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EFEITO DA SUPLEMENTACANO DE DIFERENTES NIVEIS DE
VITAMINA C NA REPRODUCAOQO E QUALIDADE DE OVOS
E LARVAS DE TILAPIA DO NILO

RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o efeito da vitamina C no desempenho, pardmetros
reprodutivos e qualidade de ovos e larvas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
mantidos em sistema de recirculacdo de agua. Foram testadas quatro dietas isoproteicas
e isoenergéticas, com diferentes niveis de inclusdo de vitamina C (0, 261, 599 e 942
mg/kg de ragdo) para os machos e fémeas. Os machos foram extrusados durante quatro
semanas consecutivas. Para as fémeas, empregaram-se 0s mesmos niveis de vitamina C.
Apbs 45 dias, foi realizada a reproducdo durante quatro semanas. Para avaliar a
qualidade das larvas, foram realizados testes de exposi¢éo ao ar de 40 e 50 minutos e de
incubacdo das larvas durante o periodo lecitotréfico em diferentes salinidades (entre 0 a
6 g de sal/L). Para os machos, as variaveis espermaticas, motilidade, vigor e
concentracdo espermatica, foram maiores nos tratamentos com 599 e 942 mg de
vitamina C/kg de racédo, apresentando. O indice gonadossomético, volume de sémen
realizado na quarta coleta e proteina plasmatica apresentaram relacdo direta com o
aumento dos niveis de vitamina C na dieta. Ndo foram observadas altera¢es no indice
hepatossomatico e glicose sanguinea. O hematdcrito e eritrocito apresentaram melhores
valores estimados pela derivada das equagdes a 850 e 638 mg de vitamina C/kg de
racdo, respectivamente. O leucdcito apresentou relacdo inversamente proporcional ao
aumento dos niveis de vitamina C na rac¢do. O batimento flagelar apresentou melhores
resultados para os reprodutores alimentados com as dietas contendo 942 e 599 mg de
vitamina C/kg de racdo. Para as variaveis linearidade, velocidade da trajetoria real,
velocidade da trajetdria linear, velocidade da trajetéria média dos espermatozoides
observou-se maiores valores com o maior nivel de vitamina C na dieta. Para as fémeas,
0s maiores indice gonadossomatico, peso dos ovos e medidas das larvas no momento da
eclosdo foram registrados para o uso de 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo. O
indice hepatossomatico, fecundidade total e relativa foram superiores para as fémeas
que receberam 599 mg de vitamina C/Kg de racdo. Em relacdo ao diametro maior e

didmetro menor dos ovos e medidas das larvas 120 horas pds eclosdo, 0s menores
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valores foram para os que procederam das fémeas alimentadas sem vitamina C. A taxa
de eclosdo, producdo média de ovos por fémea e producdo média de larvas por fémea
apresentaram relacdo direta com o aumento dos niveis de vitamina C na dieta. O
hematocrito, eritrocitos leucdcitos e proteina plasmatica total foram piores nas fémeas
que ndo receberam vitamina C na dieta. A glicose, apos o periodo reprodutivo foi menor
para o tratamento com 942 mg de vitamina C/kg de racéo, e superior para o tratamento
sem vitamina C na ra¢do. Quando os ovos foram incubados em diferentes salinidades, a
pior sobrevivéncia foi para o tratamento sem vitamina C ao final de 120 horas de
incubacdo. Para o teste de exposicao ao ar por 40 e 50 minutos, a resisténcia ao estresse
das larvas recém eclodidas foi superior para as larvas provenientes de fémeas que
receberam 942, intermediario para 599 mg de vitamina C/kg de ragdo e inferiores para
os demais tratamentos. Conclui-se que, a adi¢cdo de 599 e 942 mg de vitamina C
otimizou os parametros reprodutivos, variaveis sanguineas dos reprodutores e qualidade

dos ovos e larvas de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Sémen, hematologia, CASA, qualidade de ovos e larvas, fecundidade
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EFfECT OF SUPPLEMENTATION OF DIFFERENT LEVELS OF
VITAMIN C ON THE REPRODUCTION AND QUALITY OF EGGS
AND LARVAE OF THE NILE TILAPIA

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of vitamin C on the performance,
reproductive parameters and quality of eggs and larvae of the Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) kept in a water recirculation system. Four isonitrogenous and isoenergetic
diets with different levels of vitamin C (0, 261, 599 and 942 mg/kg of food) were tested
for males and females. Males were extruded for four consecutive weeks. For females,
the same levels of Vitamin C were used. After 45 days, reproduction was carried out for
four weeks. In order to assess the quality of the larvae, 40 and 50 minute air exposure as
well as larvae incubation tests were performed during the lecithotrophic period at
different salinity levels (from 0 to 6 g salt /L). Sperm variables, motility, vigour and
sperm concentration were higher in fish fed diets containing 599 and 942 mg vitamin
C/kg. The gonadosomatic index, semen volume performed on the fourth collection and
plasma protein showed direct relationship with the increase of vitamin C levels in the
diet. No changes were observed in the heptosomatic index and blood glucose. The
hematocrit and erythrocyte showed better values estimated by the equations derivative
at 850 and 638 mg vitamin C/kg of food, respectively. The leukocytes presented an
inversely proportional relation to the increase of vitamin C levels in the food. Flagellar
beating showed better results for breeders fed with diets containing 942 and 599 mg
vitamin C/kg of food. For the variables: linearity, actual trajectory speed, linear
trajectory speed, and sperm average trajectory speed, higher values were observed with
the highest level of vitamin C in the diet. For females, the highest gonadosomatic
indexes, egg weight and hatching larvae measures were recorded in fish fed with diets
containing 599 and 942 mg vitamin C/kg of food. Hepatosomatic index, total and
relative fecundity were higher for females that received 599 mg of vitamin C/kg of
food. Regarding the largest diameter and smallest diameter of the eggs, and the

measures of larvae 120 hours after hatching, the lowest values were observed for those
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from females fed without vitamin C. The hatching rate, average egg production per
female and average production of larvae per female showed direct relationship with the
increase of vitamin C levels on the diet. The hematocrit, leukocytes, erythrocytes and
total plasma protein were worse in females that did not receive vitamin C in the diet.
Glucose, after the reproductive period, was lower for the 942 mg vitamin C/kg diet
treatment, and higher with no vitamin C in the diet. When the eggs were incubated in
different salinity levels, the worst survival rate was for the treatment with no vitamin C
at the end of 120 hours of incubation. For the 40 and 50-minute exposure to air test,
resistance to stress of newly hatched larvae was higher for larvae from females who
received 942 mg vitamin C/kg of food, intermediate for the 599 mg vitamin C/kg food
and lower for other treatments. In conclusion, the addition of 599 and 942 mg of
vitamin C optimised the reproductive parameters, blood variables of breeders and

quality of eggs and larvae of Nile tilapia.

Key words: semen quality, haematology, CASA (Computer-assisted sperm analyser),

reproduction, larvae and egg quality, fecundity
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1.  INTRODUCAO GERAL

A aquicultura é o setor da producdo animal de maior crescimento no mundo nos
ultimos cinco anos. Desde entdo, a producdo de pescado no Brasil vem apresentando
altas taxas de crescimento anuais. Este crescimento deve-se a percepcdo de que o
ambiente aquéatico é um sistema de producdo e sua utilizacdo tem por estimulo o
aumento da populacdo e a crescente demanda por alimento.

Dentre as espécies de peixes cultivados no Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) tornou-se uma das mais versateis por reunir caracteristicas como: rusticidade,
rapido crescimento e adaptacdo ao cativeiro. Seu habito alimentar onivoro permite a
aceitacdo de racdes artificiais e a utilizacdo com eficiéncia de alimentos de origem
vegetal, desde a fase de alevinos sem prejuizo ao seu desempenho (Boscolo et al.,
2001).

A producdo economicamente vidvel depende, em grande parte, de um
fornecimento de alevinos de qualidade gerados por meios de reprodutores mantidos em
condicGes de regimes nutricionais adequados. Portanto, é imprescindivel que se
encontrem formas de melhorar a nutricdo dos reprodutores de peixes para obtengéo de
melhores indices reprodutivos e, com isso, aumentar a producado e oferta de alevinos de
qualidade, que atualmente, é o fator limitante para o desenvolvimento da piscicultura
(De Oliveira et al., 2012).

A alimentagéo influencia a fertilidade, por meio do fornecimento de nutrientes
especificos que sdo necessarios para a qualidade do sémen (Mataveli et al., 2007),
desenvolvimento do foliculo, ovulacdo, maturacdo oocitaria, fertilizacdo e
sobrevivéncia larval (Soliman et al., 1986). Com a intensificacdo do cultivo de tilapias
em diversos paises, inclusive no Brasil, houve um aumento na incidéncia de desordens
nutricionais, pois nos sistemas intensivos de producdo tem-se utilizado racdes de
qualidade, porém, com niveis vitaminicos que ndo estdo de acordo a necessidade dos
animais (Kubitza, 2000).

A vitamina C ou acido ascorbico assume importancia considerdavel no
metabolismo animal, atuando como antioxidante, co-fator enzimatico e na formacéo de
colageno (Smirnoff, 2000). Entretanto, a tildpia do Nilo ndo tem capacidade de

biossintetizar esta vitamina (Lovell, 1998), sendo necessario acrescenta-la em sua dieta.
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Quanto a sua essencialidade na reproducdo, a vitamina C atua diminuindo a
peroxidacdo lipidica da membrana seminal, mantendo a fluidez e auxiliando na protecéo
do sémen (S6nmez et al., 2005). Exerce efeito na manutencdo dos niveis de
testosterona, horménio foliculo-estimulante (FSH) e horménio luteinizante (LH) o qual
aumenta a espermatogénese e a concentracao de sémen (Sénmez, et al., 2005). Também
protege o espermatozoide de danos genéticos e tende a evitar os defeitos congénitos
(Sitios, 2001). Influencia também na qualidade de ovos e larvas, protegendo-os da agédo
dos radicais livres, aumentando a quantidade e qualidade de ovos viaveis e, por
consequéncia, a sobrevivéncia das larvas (Lee e Dabrowski, 2004). Portanto, é
necessaria para o desenvolvimento de gametas de qualidade e resistentes ao estresse
(Dabrowski e Moreau, 1996).

Apesar da notdria influéncia da vitamina C sobre aspectos reprodutivos de
diferentes espécies de peixes como em Oreochromis mossambicus (Soliman et
al.,1986), Striped jack (Vassallo-Agius et al., 2001); Salmo salar (Hardie et al., 1991); e
Etheosto malepidum (Woodhead, 1960), ainda é desconhecida a influéncia dessa
vitamina sobre o desempenho dos reprodutores e seus efeitos em ovos e larvas de tilapia
do Nilo. Assim, o presente estudo teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes niveis

de vitamina C na reproducéo e qualidades de ovos e larvas de Oreochromis niloticus.

2. REFERENCIAL TEORICO

21 ATILAPIADONILO

O Brasil, apesar de ser o portador do maior nimero de espécies de peixes de agua
doce do mundo, tem sua piscicultura constituida, principalmente, pela criacdo de
espécies exdticas, como as carpas e os ciclideos da sub-familiaTilapiinae. Ressalta-se
que o termo tilapia € designado para trés géneros de peixes da familia Cichlidae:
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia (Morrison et al., 2001). Entretanto, com maior
representatividade produtiva, destaca-se o género Oreochromis, onde estdo inclusas as
espécies Oreochromis niloticus e Oreochromis mossambicus (Morrison et al., 2001).

Com expressiva produtividade em todo o mundo, tilapia é cultivada em 135
paises (FAO, 2014), e teve uma producdo mundial em 2011 de 3.585 milhdes de
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toneladas, sendo os maiores produtores a China, Egito, Indonésia, Filipinas, Tailandia e
0 Brasil (FAO Globefish, 2013).

No cenério nacional, a producdo aquicola em 2010 foi de 394.340,0 toneladas,
sendo a especie mais cultivada a tilapia com producéo de 155.450,8 toneladas (MPA,
2012). Entre os poélos produtores desta especie destacam-se o Nordeste, Noroeste
Paulista e Oeste Paranaense (Sussel, 2013).

O destaque da producdo de tilapia esta associado a sua alta taxa de crescimento,
adaptabilidade em diversas condicdes de criacdo e boa aceitacdo pelo consumidor (Lund
e Figueira, 1989). E aquela que melhor resiste a altas temperaturas, baixa concentragéo
de oxigénio dissolvido, alta concentracdo de amdnia na agua, condi¢cdes ambientais
adversas, altas densidades, tem rapido crescimento, é capaz de utilizar a produtividade
priméria dos viveiros e pode ser manipulada geneticamente (Popma e Lovshin, 1996). A
estas caracteristicas somam-se, ainda, a rusticidade e resisténcia a doencas e ao
superpovoamento, além de oferecer disponibilidade de alevinos durante todo o ano nas
regides mais quentes do pais (Boscolo et al., 2002). Possui caracteristicas reprodutivas
favoraveis aos programas de melhoramento genético, como alta prolificidade,
maturidade sexual precoce, fecundidade relativa elevada e desova frequente (parcelada),
fazendo com que o controle reprodutivo seja um dos maiores desafios na tilapicultura
(Hulata et al., 1993).

Além disso, ¢ apreciada em “pesque-pagues” e pela industria de filetagem,
gracas a qualidade organoléptica e a auséncia de espinhos em “Y” no seu filé (Kubitza,
2000).

2.2 BIOLOGIA REPRODUTIVA DA TILAPIA DO NILO

Os machos de tildpia do Nilo (O. niloticus) estabelecem hierarquia de
dominéncia, constroem ninho e atraem as fémeas para acasalar (Lowe-McConnell,
1958). Goncalves-de-Freitas e Ferreira (2004) observaram que as fémeas acasalam com
0s animais dominantes. A principio, isso pode indicar que as fémeas reconhecem a
habilidade competitiva dos machos. Porém, é possivel que os machos dominantes
monopolizem as fémeas (Cotton et al., 2006).

Nessa espécie, os machos disputam intensamente os territorios € 0 acesso as
fémeas e tém prioridade na reproducdo (Baerends e Baerends van Roon, 1950; Lowe-
McConnell, 1958; Wong, 2004). Segundo Gongalves-de-Freitas e Nishida (1998), para
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atrair a fémea, o0 macho dominante prepara o ninho e a genitora cuida sozinha da prole,
incubando os ovos na boca.

Lund e Figueira (1989) descreveram que, em cativeiro, a tilapia pode atingir a
maturidade sexual com quatro a cinco meses, 10 a 17 cm de comprimento e peso em
torno de 150 a 250gramas. Porém, trabalhos mostram tilapias com peso médio de
30gramas aptas a reproducdo (De Graaf et al., 1999). Uma fémea pode pbér de 100 a
3000 ovacitos por vez. Em locais de clima quente reproduzem-se o ano todo, e, se a
temperatura ultrapassar 24°C, o intervalo entre duas desovas consecutivas pode ser de
28 dias (Lund e Figueira, 1989).

Apos a desova, a recrudescéncia do ovario € réapida, onde os ovocitos pré-
vitelogénicos séo recrutados, tornando-se maduros, pronto para serem liberados (El-
Sayed, 2003). Segundo os autores, isso exige do organismo elevadas taxas metabdlicas
para suportar a rapida formacao do ovdcito, garantindo a producdo de ovos e larvas de
qualidade com bom desempenho produtivo. Estima-se que todo esse processo ocorra em
uma semana (Coward e Bromage, 2000). Estudos tém indicado que a remocao de ovos e
larvas da boca das fémeas, em intervalo de quatro dias, acelera a vitelogénese e
diminuem em 37,5% o periodo entre as desovas quando comparados a fémeas que
permaneciam com 0s 0vos na boca (Tacon et al., 1996). Essas caracteristicas da tilapia a
torna uma espécie com potencial produtivo e, portanto, de interesse tanto para a

producdo, quanto para a pesquisa como modelo biolégico.

2.3 NUTRIQAO DOS REPRODUTORES DE TILAPIA DO NILO

O estado nutricional dos reprodutores é um dos fatores determinantes para o
sucesso da reproducdo de tilapia do Nilo (Castagnolli, 1992). Os ingredientes que
compdem as dietas podem influenciar a fisiologia reprodutiva dos peixes, com o
desenvolvimento do foliculo, capacidade de ovulacdo, maturacéo oocitéria, fertilidade e
a sobrevivéncia embrionéria (Gunasekera et al., 1996), além de acarretar alteracdes no
funcionamento do sistema endocrino envolvido com a reproducdo (Maggioni et al.,
2008).

