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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pés-Graduacéao em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

INDICES ZOOTECNICQS, REPRODUTIVOS E PARAMETROS
BIOQUIMICOS DE FEMEAS DE JUNDIA Rhamdia quelen

ALIMENTADAS COM DIFERENTES NIVEIS DE PROTEINA E LIPIDIO
AUTOR: lvanir José Coldebella
ORIENTADOR: Jodo Radlinz Neto
Data e local da defesa: Santa Maria, 16 de dezembro 2010

Neste estudo avaliaram-se o0s aspectos zootécnicos, reprodutivos e parametros
bioquimicos de fémeas de jundia alimentadas com trés niveis protéicos e lipidicos nas
dietas. Foram conduzidos dois experimentos, sendo o primeiro realizado entre 15 de
julho e 15 de outubro de 2008, seguindo-se um periodo de mais 14 dias para a criagao
das pés-larvas. Utilizou-se 66 fémeas com 14 meses de idade (peso entre 465,1 e
690,3 g). Foram abatidas 18 fémeas para avaliacdo dos parametros bioquimicos e
histolégicos e 54 foram distribuidas em seis tanques-rede de 1m?®, alimentadas as 9 e
16 h, a vontade, durante 90 dias, com racdes peletizadas contendo 28, 34 e 40 % de
PB e 14 % de lipidio total. Doze fémeas foram induzidas a desova para avaliacdo da
reproducdo (taxa de fecundacado, numero de ovos, biometria dos ovos e larvas e
crescimento das pos-larvas). No experimento |, os resultados indicaram que o aumento
do nivel de proteina nas dietas nao influenciou os parametros zootécnicos, bioquimicos
e reprodutivos, no entanto o nivel de 28 % de PB mostrou-se superior para o
crescimento das pos-larvas nas variaveis peso médio, comprimento total e peso versus
sobrevivéncia aos 14 dias (P>0,05). O segundo experimento foi realizado no periodo
entre 15 de julho e 15 de outubro de 2009 e utilizou-se a melhor dieta do experimento |
(28 % PB e 14 % de lipidio), fixando-se os niveis em 8, 14 e 20 % de lipidio e 28 % de
PB. Neste experimento foram selecionadas 93 fémeas com 14 meses de idade e peso
entre 596,28 e 640,4 g e 66 foram distribuidas em seis tanques-rede e 27 foram
abatidas para avaliacdo dos parametros bioquimicos, histologicos e perfil lipidico das
gbnadas. Para os dois experimentos seguiram-se 0s mesmos procedimentos, apenas
acrescido, no segundo, da avaliacdo do perfil lipidico dos ovarios e musculos. Os
resultados do experimento |l igualmente ndo se mostraram diferentes para os
parametros zootécnicos e bioquimicos, porém houve aumento linear do indice de
gordura visceral com o aumento do nivel de lipidio nas dietas. O perfil de acidos graxos
nao diferiu entre os tratamentos. O didmetro e a area do ovo foram significativamente
menores para o nivel de 20 % de lipidio, prejudicando o crescimento, sobrevivéncia e
peso versus sobrevivéncia das pos-larvas (P>0,05). As melhores respostas
reprodutivas para fémeas de jundia foram obtidas com as dietas contendo 28 % de PB
e entre 8 e 14 % de lipidio total.

Palavras chave: Nutricdo, reproducao, ovogénese, larvas, pés-larvas.
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ZOOTECHNICS, REPRODUCTIVE INDEXES AND BIOCHEMICAL’'S PARAMETERS
OF CATFISHES Rhamdia quelen FEMALE FED WITH DIFFERENT LIPIDS’ AND
PROTEINS’ LEVELS
AUTHOR: Ivanir José Coldebella
SUPERVISOR: Joao Radiinz Neto
Defense’s local and date: Santa Maria, December 16", 2010

In this study were evaluated the zootechnics, reproductive aspects and biochemical’s
parameters aspects of female catfishes fed with three lipids’ and proteins’ levels on diets.
Two experiments were conducted, the first being held between July 15" and October
15", 2008, followed by a period of 14 days to create the post-larvae. We used 66
females with 14 months old (weight between 465,1 and 690,3g). 18 females were
slaughtered for evaluation of biochemical’s and histological parameters and 54 were
distributed on six 1m3-net cage, fed at 9 a.m. and 4 p.m., at ease, during 90 days, with
pelletized rations containing 28, 34 and 40% of PB and 14% of total lipids. Twelve
females were induced to spawn to reproductive evaluation (fertilization rate, egg’s
number, eggs and larvae’s biometrics and prost-larvae’s growth). At experiment |, the
results indicated that the increase of protein’s level at diet didn’t influence the
zootechnics, reproductive and biochemical’'s parameters, however the 28% of PB level
was superior for the post-larvae’s growth on the variables weight, length and weight
versus survival in 14 days. The second experiment was performed between July 15"
and October 15™ 2009, and we used the best diet of first experiment (28% of PB and
14% of lipids), settling the 8, 14 and 20% of lipids and 28% of PB levels. In this
experiment was selected 93 females with 14 months old and weighting between 596,28
and 640,49 and 66 of which was distributed on six net cages and 27 was slaughtered for
evaluation of biochemical’s and histological parameters and the gonad's lipid profile. For
both experiments were followed the same procedure, just adding, at the second, the
evaluation of ovaries and muscles’ lipids profile. The results of experiment Il also didn’t
show difference to the zootechnics and biochemical’s parameters, but there was a linear
increase in visceral fat index with the increased level of lipid in the diets. The fatty acids’
profile didn’t differ between the treatments, but there was variation in concentration. The
egg’s diameter and area were significantly smaller to the 20% of lipids’ level, damaging
the post-larvae’s growth, survival and weight versus survival. The best reproductive’s
answers to catfishe’s females were obtained with diets containing 28% of PB and
between 8 and 14% of total lipids.

Key words: Nutrition, reproduction, ovogenesis, larvae, post-larvae.
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1 INTRODUCAO GERAL

Os pesquisadores afirmam que o Brasil possui uma grande capacidade de
producéo de peixes levando-se em consideracao as condi¢cdes favoraveis como a agua
em quantidade e qualidade e o clima propicio, aliados ao desenvolvimento de técnicas
de manejo e nutricdo.

De acordo com Ministério da Pesca e Aquicultura (2010), a regido Sul do Brasil
obteve o maior crescimento de peixes cultivados em agua doce, com um aumento
aproximado de 78 % entre 2007 e 2009, passando de 64.483,5 toneladas para
115.083,6 toneladas, respectivamente.

Dentre as espécies cultivadas estda o jundia Rhamdia quelen, com excelentes
caracteristicas produtivas e boas condi¢des climaticas para sua criagdo no sul do Brasil.
Os dados mais recentes de producao registrados pelo IBAMA (2005), colocam o jundia
como a terceira espécie nativa mais produzida no estado do Rio Grande do Sul com
358 toneladas/ano. Estatisticas anteriores divulgadas pela EMATER (1995) indicavam
uma producéao de 147,79 toneladas.

