de
vida da populacéo sertaneja (Gurgel, 1983).

O interesse pelo cultivo de tilapia no sul e sudeste do Brasil, cresceu rapidamente
nas Ultimas décadas, sendo atualmente criada tanto em sistemas semi-intensivos,
consorciadas com outros animais, a até mesmo intensivos em “raceways” e tanques-rede
(Kubitza, 2000).

A tildpia consiste no segundo maior grupo de peixes de agua doce cultivado em
todo o mundo, sendo inferior apenas as carpas (Alceste & Jorry, 1998, Watanabe et al.,
2002; Borghetti et al., 2003). O cultivo desta espécie tem se mostrado como uma das
atividades agropecuarias de maior crescimento em nivel mundial. Com taxa de
crescimento anual de 13,4% entre os anos de 1970 e 2002, a tilapia representa
atualmente 6% do total de peixes cultivados (FAO, 2004).

Os maiores produtores mundiais de tilapias encontram-se no continente asiatico,
com destaque para a China, Filipinas e Tailandia (Lovshin, 1997, Lovshin, 1998;
Lovshin & Cyrino, 1998) e nas Américas do Norte e Central é a Costa Rica (Borghetti
et al., 2003).

No Brasil, entre os anos de 2000 e 2001, a producédo de tilapia seguiu a mesma
tendéncia mundial (Borghetti et al., 2003). Contudo, com a crescente taxa da producao
piscicola brasileira, especialmente nos ultimos 13 anos, as tilapias tornaram-se o
principal grupo de peixe cultivado no Brasil, representando 32,50 e 37,90 % do total
produzido em 2002 e 2003 (Crescéncio, 2005) e 37,96 % em 2005 (IBAMA, 2007).

1.2 — Nutricéo de reprodutores

A adequada manutencdo alimentar e nutricional dos estoques de reprodutores é
importante, pois influenciam diretamente no desempenho reprodutivo dos peixes
(Watanabe & Vassalo-Agius, 2003). A nutricdo dos reprodutores reflete sobre o
desenvolvimento inicial das formas jovens (lzquierdo et al., 2001), principalmente no
que tange ao crescimento e maturacdo gonadal (Watanabe, 1985); a fecundidade
(Bromage, 1995; Tyler & Sumpter, 1996); a qualidade dos gametas, dos embrides e das
larvas, em termos de crescimento, sobrevivéncia e desenvolvimento da bexiga natatoria
(Izquierdo et al., 2001).



A relacdo entre a nutricdo e a qualidade das proles é estabelecida nas fémeas
devido as reservas do reprodutor serem mobilizadas e transportadas para 0s 0vos
(Harvey & Carosfeld, 1993). As reservas mobilizadas servirdo como fontes de
nutrientes no periodo inicial de desenvolvimento (Mazorra et al., 2003), quando as
larvas permanecem dependentes das reservas endogenas, até o desenvolvimento
funcional do trato digestério, quando se inicia a alimentacdo exdgena (Watanabe &
Kiron, 1994).

Apesar da escassez de trabalhos realizados na avaliagdo do desempenho
reprodutivo de machos, sabe-se que a nutricdo e 0 manejo alimentar exercem influéncia
sobre a qualidade do sémen (Ferrell, 1991). Em peixes esta influéncia relaciona-se
principalmente com o volume de sémen liberado, concentracdo e motilidade
espermatica (Billard et al., 1995) e composi¢do quimica do sémen (Asturiano et al.,
2001).

Os estudos relacionados com a nutri¢cdo de peixes tém sido um assunto bastante
pesquisado nos ultimos anos e, na tilapicultura especialmente, focado para as fases de
crescimento até o tamanho comercial (NRC, 1993; Santiago & Laron, 2002). Contudo a
nutricdo de reprodutores de peixes é a area da nutricdo menos conhecida e pesquisada
(Izquierdo et al., 2001). Este fato pode ser atribuido a baixa escala de producao destas
racOes pelas industrias devido a reduzida demanda pelo mercado consumidor (Bhujel,
2000), aos longos periodos experimentais necessarios para que os animais alcancem a
maturacdo sexual e o intenso trabalho (Brooks et al., 1997; Vassalo-Agius et al.,
2001b). Associados a estes fatores, a necessidade de estrutura fisica para manter grandes
estoques de animais adultos devidamete identificados, acarretando em altos custos,
dificulta a realizacdo dos experimentos (Izquierdo et al., 2001).

A preocupacdo com o desenvolvimento desta area da nutricdo data de mais de
duas décadas, quando se verificou que a falta de dietas adequadas para reprodutores se
tornaria um fator limitante na performance reprodutiva de espécies marinhas
(Watanabe, 1985; Watanabe & Vassalo-Agius, 2003) e de agua doce (Woynarovich &
Horvéth, 1983).

Inicialmente alguns autores elaboraram experimentos relacionados com a taxa de
fornecimento de alimento aos reprodutores (Springate et al., 1985). Assim, desde 0s
anos 80, os estudos voltaram-se principalmente para os componentes individuais da

dieta como macro e micro nutrientes (Bromage, 1995; Furuita et al., 2001).



Estudos relacionados com o efeito dos niveis de proteina dietética fornecidos aos
estoques de reprodutores de Oreochromis niloticus sobre a idade de inicio da puberdade
e a qualidade quimica dos ovocitos foram realizados por Gunasekera et al. (1995) e Al-
Hafedh et al. (1999). Trabalhos semelhantes foram realizados para avaliar a
performance reprodutiva de reprodutores da mesma espécie (Siddiqui et al., 1998) e a
qualidade das proles, em termos de taxas de eclosdo (Gunasekera et al., 1996) e
crescimento das larvas (El-Sayed et al., 2003).

Outros autores tém pesquisado os efeitos de vitaminas e pigmentos sobre a
reproducdo de peixes. Uma das principais vitaminas estudadas tém sido as vitaminas C
e a E devido as propriedades antioxidantes, além da primeira estar envolvida no
metabolismo do colageno, contribuindo assim para a formacgédo dos 0ssos e da pele dos
animais (Terova et al., 1998).

A suplementacdo da vitamina C em dietas de reprodutores de peixes foi estudada
em truta arco - iris (Oncorynchus mikiss) (Sandnes et al., 1984) e em tilapia
mossambica (Oreochromis mossambicus) com melhoras nas taxas de eclosdo,
sobrevivéncia e desempenho das proles (Soliman et al., 1986; Kubitza, 2000). Em “sea
bass” (Dicentrarchus labrax) e “sea bream” (Sparus aurata) esta vitamina apresentou
aumento na sintese de colageno em embrides e larvas (Terova et al., 1998).

Outros autores pesquisaram o efeito combinado das vitaminas C e E em
“milkfish” (Chanos chanos) e verificaram que apenas a suplementacdo da vitamina C
ou a combinacdo de ambas desenvolvem resposta positiva quanto a reproducdo e
qualidade dos ovos (Emata et al., 2000). Lee & Dabrowski (2004) também verificaram
que a suplementacdo das vitaminas C e E melhoram as taxas de crescimento e qualidade
do sémen de “yellow perch” (Perca flavescens).

A vitamina A também despertou o interesse de varios pesquisadores desta area,
devido as suas fungbes biologicas relacionadas com promoc¢do do crescimento,
formacdo 0Ossea, reproducdo, visdo e diferenciacdo de células epiteliais (Furuita et al.,
2003). Neste sentido a suplementacdo da vitamina A em dietas de reprodutores foi
testada quanto ao desempenho reprodutivo e qualidade de ovos em carpa cabeca —
grande (Aristichthys nobilis) (Santiago & Gonza, 2000) e em “japanese flounder”
(Paralichthys olivaceus) (Furuita et al., 2001; Furuita et al., 2003).

O uso de pigmentos presentes em alimentos componentes de dietas de
reprodutores de truta arco — iris (Oncorhynchus mikiss) foi estudado por Tveranger

(1986). Outros trabalhos foram realizados utilizando astaxantina, devido a semelhanca



estrutural com a vitamina A livre, em dietas para reprodutores de “striped jack”
(Pseudocaranx dentex) (Vassalo-Agius et al., 2001b). A “paprika” também foi testada
como fonte de carotendides em dietas de reprodutores de “yellowtail” (Seriola
quinqueradiata) (Vassalo-Agius et al., 2001c).

Os efeitos de fatores anti nutricionais existentes nos alimentos sobre a reproducéo
de peixes, como a mimosina presente Leucaena leucocephala, utilizada como fonte de
proteina vegetal, promoveram a reducdo no desempenho reprodutivo de Oreochromis
niloticus (Santiago et al., 1988). O gossipol presente no farelo de algoddo, quando
incluido em dietas para reprodutores, prejudica o desempenho reprodutivo e,
especialmente nos machos, leva a diminuicdo da espermatogénese (Salaro et al., 1999).
Por outro lado, estudos sobre o efeito do gossipol dietético, por longos periodos, na
fisiologia reprodutiva de truta arco-iris mostraram resultados interessantes, pois nao
apresentaram efeito sobre o crescimento de ambos 0s sexos e desempenho reprodutivo
nos machos, mas foi deletério ao desempenho reprodutivo das fémeas (Lee et al., 2006).

Os efeitos de acidos graxos insaturados como o docosahexaenodico (DHA), o
eicosapentaendico (EPA) e o araquiddnico (AA) foram avaliados sobre a performance
reprodutiva e a qualidade dos ovos de “gilthead seabream” (Sparus aurata L.) (Almansa
et al.,, 1999). Os efeitos dos mesmos &cidos graxos foram estudados quanto o a
qualidade de ovos e larvas de “Atlantic halibut” (Hippoglossus hippoglossus) (Mazorra
et al., 2003) e quanto ao perfil de acidos graxos presentes nos ovos de “European sea
bass” (Dicentrarchus labrax, L.). Bell et al. (1997) estudaram os efeitos dos mesmos
acidos graxos citados anteriormene sobre o desempenho reprodutivo de machos de
“European sea bass” (Asturiano, et al., 2001).

Os efeitos de acidos graxos da familia 6mega-3 sobre a qualidade de ovos e
espermatozdéides de truta arco-iris também foram estudados por Vassalo-Agius et al.
(2001a). A influéncia da composicao de &cidos graxos da dieta dos reprodutores sobre a
sobrevivéncia das proles também foi pesquisado por Berntsson et al. (1997) em
“European flat oyster” (Ostrea edulis).

De modo geral, as ragdes utilizadas atualmente em escala comercial para a
nutricdo de reprodutores de peixes tém sido as mesmas utilizadas para a fase de
crescimento. Isto sugere o estudo de dietas adequadas, pois o desbalan¢co nutricional
pode causar efeito deletério a atividade reprodutiva (Izquierdo et al., 2001).

Devido a escassez de informagdes, estudos recentes estdo sendo conduzidos para

determinar outros parametros espécie - especificos como, por exemplo, o periodo de



alimenta¢do minimo necessario prévio a reproducao, que deve ser dependente do tempo
necessario para a maturacdo gonadal (Zaniboni-Filho & Nufier, 2004).

Além disso, na nutricdo de peixes deve ser considerado o fato de que as diferentes
espécies, em diferentes estagios de desenvolvimento gonadal, apresentam necessidades
fisioldgicas distintas e, necessitam de niveis diferenciados de nutrientes (Pezzato et al.,
2004). Isto implicara no fornecimento de diferentes dietas para diferentes espécies
(Brooks et al., 1997) durante a maturacdo gonadal (Watanabe & Vassalo-Agius, 2003).

Mesmo que diversos estudos levem ao uso de alimentos alternativos,
especialmente de origem vegetal, alguns autores, em uma linha de pensamento
especifica, sugerem que a formulacdo das dietas para reprodutores deve ser baseada na
composicdo nutricional das dietas naturais, além da composicdo quimica dos
ovocitos/ovos. Isto se deve ao fato de que dietas naturais tém mostrado melhores
resultados (Brooks et al., 1997).

1.3 — Energia dietética na nutricdo de peixes

De forma semelhante a outros animais, 0S peixes necessitam de energia para
manter 0s processos bioquimicos e fisioldgicos vitais, sejam estes voluntarios ou
involuntarios, como crescimento, producdo de O&vulos e espermatozodides,
comportamento reprodutivo, cuidado parental e outros (NRC, 1993; Kubitza, 2000;
Pezzato et al., 2004).

A energia dietética também apresenta uma importante fungdo que é a regulacéo da
ingestdo ou consumo de alimento, tanto em animais terrestres quanto nos peixes
(Pezzato et al., 2004). Em dietas contendo altos niveis de energia, a saciedade pode ser
alcancada antes de o peixe ter consumido a quantidade necessaria de outros nutrientes
para a obtencdo de um bom indice de desempenho (Bhujel, 2000). A exemplo disso, a
concentracdo adequada de proteina na racdo estd condicionada a um estreito balango
entre energia digestivel e proteina bruta (Cho, 1992).

Os peixes gastam relativamente menos energia que outros animais como 0s
mamiferos e as aves, pois ndo necessitam manter a temperatura corporal e 0s gastos
com movimento na dgua sdo menores que em terra (Lovell, 1998; Pezzato et al., 2004).
A excrecdo dos metabdlitos nitrogenados principalmente na forma de amoénia, nos

teleosteos (Bombardelli et al., 2004), também permite maior economia de energia



metabolica. Desta forma, os peixes teledsteos perdem menos energia no catabolismo
protéico e excrecdo de nitrogénio ndo aproveitado (Pezzato et al., 2004). Essa economia,
em termos de energia, garante que 0s peixes possam manté-la em seu proprio corpo para
a manutencdo de novos tecidos ou recuperar para outras funcdes metabdlicas (Lovell,
1998).

Existem varias formas de perdas de energia entre a ingestdo e a recuperacao nos
produtos animais. Assim, a energia digestivel representa a energia bruta ingerida dos
alimentos, corrigida pela perda de energia por meio das fezes; a energia metabolizavel
representa a energia digestivel corrigida pelas perdas de energia através das branquias e
urina; a energia liquida representa a energia metabolizavel corrigida pelas perdas no
incremento caldrico (Lovell, 1998).

As perdas devido ao incremento calorico ocorrem pela ingestdo do alimento e por
perda caldrica de mantenga (metabolismo basal, atividades voluntérias e involuntérias e
regulacdo térmica) (NRC, 1993). Assim, a energia liquida representa a energia
recuperada na forma de produtos animais, na forma de crescimento, gordura e
reproducdo (NRC, 1993; Pezzato et al., 2004).

A energia dietética é dependente de varios compostos provenientes dos alimentos
componentes das dietas. Tais componentes como as proteinas, lipidios e carboidratos
apresentam valores médios de calor de combustdo ou, energia bruta, de 5,64; 9,44 e
4,11 kecal.g™, respectivamente (NRC, 1993). Isto implica no conhecimento prévio a
formulag&o das racdes, da biodisponibilidade energética dos alimentos.

Apesar do uso de coeficientes de disponibilidade de energia, baseados em energia
metabolizavel serem mais precisos para a formulacédo de racdes, estes oferecem poucas
vantagens aos de energia digestivel. Isto se deve as perdas de energia pelas fezes serem
a principal forma de perdas, além de apresentarem variaces entre dietas e espécies, 0
que ndo ocorre com as perdas de energia pelas branquias e urina (NRC, 1993).

As proteinas e lipidios sdo os principais alimentos energéticos em dietas de
peixes, basicamente devido ao ambiente aquatico apresentar — se escasso em rela¢do aos
carboidratos alimentares naturais. Consequentemente, a maioria das espécies de peixes
se adaptou a utilizar estes nutrientes como grandes fontes de energia (Lovell, 1998).
Algumas espécies como o bagre do canal, as carpas e/ou os pacus podem utilizar os
carboidratos, especialmente aqueles provenientes do amido, melhor que espécies de
peixes de aguas frias. Os fatores que contribuem para esta utilizacdo do amido podem

ser a melhor digestdo de amido em aguas quentes e notadamente a maior atividade



enzimatica gastrica para esta funcdo, em algumas espécies como o matrinchd (Pezzato
etal., 2004).