Estudos referentes a influéncia da dieta sobre o desempenho reprodutivo dos
peixes permite a escolha de ingredientes que promovam um aumento no desempenho
reprodutivo (Gunasekera e Lam, 1997). Embora estudos tenham sido conduzidos nessa

linha para melhorar o aproveitamento do potencial da piscicultura (Luquet e Watanabe,
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1986; Gunasekera et al., 1995; Gunasekera e Lam, 1997), ainda existe a necessidade de
mais estudos para diferentes espécies e em diferentes sistemas de producéo.

Para o0 sucesso da producdo de alevinos, a qualidade dos ovos e 0 nimero de
desovas é fator chave, pois resultardo em altas taxas de fertilizacdo, eclosdo e maior
sobrevivéncia das larvas ap6s a absorcdo do saco vitelino (Einum e Fleming, 2002). O
fornecimento e utilizagdo dos nutrientes durante o desenvolvimento inicial comegam
com a dieta materna, e ainda dependem da eficacia de deposi¢do dos mesmos nos ovos
(Nascimento et al., 2014).

Assim, a dieta ndo deve atender somente as exigéncias nutricionais do
reprodutor para o desenvolvimento gonadal, mas também para o desenvolvimento
embrionario ap6s a desova (Masumoto et al., 1991).Apesar do fato de que os ovos
absorvem alguns nutrientes diretamente da agua para formacgdo do vitelo, uma maior
fonte de nutrientes é necessaria para um bom desenvolvimento embrionario (El-Sayed,
2006). Para o crescimento e desenvolvimento embrionario normal de peixes, todos 0s
componentes nutricionais necessarios devem estar presentes no interior do ovocito
(Nascimento et al., 2014).

E do conhecimento geral o impacto negativo de deficiéncias em vitaminas,
minerais e acidos graxos na eficiéncia reprodutiva de diversas espécies de peixes
(Navarro et al., 2010). As vitaminas sdo necessarias em pequenas quantidades para 0s
peixes apresentem crescimento normal, salde e metabolismo adequado (Pezzato, 1999)
promovendo 0 sucesso na reproducdo. Sabe-se que, para o desenvolvimento de
embrides de peixes, é necessario transferéncia de nutrientes dos reprodutores para o0s
gametas. Segundo Soliman et al. (1986), a transferéncia de nutrientes como a vitamina
C pode influenciar a qualidade das gonadas, a fecundidade, a qualidade de ovos, a
ecloséo e a sobrevivéncia de larvas. Um suplemento dietético de acido ascorbico tem
efeitos positivos sobre o desempenho reprodutivo em varias espécies de peixes (Rotta,
2003).

2.4 VITAMINA C E QUALIDADE DE OVOS E LARVAS

Um dos grandes desafios dos produtores é o fornecimento continuo de ovos,
larvas e alevinos/juvenis em quantidade suficiente e de boa qualidade, com altas taxas
de sobrevivéncia, formacdo adequada, tamanho uniforme e bom potencial genético para

favorecer o rapido crescimento (Bhujel et al., 2001).
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As vitaminas sd0 compostos organicos presentes em pequenas quantidades nos
alimentos naturais e sdo essenciais para a manutencdo das fungdes fisioldgicas e sua
deficiéncia compromete funcgdes especificas (Lovell, 1998). A vitamina C é uma das
vitaminas essenciais para 0s peixes; no entanto, esses animais ndo conseguem sintetiza-
la em razdo da auséncia da enzima L-gulonolactona oxidasse que possibilita a sintese
dessa vitamina a partir da glicose (Touhata et al., 1995).

O efeito positivo da vitamina C na reproducdo parece estar na vitelogénese e na
embriogénese (Masumoto et al., 1991) e se estende até o periodo da nutricdo endogena
(Dabrowski et al., 1994). Sabe-se que o estado nutricional do embrido dos peixes,
necessario para o desenvolvimento adequado dos animais, depende da transferéncia dos
nutrientes dos reprodutores para os gametas, inclusive o &cido ascorbico, durante a
vitelogénese, influenciando a sua qualidade tanto nas fémeas quanto nos machos
(Masumoto et al., 1991; Dabrowski et al., 1994; Dabrowski e Blom, 1994).

Soliman et al. (1986) observaram que a quantidade total de acido ascorbico nos
ovos coletados das fémeas de tilapia mossambica (O.mossambicus) alimentada com
dieta contendo vitamina C representou somente 47% do contetido ovariano de acido
ascorbico do peixe, devido, provavelmente, a transferéncia desta vitamina do ovario
para 0s ovos. Esse mecanismo € importante para as larvas, pois fornece um estoque de
acido ascorbico a para ser utilizado apds a eclosdo, fase mais critica para a
sobrevivéncia das larvas (Rotta, 2003). Segundo 0 mesmo autor, nesta fase a vitamina C
participa na formacdo do tecido Osseo e cartilaginoso, e é responsavel pelo
desenvolvimento da larva. Sua caréncia ocasiona deformacgdes Osseas, hemorragia,
anorexia e aumento dos efeitos negativos do estresse (Halver, 1995), além de
deformacdes na cauda (Leibovitz et al., 1982), na cartilagem de suporte dos filamentos
branquiais, como também atrofia nas fibras musculares (Fracalossi et al., 1998).

Em sistemas intensivos de producéo, os peixes sdo constantemente expostos a
agentes estressores promovendo alteragdes metabolicas que geram maior demanda por
vitamina C (Wedemeyer, 1969). Logo tem sido recomenda a suplementacdo em niveis
superiores a0 necessario para proporcionar aos peixes desempenho normal visando
maior resisténcia (Li e Lovell, 1985). Desta forma, o uso da vitamina C pode ser
considerado uma medida preventiva contra a disfuncdo biologica e ndo como um
método curativo em situacOes de estresse (Rotta, 2003). De acordo Cyrino (2000), tal
estratégia se aplica, sobretudo, na larvicultura onde ocorre rapida deplecdo das reservas

de vitamina C durante o desenvolvimento e metabolismo das larvas. Os mesmaos autores
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sugerem que as exigéncias dessa vitamina nos estagios larvais sejam maiores e que,
niveis de exigéncia de vitamina C que garantam uma taxa de crescimento adequada
podem ser insuficientes para reacGes imunoldgicas e resposta ao estresse ambiental.

Logo, a vitamina C é um nutriente essencial para a maxizacdo da qualidade dos ovos e
lavas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da vitamina C na dieta no desempenho reprodutivo de tilapia

do Nilo e na qualidade de ovos e larvas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar os efeitos da vitamina C no ganho de peso, varidveis hematologicas e
indices gonadossomatico e hepatossomatico de reprodutores (machos e fémeas) de
tilapia do Nilo;

- Analisar os efeitos da vitamina C na qualidade espermatica, motilidade e
velocidade do sémen de machos de tilapia do Nilo;

- Avaliar os efeitos da vitamina C no desempenho reprodutivo e qualidade dos
ovos de fémeas de tilapia do Nilo

- Avaliar a qualidade das larvas recém eclodidas através de teste de exposi¢ao ao
ar e sobrevivéncia em diferentes salinidades nos tratamentos com diferentes niveis de

vitamina C na dieta dos reprodutores.
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ARTIGO 1

EFEITOS DA SUPLEMENTA(;AO DIETETICA DE VITAMINA C
EM REPRODUTORES MACHOS DE Oreochromis niloticus

RESUMO

Obijetivou-se com este estudo avaliar o efeito da vitamina C no crescimento e qualidade
do sémen de reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Cento e sessenta
reprodutores foram alimentados por 45 dias com dietas isoproteicase isoenergéticas
(37% de PB e 4000 Kcal de energia) com diferentes niveis de suplementacdo de
vitamina C (0, 261, 599 e 942mg/kg de racdo), totalizando 40 animais por tratamento.
Apdbs esse periodo, os peixes foram medidos e extrusados por quatro semanas
consecutivas. Os maiores valores de peso, ao final do experimento, foram registrados
para as dietas contendo 599 (166 g) e 942 (175 g) mg de vitamina C/kg de ragdo. O
maior comprimento foi verificado para os peixes alimentados com 942 mg de vitamina
C (24,1 cm). Quanto as variaveis espermaticas, motilidade, vigor e concentracao
espermatica, foram maiores nos tratamentos com 599 e 942 mg de vitamina C/kg de
racdo, apresentando valores médios de 90, 6,7 e 3,7, respetivamente. Para o indice
gonadossomatico, volume de sémen realizado na quarta coleta e proteina plasmatica
foram verificadas relacdo direta com o aumento dos niveis de vitamina C na dieta. Ndo
foram observadas alteracBes no indice hepatossomatico e glicose sanguinea. O
hematdcrito e eritrocito apresentaram melhores valores estimados pela derivada das
equacbes a 850 e 638 mg de vitamina C/kg de racdo, respectivamente. O leucdcito
apresentou relacdo inversamente proporcional ao aumento dos niveis de vitamina C na
racdo. Para machos de tilapia mantidos em condi¢fes intensivas de criacdo e manejo,
niveis de vitamina C entre 599 e 942 mg podem ser utilizados para melhor desempenho
e qualidade do sémen.

Palavras-chave: Sémen, hematologia, desempenho, vitamina C.
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EFFECTS OF VITAMIN C SUPPLEMENT ON THE DIET OF
Oreochromis niloticus MALES

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of vitamin C on semen quality and
growth of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) broodfish. One hundred and sixty fish
were fed for 45 days with isoenergetic and isoproteic diets (37% CP and 4000 Kcal of
energy) with different supplemental dietary levels of vitamin C (0, 261, 599 and
942mg/kg diet), totalling 40 animals per treatment. After this period, the fish was
measured and extruded for four consecutive weeks. At the end of the experiment, fish
with diets containing 599 (166 g) and 942 (175g) mg of vitamin C/kg presented the
heaviest weights. Fish fed with 942 mg of vitamin C were largest in length (24.1 cm).
As for sperm variables, motility, vigour and sperm concentration were higher in the 599
and 942 mg vitamin C/kg diet, with average values of 90, 6.7 and 3.7, respectively. For
the gonadosomatic index, semen volume from the fourth collection and plasma protein
were directly related to the vitamin C increase in the diet. No changes were observed in
the hepatosomatic index and blood glucose. The hematocrit and erythrocyte showed
better values estimated by the equations derivative at 850 and 638 mg vitamin C/kg of
food, respectively. The leukocytes were inversely proportional to increased levels of
vitamin C in the food. For males kept on intensive rearing and handling conditions,
vitamin C levels between 599 and 942 mg can be used for better semen quality and

performance.

Key words: Semen, hematology, performance, vitamin C.
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1. INTRODUCAO

A producdo de pescado pela aquicultura tem aumentado nos ultimos anos,
principalmente para atender & demanda crescente do mercado consumidor (Bosma e
Verdegem, 2011). As tilapia Oreochormis sp., estdo entre as espécies mais cultivadas
do mundo, sendo o segundo grupo de peixes de maior importancia na aquicultura
mundial (FAO, 2012). Este fato se deve aos elevados indices produtivos que estdo
atrelados a caracteristicas intrinsecas da espécie, como alta taxa de crescimento,
facilidade de adaptacdo a diversas condicdes de criacdo, tolerancia a flutuacdes nos
parametros fisicos e quimicos da agua, tornando-se aptos a reproduzir-se em ambientes
com diferentes caracteristicas limnoldgicas (Righettiet al., 2011), além de ciclos
reprodutivos curtos e resisténcia a doencas (Coward e Bromage, 2000).

O desenvolvimento e a intensificacdo da criacdo sdo dependentes do sucesso no
controle e manipulacdo de algumas funcgdes fisioldgicas e, dentre elas, a reproducao.
Estudos nutricionais vém sendo realizados na reproducdo de peixes para melhorar as
caracteristicas reprodutivas (lzquierdo et al., 2001; Gunasekera et al., 1995; Gunasekera
e Lam, 1997; Bombardelli et al., 2010). As carateristicas nutricionais das dietas podem
afetar diretamente o desenvolvimento e a funcdo dos 6rgdos reprodutivos, além de
acarretar alteracbes no funcionamento do sistema enddcrino envolvido com a
reproducdo (Maggioni et al., 2008). Estudos demonstram que a deficiéncia vitaminica
influencia negativamente na eficiéncia reprodutiva de peixes, sendo que o suplemento
dietético de acido ascérbico pode ter efeitos positivos sobre o desempenho reprodutivo
(Wang et al., 2002; Lee e Dabrowski, 2004). A vitamina C € essencial para a sintese,
desenvolvimento e manutencdo do sémen normal, reduzindo as aglutinagdes dos
espermatozoides (Chinoyet al., 1986), aumentando a motilidade e reduzindo a
infertilidade nos machos (Aguiar et al., 2005). Para S6nmez et al. (2005) e Ciereszko e
Dabrowsk (2000), dietas sem a suplementacédo de vitamina C resultam na diminui¢do da
concentracdo espermatica, motilidade espermatica progressiva e de fertilizacdo. Os
estudos de nutricdo dos reprodutores sdo limitados e relativamente caros devido a
necessidade de instalagbes de grandes dimensGes para manter grandes grupos de peixes
adultos e aos custos de produgéo elevados para conduzir experimentos de alimentagéo

prolongada. No entanto, é imprescindivel o aprimoramento do avango tecnologico na
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nutricdo e na alimentacdo para o desenvolvimento reprodutivo dos peixes, a fim de
garantir a exceléncia na maior producdo dos gametas.

Assim, com o presente estudo objetivou-se avaliar os efeitos da suplementacéo
dietética de vitamina C no desempenho e qualidade do sémen de reprodutores de tilapia

do Nilo (Oreochromis niloticus).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO, INSTALAQ()ES E DELINEAMENTO
EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquacultura da Universidade
Federal de Minas Gerais (LAQUA) por um periodo de 75 dias e tiveram seus
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMG
(Protocolo CEUA 396/2012).

Foram alocados em um delineamento em blocos casualizado 160 machos de
tildpia, microchipados, com peso médio de 45 g (biomassa inicial de 1,8 + 0,04 kg de
peixe) em quatro tanques de 1000L (volume til de 800 L), com densidade de 40 peixes/
tratamento, sendo cada animal considerado uma repeticdo. Cada tanque possuia um
sistema individual de recirculacdo de agua composto por filtro mecénico e bioldgico e
aeracdo suplementar. O fotoperiodo foi controlado, com 10 horas de luz e 14 horas de
escuro.

Diariamente foram monitorados a temperatura da agua, pH e condutividade
elétrica por meio de aparelho portétil da Yellow Spring Incorporation modelo 6920V2
cujo valores médios foram 27,9+0,5°C, 7,840,3 e 190+20 uS/cm, respectivamente. A
amonia foi mensurada diariamente utilizando-se Kit comercial Alcon Amoénia e
permaneceu com valores inferiores a 0,1 mg/L. O oxigénio dissolvido foi de 6,5+0,5 mg
e foi mensurado com o oximetro Hanna HI 9146.

Os tanques eram sifonados pela manha e a tarde antes do arragoamento, havendo

uma troca de aproximadamente 30% do total da agua para remogéo de fezes.

2.2 DIETAS EXPERIMENTAIS E MANEJOS
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Os tratamentos experimentais consistiram em quatro dietas isoenergéticas e
isoproteicas, com 37% de proteina bruta (Gunesekera et al., 1995) com diferentes niveis
de suplementacdo de vitamina C na dieta: 0, 300, 600 e 900 mg/kg de racdo (Niveis
calculados) (Tabela 1). Como fonte de vitamina C foi utilizado ascorbil monofosfatado
(35% do principio ativo). Para confeccdo das dietas, os ingredientes foram moidos,
pesados, homogeneizados e posteriormente extrusados. Realizou-se analise da
composi¢cdo bromatoldgica das dietas e dos ingredientes (Silva e Queiroz, 2002) e
quantificou-se a vitamina C por meio de HPLC (cromatografica liquida de alta
eficiéncia), o que correspondeu a niveis analisados de vitamina C de 0, 261, 599 e 942
mg/kg de racdo (Tabela 2).

A alimentagdo consistiu no fornecimento de ragdo extrusada, sete dias na
semana, na proporcao de 2% da biomassa total de cada tanque dividida em duas vezes
ao dia as 8:00 e 16:00h. A cada semana foram realizadas biometrias para ajuste da racédo

a ser ofertada. O fotoperiodo foi mantido em 10 horas de luz, 14 de escuro.