Com o aumento da demanda de alevinos dessa espécie verificado nas estacoes
de piscicultura, necessita-se maximizar a produgdo de alevinos através de uma
reproducao eficiente e especialmente desenvolver dietas adequadas que atendam as
exigéncias nutricionais dos reprodutores. No mercado brasileiro para a maioria das
espécies de peixes, ainda nao existem racdes especificas para serem usadas na
alimentacdo dos reprodutores. Atualmente, as ragdes utilizadas sdo as que
normalmente os piscicultores adquirem no comércio. Estas sdo destinadas aos peixes
nas fases de recria e engorda, 0 que se constitui em uma preocupagido, pois
provavelmente vém comprometendo o desempenho reprodutivo dos animais e
consequentemente aumentando o custo de producéo dos alevinos.

A relacao entre a nutricdo e a reproducao podera fornecer importantes subsidios
aos fabricantes para oferta de racdes especificas, o que ira melhorar o indice
reprodutivo desta importante espécie como forma de aumentar a qualidade dos
alevinos disponibilizados aos piscicultores. Varios estudos tém sido realizados na
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Universidade Federal de Santa Maria com fontes e niveis de proteina para as fases de
pds-larvas, alevinos, juvenis e matrizes de jundia obtendo-se bons resultados no seu
desempenho. Uliana et al. (2001) e Melo et al. (2002), trabalharam com fontes de lipidio
na larvicultura e alevinos, respectivamente; Coldebella e Radliinz Neto (2002) e Lazzari
et al. (2006) trabalharam com fontes protéicas para alevinos e juvenis respectivamente;
Parra (2007) trabalhou com fontes de proteina para fémeas reprodutoras de jundia e
Lazzari et al. (2008) trabalhou com densidade de estocagem, niveis protéicos e lipidicos
na dieta na produgdo e aceitabilidade do filé de jundia. Entretanto, até o presente
momento ndo sdo conhecidos trabalhos que avaliem niveis de proteina e lipidios na
dieta de matrizes de jundia R. quelen, existindo desta forma, a necessidade da
continuidade da pesquisa relacionando a nutricdo com a reproducao.

Através da pesquisa de campo e da literatura especializada na area, neste
estudo busca-se avaliar a relacdo entre niveis de proteina e lipidio adequados a
reproducao do jundia. Este trabalho esta organizado em dois capitulos e cada capitulo
€ composto por um experimento que compreende as fases de alimentacdo das matrizes,
reproducao e crescimento das pos-larvas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar o desenvolvimento zootécnico e reprodutivo de fémeas de jundia R.

quelen com a inclusao de diferentes niveis protéicos e lipidicos na ragao.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar o desenvolvimento corporal relacionado a maturacdo gonadal de fémeas
de jundia alimentadas com diferentes niveis protéicos e lipidicos na racao;

Analisar os parametros bioquimicos 17p-estradiol, testosterona, triglicerideos,
proteina total e aminoacidos livres decorrentes dos niveis de proteina e lipidios na
racao;

Verificar o efeito dos niveis de proteina e lipidios sobre os indices reprodutivos
de fémeas de jundig;

Analisar o desenvolvimento gonadal das fémeas de jundia relacionados aos
niveis protéicos e lipidicos utilizados na racao;

Avaliar quali-quantitativamente a producdo e desenvolvimento ovocitario,
embrionario, larval e pds-larval de fémeas de jundia alimentadas com diferentes niveis

de proteina e lipidios na racao.



3 ESTUDO BIBLIOGRAFICO

3.1 Caracterizacao da espécie

O jundia R. quelen (Quoy e Gaimard, 1824) pertence a familia Heptapteridae
conforme sistematica descrita por Bockmann e Guazzelli (2003). E uma espécie nativa
do Brasil, podendo ser encontrada desde o sudeste do México ao centro da Argentina.
E um peixe de couro cuja cor varia de marrom-avermelhado a cinza escuro, com a parte
ventral do corpo mais clara (Silfvergrip, 1996), podendo atingir 65,5 cm nas fémeas e 52
cm nos machos (Gomes et al., 2000).

No ambiente natural tem habito alimentar onivoro com forte preferéncia por
peixes, sendo generalista na escolha do alimento, consumindo também outros itens da
fauna aquatica como crustaceos, insetos, detritos organicos e restos vegetais (Guedes,
1980).

Esta espécie de agua doce é destacada por varios pesquisadores como
importante para a piscicultura, pois é de facil manejo, rastica, de rapido crescimento,
suporta baixas temperaturas e, além disso, possui boa aceitacdo junto ao mercado
consumidor (Gomes et al., 2000; Baldisserotto e Radiinz Neto, 2004).

3.2 Aspectos reprodutivos

Na natureza os machos e fémeas de jundia estao aptos a se reproduzirem com
aproximadamente um ano de idade, com maturacdo sexual iniciando aos 13,4 cm nos
machos e 16,5 cm nas fémeas (Silva, 2004). A reprodugdo ocorre em aguas com
temperatura de 22 a 25 °C, coincidindo com o inicio da primavera (Guedes, 1980),
sendo uma espécie ovulipara e nao apresenta cuidado parental (Gomes et al., 2000). O
jundia possui desova assincrbnica ou parcelada, apresentando longo periodo
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reprodutivo e dois picos de desenvolvimento gonadal por ano, que podem variar a cada
ano e de um lugar para outro (Gomes et al., 2000).

Bossemeyer & Hall (1980), observaram em jundia R. sapo (sinonimia de R.
quelen, segundo Silfvergrip, 1996) proveniente de rios e agudes préximos da cidade de
Santa Maria, no Rio Grande do Sul, um periodo reprodutivo que se estendeu de agosto
até fevereiro e evidenciou dois picos de desenvolvimento gonadal nos meses de
agosto-setembro e janeiro-fevereiro.

Barcellos et al. (2001) concluiram que R. quelen possui dois picos com maior
indice gonadossomatico, nos meses de outubro, representando 12,28 % e dezembro
9,1 % em relacdo ao peso corporal das fémeas analisadas. No entanto Rocha et al.
(2005), registraram apenas um pico reprodutivo nesta espécie (setembro-outubro) e o
periodo reprodutivo iniciando em setembro e se estendendo até abril.

3.3 Mecanismo hormonal e desenvolvimento ovocitario

Os processos reprodutivos normalmente apresentam ritmos enddgenos
sincronizados com fatores ambientais, de modo que o periodo de reprodugédo ocorra em
uma época favoravel que garantird o desenvolvimento da prole (Vazzoler, 1996; Furuya
& Furuya, 2001; Baldisserotto, 2002).

As alteragdes de fatores ambientais, como fotoperiodo e temperatura, chegam
ao cérebro ou diretamente ao hipotalamo através de estimulos nervosos, alterando a
producdo e secrecdo dos horménios hipotalamicos como o GnRH liberador das
gonadotrofinas e GnlF com acado antagbnica a sintese e liberacdo das gonadotrofinas
(Furuya & Furuya, 2001). A estimulacéo das células gonadotréficas da glandula hipéfise
pelo GnRH resulta na secrecdo da gonadotrofina | (GtH I) e gonadotrofina Il (GtH II),
sendo a GtH | responsavel pelo estimulo do crescimento gonadal, a gametogénese e a
entrada de vitelogenina no ovécito e a GTH Il importante para a maturacao final dos
ovocitos e desova (Baldisserotto, 2002). A vitelogénese esta associada ao aumento de
gonadotrofinas que induzem a producao de estradiol, que por sua vez ira estimular a
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sintese e liberacdo da vitelogenina pelo figado promovendo a incorporagéao de vitelo e
consequente aumento do tamanho do ovécito (Jobling et al., 1995; Furuya & Furuya,
2001).

