UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PODE-SE MELHORAR O BEM-ESTAR EM TILAPIA DO NILO POR MEIO DE
SELECAO GENETICA?

Autor: Filipe Chagas Teoddzio de Araujo
Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira

MARINGA
Estado do Parana
Dezembro - 2020



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PODE-SE MELHORAR O BEM-ESTAR EM TILAPIA DO NILO POR MEIO DE
SELECAO GENETICA?

Autor: Filipe Chagas Teod6zio de Araujo
Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira

Tese apresentada, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de
DOUTOR EM ZOOTECNIA, no
Programa de Pés-Graduagdo em Zootecnia
da Universidade Estadual de Maringa -
Area de Concentracdo Producdo Animal

MARINGA
Estado do Parana
Dezembro - 2020



Dados Internacionais de Catalogagao-na-Publicagio (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringé - PR, Brasil)

AB63p

Araujo, Filipe Chagas Teodézio de

Pode-se melhorar o bem-estar em tilapia do nilo por meio de selegéo genética? / Filipe
Chagas Teodézio de Aradjo. -- Maringa, PR, 2020.

74 1.:l. color., figs., tabs.

Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira.
Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Maringa, Centro de Ciéncias Agrarias,
Departamento de Zootecnia, Programa de Pés-Graduagédo em Zootecnia, 2020.

1. Til4pia do Nilo (Oreochromis niloticus) - Genética. 2. Avaliacdo genética. 3. Bem-
estar animal. 4. Peixes - Estresse. 5. Peixes - Expressao génica. |. Oliveira, Carlos
Antonio Lopes de, orient. Il. Universidade Estadual de Maringa. Centro de Ciéncias
Agrarias. Departamento de Zootecnia. Programa de Pds-Graduagdo em Zootecnia. lll.
Titulo.

CDD 23.ed. 639.3774

Marcia Regina Paiva de Brito - CRB-9/1267




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS

PODE-SE MELHORAR O BEM-ESTAR EM TILAPIA DO
NILO POR MEIO DE SELECAO GENETICA?

Autor: Filipe Chagas Teod0zio de Araljo
Orientador: Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira

TITULACAO: Doutor em Zootecnia - Area de Concentracdo Producio
Animal

APROVADO em 18 de dezembro de 2020.

Prof. Dr. Ricardo Pereira Ribeiro Prof. Dr. Jayme Aparecido Povh

\'\‘,u‘,‘{‘tu—":" ‘ ]) ‘}u(fv)w.—’ﬂ

\ Porfé Dr2 Angelina Bossi Fraga Prof. Dr. Ricardo Souza
Vasconcellos

Prof. Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira
Orientador



A vida foi feita para se viver, caso contrario, ndo seria tao facil de perdé-la...

“Chagas Araujo”



Ao meu avd Anacleto Coutinho e ao meu filho Filipe Filho

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por ter me dado forga e coragem para enfrentar todos os
obstaculos da minha vida.

Ao meu orientador Dr. Carlos Antonio Lopes de Oliveira, por ter aceito como
orientado, sempre paciente e amigo durante todo trabalho. Muito obrigado pela
oportunidade.

Ao professor Dr. Ricardo Pereira Ribeiro, que deu todo seu apoio e sempre se
colocou a disposicao para ajudar.

A Dr2. Angelina Bossi Fraga, que sem seu apoio e incentivo, nada disso teria
acontecido. Muito obrigado!

Ao meu avd Anacleto Coutinho, que aprendi muito com seu conhecimento,
caréater, suas conversas € no dia a dia em sua loja que muito tempo passei.

Aos meus pais, Ernesto de Aradjo Neto e Maria Inez Chagas Teoddzio de Araujo,
que apesar de tudo sempre me apoiaram, ndo deixando faltar nada e dando todas as
condicdes para que eu estudasse. Muito obrigado por tudo, amo vocés.

Aos meus irmados, Arthur Chagas e Rodrigo Chagas, por estarem juntos comigo
nessa batalha. Sempre juntos e unidos (Os Irmé&o!).

Aos meus tios, Ronaldo Constante e Maria Tereza Chagas, que me acolheram em
sua residéncia, com todo amor, carinho e assisténcia necessaria para minha formacao.
Muito obrigado. E, aos meus primos, Daniel, David, Danilo, Pedro, Bruno e toda minha
familia que sempre estiveram ao meu lado.

A minha esposa, Suellen Francisca Biuk, por ter paciéncia e por sempre estar ao
meu lado em todos os momentos. Te amo minha princesa albina...

Aos meus sogros Augusto e Zuleica. E, as minhas cunhadas e concunhados
Alexandra, Graziele, Adriano e Cléber. Muito obrigado!

A todo grupo de pesquisa PeixeGen, aos funcionarios da CODAPAR - Vitéo,
Cleiton e Zé Puta, pelo acolhimento. Muito obrigado! E, aos professores e funcionarios
do PPZ-UEM que contribuiram para a minha formacéo profissional. Obrigado!

A CAPES, por conceder a bolsa de estudos.

A todos 0s meus amigos, em especial, Eric, Humberto, Jailton, Rodrigo, Karla,
Lais, Gustavo, Gabriel, Pingola, Bunda, Pedrinho pegacéao (falta o grave), Fernando (o
mair lambe charque do PR) e Leozao (O rei do butica “midé papai”), por contribuirem de

alguma forma para minha formacéo. Obrigado a todos!



BIOGRAFIA

Meu nome ¢é Filipe Chagas Teoddzio de Aradjo, filho de Ernesto de Araujo Neto
e Maria Inez Chagas Teod6zio de Aradjo, tenho 27, casado, pai de um menino e natural
de Macei6-AL. Ainda na infancia me mudei para uma fazenda no interior do estado onde
vivi até a adolescéncia com meu pai, minha mae e dois irmaos.

Pelo fato de meu pai ser agricultor e minha mée ser professora, sempre fui
incentivado a desenvolver habilidades aliadas ao campo e ao hébito pela leitura. Além
disso, tive muito contato com o comércio atraves do meu avl, um comerciante nato que
é o alicerce de toda familia. Muito provavelmente, esses foram os motivos para escolher
0 curso de Bacharel em Zootecnia, visto que 0 agro é campo, pesquisa e comércio.

Aos 17 anos, voltei a capital Macei6 para fazer o tdo sonhado curso superior.
Nesse periodo, passei a morar com meus tios Ronaldo e Maria Tereza. Na casa deles,
morei durante os 4 anos da graduacdo (2010 - 2014) e os 2 anos do Mestrado (2014 -
2016), ambos realizados na Universidade Federal de Alagoas. Essa etapa da minha vida
foi de grande aprendizado, pois, além do conhecimento adquirido na &rea, foi a minha
primeira experiéncia longe da casa dos meus pais, tempo em que desenvolvi grande senso
de responsabilidade e autoconfianca.

Em 2017, iniciei o doutorado pelo programa de P6s-Graduacdo em Zootecnia da
Universidade Estadual de Maringa, onde moro atualmente. A realizacdo do doutorado foi
uma das etapas que mais marcou minha vida, pois eu pude mostrar a muitas pessoas que,
assim como eu, “estudante de escola publica de interior e filho de um pequeno agricultor
e de uma professora”, todos podem conquistar seus sonhos se tiver foco, determinagado e
um objetivo definido.

Por fim, digo que as experiéncias conquistadas ao longo dos anos, na area de
Zootecnia, com énfase em Melhoramento dos Animais Domeésticos, Estatistica
Experimental, Aquicultura, Ovinocultura e Bovinocultura me tornaram um profissional
com perfil para trabalho em equipe, pesquisa, vendas, planejamento estratégico, estudo

de mercado e gestdo integrada.



Vi

INDICE

Paginas
LISTADE TABELAS ...ttt bbb Vil
LISTA DE FIGURAS.......coieetttetee ettt viii
RESUMO ...ttt ettt bbb bbbt ek e ettt e ettt bt rebenas ix

ABSTRACT .ttt ettt e b ettt e e bt e e s bt e ekt e e bt e be e e R b e e eRe e e be e ann e e beeaneeene e X
I, INTRODUGAD.......ocoitieeeeeeeee ettt 11
1. Considerag0es PreliMiNares.........cooiieieieiieierires e 11
2. SODIE aS THIAPIAS. ... .cecieie e e 12
3. Bem-estar ANIMAl.........cccoooiiiieiii et reenas 15
4. Adaptabilidade e Resposta a0 eStreSSe €M PEIXES.........covrererreririirrereeieseseneeeeeeennens 18
5. GlICOSE BIM PRIXES. .. v curetiiteitie ittt ete st ete ettt sttt e st e st e e te e e s besbeess e besbesneesreerenas 20
6. Proteina transportadora de glicose tipo L (GLUTL).....ccccvcveiviieii i 21
LITERATURAS CITADAS. ...ttt 24
Il. OBJETIVO GERAL. ..ot 30
11, OBJETIVOS ESPECIFICOS.......cooieeeeeeeeeeeee et en et 30
V. Comportamento glicémico em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)........... 31
RESUMO. ...ttt ettt nnb e enb e e e nan e e e e 31
IO ] (0T [N o7 T TSRS 33
2. MELOUOIOGIA. .. vt 35
2.1. Comportamento glicémico em diferentes periodos de jejum..........c.cccevvvevveiecnennens 35
2.2. Comportamento glicémico em varios horarios de colheita sanguinea dentro de um
INtErvalo de JEJUM FIXO.....coiuiiiieieieise e 36
3. RESUIAAODS. ... e 38
3.1. Comportamento glicémico em diferentes periodos de jejum............ccccoeverreenene. 38
3.2. Comportamento glicémico em vérios horarios de colheita sanguinea dentro de um
iNtervalo de JEJUM FIXO......coooi i e 39
N D 1T 1 1 Lo SRR 41
5. CONCIUSED. ... ettt ettt sttt 44
B. RETEIBNCIAS. ... eeveeieieiii ettt et e e te e nrees 45
T AANIEXOS. .ottt ettt h et R et R bt bR e e b e b e r e nnr e 48
V. Pode-se melhorar o bem-estar em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por
MEI0 de SEIECAD JENELICA?........ccueeiecic e 51
RESUMO. ...ttt e ettt e e et e e ebneeenes 51
IO ] (0T [N o7 T TSRS PPOSRPRSPPSN 53
2. MELOUOIOGIA. .. vttt 54
2 O o To: | SRS 54
2.2.Estimacg&o de pard@metros genéticos e avaliacdo genética das caracteristicas niveis de
GlICOSE SEIICA € PESO VIVO. ...ueiiriieiiiieiieiieieie sttt 54
2.3.Expressao dos genes Catalase € GIUCOSE TranSPOrte........c.ecvvververereeieeseseaeesenenns 56
2.4.ReSPOSLA 80 MANEJO......eive e ieeeieete e eteeee st steesee ettt enee e ereesee et e stesreeneeneesaesreeneeneeneens 58
3. RESUIAAOS. ...ttt et nra e 59
3.1. Estimagdo de pardmetros genéticos e avaliacdo genética das caracteristicas niveis
de gliCOSE SEFICA € PESO VIVO......eiuiieeeieieiieieiieeieiesee ettt ne et eene e e see e seenenseneas 59
3.2. Expressdo dos genes Catalase e GIUCOSe TranSpPorte.........cccvvvevervevesierieseseeriennns 60
3.4. RESPOSLA 80 MANEJO.....euvereeriereeiietiteieseese et ettt ettt se e e s et ne e enenes 60
A, DISCUSSED. ... eeuvieeeitienteaieeatee st ettt e ste ettt e sbe et e bt esbeesbesbe e beeneesbeesbeenbesreenbeennenreas 62
4.1. Estimacdo de parametros genéticos e avaliacdo genética das caracteristicas niveis
de gliCOSE SErICA € PESO VIVO......eiuiiveeieieiieiisieeiesiesee e e seeesse st ste et ene s sreeesee e enenseneas 62
4.2. Expressao dos genes Catalase e Glucose TranSporte..........ccceeevereerereereereererseeneenes 63
4.3. RESPOSLA 80 MANEJO.....eeveeiiiiiiite sttt sttt sttt sr ettt e b 65
ST 04 Tod 11157 o J OSSPSR 67

B.  RETEIENCIAS. ... ettt 68



Vi

LISTA DE TABELAS
Paginas
IV.  Comportamento glicémico em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)......... 31
Tabela 1 — Parametros de qualidade de &gua dos eXperimentos............cccevvevveieereeieesnn, 38

Tabela 2 — Estatistica descritiva e teste de médias do nivel sérico de glicose, peso,
comprimento total, comprimento padréo, fator de condi¢édo, tempo de espera e tempo de

colheita em relacéo ao sexo em Tilapia do NilO...........ccooeiiiiiiiiiii s 38
Tabela 3 — Estatistica descritiva e teste de médias do nivel sérico de glicose e peso em
relagdo ao sexo em tilapia do NIlO.........coooiiiiiiiii e 40

Tabela 4 - Estatisticas descritivas e analise de variancia dos niveis glicémicos (GL), peso
vivo (PV), comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP), fator de condicéo (FC),

Tabela 5 — Estatisticas descritivas e analise de variancia dos niveis glicémicos e peso em
diferentes horarios quando submetidos ao periodo de jejum sugerido pela primeira

L] 1T USRS 49
Tabela 6 — Cronograma de colheita sanguinea (eXperimento 1).........cccocevvrerrenieserennnes 50
V. Pode-se melhorar o bem-estar em Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) por

Mei0 de SEIECAD JENELICA?........eccvi e 51

Tabela 1 — Numero de Animais (ANI), nimero médio de progénies por familia (PF),

nivel de glicose (GL) € PESO VIVO (PV)....cuiiiiiieeeiie ittt 55
Tabela 2 — Fatores com "X " foram os que compuseram 0s modelos nas analises
0] (= - T (- S 56
Tabela 3 — Primers utilizados para a rea¢do quantitativa em cadeia de polimerase em
tempo real (RT-0PCR)....oviniiii e, 57
Tabela 4 — Parametros de qualidade de agua dos eXperimentos............cccevvevveeeereeinennen, 59

Tabelas 5 - (Co)variancias, herdabilidades e correlacdo genéticas das caracteristicas nivel
de glicose (GL) e peso vivo (PV) em Tilapia do Nilo obtidas em analises bicaracter.......59
Tabelas 6 — Resposta direta e correlacionada e seus respectivos ganhos das caracteristicas
nivel de glicose em mg/dL (GL) e peso ViVO €M g (PV)..c..ccoviiiiiiniiiiinenesie e 60
Tabela 7 — Resposta ao estresse em dois grupos de Tilapias do Nilo (alto e baixo valor
geneético-VG para glicose) antes e depois de um manejo de rotina quando considerado
10% dos melhores individuos de cada grupo...........cccoerirerieiene s 61



viii

LISTA DE FIGURAS

Paginas

. INTRODUGAO . ......cocouiieieeeteeieeteetee s ses st ses s 11

Figura 1: Semelhanca entre o peixe e 0 homem (Adaptado: Pedrazzani et al.,

IV.  Comportamento glicémico em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)......... 31

Figura 1 — Modelo de regresséo segmentada na avaliacdo da glicemia em relagéo ao

periodo de jejum em Tilapia do Nil0.........cccoviiiiiiiiii e 39
Figura 2 — Comportamento da glicemia em tilapia do Nilo submetidas ao periodo de
JEJUM A8 12 @ 21 NOTAS......eiveeieieiecie ettt re et e e e s reesneene e rae e e 40
Figura 3 —Procedimentos para a coleta dos dados do experimento L...........cccccccevevvrenenn. 50