Tabela 1. Composicgéo percentual dos ingredientes utilizados na racéo de reprodutores
machos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

Ingrediente Quantidade (%0)
Farelo de soja 40,000
Quirela de arroz 16,723
Gluten de milho 60% 13,432
Farelo de trigo 12,000
Farinha de visceras de aves 10,000
Fosfato bicélcio 2,4163
DL-metionina 0,0400
L-Lisina 0,5000
2Complexo mineral e vitaminico 0,500
SBHT 0,015
Sal comum 0,500
Inerte + vit. C 3,873

valores expressos em 100% de matéria seca.2Complexo mineral e vitaminico (mg/kg
ou Ul/kg premix): Acido félico : 2500; Acido pantoténico: 3750; BHT: 2500; Biotina:
125; Zinco: 20; Cobre: 2000; Colina: 125; Ferro: 15; lodo: 125; Vit Ks: 1000;
Manganés: 3700; Niacina: 7800; Selénio: 75; Vit A: 2000.000; Vit E: 15000; Vit B;:
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2500; Vit B12: 5000 mg/kg; Vit B2: 2500 ; Vit Be: 2000; Vit Ds: 500.000; Etoxiquim :
2500.2Butilhidroxitolueno.

Tabela 2. Composicdo analisada da racdo de reprodutores de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus)

Tratamentos (mg de vitamina C/kg de ragéao)

0 300 600 900
Proteina Bruta (%) 37,10 37,58 37,14 37,73
Energia Bruta (kcal/kg) 4000,04  3900,93 3900,85 3900,73
Vitamina C analisada (mg/kg) 0 261 599 942

2.3 COLETA DO SEMEN

A primeira coleta de sémen ocorreu ap6s 45 dias de alimentacdo. Foram
realizadas quatro coletas, com intervalo de uma semana. Em cada coleta, foram
utilizados todos os animais de cada tanque. Porém, a cada coleta que se seguiu, houve
um decréscimo de cinco animais, os quais foram sacrificados para a andlise do indice
gonadossomatico (IGS) e indice hepatossomatico (IHS), antes da extrusdo. Para as
coletas do sémen, ap0ds jejum de 12 horas, cada peixe foi retirado do tanque com puca e
enrolado em uma toalha Umida. Em seguida, a regido genital e a nadadeira anal foram
enxutas com toalha de papel e realizada a extrusdo, comprimindo-se a regido abdominal
no sentido céfalo-caudal. O sémen foi coletado com pipeta e depositado em ependorff
de 2 ml, devidamente identificado para a avaliagdo seminal.

2.4 AVALIACAO SEMINAL

Imediatamente ap6s a coleta, foram determinados: motilidade espermaética
progressiva (0-100%) e vigor espermatico (0-5). Para a concentracdo espermatica (n.
espermatozoides/mL), o sémen foi acondicionado em temperatura de aproximadamente
12 °C para posterior avaliacdo. Para as avaliacdes foram adotados os procedimentos de
Sorensen Jr. (1979), adaptados para peixes (Mataveli et al., 2007), descritos como
segue:

Concentracdo espermatica: Utilizou-se uma amostra de SulL de sémen, que foi
diluida em 5.000 puL de formol salina tamponado (Streit Junior et al., 2004), resultando
na diluicdo de 1:1000. Com o material diluido, realizou-se a contagem de células

espermaticas presentes em dez campos da cadmara hematimétrica de Neubauer. A
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concentracdo espermatica foi calculada de forma semelhante ao recomendado pelo

Colégio Brasileiro de Reproducédo animal (1998) para mamiferos, segundo a equacéo:

CSPZ (SPZ/mL):( Yspz )X 25 q.t.xdiluigidox 1000

10q.c profundidadedacémara(mm)Cm que:
SPZ = espermatozoides; CSPZ = nUmero total de espermatozoides contados; g.c. =
quadriculas contadas; g.t. = quadriculas totais; profundidade da cAmara = 0,10 mm e
diluicdo = fator de diluicdo do sémen pelo fixador.

Motilidade espermatica progressiva e vigor espermatico: Realizou-se a
diluicdo de 5 pL de sémen em 10 pL de &gua destilada e, deste diluido, foi colocada
uma gota (0,03 uL - pipeta de Shalli) entre lamina e laminula e levada ao microscopio
de contraste de fase em aumento de 400x e avaliadas, subjetivamente, ambas as
varidveis. Para a motilidade espermatica progressiva foi utilizado um escore de 0 a
100% e para vigor espermatico um escore de 0 a 5 pontos.

Na ultima coleta realizada, foi aferido também o volume do sémen coletado

individualmente em eppendorf graduado.

2.5 ANALISES DAS GONADAS E FIGADO

A cada semana, cinco peixes de cada tratamento, os quais nao foram submetidos
a extrusdo, foram eutanasiados em solucdo de eugenol 285 mg/L. Foram realizadas
biometrias dos animais, peso das gonadas e figados. Com estes dados foram
determinados o indice gonadossomatico (IGS) para cada animal, a partir da expressdo
IGS=100(Ws/W), na qual W representa a massa total do animal e Wg representa a
massa da gbnada, e indice hepatossomatico a partir da expressdao IHS=100(W#W) na

qual W representa a massa total do animal e Wsrepresenta a massa do figado.

2.6 ANALISE DO SANGUE

No dia posterior a quarta coleta de sémen, realizou-se a coleta de sangue. Para
tal, oito animais de cada tratamento, foram contidos utilizando-se pano imido. A coleta
foi realizada por pungdo cardiaca. Foram coletados cerca de 500 pL de sangue,
utilizando heparina sddica (0,1 - 0,2 % mg/mL de sangue) como anticoagulante. Destas
amostras foram determinados valores de hematdcrito por meio de microhematécrito
(Goldenfarb et al., 1971). O sangue foi centrifugado durante 10 min. a 10000 rpm. A
glicose sanguinea foi determinada por meio do glicosimetro digital Accu-Chec Active

Roche Diagnosis®. Para a mensuracdo da proteina plasmética empregou-se
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refratbmetro Optico Goldenberg. A contagem total de leucocitos e eritrdcitos foi

realizada manualmente, utilizando solucdo Natt-Herrik, em hemocitdmetro.

2.7 ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov. Variaveis de sangue, volume de sémen e IGS foram submetidos a anélise de
regressdo para definicdo do melhor modelo a ser utilizado. As variaveis glicose
sanguinea, IHS, peso e comprimento foram submetidas a ANOVA de duas vias e
posterior teste de Tukey a 5%. A motilidade, vigor espermatico e concentracao
espermatica foram analisasa pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis a nivel de

significancia de 5%.

3. RESULTADOS

Na tabela 3 estdo apresentados os dados de peso e comprimento total de machos
de tilapia, nos diferentes tratamentos, durante as quatro coletas de sémen. Dentro de
cada coleta, tanto para peso, quanto comprimento ndo houve diferenca significativa nas
trés primeiras coletas. No entanto, na quarta coleta (p<0,05) o melhor peso foi para 0s
tratamentos de 599 e 942mg de vitamina C/kg de racdo, sendo superior ao tratamento
sema inclusdo de vitamina C. Para o comprimento, os maiores valores foram para o
tratamento de 942 mg de vitamina C, seguido pelos demais tratamentos, 0s quais nao
apresentaram diferencas entre si. Dentro de cada tratamento, entre coletas, apesar do
manuseio semanal, 0s peixes de maneira geral continuaram a apresentar crescimento em

peso e comprimento.
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Tabela 3. Médias (+ desvios padrdo) do peso e comprimento total de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentadas com diferentes

niveis de vitamina C.

Coletas Niveis calculados de vitamina C na dieta NUmero de
(mg/kg de racéo) animais/tratamento
0 261 599 942
Peso (9)
1 70,0+71,74¢ 71,5+19,5Ad 73,3+20,8”¢ 72,9423,07d 40
2 81,1+19,7A¢ 87,4+23,9¢ 85,1+29,9A¢ 89,9+27 4A¢ 35
3 108,0+29,94° 107,3+27,2A° 121,6+34,14° 126,7+33,97° 30
4 131,1+39,8%2 142,0+35,152 166,2+43,3A2 175,0+46,6"2 25
Comprimento total (cm)
1 15,7+1,4Ad 15,8+1,4Ad 15,5+1,8”d 15,9+1,94¢ 40
2 16,8+1,44¢ 16,8+1,74¢ 16,8+1,6"¢ 17,441,770 35
3 18,3+1,27° 18,5+1,34° 18,2+1,3”° 18,0+1,74° 30
4 20,2+1,582 20,2+1,552 21,2+2 282 24,1+2, 072 25

Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha e da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05).
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Na tabela 4 estdo apresentados os dados de motilidade, vigor, concentracdo
espermatica, indice hepatossomatico e glicose sanguinea de machos de tilapia nos diferentes
tratamentos. Dentro de cada tratamento, nas quatro coletas, a motilidade se manteve
constante, entretanto ocorreram variacdes conforme cada tratamento (p<0,05), apresentando
motilidade inferior o tratamento sem a inclusdo da vitamina C e superiores tratamentos com
599 e 942mg de vitamina C/kg de racdo. O vigor espermatico se manteve constante entre as
coletas para os tratamentos 0 e 261 mg de vitamina C/kg de racdo (p>0,05). Entre as coletas,
na primeira, o vigor espermatico foi semelhante entre todos os tratamentos (p>0,05). Na
segunda, terceira e quarta coleta, o vigor foi maior (p<0,05) para os tratamentos com 599 e
942mg de vitamina C/kg de racdo. Para a concentragdo espermatica, nos tratamentos 0, 261, e
599mg de vitamina C/kg de racdo, ndo foi verificado diferenca entre as coletas (p>0,05).
Porém, para 942mg de vitamina c/kg de racdo a maiores concentracGes foram registradas na
segunda e quarta coleta (p<0,05). Nas diferentes coletas, de maneira geral, os menores valores
de vigor espermatico foram para o tratamento sem vitamina C, com valores intermediarios
para o nivel de 261mg de vitamina C/kg de racao e superiores e semelhantes entre si para 599
e 942 mg de vitamina C/kg de racéo.

Né&o foi verificada influéncia da vitamina C na glicose sanguinea e no IHS (Tabela
4).
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Tabela 4. Médias (z desvio padrdo) da motilidade espermatica progressiva, vigor espermatico e concentragdo espermatica do sémen de tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), alimentados com diferentes niveis de Vitamina C.

Niveis calculados de vitamina C na dieta

Coletas (mg/kg de racéo) NUmero de
0 261 599 942 animais
Motilidade espermatica progressiva (%)
1 60,0+21,5% 74,1+11,382 88,0+12,07 91,7+9,3”2 35
2 58,0+23,0¢ 77,415,082 82,7+16,0/B2 89,7+12,07 30
3 55,3+21,7¢ 72,6+15,2B2 84,2+15,6" 93,3+13,2" 25
4 60,0+23,3% 74,0+14,1B2 89,2+12,5 42 90,8+11,8" 20
Vigor espermatico (0 — 5 pontos)
1 2,2+0,8 A8 2,5+0,6"2 2,71,27° 2,5+1,47° 35
2 2,0+0,852 2,611,470 3,841,244 3,7+1,4"° 30
3 2,2+1,452 2,5+0,852 2,7+1,5%® 4,4+0,9% 25
4 1,9+1,082 2,041,452 3,3+1,5" 3,4+1,77° 20
Concentracdo espermatica (espermatozdides/mL x 106)
1 2,5+1,6%2 2,6+1,952 3,3+2,0M 3,342,240 35
2 2,6+1,652 2,642,452 4,0+2,2"2 3,8+2,0M 30
3 2,2+1,0%2 2,7+2,052 3,942 4% 3,3+1,6°% 25
4 2,2+1,2¢ 2,4+]1,952 3,942,242 3,5+2,5" 20
*[ndice hepatossomatico
1 1,3+0,5" 0,9+0,2% 1,140,442 1,540,478 5
2 1,240,742 0,840,172 1,2+0,5% 1,4+0,5% 5
3 1,141,942 0,9+0,8"2 1,2+0,8" 1,3+0,5" 5
4 1,140,972 0,740,172 1,240,472 1,3+0,6"° 5
*Glicose(mg/dL)
Apos a coleta 52,9+16,24 44,6+10,8" 54+9,6" 50,9+7,04 8
4

Meédias seguidas da mesma letra mailscula na linha e da mesma letra mindscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
*Meédias seguidas da mesma letra maidscula na linha e da mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Para 0 IGS (Figura 1a) foi verificado relacdo direta com o aumento dos niveis de
vitamina C na dieta. O volume de sémen realizado na quarta coleta, apds trés semanas de
coleta consecutivas, também apresentou relacdo direta com o aumento dos niveis de
vitamina C na dieta (Figura 1b).

As variaveis hematologicas estdo apresentadas na Figura 2. O hematdcrito
(Figura2a) e eritrocito (Figura 2b) presentaram resposta quadratica com ponto de inflexdo
nas concentracdes de 850 e 638 mg de vitamina C/kg de racdo, respectivamente. O
leucdcito apresentou relacdo inversamente proporcional ao aumento dos niveis de vitamina
C na racgdo (Figura 2c), enquanto a proteina plasmética total apresentou relagdo direta com
0 aumento dos niveis de vitamina C na dieta (Figura 2d).
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Figura 1. Indice gonadossomatico (IGS) (n= 20 animais por tratamento) (Fig.a) das quatro coletas e volume do sémen realizado na quarta
coleta (n= 20 animais por tratamento) (Fig. b) de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentados com diferentes niveis de vitamina C

na dieta
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Figura 2. Variaveis hematologicas de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (n = oito animais por tratamento) realizadas apés a quarta coleta de

sémen, nos diferentes tratamentos com niveis de vitamina C. Hematdcrito (Fig. a); Eritrocito (Fig. b); Leucécitos (Fig. ¢); Proteina plasmatica
(Fig. d).



45

4. DISCUSSAO

Independente do nivel de vitamina C na dieta e dos manejos semanais de
biometria e extrusdo, os reprodutores continuaram a apresentar crescimento, fato que
corrobora a rusticidade desta espécie. As maiores diferencas apareceram somente na
quarta coleta com melhores valores de desempenho dos animais para 0s maiores niveis
de vitamina C na dieta, sugerindo melhor adaptacdo aos manejos. Este fato pode ser
explicado, uma vez que a vitamina C influencia diretamente no crescimento dos peixes,
atuando como coenzima na formacédo do colageno, e reduzindo o estresse, por meio da
moderacdo na producdo de corticosteroides (Barnes, 1975; Nsonga et al., 2009).0s
menores pesos observados nos peixes alimentados sem a incluséo de vitamina C na
dieta pode estar relacionado ao sinergismo do estresse agudo e deficiéncia dessa
vitamina (Wedemeyer, 1997), aumentando aos danos a membrana celular por meio da
peroxidacdo lipidica (Alvarez e Moraes, 2006). Efeito positivo da vitamina C no
desempenho de tilapias ja foi verificado na larvicultura, com melhor ganho de peso para
0s peixes alimentados com dietas contendo 859,5 mg de vitamina C/ Kg de ragéo
(Toyama et al., 2000). Para juvenis resultados satisfatorios foram observados com 0s
peixes alimentados com dietas contendo 125 mg de vitamina C/100g da dieta (Soliman
et al., 1986). Ainda, segundo Soliman et al. (1986), a deficiéncia em acido ascérbico
deprime a absorc¢do de iodo pela tireoide com aumento da concentracdo plasmatica deste
mineral, sugerindo a hipo atividade tireoidiana, podendo assim, 0 menor crescimento
ser atribuido a reducdo dos niveis plasmaticos de hormdnios tireoidianos reguladores do
crescimento.