As tildpias aproveitam bem os carboidratos e as gorduras como fonte de energia, o
que permite a economia de proteinas dietética para o crescimento (Kubitza, 2000) ou
reproducdo. Neste sentido, 0 adequado balanco entre energia e proteina em uma racao
completa para peixes é importante para maximizar a eficiéncia alimentar. Pois, um
desbalango positivo desta relacdo leva ao acimulo de gordura visceral, enquanto o
contrario leva ao uso de proteina dietética como fonte de energia, prejudicando assim o
desempenho animal (NRC, 1993; Kubitza, 2000).

As exigéncias de energia digestivel para garantir 0 maximo desempenho
zootécnico variam entre espécies (Pezzato et al., 2004) e também entre as fases de
cultivo. A formulacdo de ragGes baseadas na energia digestivel dos nutrientes é um
procedimento recomendado pela maioria dos nutricionistas. Contudo, poucas sdo as
informacdes existentes sobre a energia digestivel dos ingredientes para cada espécie de
peixe (Pezzato et al., 2004) e para as fases de cultivo.

Nos ultimos anos, estudos direcionados as diversas espécies de peixes de
importdncia comercial, especialmente as tilapias, tém proporcionado um amplo
conhecimento no que diz respeito aos coeficientes de digestibilidade de diferentes
nutrientes. Dentre varios, pode-se comentar a digestibilidade da energia de alimentos
energéticos e protéicos (NRC, 1993, Boscolo et al., 2002).

Pesquisas como estas, permitiram o estudo dos niveis de exigéncia de energia em
diferentes fases de criacdo. A exemplo disso, recente estudo evidenciou efeito linear
negativo com niveis crescentes de energia dietética a partir de 3300 kcal de energia
digestivel.kg de racdo™ (85,49 mg de proteina digestivel.kcal de energia digestivel) para
a tildpia-do-Nilo durante a reversédo sexual (Boscolo et al., 2005).

Outros trabalhos sugerem niveis de 75 mg e 120 mg de proteina.kcal de energia
digestivel™ para cultivo de tilapias durante a reversdo sexual em 4gua salgada (2,9 g de
peso vivo) e doce (1,7 g de peso vivo), respectivamente (Bhujel, 2000) e, niveis de
2.900 kcal.kg™ de racdo para tilapias de 50 g (NRC, 1993; Lovell, 1998).

Kubitza (2000) sugere o uso de dietas completas para reprodutores de tilapia que
atendam os niveis de 28 a 32% de proteina bruta e 2.800 a 3.200 kcal de energia
digestivel.kg de racdo™ e/ou, 32 a 40% proteina bruta e 3.200 a 3.600 kcal de energia
digestivel.kg de racéo™, para sistemas de cultivo contendo plancton e “raceways”,

respectivamente.



As informacdes mais precisas quanto as exigéncias de energia digestivel para
dietas de reprodutores de tilapia-do-Nilo ainda sdo inexistentes Bhujel (2000), fato este

que sugere a conducao de estudos nesta linha.

1.4 — Lipidios como fonte de energia metabdlica para os reprodutores, 0s

embrides e as proles

O primeiro requisito para o sucesso na nutricdo de reprodutores é o fornecimento
suficiente de lipidios na dieta para suprir as necessidades energéticas para a reproducéo
e composic¢do lipidica presente nos ovos, especialmente, durante os estagios iniciais da
gametogénese (Sargent, 1995).

Aspectos quantitativos e qualitativos destas fontes lipidicas devem ser
considerados, especialmente por serem uma importante fonte de energia metabdlica
para a formacdo das gonadas e embriogénese (Tyler & Sumpter, 1996) e ainda fonte de
acidos graxos.

De modo geral, acidos graxos saturados (El-Sayed et al., 2005) e monoinsaturados
de cadeia longa, especialmente as formas 20:1 e 22:1, sdo largamente catabolizados para
a formacdo de energia necessaria para a gametogénese (Sargent, 1995).

Durante o processo da gametogénese, os tecidos adiposo e muscular sdo os de
maior importancia para que aminoacidos e &cidos graxos sejam transformados pelo
figado, em lipidios e proteinas para os ovocitos (Wiegand, 1996). Este processo implica
em uma intensa proliferacdo e expansdo do reticulo endoplasmatico no figado, onde
ocorre a biossintese da vitelogenina, 0 que requer grandes quantidades de energia
metabolica (Sargent, 1995).

A composicdo da vitelogenina apresenta variagdes entre especies, onde 19 a 22%
sdo lipidios e o restante proteinas, sendo que da porcdo lipidica, 60% ou mais,
dependendo da espécie, é composto por fosfolipidios e o restante por triacilglicerdis
(Wiegand, 1996).

A priori, espera-se que os triacilglicerdis ou lipidios neutros sejam consumidos
como a principal fonte de energia metabolica nos estagios iniciais de desenvolvimento
(Wiegand, 1996). Quanto aos fosfolipidios ou lipidios polares, ricos em acidos graxos
essenciais da série n-3, espera-se que sejam conservados para a formacdo de novos

tecidos em embrides e larvas (Sargent, 1995).
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Outros estudos sugerem que aminoacidos livres também sejam utilizados como
fonte priméaria de energia para o desenvolvimento embrionario em larvas de peixes
marinhos (Ronnestad et al., 1992; Ronnestad et al., 1993; Ronnestad et al., 1994).
Contudo, a0 menos em espécies de peixes marinhos, parece existir uma certa
preferéncia pela utilizacdo da fosfatidilcolina pelos ovos/embrides em desenvolvimento,
implicando no relativo catabolismo de acidos graxos essenciais (n-3 PUFAS) (Sargent,
1995).

Como o ovo em desenvolvimento é um sistema fechado, a mobilizacdo de
fosfatidilcolina pode gerar elevados niveis internos de fosfato inorganico e colina
(Sargent, 1995). Apesar destas vias metabolicas ndo serem completamente
compreendidas, apresentam relevancia na nutri¢do de reprodutores devido a importancia
da sintese destes compostos pelo organismo materno e a relagdo existente com o
metabolismo da metionina (Sargent, 1995).

A metionina € um importante fornecedor de grupos metil na bossintese da colina
e, portanto, se relaciona as formas de producédo da vitelogenina com as dietas lipidicas e
protéicas dos reprodutores (Sargent, 1995).

O consumo de fosfolipidios, durante a embriogénese, sugere que os estoques de
lipidios neutros do organismo atuem como um reservatorio para a disponibilizacdo de
acidos graxos essenciais, durante o vantajoso catabolismo de fosfolipidios, que permite
a provisdo de fosfato e colina para a sintese de macromoléculas e neurotransmissores,

bem como para o metabolismo intermediario (Wiegand, 1996).

1.5 — Nutricéo e endocrinologia de reprodutores

A limitacdo da qualidade ou quantidade do alimento pode induzir a absorcao de
ovocitos vitelogénicos, resultando em menor nimero de ovécitos maduros ou podendo
ainda atuar em alguma fase metabdlica anterior, impedindo o inicio da vitelogénese
(Harvey & Carolsfeld, 1993; Zaniboni-Filho & Nufier, 2004).

Os efeitos negativos da nutricdo inadequada dos peixes, sobre 0 processo
reprodutivo, podem ocorrer em funcéo da influéncia do desbalango de nutrientes sobre o
sistema enddcrino do eixo hipotdlamo — hipofise — gbnadas ou pela restricdo de
componentes bioquimicos responsaveis pela ovulogénese e espermatogénese (lzquierdo
etal., 2001).
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A dieta fornecida aos reprodutores pode influenciar o processo reprodutivo, nao
somente no que se refere a composicao dos ovos, mas também por meio de disfuncdes
das vias hormonais que interferem na reproducdo (Navas et al., 1998). Kah et al. (1994)
verificaram alteracGes na liberacdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) de
“sea bass” (Dicentrarchus labrax) durante a estacdo reprodutiva, em funcdo de dietas
com reduzidas relagc6es proteina:carboidrato.

Navas et al. (1998) verificaram que o perfil de acidos graxos dietéticos em
reprodutores de “sea bass” causaram alteragdes sobre o desempenho reprodutivo e dos
niveis plasmaticos de estradiol, vitelogenina e do horménio gonadotrofico Il (GtH I1).

A influéncia das dietas sobre os eventos reprodutivos como a puberdade, nos
mamiferos, foram descritos por Ferrell (1991). O autor sugere que tais fatores podem
levar a alteragdes das funcBes enddcrinas relacionadas a sensibilidade do hipotalamo e
da pitiutaria ao “feedback” negativo dos esterdides sexuai, sobre a producdo e a
liberacdo de gonadotrofinas. Apesar de 0s mecanismos responsaveis por tais alteracoes
serem desconhecidos, Ferrell (1991) sugere que o0s esterdides sexuais podem ser
metabolizados oxidativamente no figado por enzimas oxidativas. Isto pode ser
potencializado pelos altos indices de ingestdo de energia e/ou proteinas dietéticas, pois,
estas dietas podem promover o aumento das concentragdes destas enzimas, ao aumento
do tamanho do figado e a maximizacgdo das taxas metabolicas. O desbalanco dietético de
aminoacidos precursores dos peptideos neurotransmissores, também pode resultar na
alteracdo dos hormonios liberadores de gonadotrofinas (GnRH). Especificamente para
0s machos, baixos niveis de energia dietética podem levar a reducdo da resposta dos
testiculos as gonadotrofinas.

Os acidos graxos presentes nas dietas também exercem influéncia sobre a
endocrinologia reprodutiva. Mensageiros utilizados pelo GnRH para estimular a
liberagdo dos hormonios gonadotroficos (GtH) sdo a fosfolipase A2 (PLA;) e o acido
araquidénico (AA) (Bombardelli et al., 2006), especialmente pela mobilizacdo e
metabolismo do AA pela PLA,; e subseqiiente producdo de metabdlitos importantes na
acdo do GnRH em tilapias (Van Der Kraak et al., 1997).
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1.6 — Lipidios como precursores de horménios

Lipidios como o acido graxo poliinsaturado de 20 carbonos, o &cido araquidénico,
20:4(A> ® 1 1y n-6, sdo precursores de hormdnios como os eicosandides, que estdo
envolvidos em diversas fungbes bioquimicas e fisiologicas. Tais funcdes seriam 0s
processos inflamatorios, da dor, da resposta ao estresse, da liberacdo gastrica de acidos
e, especialmente neste caso, na reproducgéo dos vertebrados, por servir como precursor
metabolico das diversas formas de prostaglandinas (Sargent, 1995; Nelson & Cox,
2002).

As prostaglandinas sdo importantes na reproducdo de peixes, pois estdo
envolvidas no processo de ruptura folicular e estimulam o comportamento de desova em
fémeas (Baldisseroto, 2002).

Os é&cidos graxos polinsaturados (PUFAS) da série n-3, principalmente o acido
eicosapentaenodico 20:5 (n-3) tém importante fungdo fisiologica na modulacdo da
producdo de eicosanoides a partir do acido araquiddénico 20:4 (n-6). Esta modulacao se
deve ao acido eicosapentaendico competir negativamente com o sistema de enzimas
responsavel por reacGes (Figura 1) como aquelas envolvidas na producdo das
prostaglandinas da série 2 (Sargent, 1995). Estas prostaglandinas apresentam
importancia, pois, provavelmente estdo envolvidas nos processos da embriogénese, da
eclosédo dos ovos e desenvolvimento larval (Bell et al., 1997).

Considerando-se que os eicosandides produzidos a partir do 20:4 (n-6) sdo
biologicamente ativos em peixes, Sargent (1995) acredita que estes PUFAs (n-6) sédo

nutrientes essenciais para peixes.

Leucotrienos série 3 Leucotrienos série 5
Alta atividade biologica Baixa atividade biolégica
I % I
Acido araquidénico Acido eicosapentaendico
20:4 (n-6) 20:5 (n-3)
1 <;J/Lﬂj%//;:j 1
Prostaglandinas série 2 Prostaglandinas série 3
Alta atividade biolégica Baixa atividade biolégica

Figura 1 — Interacdes do acido araquiddnico e do &cido eicosapentaendico na producdo
de eicosandides (prostaglandinas e leucotrienos). Adaptado de Sargent
(1995).
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Muito tem se discutido a respeito da relacéo entre n-6/n-3 a ser utilizada em dietas
de peixes (Mazorra et al., 2003), uma vez que, experimentos utilizando elevadas
relacOes positivas entre estes acidos graxos levam a desordens fisiologicas, em respostas
ao estresse dos animais. Ainda, estudos tém verificado a correlagdo da secrecdo de
cortisol e os niveis de acido araquidénico, em situacdes de estresse (Koven et al., 2001).

Bell et al. (1997) sugerem a formulacdo de dietas para reprodutores de peixes em
que relacbes é&cidos docosahexaenoico/eicosapentaendico sejam maiores que 1 e
araquiddnico/eicosapentaendico sejam miores que 0,3.

Estudos tém demonstrado que larvas de “turbot” alimentadas com dietas a base de
rotiferos e artemia enriquecidos com 15% de acido araquidénico induziram os animais
ao estresse e a pigmentacdo deficiente (Estevez et al., 1999).

Por outro lado, Mazorra et al. (2003) verificaram efeitos benéficos no
desempenho reprodutivo, qualidade dos ovos e sobrevivéncia das larvas de “atlantic
halibut” (Hippoglossus hippoglossus), quando a dieta dos reprodutores foi enriquecida
com é&cido araquidoénico. Isto sugere que os efeitos do acido araquidénico durante a
maturacdo gonadal, o desenvolvimento embrionario e larval e demais formas jovens,
atue de forma diferenciada em cada fase do ciclo de vida.

A presenca de atividade da fosfolipase A2, em escala diretamente proporcional
com a idade dos animais a partir da fertilizacdo, sugere que o acido araquiddnico
removido da fosfaditil etonolamina poderia servir como precursor para a biossintese de
prostaglandinas da série 2 (PG2), a qual desempenha importante papel para o
desenvolvimento embrionario (Evans et al., 1998).

Dietas super suplementadas com 6leo vegetal, ricos em 18:2(n-6), podem limitar a
producdo e acdo das prostaglandinas da série 3, as quais sdo as principais responsaveis
pela ovulacdo (Sargent, 1995).

Como a esteroidogénese e 0s eicosandides sdo essenciais para a manutencédo das
funcdes testiculares, € possivel que ao contrario do que ja foi relatado para as fémeas,
alteracGes nas relagBes entre &cidos graxos poliinsaturasdos dietéticos n-3:n-6, em
funcdo do aumento do &cido araquiddnico, podem melhorar o desempenho reprodutivo
de machos de “sea bass” (Dicentrarchus labrax) (Asturiano et al., 2001). Isto sugere
que os requerimentos dietéticos de PUFAs para machos reprodutores sejam diferentes
que para as fémeas.

A composicéo das dietas exercem importante papel sobre o processo reprodutivo,

onde os teores de lipidios e a sua composicdao em termos de &cidos graxos, exercem
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maior influéncia sobre a sintese de esterdides gonadais, que o conteldo de proteinas

presente na dieta dos reprodutores (Cerda et al., 1997).

1.7 — Efeitos de lipidios em dietas de reprodutores sobre a qualidade dos

gametas, embriGes e das proles de peixes

Dentre varios fatores que influenciam a qualidade dos gametas, a dieta dos
reprodutores apresenta grande importancia, especialmente no que diz respeito ao
conteldo de lipidios dietéticos. Estes nutrientes sdo largamente estudados por
influenciar a qualidade e viabilidade dos gametas (Brook et al., 1997), embrides e larvas
(Navas et al., 1998).