V. Pode-se melhorar o bem-estar em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por
Mei0 de SEIECAD JENELICAY........eccvi e 51

Figure 1 — Analise de expressao dos genes Catalase (CAT) e Glucose Transporter e
(GLUTL) em Til&pia do NIlO.......ccoiieiiiieeeeee e 60



RESUMO

A preocupacao sobre as condigdes que os animais de producdo séo criados e manejados
vem sendo discutido em nivel mundial, por consumidores, pesquisadores e 0rgaos que
trabalham em prol do bem-estar animal. O desenvolvimento de ferramentas para a selecéo
de animais que apresentam melhor condicionamento as condi¢des de cultivo, podem ser
uma alternativa para a producéo de linhas genéticas mais robustas. Neste sentido, esta
pesquisa trata da avaliacdo de indicadores para melhorar o condicionamento ao ambiente
de cultivo em peixes, utilizando para isso a glicose plasmatica, objetivando responder a
seguinte indagacdo: pode-se melhorar o bem-estar da Tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus) por meio de sele¢do genética? Para isso, foram realizados cinco experimentos.
O primeiro experimento avaliou os niveis séricos de glicose em diferentes tempos de
jejum. O segundo experimento avaliou 0 comportamento da glicemia em varios horarios
de colheita sanguinea dentro de um intervalo de jejum fixo. Em seguida, foram estimadas
as herdabilidades e demais parametros genéticos das caracteristicas nivel de glicose
sanguinea (GL) e peso vivo (PV) (experimento 3). Com essas informac6es foi possivel
identificar dois grupos distintos um constituido por animais com baixo valor genético
para GL (EBV Low) e outro com animais de alto valor genético para GL (EBV High) o
que possibilitou avaliar a expressao dos genes Catalase (CAT) e Glucose transporte 1
(GLUT1) (experimento 4). No quinto experimento foi avaliado a resposta ao manejo entre
0s grupos EBV Low e EBV High. A herdabilidade estimada para GL (0,26) e a correlacédo
positiva e favoravel entre GL e PV (0,32) indicam variabilidade genética suficiente para
utilizacdo da caracteristica como critério de selecdo. As respostas a selecdo direta e
correlacionada mostraram ganhos genéticos para ambas caracteristicas. A expressao do
gene CAT entre os grupos ndo apresentou diferenca. Por outro lado, a expressdo do gene
GLUT1 teve maior expressdo no grupo EBV High (0,013 UA) em comparagéo ao grupo
EBV Low (0,005 UA). A resposta ao manejo indicou que os animais do grupo EBV High
sdo mais condicionados ao sistema de cultivo apresentando desempenho superior apds
um manejo estressante. De acordo, com a relagdo entre a animal-ambiente-glicose,

conclui-se que a sele¢do genética pode sim melhorar o bem-estar em Til&pia do Nilo.

Palavras-chave: avaliacdo genética, bem-estar animal, condicionamento ambiental,

estresse, expressdo génica, jejum em peixe



ABSTRACT

Concern about the conditions in which farm animals are raised and handled has been
discussed worldwide, by consumers, researchers and agencies that work to promote
animal welfare. The development of tools for the selection of animals that present better
conditioning to the cultivation conditions, can be an alternative for more robust genetic
lines production. In this sense, this research deals with the evaluation of indicators to
improve the conditioning to the fish farming environment, using plasma glucose for this
purpose, aiming to answer the following question: Is it possible to improve the welfare of
Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) through genetic selection? For this, four experiments
were carried out. The first experiment evaluated serum glucose levels at different times
of fasting. The second experiment evaluated the behavior of blood glucose at various
times of blood collection within a fixed fasting interval. Then, the heritability and other
genetic parameters of the characteristics blood glucose level (GL) and live weight (PV)
were estimated (experiment 3). With this information it was possible to identify two
distinct groups, one consisting of animals with low genetic value for GL (EBV Low) and
the other with animals with high genetic value for GL (EBV High), which made it
possible to evaluate the expression of Catalase (CAT) and Glucose transport 1 (GLUT1)
(experiment 4). In the fifth experiment, the response to management between the EBV
Low and EBV High groups was evaluated. The estimated heritability for GL (0.26) and
the positive and favorable correlation between GL and PV (0.32) indicate sufficient
genetic variability to use the trait as a selection criterion. The responses to direct and
correlated selection showed genetic gains for both traits. The CAT gene expression
between the groups showed no difference. On the other hand, the GLUT1 gene expression
had greater expression in the EBV High group (0.013 AU) compared to the EBV Low
group (0.005 AU). The response to management indicated that the animals in the EBV
High group are more conditioned to the culture system, presenting superior performance
after a stressful management. According to the relationship between animal-environment-
glucose, it is concluded that genetic selection can indeed improve well-being in Nile

Tilapia.

Keywords: genetic evaluation, animal welfare, environmental conditioning, stress, gene

expression, fasting in fish
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l. INTRODUCAO

1. Considerag0es preliminares

A producdo aquicola global, segundo a FAO (2020) é de 179 milhdes de toneladas
e deve aumentar ainda mais, podendo alcancar 204 milhGes de toneladas em 2030. No
ano de 2014 foi observado, pela primeira vez, aumento na producao de cultivo em relacéo
as capturas extrativistas (FAO, 2018). Vale ressaltar, que os produtos provenientes da
pesca sempre dominaram a mesa do consumidor, porém, segundo o ultimo levantamento
52% dos peixes consumido no mundo sdo provenientes da aquicultura. (FAO, 2020).

A FAO (2020) projeta para América Latina e o Caribe, a redugdo de -4,7% na
producdo pesqueira (pesca e aquicultura), até 2030, passando de 17,59 milhGes de
toneladas para 16,73 milhGes de toneladas. O Brasil deve registrar crescimento de 32,2%
na producao da pesca e aquicultura em 2030 (FAO, 2020).

A América Latina e o Caribe até 2030 irdo apresentar uma expansdo importante
na producdo aquicola (peixe de cultivo) podendo chegar a 32,8%, saltando de 3,14
milhGes de toneladas para mais de 4,17 milhdes de toneladas. O crescimento da atividade
no Brasil se deve aos investimentos feitos nos Gltimos anos, nas areas de nutricdo,
reproducdo, sanidade, politicas publicas e principalmente em material genético de
qualidade. No entanto, é registrado o menor consumo per capita de apenas 9,8 kg/ano
menos da metade da média global (20,5 kg de peixe/ano) e abaixo do recomendado pela
FAO que é de 12 kg de peixe/habitante/ano. Em 2015, a regido consumiu apenas 6,2
milhdes de toneladas de pescado, menos que todas as outras regides do mundo (FAO,
2020).

Até 2030, espera-se que 0 consumo total de pescado aumente em todas as regides
e sub-regides, com forte crescimento projetado na América Latina (+ 33%), Africa
(+27%), Oceania (+22%) e Asia (+19%) (FAO, 2020). Segundo o mesmo relatério o
desenvolvimento de projetos e politicas publicas que incentivem a incluséo de peixe na
alimentacdo escolar e em outros setores poderia aumentar de forma significativa o
coNsSuMoO per capita na regiao.

No Brasil a producdo de peixes de cultivo teve aumento de 4,9% atingindo a
producéo de 758.006 toneladas com base no ultimo levantamento da PeixeBR (2020). As
especies de Tilapias sdo os peixes mais cultivados (432.149 toneladas) representando
57% da producdo nacional, mantendo o pais como o quarto maior produtor de Til&pias

do mundo e mostrando a importancia dessa espécie no setor aquicola brasileiro. Os peixes



12

nativos seguem firmes como a segunda espécie mais importante para o setor contribuindo
com 38% da producéo brasileira, sendo o Tambaqui o destaque entre eles (PeixeBR,
2020).

2. Sobre as Tilapias

As Tilapias sdo originarias da Africa, Jordania e Israel, sdo representadas
aproximadamente por 70 espécies distintas. Recentemente, as tilapias de importancia
econémica estdo divididas em trés principais grupos taxondmicos, tendo como base 0
comportamento reprodutivo, como as do género Tilapia spp (incubam seus ovos em
substratos), Oreochromis spp (incubam os ovos na boca da fémea) e Sarotherodon spp
(incubam os ovos na boca de ambos) (Carvalho Filho, 1995, Crosseti, et al., 1988).

Com base em registros historicos (pinturas egipcias) a criacdo de Tilapias visando
a alimentacdo humana existe desde 2500 anos a.C. Ha relatos de que a tilapia foi o peixe
que Jesus multiplicou para alimentar a multidao faminta. Tal fato inclusive, é aproveitado
atualmente como mote de grande campanha de marketing orientada por especialistas
israelenses, que passaram a chamar a tilapia de St. Peter’s fish ou peixe de Sao Pedro
(Popma & Lovshin, 1995). Porém, sua criacdo teve inicio no Quénia, apenas em 1927
com técnicas muito rudimentares e sem uma espécie especifica. Em 1950 na Africa, foi
quando o cultivo da til&pia de forma mais organizada foi iniciado e teve grande impulso
a partir de estudos desenvolvidos entre 1961 e 1965. Nesse periodo novos métodos foram
desenvolvidos e a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) passou a ser o peixe referéncia,
respondendo bem as novas técnicas e mostrando resultados surpreendentes (Lima, 2003).

No Brasil a primeira introducdo da tilapia foi em 1953, no estado de Séo Paulo. A
espécie escolhida foi a Tilapia rendalli do Congo com a justificativa de aproveitar as
plantas aquaticas superiores e algas, dos reservatérios hidrelétricos da Light Sdo Paulo
(holding Brazilian Traction Light and Power Co. Ltd.) e das propriedades agricolas
(Lima, 2003). Posteriormente, em 1971, o Departamento Nacional de Obras Contra a
Seca (DNOCS) introduziu a espécie Tilapia Nilética (O. niloticus) visando o povoamento
dos reservatorios publicos na regido do Nordeste. No entanto, o baixo indice produtivo
da primeira espécie introduzida (Tilapia rendalli) e a alta prolificidade e consanguinidade
da segunda (Oreochromis niloticus) foram os principais entraves encontrados (Oliveira
et al., 2007). O que levou muitos pesquisadores a considerarem essas importages como
0 maior fracasso da piscicultura das Ultimas décadas, sendo indesejavel e até considerada

como praga (Popma & Lovshin, 1995).
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Esses fatores aliados a necessidade de substituir a tilapia do Congo, que apesar de
bastante disseminada ndo apresentava resultados satisfatérios, a Tilapia do Nilo e a
Tilapia de Zanzibar foram introduzidas no estado de Sdo Paulo, em 1973 (Lima, 2003).
Em 1981, foram introduzidas as Tilapias vermelhas, Oreochromis mossambicus (Tilapia
de Mocambique). Porém, a consanguinidade e a falta de programas de melhoramento
genético trouxeram 0s mesmos problemas que foram relatados nas introdugdes anteriores.
Em 1996, houve a importacdo de uma linhagem dita melhorada da Tildpia Nil6tica,
populacdo Chitralada. Em 2002, foi introduzida uma nova linhagem de Tilapia Nilotica,
a GenoMar Supreme Tilapia, e depois a FishGen (Genetically Male Tilapias — GMT)
(Oliveiraet al., 2007).

Por fim, em 2005 foi introduzida linhagem GIFT de Tilapia do Nilo, da Malésia,
entre uma parceria da WorldFish Center com a Universidade Estadual de Maringa dando
inicio ao desenvolvimento de uma variedade melhorada adaptada as condi¢es brasileiras
de cultivo (Ribeiro & Vargas, 2011). A introducdo das linhagens melhoradas e o0 uso da
técnica de incubacdo artificial, com controle do sexo, deram novo impulso a atividade e
se iniciou a fase industrial da tilapicultura brasileira.

Apds um inicio conturbado as Tilapias reapareceram nos viveiros brasileiros e de
outros paises. Com o auxilio de novas técnicas de manejos, nutricdo e um consolidado
programa de melhoramento genético, tornou-se, o primeiro peixe mais cultivado no Brasil
e 0 terceiro mais cultivado no mundo, ficando atras apenas de duas espécies de carpa.
Algumas das caracteristicas que colocaram as tilapias no podio das principais espécies
cultivadas comercialmente s&o:

o facilidade de reproducéo e obtencéo de alevinos;

e possibilidade de manipula¢do hormonal do sexo para obtencdo da masculinizagao;

e capacidade de aproveitar alimentos naturais em viveiros;

e conversdo alimentar entre 1 a 1,8;

e Dboa aceitacdo de diversos tipos de alimentos;

e bom crescimento em cultivo intensivo (5 a 500g em 4 a 5 meses);

e grande rusticidade, a0 manuseio intenso e 0s baixos niveis de oxigénio dissolvido
na producdo, além, de excelente resisténcia as doencas;

e carne branca, de textura firme, sem espinhos, de sabor pouco acentuado e de boa

aceitacéo.
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Vale ressaltar que os programas de melhoramento genético de Tilapias conduzidos
no Brasil sdo considerados, em se tratando de espécies tropicais, referéncia no mundo.
Dentre eles, destacam-se PMGT/UEM com a variedade TILAMAX e COPACOL no PR,
Aquaporto/Aquaamerica — Brasil, Aquabel/Aquagen — Brasil, Royal Fish — Rei da Tilapia
e SPRING Genetics em SP, DNOCS no CE, EPAGRI em SC, UFLA, UFMG e UFVIM
em MG.

No entanto, muito tem que se trabalhar quando se trata da piscicultura nacional.
As diferentes condigdes edafoclimaticas, de sistemas de cultivos e demanda do mercado
consumidor existentes no Brasil, poderdo levar ao desenvolvimento de linhagens
especificas para cada regido, sistema de producdo e mercado a ser atendido. Neste sentido,
algumas caracteristicas poderdo ser utilizadas como critério de selecdo em programas de
melhoramento genético. Dentre elas pode-se citar a reducdo do dimorfismo sexual,
conversdo alimentar, aspectos sanitarios: resisténcia a patégenos, rendimento e qualidade
de file e 0 bem-estar animal.