O nivel de vitamina C teve influéncia direta na motilidade, vigor e concentracao
espermética de machos nos diferentes tratamentos, com melhores valores para os peixes
alimentados com 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo. Esses resultados discordam
com os registrados por Mataveli et al. (2007) utilizando tilapias de 300g de peso
alimentadas com até 261 mg de vitamina C/kg de racdo, onde estes ndo sofreram
influéncia na qualidade espermatica. Mataveli et al. (2010) verificaram que a
concentragdo, vigor e volume do sémen de tilapias, pesando 301,46 + 80,93g,
alimentadas com dietas suplementadas com 0, 75, 150 e 225 mg de vitamina C/kg de

racdo tambem ndo foram influenciados pela suplementagédo da vitamina. Uma possivel
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explicacdo para as diferencas entre a literatura e os resultados do presente estudo pode
ser a faixa de peso dos animais como sugerido em outros trabalhos (Gjerd, 1984;
Suquetet al., 1992; Cacot et al., 2003; Viveiros et al., 2003). Quanto a motilidade
espermatica, Mataveli et al. (2010) verificaram relagédo direta com adicdo de vitamina C.
Estes resultados sugerem que baixos niveis de vitamina C podem melhorar a motilidade
do sémen, e que comparados com 0 do presente estudo mostram a necessidade de
maiores niveis desta vitamina para melhor motilidade do sémen. Ciereszko e Dabrowski
(1995), trabalhando com truta arco iris (Oncorhynchus mykiss), confirmaram que a
deficiéncia de vitamina C reduz a motilidade e concentracdo espermatica e,
consequentemente, a fertilidade. Com relacéo a concentragdo espermatica, Sonmez et al.
(2005) sugeriram que o aumento desta pode ser explicado pela estimulagdo da
gametogénese por meios dos hormdnios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH).
Karanth et al. (2001), afirmaram que a vitamina C possui um efeito na estimulacdo das
gonadotrofinas por meio da acdo do Oxido nitrico na hipdfise, que ativa enzima
guanilato-ciclase, gerando monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) ativando a
proteina quinase C, tendo como consequéncia a exocitose de FSH e LH. Esse mesmo
mecanismo pode estar sendo utilizado pelos reprodutores alimentados com as dietas
contendo as maiores concentracGes de vitamina C (599 e 942 mg de vitamina C/kg de
racao).

Segundo Dawson et al. (1987) a vitamina C tem a propriedade de reduzir a
aglutinacdo dos espermatozoides e é necessaria para o desenvolvimento de gametas de
qualidade e resistentes ao estresse. Porém, apesar de melhora com o aumento da
vitamina C, quando verificado dentro de cada tratamento, apds os manejos e extrusdes
consecutivas no presente estudo, as variaveis analisadas foram semelhantes a da
primeira coleta. Sabe-se que uma dieta sem suplementacdo de vitamina C promove
graves danos aos tecidos reprodutivos, bem como uma diminui¢cdo na concentragéo e
motilidade espermaética (Chinoy et al., 1986; Dawson et al.,1992), como registrado no
presente estudo. Este fato se deve a que a vitamina C é considerada excelente
antioxidante, capaz de sequestrar os radicais livres com grande eficiéncia, promovendo
a protecdo contra a alta produgdo de oxigénios reativos e a prevencao de danos celulares
aferida pela acdo de antioxidantes encontrados nos espermatozoides ou no plasma
seminal (Guerra et al., 2004), confirmando assim, a importancia dessa vitamina na

qualidade do sémen de tilapia.
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O volume de sémen coletado apds trés semanas consecutivas de extruséo, na
quarta coleta, apresentou relacdo direta com o aumento dos niveis de vitamina C na
dieta e variou de 0,15 a 0,25 mL. Mataveli et al. (2007) e Mataveli et al. (2010) néo
observaram a influéncia da vitamina C no volume de sémen de tilapias do Nilo,
empregando até 300 mg de vitamina C na racdo utilizando reprodutores com peso
médio de 301,46 g. A producdo seminal é influenciada por diversos fatores, como o
método de coleta a partir da extrusdo, o que ndo garante a liberagcdo do volume total de
sémen presente nas gonadas (Ferreira et al., 2001) e o tamanho do individuo (Luz et al.,
2001), o que, possivelmente justifica a diferenca entre esses resultados. O volume de
sémen do presente estudo foi inferior ao encontrado por Mataveli et al. (2007), que
encontraram 1mL em tildpias de 300g e Bombardelli et al. (2010), que encontraram
valores de 0,4 mL para a mesma espécie com peso 146,06 g. O aumento do volume de
sémen pode assegurar maior possibilidade de fertilizacdo dos ovdcitos, embora isto
também esteja relacionado com o nimero de células (Billard et al., 1995). Em tilépias,
Linhart et al. (1999) observaram um acréscimo na concentragcdo espermatica,
inversamente proporcional ao volume. Pesquisas relacionadas com a nutricdo dos
reprodutores de tilapia demonstram que a qualidade espermatica € influenciada pela
composic¢do da dieta, como energia (Bombardelli et al., 2010), proteina (Gunasekera et
al., 1995) e vitamina E (Nascimento et al., 2014). Resultados semelhantes também séo
relatados para mamiferos (Yousef, 2005; Salem et al., 2001; Dawson et al., 1992) e
humanos (Dawson et. al., 1990) quanto a utilizacdo de vitamina C.

Para o IGS também foi verificado relacdo direta com o aumento dos niveis de
vitamina C na dieta, o que pode ser explicado pela funcdo antioxidante que esta
vitamina exerce sobre as células espermatogénicas. Esta resposta do IGS também pode
estar diretamente relacionada ao volume de sémen produzido pelas tilapias, nos
diferentes tratamentos, como apresentado anteriormente. De acordo Franga e Russell
(1998), o peso das gbnadas esta diretamente relacionado com a producdo espermatica e,
assim sendo, quanto maior a gbnada, maior a producdo de espermatozoides. Isto
também sugere alteracbes morfolégicas em resposta as ragdes, como por exemplo,
maior atividade dos 6rgaos reprodutivos como verificado por Bombardelli et al. (2010),
0 que é bastante compreensivel, uma vez que estes se encontravam em plena atividade

reprodutiva.
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Os resultados para IHS foram semelhantes entre os tratamentos e estdo de
acordo com os resultados encontrados por Navarro et al. (2010), onde a vitamina C néo
teve influéncia para reprodutores de tilapia sobre esta variavel.

O hematdcrito e eritrocito apresentaram melhores valores estimados pela
derivada das equacdes a 850 e 638mg de vitamina C/kg de racdo, respectivamente.
Barros et al. (2002) registraram aumento no hematdcrito e eritrocitos em dietas de
alevinos de tilapia suplementadas com 125; 375 e 1115 mg de vitamina C/kg de rag&o.
O menor hematocrito na auséncia de suplementacdo de vitamina C e/ou na deficiéncia
desta vitamina também foi verificada em bagre-do-canal (Ictalurus punctatus)
(Andrews e Murai, 1975). Além disso, Adham et al. (2000) e Barros et al. (2002)
demonstraram que dietas deficientes em vitamina C causam anemia em peixes,
caracterizadas por uma reducdo do hematocrito e do numero de eritrocitos. Quanto a
proteina plasmatica total, valores médios de referéncia para tilapias saudaveis foram
obtidos por Hrubecet al. (2000) em tilapias hibridas (O. niloticus x hibrido entre O.
mossambicus x O. aureus), por Chen et al. (2003) em tilapias do Nilo e por Mauel et al.
(2007) em tilapias hibridas (O. aureus x O. niloticus) com médias de 3,0 a 7,7 g/dL.
Esse fato mostra que no presente estudo, os animais alimentados com vitamina C
(valores entre 3,33 a 3,51 g/dL) estavam saudaveis, apesar das condi¢cbes de manejo
intensivo. Estes dados corroboram a melhora no desempenho e na qualidade do sémen
na presenca de niveis superiores a 599 mg de vitamina C na dieta.

O leucdcito apresentou relacdo inversamente proporcional ao aumento dos
niveis de vitamina C na racdo. De acordo com Chagas et al. (2012), em inicio de
estresse, elevado nimero de leucdcitos pode ser observado na maioria das espécies de
peixes. Essa leucocitose foi registrada no presente estudo a medida que diminuiu o nivel
de vitamina C na dieta, 0 que pode ser uma tentativa de recuperacdo do equilibrio
fisioldgico, reafirmando a importancia desta vitamina em contrapor aos efeitos do
estresse.

A glicose ndo apresentou diferencas entre os tratamentos indicando que 0s
animais ndo estavam sobre efeito do estresse que acarretaria no aumento da
glicogendlise no figado, promovendo maiores niveis sanguineos de glicose (Morgan e
Iwama, 1997; Wendelaar Bonga, 1997; Wells e Pankhurst, 1999). Resultados
semelhantes quanto a concentracdo de glicose foi observada por Hrubecet al. (2000)
(52,0 mg/dL) e Martins et al. (2008) (54,2 mg/dL), para tildpias em condicdes

estressantes. Mariano et al. (2011) relataram que, embora a concentragéo de glicose se
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eleve logo apos o inicio do periodo estressante, 0s niveis sao passageiros, e podem nédo

se manter altos por muito tempo.

5. CONCLUSOES

A suplementacdo de dieta de reprodutores de tilapia do Nilo ao nivel de 599
mg/Kg de ragdo influenciou positivamente na qualidade do sémen, além de
proporcionar melhor ganho de peso e alterar positivamente as varidveis hematoldgicas,
proteina plasmaticas, eritrocito e hematocrito.

Reprodutores machos de tilapia devem ser alimentados com niveis superiores a

599 mg de vitamina C/kg de racdo em condic¢des de manejos intensivos.
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ARTIGO 2

MOTILIDADE, CINETICA E MORFOLOGIA DO SEMEN DE
TILAPIA DO NILO ALIMENTADAS COM DIFERENTES NIVEIS
DE VITAMINAC

RESUMO

Obijetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da suplementacéo dietética de vitamina
C na motilidade espermatica e nas varidveis cinéticas e morfoldgicas do sémen de
Oreochromis niloticus. Reprodutores foram alimentados com quatro dietas contendo
diferentes niveis de vitamina C (0, 261, 599 e 942 mg/kg de racdo). Ap6s 100 dias de
alimentacdo, foram coletados os sémens de 10 animais de cada tratamento para as
analises de motilidade, morfologia por meio do sistema computadorizado de analise de
sémen (CASA). Os animais alimentados com as dietas contendo 942 mg de vitamina
C/kg de racdo apresentaram maior motilidade espermaética (P<0,05). Quanto ao valor de
batimento flagelar, os melhores resultados foram para os reprodutores alimentados com
as dietas contendo 942 e 599 mg de vitamina C/kg de racdo, nao diferindo entre si. Os
niveis de suplementacdo dietética de vitamina C ndo provocaram diferencas estatisticas
na morfologia esperméatica e nos valores de amplitude de deslocamento lateral e
retilinearidade. Para as variaveis linearidade, velocidade da trajetéria real, velocidade da
trajetéria linear, velocidade da trajetdéria média dos espermatozoides observou-se
maiores valores com o maior nivel de vitamina C na dieta. Desta forma, recomenda-se a

suplementacdo de 942 mg de vitamina C em dietas de reprodutores de tilapia do Nilo.

Palavras-chave: Oreochromis niloticus, vitamina C, CASA (Sistema Computadorizado

de Analise de Sémen), qualidade do sémen.
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MOTILITY, KINETICS, AND MORPHOLOGY OF SEMEN FROM
NILE TILAPIA FED WITH DIFFERENT LEVELS OF VITAMIN C

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of supplemental dietary vitamin C
on the motility, Kinetics, and morphology of semen from Oreochromis niloticus.
Broodfish were fed four diets containing different levels of vitamin C (0, 261, 599, and
942 mg/kg diet). After 100 days of feeding, the semen of 10 animals from each
treatment was collected for motility and Kinetics analysis, by a computer-assisted
analysis system (CASA), as well as to morphology analysis. Animals fed the diet
containing 942 mg vitamin C/kg diet had higher sperm motility (p<0.05). Higher values
of beat cross frequency were observed in broodfish fed diets containing 942 and 599 mg
vitamin C/kg, without significant differences. For linearity, curvilinear velocity, straight
line velocity, and average path velocity, higher values were detected with the highest
level being in the highest dietary level of vitamin C. The different supplementary
dietary levels of vitamin C did not cause significant differences in straightness, lateral
head displacement, and sperm morphology. Thus, a supplement of 942 mg vitamin C/kg

is recommended to be added to the diet of Nile tilapia broodfish.

Key words: Oreochromis niloticus, vitamin C, CASA (computer-assisted sperm

analyser), sperm quality.
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1. INTRODUCAO

Alteracdes morfoldgicas dos espermatozoides podem ter influéncia direta na
fertilidade do reprodutor (Toniolli, 1999; Rurangwa et al., 2004) e tais alteracGes podem
atingir as estruturas das células espermaticas, como cabeca, peca intermediaria e cauda
(Mies-Filho, 1987; Batista et al., 2011). Para peixes ainda ndao ha& padrdo de
classificacdo de anormalidades espermaticas e sua relagdo com a fertilidade do
reprodutor. Todavia, alguns autores vém buscando classificar as anormalidades
espermaticas de peixes (Herman et al., 1994; Mataveli et al., 2007).

Outra forma de se avaliar a qualidade do sémen em peixes é atraves de métodos
subjetivos (Viveiros et al., 2010) pela avaliacdo visual das células sob microscopia
Optica. Contudo, estes métodos tém levantado davidas referentes a sua validacdo, pois
dependem de critérios subjetivos e da pratica do avaliador, apresentando variagdes dos
valores obtidos (Davis e Katz, 1993).

Como alternativa, diferentes sistemas de andlise assistida por computador tém
sido empregados e apresentando niveis de precisdo e confianca (Kime et al., 2001),
possibilitando uma anélise objetiva. O Sistema computadorizado de analise de sémen
(método CASA) é um sistema automatico (hardware e software) utilizado para
visualizar e digitalizar imagens sucessivas, processando e fornecendo informacdes
precisas sobre a cinematica de células individuais e resumos estatisticos da populacdo
espermatica analisada (Amann e Katz, 2004). Segundo Sanches et al. (2010), o CASA
apresenta resultados confidveis tornando sua utilizacdo eficiente e precisa na avaliacdo
da qualidade de sémen de peixes. Desta forma, analises de sémen em sistemas
computadorizados vém sendo cada vez mais utilizados e podem contribuir deforma
positiva para a padronizacdo, entendimento e avaliacdo da qualidade seminal como
verificado para jundia (Rhamdia quelen) (Sanches et al., 2010), truta-arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) (Ingermann et al., 2010), surubim-do-iguacu (Steindachneridion
melanodermatum) (Bombardelli et al., 2011), peixe zebra (Danio rerio) (Ingermann et
al., 2011), “fathead minnow” (Pimephales promelas) (Murack et al., 2011) e tilapia do
Nilo (Oreochormis niloticus) (Gennotte et al., 2012). A avaliagdo computadorizada da
motilidade espermética também pode auxiliar na sele¢do de reprodutores, possibilitando

assim, a reducdo dos custos na piscicultura (Ravinder et al., 1997; Rurangwa et al.,
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1998; Rurangwa et al., 2001). Além disso, a utilizacdo de softwares indica parametros
que visualmente ndo sdo observados (Kime et al.,, 2001) como movimentos
progressivos, ou ndo-progressivos, velocidade espermaética, linearidade, retilinearidade,
oscilacdo, progressdo e frequéncia de batimentos (Ravinder et al., 1997; Rurangwa et
al., 2001; Wilson-Leedy e Ingermann, 2007).

Entre os nutrientes importantes para a reprodugdo de machos esta a vitamina C.
Segundo Lerner (1998), esta vitamina tem a propriedade de reduzir a aglutinacdo dos
espermatozoides, promovendo o0 aumento da motilidade e, por consequente, a
otimizacdo da fertilidade dos machos. Além disso, esta vitamina protege o0s
espermatozoides de danos, como a peroxidacdo lipidica da membrana (Martinez-
Paramo et al., 2012).

Objetivou-se com este estudo avaliar a motilidade, cinética e morfologia de
espermatozoides de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com diferentes

niveis de vitamina C na racéo.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquacultura da Universidade
Federal de Minas Gerais (LAQUA) por um periodo de 100 dias e tiveram seus
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMG
(Protocolo CEUA 396/2012).