O processo de maturacdo ovocitaria que culmina com a reprodugdo €
dependente da fonte energética e dos nutrientes necesséarios a partir do alimento
ingerido ou de reservas energéticas depositadas em diferentes partes do organismo do
peixe (Vazzoler, 1996).

Os peixes de agua doce normalmente apresentam cinco estadios ovocitarios, e
para o jundia, de acordo com Ghiraldelli et al. (2007), pode-se adotar quatro estadios de
desenvolvimento e o V estadio como sendo de regressao descrito por Ganeco et al.
(2001), onde: Estadio | — Imaturo, os ovarios apresentam lamelas ovigeras estreitas
recobertas por células baséfilas, com ovocitos perinucleolares iniciais e cromatina
nucleolares. Estadio Il — Maturacéao inicial, onde apresenta poucos ovocitos cromatino
nucleolares, mas predominam os ovdcitos perinucleolares avancados e corticais
alveolares. A membrana vitelinica é evidente estando rodeada por células foliculares
cubicas. Estadio Ill — Maturacao intermediaria, onde ainda se encontram os estadios da
fase anterior, entretanto o predominio é de ovécitos corticais alveolares e vitelogénicos
de varios tamanhos, as células foliculares tornam-se mais altas e evidentes. Estadio IV
— Maduro, encontram-se ovécitos perinucleolares avancados, mas ha um predominio de
ovocitos vitelogénicos de varios tamanhos, repletos de granulos de vitelo, as células
foliculares tornam-se hipertroficas. Estadio V — Regressao, os ovécitos perdem sua
forma tipica, este processo promove a reabsor¢cdo dos ovdcitos vitelogénicos néo
desovados, podendo ocorrer durante qualquer fase do desenvolvimento gonadal.

Crepaldi et al. (2007), argumentaram que a classificacao dos diferentes estadios
de maturacao é variavel de acordo com diferentes autores e que tal variagao é inerente
as metodologias empregadas, refletindo em maior ou menor nimero de subdivisdes.
Destacam ainda, que todas as classificacbes dos estaddios seguem uma escala
universal, modificada de acordo com as caracteristicas especificas para cada grupo de
espécies.
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3.4 Desenvolvimento embrionario

O processo embrionario inicia-se com a fecundagcdo do Ovulo pelo
espermatozoide, via micrdpila. Apbés a fertilizacdo, o ovo absorve agua e ocorre a
formacao do espaco perivitelineo, com a separacao do cérion da membrana vitelina. Os
ovos dos peixes sdo telolécitos, com um elevado suprimento de vitelo, do qual o
embrido nutrir-se-4 durante a embriogénese, e que é também utilizado para nutrir a
larva durante algum tempo apés a eclosao (Nakatani et al, 2001).

Para Ojanguren & Brafa (2003), os eventos ontogenéticos iniciais como o
aparecimento e desenvolvimento estrutural, a eclosdo e o inicio da alimentagéo
exégena sao usados para identificar o desenvolvimento em peixes.

O jundia apresenta o mesmo padrao de desenvolvimento embrionario de outros
peixes (Silva, 2004). Os ovos recém-fecundados possuem didmetro médio de 1,54 mm
(Parra, 2007), ocorrendo a eclosdo das larvas em 36 horas apds a fertilizacdo em
temperatura da agua de 24 °C (Silva et al., 2003).

3.5 Desenvolvimento larval

O conhecimento do desenvolvimento larval de peixes é importante
principalmente na determinagdo do momento de reabsor¢do do saco vitelinico e da
abertura da boca, indicadores da necessidade de alimentacdo exdgena. O
desenvolvimento morfolégico na fase larval é caracterizado por processos rapidos, pois
quando as larvas eclodem ocorrem rapidamente mudancas na forma do corpo, no
metabolismo, habilidade natatéria e comportamental. O reconhecimento do padrédo
normal de desenvolvimento e deteccdo de defeitos durante a formacédo, pode ser
utiizado para melhorar as técnicas na larvicultura através da modificagdo de
parametros ambientais e alimentares (Bengston, 1999; Gisbert et al., 2002).
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Em R. quelen, o desenvolvimento larval ocorre entre o0 3° e 5° dia dependendo da
temperatura da agua, contudo, no quarto dia apdés a eclosdo o saco vitelinico é
totalmente absorvido (Gomes et al., 2000), o trato digestério torna-se funcional e a
bexiga natatoria é visivel sendo necessario fornecer alimento vivo (natural) ou artificial
(racoes) (Radiinz Neto, 2004).

3.6 Aspectos nutricionais dos reprodutores

A nutricdo de reprodutores € sem dlvida uma das areas menos estudadas,
devido a necessidade de manter grandes grupos de peixes adultos em viveiros, com
elevados custos de longos periodos de ensaios alimentares. Também, como em outros
animais, é evidente que muitas das deficiéncias e dos problemas encontrados durante
as fases iniciais estdo diretamente relacionadas com o regime de alimentagao (incluindo
nivel nutricional e duragao) dos reprodutores (lzquierdo et al., 2001).

O desenvolvimento de dietas equilibradas ira evitar potenciais problemas
reprodutivos (Ling et al., 2006). Além disso, uma adequada nutricdo possui estreita
relacdo com a preservacdo do meio ambiente, uma vez que a fracdo nao digerida ou
que nao é consumida, pode levar a excessiva eutrofizacdo, que afeta de forma direta e
indireta o desempenho produtivo e reprodutivo dos peixes (Furuya, 2001).

Uma dieta adequada e de qualidade, estd relacionada a um aumento de
producédo de vitelogenina e consequente acumulo de vitelo no ovocito o que permitira
uma maior sobrevivéncia do embrido e das larvas (Khan et al., 2004; Silva, 2004).

Alguns estudos demonstraram que o desempenho reprodutivo e a qualidade dos
ovos de peixes sdo influenciados por nutrientes como proteina, lipidios, minerais e
vitaminas (Khan et al., 2005). Estes autores ponderam, que as proteinas e os lipidios
sao os principais componentes do saco vitelinico e executam fungdes importantes na
reproducdo, além disso, as proteinas atuam como fontes de aminoacidos e sao
reservatérios de substancias usadas durante a biossintese dos estagios iniciais da

embriogénese.
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3.7 Fontes protéicas, proteinas e aminoacidos em dietas para peixes

A garantia de obtencdo de uma 6tima resposta produtiva e maximo crescimento
dos peixes depende do atendimento das necessidades protéico-energéticas e demais
nutrientes essenciais nas proporcoes requeridas (Pezzato, 1996).

De acordo com lzquierdo et al. (2001), a proteina, os lipidios, os acidos graxos,
as vitaminas C e E e os carotendides sdao os nutrientes que mais influenciam nos
processos reprodutivos dos peixes como a fecundidade, fertilizacdo, nascimento e
desenvolvimento das larvas.

Geralmente o coeficiente de digestibilidade das proteinas para peixes € superior
a 90 %, sendo independente da quantidade ingerida ou da temperatura, podendo existir
pequenas variagdes entre as espécies e tamanho do peixe (Guillaume & Choubert,
2001). As dietas para peixes sao tradicionalmente formuladas a base de farinha de
peixe como fonte protéica, tendo em vista seu alto valor nutritivo e palatabilidade.
Porém o elevado custo, disponibilidade e qualidade da matéria prima tem sido motivo
de reflexao para os nutricionistas (Coldebella & Radinz Neto, 2002). Neste sentido, El
Sayed (1998), concluiu que a farinha de peixe pode ser substituida totalmente pela
farinha de carne e ossos em dietas para tilapia do Nilo sem afetar seu crescimento,
porém pode haver variagdes na composi¢ao nutricional desta matéria prima, induzindo
a respostas diferentes.