Levando em consideracdo o atual mercado consumidor uma das caracteristicas
citadas acima merece destaque — € o caso do bem-estar animal. O bem-estar dos animais
de producéo é discutido ndo somente entre grupos que trabalham em defesa dos direitos
dos animais, mas uma discussdao a nivel mundial, fazendo parte da legislacdo da
Comunidade Comum Europeia e da Organizacdo Mundial de Saude Animal a World
Organisation for Animal Health (OIE, 2014). Segundo Freitas et al. (2017), o preco dos
produtos de origem animal, em alguns mercados, ndo é mais o0 precursor para a aquisicao
pela sociedade, atualmente, as exigéncias em termos de praticas humanitarias em todas
as etapas do sistema de producdo (manejo na propriedade, durante o transporte e no abate)
tém sido bastante questionadas pelos consumidores.

A Dbusca por melhor interacdo animal-ambiente-instalacdo, também é muito
importante para 0 aumento da produtividade de todo sistema, além de proporcionar aos
animais um ambiente mais saudavel. Vale ressaltar que animais menos adaptados séo
mais estressados e tendem a ter baixos desempenhos produtivos e reprodutivos e sdo mais
suscetiveis a doencas. Além disso, animais com elevado nivel de estresse apresentam
produtos com caracteristicas organolépticas e tempo de prateleira inferior a animais ndo

estressado (Mendes et al., 2015), prejudicando assim, toda cadeia produtiva.

3. Bem-estar Animal
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Desde que o conceito de bem-estar animal foi citado pela primeira vez em 1995,
inimeras defini¢des para bem-estar animal foram criadas, entre elas pode-se citar “o bem-
estar, refere-se, ao estado de adaptacdo de um individuo em relagdo a um ambiente”
(Broom, 1986). Dessa forma, o bem-estar animal esta intimamente associado aos
conceitos de necessidades, liberdades, felicidade, controle, capacidade de previséo,
sentimentos, sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, salde, estresse e adaptacdo (Broom,
1986).

Sendo assim, a fim de avaliar o bem-estar animal dentro de um sistema de
producdo, € necessario primeiro conhecer como esses animais se comportam em
ambientes naturais. Neste aspecto, o estudo do comportamento dos animais (etologia) traz
uma visdo fundamental do conhecimento e respeito a biologia e fisiologia destes
individuos. As pesquisas desenvolvidas nessa area auxiliam a adaptar sistemas de
producdo e desta forma obter melhores resultados econdmicos, seja aumentando a
eficiéncia do sistema de criacdo e/ou obtendo produtos de melhor qualidade.

A preocupacdo sobre as condi¢cdes que os animais de producdo sdo criados e
manejados vem sendo discutido a nivel mundial, por grupos de pesquisas e 6rgaos que
trabalham em defesa da preservacdo do bem-estar animal (OIE, 2014). A avicultura,
suinocultura e bovinocultura estdo sendo pressionadas (OIE, 2014) e em muitos casos
taxadas, por esses 6rgaos, como produtoras de dor e sofrimento aos animais em pros de
maior lucratividade do sistema. Como exemplo, pode-se citar o furto das aves em 2016
do campus da USP em Pirassununga, ligados ao movimento veganos e de protecdo aos
animais.

Porém, nada é mencionado sobre a piscicultura ou até mesmo sobre as pescas
esportivas. Sao0 comuns programas televisivos sobre pesca esportiva, 0s quais mostram a
captura de peixes através de um anzol que rotineiramente esta fixado na boca do animal
e desse modo, 0 mesmo, é arrastado para o barco sem causar nenhum trauma ou remorso
por parte de quem esta assistindo ou de entidades que prezam pelo bem-estar animal.
Neste contexto, surge a indagacao: “os peixes sdo animais sencientes?”

As pesquisas referentes ao bem-estar dos peixes durante as etapas de producado se
encontram em passos iniciais no Brasil e no mundo. Sendo praticamente desconhecido
para consumidores, produtores e legislacdo vigente. No entanto, a maioria das evidéncias
apontam para a senciéncia em peixes (Pedrazzani et al., 2007). Dessa forma, subtende-se,

que os peixes tém a capacidade de sentir sensacdes e sentimentos de forma consciente,
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ou seja, ttm a capacidade de ter percepgdes conscientes do que Ihes acontecem e do que
0s rodeiam.

Alguns exemplos de que os peixes sdo animais conscientes e sentem dor, pode
citar: os confrontos entre Tilapias, para intimidar seu oponente os machos eles mudam de
cor, ficando com um tom mais avermelhado, evitando assim, brigas prolongadas. A
mudanca da cor do corpo das Tilapias pode ser indicativa de que os peixes conservam
memorias e sugerem que, 0S mesmos, possuem consciéncia (Pedrazzani et al., 2007).

Com relacdo aos peixes sentirem dor, estudos mostram que a regido do celebro
que transfere o estado de dor nos outros vertebrados € o0 mesmo nos peixes (Figura 1).
Vale ressaltar, que as reacGes metabolicas e comportamentais quando 0s peixes passam
por situacdes de estresse, segundo Pedrazzani et al. (2007), reforca a evidéncia de que os
peixes podem sentir e reagir de maneira consciente aos diversos estimulos de forma
similar aos mamiferos, com base nos conceitos de fisiologia e psicologia (Figura 1).

Neste aspecto, a preservacao do bem-estar na piscicultura é tdo importante quanto
na avicultura, suinocultura e bovinocultura. Sendo assim, da mesma maneira que,
atualmente, o consumidor e/ou legislacdes cobram pelo bem-estar dos outros animais de

producdo, comecara a fazer consideracdes sobre o bem-estar dos peixes.
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Figura 1: Semelhanca entre o peixe e 0 homem (Adaptado: Pedrazzani et al., 2007).

A preservacao do bem-estar nos peixes se torna muito importante para o mercado
piscicola, pois estudo conduzido na Universidade Federal do Parana, pelo Laboratério de
Bem-estar Animal - LABEA/UFPR, no Municipio de Araucéria, Parand, com o objetivo
de saber a opinido da populagdo da regido sobre a capacidade dos peixes em sentir
sensacdes e sentimentos de forma consciente. Teve como resultados que, das 357 pessoas
questionadas, 87,5% acreditavam que o0s peixes sentem dor (Pedrazzani et al., 2008).

Neste contexto, h4 reconhecimento do estado de consciéncia dos peixes, por parte
dos consumidores. Este resultado pode ser uma alternativa para o setor, no qual, o
produtor que preza pelo manejo consciente dos animais e pela preservagao do bem-estar
dos mesmos, podera agregar valor aos produtos. Além, de quebrar o paradigma, de boa
parte da sociedade, de que os animais de producdo vivem em condic¢des indignas,
tornando assim, o setor da piscicultura bem visto pelos consumidores.

No entanto, ndo é tdo simples dentro de um sistema de producdo lidar com os
estressores ambientais, que podem na extensdo que excedem as capacidades de defesa e
de compensacdo dos animais, afetar adversamente o desempenho, a salde e o bem-estar
dos animais. Porém, o manejo ambiental pode através da selecdo de animais mais



18

adaptados aos sistemas de cultivos, projetos, operacdes racionais das instalacbes e
equipamentos reduzir ou eliminar os efeitos do estresse, suas respostas e incrementar a

lucratividade do empreendimento zootécnico.

4. Resposta ao estresse em peixes

A intensificagdo dos sistemas de cultivos tende a proporcionar aos peixes de
producédo, ambientes que diferem daqueles encontrados em seu habitat natural, essas
mudancas podem resultar na perturbacdo da homeostasia do peixe. A manutencao do
equilibrio homeostatico interno é de extrema importancia para manter as funcfes normais
dos animais. No caso dos peixes, qualquer perturbacdo no equilibrio homeostético, fara
com que 0 mesmo, tente estabelecer um novo equilibrio. Essas reacdes comportamentais
e fisiologicas sdo comumente referidas como resposta ao estresse (Silva et al., 2012).

De acordo com Wendeelar-Bonga (1997), o estresse pode ser definido como uma
condigdo em que o equilibrio dindmico do organismo, ou homeostase, é ameagado ou
perturbado em decorréncia da acdo de estimulos intrinsecos denominados estressores.
Pelo fato de os peixes serem animais pecilotérmicos, 0s mesmos, encontram em
constantes desafios, desde as caracteristicas fisico-quimicas da agua, até conflitos com
outros animais (Barton, 1988). Em sistema de cultivo todos esses estressores ambientais
sdo somados aos de manejo, como: biometrias, transporte, tratamentos, coletas de ovos e
densidades elevadas.

As mudancas fisiologicas desencadeadas quando o peixe reage a ocasides
estressantes aliadas a tentativa de compensacdo € denominada de resposta ao estresse
(Wedemeyer et al., 1990). Moberg (1985) prop0s que a resposta ao estresse seja dividida
em trés fases: resposta primaria - reconhecimento de uma ameaca a homeostase; resposta
secundaria - resposta ao estresse propriamente dita; e resposta terciaria - consequéncias
do estresse. Cada fase é composta por eventos bioldgicos distintos que sdo desencadeadas
pela percepcdo do estressor pelo sistema nervoso central (Barton, 1988).

Para exemplificar as fases do estresse proposto por Moberg (1985), considere que:
guando o peixe sofre algum estresse, os corticosteroides sdo liberados na corrente
sanguinea no momento do estresse (primaria), que induz a gliconeogénese a aumentar a
disponibilidade de glicose para o metabolismo (secundaria). Porém, esse aumento
(gluconeogénese) se da pelo metabolismo lipidico e proteico, prejudicando assim, o

crescimento do peixe, a resposta imune e 0s processos reprodutivos (terciaria).
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Neste contexto, pode-se dizer que a resposta ao estresse em peixes ocorre com
resposta enddcrina, metabolica que ira influenciar no desempenho do animal. A resposta
enddcrina ao estresse (primaria) se da principalmente pela liberagdo dos corticosteroides
plasmaticos, em geral, pelo cortisol e das catecolaminas, destacando-se a adrenalina
(epinefrina). A resposta metabdlica ao estresse (secundéria) seria a elevacao dos niveis
circulantes de glicose (hiperglicemia). Outras respostas metabolicas ao estresse seriam
alteracbes no lactato plasmatico, glicogénio hepatico, equilibrio hidrominario e
caracteristicas hematoldgicas (Mazeaud et al., 1977, Wedemeyer & Mcleay 1981,
Wedemeyer et al., 1984). Como consequéncia as respostas enddcrina e metabdlica séo as
mudangas nos desempenhos dos individuos (terciaria).

Com base nas mudangas nos niveis plasmaticos de cortisol e glicose, segundo
Barton (1988), podem ser manifestados sete casos generalizados sobre as respostas ao
estresse em peixes:

1. o grau de resposta depende da gravidade e duracdo do estressor;
as respostas ao estresse sdo cumulativas;

fatores ambientais afetam as respostas ao estresse;

2

3

4. 0 peixe habituou ao estresse;

5. as respostas ao estresse nao sao universais;

6. ha um custo metabdlico associado ao estresse e;

7. fatores genéticos e ontogenéticos também influenciam as respostas ao estresse.

Assim, a resposta ao estresse pode ser uma ferramenta muito importante para a
selecdo dos individuos melhor condicionados aos manejos da aquicultura, sobretudo para
aqueles cultivados em sistemas intensivos de producdo, os quais tendem a ser mais
estressantes, e, atualmente estdo em expansdo no Brasil e no mundo (Correa et al., 2006).
Vale ressaltar que, quando o animal esta submetido a estresse intenso e constante, a
resposta fisioldgica pode ndo ser mais eficaz e se torna disfuncional, acarretando danos
permanentes a salde e bem-estar animal (Carmichael, 1984), prejudicando todo sistema
de producéo.

Neste contexto, Paranhos da Costa (2000) e Haskell et al. (2014), relatam que a
selecdo de animais de forma a diminuir as reagdes agressivas durante o manejo é essencial
para garantir o bem-estar animal e a eficiéncia do sistema de producéo.

Segundo Simdes & Gomes (2009), as variaveis hematologicas, como a glicose,
sdo de grande importancia para o auxilio de diagndsticos de estresse em peixes. 1sso se

justifica, pois, 0s peixes por serem animais pecilotérmicos tem maior interagdo com o
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ambiente em que vivem, fazendo com que as analises sanguineas mostrem condicGes de
estresse ou estado de salde dos animais, antes que ocorram manifestacGes clinicas

notéveis pelo produtor (Barbieri & Bondioli, 2015).

5. Glicose em peixes

Para o funcionamento normal dos 6rgaos do corpo o ser vivo necessita de energia.
A maioria dos tecidos utilizam como fonte de energia a gordura ou proteina, no entanto,
as células do cerebro e as de defesa, como os globulos vermelhos, utilizam apenas a
glicose como fonte energética (Polakof et al., 2012). Por isso que, em caso de estresse
crénico o individuo tende a ficar com a imunidade debilitada, pois a glicose que seria
fonte de energia para as células de defesa € destinada para outros tecidos

Quando ndo utilizada a glicose é armazenada no corpo como glicogénio. O
principal 6rgdo responsavel pelo armazenamento do glicogénio é o figado. Quando a
glicose circulante vinda da alimentagdo diminui o glicogénio hepético e muscular €
degradado e convertido em glicose. No entanto, entre as refei¢des e durante longos jejuns
ou exercicio intenso, a glicose armazenada nesses reservatorios ndo é sempre suficiente.
Nessas ocasides, 0 organismo tende a sintetizar glicose a partir de precursores nao
carboidratos (piruvato, aminoacidos e glicerol), por gliconeogénese. Ou seja, nesses
casos, a gliconeogénese é responsavel por manter as concentrac@es de glicose sanguinea,
levando em consideracdo o momento do individuo (Polakof et al., 2012).

A regulacdo glicémica do corpo € realizada pelo pancreas, em virtude da acéo
conjunta dos horménios insulina e glucagon. Nesse sentido, as células-beta do pancreas
sdo responsaveis pela producdo da insulina. O papel da insulina é diminuir os niveis de
glicose do sangue. Além disso, a insulina faz com que a glicose seja absorvida pelas
células dos musculos, do figado e do tecido adiposo (Moon, 2001). Nessa absor¢do pode
formar o glicogénio, que servira de reserva energética para os individuos. Por sua vez, o
glucagon e liberado na corrente sanguinea pelas células-alfa do pancreas, realizando o
processo contrario da insulina, ou seja, aumentando os niveis de glicose no sangue. 1sso
ocorre pela sintetizacdo do glicogénio, armazenado nas células dos musculos, do figado
e do tecido adiposo, em moléculas de glicose (Amabis & Martho, 2006).

Por ter certa ligacdo com o principal horménio do estresse (cortisol), a glicose, €
atualmente utilizada em diversas pesquisas como indicativo de estresse. Este fato esta
relacionado, pois quando o individuo passa por algum evento estressante, promove a

liberacdo do cortisol na corrente sanguinea. Nos peixes, o cortisol quando liberado, atua
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de duas formas: mineralocorticoides e glicocorticoides. Os mineralocorticoides tém a
funcgéo de regulacéo osmotica e idnica. Ja os glicocorticoides tém a funcdo de estimular
a glicogendlise e a gliconeogénese hepatica (Wendelaar Bonga, 1997). Esse estimulo
libera na corrente sanguinea grande quantidade de glicose necessaria para a resposta ao
estresse.