Foram utilizados 160 machos de tilapia, com peso médio de 45 g, estocados em
quatro tanques de 1000 L, volume atil de 800 L, com densidade de 40 animais por
tanque em um sistema individual de recirculacdo de agua e aeracao suplementar. Cada
tanque recebeu biomassa inicial de 1,8 £ 0,04 kg de peixe (n= 40 animais por tanque).
Os tratamentos experimentais consistiram em quatro dietas isoenergéticas e
isoproteicas, com 37% de proteina bruta (Gunesekera et al., 1995) com diferentes niveis
de suplementacdo de vitamina C na dieta: 0, 300, 600 e 900 mg/kg de racdo (Niveis
calculados) (Tabela 1). Como fonte de vitamina C foi utilizado ascorbil monofosfatado
(35% do principio ativo). Para confeccdo das dietas, os ingredientes foram moidos,
pesados, homogeneizados e, posteriormente, extrusados. Realizou-se analise da
composi¢do bromatologica das dietas (Silva e Queiroz, 2002) e quantificou-se a

vitamina C por meio de HPLC (cromatografica liquida de alta eficiéncia), o que
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correspondeu a niveis analisados de vitamina C de 0, 261, 599 e 942 mg/kg de ragédo
(Tabela 2).

A alimentacdo consistiu no fornecimento de ragdo sete dias na semana, na
proporcao de 2% da biomassa total de cada tanque dividida em duas vezes ao dia as 8:00 e
16:00h. A cada semana foram realizadas biometrias para ajuste da racdo a ser ofertada. O
fotoperiodo foi mantido em 10 horas de luz, 14 de escuro.

Diariamente foram monitorados a temperatura da agua, pH e condutividade
elétrica por meio de aparelho portétil da Yellow Spring Incorporation modelo 6920 V2,
apresentando valores de 27,94+0,5°C, 7,8+0,3 ¢ 190+20 uS/cm, respectivamente. A
amonia foi mensurada utilizando-se Kit comercial Alcon Amonia e permaneceu com
valores inferiores a 0,1 mg/L. O oxigénio dissolvido foi de 6,5+0,5 mg/L e foi
mensurado com o oximetro Hanna HI 9146.

Ap6s tomada dos dados de qualidade de agua, os tanques foram sifonados pela
manha e a tarde antes do arragcoamento, com troca de aproximadamente 30% do total da
agua para remocdo de fezes e eventuais sobras de racao.

Apobs 100 dias de alimentagdo, o sémen foi coletado de 10 animais de cada
tratamento, sendo cada animal considerado uma réplica. Previamente a coleta do sémen,
os animais foram submetidos a jejum de 12 horas. Apds contencdo individual, a papila
urogenital foi cuidadosamente seca e realizou-se pressdo abdominal no sentido céfalo-
caudal, evitando possiveis contaminacGes do sémen com &gua, sangue, urina, fezes e
muco. O sémen foi coletado e depositado em tubos de polipropileno de 1,5 ml,
devidamente identificado e mantido refrigerado a 4-6°C em, em caixa de isopor
contendo gelo em escama.

A andlise da morfologia espermaética foi realizada através da confeccdo de
esfregagos do sémen, apos fixacdo em formol salina tamponada, sendo entdo corados
com rosa bengala, segundo metodologia descrita por Streit Junior et al. (2004). Apds
secagem do esfregado o mesmo foi avaliado em microscopio de contraste de fase
acoplado a uma camera de captura de imagem da linha INFINITY 1, Sensor CMOS,
padrdo C-mount, com op¢es colorida ou monocromatica, utilizando o software Infinity
Analyze para captura e corregdes de imagens, Infinity 1-1C/M: 1.3Mpixel (1280 x
1024) mono/color. Foram avaliados cem espermatozoides de cada animal e
classificados em normais ou anormais, As anormalidades foram classificadas em

patologias primarias e secundarias de acordo com Herman et al. (1994).
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Tabela 1. Composigéo percentual dos ingredientes utilizados na racéo de reprodutores
machos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

Ingrediente Quantidade (%)
Farelo de soja 40,000
Quirela de arroz 16,723
Gluten de milho 60% 13,432
Farelo de trigo 12,000
Farinha de visceras de aves 10,000
Fosfato bicalcio 2,4163
DL-metionina 0,0400
L-Lisina 0,5000
2Complexo mineral e vitaminico 0,500
SBHT 0,015
Sal comum 0,500
Inerte + vit. C 3,873

Valores expressos em 100% de matéria seca.’Complexo mineral e vitaminico (mg/kg
ou Ul/kg premix): Acido félico : 2500; Acido pantoténico: 3750; BHT: 2500; Biotina:
125; Zinco: 20; Cobre: 2000; Colina: 125; Ferro: 15; lodo: 125; Vit K3: 1000;
Manganés: 3700; Niacina: 7800; Selénio: 75; Vit A: 2000.000; Vit E: 15000; Vit B::
2500; Vit B12: 5000 mg/kg; Vit Bz2: 2500 ; Vit Be: 2000; Vit Ds: 500.000; Etoxiquim :
2500.3Butilhidroxitolueno.

Tabela 2. Composicdo da racdo de reprodutores de tilapias do Nilo (Oreochromis

niloticus).
Tratamentos (mg de vitamina C/kg de racao)
0 300 600 900
Proteina Bruta (%) 37,10 37,58 37,14 37,73
Energia Bruta (kcal/kg) 4000,04 3900,93 3900,85 3900,73
Vitamina C analisada (mg/kg) 0 261 599 942

Para a analise da motilidade e cinética do sémen, as amostras refrigeradas foram
transportadas para o Laboratério de Andrologia e Tecnologia de Sémen localizado na
Fazenda Modelo, Pedro Leopoldo—MG, Brasil. O tempo decorrido entre as coletas e
inicio das analises foi de trés horas. Para a analise pelo método CASA, o aparelho
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utilizado foi o Sperm Class Analyzer (SCA® v.4.0) e os parametros para calibracio do
sistema (setup) foram: éarea de particula de 40 microns2; VCL: 10 < SLOW < 25 <
MEDIUM < 45< RAPID; Progressividade: > 25% STR; Circular: < 80% LIN; Pontos
para 0 VAP: 5; Conectividade: 14 field; 10 amostras, com um intervalo entre imagens
de 5 segundos. Para a andlise de cada amostra foi utilizado 1 pL de sémen e 5 puL de
agua destilada como solucéo ativadora, diretamente depositado em l&mina previamente
aquecida a 27°C e coberta por laminula (24x24 mm) em microscépio trilocular
previamente focado na objetiva 40x. Para a analise de cada amostra foram capturados
cinco campos homogéneos, com um minimo de 500 células espermaticas em cada
campo. Seguindo metodologia proposta por Farrell et al. (1998) foram utilizados, para
as ponderagdes sobre a eficacia da vitamina C, os pardmetros cinéticos do CASA:
batimento flagelar (BCF), linearidade (LIN), velocidade da trajetoria real (VCL),
velocidade da trajetéria linear (VSL), velocidade da trajetéria média (VAP), da
retilinearidade (STR) e amplitude de deslocamento lateral (ALH).

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade Kolmogorov-Smirnov
para as variaveis respostas. Posteriormente, foi feita ANOVA, seguido pela andlise de
regressao para se determinar o melhor modelo a ser utilizado. As variaveis BCF, STR e
ALH foram submetidas posterior teste de Tukey a 5% de probabilidade. Variaveis que
ndo apresentaram normalidade dos dados foram analisadas através do Teste Kruskal-
Wallis (P<0,05).

3. RESULTADOS

Pela andlise dos resultados apresentados na tabela 3, observa-se que os animais
do tratamento com 942 mg vitamina C/kg de racdo apresentaram maior motilidade
(P<0,05) em relacdo dos demais grupos, os quais ndo diferiram entre si.

Variaveis de cinética espermatica estdo apresentadas na figura 1 e tabela 4.
Para a VCL (Figura 1a) e LIN (Figura 1b) foi verificada relacdo direta com o aumento
dos niveis de vitamina C na dieta. A VSL (Figura 1c) e VAP (Figura 1d) apresentaram
resposta quadratica com valores minimos estimados pela derivada das equagdes a 300 e

281 mg de vitamina c/kg de racgdo, respectivamente. A vitamina C ndo influenciou o
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comportamento da STR e ALH (Tabela 4). Para o BCF resultados foram intermediarios
para 599 e superiores para 942 mg de vitamina C na racao.
Os dados da morfologia espermatica sdo apresentados na Tabela 5, ndo sendo

verificadas diferencas significativas pela adicdo de vitamina C na racao.

Tabela 3. Médias (= desvio padrdo) da motilidade do sémen (%) de reprodutores de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), alimentados com diferentes niveis de

vitamina C.

Niveis calculados de vitamina C na dieta

~ N por
(mg/kg de racéo)
tratamento
0 261 599 942
22,3+19,4° 21,8+ 15,5° 33,9+11,0° 54,9 +8,92 10

Médias seguidas de letras diferentes indicam diferenca pelo Teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).

Tabela 4. Médias (£ desvio padrdo) da Retilinearidade (STR), Amplitude de
Deslocamento Lateral (ALH) e Batimento flagelar (BCF) de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus) alimentada com diferentes niveis e Vitamina C

Niveis calculados de vitamina C na dieta

NUmero
(mg/kg de racéo) )
Anim./trat.
0 261 599 942
STR (%)

71,4+15,7%2 71,6+9,6? 73,5+12,8? 82,5+5,82 10
ALH (mm/s)

1,5+0,32 1,5+0,32 1,4+0,22 1,4+0,12 10

BCF (Hz)
11,5+3,6° 13,6+2,6° 14,0+3,2% 17,1+0,92 10

Médias seguidas de mesma letra em linha ndo diferem Teste de Tukey (P<0,05)
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Figura 1. Cinética espermatica de reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com diferentes niveis de

vitamina C na dieta. a- VCL (velocidade da trajetoria real); b - LIN (linearidade ); ¢ - VSL (velocidade da trajetéria linear); d

- velocidade da trajetoria média (VAP)



Tabela 5. Médias (z desvio padrdo) da morfologia espermatica (%) sémen de reprodutores de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus) alimentados com diferentes niveis de vitamina C na dieta

Niveis calculados de vitamina C na dieta

(mg/kg de ragéo)

Espermatozoides 0 261 599 942 p

Normais (%6) 80,7+31,6% 82,4+31,3% 87,2+27,12 86,0+26,6% 0,2521
Anormais (%) 10,8+19,8? 5,414 .42 4,3+3,92 5,65+3,56% 0,2749

Anormalidades (%)

Cabega solta 2,8+2,52 2,4+2,22 2,2£1,9% 2,4+1,82 0,9069
Cauda solta 0,1+0,32 0,3+1,3% 0,2+0,6% 0,3+0,5 0,2145
Cauda enrolada 0,5+1,0% 0,3+0,72 0,5+0,8% 0,5+0,7¢ 0,6866
Cauda dobrada 0,7+1,3% 0,5+1,1% 0,3+0,5% 0,2+0,6% 0,5257
Cauda quebrada 1,241,42 0,7+1,0? 0,4+0,9% 0,8+1,2% 0,0882
Cauda curta 0,5+1,0° 0,7£1,0° 0,5+1,1° 1,1+1,32 0,1181

Médias seguidas de mesma letra em linha ndo apresentam diferencas ignificativas pelo Teste de Kruskal-Wallis

P<0,05).
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4. DISCUSSAO

A vitamina C tem papel importante na motilidade e na cinética de
espermatozoides de tilapia do Nilo, sem alterar a morfologia destes.

Os espermatozoides podem ser avaliados por meio de caracteristicas que podem
estar relacionadas as taxas de fertilizacdo (Fogli et al., 1988; Billard et al., 1995), sendo as
caracteristicas de motilidade comumente utilizadas na determinacdo da viabilidade
espermatica (Billard e Cosson, 1992; Rurangwa et al., 2004). A motilidade foi superior
para 0 maior nivel de vitamina C na dieta. Porém, foram registrados valores baixos de
motilidade comparado a de outros trabalhos como de Mataveli et al. (2007), cujo valores
ficaram entre 77,9 e 81,0%. Esta baixa motilidade pode esté relacionada ao tempo entre a
coleta e a analise que demorou cerca de trés horas. Chao et al. (1987) encontraram um
decréscimo superior a 9% de motilidade a cada hora entre a coleta e as analises seminais.
Provavelmente, esse decréscimo € decorrente da degeneracdo da qualidade seminal ao
longo do tempo. A deterioracdo das proteinas plasmaticas, associado ao consumo de
oxigénio do plasma, causa a reducdo do pH, o que é prejudicial para as células,
especialmente para as estruturas mais frageis como os flagelos, que tem uma func¢éo crucial
na motilidade (Linhart et al., 1999; Ravinder et al., 1997; Inaba et al., 1998).

O método CASA reduz o tempo de avaliacdo, diminui a variacdo entre avaliadores
e possibilita a avaliar um nimero maior de espermatozoides, melhorando a acurécia dos
resultados (Rurangwa et al., 2004; Viveiros et al., 2010). Neste estudo, VCL, VSL, VAP,
LIN e BCF espermaticas apresentaram maiores valores nos animais alimentados com 942
mg de vitamina C/kg de racdo. Este fato indica que, esse nivel de vitamina C proporciona
melhor qualidade do sémen para esta espécie. Logo, espera-se que animais alimentados
com estes niveis apresentem melhor desempenho reprodutivo, possibilitando melhora na
taxa de fertilizacdo. Segundo Rurangwa (2001), a motilidade e a velocidade espermatica
estdo associadas ao sucesso da reproducdo de peixes. Além disso, ha correlacdo positiva
entre velocidade espermatica e fertilizacdo dos ovocitos (Nascimento et al., 2014; Viveiros
et al., 2010).

O incremento da velocidade espermatica nas amostras seminais de peixes
alimentados com maiores niveis de vitamina C ocorreu, provavelmente, por meio da

elevacdo intracelular dos mensageiros fisiolégicos AMPc e da guanosinamonofosfato
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ciclica (GMPc), como sugerido por Goulart et al. (2004). A influéncia do AMPc na
motilidade espermaética esté relacionada com a fosforilagdo proteica que libera energia para
iniciar a atividade da dineina ATPase (Bunge, 1973; Yovich et al., 1988). Além disso, 0s
parametros de cinética espermatica podem ser afetados pela acdo das espécies reativas do
oxigénio (ROS), pois essas moléculas desencadeiam a peroxidacao lipidica, o qual reduz
os niveis de ATP, culminando na diminui¢do da motilidade espermatica (Armstrong et al.,
1999). Outras alteracGes também podem ser observadas devido a acdo dos ROS como
danos as proteinas e modificacdo do citoesqueleto, causando alteracbes, ja que o
citoesqueleto proporciona o suporte para as estruturas celulares moveis especializadas,
como cilios e flagelos, promovendo sua ativacdo (Sharma e Agarwal, 1996; Aitken e
Baker, 2002). Por isso, a adi¢cdo de substancias antioxidantes na alimentagdo, como a
vitamina C, capaz de neutralizar a acdo das ROS, pode influenciar positivamente na
manutencdo ou elevacdo da motilidade espermatica, bem como a VCL, VSL, VAP, LIN e
BCF, fato observado no presente trabalho. Ainda, segundo Billard e Cosson (1992), em
teledsteos, o aumento do BCF tem sido positivamente correlacionado com a capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides. A mitocondria tem papel primordial na cinética de
movimentacGes dos espermatozoides, pois nessa organela sdo produzidos os ATPs por
fosforilagcdo oxidativa e a reducdo desta fonte de energia acarreta na perda da capacidade
de natacdo dos espermatozoides (Marques e Godinho 2004; Cosson, 2004). Diante disso, é
provavel que a vitamina C tenha atuado na protecdo das mitocondrias, evitando prejuizos
na producdo de ATP e o fornecimento de energia para 0 movimento flagelar, melhorando a
qualidade dos espermatozoides.

A vitamina C ndo apresentou efeito significativo sobre a STR. Em mamiferos,
maiores valores de STR poderiam refletir melhor capacidade de movimentacao retilinea
das células espermaticas, o que poderia vir a favorecer o transito espermatico ao longo do
Utero e ovidutos, e a capacidade de fecundacdo (Arruda et al., 2003). No entanto, em
peixes, a funcdo desta varidvel é pouca conhecida e seus efeitos devem ser mais estudados
(Sanches et al., 2011). De acordo com Rurangwa et al. (2004) os espermatozoides de
teledsteos, geralmente se movimentam em uma trajetéria em linha reta ou ligeiramente
curvada, sendo que, em condicdes de final do movimento do espermatozoide, a presencga
de toxinas ou diluidor de sémen inapropriado tornam oS movimentos mais curvos ou
mesmo circulares (Lahnsteiner et al., 2004). E possivel que a movimentacdo em linha reta
ou ligeiramente curvada ou mesmo curva seja mais importante para espermatozoides de

teledsteos, ja que estes precisam percorrer curta distancia para fertilizar o ovdcito e realizar
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movimentos circulares ao redor do mesmo, a procura da micrépila a ser penetrada
(Rurangwa et al., 2004). Este fato j& foi discutido onde o VCL foi melhor para o maior
nivel de vitamina C, o que confirma os resultados ja abordados. A ALH também foi
semelhante entre os tratamentos. De acordo Arruda et al. (2009), quanto maior o ALH, pior
a qualidade espermatica. Isso se deve a alteracdes na progressao da célula (Celeghini et al.,
2007).