Pongmaneerat & Watanabe (1993), trabalharam com alevinos de carpa Cyprinus
carpio e trutas Oncorhynchus mykiss e concluiram que o farelo de soja constitui em boa
alternativa como fonte protéica para ambas, porém salientam que existe a necessidade
de suplementacdo dos seguintes aminoacidos essenciais: lisina, arginina, cistina e
triptofano. Para Furuya (2001) e Murray et al. (2010), o farelo de soja vem sendo
empregado com resultados satisfatérios em dietas comerciais para peixes, pela
disponibilidade e menor custo comparado a farinha de peixe. Caracteriza-se pelo
elevado nivel protéico e razoavel balango de aminoacidos essenciais, principalmente
lisina. A metionina e cistina estao presentes em quantidades relativamente baixas em

relagdo as exigéncias de muitas espécies, e também se faz necessario um adequado
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tratamento térmico ao produto, para destruicdo dos fatores antinutricionais como os
inibidores de tripsina (Furuya, 2001).

Para os peixes, os aminoacidos, ao invés da glicose, sao utilizados
preferencialmente como fonte de energia, pois ao contrario dos mamiferos e das aves,
eles utilizam pequena quantidade de glicose como substrato para oxidacao celular
(Médale & Guillaume, 2001). Além disso, os aminoacidos sdo usados para sintese
corporal e atuam como precursores de uma grande variedade de outros compostos
nitrogenados como hormoénios, acidos nucléicos, aminas e peptideos (Mambrini &
Guillaume, 2001).

Na Tabela 1, sdo apresentadas as exigéncias de aminoacidos essenciais para
juvenis de jundia R. quelen, bagre de canal Ictalurus punctatus e tilapia do Nilo
Oreochromis niloticus. Comparando-se estas espécies, observa-se que o jundid € mais

exigente em aminoacidos essenciais.

Tabela 1 — Exigéncias de aminoacidos essenciais para juvenis de jundia R. quelen,
bagre de canal . punctatus e tilapia do Nilo O. niloticus expressos em
porcentagem da proteina.

Aminoacidos
Espécie Arg His lle lLeu Lis Met* Fen* Tre Trp Val
Jundia"* 550 2,10 550 9,10 530 4,30 6,20 5,10 1,00 5,40
Bagre de canal® 4,30 1,50 2,60 3,50 5,10 2,30 5,00 2,00 0,50 3,00
Tilapia® 420 1,72 311 339 512 268 3,75 3,75 1,00 280

*Valores de metionina representa metionina+cistina e fenilalanina representa fenilalanina+tirosina.
'Montes-Girao & Fracalossi (2006).

’Requerimento estimado através de regressdo segmentada.

*NRC (1993).

Em racbes comerciais, a proteina é responsavel por grande parte dos custos,
além disso, a fracao protéica serve como fonte de energia para os peixes. No entanto,
ela pode ser poupada pelo uso de nutrientes nao protéicos como os lipidios, diminuindo
0s custos e maximizando a retencdo de nitrogénio (Shiau, 2002). Médale & Guillaume
(2001), salientam que os acidos graxos contribuem para producao de ATP e quando em
niveis elevados na dieta, diminuem a oxidacao dos aminoacidos, resultando em efeito

poupador de proteina.
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3.8 Lipidios e acidos graxos em dietas para peixes

O suprimento de lipidios nas dietas dos peixes € necessario para satisfazer suas
exigéncias em acidos graxos essenciais, importantes no metabolismo celular (sintese
de prostaglandinas e de compostos similares) além da manutencdo da estrutura,
flexibilidade e permeabilidade das membranas. Atuam também como transportadores
durante a absorgao intestinal de vitaminas lipossollveis e carotenos, além de melhorar
0 sabor e aroma da dieta (Steffens, 1987; Sargent et al., 1999; Corraze, 2001; Shiau,
2002).

A deficiéncia de acidos graxos essenciais em periodo que antecede a desova
causa significativa reducao na produgdo de ovos, menor indice de eclosédo, além de
varias deformidades morfolégicas e um limitado numero de larvas sobreviventes
(Corraze, 2001). Em uma pesquisa realizada por essa autora, com trutas submetidas a
um periodo forgcado de fome, resultou em insuficientes reservas ocasionando uma
diminuicao da fecundidade e baixa producéao de ovos.

Embora a presenca de lipidios na dieta, mesmo em concentragdes elevadas, nao
afete o coeficiente de digestibilidade das proteinas (Guillaume & Choubert, 2001), uma
excessiva quantidade de lipidios pode conduzir a uma diminuicdo do consumo de
alimento, reduzindo a ingestao de outros nutrientes (Ling et al., 2006).

Melo et al. (2000), testaram fontes e niveis de lipidios para alevinos de jundia (R.
quelen) e concluiram que a banha suina, o éleo de soja e o 6leo de canola foram
considerados eficientes como ingredientes nas dietas utilizadas, devendo-se levar em
consideracao o menor custo da fonte de lipidio. Semelhantes a esses resultados, porém
trabalhando com tildpia nilética O. niloticus, Nwanna & Bolarinwa (2000), nao
encontraram diferencga significativa para coeficiente de digestibilidade aparente, indice
de crescimento especifico, percentagem de ganho de peso, indice de eficiéncia protéica
e conversao alimentar aparente utilizando 6leo de bacalhau, éleo de soja e 6leo de
palmeira como fontes lipidicas em dietas para essa espécie e também argumentam que
deve ser levado em conta o custo das dietas.
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Referindo-se a percentagem de lipidio na dieta, Furuya (2001) afirma que sua
inclusao deve variar em funcao da relagao proteina:energia e do tipo de lipidio utilizado,
uma vez que a deficiéncia nao permite uma adequada retencao de proteina, enquanto
gue o excesso pode elevar o conteudo de gordura visceral. Meyer & Fracalossi (2004),
ponderam que para jundia o nivel de lipidio e a concentragdo energética da dieta tém
correlacao direta com a deposi¢cao de gordura na carcaca.

A composicao dos acidos graxos dos tecidos e dos ovos dos peixes em geral,
reflete o indice de acidos graxos supridos na dieta dos reprodutores (Fernandez-
Palacios et al., 1997; Corraze, 2001).

Os 4&cidos graxos da série n-3: linolénico (ALN), eicosapentandico (EPA),
docosahexandico (DHA) e os acidos graxos da série n-6: linoléico (AL) e araquidénico
(AA) assumem importantes funcdes na reproducéo dos peixes, na viabilidade de ovos e
larvas, maior tolerancia ao estresse e sobrevivéncia durante a metamorfose larval
(Sargent et al., 1999; Wiegand et al., 2004; Pickova et al., 2007). Os peixes cultivados
apresentam variagdes quanto as exigéncias em lipidios, sobretudo na sua composicao
e relacdo de acidos graxos essenciais das séries n-3 e n-6. Em geral, conforme
Steffens (1997), os peixes de agua doce apresentam menor relacdo n-3:n-6, que pode
ser de 1:4, enquanto para peixes marinhos essa relacao é alta podendo variar de 5-
10:1. Em peixes marinhos as dietas naturais proveniente do fitoplancton sdo mais
abundantes em acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) de cadeia longa da série n-3
(Corraze, 2001) e peixes carnivoros no ambiente de agua marinha dependem de uma
dieta rica em acidos graxos altamente insaturados (n-3) (HUFAS) especialmente EPA e
DHA (Sargent et al., 1999). JA em peixes de agua doce as dietas naturais sao
compostas de fitoplancton, crustaceos e larvas de insetos ricos em AL n-6, ALN n-3 e
EPA n-3 (Steffens,1997).