O nivel serico de glicose estimados para peixes livres de estresse tem amplitude
de 29 a 93 mg/dL, por outro lado, quando estressado essa amplitude varia de 95 a 180
mg/dL (Tavares-dias & Sandrim, 1998, Deriggi, et al., 2006, Barreto & Volpato, 2006,
Davis & Peterson, 2006, Miller et al., 2007, Moreira et al., 2011, Silva et al., 2012 e
Barbieri & Bondioli, 2015).

A hiperglicemia ap6s eventos estressantes € uma resposta importante do
metabolismo ao estresse em peixes (Wedemeyer et al., 1984). O aumento glicémico induz
a liberacdo das reservas de energia (glicogénio) do tecido através da glicogendlise
podendo influenciar na atividade metabolica (Love, 1980). Segundo Silva et al., (2012),
a glicose passa a ser um indicativo importante de estresse em peixes teledsteos. Para Love
(1980), o aumento da glicose, induzido pelo estresse, € um mecanismo de adaptacao dos
peixes para o fornecimento de energia durante estes eventos.

Neste contexto, acredita-se que a glicose pelo baixo custo e facil mensuracédo
(Chagas et al., 2007; Okamural et al., 2007; Simdes & Gomes, 2009, EL-Khaldi, 2010,
Moreira et al., 2011 e Conde-Sieira et al., 2015), apresenta-se como a principal
caracteristica em pesquisas ligadas a selecdo de animais mais adaptados aos sistemas de
cultivos, quando comparada aos outros parametros sanguineos em peixes (cortisol,

lactato, hematocrito e linfdcitos circulantes).

6. Proteina transportadora de glicose tipo 1 (GLUT1)

A captacdo de glicose pelas células é realizada através dos transportadores de
glicose (GLUTSs), todas as isoformas conhecidas séo distintas e apresentam diferentes
propriedades cinéticas e modos de regulacdo (Carruthers et al., 2009; Joost & Thorens,
2001). Esses transportadores facilitadores de glicose (GLUTS) sdo proteinas-chave que
transportam glicose pelas membranas celulares sendo fundamentais para o controle da
homeostase da glicose (Planas et al., 2000).

As proteinas transportadoras de glicose estdo diretamente relacionadas ao
metabolismo dos carboidratos e possuem grande importancia para a entrada da glicose

nas células dos tecidos periféricos. O GLUT1 é um transportador de glicose insulino-
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independente (Voet & Voet, 2006), ou seja, a captacdo de glicose independe da
estimulac&o pela insulina que é ocasionada principalmente pela alimentag&o.

Ap0s o0 nascimento, a expressdo de GLUT1 tende a diminuir, no entanto a maioria
das celulas ainda o expressa em baixos niveis, porém suficiente para mediar a captacéo
basal de glicose. Entretanto, a expressdo de GLUT1 permanece elevados em células que
dependem principalmente da glicélise para producdo de ATP, como eritrécitos e células
tumorais (Liemburg-Apers et al, 2015). (Planas et al., 2000).

A capacidade celular para captacao de glicose é determinada pela abundéncia de
GLUTSs funcionais na membrana plasmatica. 1sso significa que a captacao de glicose pode
ser regulada pelo trafego de GLUT entre o citosol e a membrana plasmatica. Esse tipo de
regulacdo ocorre em escala de tempo relativamente curto (dentro de 1 h) e representa um
mecanismo relativamente rapido, permitindo as células lidarem com o estresse
metabolico (Liemburg-Apers et al, 2015). A atividade intrinseca dos GLUTSs pode ser
modulada por mudancas conformacionais ou modificacdes pos-traducionais que
aumentam a afinidade da glicose (Asano et al., 1991; Levine et al., 2002). Além disso, a
taxa maxima de captacdo celular de glicose pode ser modulada pela ativacdo ou
desativacdo de GLUTs na membrana plasmatica (Liemburg-Apers et al, 2015).

Foi demonstrado também que o estresse oxidativo leve induzido pela glicose e/ou
glicose oxidase ou xantina/xantina oxidase, regula positivamente a expressdo de GLUT1
aumentando a taxa de transcricdo e a estabilidade do mRNA, levando ao aumento da
atividade do transporte de proteina e glicose do tipo GLUT1 (Kozlovsky et al. 1997).
Segundo Liemburg-Apers et al., (2015), sob certas condi¢6es (ou seja, diferenciacdo), as
células (co)expressam GLUT1 e outros GLUTSs para facilitar o aumento da captacdo de
glicose e apoiar 0 aumento da respiracéo celular.

Do ponto de vista da producdo animal, estudo apontam que a maior expressao do
gene GLUT1 esta correlacionado com o aumento da digestibilidade dos nutrientes, maior
metabolismo de carboidratos e maior absorcédo de glicose pelas células, que por sua vez
tém maiores quantidades de glicose metabolizada, levando a maior competéncia de
desenvolvimento desses individuos (Lopes et al., 2007; Reichardt et al., 2012, Zhang et
al., 2013, Heim et al., 2014).

Krasnov et al. (1999) com o objetivo de examinar o potencial de transferéncia de
genes (humanos) para aumentar o metabolismo dos carboidratos pelos peixes, mostraram

que nas celulas transformadas (com GLUT1 humano) a taxa de absorcdo de glicose
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aumentou 30 a 80 vezes, concluindo que peixes transgénicos superexpressos do GLUT1
humano tém aumento na absor¢do e no metabolismo de glicose.

Outros estudos relatam similaridade estrutural e funcional das proteinas
transportadoras de glicose (GLUTS) entre os peixes e outros vertebrados (Collie &
Ferraris, 1995, Planas et al., 2000, Teerijoki et al., 2001, Diaz et al., 2007, Polakof et al.,
2007 e Diaz et al., 2009), o0 GLUT1 especificamente tem 80-97% de semelhanca (Li et
al., 2018). Neste contexto, levando em consideracdo que 0s peixes onivoros podem
suportar niveis mais altos de carboidratos na dieta (Hemre et al., 1993, Shikata et al.,
1993, Shimeno et al., 1993, Jantrarotai et al. 1998, Deng et al., 2000) e que a maioria das
espécies de teledsteos apresentam "resisténcia a glicose" e as fungdes primarias de altas
concentragcfes plasmaticas de insulina estdo relacionadas ao crescimento e focadas no
metabolismo de aminoacidos (Mommsen et al., 1991). Isso implica dizer, que a selecdo
de peixes com maior expressdo para 0 gene GLUT1 pode contribuir para a selecdo de

animais mais eficientes quanto ao melhor metabolismo de glicose.
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1. OBJETIVO GERAL

Pode-se melhorar o bem-estar da Tilapia do Nilo por meio de selecdo genética?

M. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis séricos de glicose em diferentes tempos de jejum;
Estimar as herdabilidades e demais parametros genéticos das caracteristicas
produtivas e adaptativas de peixes cultivados em tanques-rede;

Verificar a expressao dos genes Catalase (CAT) e Glucose Transporte 1
(GLUT1) nos grupos com alto e baixo valor genético para nivel de glicose;
Quantificar os beneficios da selecdo para nivel de glicose, através da resposta ao

estresse em Tilapia do Nilo;

Iniciar o processo de desenvolvimento de uma variedade de Tilapia do Nilo mais
adaptada as condicdes de cultivo em tanques-rede;

Desenvolver uma metodologia de avaliacdo genética para o bem-estar em Tilapia

do Nilo por meio de niveis séricos de glicose.
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IV.  Comportamento glicémico em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Resumo

O conhecimento do comportamento da glicemia em peixes, € muito importante para
subsidiar pesquisas relacionadas com a utilizacdo dessa variavel, na selecdo de
caracteristicas ligadas ao bem-estar em peixes. Neste sentido, o objetivo do trabalho foi
identificar o periodo correto de jejum e 0 momento ideal (colheita do sangue) para a
estimacdo acurada dos niveis séricos de glicose em Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus). O estudo foi realizado em dois experimentos associados. O primeiro
experimento avaliou o comportamento dos niveis séricos de glicose em diferentes
periodos de jejum. O segundo experimento avaliou o comportamento da glicemia em
varios horarios de colheita sanguinea dentro de um intervalo de jejum fixo. Os resultados
do experimento 1 apontaram para 0 aumento da glicemia na primeira hora (média de
52mg/dL), com pico maximo seis horas apés a alimentacdo (média de 53mg/dL). Com
base na andlise de regressdo segmentada do experimento 1 foi possivel observar o
comportamento e identificar o intervalo de jejum ideal para a avaliacdo da glicemia (das
12 as 20 horas). Tomando esse intervalo de jejum para a avaliacdo da glicose
(experimento 1) foi observado menor baixa variacdo e maior estabilidade dos niveis
glicémicos nos varios momentos de averiguacao (experimento 2). Pode-se concluir, que
o melhor momento para a estimacédo da glicose, visando a utilizacdo dessa variavel como
indicativo de situacdes ou com vistas na utilizacdo desta medida na selecdo de

caracteristicas ligadas ao bem-estar em Tilapia do Nilo, € entre as 12 e 20 horas de jejum.

Palavras-chave: bem-estar animal, colheita de sangue, estresse, jejum em peixe,
PMGT/UEM
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Abstract

The knowledge of glycemia behavior in fish is very important to support research related
to the use of this variable, in the selection of characteristics related to fish welfare. In this
sense, the objective of the work was to identify the correct fasting period and the ideal
time (blood collection) for the accurate estimation of serum glucose levels in Nile Tilapia
(Oreochromis niloticus). The study was carried out in two associated experiments. The
first experiment evaluated the behavior of serum glucose levels in different periods of
fasting. The second experiment evaluated the behavior of blood glucose at various times
of blood collection within a fixed fasting interval. The results of experiment 1 pointed to
an increase in blood glucose in the first hour (average of 52mg/dL), with a maximum
peak at six hours after feeding (average of 53mg/dL). Based on the segmented regression
analysis of experiment 1, it was possible to observe the behavior and to identify the ideal
fasting interval for the assessment of blood glucose (from 12 to 20 hours). Taking this
fasting interval for glucose assessment (experiment 1), less low variation and greater
stability of glycemic levels were observed in the various moments of investigation
(experiment 2). It can be concluded that the best time to estimate glucose, aiming at using
this variable as an indication of situations or as a measure in the selection of

characteristics related to well-being in Nile Tilapia, is between 12 and 20 hours of fasting.

Keywords: animal welfare, blood collection, stress, fasting on fish, PMGT/UEM
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Introducéo

O aumento da demanda por alimento e a exigéncia de produzir mais utilizando a
mesma area fez com que os sistemas de producéo se tornassem cada vez mais intensivos.
Nesse sentido, a aquicultura nos ultimos anos vem passando por um rapido processo de
modernizacéo e intensificacdo, tornando o setor cada vez mais produtivo.

As Tilapias, por apresentarem caracteristicas de robustez se adaptaram bem a esse
rapido processo de modernizacdo e intensificacdo, tornam-se uma das espécies mais
produzida do mundo. Segundo dados da PeixeBR (2020) em 2019 o Brasil produziu
aproximadamente 432.149 mil toneladas de Tilépias, representando 57% da producéo
piscicola nacional, mantendo o pais como o quarto maior produtor de Tilapias do mundo.

Alguns autores relatam que maiores investimentos e pesquisas em melhoramento
genético, nutricdo, manejo reprodutivo e sanitario, poderiam contribuir para 0 aumento
da producdo do setor (Fevolden et al., 1993, EL-Khaldi, 2010, Goes, et al., 2019).
Entretanto, além desses importantes investimentos, considerando que as boas préticas de
manejo nas quais se respeite a integridade do animal, o habito, o0 ambiente psicoldgico, a
biologia e fisiologia e 0 0s niveis de estresse devem ser também estimados, ja que podem
auxiliar e adaptar sistemas de producdo e desta forma, obter melhores resultados
produtivos e econdmicos.

Neste contexto, o desenvolvimento de pesquisas em busca da selecdo de animais
mais acondicionados aos sistemas de cultivos e seus manejos, pode contribuir para a
preservacdo de todas as premissas do bem-estar animal (que os animais estejam livres de
sofrimento, dor, ansiedade, medo, tédio, angustia e estresse), além de garantir a
consolidacdo do setor tornando-o cada vez mais sustentavel e suprindo as exigéncias do
moderno mercado consumidor que objetiva a qualidade do produto e a moralidade e
respeito aos animais de producdo (Barton, 1988, Barton e lwama, 1991, EL-Khaldi,
2010).

As variaveis hematoldgicas sdo ferramentas de grande importancia no diagndstico
de situagdo em peixes (Barbieri e Bondioli, 2013). A glicose pelo baixo custo e facil
mensuragao se apresenta como o principal pardmetro nas pesquisas ligadas ao estresse,
nutricdo e sanidade, quando comparada a outros parametros sanguineos em peixes, COmo
cortisol, lactato, hematdcrito e linfocitos circulantes (Love, 1980, Silva et al., 2012, EL-
Khaldi, 2010, Conde-Sieira et al., 2015).
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Contudo, nada se sabe a respeito do periodo correto de jejum e a identificacdo do
momento ideal da colheita do sangue para a averiguagédo da glicose em O. niloticus sendo
essenciais para esses estudos. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi identificar o periodo
correto de jejum e o momento ideal de colheita do sangue para a estimacdo acurada dos

niveis sericos de glicose em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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Metodologia

Todos os procedimentos de manejo dos animais e procedimentos utilizados nas
coletas dos dados obedeceram as normas éticas e foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA/UEM) na reunido de
16/04/2018, protocolo — CEUA: 9164040418. O estudo foi realizado em dois

experimentos associados:

Experimento 1: comportamento glicémico em diferentes periodos de jejum

O experimento foi desenvolvido na unidade demonstrativa de producdo em
tanques-rede da Universidade Estadual de Maringad (UEM), no Rio do Corvo, reservatorio
de Rosana, localizado no municipio de Diamante do Norte — PR (22° 39' 24" S 52° 46'
51" 0).

Os animais avaliados séo da variedade TILAMAX desenvolvida no programa de
melhoramento genético de Tildpia do Nilo da UEM (PMGT - Tilamax/UEM). O
programa teve inicio com a importacao de animais da variedade GIFT da Malésia, no ano
2005, fruto de uma parceria entre a World Fish Center e a UEM (Oliveira et al., 2016) e
desde entdo realiza avaliagdes genéticas anuais e selecdo para velocidade de crescimento
de animais cultivados em tanques-rede.