A morfologia espermatica também néo foi influenciada pela suplementacdo de
vitamina C. Esses resultados corroboram aqueles apresentados por Mataveli et al. (2007),
nos quais a adicdo de até 300 mg de vitamina C/kg de racdo nao influenciaram na
porcentagem de espermatozoides normais. Os espermatozoides séo formados dentro dos
tubulos seminiferos, no processo de espermatogénese. Uma série de fatores, substancias e
mecanismos agem nos testiculos para determinar seu perfeito funcionamento (Moles et al.,
2007). Dentre estes fatores, a vitamina C é um agente com acgdo antioxidante, capaz de
minimizar o estresse oxidativo no espermatozoide, favorecendo a formacdo de células
espermaticas normais (Moles et al., 2007). No caso das tilapias no presente estudo, a
auséncia de vitamina C ndo foi um fator determinante para levar a problemas
morfologicos. A baixa incidéncia de patologias espermaticas € um indicativo de que nao

ocorreu estresse oxidativo nas amostras analisadas.

5. CONCLUSOES

A adicdo de 942 mg de vitamina C/kg de racdo de reprodutores de tilapia do Nilo
otimizou a motilidade espermética e promoveu melhoria na cinética, melhorando a
qualidade do sémen.

Reprodutores de tilapia do Nilo devem ser alimentados com 961 mg de vitamina

C/kg de racdo.
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ARTIGO 3

DIFERENTES NIVEIS DE VITAMINA C NA REPRODUCAO DE
FEMEAS E QUALIDADE DOS OVOS E LARVAS DE TILAPIA DO
NILO

Resumo — Objetivou-se com este estudo avaliar a suplementacédo dietética de niveis da
vitamina C (0, 261, 599 e 942 mg/kg de racdo) na eficiéncia reprodutiva de tilapia do
Nilo (Oreochrormis niloticus) e na qualidade de ovos e larvas através de medidas
morfométricas e testes de exposicdo ao ar por 40 e 50 minutos em larvas recém
eclodidas e de incubagdo das larvas durante o periodo lecitotréfio em diferentes
salinidades (entre 0 a 6 g de sal/L). Os maiores indices gonadossomaticos, peso dos
ovos e medidas das larvas no momento da eclosdo foram registrados para o uso dos
niveis de 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo. O indice hepatossomatico,
fecundidade total e relativa foram superiores para as fémeas que receberam 599 mg de
vitamina C/Kg de racdo. Em relacdo ao diametro maior e didmetro menor dos ovos e
medidas das larvas 120 horas pos eclosdo, os menores valores foram para os que
procederam das fémeas alimentadas sem vitamina C. A taxa de eclosdo, producdo média
de ovos por fémea e producdo média de larvas por fémea apresentaram relacdo direta
com o aumento dos niveis de vitamina C na dieta. O hematocrito, eritrdcitos, leucocitos
e proteina plasmatica total foram piores nas fémeas que nao receberam vitamina C na
dieta. A glicose, apds o periodo reprodutivo, foi menor para o tratamento com 942 mg
de vitamina C/kg de racdo e superior para 0 tratamento sem vitamina C na ragéo.
Quando os ovos foram incubados em diferentes salinidades, a pior sobrevivéncia foi
para o tratamento sem vitamina C ao final de 120 horas de incubacdo. Para o teste de
exposicéo ao ar por 40 e 50 minutos, a resisténcia ao estresse das larvas recém eclodidas
foi superior para as larvas provenientes de fémeas que receberam 942, intermediario
para 599 mg de vitamina C/kg de racdo e inferiores para os demais tratamentos.
Conclui-se que, a adi¢do de 599 e 942 mg de vitamina C otimizou os pardmetros
reprodutivos, variaveis sanguineas dos reprodutores e qualidade dos ovos e larvas de

tilapia do Nilo.



Palavras-chave: reproducéo, fertilidade, hematologia, estresse.
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DIFFERENT LEVELS OF VITAMIN C ON REPRODUCTION AND
QUALITY OF EGG AND LARVAE IN FEMALE NILE TILAPIA

The objective of this study was to evaluate the dietary supplement of vitamin C (0, 261,
599 and 942 mg/kg diet) on the reproductive efficiency of Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) and the quality of eggs and larvae through morphometric measurements and
40 and 50 minute exposure to air tests of newly hatched larvae and larvae during the
lecithotrophic period in different salinity levels (from 0 to 6 g salt/L). Higher
gonadosomatic indexes, egg weight and larvae measures at hatching were recorded for
599 and 942 mg vitamin C/kg diets. The hepatosomatic index, as well as total and
relative fecundity were higher for females who received 599 mg vitamin C/kg of food.
Regarding the largest diameter and smallest diameter of the eggs and larvae measures
120 hours after hatching, the lowest values were observed for those from females fed
without vitamin C. The hatching rate, average egg production per female and average
production of larvae per female showed direct relationship with the increase of vitamin
C levels on the diet. Haematocrit, erythrocytes, leukocytes and serum total protein were
worse in females that did not receive vitamin C on the diet. Glucose, after the
reproduction period, was lower for the 942 mg of vitamin C/kg diet and higher for the
diet with no vitamin C. When the eggs were incubated in different salinity levels, the
worse survival rate was with the treatment without vitamin C at the end of 120 hours of
incubation. Regarding the 40 and 50 minute air exposure test, resistance to stress of
newly hatched larvae was higher for larvae from females who received 942 mg vitamin
C/kg of food, intermediate for the ones receiving 599 mg vitamin C/kg food and lower
for other treatments. In conclusion, the addition of 599 and 942 mg of vitamin C
optimized the reproductive parameters, the blood variables of breeders and quality of

eggs and larvae of the Nile tilapia.

Key words: reproduction, fertility, hematology, stress.
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1. INTRODUCAO

O cultivo de tilépia do Nilo estd4 difundido no mundo e vem aumentando de
forma exponencial nos ultimos anos em razdo do rapido crescimento, tolerancia a ampla
faixa de condi¢cdes ambientais, grande resisténcia a estresse e doencas, habilidade de
reproducdo, entre outros (El-Sayed et al., 2005). Contudo, ainda sdo necessarios
estudos sobre a biologia reprodutiva dessa espécie associado a nutri¢do na reproducao e
qualidade de ovos e larvas.

Os ingredientes que compbGem as dietas podem influenciar a fisiologia
reprodutiva como desenvolvimento do foliculo ovariano, capacidade de ovulacdo,
maturacdo oocitéria, fertilidade e a sobrevivéncia embrionaria (Gunasekera et al., 1996;
Robinson et al., 2006; Fernandez-Palacios et al., 1997). As vitaminas sdo nutrientes
vitais ao desenvolvimento dos animais e participam de inimeros processos metabolicos
(Halver e Hardy, 2002). O acido ascorbico tem efeitos positivos sobre o desempenho
reprodutivo em varias espécies de peixes e suas exigéncias nutricionais Sao
influenciadas por fatores como idade, tamanho, estresse, estado reprodutivo, entre
outros (Toyama et al., 2000). A vitamina C participa da sintese de colageno, atuando
como cofator enzimatico (Barnes, 1975). Assim, confere maior resisténcia a fibra
muscular e pode minimizar a acdo de radicais livres, evitando a desestabilizacdo da
membrana lipidica (Lehninger et al., 1995; Chien e Hwang, 2001). Em fémeas, a
vitamina C atua nos ovarios realizando atividade metabdlica e antioxidante tanto na
formacdo dos ovocitos, como na maturacdo dos foliculos ovarianos, providenciando a
ovulacdo pela acdo da enzima glutationa peroxidase (Pasa, 2010). Segundo Barbosa e
Souza (2006), essa enzima €é vital para a protecdo da membrana lipidica dos ovocitos,
para que ndo sofram peroxidacdo pelos radicais livres, que causariam a ruptura da
membrana e danos graves irreversiveis. Além disso, é sabido que, para o crescimento
normal dos embriGes de peixes, é primordial a transposicdo de nutrientes dos
reprodutores para os gametas (Navarro et al., 2010).

Assim, objetivou-se com este estudo avaliar o efeito de diferentes niveis da
vitamina C na dieta sobre a eficiéncia reprodutiva de tilapia do Nilo (Oreochrormis

niloticus) e na qualidade de ovos e larvas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICOE INSTALA(;OES

O experimento foi realizado no Laboratorio de Aquacultura da Universidade
Federal de Minas Gerais (LAQUA), de acordo com o Comité de Etica em Uso de
Animais da UFMG (Protocolo CETEA 396/2012). Cento e sessenta reprodutores
fémeas de tilapia do Nilo, pesando 70,0 £ 4,1 g, foram estocados em quatro tanques de
1000 L, com volume util de 800 L, em sistema individual de recirculacdo de agua,
dotado de filtro mecanico e bioldgico e aeracdo suplementar. Cada tanque recebeu 40
fémeas microchipadas, com biomassa inicial de 2,8 + 0,14 kg de peixe. Vinte e cinco
machos, com peso de 153,0 £ 2,4 g, foram estocados em um tanque com volume util de
800 L e mantidos nas mesmas condicdes descritas para as fémeas.

Diariamente foram monitorados a temperatura da agua, pH e condutividade
elétrica, por meio de aparelho portatil da Yellow Spring Incorporation modelo 6920 V2
apresentando valores de 27,5 £ 0,4 °C; 7,6 = 0,4 ¢ 190+£20 uS/cm, respectivamente. A
amonia foi monitorada utilizando-se Kit comercial Alcon e permaneceu com valores
inferiores a 0,1 mg/L. O oxigénio dissolvido foi de 6,2 + 0,6 mg/L e foi mensurado com
0 oximetro Hanna HI 9146.

Apos a tomada dos dados de qualidade de &gua, os tanques eram sifonados pela
manha e a tarde, antes do arragoamento, com troca de aproximadamente 30% do total da

agua, para remocao de fezes e eventuais sobras de racao.

2.2 MANEJO EXPERIMENTAL

As fémeas foram alimentadas com quatro dietas isoenergéticas e isoproteicas,
com 37% de proteina bruta (Tabela 1) (Gunesekera et al., 1995) com diferentes niveis
de suplementacdo de vitamina C na dieta: 0, 300, 600 e 900 mg/kg de racdo (niveis
calculados). Como fonte de vitamina C foi utilizado ascorbil monofosfatado (35% do
principio ativo). Para confeccdo das dietas, os ingredientes foram moidos, pesados,
homogeneizados e posteriormente extrusados. Realizou-se analise da composigdo
bromatoldgica das dietas e dos ingredientes (Silva e Queiroz, 2002) e quantificou-se a

vitamina C por meio de HPLC (cromatografica liquida de alta eficiéncia), o que
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correspondeu a niveis analisados de vitamina C de 0, 261, 599 e 942 mg/kg de ragédo
(Tabela 2).

O manejo alimentar consistiu na alimentagdo durante sete dias na semana, na
proporcéo de 2% da biomassa total de cada tanque, dividida em duas vezes ao dia as
8:00 e 16:00h. A cada 15 dias foram realizadas biometrias para ajuste da racdo a ser
ofertada. A fim de se avaliar o efeito das dietas nas fémeas, os machos foram
alimentados com mesma dieta (37% de Proteina Bruta) sem variagdes nos niveis de

vitamina C.

Tabela 1. Composigéo percentual dos ingredientes utilizados na racéo de reprodutores
machos de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus).

Ingrediente Quantidade (%o)
Farelo de soja 40,000
Quirela de arroz 16,723
Gluten de milho 60% 13,432
Farelo de trigo 12,000
Farinha de visceras de aves 10,000
Fosfato bicalcio 2,4163
DL-metionina 0,0400
L-Lisina 0,5000
2Complexo mineral e vitaminico 0,500
SBHT 0,015
Sal comum 0,500
Inerte + vit. C 3,873

valores expressos em 100% de matéria seca.2Complexo mineral e vitaminico (mg/kg
ou Ul/kg premix): Acido félico : 2500; Acido pantoténico: 3750; BHT: 2500; Biotina:
125; Zinco: 20; Cobre: 2000; Colina: 125; Ferro: 15; lodo: 125; Vit K3: 1000;
Manganés: 3700; Niacina: 7800; Selénio: 75; Vit A: 2000.000; Vit E: 15000; Vit B1:
2500; Vit B12: 5000; Vit B2: 2500 ; Vit B6: 2000; Vit D3: 500.000; Etoxiquim :
2500.2Butilhidroxitolueno.
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Tabela 2. Composicdo analisada da racdo de reprodutores de tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus)

Tratamentos (mg de vitamina C/kg de ragao)

0 300 600 900
Proteina Bruta (%) 37,10 37,58 37,14 37,73
Energia Bruta (kcal/kg) 4000,04  3900,93 3900,85 3900,73
Vitamina C analisada (mg/kg) 0 261 599 942

2.3 REPRODUCAO

A reproducéo foi realizada durante quatro semanas. A cada sete dias, todas as
fémeas foram inspecionadas. Fémeas com a papila urogenital avermelhada foram
transferidas do tanque de manutencdo para outros quatro tanques de reprodugdo, um
para cada nivel de vitamina C, nas mesmas condi¢Ges de manejo e alimentacao descritas
anteriormente. De cada tratamento, a cada semana foram selecionadas seis fémeas. Cada
tanque recebeu trés machos. Apo6s cinco dias, foi feita a retirada das fémeas e verificada
a presenca de ovos na boca. Os ovos foram retirados através do contra fluxo da
orofaringe das mesmas e colocados em baldes previamente identificados. As fémeas
desovantes foram pesadas devolvidas ao tanque de manutencdo. Os ovos foram
quantificados por contagem direta. Apds quantificacdo, foram incubados em peneira
mantida em suspensdo em tanques brancos, circulares, com seis litros de volume util.
Cada desova foi acondicionada em tanque individual identificado. Os tanques foram
mantidos em sistema de banho termostatizado, com agua a 27,2 + 0,3 °C. Cada tanque
teve aeracéo suplementar, por meio de pedra porosa, que manteve o oxigénio acima de 4
mg/L. Para a determinacdo do didmetro, 15 ovos de cada desova, foram colhidos,
fixados em Boiun e, posteriormente, medidos em microscopio estereoscopico, dotado de
ocular micrométrica, conforme metodologia adaptada de Ballestrazzi et al. (2003).
Devido ao formato dos ovos da tilapia, foram medidos 0 maior e menor diametro. Apos
ecloséo, foi realizada quantificagdo das larvas para a determinacdo da taxa de ecloséo.

Amostras de 15 larvas foram fixadas em Bouin para posterior medida peso,
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comprimento total (CT), comprimento padrdo (CP), comprimento de cabeca (CC) e

comprimento do tronco (CTR), como ilustrado na figura 1.

Comprimeto Tronco
L&)

Comprimeto Padrao

Comprimeto Total

Medidas do tamanho da larva (Pereira et al., 2009)

O restante das larvas foi mantido até o final do periodo lecitotréfico, 120 horas,
qguando novamente foram realizadas as mesmas medidas descritas anteriormente e a
contagem dos individuos.

O desempenho e varidveis reprodutivas foram avaliados através das

metodologias usadas por Coward e Bromage (2000).

Numero de ovos da fémea

Fecundidade relativa = oevo da femea ()

Fecundidade total = n° total de ovos da desova

__Numero de ovos total do lote

Producdo média de ovos por fémea =

Fémeas desovantes

Numero de larvas recém eclodidas
100

X (04 —
Taxa de eclosdo (A)) Numero de ovos da fémea

Numero final de larvas apés 120 horas 100

Sobrevivéncia durante a fase lecitotrofica (%)= Numero de larvas apbs eclosio

Ao final do periodo reprodutivo, todas as fémeas foram pesadas.