Os lipidios dietéticos fornecidos aos reprodutores de peixes, além de atender as
necessidades dos préprios animais, servem como fonte de nutrientes para os gametas e
embrides (Izquierdo et al., 2001).

Os lipidios s@o incorporados ao vitelo a partir de fonte dietética fornecida durante
a vitelogénese ou de reservas corporais que foram estocadas antes da vitelogénese e,
subseqiientemente, mobilizadas para este fim (Wiegand, 1996). Isto leva a uma
necessidade nutricional mais elevada, especialmente de &cidos graxos essenciais, para
os reprodutores em atividade reprodutiva que para animais em crescimento normal
(Furuita et al., 2000).

Alguns autores sugerem que a composi¢do bioquimica dos ovocitos/ovos pode
servir como parametro de mensuracdo da sua qualidade, por refletir a demanda
nutricional necessaria para o crescimento embrionario e larval (Lavens et al., 1999). Da
mesma forma, a qualidade das larvas, o tamanho dos ovos e das larvas estdo
relacionados as melhores taxas de sobrevivéncias dos animais ao longo de periodos sem
alimento, importante durante as fases iniciais de desenvolvimento (Maclntosh & Little,
1995; Lavens et al., 1999).

As necessidades nutricionais de acidos graxos essenciais dos reprodutores de
peixes e seus efeitos sobre a qualidade das proles tém sido foco de grande interesse por
diversos pesquisadores.

Acidos graxos do tipo n — 3 HUFA, especialmente o acido docosaexaenoico
22:6n-3 (DHA), apresentam diversas funcdes de importancia em peixes, como a

manutencdo da estrutura e integridade funcional das células (Furuita et al., 2000). Tais
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funcdes estariam especialmente relacionadas as membranas celulares de tecidos neurais
(Wiegand, 1996) como no cérebro e nos olhos (Sargent, 1995). Estes tecidos
representam grandes propor¢cdes de massa corporal de embrides e larvas (Sargent,
1995), o que se reflete nos elevados requerimentos do &cido docosaexaendico para
garantir o adequado desenvolvimento visual e neural das formas jovens.

Wiegand (1996) sugerem que os elevados niveis de acido docosaexaendico nos
fosfolipidios da retina, sdo requeridos para proporcionar uma adequada matriz para a
funcéo da rodopsina sobre uma amplitude de temperaturas ambientais, essencial para o
comportamento predatdrio larval.

Segundo Sargent (1995), a deficiéncia ou ainda niveis nutricionais sub 6timos do
acido docosaexaendico, nas dietas de reprodutores de peixes, pode levar a falta deste
acido graxo durante o desenvolvimento embrionario e larval. Conseqiientemente,
segundo estes autores, o referido evento levaria a reducdo da qualidade dos ovos e
larvas, a ponto de influenciar o comportamento predatorio larval, devido a ma formacao
do sistema visual. Se tais anormalidades ocorrerem em virtude da desnutricdo severa,
podem levar a morte em casos extremos. Contudo, quadros de sub anormalidade
ocorridas devido as situacfes de desnutricdo ndo tdo severas podem persistir ao longo
de toda a vida do animal.

Em “Japanese flounder” (Paralichthys olivaceus), a suplementacdo de n — 3
HUFA em niveis crescentes (0,42%, 0,81% e 2,11%), na dieta dos reprodutores,
mostrou relacdo direta na melhora da qualidade dos ovos e larvas, no que se refere a
composicdo quimica dos ovos, ao percentual de larvas normais, sobrevivéncia das
larvas e resisténcia das larvas ao jejum (Furuita et al., 2000). Este estudo também
evidenciou que os grupos tratados com dietas apresentando menor quantidade de n — 3
HUFA, apresentaram maior deposi¢do de acidos graxos do tipo n — 6 HUFA nos ovos.
O contrario foi evidenciado para grupos tratados com elevados niveis de n — 3 HUFA.
Assim, estes autores sugerem que acidos graxos do grupo n — 6 HUFA podem
apresentar efeito negativo para a qualidade de ovos e larvas do Paralichthys olivaceus,
exceto para o acido araquiddnico (AA — 20:4n - 6).

O uso de dietas enriquecidas com &cido araquidénico ndo apresenta efeito sobre a
fecundidade do “atlantic halibut” (Hippoglossus hippoglossus), mas promove efeitos
benéficos devido a melhora nas taxas de fertilizacdo, no desenvolvimento embrionério,
taxas de eclosdo e sobrevivéncia de larvas (Mazorra et al., 2003). Os mesmos autores

também verificaram, em dois experimentos consecutivos, que apesar da suplementacéo
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dietética dos reprodutores com diferentes niveis do acido docosahexaenoico, seus niveis
presentes nos ovocitos, liberados durante a reproducéo, permaneceram inalterados. Isto
sugere a existéncia de um processo de acumulacdo seletiva do &cido docosahexaenoico
nestes gametas (Mazorra et al., 2003).

Lavens et al. (1999) também pesquisaram os efeitos de dietas fornecidas para
reprodutores de “turbot” (Scophthalmus maximus), enriquecidas com HUFAs e
verificaram efeitos sobre a qualidade dos ovos e das larvas. Quanto aos ovos produzidos
pelos reprodutores alimentados com dietas suplementadas com HUFAs, verificou-se
aumento dos teores de matéria seca, do diametro dos ovécitos, da presenca de globulos
de gordura e melhoras nas taxas de fertilizacdo. Quanto as larvas, as dietas geraram um
aumento no tamanho do saco vitelinico.

Estudos com dleo de origem vegetal também tém sido realizados a fim de se
verificar os efeitos sobre parametros reprodutivos de peixes. Ballestrazzi et al. (2003)
pesquisaram a inclusdo de 6leo de amendoim na dieta de reprodutores de truta arco —
iris (Onchorhynchus mykiss) e ndo verificaram efeito dos tratamentos sobre o didametro
dos ovacitos. Mas, verificaram efeito sobre o perfil de alguns &cidos graxos presentes
nos ovocitos em conformidade com as dietas, como 0 aumento das concentra¢es dos
saturados. Estes autores também evidenciaram a conservacdo das concentracdes do
acido docosaexaendico nos ovacitos, independentemente das dietas, sugerindo também
a existéncia de um mecanismo seletivo de deposicdo deste acido graxo. De forma
semelhante, EI-Sayed et al. (2005) estudaram os efeitos de diferentes fontes de 6leo em
dietas de reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Apos o uso do 6leo
de soja, de peixe e a mistura entre eles em rac6es de reprodutores cultivados em agua
doce, estes autores constataram que as fontes de 6leo ndo causam efeito sobre o
didmetro e composi¢do quimica dos ovos, sobre as taxas de ecloséo e o peso das larvas.

O principal foco dos trabalhos envolvendo nutricdo de reprodutores de peixes €
voltado para os efeitos das dietas sobre as fémeas e as proles e, pouca atencao tem sido
dada para os efeitos exercidos sobre os machos (Cerda et al., 1997).

Cerda et al. (1997), testando dietas para reprodutores de “sea bass”
(Dicentrarchus labrax) contendo diferentes niveis e composi¢fes de lipidios, sugerem
que estes fatores podem influenciar a concentracdo e a motilidade espermatica.

Asturiano et al. (2001) também estudaram os efeitos de dietas enriquecidas com
PUFAs em machos de “sea bass” e, verificaram que, a suplementacdo destes acidos

graxos promovem melhora na qualidade do sémen durante o periodo de pico da
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reproducdo. As melhoras verificadas sdo em termos de aumento no percentual de
machos em espermiacdo, do volume de sémen liberado, da concentracdo, da motilidade
e do tempo de ativagdo espermatica, além das taxas de fertilizacdo dos ovocitos. Estas
dietas levaram ao aumento das concentracfes de &cido araquidénico no sémen,
possivelmente pela sintese de novo deste mesmo &cido graxo a partir de seu precursor
metabolico presente na dieta, o &cido graxo linoléico (18:2 n-6). De forma semelhante
as fémeas, a deposicdo de DHA no sémen também parece exercer mecanismos
seletivos, independente da dieta (Asturiano et al., 2001).

De modo geral, Asturiano et al. (2001) sugerem que devido a importancia da
esteroidogénese e dos eicosanoides nas fungdes testiculares, é possivel que ao contrario
das fémeas, a reducdo dos niveis dietéticos de PUFASs da série n-3 e 0 aumento do acido
araquidonico, altera a relacdo n-3:n-6 e pode melhorar o desempenho reprodutivo dos

machos de “sea bass”.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

O trabalho foi conduzido com o objetivo de estudar os efeitos da alimentacdo em
fémeas e machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L.), com ra¢des contendo
diferentes niveis de energia digestivel, por meio da inclusdo de 6leo de soja, sobre 0s
desempenhos reprodutivo e zootécnico e também a deposicdo de lipidios no tecido
hepatico.



111 — Energia digestivel a partir da inclusdo do 6leo de soja em ragdes para fémeas
de tilpia-do-Nilo: desempenho reprodutivo, zootécnico e deposicao de lipidios nos

hepatdcitos

RESUMO: O experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar os
desempenhos reprodutivo e zootécnico, além da deposicdo de lipidios no tecido
hepatico de fémeas de tilapia-do-Nilo, alimentadas com racdes contendo diferentes
niveis de energia digestivel, obtidos pela inclusdo do 6leo de soja. Foram utilizados 400
reprodutores, sendo 300 fémeas e 100 machos, distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado composto por cinco tratamentos e quatro repeticdes. Os
reprodutores foram alimentados com ragdes contendo 35% de proteina bruta e 2.700,
2.950, 3.200, 3.450 e 3.700 kcal de energia digestivel.kg de racdo™ e, submetidas ao
manejo reprodutivo em “hapas” por 93 dias. Os parametros de desempenho reprodutivo
e zootécnico ndo foram influenciados pelos niveis energéticos das racdes (P>0,05), o
que podem estar associados ao curto periodo de tempo em que os reprodutores foram
alimentados com as racfes experimentais, ou até mesmo, pela possivel reducdo dos
niveis de &cidos graxos n-3 nas ragdes. Contudo, os tratamentos causaram um aumento
linear (P<0,05) das inclusdes lipidicas nos hepatocitos. Desta forma, os niveis
crescentes de energia digestivel nas racbes fornecidas as fémeas de tilapia-do-Nilo,
obtidos pela inclusdo do 6leo de soja, apenas promoveram o aumento da deposicao de

lipideos no hepatocitos.

Palavras-chave: figado, nutri¢cdo, Oreochromis niloticus, ovarios, peixe, reproducédo



I11- Digestible energy from the soybean oil inclusion in rations of the Nile tilapia
females: reproductive and zootechnical performance and lipids deposition in

hepatocytes

ABSTRACT: The experiment was carried out to evaluate the reproductive and
zootechnical performance, and the lipids deposition in the liver tissue of the Nile Tilapia
female, fed with diets containing different levels of digestible energy, obtained by the
soybean oil inclusion. There were used 400 breeding, being 300 females and 100 males,
distributed in a completely randomized design composed of five treatments and four
replications. The breeding were fed with diets containing 35% of crude protein and
2,700, 2,950, 3,200, 3,450 and 3,700 kcal energy digestivel.kg of feed™, and submitted
to the hapas reproductive management by 93 days. The reproductive performance and
zootechnical parameters were not influenced by diets energy levels (P>0.05), which
may be associated with the short period of time that the breeding were fed with the
experimental diets, or even the possible reduction of n-3 fatty acids levels in the diet.
However, the treatments caused a linear increase (P<0.05) of the lipidics inclusions in
hepatocytes. Thus, the increasing levels of digestible energy in rations provided to the-
Nile tilapia females, obtained by the soybean oil inclusion, only promoted the increase
of lipids deposition in hepatocytes.

Key words: fish, liver, nutrition, Oreochromis niloticus, ovaries, reproduction



Introducgéo

A tilapicultura agrega o segundo maior grupo de peixes de adgua doce cultivado
(Alceste & Jorry, 1998) e é uma das atividades agropecudrias de maior crescimento no
mundo (Wing-Keong, 2002).

No Brasil, em 2000 e 2001 a tilapicultura seguiu a mesma tendéncia mundial
(Borghetti et al., 2003), mas tornou-se a principal espécie cultivada nos anos de 2002,
2003 (Crescéncio, 2005) e 2005 (IBAMA, 2007).

Para atender as elevadas taxas de crescimento da tilapicultura, é de fundamental
importancia o fornecimento continuo de ovos, larvas e alevinos em quantidade e
qualidade (Watanabe, 1985; Little et al., 1997), dando énfase a estudos voltados a
nutricdo (Watanabe et al., 2002), a alimentag@o e ao manejo de reprodutores (Bromage,
1995; Hardy, 1999). A nutricdo afeta também o funcionamento e morfologia de 6rgéaos
como o figado, importantes no metabolismo e fornecimento de energia (Caballero et al.,
2004). Além disso, influéncia o desempenho reprodutivo (Watanabe & Vassalo-Agius,
2003) e a larvicultura (Izquierdo et al., 2001).

Informacgbes sobre nutricdo de tilapias em fase de crescimento sdo abundantes
(Santiago & Laron, 2002). Contudo, poucos séo os estudos realizados com nutricdo de
reprodutores devido principalmente as dificuldades de conducdo dos experimentos
(Brooks, et al., 1997; Vassalo-Agius et al., 2001).

Estudos envolvendo nutricdo de reprodutores de tilapias tém sido realizados para
avaliar os efeitos da proteina dietética sobre o desempenho reprodutivo de fémeas
(Gunasekera et al., 1995; Gunasekera & Lam, 1997; Al-Hafedh et al., 1999) e qualidade
das proles (Gunasekera et al., 1996; Gunasekera et al., 1997).

Outros nutrientes como os lipideos tém sido estudados para reprodutores de varias
especies de peixes (Bell et al., 1997; Almansa et al., 1999; Asturiano et al., 2001). Isto
se deve a sua importancia como fonte de energia metabdlica (Tyler & Sumpter, 1996) e
de &cidos graxos de importancia fisiologica, para os reprodutores e as proles (Sargent et
al., 1999; Mazorra et al., 2003).

Na tilapicultura, poucas informacbes sdo disponiveis quanto as exigéncias
energéticas para reprodutores (Bhujel, 2000).

Este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar os desempenhos,
reprodutivo e zootécnico e, a deposicdo de lipidios no tecido hepatico de fémeas de
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tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L.) alimentadas com ragdes contendo diferentes

niveis de energia digestivel, obtidos por meio da incluséo de 6leo de soja.

Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia da Reproducao dos
Animais Aquaticos Cultivaveis da Universidade Estadual do Oeste do Parana
(UNIOESTE), no Centro de Pesquisa em Aquicultura Ambiental (CPAA) do Instituto
Ambiental do Parana, por meio do convénio IAP/UNIOESTE e, no Laboratério de
Histotécnica Animal do Departamento de Ciéncias Morfofisioldgicas da Universidade
Estadual de Maringéa, Parana.

Os reprodutores foram submetidos aos manejos reprodutivo, nutricional e
alimentar de 11 de janeiro a 15 de abril de 2005.

Foram utilizados 400 reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da
linhagem Tai — Chitralada, dos quais 300 eram fémeas e 100 eram machos alojados,
separadamente, em 40 “hapas” (malha 1 mm X 4 mm), os quais foram distribuidos,
aleatoriamente, em dois viveiros escavados (20 m X 10 m).