Em bagre de canal I. punctatus, com habitos alimentares semelhantes ao jundia,
Satoh et al. (1989) comprovaram que a suplementacao de 1 a 2 % de acidos graxos da
série n:3: acido linolénico (18: 3n-3) e 0,5 a 0,75 % de EPA (20: 5n-3) e DHA (22:6 n-3)
na dieta contendo 5 % de lipidio total, promoveram um melhor ganho de peso para
alevinos dessa espécie.
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Na Tabela 2, podem ser observados os valores de requerimentos de &cidos
graxos essenciais determinados para algumas espécies de agua doce.

Tabela 2 — Exigéncias de acidos graxos essenciais em porcentual na dieta para juvenis
de bagre de canal, tilapia do Nilo, truta arco-iris e carpa comum.

Espécies

Requerimentos Bagre de Tilapiado  Truta arco- Carpa

canal’ Nilo? iris® comum?
Acidos graxos da série n-3
Acido linolénico (ALN) 1-2 nd* 0,8-1,7 1
Acido eicosapentandico (EPA)  0,5-0,75 nd* nd* nd*
Acido docosahesandico (DHA 0,5-0,75 nd* nd* nd*
Acidos graxos da série n-6
Acido linoléico (AL) nd* 0,5 nd* 1
Acido araquidénico (AA) nd* nd* nd* nd*

'Satoh et al. (1989).
®NRC (1993).
*nd: ndo determinado.

Historicamente os 6leos de peixe tém sido usados como fonte de lipidio nas
dietas para peixes, sendo extraidos de pequenos peixes pelagicos marinhos. No
entanto, com a reducdo destes estoques naturais, os custos dessa matéria prima
tornaram-se elevados, necessitando-se avaliar fontes alternativas para esses 6éleos,
possibilitando a expansao da industria global de aquacultura (Ng et al., 2004).

Mourente et al. (2005), argumentaram que pesquisas vém sendo realizadas com
fontes alternativas de lipidios para substituir os éleos vegetais, como os 6leos de soja,
oliva, linhaca e canola. Os 06leos vegetais sdo ricos em acidos graxos essenciais
especialmente da série n-6 (AL) e menor quantidade de acidos graxos n-3 (ALN), que
por acdo das enzimas dessaturases e elongases 0s peixes sao capazes de produzir
acidos graxos altamente insaturados (HUFAS) (Sargent et al., 1999).

As argumentagbes enfatizadas, demonstram a necessidade de investigacao de
niveis protéicos e lipidicos nas dietas em respostas reprodutivas de fémeas de R.

quelen como forma de maximizar a producéo de alevinos desta espécie nativa.



4 CAPITULO 1 — Experimento |

ASPECTOS ZOOTECNICOS, REPRODUTIVOS E PARAMETROS
BIOQUIMICOS DE FEMEAS DE JUNDIA ALIMENTADAS COM TRES
NiVEIS DE PROTEINA NA DIETA.

4.1 Introducao

O jundida R. quelen tem ampla distribuicdo geografica na América do Sul, é
encontrado desde o Sudeste do México a regido Central da Argentina, sendo um peixe
economicamente importante no Brasil (Gomes et al., 2000; Baldisserotto & Radiinz
Neto, 2005). Nos sistemas de cultivo em densidade de dois a quatro peixes por metro
quadrado pode alcancar entre 600-800 g de peso corporal em 8 meses (Barcellos et al.,
2001).

A maturidade sexual do jundia é atingida com um ano de idade em ambos os
sexos e o0s reprodutores quando em bom estado nutricional podem alcancar elevados
indices de eclosdo em resposta a indugcdo hormonal (Gomes et al., 2000). Possui
desova assincronica com periodo reprodutivo prolongado, de agosto a marco, podendo
ocorrer variagdes a cada ano e de um lugar para outro (Narahara et al., 1985; Gomes et
al., 2000).

Com o aumento da demanda de alevinos para cultivo dessa espécie, necessita-
se maximizar sua producao através de uma reproducao eficiente e especialmente
desenvolver dietas adequadas que atendam os requerimentos nutricionais dos
reprodutores.

A nutricdo de reprodutores é sem duvida uma das areas menos estudadas,
devido a necessidade de manter grandes grupos de peixes adultos em viveiros, com
elevados custos de longos periodos de ensaios alimentares. Além disso, as diferencas
bioldgicas, os mecanismos reprodutivos, como a maturagcdo gonadal, o sucesso na
fertilizacdo e a qualidade das larvas sao processos extremamente complexos (lzquierdo
et al., 2001; Chong et al. 2004; Khan et al., 2005). O desenvolvimento gonadal e a
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fecundidade sao afetados por certos nutrientes na dieta, especialmente em
reprodutores com desova continua e curtos periodos vitelogénicos (lzquierdo et al.,
2001). Esses autores evidenciam que também, como em outros animais, muitas das
deficiéncias e dos problemas encontrados durante as fases iniciais estao diretamente
relacionadas com o regime de alimentacao (incluindo nivel nutricional e duracdo) dos
reprodutores.

O efeito da nutricao é significativo na maturagdo gonadal e fecundidade dos
peixes. As proteinas e os lipidios sdo os principais componentes do saco vitelinico e
atuam como fontes de aminodcidos e reservatérios de substancias usadas durante a
biossintese dos estagios iniciais da embriogénese (Khan et al., 2005) e permitirdo uma
maior sobrevivéncia do embrido e das larvas (Silva, 2004). De acordo com Brooks et al.
(1997), as proteinas estao presentes nos ovos de peixes como lipoproteinas, hormonios
e enzimas, determinando a qualidade do ovo e consequentemente a produgédo de
larvas e alevinos em larga escala.

A proteina é o nutriente com maior custo no preparo de dietas (Abdel-Tawwab et
al, 2010), além disso, a fracao protéica serve como fonte de energia para os peixes
(Médale & Guillaume, 2001). No entanto, ela pode ser poupada pelo uso de nutrientes
nao protéicos como os lipidios, diminuindo os custos e maximizando a retencédo de
nitrogénio (Médale & Guillaume, 2001; Shiau, 2002).

Em geral, o estado nutricional da fémea pode influenciar o desenvolvimento
gonadal e limitar a quantidade e qualidade da ova (Johnston et al., 2007; De Silva et al.
2008). Gunasekera et al. (1996), asseguram que o nivel de proteina da dieta influencia
na viabilidade da progénie, sendo que niveis muito baixos (10 a 20 %) resultam em
baixas taxas de fertilizagcdo dos ovos e grande porcentagem de larvas deformadas.

A vitelogénese é um processo de incorporacdo de nutrientes nos ovocitos e o
mecanismo se da através dos esterdides sexuais, como a testosterona, que € precursor
da biossintese de estradiol (Guzman et al., 2008), que por sua vez ir4 estimular a
sintese e liberacao de vitelogenina pelo figado, promovendo a incorporacao de vitelo e
consequente aumento do tamanho do ovécito (Jobling et al., 1995).