Em 12 tanques-rede de 1m?3 (1x1x1) foram alocados 24 peixes sendo 12 machos
(peso final médio 649,31g) e 12 fémeas (peso médio final 504,64g). Durante o
experimento os animais receberam ragdo balanceada contendo 36% e 32% de Proteina
Bruta (PB) na fase de crescimento e na fase de engorda respectivamente, fornecidas de
acordo com a exigéncia e fase da espécie. A qualidade da agua foi avaliada diariamente,
durante todo o experimento, duas vezes ao dia (08 e 17h), sendo monitorado 0 oxigénio
dissolvido (oximetro YSI modelo 55 dissolved oxygen), temperatura da agua e do
ambiente (termdmetro analdgico Incoterm) e pH (método colorimétrico da PoolTest).

Apo6s um periodo de 4 meses recebendo alimentacdo normalmente, os animais de
cada tanque-rede foram submetidos a um Unico periodo de jejum distinto para a avaliacdo
da glicose, totalizando 12 diferentes periodos de jejum (00h, 0.50h, 01h, 02h, 04h, 06h,
08h, 10h, 12h, 16h, 20h e 24h).

De cada tanque-rede foram avaliados 6 animais (3 machos e 3 fémeas) total de 72

peixes, da mesma idade. A colheita da amostra de sangue (2mL) foi realizada por meio
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de puncéo caudal com a utilizacdo de seringas de 3mL e agulhas 25x0,8, previamente
esterilizadas.

Apos a coleta dos dados, os animais foram colocados em recipiente com agua e
imediatamente conduzidos para um outro tanque-rede e foram monitorados por uma
semana para averiguar ocorréncia de mortalidade e/ou desenvolvimento de infeccdes.

As caracteristicas avaliadas foram niveis de glicose sanguinea (GL em mg/dL),
peso vivo (PV em g), comprimento total (CT em cm), comprimento padrdo (CP em cm)
e fator de condicdo (FC= PV/CT3) x 100). Foram medidos também com o auxilio de um
cronémetro o tempo de captura em min (TCAP — tempo que levava para capturar 0s
peixes no tanque-rede), tempo de espera em min (TE — tempo que 0s peixes esperavam
no recipiente com aeracdo até a colheita do sangue) e tempo de colheita em min (TC —
tempo que levava para a colheita do sangue). O modelo estatistico considerou os efeitos
de sexos (macho e fémea), periodos de jejum e o efeito aninhado de animal dentro de
tanque-rede.

O nivel de glicose no sangue foi determinado mediante o uso de um glicosimetro
portatil (Accu-Chek® Active — Roche Diagndstica Brasil Ltda) conforme Okamura et al.
(2007) e Moreira et al. (2011). O peso vivo foi mensurado usando balanca eletrénica
(modelo 9094 — Toledo). As informagdes morfométricas foram coletadas usando um
ictiometro.

Foi verificada a normalidade dos residuos a 5% (Shapiro & Wilk, 1965). Em
seguida, foi realizada analise de variancia (ANOVA) e quando significativas (teste-F, a
5%) as médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%, utilizando o
pacote ExpDes.pt. (Ferreira et al., 2018). O fator de condi¢édo foi estimado pelo método
de Fulton (Valentim-Zabott et al. 2008). A regressdo segmentada foi realizada utilizando
0 pacote segmented (Muggeo, 2008). Todas as andlises estatisticas foram realizadas no

software estatistico R® Development Core Team (2020).

Experimento 2: comportamento glicémico em varios horarios de colheita sanguinea

dentro de um intervalo de jejum fixo

O desenvolvimento do experimento foi realizado na unidade demonstrativa de
producdo em tanques-rede da Universidade Estadual de Maringa (UEM), no Rio do
Corvo, reservatério de Rosana, localizado no municipio de Diamante do Norte — PR (22°
39'24" S 52° 46' 51" O).
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Os animais avaliados pertencem ao programa de melhoramento genético de tilapia
do Nilo da UEM (PMGT — Tilamax/UEM). O manejo nutricional iniciou com a ragéo
balanceada contendo 36% e 32% de Proteina Bruta (PB) na fase de crescimento e na fase
de engorda respectivamente, fornecidas de acordo com a exigéncia e fase da espécie. A
qualidade da agua foi avaliada duas vezes ao dia (08 e 17h) durante todo experimento,
sendo monitorado o oxigénio dissolvido (oximetro YSI modelo 55 dissolved oxygen),
temperatura da agua e do ambiente (termdmetro analdgico Incoterm) e pH (método
colorimétrico da PoolTest).

Para a avaliacdo da glicose em varios horarios de colheita sanguinea dentro de um
intervalo de jejum fixo foi utilizado dois tanques-rede de 6m? (2x2x1.5) com 100 peixes
cada (50 machos e 50 fémeas) totalizando 200 animais avaliados. Vale ressaltar, que o
intervalo fixo de jejum utilizado teve como base o0s resultados do experimento 1.

A avaliacéo da glicose foi realizada em dois momentos distinto na parte da manha
e na parte da tarde. Em cada momento o tanque-rede foi retirado da linha de producéo e
levado para o local de manejo, em que permanecia até o fim da coleta das informacdes.
No primeiro momento (manhd) a avaliacdo da glicose ocorreu as 08h, 09h, 10h, 11h e
12h, no segundo momento (tarde) a glicose foi avaliada as 14h, 15h, 16h, 17h e 18h. Em
cada horario de ambos 0s momentos (manha ou tarde) foram utilizados 20 peixes entre
machos e fémeas. No intervalo de cada horério de avaliacdo da glicose, a cada 5 minutos,
era simulada a captura dos peixes com a utilizacdo de um puca, este procedimento imitava
0 que ocorre nos manejos de rotina (biometrias).

As caracteristicas avaliadas foram niveis de glicose (GL) e peso vivo (PV. O nivel
de glicose no sangue foi determinado mediante o uso do glicosimetro portéatil (Accu-
Chek® Active — Roche Diagndstica Brasil Ltda) conforme Okamura et al. (2007) e
Moreiraetal. (2011). O peso vivo foi mensurado com o uso da balanca eletrénica (modelo
9094 — Toledo).

Antes da realizacdo das analises estatisticas foi verificada a normalidade dos
residuos pelo teste de Shapiro-Wilk a 5%. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada
e quando significativas (teste-F, a 5%) as médias foram comparadas pelo teste de Scott-
Knott ao nivel de 5%, utilizando o pacote ExpDes.pt. (Ferreira et al., 2018). A regressao
segmentada foi calculada por meio dos valores de glicose em relagdo tempo de colheita
utilizando o pacote Segmented (Muggeo, 2008). Todas as analises estatisticas foram

realizadas no software estatistico R® Development Core Team (2020).
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Foi observado pequena varia¢do dos parametros de qualidade de agua coletados

em ambos 0s experimentos (Tabela 1).

Tabela 1 — Pardametros de qualidade de 4gua dos experimentos.

Experimentos  Turno OD (mg/L) Ph Temp. 4gua  Temp. Am.

1 Manh& 6,40 6,8 29,20°C 29,50°C
Tarde 7,20 6,8 30°C 31°C

2 Manh& 6,50 6,8 27,19°C 28,41°C
Tarde 7,25 6,8 29,66°C 30,01°C

OD-= oxigénio dissolvido e; Temp. &gua e Temp. Am.= temperatura da 4gua e do ambiente, respectivamente.

Experimento 1: comportamento glicémico em diferentes periodos de jejum

Os valores relacionados as caracteristicas produtivas (peso, comprimento total e

comprimento padréo) foram estatisticamente superiores nos machos em comparagao com

as fémeas (Tabela 2). No entanto, o tempo de colheita sanguinea foi maior nas fémeas

(Tabela 2).

Tabela 2 — Estatistica descritiva e teste de médias do nivel sérico de glicose, peso,
comprimento total, comprimento padréo, fator de condigéo, tempo de espera e tempo de
colheita em relacdo ao sexo em Tildpia do Nilo.

Caracteristica Sexo Média*"? Minimo Maximo
Glicose — mg/dL Macho 37,94+100612 14,00 60,00
Fémea 38,94*1213% 19,00 64,00
Peso —g Macho 649,31*1%23% 314,00 835,00
Fémea 504,64+94%% 285,00 684,00
Comprimento total — cm Macho 31,5020 26,00 34,50
Fémea 29,0182 25,00 33,50
Comprimento padrdo — cm Macho 26,0117 21,50 29,00
Fémea 24,3354 21,00 27,80
Fator de condicéo Macho 2,05*0208 1,77 2,68
Fémea 2,05*019% 1,71 2,51
Tempo de espera — min Macho 1,190 0,00 4,00
Fémea 1,281 0,00 5,00
Tempo de colheita — min Macho 0,24*0.1% 0,05 0,81
Fémea 0,30*010a 0,13 0,60

DP= desvio-padrdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo

teste F.
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Os resultados da regressdo segmentada apontaram que de zero a seis horas apds o
fornecimento de alimento, a glicose teve incremento de 4.387mg/dL por hora, com 0
primeiro break-point ocorrendo as 5.346h. A partir deste momento, a glicose apresentou
decréscimo de 10.208 mg/dL por hora até proximo das 09h, quando ocorreu segundo
break-point (P2=9.189h). A partir deste ponto os niveis de glicose tendem a estabilizar
por volta das 10h, sendo das 12 as 20h o tempo de jejum com menor variacdo da glicemia
(Figura 1).

60 — P

y = 36227 +4.387x —
10.204(x — 5.346) + 6.063(x — 9.189)

e
=11}
&
v 40
[=]
&
P2
30 4
207 | | | | | !
0.50 02:00 06:00 10:00 16:00 24:00

Periodo de jejum (h)
Figura 1 — Modelo de regressdo segmentada na avaliacdo da glicemia em relacdo ao
periodo de jejum em Til&pia do Nilo.

Experimento 2: Comportamento glicémico em varios horarios de colheita sanguinea

dentro de um intervalo de jejum fixo

Verificou-se diferencas significativas entre as médias de machos e fémeas para a
caracteristica peso pelo teste F ao nivel de 5% de significancia, porém essa diferenca ndo

influenciou nos valores de glicose (Tabela 3).

Tabela 3 — Estatistica descritiva e teste de médias do nivel sérico de glicose e peso em
relacdo ao sexo em tilapia do Nilo.

Caracteristica Sexo MédiaxDP Minimo Maximo

Glicose — mg/dL Macho 51.83+15.74? 26.00 128.00
Fémea 62.31+19.612 25.00 156.00

Peso — g Macho 1131.18+187.942 649.00 1530.00

Fémea  804.06+143.80° 480.00 1238.00

DP= desvio-padrdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente ao nivel de 5% pelo
teste F.
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Na Figura 2 foi descrito o comportamento da glicemia em funcdo dos horarios de
coleta. Observou-se alteragdes nos varios momentos da colheita sanguinea, conduto com
mudangas na inclinagdo da fungdo linear “Break-Points” de pequena magnitude (12.920

e 15.560), apontando possivel estabilidade nos valores glicémicos.
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Figura 2 — Comportamento da glicemia em tilapia do Nilo submetidas ao periodo de

jejum de 12 a 21 horas.
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Discussao

Os resultados desta pesquisa sdo inéditos (Oreochromis niloticus) e de grande
importancia para auxiliar o desenvolvimento de uma linhagem de Tilapia do Nilo mais
condicionada aos sistemas de cultivos e manejos de rotina, pois sdo inexistentes os
estudos referentes a esse tema em Tilapia do Nilo.

Os parametros de qualidade de dgua em ambos 0s experimentos se mostraram
estaveis entre os experimentos (Tabela 1). Observou-se que os parametros avaliados estdo
dentro dos limites aceitaveis determinados pelo Conselho Nacional de Meio Ambiente
(CONAMA) 357/2005 para aguas destinadas a criacdo natural e intensiva (aquicultura)
de organismos aquéticos para 0 consumo humano.

Os resultados demostrados nas Tabelas 2 e 3, apontaram que as caracteristicas
peso, comprimento total e comprimento padrdo foram maiores nos machos que nas
fémeas, esses resultados estdo relacionados ao dimorfismo sexual existente na espécie,
pois em tilapia do Nilo os machos sdo maiores que as fémeas.

O maior tempo de colheita sanguinea observado em fémeas (Tabela 2), pode estar
relacionado com a estrutura morfoldgica, pois em termos praticos a colheita de sangue
em animais menores tende a ser mais demorada e/ou complicada que em animais maiores.
Porém, nenhum destes resultados influenciou na avaliacdo da glicose em relagdo ao
periodo de jejum e horario de colheita como se pode observar nas Tabelas 4 e 5 em anexo.

A estimacdo do comportamento glicémico em fun¢édo do tempo de jejum (Figura
1) possibilitou identificar o momento de estabilizacdo da glicemia (10h de jejum), com
isso foi possivel identificar o periodo de jejum em que a glicose tem menor oscilagéo.

Com base nestes resultados o melhor momento para a coleta de informacdes da
glicose sanguinea em Tilapia do Nilo cultivadas em tanques-rede, é entre as 12 e 20 horas
de jejum, visto que nesse periodo se observou maior estabilidade da curva glicémica
(Figura 1), dando ao avaliador maior periodo para a coleta dos dados, consequentemente,
maior precisdo na avaliacdo da glicose. Diante destes resultados, obtém-se a medigéo
pouco dependente do tempo, tornando a avaliacdo da glicose tomada neste periodo mais
apropriada na avaliacdo genética e selecdo dos animais com base nesses critérios.

Com base nos resultados (Figura 1) foi observado que no momento do
fornecimento do alimento e até 30 minutos depois (0.50h), os niveis de glicose sado baixos
(29 e 30mg/dL respectivamente), estes valores sdo semelhantes aos relatados por Deriggi,

et al., (2006) em Tilapias do Nilo livres de estresse, indicando que os animais avaliados
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neste trabalho estavam relaxados durante o cultivo e o metabolismo da dieta ainda ndo
havia iniciado. Segundo a literatura o metabolismo dos nutrientes pelos peixes inicia
aproximadamente uma hora ap6s a ingestdo (Furuichi e Yone, 1981, Lin et al., 2000,
Polakof et al., 2012 e Conde-Sieira et al., 2015). Justificando o aumento significativo do
nivel sérico de glicose no tempo 01h apds a alimentacdo com pico méximo as 06h (Figura
1).

Estes picos de glicose as 01h e 06h podem estar ligados aos dois grandes processos
metabolicos: o anabolismo e o catabolismo. Ou seja, 0 aumento 01h apds a alimentacao
possivelmente esta relacionado ao inicio do processo de digestéo, no qual, o animal ativa
seu sistema digestivo, elevando os niveis de glicose. Em seguida, ocorre 0 processo
digestivo propriamente dito (catabolismo), tendo a liberagdo da energia metabolizada dos
nutrientes na corrente sanguinea, justificando o valor maximo de glicose 06h depois da
alimentacdo. E, consequentemente, reducdo as 08h (anabolismo) tendo estabilizacédo
préximo das 10h.