As fémeas foram estocadas em 20 “hapas” de dimensfes 3 m X 2 m, na densidade
de 2,5 animais.m™, totalizando 15 fémas por “hapas”. Os machos foram estocados em
20 “hapas” de dimensdes 2 m X 1 m, na densidade de 2,5 animais.m™, totalizando cinco
machos por “hapas”. Este procedimento respeitou a proporcdo entre 0s sexos de 1
machos:3 fémeas (Little & Hulata, 2000; El-Sayed et al., 2005).

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado composto por cinco tratamentos e quatro repeticdes cada. Os tratamentos
foram constituidos por cinco ra¢Ges contendo 35% de proteina bruta (Bhujel et al.,
2001) e cinco diferentes niveis de energia digestivel correspondentes a 2.700; 2.950;
3.200; 3.450 e 3.700 kcal de energia digestivel.kg de racdo™. O incremento energético
das races foi obtido pela inclusdo do 6leo de soja. Foi considerado como uma unidade
experimental um “hapa” de 3 m X 2 m contendo 15 fémeas e cinco machos em
acasalamento.

Os reprodutores de ambos os sexos foram alimentados com racfes formuladas
(Tabelas 1 e 2) e processadas na forma peletizada, com peletes de 2 mm de diametro
(Siddiqui et al., 1998). Para a elaboracéo das ragdes, os ingredientes foram triturados em
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moinho de martelo, utilizando-se peneira de 0,5 mm (Hayashi et al., 1999; Meurer et al.,
2005).

Tabela 1 — Composicao percentual das racdes experimentais com diferentes niveis de
energia digestivel utilizadas para reprodutores de tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus L.).
Table 1 — Percentage composition of the experimental ration with different digestible energy levels
used to Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) broodstock.

Energia digestivel (kcal.kg de racdo™)
Digestible energy (kcal.kg of ration™)

Alimentos (%) Foods (%) 2.700 2.950 3.200 3.450 3.700
Farelo de soja® Soybean meal 70,75 70,02 7091 7181 72,70
Milho® corn 17,68 2493 1943 1392 8,42
Oleo de soja® Soybean oil 0,00 0,61 5,21 9,80 14,39
Sabugo de milho Corn-cob 7,11 0,00 0,00 0,00 0,00
Fosfato bicalcico Dicalcium phosphate 1,84 1,77 1,81 1,85 1,90
Calcareo calcitico Limestone 1,12 1,16 1,13 1,11 1,08

Suplemento  min.+vit' Supplement 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00

min.+vit.!
Sal comum Common salt 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50

Antioxidante (BHT) Antioxidant 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01

®De acordo com os valores de digestibilidade de Boscolo et al. (2002).

®According digestibility value from Boscolo et al. (2002).

!Niveis de garantia por quilograma do produto (Rovimix peixes): Vit. A, 500.000 Ul; Vit. D3, 200.000
Ul; Vit. E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000 mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. B6, 1.500 mg; Vit.
B12, 4.000 mg; Ac. félico, 500 mg; Pantotenato Ca, 4.000 mg; Vit. C, 15.000 mg; Biotina, 50 mg;
Inositol, 10.000; Nicotinamida, 7.000; Colina, 40.000 mg; Co, 10 mg; Cu, 500 mg; Fe, 5.000 mg; I, 50
mg; Mn, 1500 mg; Se, 10 mg; Zn, 5.000 mg.

! Warranty levels for kilogram of product (Rovimix fish): Vit. A, 500.000 Ul; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000
mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. B6, 1.500 mg; Vit. B12, 4.000 mg; Folic acid, 500 mg; Panthontenic calcium, 4.000

mg; Vit. C, 15.000mg; Biotin, 50 mg; Inositol, 10.000; Nicotinamide, 7.000; Choline, 40.000 mg; Co, 10 mg; Cu, 500 mg; Fe, 5.000
mg; 1, 50 mg; Mn, 1500 mg; Se, 10 mg; Zn, 5.000 mg.

Os animais foram alimentados, diariamente, duas vezes ao dia (Siddiqui et al.,
1998; El-Sayed et al., 2005), as 10h:00min. e as 16h:00min, com uma taxa de
arracoamento de 1% da biomassa ao dia (Bhujel, 2000). A taxa de arracoamento foi
corrigida a cada 17 dias a partir de biometrias.

Durante o periodo de condicionamento, machos e fémeas foram submetidos ao
manejo reprodutivo obedecendo a permanéncia, isolados em descanso reprodutivo, por
um periodo de 12 dias (Tacon et al., 1996). Apds este periodo os machos foram
transferidos para os “hapas” das fémeas para o acasalamento que teve duragdo de cinco
dias (MaclIntosh & Little, 1995).

Ao término do acasalamento foi realizada a colheita dos ovos fertilizados, de
todas as fémeas, individualmente, conforme a metodologia descrita por Maclntosh &

Little (1995). Durante este procedimento, foram mensurados o peso e 0 comprimento



30

dos peixes de ambos 0s sexos, por meio de balanca digital e ictiometro de preciséo 0,01
g e 0,1 cm, respectivamente. Em seguida, os reprodutores foram novamente separados
em seus respectivos “hapas”, para novo descanso reprodutivo. Este procedimento foi
repetido por 80 dias a fim de condicionar 0s animais ao procedimento de colheita de

0Vos.

Tabela 2 — Composi¢cdo quimica das racdes experimentais com diferentes niveis de
energia digestivel utilizadas para reprodutores de tilapia-do-Nilo

(Oreochromis niloticus L.).
Table 2 — Chemistry composition of the experimental ration with different digestible energy levels
used to Nile tilapia (Oreochromis nilaticus L.) broodstock.

Energia digestivel (kcal.kg™)
Digestible energy (kcal.kg™)

Nutrientes Nutrients 2700 2950 3200 3450 3700
Calcio (%) Calcium (%) 1,00 1,00 100 100 1,00
Fosforo total (%) Total phosphorus (%) 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Cinzas (%) Ash (%) 8,43 834 83 835 835
Amido (%) Starch(%) 20,56 2499 21,68 18,37 15,06
Fibra bruta (%) Crude fiber(%) 6,95 462 457 452 447
Gordura total (%) Total fat (%) 1,62 244 681 11,18 1555
Energia digestivel (kcal.kg™) 2700 2950 3200 3450 3700

Digestible energy (kcal.kg™)

Proteina digestivel (%) Digestiole 31,12 31,33 31,31 31,30 31,28
protein (%)

Proteina bruta (%) Crude protein (%) 35,00 3500 3500 3500 35,00

18:2 n-6 0,85 131 369 6,07 846
Lisina (%) Lysine (%) 2,01 201 202 203 204
Metionina (%) Methionine (%) 0,49 0,50 0,49 0,49 0,49
Metionina + cistina (%)

Methionine+cystine (%) 0,96 0,98 0,97 0,96 0,95
Triptofano (%) Tryptophan (%) 0,47 0,47 0,47 0,48 0,48
Treonina (%) Threonine (%) 1,32 133 133 132 132
Arginina (%) Arginine (%) 2,43 2,43 2,44 2,45 2,45
Glicina+serina (%) Glycine+serine (%) 3,28 3,31 3,30 3,30 3,30
Isoleucina (%) Isoleucine (%) 1,54 1,55 1,55 1,56 1,56
Valina (%) Valine (%) 1,58 159 159 159 158
Leucina (%) Leucine (%) 2,68 2,73 2,71 268 2,65
Histidina (%) Histidine (%) 0,87 088 088 088 0,87
Fenilalanina (%)Phenylalanine (%) 1,70 1,71 1,71 1,71 1,71
Fenilalanina + tirosina (%)

Phenylalanine (%)+tyrosine 2,80 2,82 2,82 2,82 2,81

Diariamente, pela manhd, foi mensurada a amplitude térmica, a partir de um

termOmetro de mercurio, de méxima e minima, com precisdo de +1 °C.
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Quinzenalmente foram mensurados nos tangques onde estavam contidos 0s
“hapas”, em horarios pré-determinados, os teores de oxigénio dissolvido da agua
(oximetro digital Hanna F-HI 9147) as 6:00 horas e o pH da agua (pHmetro digital
Hanna F-HI 8424) as 6:00 e as 16:00 horas.

Apbs o periodo de condicionamento foi realizada novamente a colheita dos ovos
para avaliacdo do percentual de fémeas desovantes, o peso meédio das fémeas
desovantes, nimero total de ovos por fémea desovante, 0 nimero de ovos por grama de
fémea desovante, nimero de ovos por grama de fémeas acasaladas, 0 peso médio e o
didmetro médio dos ovos. Para isto, no momento da colheita, além da mensuragdo do
peso e comprimento padrdo corporal e do volume total de ovos fertilizados liberados,
foram colhidas amostras de 2 mL dos ovos de cada fémea desovante e fixados em
solugéo de formalina 4% (adaptado de El-Sayed et al., 2003 e El-Sayed et al., 2005).
Em seguida, os ovos fixados foram submetidos a mensuracao do peso e dos diametros,
menor, maior e médio. Os dois ultimos parametros foram obtidos a partir de balanca
analitica de precisdo 0,0001 g e microscépio estereoscopio dotado de ocular
micrométrica, a partir de amostras de 100 e 20 ovos fixados, respectivamente (adaptado
de Lavens et al., 1999 e Ballestrazzi et al., 2003).

Apbs a colheita dos ovos, estes foram submetidos ao processo de incubacao
artificial, sequndo Maclintosh & Little (1995), em incubadoras confeccionadas em PVC,
com fundo cego e redondo, com volume util de 3,5 L. Todos os ovos de uma Unica
unidade experimental foram incubados, separadamente, em uma Unica incubadora.

Para a incubacao artificial dos ovos, foi utilizado um sistema de recirculacdo semi
fechado, com volume total de 3,5 m® e troca de 30% do volume total da agua do sistema
por dia. A temperatura da &gua do sistema de incubacdo foi aquecida a partir de
resisténcia elétrica acoplada a um termostato de precisdo +1 °C, de modo a manter a
temperatura da agua entre 25 e 27 °C.

Aproximadamente dois dias ap6s o inicio da incubacdo, quando ocorreu a eclosao
dos ovos, foram retiradas amostras de 20 larvas de cada incubadora a fim de se
mensurar 0 peso in natura dos animais no momento da eclosdo (adaptado de El-Sayed
et al., 2003).

Ap0s a eclosdo dos ovos, foram utilizadas 500 tilapias com idade de trés dias, para
avaliar os efeitos das racGes fornecidas aos reprodutores sobre o tempo de sobrevivéncia

das proles ao jejum. As proles foram distribuidas em 20 aquérios de 25 L, onde cada



32

aquario conteve 25 peixes. Para tanto, foi considerado o tempo necessario para a
mortalidade de 100% dos peixes nos aquarios (adaptado de Lavens et al., 1999).

Ainda, trés dias ap6s a eclosdo, quando 0s animais iniciaram o processo de
natagdo superficial (Maclntosh & Little, 1995) foi mensurada a taxa de sobrevivéncia a
incubacdo, a partir da contagem do numero total de larvas vivas em cada unidade
experimental.

Apbs a colheita dos ovos, os reprodutores foram novamente submetidos ao
processo de descanso reprodutivo descrito anteriormente. Depois deste periodo de
descanso, as fémeas foram sedadas a partir da imersdo em solugdo contendo 6leo de
cravo (Taylors & Roberts, 1999), a uma concentracdo de 63 mg.L™ por trés minutos
(adaptado de Bard et al., 2004) para mensuracdo individual dos parametros de peso e
comprimento padréo.

Em seguida, as fémeas foram submetidas a eutanasia por meio de choque térmico
a aproximadamente 1 °C, pela imersdo em agua contendo gelo (adaptado de
Bombardelli & Hayashi, 2005a e Bombardelli & Hayashi, 2005b), para dissecacdo e
mensuracao individual dos pesos do figado, das génadas e das visceras.

A partir destes dados foram avaliados 0s parametros zootécnicos de peso médio
final, comprimento padrdo médio final, ganho de peso médio, ganho de peso médio
diario, conversdo alimentar aparente, indice hepatossomatico, indice gonadossomatico
(Vazzoler, 1996) e indice viscerossomatico.

Dos animais dissecados foram separados, aleatériamente, dois figados de fémeas
de cada unidade experimental, para avaliacdo histologica e determinacdo do percentual
de inclusdo lipidica, totalizando oito figados analisados por tratamento.

Estes 6rgdos foram coletados e em seguida fixados em solucdo de Bouin aquoso
por um periodo de 8 horas e, transferidos, em seguida, para solucdo de alcool a 70%.
Posteriormente, o material foi desidratado pela passagem em series crescentes de alcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina, para a obtencdo de cortes semi-seriados
transversais, com 5um de espessura.

De cada figado, foram confeccionadas quatro |&minas contendo cinco cortes
histologicos cada e organizados de modo que, na seqiiéncia, o primeiro corte foi
utilizado para coloracdo com Hematoxilina — Eosina (H.E.) e o corte seguinte com
Acido Periodico de Schiff (P.A.S.) (Figura 2). Este procedimento garantiu a confecgio
de duas laminas para cada método de coloracdo por animal. Destas Iaminas, foram

utilizados para as analises morfométricas cinco cortes histologicos de cada coloragédo
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por animal, totalizando 40 campos microscopicos corados em H.E. analisados por

tratamento e outros 40 campos corados em P.A.S.
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Figura 2 — Representacdo esquematica da sequéncia dos cortes histologicos do tecido
hepatico, corados em Hematoxilina — Eosina (H.E.) e Acido Periddico de

Schiff (P.A.S.) para realizacéo das analises morfométricas.

Figure 2 — Scheme representation of histological sections sequence of liver tissue stained with
Haematoxylin-Eosin (H.E.) and Periodic Schiff Acid (P.S.A.) to carry out morphometric
analysis.

Para estimar o percentual de inclusdo lipidica, realizou-se analise morfométrica,
tomando-se como medida padrdo a area total do campo microscopico (32.690,43 pm?)
(Figura 3 Al) subtraida da area ocupada pela veia centro lobular (Figura 3 A2),
sinusoides, nucleos e nucléolos (L1) (Figura 3 B1 e B2). Definindo-se esta area, em
seguida foi determinado a area marcada por glicogénio (L2) (Figura 3 C1 e C2). A
diferenca entre as areas L1 e L2 indicou a &rea ocupada por lipidios.

A anélise morfométrica foi realizada por meio de microscdpio dptico Zeiss, em
objetiva de 40X e as 400 imagens obtidas e analisadas através do pacote de analise de
imagens Image Pro-Plus 4.5

Os dados obtidos foram, inicialmente, submetidos a andlise de variancia
multivariada (MANOVA) a um nivel de 5% de significancia. Em caso de evidéncia de
efeito significativo, foi aplicada a analise de variancia (ANOVA), individualmente, para
cada variavel resposta a um nivel de 5% de significancia. As varidveis que sofreram
efeito dos tratamentos foram submetidas ao protocolo de regressao linear multipla do
software Statistica 7.0 ©.
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Figura 3 — Método de andlise de imagem (morfometria) do figado de peixes por meio
do software Image Pré-Plus 4.5°. Al = imagem do campo microscépico
corado em H.E. A2 = negativo da imagem Al marcando a area da veia
centro lobular. B1=campo microscdpico corado em H.E. marcando a érea
ocupada por sinusoides, nucleos e nucléolos. B2 = negativo da imagem
B1. C1 = imagem do campo microscépico corado em P.A.S., marcando a
area ocupada por glicogénio. C2 = negativo da imagem C1. As setas
indicam a area marcada pelo software.