2.4 ANALISE DAS GONADAS, FIGADO E SANGUE

Apls 45 e 76 dias de alimentacdo, antes e apds manejos reprodutivos,
respectivamente, realizou-se a coleta de sangue de seis fémeas de cada tratamento. Para
tal, os animais foram contidos utilizando-se pano umido. A coleta foi realizada por
pungdo cardiaca. Foram coletados cerca de 500 pL de sangue, utilizando heparina
sodica (0,1 - 0,2 % mg/mL de sangue) como anticoagulante. Destas amostras foram

determinados valores de hematdcrito, a partir de tubos capilares, preenchidos com
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aproximadamente 2/3 de sangue, previamente homogeneizados e centrifugados durante
10 min. a 10000 rpm. A leitura foi realizada no cartdo apropriado, igualando o menisco
do plasma com a linha superior da régua (linha 100) e igualada a extremidade inferior
da porcdo eritrocitaria com a linha inferior da régua (linha 0), de modo que o resultado
indicasse o valor da linha, baseada na técnica do microhematocrito, validada por
Goldenfarb et al. (1971). A glicose sanguinea foi determinada imediatamente apds a
coleta de sangue, por meio de um glicosimetro digital Accu-Chec Active Roche
Diagnosis®. Para a mensuracdo da proteina plasmatica empregou-se refratbmetro dptico
Goldenberg. As anélises de leucdcito e eritrocito foram mensuradas a partir do seu
diferencial de células em um esfregaco sanguineo, que é analisado em conjunto com a
contagem de plaquetas. A contagem das células hematicas foi realizada manualmente
utilizando, solucdo Natt-Herrik em hemocitdmetro.

Posterirormente, estes animais foram eutanasiados em solucdo de eugenol (285
mg/L). Foram realizadas a pesagem dos animais, peso da génada e figado. Com estes
dados foram determinados o indice gonadossomatico (IGS), a partir da expressdo
IGS=100(Ws/W), na qual W representa a massa total do animal e Wg representa a
massa da gbnoda e indice hepatossomatico a partir da expressdo IHS=100(W+/W) na
qual W representa a massa total do animal e Wt representa a massa do figado.

Desta forma nesta etapa do trabalho, foram considerados quatro tratamentos (0,
261, 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo), com seis repeticdes e dois tempos de

coleta.

25 TESTES PARA AVALIAR A QUALIDADE DAS LARVAS NOS
DIFERENTES TRATAMENTOS

Apds as quatros semanas de reproducdo (76 dias de alimentacdo), os animais
foram mantidos nas mesmas condi¢Ges e colocados para reproduzir por mais duas

semanas, como descrito anteriormente.

2.5.1 INCUBACAO DURANTE O PERIODO LECITOTROFICO EM
DIFERENTES SALINIDADES DA AGUA

Para este teste foram utilizadas 480 larvas, 120 de cada tratamento nivel de
vitamina C. As larvas recém eclodidas foram contadas individualmente e transferidas
para 48 beckers com 10 larvas/L, nas diferentes salinidades: agua doce e agua salinizada

a 2,4, e6 gdesal/L, com trés repeticdes para cada tratamento. Estes foram montados
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em sistema de banho-termostatizado, com temperatura da agua em 27,0 £ 0,5°C e
aeracdo suplementar, que manteve o oxigénio acima de 4mg/L. Durante a fase de
alimentacdo enddgena (cinco dias), a &gua dos beckeres foi renovada em
aproximadamente 80% do seu volume total, com agua com mesma salinidade e
temperatura. Ao final da incubacdo, foi determinada a sobrevivéncia por contagem
direta dos animais. Desta forma, foram considerados quatro niveis de vitmanina C e

quatro salinidades, com trés repeticdes cada.

2.5.2 TESTE DE EXPOSICAO AO AR

Foram utilizadas 240 larvas, 60 de cada tratamento, com cinco dias p6s-eclosao.
As larvas foram estocadas em 24 beckers de 1 L de volume (til, mantidos em sistema de
banho termostatizado, a uma temperatura de 27° C, na densidade de 10 larvas/L. As
larvas permaneceram nessas condi¢des por 24 horas, previamente ao teste. Em seguida,
foram submetidas aos seguintes tempos de exposi¢do ao ar em peneira: Rao: 40 minutos
e Rso: 50 minutos de exposicao ao ar (adaptado de Luz et al., 2012). Depois de coletadas
as larvas, a peneira (diametro de malha de 0,5 mm) foi colocada rapidamente sobre
papel secante, para a retirada do excesso de umidade. Ap6s o tempo dos testes, as larvas
retornaram para 0s recipientes, onde permaneceram por mais 24 horas. Depois desse
periodo, foi determinada a sobrevivéncia por contagem direta dos animais e
determinada a taxa de resisténcia ao estresse. Desta forma, foram considerados quatro

niveis de vitmanina C e dois tempos de exposicao ao ar, com trés repeti¢des cada.

2.6 ESTATISTICA

Todos os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov. As variaveis de fecundidade total, fecundidade relativa, dados de ovos e larvas
e medidas morfométricas do saco vitelino e larvas incubadas a diferentes temperaturas
foram submetidas a ANOVA e posterior teste de Tukey, a 5%. Variaveis de peso
(inicial e final), IGS, IHS e sanguineas (antes e apds 0s manejos reprodutivos das
fémeas), foram submetidas a ANOVA de duas vias e posterior teste de Tukey, a 5%.
Varidveis de taxa de eclosdo, produgdo média de ovos por fémea, producdo média de
larvas por fémea, sobrevivéncia das larvas 120 horas pos exposi¢do (hpe) foram
submetidas a analise de regressao, para definicdo do melhor modelo a ser utilizado. Os
testes de incubagéo em diferentes salinidades e exposicdo ao ar foram analisados pelo

método ndo paramétrico Kruskal-Wallis com nivel de significancia de 5%.
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3. RESULTADOS

Durante o experimento nao foi verificado morte de fémeas. O peso das fémeas
(no inicio do experimento e ao final, apds 76 dias), IGS e IHS (antes e ap6s 0s manejos
reprodutivos, 45 e 76 dias respectivamente), estdo apresentados na tabela 3. Foi
verificado que o peso inicial foi semelhante entre os tratamentos. No entanto, apds 76
dias, os maiores pesos foram registrados para os animais que receberam 599 e 942 mg
de vitamina C/kg de racdo. Dentro de cada tratamento, 0s animais apresentaram maior
peso ao final de 76 dias de alimentagdo com as diferentes dietas. Para o IGS e IHS
dentro de cada tratamento, os valores foram semelhantes antes e ap0s 0s manejos
reprodutivos. Contudo, para IGS antes dos manejos reprodutivos, o melhor valor foi
para 942, intermediarios para 261 e 599 mg de vitamina C/kg de racdo e inferiores para
o0 tratamento sem vitamina C. Ap6s 0s manejos reprodutivos, os maiores valores foram
para 942 e 599, intermediarios para 261 mg de vitamina C/kg de rac&o e inferiores para
o0 tratamento sem a vitamina. O IHS antes dos manejos reprodutivos foi superior para
599 e 942, intermediario para 261 mg de vitamina C/kg e inferior para o tratamento sem
vitamina C. Ap0s 0s manejos reprodutivos, o IHS foi superior para 599, intermediario
para 261 e 942 mg de vitamina C/kg de ragéo e inferior para o tratamento sem vitamina
C.



Tabela 3. Peso, indice gonadossomatico (IGS) e indice hepatossomatico (IHS) de tilapia do Nilo

alimentadas com diferentes niveis de vitamina C.

Niveis analisados de vitamina C na dieta

(mg/kg de racéo)

0 261 599 942 Animmais por
tratamento
Peso (9)

Inicial 71,8 £2,0%° 742+ 1,77 73,5 + 8,470 73,5+ 2,5% 40

Final (76 dias)  145,0+ 14,58  147,7+6,5%  172,7+175% 174,04 10,9" 16
IGS

45 dias 2,7+ 1,088 3,4+ 0,5"B2 4,1 +0,7788 4,7 +0,17 6

76 dias 3,3+1,7% 4,2+ 0,2°B2 49+0,6" 4,9+0,7" 6
IHS

45 dias 0,7+0,3B2 1,4+0,4482 1,6+0,5"2 1,940,478 6

76 dias 0,7+0,3%2 1,3+0,2A82 1,540,442 1,5+0,54B2 6

Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem significativamente

entre si pelo teste Tukey (p<0,05)
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A fecundidade total e relativa foram superiores (p<0,05) para as fémeas que
receberam 599 mg de vitamina C/ Kg de ragdo. As fémeas que receberam 942 mg de vitamina
C/ Kg de racdo apresentaram valores intermediarios, e semelhantes (p>0,05) aos dos
tratamentos com nivel 0 e 261 mg de vitamina C/ Kg de racdo (Tabela 4). Em relacdo ao
didmetro maior e diametro menor dos ovos, 0s que procederam das fémeas alimentadas com
racdo isenta de vitamina C apresentaram menores valores (p<0,05), enquanto 0os demais
tratamentos apresentaram valores superiores e semelhantes entre si (p>0,05). O peso dos ovos
aumentou proporcionalmente ao nivel de vitamina C fornecida a matriz, os ovos vindos das
fémeas alimentadas com 599 e 942 mg de vitamina C/ Kg de racéo, apresentaram 0s maiores
valores e ndo diferiram entre si. Os dados de comprimento total, comprimento padréo e
comprimento do tronco das larvas a 0 horas ap6s a eclosao foram aumentando com o aumento
do nivel de adi¢do de vitamina C nas racGes das progenitoras, sendo que os dois maiores
niveis ndo diferiram entre si (p>0,05). O comprimento do corpo das larvas ndo diferiram entre
os tratamentos (p>0,05). O peso foi inferior nas larvas provenientes das fémeas alimentadas
com as ragcdes contendo os dois niveis inferiores de inclusdo e maiores e semelhantes entre si
para os dois maiores niveis de vitamina C na dieta. As 120 horas apés a eclosdo o
comprimento total, comprimento padréo, comprimento do corpo e peso foram menores nas
larvas geradas das fémeas que ndo receberam vitamina C, para 0 comprimento do tronco néo

foi observada diferenca significativa (p>0,05).
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Tabela 4. Fecundidade total (FT), fecundidade relativa (FR), didmetro maior (DM), didmetro

menor (Dm), peso de ovos; comprimento total (CT), comprimento parcial (CP),

comprimento de cabeca (CC) e comprimento do tronco (CTR) de larvas recém

eclodidas de tilapia do Nilo alimentadas com diferentes niveis de vitamina C.

Niveis analisados de vitamina C na dieta

(mg/kg de racéo)
0 261 599 942
FT 622,6+192,18% 639,0+402,978 1191,8+22557” 892,7+352,1948
FR 3,61+1,56°8 4,40+2,23B 10,09+2,934 6,44+4,69 A8
Dados do ovo
DM (mm) 2,32+0,118 2,62 +0,12% 2,61+ 114 2,61+0,11*
Dm(mm) 1,80 + 0,158 2,00 +0,154 2,01+0,214 2,06 +0,164
Peso(mg) 3,50 + 0,59 3,84 + 0,598 3,92+0,62% 4,50 +0,70"
Dados da larva Ohpe
CT(mm) 3,97 +0,05°¢ 4,25+0,08 B 4,37+0,054 4,37+0,50"
CP(mm) 3,15 +0,07¢ 3,43+0,108 3,55+0,07 A 3,52+0,094
CC(mm) 1,95+0,154 2,20+0,54 4 2,19+0,524 2,21+056 4
CTR (mm) 3,37+0,12°¢ 3,650,168 3,79+0,117 3,800,147
Peso(mg) 4,48+0,59 8 4,55+0,52 8 4,83+0,62 4 4,60+0,70"8
Dados da larva 120hpe

CT(mm) 7,69+0,04 ¢ 8,47+0,08 B 8,49+0,09 /8 8,58+0,16"
CP(mm) 6,29+0,04 8 6,840,114 6,89+0,054 7,88+0,06 4
CC(mm) 2,30+0,12¢ 2,64 +0,185 2,79+0,124 2,760,148
CTR (mm) 4,34+0,154 4,67+0,574 4,69+0,524 4,66+0,59 4
Peso (mg) 5,03+0,31B 6,44+0,114 6,45+0,114 6,53+0,454

Médias seguidas da mesma letra maidscula na linha ndo diferem significativamente
pelo teste Tukey (p<0,05)
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A taxa de eclosdo (Figura 1a), producdo média de ovos por fémea (Figura 1b) e
producdo média de larvas por fémea (Figura 1c) apresentaram relacdo direta com o aumento
dos niveis de vitamina C na dieta. A sobrevivéncia das larvas 120 hpe (Figura 1d) apresentou
resposta quadratica com valores maximos estimados pela derivada da equacdo em 646 mg de

vitamina C/kg de ragé&o.
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Figura 1. Taxa de eclosdo (a); Producdo média de ovos/fémea (b); Producdo Média de larvas/fémea (c); sobrevivéncia de Larvas 120

horas ap0s a eclosao (d).
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Para o hematdcrito, antes e ap6s 0s manejos de reproducéo, os piores resultados
foram para o tratamento sem vitamina C na dieta (Tabela 5). Dentro dos diferentes
tratamentos, so foi verificado diferenca no tratamento sem vitamina C na dieta, com
maiores valores antes dos manejos reprodutivos. Resultados semelhantes foram
registrados para eritrocitos. Para a proteina plasmatica, tambem foi verificado pior
resultado para o tratamento sem vitamina C, antes e apds 0s manejos. Porém, dentro de
cada tratamento, os resultados foram semelhantes no tempo. O leucdcito apresentou
resultados semelhantes entre os tratamentos antes e apds 0s manejos reprodutivos.
Porém, para o tratamento sem vitamina C na racdo, 0os menores valores de leucdcitos
foram ap6s o0s manejos reprodutivos, sem diferencas nos demais tratamentos
individualmente, antes e ap6s os manejos. A glicose apresentou valores semelhantes
entre os tratamentos antes dos manejos reprodutivos. Apos 0s manejos, a glicose foi
menor para o tratamento com 942 mg de vitamina C/kg de racdo, seguido pelo
tratamento com 599 mg que foi semelhante ao nivel de 261 mg de vitamina C/kg de
racdo. Valores superiores foram verificados para o tratamento sem vitamina C na racao.
Dentro de cada tratamento a glicose foi semelhante antes e apds 0os manejos para 599 e
942 mg de vitamina C/kg de raca. Para os niveis de 0 e 261, a glicose foi maior apds 0s

manejos reprodutivos.



Tabela 5. Variaveis sanguineas de tilapia do Nilo alimentadas com diferentes niveis de vitamina C, antes (45

dias) e apds (76 dias) manejos reprodutivos

Niveis analisados de vitamina C na dieta (mg/kg de racéo)

0 261 599 942
Hematocrito (%)
45 dias 22,142,852 27, 3+1,179 28,3+1,3%2 29,142,042
76 dias 17,543,780 27,1+1,5% 28,63+1,9% 29,7+ 1,17
Eritrocito (L)
45 dias 173625,0+11347,952 229843,9+7854,3/2 254812,5+1350,6"2 240531,4+21341,0"
76 dias 136025,0+14457,780 228937,5+1382,3/ 247718,7+13082,3%  263906,3+25219,8"
Proteina plasmatica (mg/dL)
45 dias 3,740,282 4,440,272 4,940,272 5,1+0,3%2
76 dias 2,6+0,165 4,5+0,4" 4,940,172 5,0+0,8%2
Leucocito (uL)
45 dias 13965,6+3644,2/2 13990,7+2290,242 13740,6+3687,0" 13678,2+3028,0"
76 dias 11834,3+2132,0"° 13909,3+4277,14 13559,3 +3810" 134015,6+3548,242
Glicose (mg/dL)
45 dias 50,7+ 3,5%° 51,1+ 3,37 51,25+1,4" 50,6+1,3%
76 dias 60,1+3,74 55,6+4,3/Ba 51,88+2,1B2 49,0+4,4%2

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem significativamente entre si

pelo teste Tukey (p<0,05).
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Nas avaliacOes da qualidade de ovos e larvas, no primeiro teste de incubacédo a
diferentes salinidades (Tabela 6), considerando 0, 2, e 4 g de sal/L o pior resultado foi
para o tratamento sem vitamina C ao final de 120 horas de incubacéo. Ja na salinidade
de 6 g de sal/L, os resultados de sobrevivéncia foram semelhantes entre os tratamentos.
Considerando cada nivel de vitamina C individualmente, s6 foram registradas
diferencgas significativas para os niveis de 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo, com
valores inferiores nas salinidades de 4 e 6 g de sal/L.