Comportamentos glicémicos semelhantes ao encontrado neste trabalho também
foram relatados por Furuichi e Yone (1981), Lin et al. (2000), Polakof et al. (2012) e
Conde-Sieira et al. (2015), porém esses autores avaliaram a tolerancia e a capacidade
homeostatica dos peixes por meio de desafios de glicose, visando obter mais informacdes
sobre a capacidade e o limite da utilizacdo de carboidratos na dieta dos animais.

A determinacdo da estabilizacdo glicémica decorrente a fatores relacionados a
alimentacdo é fundamental para entender como de fato se pode utilizar os valores
glicémicos na selecdo de animais mais condicionados aos sistemas de cultivo, visto que
de acordo com Wendelaar Bonga (1997) a glicemia aumenta ap6s um curto periodo da
ocorréncia do estresse, sendo assim, a identificacdo do intervalo no qual a homeostase da
glicose € mantida com pequena variacao, proporciona estimacdo mais acurada dos niveis
glicémicos tornando essa varidvel mais precisa na identificacdo de animais mais
condicionados ao sistema de producao.

Os resultados descritos nos paragrafos anteriores sdo suportados pelos resultados
observados no segundo experimento, em que foi observado variacdo de pequena
magnitude entre os niveis de glicose nos diferentes horarios coleta do experimento
mostrando uma constante sem indicio de mudancas abruptas no sentido da reta (Figura
2).

Notou-se que no inicio de cada momento (08h e 14h) tém niveis de glicose mais

baixos, em seguida ha aumento de apenas 5.650mg/dL das 08 as 12h (Figura 2). As 14h
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ocorre uma leve reducéo (-6.632mg/dL) pela troca do tanque (das 08h as 12h tanque 1 e
das 14h as 18h tanque 2), porém as 15h a glicose volta a subir 4.224mg/dL, valor proximo
ao inicio, mostrando durante todo experimento um comportamento glicémico estavel. Isto
nos leva a dizer que, o periodo de jejum determinado no primeiro experimento (das 12 as
20h), apresenta-se como o0 melhor momento para a avali¢do da glicemia e sua utilizacao
como indicador em Tilapia do Nilo.

Os resultados expostos neste trabalho, é o passo inicial para a identificagdo do
melhor momento da avalicdo da glicose e da utilizacdo desta mensura¢do como critério
de selecdo de animais mais condicionados aos sistemas de cultivos. Aspecto fundamental
para o controle e profilaxia de doencas, aumento dos indices produtivos e reprodutivos,
além de preservar a integridade dos animais (bem-estar animal) como relatado por Barton
(1988), Barton e Iwama (1991) e EL-Khaldi, (2010).

No entanto, € necessario estudos objetivando a estimacdo dos componentes de
(co)variancia e respostas correlacionadas da selecdo nivel de glicose sobre as
caracteristicas produtivas. Com intuito de avaliar a eficiéncia do uso deste indicador na
selecdo de animais mais condicionados aos sistemas de cultivos.

Por ora, pode-se dizer que os resultados expostos neste trabalho, sdo os primeiros
achados que podem auxiliar as mais diversas linhas de pesquisa que intentam avaliar a
glicose como indicador de estresse, saude animal, entre outros. Na literatura cientifica, 0s
trabalhos tém utilizado o periodo de jejum de 24h para a avaliacdo da glicose (Chagas et
al., 2007 e Simdes e Gomes, 2009), de acordo com nossos achados, nesse periodo foi

observado uma hipoglicemia pelo longo periodo de jejum.
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Conclusédo

Pode-se concluir, que o melhor momento para a estimagéo da glicose, visando a
utilizacdo dessa varidvel como indicativo de situacfes ou com vistas na utilizacdo desta
medida na selecdo de caracteristicas ligadas ao bem-estar em Tilapia do Nilo, é entre as

12 e 20 horas de jejum.
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ANEXos

Observa-se que os valores médios glicémicos (variando de 24 a 53 mg/dL) e o
fator de condicdo (variando de 1,71 a 2,01) foram as Unicas caracteristicas que
diferenciaram estatisticamente em relacdo aos periodos de jejum (Tabela 4). Nota-se
também, a formacéo de trés grupos especificos: com baixos valores no inicio, aumentando
uma hora (01h) depois da alimentacédo e reduzindo de forma significativa as dez horas

(10h) de jejum chegando a estabilizar (Tabela 4).

Tabela 4 - Estatisticas descritivas e analise de variancia dos niveis glicémicos (GL), peso
vivo (PV), comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP), fator de condicao (FC),
tempo de espera (TE) e tempo de colheita (TC) em varios intervalos de jejum em Tilapia
do Nilo.

CARACTERISTICAS

HJ GLtDP PviDP CTiDP CPiDP FC:DP TEiDP TC:DP

00h  29,00%4% 55500432 29 202702 2483072 201018 67 (40H02
050h 30:3313,93c 585:671113,0931 29:5811,743 25:2511,373 1:90t0,233 1:17t0,753 0:26t0,013
01h 52 0014,9851 657 671168,143 30 9212,52a 25 6312,05;,1 1 9710,25(,1 1 50“—'1,0561 0 33“—'0,156\
02h 47,,50110,7551 485:331119,963 29:3212,56a 23:8712,01a 1:7710,13b 1:1710,75;,1 0:2310,08;,\
04h 47,8318,333 582,831120,3231 30,2512,273 25,1712,183 1,98t0,lla 1,17t0,753 O,26t0'123
06h 53 17110,173 530 17180,99a 29 3311,54(,1 24 3311,57(,1 1 7810,1661 1 1710,75a 0 2110,086\
08h 43,100i6,63a 626,’50i184,62a 31:27i2,53a 25:72i2,07a 1:71i0,18b 1:00i0,89a 0:26i0,083
10h 29 17i3,66c 535 001178,85a 29 9813,04a 24 9212,25a 1 7810,llb 1 3310,8261 0 2510,086\
12h 37,33i5,65b 558’171175,573 30,1812,86@1 25,1712,25@1 1,7910,l4b 0,6710,8261 0,2410,lla
16h 32:33i3,93b 606:17i150,96a 30:17i2,42a 25:42i2,15a 1197i0,20a 1:00i0,89a 0:32i0,lla
20h 35 6715,72b 616 671112,543 31 6711,75a 26 2311,19@1 1 8110,llb 1 1710,75a 0 1910,O4a
24h 24:OOJ_r5,59c 5811’,50i85’91a 31:18i1,66a 25:50il,58a 1:78i0,12b 0:83i0,75a 0:25i0,103

HJ= hora de jejum; DP= desvio-padrdo, Médias seguidas por letras iguais nas colunas ndo diferem estatisticamente ao
nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.

Os valores da glicose variaram de 25 a 156mg/dL com menores concentracdes nas
primeiras horas (nos dois momentos), aumentando levemente uma hora (01:00h) depois
do inicio de cada momento (manhd@ e tarde), porém sempre demonstrando niveis
glicémicos estaveis. Ja 0 peso apresentou valores ndo significativos nos varios horarios
de colheita (Tabela 5).
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Tabela 5 — Valores médios, maximos e minimos niveis glicémicos e peso em diferentes

horarios quando submetidos ao periodo de jejum sugerido pela primeira etapa.

HC GLICOSE (mg/dL) PESO (g)

Média*®®  Minimo Maximo Média*®P Minimo  Maximo
08h 34.45%818& 25.00 56.00 1019.20%20324a 599 00 1382.00
09h 52.55+9-200 40.00 77.00 939.00*2333% 593.00 1392.00
10h 55.95+12.06b 40.00 82.00 1017.65%2%>%% 656,00 1446.00
11h 58.90%12.05b 38.00 81.00 985.05%2°6-06a 480.00 1460.00
12h 65.50%2876a 33.00 139.00 952.65%23518 642.00 1381.00
14h 50.75%10:52b 36.00 84.00 977.20%?2%251a 611.00 1426.00
15h 58.30%13:61b 35.00 83.00 083.35%246.6% 548.00 1530.00
16h 75.05%233% 42.00 156.00 877.10*204-%a 582.00 1305.00
17h 67.15%3% 5200 82.00 854.60*16>80a 578,00  1210.00
18h 59.05+14.0% 32.00 93.00 869.39*17694a 615.00 1270.00

HC= horério da colheita sanguinea e; DP= desvio-padrdo. Médias seguidas por letras iguais nas colunas néo diferem
estatisticamente ao nivel de 5% pelo teste de Scott-Knott.



Tabela 6 — Cronograma de colheita sanguinea (experimento 1).
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COLHEITA SANGUINEA

Tanques-rede T1 T2 T3 T4 T5 T6
Ordem da colheita de sangue 1° 20 3° 4° 50 6°

Tempo de jejum Controle  0.50h 16h 01h 02h 04h
Horario da colheita de sangue 08h10 08h30  0%h 09h 10h 12h
Ultima alimentagéo 08h 08h 17h  08h  08h 08h

T7
70
20h
13h
17h

T8
g0
06h
14h
08h

T9
9o
08h
16h
08h

T10
10°
24h
17h
17h

T11
11°
10h
18h
08h

T12
12°
12h
20h
08h

Figura 3 — Procedimentos para a coleta dos dados do experimento 1.
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V. Pode-se melhorar o bem-estar em Tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) por meio de sele¢do genética?

Resumo

A preocupacdo com as condi¢Ges nas quais 0s animais de producdo sdo criados e
manejados vem sendo discutido em nivel mundial, por consumidores, pesquisadores e
6rgdos que trabalham em prol do bem-estar animal. O desenvolvimento de ferramentas
para a selecdo de animais que apresentam melhor condicionamento ao cultivo, pode ser
uma alternativa para a producdo de linhas genéticas mais robustas. Neste sentido, esta
pesquisa trata da avaliagio do uso da glicose sanguinea como indicador do
condicionamento ao ambiente de cultivo em peixes, objetivando responder a seguinte
indagacdo: pode-se melhorar o bem-estar da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) por
meio de selecdo genética? Para isso, foram realizados trés experimentos. O primeiro
experimento estimou as herdabilidades e medidas de associacdo entre as caracteristicas
nivel de glicose sanguinea (GL) e peso vivo (PV). No segundo experimento, a partir das
informagdes obtidas no experimento 1, foram identificados dois grupos distintos, o
primeiro formado por animais com baixo valor genético para GL (EBV Low) e o0 segundo
com animais de alto valor genético para GL (EBV High). Nestes grupos foi verificado a
expressdo dos genes Catalase (CAT) e Glucose transporte 1 (GLUT1). No terceiro
experimento foi avaliado a resposta ao manejo dos animais dos grupos EBV Low e EBV
High. A herdabilidade estimada para GL (0,26) e a correlacdo genética positiva e
favoravel entre GL e PV (0,32) indicaram variabilidade genética suficiente para utiliza¢éo
da caracteristica como critério de selecdo. As respostas a selecdo direta e correlacionada
mostraram ganhos genéticos para ambas caracteristicas. A expressdo do gene CAT entre
0s grupos ndo apresentou diferenca. No entanto, o gene GLUT1 teve maior expressao no
grupo EBV High (0,013 UA) em comparac¢do ao grupo EBV Low (0,005 UA). A resposta
ao manejo indicou que os animais do grupo EBV High sdo mais condicionados ao sistema
de cultivo apresentando desempenho superior apds um manejo estressante. Os resultados
descritos permitiram concluir que os animais com maior EBV para os niveis de glicose,
apresentaram maior expressao do gene Glucose transporte 1 e desempenho superior nas
condicGes de cultivo apos evento estressante que animais com inferior potencial genético
para niveis de glicose sérica (EBV low). Indicando que a selecdo genética pode ser uma
ferramenta para melhorar o bem-estar/condicionamento a condicdes de cultivo em Tilapia
do Nilo.
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Palavras-chave: avaliacdo genética, bem-estar animal, condicionamento ambiental, estresse,

expressdo génica, melhoramento genético

Abstract

Concern about the conditions in which farm animals are raised and handled has been
discussed worldwide, by consumers, researchers and agencies that work to promote
animal welfare. The development of tools for the selection of animals that present better
conditioning for cultivation, can be an alternative for production of more robust genetic
lines. In this sense, this research deals with the evaluation of the use of blood glucose as
an indicator of conditioning to the farming environment in fish, aiming to answer the
following question: Is it possible to improve the welfare of Nile Tilapia (Oreochromis
niloticus) through genetic selection? For this, three experiments were carried out. The
first experiment estimated heritability and measures of association between the
characteristics of blood glucose level (GL) and live weight (PV). In the second
experiment, from the information obtained in experiment 1, two distinct groups were
identified, the first formed by animals with low genetic value for GL (EBV Low) and the
second with animals of high genetic value for GL (EBV High). In these groups, the
expression of the Catalase (CAT) and Glucose transport 1 (GLUT1) genes was verified.
In the third experiment, the response to the management of animals in the EBV Low and
EBV High groups was evaluated. The estimated heritability for GL (0.26) and the positive
and favorable genetic correlation between GL and PV (0.32) indicated sufficient genetic
variability to use the trait as a selection criterion. Responses to direct and correlated
selection showed genetic gains for both traits. The CAT gene expression between the
groups showed no difference. However, the GLUT1 gene had greater expression in the
EBV High group (0.013 AU) compared to the EBV Low group (0.005 AU). The response
to the management indicated that the animals of EBV High group are more conditioned
to the culture system, presenting superior performance after a stressful management. The
results described allowed us to conclude that animals with higher EBV for glucose levels,
showed higher expression of Glucose transport 1 gene and superior performance in
culture conditions after a stressful event than animals with lower genetic potential for
serum glucose levels (EBV low). Indicating that genetic selection can be a tool to improve

well-being/conditioning to growing conditions in Nile Tilapia.

Keywords: genetic evaluation, animal welfare, environmental conditioning, stress, gene

expression, genetical enhancement
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1. Introducao

O preco ndo é mais o fator determinante para a aquisi¢cdo dos produtos de origem
animal pela sociedade, as exigéncias em relacdo ao bem-estar animal nos sistemas de
producdo tém sido bastante questionadas pelos consumidores (OIE, 2014). Em termos de
exportacdo o cuidado com bem-estar dos animais de producéo é fator crucial, fazendo
parte da legislacdo de alguns paises como aqueles da Comunidade Comum Europeia
(OIE, 2014).

O bem-estar animal esta associado com o aumento dos indices produtivos,
reprodutivos e controle de doengas (EL-Khaldi, 2010). Animais estressados apresentam
baixos indices produtivos, reprodutivos e de sobrevivéncia (Barton, 2002) e produtos com
caracteristicas organolépticas e tempo de prateleira inferiores aos animais nao estressados
(Mendes et al., 2015, Goes et al., 2019).

Os principais fatores que interferem no bem-estar de peixes séo o metabolismo
desequilibrado e as variagdes ambientais (Barton, 1998, Subramanian, 2013; Zupa et al.,
2015). Para Haskell et al. (2014) a selecdo de animais visando a reducdo de reacOes
estressantes no ambiente de cultivo € essencial para garantir o bem-estar animal e a
eficiéncia do sistema de producgéo. No entanto, s&0 poucos ou quase inexistente os estudos
referentes a esse tema em O. niloticus cultivadas em sistema intensivo e tampouco foram
observados esforcos para producdo de linhas genéticas mais robustas nesta espécie, por
meio de selecdo genética.