Figure 3 — Procedure to image analysis (morphometry) of fish liver detailing by Image Pro Plus 4.5 ®
software. A1 = microscopic field image stained with HE A2 = Al negative image marking
the center lobular vein area. B1 = microscopic field stained with HE marking the area
occupied by sinusoids, nuclei and nucleoli. B2 = B1 negative image. C1 = microscopic

field image stained with PAS, marking the area occupied by glycogen. C2 = C1 negative
image. The arrows indicate the area marked by the software.

k - } I.. ™

Resultados e Discussao

Os parametros fisico-quimicos da agua de cultivo permaneceram dentro dos
valores recomendados para o cultivo de peixes (Boyd, 1990; Sipauba - Tavares, 1995) e
para o bom desenvolvimento da espécie (Popma & Phelps, 1998).

A temperatura da agua apresentou picos minimos e maximos de 24,5 e 33,0 °C,
com médias de 26,7+1,0 e 30,2+1,2 °C, respectivamente. Este parametro fisico-quimico,
é um dos mais influentes no desempenho reprodutivo das tilapias e apesar destes picos,
permaneceu durante a maior parte do periodo experimental entre 26 e 32°C. Este
intervalo de temperatura é semelhante ao mantido experimentalmente por Siddiqui et al.
(1998) e é considerado ideal para a reproducéo (Bhujel, 2000; Little & Hulata, 2000) e
para o adequado desenvolvimento embrionario inicial (Rana, 1988; Rana, 1990), desta

espécie de peixe.
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A concentracdo meédia de oxigénio dissolvido na &gua durante o periodo
experimental foi de 6,11+1,05 mg.L™. Estes niveis de oxigénio sdo adequados, haja
vista que, concentragcdes minimas necessarias para 0 bom desempenho reprodutivo de
fémeas desta espécie sdo acima de 0,8 mg.L™, ao amanhecer por volta das 6:00 horas
(Little & Hulata, 2000).

Os valores médios de pH da agua foram 7,50+0,09 pela manha e 9,33+0,06 pela
tarde. Este parametro também permaneceu dentro do limite considerado adequado para
0 crescimento da espécie (Little & Hulata, 2000; Ross, 2000). Contudo, ndo existem
estudos que esclarecam se o intervalo de pH adequado para o crescimento também
corresponde aquele para a reproducéo (Bhujel, 2000).

Os parametros de desempenho reprodutivo das fémeas ndo foram influenciados
(P>0,05) pelas racOes (Tabela 3).

O percentual de fémeas desovantes, verificados no presente experimento (Tabela
3), variaram de 44,05 a 68,33% e podem ser considerados satisfatorios. Bhujel (2000)
em sua revisdo, faz referéncias a percentuais de fémeas desovantes de 29, 39 e 42%,
quando estocadas a uma densidade de 10, 5 e 2,5 fémeas.m™, respectivamente. Siddiqui
et al. (1998) submeteram reprodutores de tilapia-do-Nilo a racBes contendo
aproximadamente 3.100 kcal de energia digestivel.kg de racdo™ e diferentes niveis de
proteina bruta por um periodo de 196 dias e, ndo verificaram efeito dos tratamentos
sobre o intervalo entre as desovas, contudo, em torno de 60% das fémeas desovaram a
cada duas semanas.

El-Sayed et al. (2005) estudaram os efeitos de diferentes fontes de 6leo na
nutricdo de reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), em diferentes
salinidades. Estes autores alimentaram os peixes com ragdes isoprotéicas (40% PB) e
isocaléricas (18,6MJ ou 4.445,40 kcal.kg de racdo™) por 165 dias e, também, ndo
verificaram efeito da suplementacdo do 6leo de soja, do 6leo de peixe e da mistura de
ambos, sobre o intervalo de tempo entre as desovas e a fecundidade, para animais
cultivados em &gua doce. O mesmo foi verificado por El-Sayed et al. (2003), ao
estudarem os efeitos de diferentes niveis de proteina dietética para reprodutores desta
espéecie em diferentes salinidades.

Apesar da fecundidade ndo ter sido influenciada (P>0,05) pelos tratamentos, em
termos de valores absolutos, a ragdo contendo 3.200 kcal energia digestivel.kg de racéo
! produziu em média 5,47 ovos.g de fémea acasalada™ (Tabela 3), equivalente a 321,76

ovos.kg de fémea acasalada™.dia®. Estes resultados sdo proximos aos sugeridos
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adequados (350 ovos.kg de fémea acasalada™.dia™) por Maclntosh & Little (1995) em
sistemas de manejo de reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) que
garantem 10 dias de descanso e 5 de acasalamento. A variagdo na producdo de ovos,
pode estar relacionada com o grupo de reprodutores utilizado, haja vista as variagoes

inter e intra-especificas existentes (Coward et al., 2002).

Tabela 3 — Desempenho reprodutivo de fémeas de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus L.), alimentadas com ra¢Ges contendo diferentes niveis de energia

digestivel.
Table 3 —Reproductive performance of Nile tilapia females (Oreochromis niloticus L.), submitted to
differents levels of digestible energy in the ration.

Variaveis Energia digestivel (kcal kg de racdo™)
Variable Digestible energy (kcal kg of ration™ )

2700 2950 3200 3450 3700 P
Peso de fémeas desovantes (g) 152,20 154,45 156,65 158,02 152,89 0,93

Spawning female weight (g)

Percentual de fémeas desovantes (%) 52,86 56,67 68,33 44,05 46,67 0,11
Percentual of spawning female (%)

Fecundidade absoluta (x10 126,46 124,08 126,80 146,32 117,12 0,31

ovos.fémea™)
Absolute fecundity (eggs.female™)

Il:ecundidade relativa (ovos.g fémea™ 8,27 8,31 8,10 9,27 7,75 0,24

Relative fecundity (eggs.g of female™)
Fecundidade relativa (ovos.g de 4,17 4,50 5,47 3,92 349 0,21

fémea acasalada™)
Relative fecundity (eggs.g mating female™)

Peso dos ovos (mg) 4,78 4,69 4,66 4,86 4,49 0,32
Eggs weight (mg)
Diadmetro médio dos ovos (mm) 2,24 2,22 2,25 2,30 2,25 0,14

Mean diameter of eggs (mm)

Peso das larvas no momento da 5,13 511 5,08 5,13 502 0,88
eclosdo (mg)

Larval weight on hatching (mg)

Taxa de sobrevivéncia durante a o 69,88 74,65 74,49 71,48 71,57
periodo de incubacao (%)

Incubation survival rate (%)

Tempo de sobrevivéncia ao jejum 16,00 18,85 15,75 20,75 21 0,02
(dias)

Time of fasting survival (days)

Ainda, a inconsisténcia de efeito das racGes sobre os resultados de fecundidade
(P>0,05) também pode estar relacionada com o fato das fémeas desovantes ndo
apresentarem o mesmo tamanho corporal ao final do perido experimental.
Consequentemente, valores de fecundidade absoluta e relativa diferenciados, levaram a

uma maior dispersdo dos dados, que variaram de 1.171,20 a 1.463,20 ovos.fémeas
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desovante™, de 7,75 a 9,27 ovos.g de fémea desovante™ e de 3,49 a 5,47 ovos.g de
fémea acasalada™ (Tabela 3).

Os pesos e diametros médios dos ovos, taxa de sobrevivéncia durante o periodo de
incubagdo, peso médio das larvas no momento da ecloséo e tempo de sobrevivéncia das
larvas ao jejum também, ndo foram influenciados (P>0,05) pelos tratamentos (Tabela
3). Contudo, os resultados destas variaveis permaneceram entre 4,49 e 4,86 mg, entre
2,22 e 2,30 mm, entre 69,88 e 74,65%, entre 5,02 e 5,13 mg e entre 15,75 e 21 dias,
respectivamente.

Coward & Bromage (2000) sugerem que o didmetro médio dos ovos de tilapias do
Nilo seja de aproximadamente 2,95 x 2,25 mm.

El-Sayed et al. (2005) também verificaram inconsisténcia quanto aos efeitos da
suplementacdo dietética de diferentes fontes de éleo para reprodutores de tilapia-do-
Nilo em agua doce, em relagdo ao didmetro médio dos ovos e a taxa de sobrevivéncia
durante o periodo de incubagdo. Os resultados verificados por estes autores foram de
2,27 a 2,34 mm e 49,71 a 61,43%, respectivamente.

Resultados semelhantes foram observados por Ballestrazzi et al. (2003), ao
estudarem os efeitos da substituicdo do 6leo de peixe pelo 6leo vegetal de amendoim,
sobre o peso Umido e teor de lipidios totais nos ovos de truta arco-iris (Oncorhynchus
mikiss). Todavia, estes autores verificaram alteracdo quanto ao perfil de acidos graxos
dos ovos, com maior deposicdo de &cidos graxos saturados, quando os animais foram
alimentados com ragdes compostas unicamente por dleo vegetal.

O uso de dietas contendo diferentes niveis de acidos graxos n-3 e suplementacéo
com vitaminas C e E para reprodutores de “turbot” (Scopththalmus maximus), apesar de
evidenciarem efeito das dietas sobre as caracteristicas das larvas, ndo promoveram
efeito sobre a sobrevivéncia das larvas ao jejum (Lavens et al., 1999).

Os resultados de peso médio das fémeas desovantes (Tabela 3), peso e
comprimento padrdo final médios, ganho de peso médio e médio diario e, conversdo
alimentar aparente (Tabela 4), ndo apresentaram efeito (P>0,05) entre os tratamentos.

Estes resultados foram esperados, uma vez que a taxa de arragoamento e a
freqiiéncia de alimentacdo empregada foram adequadas para o bom desempenho
reprodutivo da espécie (Bhujel, 2000) e ndo para 0 maximo desempenho em termos de
ganho de peso e crescimento. Isto pode ser observado, especialmente, em relagdo a
conversdo alimentar aparente (Tabela 4), valores os quais, foram elevados (2,11 a 3,36),
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basicamente porque as fémeas em atividade reprodutiva destinam grande parte de suas

reservas energéticas para a reproducdo e ndo para o crescimento.

Tabela 4 — Desempenho zootécnico de fémeas de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus L.), alimentadas com ragdes contendo diferentes niveis de energia

digestivel.
Table 4 — Growth performance of Nile tilapia females (Oreochromis niloticus L.), submitted to differents
levels of digestible energy in the ration.

Variaveis Energia digestivel (kcal.kg de racdo™)
Variable Digestible energy (kcal .kg of ration™ )

2700 2950 3200 3450 3700 P
Peso inicial (g) 114,43 109,97 111,33 115,00 113,37 0,08

Inicial weight (g)

Comprimento padr&o inicial (cm) 15,00 14,88 14,99 15,13 15,15 0,09
Inicial standart lenght (cm)

Peso final médio (g) 15453 156,1 159,2 161,81 161,42 0,48
Final mean weight (g)

Comprimento padréo final (cm) 16,85 16,88 17,16 17,30 17,16 0,24
Final standart lenght (cm)*

Ganho de peso médio (g) 8,27 13,83 847 10,05 9,82 0,21

Mean weight gain (g)

Ganho de peso médio diério (g.dia®) 049 081 050 059 058 0,21
Mean daily weight gain (g.g™)

Conversao alimentar aparente (g.g7%) 3,22 2,11 3,36 2,60 291 0,33
Apparent feed conversion (g.g™)

indice hepatossomatico (%) 1,80 1,88 1,93 1,85 1,97 0,38
Hepatossomatic index (%)
indice gonadossomatico (%) 401 39 377 363 394 0,92
Gonadossomatic index (%)
indice viscerossomatico (%) 577 5,96 6,16 6,06 6,06 0,99

Visceralssomatic index (%)

Os valores de indices hepatossomatico, gonadossomatico e viscerossomatico
verificados no presente experimento, também ndo apresentaram efeito (P>0,05) dos
tratamentos e variaram de 1,80 a 1,97%, 3,63 a 4,01% e 5,77 a 6,16%, respectivamente
(Tabela 4).

A inconsisténcia dos resultados de desempenho reprodutivo e zootécnico e as
caracteristicas dos ovos e larvas podem estar associadas a duas possiveis explicacoes.

Primeiro, o periodo de tempo em que os peixes foram submetidos as racGes
experimentais pode ter sido muito curto para ser efetivo. Este fato foi evidenciado
também para reprodutores de “turbot” (Scophthalmus maximus) submetidos as
diferentes dietas durante dois e trés meses (Lavens et al., 1999). Siddiqui et al. (1998),
apesar de observarem efeito dos tratamentos sobre a fecundidade de tilapias do Nilo,
alimentadas por 196 dias com ragGes contendo diferentes niveis de proteina, sugerem
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que as variacOes dos resultados entre pesquisas deste tipo podem ser atribuidas a fatores
como o tempo de tratamento.

O periodo de tempo em que 0s animais sdo alimentados é de grande importancia
para garantir a influéncia das dietas sobre a reproducdo. Segundo Navas et al. (1997), o
periodo vitelogénico parece ser 0 mais importante para influenciar o momento quando,
especialmente, &cidos graxos sdo incorporados nos ovocitos em desenvolvimento
(Wiegand, 1996; lzquierdo et al., 2001) por meio do precursor hepatico, a vitelogenina
(Tyler & Sumpter, 1996; Coward et al., 2002; Kim & Takemura, 2002).

A segunda hipétese, seria o fato das ragfes experimentais terem sido
confeccionadas a base de milho, farelo de soja e 6leo de soja. Desta forma, 0s niveis
crescentes de energia das racfes foram alcangcados devido a inclusdo do éleo de soja, o
qual, por ser de origem vegetal, apresenta grandes quantidades do acido graxo 18:2 n-6
(NRC, 1993). Este oOleo possui pequenas quantidades dos &cidos graxos n-3,
especialmente o eicosapentaendico e o docosahexaendico (Figueiredo-Silva et al.,
2005). Isto, possivelmente, pode ter levado a alteracdo da relacdo n-3/n-6 utilizadas nas
racGes experimentais e, conseqlientemente, as desordens fisioldgicas (Mazorra et al.,
2003).

Dentre as possiveis desordens fisiologicas, pode-se considerar a alteracdo do
metabolismo dos eicosandides, principalmente, a limitacdo da producdo e da acdo das
prostaglandinas da série 3. Estas prostaglandinas sdo as principais responsaveis pela
ruptura folicular e ovulacdo em peixes (Sargent, 1995) e estimulam o comportamento de
desova (Baldisseroto, 2002).

Contrariamente as afirmacfes anteriores, Izquierdo et al. (2001), em sua revisao,
relataram que estudos utilizando ragdes suplementadas com Oleo de soja para
reprodutores de tilapia-do-Nilo, tém apresentado bons resultados em periodos
experimentais de 24 semanas. Neste caso, a melhora no desempenho reprodutivo esta
relacionada ao numero de fémeas desovantes, freqiiéncia de desova, nimero de larvas
ou alevinos por desova e numero total de larvas ou alevinos produzidos, em comparagao
com outras ragdes experimentais suplementadas com éleo de figado de bacalhau.

O fato do emprego da fonte de proteina das racGes experimentais ter sido
unicamente de origem vegetal, provavelmente, ndo teve influéncia negativa. Estudos
prévios tém mostrado que os niveis plasmaticos de esterdides sexuais (17p-estradiol), os
indices hepatossomatico e gonadossomatico e a presenca de ovécitos maduros foram

afetados pela substituicdo total de farinha de peixe por farelo de soja em ragdes de
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féemeas de tilapia-do-Nilo, somente a partir da 20* semana de criacdo (Fontainhas-
Fernandes et al., 2000).

As andlises histoldgicas do tecido hepético submetido a coloragdo em H.E., ndo
evidenciaram alteracdes das estruturas morfoldgicas, tdo pouco a presenca de infiltrados
inflamatdrios. Isto sugere uma preservacdo de tais estruturas independente dos
tratamentos. Contudo, foi evidenciada uma relacdo diretamente proporcional (P<0,05)
entre os niveis de energia digestivel das racdes e percentual de inclusdo lipidica nos

hepatdcitos (Figura 4).
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Figura 4 — Area percentual de inclusdo por lipideos em hepatécitos de fémeas de tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus L.) alimentadas com racdes contendo

diferentes niveis de energia digestivel.
Figure 4 — Percentage area of inclusion by lipids on hepatocytes of Nile tilapia (Oreochromis niloticus
L.) females, submitted to different levels of digestible energy in the ration.