Para o teste de exposi¢do ao ar por 40 e 50 minutos, a resisténcia ao estresse
das larvas recém eclodidas foi superior para as larvas provenientes de fémeas que
receberam 942 mg de vitamina C/kg de racdo, intermediario para o tratamento em que
as fémeas receberam 599 mg de vitamina C/kg de racdo e inferiores para os demais
tratamentos. Dentro de cada tratamento, o tempo de 40 minutos proporciona maior
resisténcia ao estresse que o de 50 minutos, independente do nivel de vitamina C

utilizado para as fémeas.

Tabela 6. Sobrevivéncia (S) de larvas de tilapia Oreochromis niloticus incubadas em
diferentes salinidades da agua, ao final o periodo lecitotrofico (120 horas) e
taxa de resisténcia ao estresse (R) de larvas recém-eclodidas, submetidas ao
teste de exposicéo ao ar dos diferentes tratamentos.

Niveis analisados de vitamina C na dieta

(mg/kg de racao)
0 261 599 942
Incubacéo a diferentes salinidades (g) p
So (%0) 80,0 +10,0%2 100,042 100,042 100,01 0,0132
S2 (%) 70,0+17,382  93,0+11,5%82 100,04 100,04 0,0395

S4 (%) 83,3+15,2%% 80,0+ 26,4%  73,045,7°°  83,3+157A 0,7751
Se (%) 60,0+00,0%  80,0+17,3%%  80,0+0,0°*  80,0+0,0"" 0,1094

Teste de exposicao ao ar (min)

Ra40(%0) 33,345,188  47,6+19,6 % 63,3+5,1°%  65,0+12,24 0,0026
Rs0(%0) 16,6451  20,0+10,98° 23,3+ 518>  36,7+13,6" 0,0140

Médias seguidas da mesma letra maitscula em linha e minascula na coluna ndo diferem

significativamente pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05)
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4. DISCUSSAO

A vitamina C tem influéncia nos aspectos reprodutivos, assim como a nutri¢cao
dos reprodutores pode ser também avaliada na qualidade dos ovos e das larvas de tilapia
nilotica. Os niveis de 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo resultaram em fémeas
maiores ao final dos 76 dias de alimentacao, refletindo uma melhora no desempenho
produtivo das fémeas e na qualidade dos ovos e larvas. O crescimento dos peixes é
influenciado pelo 4&cido ascoOrbico, uma vez que este atua na constituicdo dos
componentes do esqueleto, como a cartilagem, 0ssos e colageno (Barnes, 1975), sendo,
portanto, essencial no processo de desenvolvimento deste espécime. A otimizacdo do
peso das fémeas também foi observado em Clarias gariepinus (Shiau e Hsu, 1999) e
Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus (hibridos de tilapia) (Adham et al., 2000),
quando alimentadas com dietas contendo 800 mg de vitamina C. Esse resultado pode
ser atribuido ao efeito dessa vitamina na sintese de proteinas (Koening, 1984). As
necessidades dietéticas de vitamina C pelos peixes parecem decrescer com a idade
(Matusiewicz et al., 1995), possivelmente, devido a uma menor necessidade para as
fungdes bioquimicas, uma reutilizacdo enddgena mais eficiente ou pelo aumento da
capacidade de armazenamento com a idade dos animais (Waagbo et al., 1989).

O desenvolvimento gonadal é afetado por nutrientes, especialmente em espécies
que apresentam desovas continuas com periodos curtos de vitelogénese (Izquierdo et al.,
2001). O aumento do IGS em fémeas é devido a maior demanda de vitelo para 0s
ovocitos em crescimento (Barbieri et al., 2000). Assim, um maior acimulo de energia é
promovido, principalmente, durante a mobilizacdo da fase vitelogénica para serem
utilizados no desenvolvimento embrionario (Babin et al.,, 2007). Este fato,
provavelmente, justifica 0 aumento do IGS nos tratamentos de 599 de 942 mg de
vitamina C, o que poderia explicar 0 aumento do didmetro e do peso de ovos e larvas
proveniente das fémeas alimentadas com dietas contendo a mesma quantidade dessa
vitamina. E possivel que esse aumento do IGS seja devido a funcdo antioxidante que a
vitamina C exerce sobre as células (Verlhac e Gabaudan, 1994). De acordo Tolbert et al.
(1975), essa vitamina possui efeito na esteroidogénese que ocorre nas gbnadas. O
mesmo autor explica que, o alto nivel dessa vitamina nos ovarios € um reflexo da sua

fungéo enddcrina, na qual a vitamina C pode atuar como um regulador ou cofator na
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biossintese de esteroides no foliculo. Portanto, parece haver uma relagéo direta entre o
acido ascorbico e o desenvolvimento ovariano em peixes.

O IHS é uma forma de quantificar o estoque de energia na fase de reproducéo.
Andersen et al. (1998) detectaram aumento significativo do indice hepatossomatico para
o0 salméo do Atlantico (Salmo salar), alimentado com dietas suplementadas com ferro e
vitamina C. A diminuicdo IHS tem sido atribuida a sua possivel participagdo na sintese
e secrecdo de substancias para formacgéo do vitelo ex6geno e no processo de maturagao
ovocitaria (Bazzoli et al., 1998). Embora essa diminuicdo ndo tenha sido observada no
presente estudo, a mobilizacdo das reservas de alimento para a producdo de vitelogenina
(El-Sayed e Kawanna, 2007) foi evidenciada, uma vez que estes niveis de vitamina C
proporcionaram os maiores valores para fecundidade, qualidade de ovos e larvas. Esse
aumento no figado pode ser um resultado de hiperplasia ou hipertrofia (Caballero et al.,
1999) devido a uma sobrecarga derivada da dieta (Ibrahim et al., 2011).

Foi observado que os diferentes niveis da vitamina C da dieta influenciaram
diretamente a fecundidade das fémeas, a qualidade dos ovos (peso e diametro) e
medidas das larvas recém-eclodidas e ao final do periodo lecitotrofico, com melhores
resultados para os niveis de 599 e 942 mg de vitamina C/kg de racdo. De acordo
Soliman et al., (1986), o desempenho reprodutivo das fémeas diminui quando sdo
fornecidas dietas sem ou com baixa quantidade de &cido ascorbico, promovendo uma
diminuicdo de disponibilidade de vitamina C no ovario, reduzindo o nimero de ovos,
restringindo a eclodibilidade e aumentando a mortalidade das larvas. O peso e diametro
dos ovos produzidos a partir de peixes alimentados com dietas desprovidas de &cido
ascorbico foram deprimidos, possivelmente, pela auséncia de ascorbato que pode ter
prejudicado a sintese de colageno (Soliman et al., 1986). Logo apds a fertilizacdo, a
producdo do colageno acontece de forma efetiva. Nesse periodo, os tecidos colagenosos
e esqueléticos iniciam a sua formacdo, evidenciando assim, a importante participacdo do
acido ascorbico no desenvolvimento do embrido (Masumoto et al., 1991). Assim, 0
tamanho dos ovos influencia no tamanho das larvas, na sobrevivéncia (Wallace e
Aasjord, 1984) e na taxa de eclosdo (Coleman e Galvani, 1998), fato registrado no
presente estudo. O efeito da vitamina C sobre o diametro e peso de ovos pode estar
relacionado com a maior deposicdo de nutrientes no vitelo, alterando o tamanho dos
mesmos e otimizando a taxa de eclosdo, a producdo média de ovos/fémea, a producao

média de larvas/fémea e a sobrevivéncia das larvas 120 hpe. Pode-se assim, inferir que
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o didmetro do ovo é uma variavel importante na avaliacdo do desempenho reprodutivo
dos peixes, como observado por Biswas et al. (2005).

Para Chatterjee (1967), a vitamina C desempenha papel importante em alguns
aspectos do metabolismo das proteinas, o que poderia explicar o efeito positivo dos
maiores niveis de vitamina C no desempenho em CT, CP, CC e CTR das larvas recém
eclodidas e 120 hpe. De acordo com Schrecket al. (2001), fémeas reprodutoras de
diferentes espécies de peixes, quando submetidas a estresse de manejo e,
particularmente nutricional, acabam produzindo ovos com reduzida eclodibilidade e,
larvas e alevinos pouco saudaveis, além de produzir descendentes frageis, com menor
capacidade de sobrevivéncia e com alta taxa de mortalidade. Para tildpia mossambica
(O. mossambicus) foi observado redugdo no crescimento em larvas alimentadas com
dieta isenta de acido ascorbico. Estes sinais foram mais pronunciados em larvas
oriundas de reprodutores que nao receberam acido ascorbico na dieta, em relacdo
aqueles que receberam (Soliman et al., 1986). Toyama et al. (2000), trabalhando com
tilapia na fase de inversdo sexual, encontraram os melhores indices de ganho de peso
nas tilapias que receberam suplementacdo acima de 800 mg de vitamina C/kg de ragédo e
o melhor comprimento para as que receberam racfes suplementadas com niveis acima
de 400 mg de vitamina C/kg da dieta.

O hematdcrito foi maior com a suplementacdo de vitamina C na dieta. Resultados
semelhantes foram constatados em relacéo a carpa indiana (Cirrhinam rigala) (Agrawal e
Mahajan, 1980), pacu (Piaractus mesopotamicus) (Martins et al., 1995) e catfish (Clarias
gariepinus) (Adham et al., 2000). Segundo Adham et al. (2000) é comum a diminuicdo
do hematdcrito em animais isentos de vitamina C, o que pode ser caracterizada como
anemia (Chagas et al., 2013). Isso mostra que o acido ascérbico € um nutriente
indispensavel na manutencdo dos processos fisiologicos dos peixes e que uma das suas
funcdes estd relacionada ao metabolismo do ferro (Lim etal., 2000). O nimero de
eritrécitos foi reduzido apds o0s manejos reprodutivos apenas nos peixes que nao
receberam a vitamina C na dieta. Como estas células sdo constituintes da série vermelha
sanguinea e contém hemoglobina, cuja funcdo é o transporte de Oz e de parte de COs,
qualquer deficiéncia em nimero ou forma dos eritrocitos pode comprometer a oxigenacao
nos tecidos (Ranzini-Paiva e Silva-Souza, 2004).

As proteinas plasmaticas possuem inumeras fun¢Ges no organismo que sdo
imprescindiveis para a manutengdo da homeostase nos vertebrados, entre estas fun¢des

estdo a formacdo da estrutura celular, catalisagdo de reaces bioquimicas e transporte de
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metabolitos (Eckersall, 2008). O decréscimo da proteina plasmatica total nos animais
alimentados com dietas sem a inclusédo de vitamina C, e seu reflexo na fecundidade e
qualidade de ovos e larvas valida a afirmacéo de Oliveira et al. (2014) de que o0 aumento
de proteina plasmatica total pode estar relacionado ao aumento da vitelogenina
circulante e sua utilizacdo para formacédo do saco vitelinico. O mesmo autor sugere que
esta varidvel é aumentada com a suplementacdo da vitamina C.

A leucopenia em condicdes estressantes também foi demonstrada em estudos
com nutricdo de peixes por Falconet al. (2008), Fernandes Junior et al. (2010) e Signor
et al. (2010). A presenca de maior nimero de leucdcitos no sangue pode indicar melhor
resposta de defesa do organismo (Tavares-Dias e Morais, 2003). Os resultados deste
trabalho sugerem que, uma queda no ndmero de leucécitos pode ser decorrente do
manejo reprodutivo e da biometria, em detrimento a vitamina C, uma vez que a
leucopenia foi verificada apds 0 manejo e apenas nos animais isentos de vitamina C na
dieta. A maior porcentagem de leucdcitos observada na fase anterior ao manejo severo
foi igualmente descrita por Verlhac e Gabaudan (1994) para salmdo do Atlantico (Salmo
salar) e por Verlhac et al. (1998) para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) em
situacdo de estresse, 0 que demonstra a importancia dessa vitamina na manutencéo do
equilibrio orgéanico dos peixes. Barton e lwama (1991) afirmaram que o nimero total de
leucdcitos circulantes também foi reduzido em peixes estressados e pode ser resultado
da acdo do cortisol, aumentando a susceptibilidade a invasdo microbiana e permitindo
que infeccBes se propaguem. A resposta da vitamina C neste estudo favorece a
afirmacdo de que de substéncias oxidantes podem estar relacionados com bom
desempenho e defesa imunoldgica (Verlhac et al., 1996).

A concentracdo de glicose plasmatica € utilizada como um dos principais
indicadores de estresse em peixes, especialmente em razdo de seus valores
permanecerem elevados por mais tempo em individuos estressados (Martins et al.,
2004). Neste estudo, a resposta de valores de glicose aumentados apds 0s manejos
reprodutivos sugere uma situacdo de estresse para 0S animais que ndo receberam
vitamina C. Aumento de glicose decorrente do estresse também foi registrado por
Henrique et al. (1998) e Ortufio et al. (2003), que constataram a eficiéncia significativa
da vitamina C em conter a elevacdo glicémica em peixes, sob condi¢des de estresse.

Diversos estudos mostraram que a tilapia do Nilo pode ser mantida a
concentracdes de sal superiores a 6 g/L, durante a fase juvenil e adulta (Kamal e Mair,

2005; El-Sayed et al., 2005). No entanto, no inicio da alimentacdo exdgena, a
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quantidade de sal de 6 g/L pode promover 100% de mortalidade (Luz et al., 2013).
Neste trabalho, a adi¢do de vitamina C nas dietas dos progenitores proporcionou até 80
+ 17,3% de sobrevivéncia de larvas recém-eclodidas nas mesmas condi¢des. Esse
resultado pode ser explicado devido ao efeito positivo dos altos niveis de vitamina C
nos embrides que se estende por longos periodos de nutricdo enddgena (Dabrowski e
Blom, 1994).

O estresse devido a exposicdo ao ar promove mudangas morfoldgicas,
alteracdes comportamentais e uma variedade de ajustes metabolicos e fisioldégicos em
peixes (Adolph, 1983). Segundo Smart (1981), para espécies de tilapia, 0 minimo de
oxigénio € de 3mg/L, sendo que valores menores que estes seriam considerados
estressantes. A maior sobrevivéncia observada pelas larvas descendentes de animais que
receberam diferentes niveis de vitamina C se justifica pela possibilidade do estresse
agudo agir sinergicamente com a deficiéncia em vitamina C (Wedemeyer, 1997), uma
vez que esta vitamina possui uma fungdo positiva na melhora do estresse. Fato este
observado com a otimizacdo da sobrevivéncia das larvas nos testes de salinidades e de
exposicdo ao ar neste estudo. Salienta-se que a suplementacdo de vitamina C na dieta
das reprodutoras acarreta em uma maior resisténcia das larvas ao estresse, pois esta
vitamina pode ser transferida para os ovarios e para os ovos, sendo absorvidos pelas
larvas (Ortuiio et al., 2003). Segundo Soliman et al. (1986) esse comportamento da
vitamina C fornece uma reserva de acido ascorbico para as larvas apos a eclosao,

promovendo um aumento na sobrevivéncia em momentos criticos.

5. CONCLUSOES

A adicdo de 599 e 942 mg de vitamina C otimizou a fecundidade total e
relativa, peso, tamanho e quantidade de ovos e larvas, além de promover maiores taxas
de sobrevivéncia das larvas a diferentes salinidades e tempo de exposicao ao ar e maior
tamanho de larvas e volume de vitelo em diferentes temperaturas.

Reprodutores de tilapia do Nilo devem ser alimentados com pelo menos 599

mg de vitamina C na racéo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Estudos com reprodutores de peixes tém demonstrado necessidades
especificas. Com isso, a suplementacdo dietética de compostos essenciais, como
vitaminas desde o inicio do desenvolvimento gonadal até a espermatogénese e
vitelogénese, melhoram consideravelmente os indices reprodutivos. Os resultados deste
estudo permitem inferir que a vitamina C tem papel crucial no incremento reprodutivo,
tanto de macho como de fémeas de tilapias do Nilo. Isso se deve a melhorias no ganho
de peso, variaveis espermaticas como motilidade, vigor e volume; na fecundidade,
varidveis sanguineas, peso de ovos e larvas e resisténcia ao estresse das larvas. Desta
forma, indica-se a suplementacdo de dietas de reprodutores de tilapia do Nilo com pelo

menos 599 mg de vitamina C/kg de racao.