Para realizar a selecéo, é necessario estabelecer critérios de selegdo apropriados.
A literatura cientifica aponta a glicose como indicador adequado de estresse em peixes
(Love, 1980, Silva et al., 2012, EL-Khaldi, 2010, Conde-Sieira et al., 2015). Neste
contexto, objetivou-se responder a seguinte indagacdo: pode-se melhorar o bem-estar em
Tilapia do Nilo por meio de selecdo genética, utilizando a glicose sanguinea com critério
de selecdo? Para tanto, foram estimados os parametros genéticos para nivel de glicose
sanguinea e peso Vvivo e organizados dois grupos genéticos distintos (com alto e baixo
valor genético aditivo para glicose sanguinea) nos quais foram realizados os estudos da
expressao génica da Catalase e Glucose Transporte 1 e da resposta ao estresse de manejo

sobre o desempenho.
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2. Metodologia

2.1. Local, Animais utilizados e Manejos realizados nos experimentos 1, 2 e 3

O estudo foi realizado utilizando dados de trés experimentos associados. Os
animais foram cultivados na Unidade demonstrativa de producdo em tanques-rede da
Universidade Estadual de Maringd (UEM), no Rio do Corvo, reservatério de Rosana,
localizado no municipio de Diamante do Norte — PR (22° 39' 24" S 52° 46' 51" O). Todos
0s procedimentos de manejo dos animais e nas coletas dos dados obedeceram as normas
éticas e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Maringa (CEUA/UEM), protocolo — CEUA: 9164040418.

Os animais avaliados nos experimentos (1, 2 e 3) sdo da décima geracdo da
variedade TILAMAX desenvolvida no programa de melhoramento genético de tilapia do
Nilo da UEM (PMGT - Tilamax/UEM), resultado da importacao de animais da variedade
GIFT da Malasia, no ano 2005, fruto de uma parceria entre a World Fish Center e a UEM
(Oliveiraet al., 2016).

Durante os experimentos, 0s animais seguiram o programa alimentar Poli-nutri
para tilapias em tanque-rede. A qualidade da agua foi avaliada diariamente, duas vezes
ao dia (08h e 17h), sendo monitorado o oxigénio dissolvido (oximetro Y SI modelo 55
dissolved oxygen) e temperatura da dgua e do ambiente (termémetro analdgico Incoterm)
(Tabela 4).

2.2.Experimento 1: Estimacao de parametros genéticos e avaliacao genética das

caracteristicas niveis de glicose sérica e peso vivo

Foram utilizadas informac@es coletadas dos animais (machos e fémeas) da décima
geracdo do nucleo de selecdo do programa de melhoramento genético de Tilapia do Nilo
da UEM (PMGT/UEM) (Tabela 1). O sistema de acasalamentos e formacéo das familias
seguiu a metodologia descrito por Oliveira et al. (2016).

Os animais foram cultivados em dois tanques-rede de 6m3 (2x2x1,5) com
densidade de 135 peixes/m? durante 207 dias (fevereiro a agosto de 2019) na Unidade
demonstrativa de producdo em tanques-rede da UEM.

A biometria foi realizada para a mensuracdo do peso vivo (PV, em g) e niveis de
glicose sanguinea (GL, em mg/dL) de todos os animais. Para coleta dos dados os animais
foram submetidos ao periodo de jejum de 12h a 20h, conforme descrito por Aradjo et al.

(2021) dados ndo publicados. O peso vivo foi mensurado usando balanca eletronica
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(modelo 9094 — Toledo). A glicose no sangue foi avaliada com o uso de um glicosimetro
portétil (Accu-Chek® Active — Roche Diagnostica Brasil Ltda) conforme Okamura et al.
(2007) e Moreira et al. (2011).

Foram realizadas analises de consisténcia dos fenotipos, do pedigree e estatistica
descritiva das caracteristicas estudadas (Tabela 1). A matriz de parentesco considerou o

pedigree completo do PMGT/UEM, contendo informagdes 20.976 animais.

Tabela 1 — Numero de Animais (ANI), nimero de familia avaliadas (NF), nGmero médio
de progénies por familia (PF), nivel de glicose (GL) e peso vivo (PV).
Caracteristicas ANI NF PF Meédia (xSD) Min Max CV%
GL mg/dL 1499 88  17.03 58.26(22.29) 14 210 38.26
PV g 1499 88  17.03 926.38(298.04) 143 2140 32.17

Para estimacao dos componentes de (co)variancia, parametros genéticos e valores
genéticos foi realizada analise bicaracter, combinando GL e PV. A definigdo dos fatores
que compuseram o modelo estatistico das caracteristicas, levou em consideracdo o
Critério de Informacdo de Akaike (AIC) obtido por meio de andlises unicaracter (Akaike,
1974) (Tabela 2).

Tabela 2 — Efeitos que compuseram os modelos estatisticos para a avaliacdo genética das
caracteristicas estudadas.

Caracteristica Fam TR HC HC2 Sexo IDA IDA? PC PC? AlC

GL mg/dL - X X X X - - - - 1281231
PESO g - X X X X X - X X 20088.71

Fatores com “X” foram os que compuseram os modelos nas analises. Fam= efeito de familia; TR= efeito de tanque-
rede; HC e HC?= efeito linear e quadratico da hora da colheita dos dados, respectivamente; IDA e IDA2= efeito linear
e quadréatico de idade, respectivamente; PC e PC2= efeito linear e quadratico do peso a chipagem, respectivamente.

A descrigdo matricial do modelo bicaracter utilizado nas anélises esta abaixo:

"
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X, 0
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B>

Z, 0
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Em que, Y1 e Y2 sdo os vetores de observacdes para as caracteristicas estudadas
GL e PV, respectivamente; X; e X, sdo as matrizes de incidéncia dos efeitos fixos para
as caracteristicas GL e PV, respectivamente; B, é o vetor dos efeitos fixos para a
caracteristica GL contendo os efeitos de tanques-rede e sexo, 0s coeficientes de regressdo

relativos ao efeito linear e quadratico da hora de colheita dos dados; ,= vetor dos efeitos
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fixos para a caracteristica peso que além dos efeitos fixos descritos para glicose serica,
continha os coeficiente linear e quadratico da idade do animal e do peso a chipagem; Z;e
Z, s@0 as matrizes de incidéncia dos efeitos genéticos aditivos diretos para GL e PV,
respectivamente; a,e a, sdo os vetores dos efeitos aleatorios genéticos aditivos diretos
das caracteristicas GL e PV e ¢,e €, = vetores dos efeitos residuais aleatdrios associados
a GL e PV, respectivamente.

Todas as analises de estimacdo dos componentes de (co)variancia (uni e
bicaracter) foram realizadas por meio do método da méaxima verossimilhanca restrita
(REML), utilizando os programas computacionais da familia BLUPF90 (AIREMLF90 e
BLUPF90) desenvolvidos por Misztal et al. (2020). A herdabilidade direta, as respostas

direta e correlacionada a selecdo foram estimadas utilizando h} = o7 /o}; AG = hj *

2
; 2 — 2 : 2 H H
i Vo e R, = 1y VhExVh, * i Va2, respectivamente, conforme descrito por

Falconer & Mackay (1996).
2.3. Experimento 2: gene expression analysis Catalase e Glucose Transport 1

Foram realizadas a expressdo dos genes Catalase (CAT) e Glucose Transporte 1
(GLUT1) de 16 animais, separados em dois grupos. O primeiro grupo foi formado por
animais com baixo valor genético aditivos para GL (EBVI) e o segundo grupo com
animais de alto EBV para GL (EBVh). Os EBV foram preditos utilizando a metodologia
das equacbes de modelo mistos Henderson (1984), implementado no programa
computacional BLUPF90 Misztal et al. (2020), a partir dos componentes de (co)variancia
estimados no experimento 1. As médias dos valores genéticos para os dois grupos EBVI
e EBVh foram -11,69 mg/dL e 10,63 mg/Dl, respectivamente.

Foram coletadas amostras do figado de 8 peixes (4 machos e 4 fémeas) de cada
grupo, 0s animais estavam em jejum (12h a 20h) conforme descrito por Araujo et al
(2021) dados néo publicados. As amostras foram acondicionadas em um tubo eppendorf
e congeladas imediatamente em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C até a
extracdo do RNA total.

O RNA total foi extraido com uso do reagente TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad CA,
USA) de acordo com as instrucdes estabelecidas pelo fabricante. Todos os materiais
utilizados foram previamente tratados com inibidor de RNase - RNase AWAY®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).
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Para quantificar e avaliar a pureza do RNA, foram utilizados 1 pL. de cada amostra
em um Espectrofotdmetro Nanodrop 2000-c (Picodrop Limited, Hinxton, Reino Unido).
Ap6s a quantificacdo do RNA em ng/puL, foi realizado a avaliagdo da pureza e qualidade
do RNA, sendo observada as razfes da absorbancia 260/280 e 260/230, em que valores
fora dos padrdes estabelecidos (~2,0 e 1,8-2,2, respectivamente) indicam a presenca de
contaminantes na amostra. As amostras de RNA foram tratadas com DNase I (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) para remogdo de residuos de DNA gendmico, de acordo com as
instrugdes estabelecidas pelo fabricante.

Para as Reacdes em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (RT-gPCR), foi
utilizado o corante fluorescente Platinum SYBR Green ® PCR Master Mix. Todas as
analises seguiram as recomendacdes do PowerUP™ Green Master Mix (Applied
Biosystems — REF: A25743) no termociclador StepOne™ Real Time PCR System versdo
2.3 (Applied Biosystems™).

Os primers especificos para os genes que codificam a catalase (nimero de acesso:
JF801726.1) e Glucose transporter 1 (nimero de acesso: NM_001279727.1) foi projetada
com base em sequéncias de genes depositadas no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nim.nih.gov) (Tabela 3) usando o
sistema Integrated DNA Technologies (http://www.idtdna.com). O gene da B-actina
(numero de acesso: XM_003455949) foi utilizado como controle endégeno. Todas as
analises foram realizadas em duplicata e os resultados foram expressos em unidades
arbitrarias (AU).

Tabela 3 — Primers utilizados para a reacdo quantitativa em cadeia de polimerase em
tempo real (RT-gPCR).

Genes Sequéncia dos primer Amplicom (bp)

CAT Forward 5-CCCAGCTCTTCATCCAGAAAC-% 209
Reverse 5-GCCTCCGCATTGTACTTCTT-3

GLUT1  Forward 5’ -ATTTCCCCAACAGCCCTAC- 3’ 147
Reverse 5’ -GATGAAGAGGAAAGCCAGGAG- 3

B-actina  Forward 5’ -TGGTGGGTATGGGTCAGAAAG - 3’ 217
Reverse 5 -CTGTTGGCTTTGGGGTTCA - 3°

bp = base pairs; CAT = gene catalase; GLUT1 = gene transportador de glucose 1.

Para a analise de expressdo génica, foi utilizado o método 24¢T (Livak &
Schmittgen, 2017). Foi verificado a distribui¢do dos dados (Shapiro and Wilk, 1965). Em
seguida foi realizada analise de variancia (ANOVA) dos dados de expressdo dos genes f3-

actina, CAT e GLUT1 (UA) e verificado suas significancias entre os grupos pelo teste-F
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a 5% utilizando o pacote ExpDes.pt. (Ferreira et al., 2018). Todas as analises foram

realizadas no software estatistico R® Development Core Team (2020).

2.4. Experimento 3: resposta ao manejo

Em um dos tanques-rede utilizados para avaliacdo genética (experimento 1), foi
realizado um manejo de biometria (pesagem), no qual todos os animais foram
manuseados um a um, ap6s 22 dias do manejo todos os animais foram pesados. Neste
tanque haviam 494 animais, das 88 familias avaliadas.

A partir dos valores geneticos aditivos obtidos nas andlises do experimento 1,
foram organizados dois grupos segregantes. Os animais foram ordenados de acordo com
o valor genético estimado para nivel de glicose sanguinea, em seguida foram tomados 0s
individuos nos quais os valores genéticos eram menores que o primeiro decil (w10) e
maiores que nono decil (topl10). Destes animais, foram medidos o0 peso vivo (g) e ganho
em peso diério (g) até o manejo e no intervalo do manejo a biometria final.

Para avaliar as diferencas significativas entre os grupos testados para as
caracteristicas medidas, foi aplicado a anélise de variancia, por meio do teste de F a 5%
significancia. Para realizacdo das analises utilizou-se o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al.,

2018), desenvolvido para o software estatistico R® Development Core Team (2020).
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3. Resultados

Os residuos de todas as caracteristicas testadas apresentaram distribuicdo normal,
segundo o teste de Shapiro Wilk (p<0.05). Apos a colheita sanguinea para a avaliacdo da
glicose nédo foram observadas mortalidades nem infecgdes.

A qualidade da &gua foi avaliada diariamente, duas vezes ao dia (08 e 17h), sendo
monitorado o oxigénio dissolvido, temperatura da &gua e do ambiente, observou-se pouca

variacdo desses parametros em ambos os experimentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros de qualidade de 4gua dos experimentos.

Experimentos  Turno oD Temp. agua Temp. Am.
2 Manha 6,40 25,19°C 19,41°C
Tarde 7,20 25,66°C 26,01°C
3 Manha 6,25 24°C 20,48°C
Tarde 7,23 24,26°C 29,57°C
4 Manha 6,20 23,88°C 20,36°C
Tarde 7,30 24,20°C 29,56°C

OD= oxigénio dissolvido e; Temp. 4gua e Temp. Am.= temperatura da agua e do ambiente, respectivamente.

3.1. Estimacao de parametros genéticos e avaliacao genética das caracteristicas

niveis de glicose sérica e peso vivo
As estimativas de herdabilidades para as caracteristicas GL e PV resultantes das
analises bicaracter foram 0,26 e 0,63, respectivamente (Tabela 5). A correlagdo genética
entre elas foi significativa (0,32), estes valores apontam que a selecao direta para PV pode

promover ganhos genéticos em GL (Tabela 5).

Tabelas 5 - (Co)variancias, herdabilidades e correlacdo genéticas das caracteristicas nivel
de glicose (GL) e peso vivo (PV) em Tilapia do Nilo obtidas em anélises bicaracter.

GL mg/dL PV g
o 85,578 32940
Oaxy 532,55
o2 242 19004
Orxy -11,204
05 327,578 51944
h? 0,26 (£0,05) 0,63 (£0,08)
T4 0,32 (+0,14)

03= variancia genética aditiva direta; O4xy= COvariancia geneética aditiva direta entre as caracteristicas; of= variancia
residual; o, = covariancia residual entre as caracteristicas; op= variancia fenotipica; hﬁz herdabilidade direta e; rqy, =
correlacdo genética entre as caracteristicas.
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Os valores da resposta direta de PV e GL foram 252 g e 8,3 mg/dL, sendo 21% e

7% maiores que a resposta correlacionada (Tabela 6).