Alteraces do tecido hepatico semelhantes as verificadas no presente experimento
foram constatadas por Caballero et al. (2004) ao estudarem os efeitos da substitui¢cdo do
6leo de peixe pelo 6leo de soja em racBes para “sea bream” (Sparus aurata L.). Estes
autores verificaram que o uso de niveis superiores de 6leo de soja nas ragdes, causou
alterac@es histoldgicas do tecido hepatico, especialmente, quanto ao aumento do volume
de inclusdo de lipideos e a ocorréncia de quadros clinicos de esteatose nos hepatdcitos.
Ruyter et al. (2006) verificaram efeitos semelhantes para o salmdo do atlantico (Salmo

salar).
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A inclusdo lipidica nos hepatdcitos, na forma de vacuolos lipidicos, pode levar a
reducdo da inducdo da oxidacdo em figados de “sea bream” (Caballero et al., 2004).
Desta forma, animais com estes quadros, possivelmente, podem promover a perda ou
reducdo da disponibilidade de energia metabolica.

Por outro lado, a substituicdo do 6leo de peixe pelo 6leo de soja, em racGes para
juvenis de “sea bass” (Dicentrarchus labrax) e truta arco-iris (Oncorhynchus mikiss) em
até 50%, ndo causaram evidéncias de alteracdes histolégicas do figado (Figueiredo-
Silva et al., 2005).

De modo geral, 0 aumento (P<0,05) da ocupacdo dos hepatdcitos por lipideos, em
funcdo do aumento dos niveis energéticos das racdes pode ser considerado como um
evento normal as condi¢Oes experimentais impostas no presente trabalho.

Contudo, os resultados de histologia reforcam a hipotese de que o periodo de
tempo em que os reprodutores foram alimentados com as dietas experimentais foi
insuficiente para causar efeito sobre os parametros reprodutivos. Quer dizer que, 0
tecido hepatico apresenta importancia fundamental para o metabolismo e,
principalmente, apresenta relacdo direta com a vitelogénese e incorporagéo de vitelo nos
ovécitos. Assim, antes de os efeitos sobre parametros reprodutivos serem manifestados,
hé a necessidade de alteracfes metabolicas, especialmente, neste caso do figado.

Ainda podem ser feitas especulacdes sobre os efeitos das possiveis reducdes de
relacbes entre os acidos graxos n-3/n-6 nas racdes e, conseqiientemente, nos animais.
Isto porque, a deposicdo de lipideos nos hepatdcitos, ndo necessariamente, esta
condicionada as vias metabdlicas relacionadas com a producdo de hormonios de

importancia reprodutiva.

Conclusodes

Os niveis crescentes de energia digestivel nas racdes, obtidos pela inclusdo do
6leo de soja, ndo influenciaram os parametros reprodutivos e os zootécnicos das fémeas
de tilapia-do-Nilo, contudo promovem a inclusdo lipidica nos hepatécitos. Estes
resultados podem estar associados ao curto periodo de tempo em que os reprodutores
foram alimentados com as ra¢fes experimentais, ou até mesmo, pela possivel reducédo

dos niveis de acidos graxos n-3 nas ragdes.
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VI - Energia digestivel a partir da inclusdo do 6leo de soja em racgdes para machos
de tilpia-do-Nilo: desempenho reprodutivo, zootécnico e deposicao de lipidios nos

hepatdcitos

RESUMO: O experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o desempenho
reprodutivo e zootécnico, além da deposicdo de lipidios no tecido hepatico de machos
de tilapia-do-Nilo alimentados com rag¢des contendo diferentes niveis de energia
digestivel, a partir da inclusdo do 6leo de soja. Foram utilizados 400 reprodutores,
sendo 300 fémeas e 100 machos, distribuidos em delineamento inteiramente casualizado
composto por cinco tratamentos e quatro repeti¢des. Os reprodutores foram alimentados
com ragdes contendo 35% de proteina bruta e 2.700, 2.950, 3.200, 3.450 e 3.700 kcal de
energia digestivel. kg de ragdo” e, submetidos ao manejo reprodutivos em “hapas” por
101 dias. O modelo ajustado pela andlise de regressdo multipla sugere o melhor
resultado (P<0,05) de concentracdo espermatica e percentual de espermatozodides
normais para reprodutores alimentados com rag¢des contendo 3.465,56 e 3.443,43 kcal
de energia digestivel.kg de ragdo™, produzindo 7,98x10° espermatozoides.mL de sémen”
¢ 38,98% de espermatozoides normais, respectivamente. Os niveis de energia das
ragdes também causaram um aumento (P<0,05) das inclusdes lipidicas nos hepatocitos.
A producdo de sémen, o pH seminal, indice de sobrevivéncia espermadtica e tempo de
ativacdo espermatica ndo foram afetados pelos tratamentos (P>0,05). O desempenho
zootécnico também ndo foi afetado pelos niveis de energia das ragdes (P>0,05). A
melhora do desempenho reprodutivo pode ter relagdo com o aumento da energia
metabolica disponivel para a espermatogénese e com a maior disponibilidade de 4cidos
graxos n-6. Os niveis energéticos de 3.465,56 e 3.443,43 kcal de energia digestivel.kg
de racdo” propocionam melhor desempenho reprodutivo para machos de tilapia-do-

Nilo.

Palavras-chave: figado, nutrigdo, Oreochromis niloticus, peixes, reprodug@o, sémen



VI- Digestible energy from the soybean oil inclusion in rations of-the-Nile tilapia
males: reproductive and zootechnical performance and lipids deposition in
hepatocytes

ABSTRACT: This experiment was carried out to evaluate the reproductive and
zootechnical performance, and the lipids deposition in the liver tissue of the Nile tilapia
males fed with diets containing different levels of digestible energy from the oil
soybean inclusion. There were used 400 breeding, being 300 females and 100 males,
distributed in a completely randomized design composed of five treatments and four
replications. The breeding were fed with diets containing 35% of crude protein and
2,700, 2,950, 3,200, 3,450 and 3,700 kcal energy digestivel.kg of feed'l, and submitted
to hapas reproductive management by 101 days. The model adjusted for multiple
regression analysis suggests the best result (P <0.05) for sperm concentration and
percentage of normal sperm for breeding fed with diets containing 3.465,56 and
3.443 43 kcal energy digestivel.kg of feed™, producing 7.98 x10° sperm.mL per semen™
and 38.98% of normal sperm, respectively. The diets energy levels also caused an
increase (P <0.05) of lipid inclusions in hepatocytes. The sperm production, seminal
pH, sperm survival index and sperm activation time were not affected by treatments (P>
0.05). The zootechnical performance also was not affected by the diets energy levels
(P> 0.05). The improvement of the reproductive performance may be related with the
increased metabolic energy available for spermatogenesis and with the increased n-6
fatty acids availability. The energy levels of 3.465,56 and 3.443,43 kcal energy

digestivel.kg of feed give a better reproductive performance for the-Nile Tilapia males.

Keywords: fish, liver, nutrition, Oreochromis niloticus, reproduction, sperm



Introducgéo

Informacgdes sobre a alimentacdo e nutri¢do de peixes, especialmente, as tilapias,
sdo relativamente abundantes para as fases de crescimento até o tamanho de abate
(NRC, 1993; Santiago & Laron, 2002). Por outro lado, a nutricdo de reprodutores ¢
menos estudada, principalmente, por fatores mercadoldgicos (Bhujel, 2000) e pelas
dificuldades impostas para a condug@o dos experimentos (Brooks, et al., 1997; Vassalo-
Agius et al., 2001a).

Apesar do conhecimento da influéncia das dietas dos reprodutores sobre a
producdo e a qualidade espermatica (Billard et al., 1995; Vassalo-Agius et al., 2001b) e
seminal (Ferrell, 1991; Asturiano et al., 2001; Watanabe & Vassalo-Agius, 2003), na
tilapicultura, os trabalhos existentes sdo especialmente voltados para a avaliacdo do
desempenho reprodutivo das fémeas (Al-Hafedh et al., 1999; Fontainhas-Fernandes et
al., 2000; El-Sayed et al., 2003; El-Sayed et al., 2005). Os poucos trabalhos publicados
voltados aos machos de peixes, avaliam os efeitos de fatores anti nutricionais sobre o
desempenho reprodutivo (Salaro et al., 1999; Rinchard et al. 2002).

A busca pela qualidade dos gametas masculinos deve ser estudada, pois, garante o
sucesso reprodutivo, contribuindo na fertilizagao natural ou artificial, principalmente, no
processo intra-ovocitario de inicializagdo do desenvolvimento embrionario (Coward et
al., 2002).

A manuten¢do nutricional dos reprodutores ainda é importante para garantir o
desempenho reprodutivo, pois, afeta o funcionamento e morfologia de 6rgaos como o
figado, importante no metabolismo e no fornecimento de energia (Caballero et al.,
2004).

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar os desempenhos
reprodutivos e zootécnicos ¢ também a deposi¢ao de lipidios no tecido hepatico de
machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L.), alimentados com ragdes

contendo diferentes niveis de energia digestivel, a partir da inclusdo de dleo de soja.
Material e Métodos
Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Tecnologia da Reprodugdo dos

Animais Aquaticos Cultivaveis da Universidade Estadual do Oeste do Parand, no

Centro de Pesquisa em Agqiiicultura Ambiental do Instituto Ambiental do Parand, por
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meio do convénio IAP/UNIOESTE e, no Laboratorio de Histotécnica Animal do
Departamento de Ciéncias Morfofisiologicas da Universidade Estadual de Maringa.

Os reprodutores foram submetidos aos manejos reprodutivo, nutricional e
alimentar durante o periodo de 11 de janeiro a 22 de abril de 2005.

Foram utilizados 400 reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) da
linhagem Tai — Chitralada, dos quais eram 300 fémeas e 100 machos.

Machos e fémeas foram alojados separadamente em 40 “hapas” de malha 1mm X
4mm e, distribuidos, aleatoériamente, em dois viveiros escavados com dimensdes de
20m X 10m.

As fémeas foram estocadas em 20 “hapas” de dimensdes 3m X 2m, em uma
densidade de estocagem de 2,5 animais.m™, totalizando 15 animais por “hapa”. Os
machos foram estocados em 20 “hapas” de dimensdes 2m X 1m, em uma densidade de
estocagem de 2,5 animais.m™, totalizando cinco animais por “hapa”, respeitando a
proporcao entre os sexos de 1 machos:3 fémeas (Little & Hulata, 2000).

Os animais foram distribuidos em um delineamento experimental inteiramente
casualizado composto por cinco tratamentos e quatro repeti¢cdes. Os tratamentos foram
constituidos por cinco ragoes contendo 35% de proteina bruta (Bhujel et al., 2001) e
cinco diferentes niveis de energia digestivel correspondentes a 2.700; 2.950; 3.200;
3.450 ¢ 3.700 kcal de energia digestivel.kg de ragdo™. Foi considerado como uma
unidade experimental um “hapa” de 2m X Im, contendo cinco machos.

Os reprodutores foram alimentados com ragdes formuladas (Tabela 5 e 6) ¢
processadas na forma peletizada, com peletes de 2 mm de didmetro. Para a elaboracao
das racdes, os ingredientes foram triturados em moinho de martelo, utilizando-se
peneira de 0,5mm (Hayashi et al., 1999; Meurer et al., 2005).

Os reprodutores foram alimentados, diariamente, com uma freqiiéncia de
arracoamento de duas vezes ao dia (EI-Sayed et al., 2005), as 10h:00min. e as
16h:00min e com taxa de arragoamento de 1% da biomassa ao dia (Bhujel, 2000). A
taxa de arragoamento foi corrigida a cada 17 dias a partir de biometrias.

Durante o periodo de condicionamento, machos e fémeas foram submetidos ao
manejo reprodutivo obedecendo a permanéncia e isolados em descanso reprodutivo por
12 dias (Tacon et al., 1996). Apds este periodo os machos foram transferidos para os
“hapas” das fémeas para o acasalamento, que teve duracdo de cinco dias. Ao término do
acasalamento foi realizada a colheita dos ovos (MacIntosh & Little, 1995) e mensurados

0 peso € o comprimento padrdo dos animais de ambos os sexos, por meio de balanga
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digital e ictiometro, de precisao 0,01 g e 0,1 cm, respectivamente. Em seguida, os
reprodutores foram, novamente, separados em seus respectivos ‘“hapas”. Este
procedimento foi repetido por 93 dias a fim de condicionar os animais a0 manejo

reprodutivo.

Tabela 5 — Composi¢do percentual das ragdes experimentais com diferentes niveis de
energia digestivel utilizada para reprodutores de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L.).

Table 5 — Percentage composition of the experimental ration with different digestible energy levels
used to broodstock Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.).

Energia digestivel (kcal kg de ragdo™)
Digestible energy (kcal.kg of ration™)

Alimentos (%) Foods (%) 2700 2950 3200 3450 3700
Farelo de soja” Soybean meal 70,75 70,02 7091 71,81 72,70
Milho® Corn 17,68 2493 19,43 13,92 8,42
Oleo de soja“ Soybean oil 0,00 0,61 5,21 9,80 14,39
Sabugo de milho Corn-cob 7,11 0,00 0,00 0,00 0,00
Fosfato bicalcico Dicalcium phosphate 1,84 1,77 1,81 1,85 1,90
Calcareo calcitico Limestone 1,12 1,16 1,13 1,11 1,08

Suplemento min.+vit.! Supplement 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
min.+vit.!

Sal comum Comum salt 0,50 0,50 0,50 0,50 0,50
Antioxidante (BHT) Antioxidant 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
“De acordo com os valores de digestibilidade de Boscolo et al. (2002).
“According digestibility value from Boscolo et al. (2002).
"Niveis de garantia por quilograma do produto (Rovimix peixes): Vit. A, 500.000 UL Vit. D3, 200.000
UL Vit. E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000 mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. B6, 1.500 mg; Vit.
B12, 4.000 mg; Ac. folico, 500 mg; Pantotenato Ca, 4.000 mg; Vit. C, 15.000 mg; Biotina, 50 mg;
Inositol, 10.000; Nicotinamida, 7.000; Colina, 40.000 mg; Co, 10 mg; Cu, 500 mg; Fe, 5.000 mg; I, 50
mg; Mn, 1500 mg; Se, 10 mg; Zn, 5.000 mg.
! Warranty levels for kilogram of product (Rovimix fish): Vit. A, 500.000 UI; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 5.000 mg; Vit. K3, 1.000
mg; Vit. B1, 1.500 mg; Vit. B2, 1.500 mg; Vit. B6, 1.500 mg; Vit. B12, 4.000 mg; Folic acid, 500 mg; Panthontenic calcium, 4.000

mg; Vit. C, 15.000mg; Biotin, 50 mg; Inositol, 10.000; Nicotinamide, 7.000; Choline, 40.000 mg; Co, 10 mg; Cu, 500 mg; Fe, 5.000
mg; I, 50 mg; Mn, 1500 mg; Se, 10 mg; Zn, 5.000 mg.

Diariamente, pela manha, a amplitude térmica (°C) foi mensurada a partir de um
termometro de maxima e minima, com precisao de £l °C. Quinzenalmente foram
mensurados, nos tanques onde estavam contidos os “hapas”, em horarios pré-
determinados, os teores de oxigénio dissolvido da dgua (oximetro digital Hanna F-HI
9147) as 6:00 horas e o pH da dgua (pHmetro digital Hanna F-HI 8424) as 6:00 e as
16:00 horas.