Entretanto, em espécies brasileiras, poucos estudos tém avaliado o efeito do
nivel de proteina no desempenho reprodutivo de peixes, especialmente do jundia. O
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objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do nivel de proteina da dieta sobre o

desempenho zootécnico, reprodutivo e parametros bioquimicos de fémeas de jundia.

4.2 Material e métodos

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram conduzidos de acordo
com as normas aprovadas pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da
Universidade Federal de Santa Maria, sob numero 23081.006974/2009-96.

4.2.1 Local e época

O trabalho foi conduzido na Estacdo Experimental de Piscicultura, do Polo de
Modernizacao Tecnoldgica do Médio Alto Uruguai — Universidade Regional Integrada
do Médio Alto Uruguai - Campus de Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul, Brasil,
(27°38’S e 53°43’0), entre 15 de julho e 18 de outubro de 2008, compreendendo o
periodo de alimentacao dos reprodutores e nascimento das larvas, € no Laboratério de
Piscicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil, (29°43’'S e 53°42°0), no periodo pés-larval, durante 14 dias.
A escolha do periodo de desova foi estabelecida de acordo com Barcellos et al. (2001),
que concluiram que R. quelen possui dois picos com maior indice gonadossomatico,
nos meses de outubro, representando 12,28 % e dezembro 9,1 % em relagcdo ao peso
corporal das fémeas analisadas, desta forma optou-se pelo més de maior pico.
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4.2.2 Dietas experimentais

Foram avaliadas trés dietas contendo 28 %, 34 % e 40 % de proteina bruta e
isoenergéticas com 4000 kcal kg™ de energia bruta (Tabela 3). Os ingredientes das
dietas para as fémeas a partir da formulagao foram pesados, misturados até a completa
homogeneizacdo em misturador elétrico tipo amassadeira, com adi¢cao de agua (50 %
sobre o peso seco dos ingredientes), a massa resultante foi peletizada em maquina de
moer carne formando fios, em seguida levada a estufa com circulacdo de ar forgcado
entre 48 e 50 °C por 48 horas, apds foram moidas em triturador manual, peneiradas
entre 6-8 mm, sendo parte (830 %) armazenada em ambiente seco e ventilado e o

restante armazenado em freezer (-20 °C).

Tabela 3 — Ingredientes e composicao percentual e quimica das dietas utilizadas para
fémeas de jundid no experimento I*.

Ingredientes (%) Niveis de proteina (%)

D28’ D34’ D40’
Farinha de carne suina 24,10 32,50 41,10
Farelo de soja 24,10 32,50 41,10
Farelo de arroz desengordurado 22,28 14,48 3,90
Milho amarelo 19,20 9,90 3,00
Oleo de soja 7,30 7,90 8,20
Calcario calcitico 0,60 0,20 -
DL-Metionina (99%) 0,42 0,52 0,70
Cloreto de sodio (NaCl) 0,50 0,50 0,50
Vitaminas e minerais?® 1,50 1,50 1,50
Aglutinante® 1,50 1,50 1,50

Composicao centesimal analisada (%)

Nutrientes
Matéria seca* 92,84 92,34 93,23
Proteina bruta* 28,50 34,14 40,60
Energia bruta (kcal/kg)® 4.000 4.000 4.000
Energia bruta (kcal/kg)/proteina (g) 14,03 11,71 9,85
Lipidio total* 14,22 16,21 15,32
Extrativo ndo nitrogenado® 33,06 25,58 18,11
Matéria mineral* 10,96 11,72 12,33
Fibra bruta* 4,14 3,91 3,70
Célcio* 1,83 2,03 2,60
Fosforo (total)* 1,62 1,57 1,65
Lisina® 1,47 1,85 2,21

Metionina+cistina® 1,22 1,46 1,70
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Triptofano® 0,27 0,33 0,38
Treonina® 0,61 1,20 1,40
Arginina® 2,03 2,51 2,96
Valina® 1,28 1,54 1,79
Isoleucina® 1,00 1,22 1,43
Leucina® 2,01 2,39 2,72
Histidina® 0,64 0,77 0,89
Fenilalanina+tirosina® 1,95 2,38 2,76

*Dletas ajustadas ao experimento a partir de Parra et al. (2008).

D28 Racao 28% PB; D34 = Racao 34% PB; D40 = Rag:ao 40% PB.

®Niveis de garantia por quilograma do produto (MlgPIus ): Acido félico: 250 mg; 4cido pantoténico: 5.000
mg; antioxidante: 0,60 g; biotina: 125 mg; cobalto: 25 mg; cobre: 2.000 mg; ferro: 820 mg; iodo: 100 mg;
manganés: 3.750 mg; niacina 5.000: mg; selénio: 75mg; vitamina A: 1.000.000 Ul; vitamina B1: 1.250 mg;
vitamina B12: 3.750 mcg; vitamina B2: 2.500 mg; vitamina B6: 2.485 mg; vitamina C: 28.000 mg; vitamina
D3 500.000 Ul; vitamina E: 20.000 Ul; V|tam|na K: 500 mg; zinco: 17.500 mg.

ngnosulfonato de calcio e magneS|o (Melbond ).

Anallses efetuadas por NUTRON® Alimentos Ltda., Sao Paulo, Brasil.

Calculada a partir de Rostagno et al. (2005).

®Analises efetuadas por LAMIC® (Laboratério de Micotoxinas) UFSM.

Para avaliar o desempenho das pés-larvas foi fornecida dieta referéncia para

todos os tratamentos, formulada segundo Ferreira et al. (2008) (Tabela 4).

Tabela 4 — Ingredientes e composicao percentual e quimica da dieta granulada*
utilizada para pés-larvas de jundia.

Ingredientes Porcentual de inclusdo
Levedura de cana 37
Gema de ovo cozida 20
Figado de aves in natura (MS)’ 30
Lecitina de soja 2
Farelo de arroz desengordurado 8
Vitaminas e minerais® 3
Composicéo centesimal analisada (%)°
Umidade 8,03
Proteina bruta 42,90
Cinza 9,61

*Dleta de acordo com Ferreira et al. (2008).

Incorporado na forma in natura.