Tabelas 6 — Resposta direta e correlacionada e seus respectivos ganhos das caracteristicas
nivel de glicose em mg/dL (GL) e peso vivo em g (PV).

Caracteristicas RD GD (%) RC GC(%)
Nivel de glicose mg/dL 8,28 14,22 4,13 7,08
Peso vivo g 252,71 27,28 51,95 5,61

RD= resposta direta & selecdo; GD= percentual de ganho em RD; RC= resposta correlacionada e; GC= percentual
de ganho em RC.

3.2. Expressao dos genes Catalase e Glucose Transporte 1

As médias da expressdo do gene CAT entre 0s grupos genéticos EBVI (1.01 UA)
e EBVh (1.03 UA) ndo apresentaram diferenca na expressdo do mRNA (p-value>0.05).
Para a expressdo do gene GLUT1, os grupos genéticos séo diferentes estaticamente pelo
teste-F (p-value<0.01), sendo verificado superioridade de 2,51 vezes do grupo EBVh
(0.013 UA) em comparacdo com grupo EBVI (0.005 UA) (Figura 1).

Catalase (CAT gene) Glucose transporter 1 (GLUT1 Gene)
3,00 a
0.015

2,00
0.010 b

a
1,00
0.005

0,00 - 0.000

EBV Low EBV Higher EBV Low EBV Higher
Genetic group Genetic group

CAT gene expression (UA)
GLUT1 gene expression (UA)

—_—

Figure 1 — Analise de expressdo dos genes Catalase (CAT) e Glucose Transporter le
(GLUT1) em Tilapia do Nilo.

3.3. Resposta ao manejo

O desempenho dos animais com valor genético elevado (TOP10) para glicose foi
superior ao desempenho dos individuos com baixo valor genético (W10), antes e ap6s o
manejo. Nao foi observada diferenca significativa nos pesos inicial dos grupos (Tabela
7).



61

Tabela 7 — Resposta ao estresse em dois grupos de Tilapias do Nilo (alto e baixo valor
genético (EBV) para glicose) antes e depois de um manejo de rotina quando considerado
10% dos melhores individuos de cada grupo.

Caracteristicas Alto EBV para glicose Baixo EBV para glicose
Média(+SD) N Média(+sD) N
Peso inicial g 9,64(3,94)" 50 10,42(5,48)7 50
Peso antes do manejo g 901,16(291,83)* 50 786,58(278,88)* 50
Peso depois do manejo g 969,64(305,71)* 50 835,46(281,79)® 50
GP antes do manejo g 5,077(2,249)*A 50 4,400(1,577)*A 50
GP depois do manejo g 3,113(1,948)*A 50 2,222(1,827)"® 50
VG glicose mg/dL 12,38(3,18)* 50 -10,34(1,78)® 50
VG peso vivo kg 9,85(141,56)* 50 -56,88(121,24)8 50

Médias seguidas por letras iguais mintsculas nas colunas e maiusculas nas linhas ndo diferem estatisticamente ao nivel
de 5% pelo teste-F. GP= Ganho em peso médio diario e; DEG= diferencia entre os grupos. SD= desvio-padrdo e N=
nGmeros de animais avaliados.
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4. Discussao

Com base nos resultados ndo foram observadas mortalidades nem infecgdes apos
a colheita sanguinea para a avaliacdo da glicose indicando que os procedimentos
realizados para a avaliacdo da glicose ndo trouxeram prejuizos econémicos para
atividade. Esse resultado é muito importante para que uma caracteristica se torne alvo de
selecdo.

Os parametros de qualidade de dgua em ambos os experimentos se mostram
estaveis (Tabela 4). Observou-se que os parametros avaliados estdo dentro dos limites
aceitaveis para boa qualidade da agua segundo os valores referéncia do Conselho
Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) 357/2005 como &guas destinadas a criacdo
natural e intensiva (aquicultura) de organismos aquaticos ao consumo humano. Dessa
forma, as pequenas oscilacdes na qualidade de agua ndo se apresentaram como fator
importante na determinacéo dos resultados e tampouco como fonte causadora de estresse.

Os valores médios de glicose sanguinea obtidos no estudo foram 58.26 mg/dL.
Nos grupos EBVI e EBVh observou-se valores médios de 56 mg/dL e 70 mg/dL,
respectivamente. Estes valores sdo inferiores aos obtidos na literatura cientifica
consultada que variaram de 95 a 180 mg/dL, contudo estes valores foram obtidos em
situacdes de estresse agudo, como exposicdes a anestésico, eletrochoque, temperatura,
seleneto de sodio, hipdxia e exposicao a amonia (Tavares-Dias & Sandrim, 1998; Deriggi,
etal., 2006; Barreto & Volpato 2006; Davis & Peterson, 2006; Miller et al., 2007; Moreira
et al., 2011; Silva et al., 2012; Barbieri & Bondioli, 2015), enquanto estes resultados
foram obtidos em condicdes de cultivo.

4.1. Estimacao de parametros genéticos e avaliacdo genética das caracteristicas
niveis de glicose sérica e peso vivo

As caracteristicas estudadas apresentaram variabilidade genética aditiva de
magnitude que pode resultar em ganhos genéticos expressivos com o uso da selecdo
genética (Tabela 5). A mensuracdo da GL pode auxiliar os programas de melhoramento
genético na selecdo de individuos melhor condicionados ao sistema de cultivo. A
herdabilidade estimada para GL neste estudo foi superior as relatadas por Fevolden et al.
(1993) e Tanck et al. (2001) de 0,07 e 0,19, respectivamente, poréem nesses trabalhos ao
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contrario deste, que foram estimadas a herdabilidade com base na resposta ao estresse
agudo (hipoxia e choque térmico).

A correlacdo genética de GL com PV (0,32) foram significativas e favoraveis,
porém de baixa magnitude (Tabela 5). Os resultados apontaram que o processo seletivo
para PV pode resultar no incremento dos niveis sanguineos de glicose. O ganho genético
esperado é a cerca de 7% de incremento nos niveis de glicose ao selecionar para PV
(Tabela 6).

Considerando que o0s animais avaliados fazem parte do programa de
melhoramento (PMGT/UEM) que seleciona para velocidade de crescimento ha 10 anos.
Uma das hipoteses consideradas na diferenca do nivel de glicose sanguinea dos animais
com alto e baixo potencial genético de crescimento, é que 0s animais com maior taxa de
crescimento tendem a ser mais tolerantes a glicose podendo utiliza-la melhor em
comparagdo aos seus ancestrais (peixes selvagens) que segundo Wright et al. (1998) séo

sensiveis a glicose.

4.2. Expressao dos genes Catalase e Glucose Transporte 1

As andlises de expressao génica (Figura 1) corroboraram com os resultados da
avaliacdo genética realizada (experimento 1). Em que foi verificada distincdo na
expressao génica para GLUT1, nos grupos de diferentes médias dos EBV.

Ao investigar a expressdo dos genes Catalase (CAT) e Glucose transporte 1
(GLUT1) intentou-se verificar se 0s grupos segregantes para GL (experimento 1) estavam
associados a expressdo génica diferenciada para um gene relacionado ao estresse (CAT)
e para avaliar capacidade dos animais em metabolizar a glicose (GLUT1).

A expressdo genica para enzima antioxidante Catalase (CAT) nédo foi diferente
entre 0s grupos genéticos, apontando que as condicbes de cultivo em que 0s animais
foram submetidos ndo resultou em niveis elevados de estresse. Segundo (Alti & Canli,
2007) a expressao da CAT s0 é significativa em condigdes de extremo estresse oxidativo,
elevando os compostos perdxidos nos tecidos (Figura 1). Diante disso, pode-se dizer que
neste estudo a glicose sanguinea passou a ser um indicador de condicionamento ao
ambiente ao invés de estresse agudo, pois o0s resultados desta pesquisa apontam que 0s
animais com maior valor genético para glicose apresentaram maior expressdo do gene
GLUTL.

Segundo Planas et al. (2000), Krasnov et al. (1999), Lopes et al. (2007), Reichardt
et al., (2012), Zhang et al. (2013), Heim et al. (2014), Liemburg-Apers et al. (2015) a
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expressao deste gene estd ligada a metabolizacdo da glicose, sendo esta a principal
causadora de estresse metabolico provocado pela nutricdo que interfere no desempenho
dos peixes.

As proteinas transportadoras de glicose estdo diretamente relacionadas ao
metabolismo dos carboidratos e possuem grande importancia para a entrada da glicose
nas células dos tecidos periféricos. O GLUT1 é um transportador de glicose insulino-
independente (Voet & Voet, 2006), ou seja, a captacdo de glicose independe da
estimulacao pela insulina que é ocasionada principalmente pela alimentacéo.

Considerando que os dois grupos passaram pelo mesmo periodo de jejum e
segundo Hrytsenko et al. (2010) a expressdo do GLUT1 na Tilapia do Nilo, na maioria
dos tecidos, é dificilmente influenciada pelo consumo de alimentos. A maior expressao
de GLUT1 no grupo com maior valor genético para glicose pode indicar que esses
individuos sdo geneticamente superiores quanto a absorcdo e metabolismo de glicose.

Estudos com as principais espécies de produc¢do (bovinos, suinos e aves) apontam
que a maior expressdao do gene GLUT1 estd correlacionado com o aumento da
digestibilidade dos nutrientes, maior metabolismo de carboidratos e maior absorcdo de
glicose pelas células, que por sua vez tém maiores quantidades de glicose metabolizada,
levando a maior competéncia de desenvolvimento desses individuos (Lopes et al., 2007;
Reichardt et al., 2012, Zhang et al., 2013, Heim et al., 2014).

Krasnov et al. (1999) com o objetivo de examinar o potencial de transferéncia de
genes (humanos) para aumentar o metabolismo dos carboidratos pelos peixes, mostraram
que nas células transformadas (com GLUT1 humano) a taxa de absorcdo de glicose
aumentou 30 a 80 vezes, concluindo que peixes transgénicos superexpressos do GLUT1
humano tém aumento na absor¢do e no metabolismo de glicose.

Vérios estudos relatam a similaridade estrutural e funcional das proteinas
transportadoras de glicose (GLUTS) entre os peixes e outros vertebrados (Collie &
Ferraris, 1995, Teerijoki et al., 2001, Diaz et al., 2007, Polakof et al., 2007, Diaz et al.,
2009), 0 GLUT1 especificamente tem 80-97% de semelhanca (Li et al., 2018).

Neste contexto, a inclusdo da medi¢do dos niveis séricos de glicose nos programas
de melhoramento genético de Tilapia do Nilo, pode auxiliar na sele¢do de peixes melhor
condicionados ao sistema de cultivo, quanto a sua melhor eficiéncia do metabolismo de
glicose e aproveitamento dos alimentos energéticos, como os carboidratos. Dessa forma,
espera-se melhora nos aspectos de bem-estar, relacionados ao metabolismo

desequilibrado e perturbacGes ambientais.



65

A partir dos resultados expostos acima, sugere-se a realizacdo de estudos que
avaliem a capacidade de absorcao e utilizacdo de glicose por Tilapias do Nilo melhoradas
para velocidade de crescimento, com objetivo de entender se para estes animais
(geneticamente superiores) € possivel aumentar a inclusdo de carboidratos na racdo, ao
invés dos elevados percentuais de proteina, diminuindo os custos de producdo que
representam mais de 65% do custo operacional efetivo (Mufioz et al., 2016).
Adicionalmente, estes resultados demandam mais estudos que investiguem a relacdo da

maior expressdo de GLUT1 com a eficiéncia alimentar em Tilapias do Nilo.

4.3. Resposta ao manejo

O grupo com alto valor genético para glicose apresentou melhor desempenho em
resposta ao estresse, resultado que pode estar relacionado com o melhor condicionamento
ao manejo realizado (manuseio dos animais, simulando uma classificacéo).

Vale ressaltar que, 0s pesos iniciais dos grupos séo estatisticamente iguais e que a
diferenca no desempenho foi observada ao longo do cultivo (Tabela 7). Além disso, o
ganho em peso médio diario (GPD) teve reducdo menos expressiva de 1,964g (5.077g-
3.113g) no grupo de alto EBV (EBVh) quando comparado ao grupo com baixo valor
genético para glicose de 2,178g (4.400g-2.222g), mostrando melhor condicionamento ao
sistema de cultivo dos animais com valor genético elevado para glicose quando
comparados os de baixo valor genético (Tabela 7).

Esse melhor desempenho do grupo com alto EBVh para glicose ap6s uma situacao
estressante (Tabela 7), pode estar relacionado ao fato desses animais apresentarem maior
eficiéncia e capacidade de utilizar melhor a glicose em comparagdo ao grupo de baixo
EBV (EBVI) para glicose. Visto que, individuos com alto EBVh para glicose apresentam
maior expressdo do gene GLUT1 (Figura 1) e este esta intimamente relacionado com a
maior captacdo de glicose pelas células e desenvolvimento dos animais (Krasnov et al.,
1999, Voet & Voet, 2006, Lopes et al., 2007; Reichardt et al., 2012, Zhang et al., 2013,
Heim et al., 2014).

Estes resultados indicaram que 0s animais com valor genético elevado para
glicose tém melhor condicionamento ao sistema de cultivo, sdo mais eficientes, tolerantes
e resistentes a situagdes estressantes ocasionadas por algum manejo de rotina no ambiente
de producédo (transporte, biometrias, classificacdo, vacinagao dentre outros), mostrando

que a selecdo para GL pode resultar em animais mais robustos.
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No entanto, levando em consideracdo que os animais avaliados para GL tém sido
selecionados hd mais de 10 anos (uma geracao por ano) para velocidade de crescimento
e que a selecdo para caracteristica de desempenho PV mostrou ganho de 7% no
incremento dos niveis de glicose (Tabelas 5 e 6). A avaliacdo genética para as
caracteristicas (GL e velocidade de crescimento) pode contribuir para a selecdo de
animais mais tolerantes e resistentes a situagdes estressantes ocasionado pelos manejos
de rotina, possibilitando o desenvolvimento de uma variedade de Tilapia do Nilo mais
condicionada as condicdes de cultivo.

Além disso, a selecdo para aumentar a taxa de crescimento (PMGT/UEM) pode
ter contribuido para a selecdo de animais mais eficientes quanto ao metabolismo de
glicose. Porém, a presente pesquisa fornece apenas uma visao inicial das complexas vias

metabolicas envolvidas no metabolismo de glicose.
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5. Conclusao

A partir dos resultados deste estudo que avaliaram a relacdo entre glicose-
ambiente-estresse, concluiu-se que com base na selecdo genética para glicose é possivel

melhorar o bem-estar em tilapia do Nilo cultivadas em sistema de tanques-rede
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