Ao término do experimento, os peixes foram sedados por imersao em solucao
contendo 6leo de cravo (Taylors & Roberts, 1999), a uma concentracdo de 63 mg.L'l,

por trés minutos (adaptado de Bard et al., 2004). Em seguida foram mensurados
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individualmente os parametros peso e comprimento padrdo, além dos parametros de

desempenho reprodutivos dos machos e qualidade seminal e espermatica.

Tabela 6 — Composi¢do quimica das ragdes experimentais com diferentes niveis de
energia digestivel utilizada para reprodutores de tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus L.).

Table 6 — Chemistry composition of the experimental ration with different digestible energy levels
used to broodstock Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.).

Energia digestivel (kcal.kg")
Digestible energy (kcal.kg™)

Nutrientes Nutrients 2700 2950 3200 3450 3700
Calcio (%) Calcium (%) 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
Fosforo total (%) Total phosphorus (%) 0,80 0,80 0,80 0,80 0,80
Cinzas (%) Ash (%) 8,43 8,34 8,35 8,35 8,35
Amido (%) Starch(%) 20,56 2499 21,68 18,37 15,06
Fibra bruta (%) Crude fiber(%) 6,95 4,62 4,57 4,52 4,47
Gordura total (%) Total fat (%) 1,62 2,44 6,81 11,18 15,55
Energia digestivel (kcal.kg™) 2700 2950 3200 3450 3700

Digestible energy (kcal.kg™)

Proteina digestivel (%) Digestible 31,12 31,33 31,31 31,30 31,28
protein (%)

Proteina bruta (%) Crude protein (%) 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00

18:2 n-6 0,85 1,31 3,69 6,07 8,46
Lisina (%) Lysine (%) 2,01 2,01 2,02 2,03 2,04
Metionina (%) Methionine (%) 0,49 0,50 0,49 0,49 0,49
Metionina + cistina (%)

Methionine+cystine (%) 0,96 0,98 0,97 0,96 0,95
Triptofano (%) Tryptophan (%) 0,47 0,47 0,47 0,48 0,48
Treonina (%) Threonine (%) 1,32 1,33 1,33 1,32 1,32
Arginina (%) Arginine (%) 2,43 2,43 2,44 2,45 2,45
Glicina+tserina (%) Glycine+serine (%) 3,28 3,31 3,30 3,30 3,30
Isoleucina (%) Isoleucine (%) 1,54 1,55 1,55 1,56 1,56
Valina (%) Valine (%) 1,58 1,59 1,59 1,59 1,58
Leucina (%) Leucine (%) 2,68 2,73 2,71 2,68 2,65
Histidina (%) Histidine (%) 0,87 0,88 0,88 0,88 0,87
Fenilalanina (% )Phenylalanine (%) 1,70 1,71 1,71 1,71 1,71
Fenilalanina + tirosina (%)

Phenylalanine (%)+tyrosine 2,80 2,82 2,82 2,82 2,81

A colheita de sémen foi realizada por meio de aplicagao de massagem abdominal
nos reprodutores, no sentido céfalo — caudal. As primeiras parcelas do material liberado
foram desprezadas para evitar a possivel contamina¢do com urina. O volume total e
relativo ao peso corporal de s€émen liberado por cada macho foi mensurado pela colheita
do material em seringas de insulina de volume util de 1,0 mL e precisdao de 0,01 mL

(adaptado de Godinho et al., 2003).
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Para a manipulacao do sémen, utilizou-se o procedimento descrito por Asturiano
et al. (2001), onde o material colhido foi conservado em gelo (+12 °C) durante o
periodo de tempo necessario para a realizacdo das analises de qualidade do sémen.

O pH seminal foi mensurado pelo método colorimétrico, utilizando o papel de
tornassol.

O tempo de ativagdo espermadtica foi mensurado, individualmente e em triplicata,
de cada colheita proveniente de um Unico peixe. Para esta avaliacdo, 5 uL de sémen
foram diluidos em 200 pL de solugdo ativadora (dgua a 26 °C) e desta mistura, 5 uL
foram observados em microscopio de luz em objetiva 40X. O pardmetro mensurado foi
o intervalo de tempo entre o inicio da ativagdo e a perda de motilidade de
aproximadamente 50% dos espermatozoides (adaptado de Asturiano et al., 2001).

A avaliag¢do do indice de sobrevivéncia espermatica foi realizada a partir método
de coloragdo eosina-nigrosina (Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986; Bombardelli et al.,
2006). No entanto, utilizou-se 30 pL. de sémen e 90 pL de cada corante, para a
realiza¢ao da mistura e posteriormente confec¢ao do esfregago (adaptado de Murgas et
al., 2003). Apds o processamento das laminas, o material foi analisado em microscopio
de luz em objetiva de 40X, sendo contados um nimero total de 400 espermatozoides de
cada colheita proveniente de um unico peixe. Foram consideradas células espermaticas
mortas, aquelas que apresentaram coloracdo vermelha ou rosadas, devido a absorcao
dos corantes e as vivas aquelas sem coloracdo, por serem impermeaveis aos corantes.

A mensura¢do da concentragdo espermatica (Billard et al., 1995) foi realizada,
individualmente, e em triplicatas, em microscopio de luz em objetiva de 40X pelo
método de contagem de células espermaticas em camara hematimétrica de Neubauer
(Mylonas et al., 1997). Neste procedimento, amostras de sémen foram fixadas em
solugdo de formol salina tamponada (dilui¢do de 1:1000).

Do material anteriormente fixado em solu¢do de formol salina tamponado, foram
realizados dois esfregacos, fixados a temperatura ambiente, para a avaliacdo e
mensuracao dos indices de alteragdes morfoldgicas dos espermatozoides (Rurangwa et
al., 2004; Streit Jr. et al., 2005). As laminas obtidas com os esfregacos foram
submetidas a coloragdo em Rosa de Bengala (Hafez & Hafez, 2004; Streit Jr. et al.,
2004) e, em seguida, analisadas em microscopio de luz em objetiva 40X, sendo
avaliados um total de 400 espermatozodides de cada colheita proveniente de um Unico

peixe. Os espermatozdides avaliados foram classificados como normais ou com
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alteragdes morfoldgicas primdrias ou secundarias (adaptado de CBRA, 1998;
Chenoweth, 2005 e Streit Jr. et al., 2006).

Ap6s a colheita de sémen, os reprodutores foram novamente estocados em seus
respectivos “hapas”, por um periodo de 8 dias para descanso reprodutivo. Em seguida,
os machos foram sedados, conforme descrito anteriormente e, submetidos a eutanasia
por meio de choque térmico, pela imersdo em agua contendo gelo, aproximadamente 1
°C.

Os peixes foram entdo, individualmente, pesados e medidos quanto ao
comprimento padrdo e dissecados para obtencao dos pesos das gonadas, do figado e das
visceras.

A partir destes dados foram avaliados os parametros zootécnicos de peso médio
final, comprimento padrdo médio final, ganho de peso médio, ganho de peso médio
diario, conversdao alimentar aparente e, indices gonadossomatico (Vazzoler, 1996),
hepatossomatico e viscerossomatico.

Dos animais dissecados, foram separados, aleatoriamente, dois figados de machos
de cada unidade experimental para avaliagdo histologica do figado e determinagdo do
percentual de inclusdo lipidica, totalizando oito figados analisados por tratamento.

Estes orgaos foram coletados e, em seguida, fixados em solu¢ao de Bouin aquoso
por um periodo de 8 horas e transferidos, em seguida, para solucdo de alcool a 70%.
Posteriormente, o material foi desidratado pela passagem em séries crescentes de alcool,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina, para a obtencdo de cortes semi seriados
transversais, com Sum de espessura.

De cada figado, foram confeccionadas quatro laminas contendo cinco cortes
histologicos cada e organizados de modo que, na seqiiéncia, o primeiro corte foi
utilizado para coloragdo com Hematoxilina — Eosina (H.E.) e o corte seguinte com
Acido Periédico de Schiff (P.A.S.) (Figura 5). Este procedimento garantiu a preparagdo
de duas laminas para cada método de coloracdo por animal. Destas laminas, foram
utilizados para as analises morfométricas cinco corte histologicos de cada coloracdo por
animal, totalizando 40 campos microscépicos corados em H.E. analisados por

tratamento e outros 40 campos corados em P.A.S.
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Para estimar o percentual de inclusao lipidica, realizou-se andlise morfométrica,
tomando-se como medida padrio a 4rea total do campo microscopico (32.690,43 pm?)
(Figura 6 Al) subtraida da éarea ocupada pela veia centro lobular (Figura 6 A2),
sinusoides, ntcleos e nucléolos (L1) (Figura 6 Bl e B2). Definindo-se esta area, em
seguida foi determinado a area marcada por glicogénio (L2) (Figura 6 C1 e C2). A

diferenca entre as areas L1 e L2 indicou a area ocupada por lipidios.
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Figura 5 — Representagdo esquematica da sequéncia dos cortes histologicos do tecido
hepético, corados em Hematoxilina — Eosina (H.E.) e Acido Peridodico de

Schiff (P.A.S.) para realizacdo das analises morfométricas.

Figure 5 — Scheme representation of histological sections sequence of liver tissue stained with
Haematoxylin-Eosin (H.E.) and Periodic Schiff Acid (P.S.A.) to carry out morphometric
analysis.

A andlise morfométrica foi realizada por meio de microscopio de luz Zeiss, em
objetiva de 40X e as 400 imagens obtidas e analisadas através do pacote de analise de
imagens Image Pro-Plus 4.5%.

Os dados obtidos foram, inicialmente, submetidos a analise de variancia
multivariada (MANOVA) a um nivel de 5% de significancia. Em caso de evidéncia de
efeito significativo, foi aplicada a andlise de varidncia (ANOVA), individualmente, para
cada varidvel resposta a um nivel de 5% de significAncia. As variaveis que sofreram
efeito dos tratamentos foram submetidas ao protocolo de regressao linear multipla do

software Statistica 7.0 .
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Figura 6 — Método de andlise de imagem (morfometria) do figado de peixes por meio
do software Image Pro-Plus 4.5%. Al = imagem do campo microscopico
corado em H.E. A2 = negativo da imagem Al marcando a 4rea da veia
centro lobular. Bl=campo microscopico corado em H.E. marcando a area
ocupada por sinusoides, nucleos e nucléolos. B2 = negativo da imagem
B1. C1 = imagem do campo microscopico corado em P.A.S., marcando a
area ocupada por glicogénio. C2 = negativo da imagem CI. As setas
indicam a area marcada pelo software.

Figure 6 — Procedure to image analysis (morphometry) of fish liver detailing by Image Pro Plus 4.5 ®

software. A1 = microscopic field image stained with HE A2 = Al negative image marking
the center lobular vein area. B1 = microscopic field stained with HE marking the area
occupied by sinusoids, nuclei and nucleoli. B2 = B1 negative image. C1 = microscopic field
image stained with PAS, marking the area occupied by glycogen. C2 = C1 negative image.
The arrows indicate the area marked by the software.

Resultados e Discussao

Os parametros fisico-quimicos da agua de cultivo permaneceram dentro dos
valores recomendados para o cultivo de peixes (Boyd, 1990; Sipauba - Tavares, 1995) e
para o bom desenvolvimento da espécie (Popma & Phelps, 1998).

A temperatura da dgua apresentou picos minimos e maximos de 24,5 e 33,0 °C,
com médias de 26,7+1,0 e 30,2+1,2 °C, respectivamente. Este pardmetro fisico-quimico
¢ um dos mais influentes no desempenho reprodutivo das tildpias e apesar destes picos,
permaneceu durante a maior parte do periodo experimental entre 26 e 32 °C. Este
intervalo de temperatura ¢ semelhante ao mantido experimentalmente por Siddiqui et al.
(1998) e ¢ considerado ideal para a reprodugdo de tilapias (Bhujel, 2000; Little &
Hulata, 2000).
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A concentracdo média de oxigénio dissolvido na &gua durante o periodo
experimental foi de 6,11+1,05 mg.L™". Estes niveis de oxigénio sio adequados, haja
vista que, concentragdes minimas necessarias para o bom desempenho reprodutivo de
fémeas desta espécie sdo acima de 0,8 mg.L'l, ao amanhecer (Little & Hulata, 2000).

Os valores médios de pH da agua foram 7,50+0,09 pela manha e 9,334+0,06 pela
tarde, intervalo este considerado adequado para o crescimento da espécie (Little &
Hulata, 2000; Ross, 2000).

Nao existem informagdes indicando qual o nivel de oxigénio adequado para
reprodutores machos corresponde aos das fémeas e, se o intervalo de pH adequado para
o crescimento também corresponde para a reproducdo (Bhujel, 2000).

Os niveis de energia digestivel da racdo causaram efeito (P<0,05) sobre a
concentragdo espermatica (Tabela 7 e Figura 7) e percentual de espermatozoides

normais (Tabela 7 e Figura 8).

Tabela 7 — Desempenho reprodutivo de machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus L.), alimentados com ragdes contendo diferentes niveis de
energia digestivel.

Table 7 —Reproductive performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) male, submitted to different
levels of digestible energy in the ration.

Varidveis Energia digestivel (kcal.kg de ragdo™)
Variable Digestible energy (kcal kg of ration™ )

2.700 2.950 3.200 3.450 3.700 P
Volume médio de sémen (mL) 0,47 0,244 037 026 0,19 0,19
Mean seminal volume (mL)
Volume relativo de sémen (pL.g'l) 1,89 1,02 1,37 098 0,73 0,11
Relative seminal volume (uL.g™)*
pH seminal 7,53 7,61 749 7,70 7,53 0,83
Seminal pH
Concentracdo espermatica 3,086 3,80 521 8,19 6,17 0,01

(espermatozo6idesX10°.mL™")
Spermatic concentration (spermatozoaX10°.mL™)
Espermatozdides normais (%) 23,76 28,63 29,93 39,07 29,65 0,00
Normal spermatozoa (%)
Espermatozdides anormais (%)
Abnormal spermatozoa (%)
Anormalidade primaria (%) 65,60 61,84 59,57 51,35 54,20 0,11
Primary abnormality (%)
Anormalidade secundaria (%) 10,64 9,53 10,50 9,59 16,15 0,57
Secondary abnormality (%)
Tempo de ativagdo espermatica (s) 52,59 45,62 45,79 47,30 55,20 0,58
Time of spermatic activation (s)
Indice de sobrevivéncia espermatica (%) 97,36 97,35 98,01 96,76 97,21 0,76
Spermatic survival index (%)
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Figura 7 — Concentragdo espermatica em sémen de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus L.) alimentados com rag¢des contendo diferentes niveis de energia
digestivel. CSPZ = Concentragdo espermatica; spz = espermatozoéides; ED
= energia digestivel.

Figure 7 — Spermatic concentration in semen of Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) submitted to

different levels of digestible energy in the ration. CSPZ = spermatic concentration; spz =
spermatozoa; ED = digestible energy.
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Figura 8 — Espermatozoides normais em sémen de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus L.) alimentados com ra¢des contendo diferentes niveis de energia

digestivel. SPZN = espermatozoides normais; ED = energia digestivel.
Figure 8 — Normal spermatozoa in semen of Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) submitted to different
levels of digestible energy in the ration. SPZN = normal spermatozoa; ED = digestible energy.
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O modelo ajustado pela analise de regressao multipla da varidvel concentracao
espermadtica sugere que o resultado tedrico de madximo desempenho reprodutivo seja
alcangado para reprodutores alimentados com ragdes contendo 3.465,56 kcal de energia
digestivel. kg de racdo™, produzindo 7,98x10° espermatozéides.mL de sémen liberado™
(Figura 7). A mesma analise sugere que racdes contendo 3.443,43 kcal de energia
digestivel.kg de ragio™ proporcionem um méximo indice de normalidade espermatica
de 38,98% (Figura 8).