Premlx comercial MIG FISH®, Rio Grande do Sul, Brasil. (niveis de garantia por kilograma do produto):
Acido félico: 250 mg; 4cido pantoténico: 5.000 mg; antioxidante: 0,60 g; biotina: 125 mg; cobalto: 25 mg;
cobre: 2.000 mg; ferro: 820 mg; iodo: 100 mg; manganés: 3.750 mg; niacina 5.000: mg; selénio: 75mg;
vitamina A: 1.000.000 Ul; vitamina B1: 1.250 mg; vitamina B12: 3.750 mcg; vitamina B2: 2.500 mg;
vitamina B6: 2.485 mg; vitamina C: 28.000 mg; vitamina D3: 500.000 Ul; vitamina E: 20.000 Ul; vitamina
K: 500 mg; zinco: 17.500 mg
®Analises efetuadas por NUTRON®, Alimentos Ltda, Sao Paulo, Brasil.
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4.2.3 Animais e instalacées

Foram utilizadas 66 fémeas de jundia R. quelen com 14 meses de idade e peso
entre 394,2 e 690,3 g, provenientes de um s casal, criadas em viveiros de terra e
adaptadas durante 90 dias em tanques-rede. As fémeas foram distribuidas ao acaso,
em seis tanques-rede com capacidade Util individual de 1 m®, na proporcéo de oito por
tanque, neste momento 18 fémeas foram abatidas para coleta de sangue e ovarios. Os
tanques-rede foram fixados em um reservatério de terra escavado, com
aproximadamente 2000 m? e com profundidade média de 3,5+0,4 metros no local onde
os mesmos foram fixados. Em cada tanque-rede foi colocado um comedouro submerso
tipo tubular, fixado ao centro e distanciado em 20 cm da base. Também, 24 machos de
jundia, foram mantidos em dois tanques-rede suspensos em um reservatorio escavado
de terra com aproximadamente 1000 m?e destes, 12 machos foram selecionados para
fecundacdo das fémeas. Estes tanques-rede, com capacidade de 1 m®, eram providos
de tela lateral com 20 cm submerso e 20 cm acima do nivel da agua, para evitar a
perda da racao flutuante. Os dois reservatoérios de terra foram drenados e desinfectados
previamente eliminando peixes indesejaveis e no inicio do experimento foram
colocados peixes onivoros (carpa hungara e pacu) para consumir eventuais
invertebrados que pudessem servir de alimento aos jundias utilizados neste estudo.

Para a realizagdo das desovas, os casais foram induzidos com extrato hipofisario
de carpa e transferidos individualmente para incubadoras tipo Zoug com capacidade de
56 L de agua, acopladas a um sistema de recirculagdo d’agua com temperatura
regulada e sistema de aeracao tipo “Venturi” (Radinz Neto et al., 1987). No anel de
contencao de ovos e larvas de cada incubadora, foi fixada uma rede permitindo que o
casal permanecesse na parte superior da mesma para flutuacao dos ovos em todo o
espaco disponivel. Imediatamente abaixo da rede foi colocado um funil acoplado a uma
mangueira transparente que desembocava em uma calha provida de recipientes
individuais que permitiram a visualizagdo dos primeiros ovos para determinacdo do
exato momento da desova. Apds a fertilizacdo os casais foram retirados das
incubadoras para realizar-se a incubagao dos ovos.
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4.2.4 Manejo alimentar dos reprodutores e pds-larvas

As fémeas foram alimentadas durante 90 dias conforme Fernandez Palacios et
al. (1997), diariamente, as 9 e as 16 horas. A racao foi pesada e ministrada de acordo
com a biomassa de cada tanque-rede obtida no inicio e aos 45 dias, variando de 2 % a
3%, até o final do experimento. Os machos foram alimentados diariamente, no mesmo
horario das fémeas, entre 2 % a 3% da biomassa, com racdo comercial extrusada
marca SUPRA® Alisul Alimentos Ltda, com niveis de garantia de no minimo 32 % de
proteina bruta e 8 % de extrato etéreo. As pds-larvas foram alimentadas ad libitum a
cada duas horas, das oito as 18 horas, até 14 dias durante a transicao entre a absorcao
do saco vitelinico para a alimentacao juvenil de acordo com Sink & Lochmann (2008).
As sobras de racdes e dejetos dos peixes foram retiradas diariamente antes da primeira

alimentacao.

4.2.5 Biometrias e coletas de visceras, gbnadas e sangue

Foram realizadas trés biometrias, no inicio do experimento (dia zero), aos 45 e
aos 90 dias, com a ultima alimentacdo fornecida 24 horas antes das coletas, para
avaliacao de peso médio final (PMF, g), comprimento total (CT, cm) e fator de condicao
[FC = (peso x 100) / (comprimento total’)] (Steffens, 1987). Em cada biometria, seis
fémeas por tratamento, foram abatidas e evisceradas para obtencdo de valores de
pesos de figado, gbnadas (g), indices hepatossomatico, gonadossomatico e de gordura
visceral, em porcentagem do peso inteiro. Também foram coletados os ovarios para
analise de aminoacidos e sangue para andlises plasmaticas das enzimas aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), proteina plasmatica total
(PPT), testosterona (T), estradiol (E2), aminoacidos livres (AAL) e triglicerideos (TG).
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4.2.6 Perfil de testosterona e estradiol

Amostra de 2 mL de sangue de trés peixes de cada tratamento, foram coletados
no inicio (dia zero), aos 45 e 90 dias. O sangue foi obtido da veia caudal usando
seringa heparinizada, armazenado em tubo de ensaio e em seguida centrifugado (3000
rpm por 10 minutos). Foi separado o plasma e armazenado em freezer a -20 °C para
posterior andlise simultanea das trés coletas. Ao final do experimento os esterdides
foram extraidos das amostras de plasma através de teste enzymelinked immunosorbent
assay (ELISA) e kits (Oxford Biomedical). Em cada amostra de plasma foi adicionado 1
mL de éter etilico e entdo incubadas com 50 uL de Ezou T com conjugado enzimatico
de anticorpos e placas revestidas, por 1 hora em temperatura ambiente. O conjugado
enzima ligada foi detectado pela adicao de 150 pL de substrato (tetramethylbenzidinne
3,3, 5,5'), que ligado ao conjugado enzima gerou cor apés 30 minutos. A intensidade do
desenvolvimento da cor foi inversamente proporcional a quantidade de E, ou T na
amostra. Absorbancias da amostra foram lidas de acordo com as normas, tanto a 650
nm e 490 nm, com um leitor de microplacas modelo 550 (Bio-Rad, Hercules, CA)
(Barcellos et al., 2001).

4.2.7 Determinacgao da proteina total, aminoacidos livres e triglicerideos

Os niveis plasmaticos de proteina total e triglicerideos foram determinados
utilizando sistema colorimétrico seguindo-se os protocolos descritos nos kits Doles
Reagentes e Equipamentos para Laboratério Ltda., Goiania, Goias, Brasil. Para a
quantificacdo de aminoacidos livres, o plasma foi diluido em dez vezes em tampéo
fosfato de potassio (TFK) 20 nM, pH 7,5 e apés centrifugado a 1000 g por dez minutos
em temperatura ambiente. O sobrenadante neutro (0,25 mL) foi usado para
quantificacao colorimétrica de acordo com Spies (1957), utilizando ninidrina 1,5 % em
alcool isopropilico como reagente de cor.
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4.2.8 Aminoacidos totais dos ovarios

Apés o abate das fémeas, os ovarios foram coletados, pesados e colocados em
estufa com circulacdo de ar forcado durante 12 horas a 104 °C para extracdo da
matéria seca e posterior analise. A determinacdo dos teores de aminoacidos foi
realizada no Laboratério de Analises Micotoxicol6gicas (LAMIC) da UFSM, Santa Maria,
RS, Brasil, por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As amostras foram
submetidas a hidrolise prévia com acido cloridrico (HCI) bidestilado 6N, seguida de
derivacdo pré-coluna dos aminodacidos livres com fenilisotiocianato (PITC) e a
separacado dos derivados feniltiocarbamilaminoacidos (PITC-aa), em coluna de fase
reversa C18 (Pico-Tag — 3,9x300 mm), com deteccao por UV a 254 nm. A quantificacao
da amostra foi baseada na altura de cada pico de aminodacido, tendo-se usado como
referéncia a altura do pico do padrdo interno de aminoacidos com concentracdo
conhecida, com o padrdo derivado nas mesmas condicbes € no mesmo tempo das

amostras.