As analises histologicas também evidenciaram efeito dos tratamentos (P<0,05),
apresentando uma relagdo diretamente proporcional entre os niveis de energia digestivel

das racdes e percentual de inclusdo lipidica nos hepatocitos (Figura 9).
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Figura 9 — Area percentual de inclusdo por lipideos em hepatécitos de machos de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus L.) alimentados com ragdes
contendo diferentes niveis de energia digestivel.

Figure 9 — Percentage area of inclusion by lipids on hepatocytes of Nile tilapia (Oreochromis niloticus
L.) males, submitted to different levels of digestible energy in the ration.

Asturiano et al. (2001) verificaram aumento significativo na produ¢do de sémen,
percentual de machos em espermiagdo, concentracdo e motilidade espermatica em
reprodutores de “sea bass” (Dicentrarchus labrax), alimentados com ragdes contendo
menores relagcdes n-3:n-6. Eles sugerem que melhores resultados para machos podem

ser alcangados com dietas suplementadas com acidos graxos do grupo n-6.
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Provavelmente, o elevado nivel de energia e de acidos graxos poliinsaturados,
provenientes das ragdes experimentais, neste trabalho, tenham levado ao estimulo de
células espermatogénicas. Isto foi verificado em suinos (Oliveira Silva et al., 1998),
levando-se em conta o aumento da producao e da normalidade de células espermaticas.

Cerda et al. (1997) também constataram influéncia dos 4cidos graxos
poliinsaturados sobre o desempenho reprodutivo de machos de ‘“sea bass”
(Dicentrarchus labrax). Durante duas estagdes reprodutivas consecutivas, houve o
aumento nos percentuais de machos em espermiacdo e dos niveis plasmaticos do
androgeno 11—cetotestosterona, horménio esterdide, de fundamenal importancia para a
espermatogénese ¢ formacao do esperma (Redding & Patifio, 1993; Baldisserotto,
2002), especialmente, pela sua influéncia na producdo da activina B, indutora da
proliferacao das espermatogdnias (Van Der Kraak et al., 1997).

O aumento dos niveis energéticos das ragdes do presente experimento foi obtido
em conseqiiéncia da adi¢dao do oleo de soja. Por ser de origem vegetal, este dleo possui
pequenas quantidades dos 4cidos graxos eicosapentaendico e docosahexaendico
(Figueiredo-Silva et al., 2005), porém, grandes quantidades do 4cido graxo linoléico,
chegando de 51 a 64% de 18:2(n-6) (NRC, 1993).

O é4cido graxo linoléico pode ser perfeitamente convertido por peixes de agua
doce em 20:4(n-6) ou &cido araquidonico (Caballero et al., 2004; Ruyter et al., 2006), o
precursor das prostaglandinas da série II (Sargent, 1995). As prostaglandinas da série 11
apresentam importancia para a esteréidogénese em machos, haja vista, que estudos in
vitro tém demonstrado que o acido araquidonico ¢é estimulador da producdo de
testosterona em testiculos de “goldfish”, a partir da acdo da prostaglandina da série II
(Izquierdo et al., 2001). Além disso, estudos sobre a substitui¢do do 6leo de peixe pelo
6leo de soja em ragdes para o salmao do atlantico (Salmo salar), evidenciaram que
dietas suplementadas com 100% de 6leo de soja apresentam maiores quantidades de
20:4 (n-6) no figado e intestino, provavelmente devido a dessaturagdo e alongamento do
18:2 n-6 (Ruyter et al., 2000).

A redugdo dos valores de concentracdo e da normalidade espermatica (Figuras 7 e
8) com os baixos niveis de energia da ragdo, a exemplo destes efeitos em mamiferos,
pode ter relagdo com a reducdo da resposta dos testiculos as gonadotrofinas (Ferrel,
1991). Por outro lado, esta reducdo com elevados niveis de energia da ragdo,
possivelmente, ndo estd associada a limitagdo da ingestdo da ra¢do ou a saciedade

(Pezzato et al., 2004), levando a conseqiiente reducdo do consumo de nutrientes (Bhujel,
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2000). Isto esta baseado no fato do desempenho zootécnico (Tabela 8) dos animais nao
ter sido afetado (P>0,05) pelas ragoes.

A redugdo da concentragdo e da normalidade espermatica (Figuras 7 e 8) pode
estar associada a possiveis efeitos de perda de energia metabolica e até mesmo de
toxicidades pelo excesso de energia presente nas ragdes em fun¢do da inclusdao de 6leo
de soja. Esta hipotese pode ser corroborada pelos resultados das analises histologicas
dos figados dos machos (Figura 9), onde o aumento dos niveis de energia nas ragdes

promoveu o aumento (P<0,05) da deposicdo de lipideos nos hepatocitos.

Tabela 8 — Desempenho zootécnico de machos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus L.), alimentados com ragdes contendo diferentes niveis de

energia digestivel na ragao.
Table 8 — Growth performance of Nile tilapia (Oreochromis niloticus L.) males, submitted to different
levels of digestible energy in the ration.

Variaveis Energia digestivel (kcal.kg de racio™)
Variable Digestible energy (kcal kg of ration™)

2700 2950 3200 3450 3700 P
Peso inicial médio (g) 145,00 143,90 147,70 146,2 147,5 0,08
Inicial mean weight (g)
Comprimento padrao inicial (cm) 15,85 15,83 15,85 15,85 16,00 0,10
Inicial standart length (cm)
Peso final médio (g) 198,60 206,90 198,10 199,80 215,87 0,50
Final mean weight (g)
Comprimento padrao final (cm) 17,88 18,00 17,73 17,88 18,23 0,68
Final standart length (cm)
Ganho de peso médio (g) 11,50 18,10 16,50 13,70 17,73 0,65

Mean weight gain (g)

Ganho de peso médio diario (g.dia’l) 0,68 1,06 0,97 0,81 1,04 0,65
Mean daily weight gain (g.day™)

Conversido alimentar aparente (g.g™") 3,13 1,80 2,27 240 222 0,41
Apparent feed conversion (g.g™)

indice hepatossomatico (%) 1,49 1,43 1,74 1,52 1,45 0,06
Hepatossomatic index (%)
Indice gonadossomatico (%) 0,86 1,02 0,87 0,76 0,87 0,43
Gonadossomatic index (%)
Indice viscerossomatico (%) 4,89 5,25 4,93 4,80 3,75 0,83

Visceralssomatic index (%)

Caballero et al. (2004) estudaram os efeitos da substitui¢do do dleo de peixe pelo
de soja em ragdes para “sea bream” (Sparus aurata L.) e, verificaram que o uso de
maiores niveis de 6leo de soja nas ragdes, provocaram alteragdes histologicas do tecido
hepatico, especialmente, quanto ao aumento do volume de inclusdo de lipideos e a
ocorréncia de quadros clinicos de esteatose nos hepatocitos. Ruyter et al. (2006)

também verificaram efeitos semelhantes em salmao do atlantico (Salmo salar).
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A inclusdo lipidica nos hepatocitos, na forma de vactiolos lipidicos, pode levar a
reducdo da indugdo da oxidacdo em figados de “sea bream” (Caballero et al., 2004).
Desta forma, animais que apresentassem estes quadros, possivelmente, poderiam
promover a perda ou reducdo da disponibilidade de energia metabolica.

Por outro lado, a substituicdo do dleo de peixe pelo 6leo de soja, em ragdes para
juvenis de “sea bass” (Dicentrarchus labrax) e truta arco-iris (Oncorhynchus mikiss) em
até 50%, ndo causaram evidéncias de alteragdes histologicas do figado (Figueiredo-
Silva et al., 2005). Isto sugere que, possivelmente, estes efeitos sofrem variagdes intra e
inter especificas.

Quanto ao percentual de espermatozoides anormais, ndo foi evidenciado efeito
dos tratamentos (P>0,05) para os indices de anormalidades espermdtica primaria e
secundaria (Tabela 7). Os resultados de anormalidade foram bastante elevados em todos
os tratamentos, variando de 51,35 a 65,60% e de 9,53 a 16,15% para as anormalidades
primarias e secundarias, respectivamente (Tabela 7). Dentre todas as anormalidades
observadas, as mais freqiientes foram cauda quebrada, cauda enrolada e cauda dobrada.

indices de anormalidade espermatica recomendados para a inseminacio artificial
ou monta natural, em mamiferos, ¢ de no maximo 30% (CBRA, 1998). Entretanto, estes
valores ndo estdo estabelecidos para o adequado sucesso da fertilizacdo natural ou
artificial de peixes (Moraes et al., 2004).

As anormalidades espermaticas tém sido relacionadas com a infertilidade ou
esterilidade na maioria das espécies de mamiferos (Mortimer, 2000; Chenoweth, 2005,
Collodel & Moretti, 2006). Especulacdes neste sentido sdo feitas quanto a fertilizagao
em peixes (Kavamoto et al., 1999), mas ndo sdo conclusivas.

Estudos da morfologia espermatica em peixes tém apresentado resultados
variados quanto aos indices de normalidade/anormalidade. Kavamoto et al. (1999)
verificaram indices de anormalidades totais de 9,54%. Moraes et al. (2004) encontraram
indices de normalidade espermatica de 53,3 a 64,2% para a carpa comum (Ciprinus
carpio), de 31,2 e 51,0% para o piavugu (Leporinus macrocephalus) e de 55,9 a 59,8%,
para o curimba (Prochilodus lineatus). Streit Jr. et al. (2006), em estudos de
criopreservagdo, verificaram que o sémen do pacu (Piaractus mesopotamicus) in natura
apresentava indices de 20,39+1,26%, 36,15£1,49% e 43,46£1,43% para
espermatozdides normais, com anormalidades primarias e secundarias, respectivamente.

Neste estudo, os indices de sobrevivéncia espermatica ndo foram afetados pelos

tratamentos (P>0,05), mas os valores permaneceram relativamente elevados, variando



62

de 96,76 a 98,01% (Tabela 7). Este parametro pode ser utilizado para avaliar a
qualidade do sémen produzido, pois, este parametro apresenta relacdo direta com a
motilidade espermatica (Kavamoto & Fogli da Silveira, 1986; Bombardelli et al., 2006).
De acordo com Coward et al. (2002), a motilidade espermatica é um fator que indica a
qualidade do sémen, mesmo que as taxas de fertilizacao sejam mais conclusivas.

A tildpia-do-Nilo apresenta o mecanismo de inativagdo espermadtica através da
composicdo seminal por glicoproteinas de elevado peso molecular (Coward et al.,
2002). Assim, apos o inicio da ativagdo dos espermatozdides em meio hipotonico, a
motilidade espermatica reduz, de modo irreversivel, ao longo do tempo (Billard et al.,
1995; Rana, 1995). Um dos mecanismos que controla a ativagcdo e o tempo de ativagao
espermatica ¢ o pH seminal (Coward et al., 2002). Tanto o pH seminal, quanto o tempo
de ativagdo espermadtica ndo apresentaram efeito (P>0,05) entre os tratamentos e seus
resultados variaram de 7,53 a 7,70 e de 45,62 ¢ 55,20 s, respectivamente (Tabela 7).
Estes resultados de tempo de ativacdo sdo consideravelmente superiores as outras
espécies como a truta arco-iris de 20 a 25 s (Izquierdo et al., 2001).

Exceto pelos resultados de morfologia espermatica, os elevados resultados dos
parametros de qualidade seminal (Tabela 7) do presente experimento, sugerem que 0s
tratamentos nao levaram a perda da capacidade de fertilizacao dos espermatozodides.

Os valores médios de peso final, de comprimento padrdo final, dos ganhos de
peso e de peso médio diario e de conversdo alimentar aparente, ndo foram influenciados
(P>0,05) pelos tratamentos. Contudo, os resultados variaram de 198,10 a 215,87 g; de
17,73 a 18,23 cm, de 11,50 a 18,10 g, de 0,68 a 1,06 g ¢ de 1,80 a 3,13 g.g'l,
respectivamente (Tabela 8).

Os resultados de desempenho zootécnico foram esperados, uma vez que, 0 manejo
alimentar adotado foi adequado para o bom desempenho reprodutivo da espécie (Bhujel,
2000; Bhujel et al., 2001) e ndo para o crescimento. Isto pode ser verificado também
pelos valores de conversdo alimentar aparente (Tabela 8) que foram elevados (1,80 a
3,13 g.g"), porque os reprodutores de tilipia destinam grande parte das reservas
energéticas a reprodugdo (Turner & Robinson, 2000).

Asturiano et al. (2001) e Vassalo-Agius et al. (2001a) também nao verificaram
efeitos sobre o peso e o comprimento de reprodutores de “sea bass” e de truta arco-iris,
respectivamente, alimentados com das ra¢des suplementadas com 4cidos graxos.

Os valores médios dos indices hepatossomatico, gonadossomatico e

viscerossomatico ndo foram influenciados (P>0,05) pelos tratamentos e, seus resultados
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variaram de 1,43 a 1,74%, de 0,76 a 0,87% e de 3,75 a 5,25%, respectivamente (Tabela
8).

Conclusodes

Os niveis crescentes de energia nas ragdes para reprodutores de tilapia-do-Nilo,
influenciaram no desempenho reprodutivo, promovendo apenas, o0 aumento na produ¢do
de espermatozoides e dos indices de normalidade da morfologia espermatica. Por outro
lado, o excesso de energia levou a prejuizos no desempenho reprodutivo,
provavelmente, devido ao progressivo acimulo de lipidios, ocorrido nos hepatécitos,

em funcdo do aumento dos niveis de energia das racdes.
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VII - CONSIDERACOES FINAIS

O uso de ragdes para reprodutores de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus),
distintas entre fémeas e machos pode ser uma pratica viavel, quando for empregado o
sistema de manejo reprodutivo em “hapas”, onde ¢ realizada a colheita e incubagdo
artificial dos ovos. Contudo, ndo ¢ possivel afirmar que o nivel de energia digestivel
adequado para promover o maximo desempenho reprodutivo das fémeas de tilapia, seja
diferente aos dos machos, porque, os pardmetros reprodutivos das fémeas ndo foram
influenciados pelas ragoes.

O uso de ragdes para machos de tilapia-do-Nilo, formuladas a base de milho,
farelo de soja e oleo de soja, contendo 35 % PB e, entre 3.443,43 e 3.465,56 kcal de
energia digestivel.kg de ragdo™, podem ser empregadas, pois promovem o aumento da
produgdo de espermatozdides e dos indices de normalides da morfologia espermatica.

Estudos futuros voltados a nutri¢ao de reprodutores de tilapia-do-Nilo devem ser
realizados, para elucidar os efeitos de outras variaveis, tais como, o periodo minimo
necessario para garantir o efeito das dietas sobre os parametros reprodutivos, exigéncias
de macro e micro nutrientes e as variacdes das exigéncias nutricionais entre as

diferentes linhagens, desta espécie de peixe, utilizadas comercialmente no Brasil.
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Figura A — Cortes histoldgicos do tecido hepatico de reprodutores fémeas de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com ragdes com diferentes niveis
de energia digestivel (2.700 a 3.700 kcal.kg™). A-E:Hematoxilina — Eosina.
A*-E*: Acido Periddico de Schiff. Imagem capturada com aumento de 40X.
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Figura B — Cortes histologicos do tecido hepatico de reprodutores machos de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com ragdes com diferentes niveis
de energia digestivel (2.700 a 3.700 kcal kg™"). A-E:Hematoxilina — Eosina.
A‘-E*: Acido Periddico de Schiff. Imagem capturada com aumento de 40X.
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