4.2.9 Avaliacao histolégica das gbnadas (ovarios)

Para avaliacdo histolégica das gbnadas, foram coletadas amostras da porcao
intermediaria através de corte transversal dos ovarios, com aproximadamente dois
centimetros de comprimento e fixadas em formol tamponado. Para a preparagéao das
laminas em duplicata, utilizou-se a técnica recomendada por Tolosa et al. (2003), com
0s seguintes procedimentos:

- 12 etapa: Coleta dos ovarios e fixagcdo em formol tamponado a 10 %;

- 22 etapa: Desidratacdo em série alcodlica crescente iniciando a partir do alcool 80 %
até alcool etilico PA;

- 32 etapa: Clarificacdo ou diafanizacdo (durante 40 minutos para desidratacao total do
tecido);
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- 42 etapa: Impregnacdo com dois banhos de parafina liquida pelo periodo de 30
minutos cada, com parafina purificada com ponto de fusdo entre 56 °C e 58 °C em
estufa a 60 °C;

- 52 etapa: Inclusdo (inclusdo dos tecidos em moldes previamente posicionados para
posicao de corte em parafina sob o ponto de fusédo 56 °C e 58 °C);

- 62 etapa: Corte histolégico em micrétomo rotativo com espessura entre 5 e 6 micras;

- 72 etapa: coloracao com hematoxilina-eosina(H-E) ou azul de toluidina;

- 82 etapa: selecao e classificagao do material para fotografia e analises.

A avaliacdo microscépica do desenvolvimento ovocitario foi realizada de acordo
com a classificacao proposta por Ganeco et al. (2001) e Ghiraldelli et al. (2007) em
estadio |: imaturo; estadio Il: maturacdo inicial; estadio Ill: maturacdo intermediaria;
estadio IV: maduro e estadio V: regressao. As laminas foram fotografadas e analisadas
em microscopio biolégico marca Bell, modelo Top Light B2 (Itdlia), em aumento de 40x.

4.2.10 Inducgdo hormonal, desova e coletas de ovos e larvas

Para a realizagdo das desovas, duas fémeas por tanque-rede (quatro por
tratamento) foram induzidas com extrato hipofisario de carpa (EHC, cinco mg kg de
peso vivo), além de 12 machos tratados com trés mg kg' de peso vivo de EHC
(Legendre et al., 1996; Baldisserotto & Radiinz Neto, 2005). Depois das desovas, 0s
casais foram retirados das incubadoras, permanecendo apenas 0s ovos. Para estimar a
taxa de fecundacado, na hora zero, foi estabelecido o tempo de trés horas apds o inicio
da desova de cada fémea, em seguida foi coletado, drenado e medido em proveta o
volume total dos ovos de cada incubadora (Silva, 2004). Foram retiradas trés amostras
de 1 mL para contagem de ovos viaveis e mortos, para célculo da taxa de fecundidade
conforme Silva (2004). Para avaliacao dos caracteres morfométricos dos ovos, foram
coletadas amostras com 10 ovos de cada incubadora, onde foi pesado, medido o
didmetro do ovo (DO), area do ovo (AO), a zero hora (=3 horas), seis, 12, 18 e 24 horas
apds a desova, em seguida os ovos foram fixados em formol neutro (4%) para posterior
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andlise através de microscépio Motic® AE21, com camara fotografica Moticam® e um
analisador de imagens acoplado ao programa Motic Images Plus 2,0 ML, com aumento
de 40x. Amostras de 10 larvas foram coletadas de cada incubadora no momento da
eclosao, as 12, 24, 36 e 48 horas, onde foram medidos o comprimento total, o diametro
do saco vitelinico (DSV) e a éarea do saco Vvitelinico (ASV), através de
estereomicroscépio Motic® SMZ 168, com camara fotografica Moticam® e um
analisador de imagens acoplado ao programa Motic Images plus 2,0 ML. Apéds a
absorcao do saco vitelinico (aproximadamente 48 horas depois da eclosao), trés
amostras de 160 pés-larvas foram coletas de cada incubadora e distribuidas em dois
sistemas de criacdo de pés-larvas, dotados de biofiltro e temperatura controlada de
acordo com Parra et al. (2008). Os ovos e larvas foram pesados em balanca analitica
com precisdo de 0,0001g (Shimadzu, Kyoto, Japan), em seguida fixados em formol
neutro a 4 % (Eiras et al., 2000), para posterior biometria com auxilio de
esteromicroscopio e papel milimetrado.

4.2.11 Biometrias e parametros zootécnicos das pds-larvas

Para biometria inicial foram coletadas dez larvas do mesmo lote. Aos sete dias
de criacdo uma amostra de dez larvas de cada repeticdo foi retirada para biometria. Aos
14 dias, dez larvas de cada unidade experimental, foram medidas e todas as larvas
sobreviventes foram contadas e pesadas. Os parametros zootécnicos avaliados foram:
peso médio (g); comprimento total (cm); taxa de crescimento especifico segundo
Legendre et al. (1996), ({[logn(peso final)-logn(peso inicial)/periodo experimental)]}; fator
de condicdo conforme Jobling et al. (1995), (peso x 100)/(comprimento total®),
sobrevivéncia (%) e produto peso x sobrevivéncia (PxS).
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4.2.12 Qualidade da agua do reservatorio, sistemas de incubacao e larvicultura

A agua do reservatorio onde foram colocados os tanques-rede foi monitorada
semanalmente verificando-se os niveis de oxigénio, pH, amdnia, nitrito, alcalinidade,
dureza, condutividade elétrica, transparéncia e diariamente a temperatura. No sistema
de incubacao e na larvicultura foram realizadas as mesmas analises diariamente com
excecao da transparéncia.

Para a realizacdo das analises de pH, foi utilizado um pHmetro DM20 (Digimed,
Sao Paulo, SP, Brasil), o oxigénio dissolvido foi medido com um oximetro Orion 810
(Jundilab, Jundiai, SP, Brasil), para a condutividade elétrica foi utilizado um
condutivimetro (WTW 315i/SET, Weilheim, Germany) e a transparéncia foi medida com
disco de Secchi. As demais analises foram realizadas através de kit analitico Alfa
Tecnoquimica (Florianépolis, Santa Catarina, Brasil).

Foram aferidos também os parametros fisicos e quimicos da agua dos sistemas
de incubacédo e larvicultura, diariamente, utilizando-se os mesmos aparelhos citados
para afericdo da agua do reservatério, excetuando-se a transparéncia e condutividade
elétrica.

No reservatério de terra os parametros determinados foram: pH: 7,4+£0,35 as 9:00
e 7,63+0,41 as 16:00; temperatura: 17,82+2,3 °C as 9:00 e 20,3+2,75 °C as 16:00;
alcalinidade: 38,35+8,09 mg L' de CaCOs; dureza: 33,646,85 mg L' de CaCOsa:
oxigénio dissolvido: 8,46+0,46 mg L™ as 9:00 e 8,81+0,39 mg L™ as 16;00; amdnia e
nitrito: ndo foram detectados; condutividade elétrica: 53,15+11,78 uS cm™; e
transparéncia: maior que 150 cm.

Nos sistemas de incubagcdo e larvicultura os parametros foram aferidos
diariamente as 09:00 16:00 e situaram-se em 7,18+0,21 para pH; temperatura: 23+0,3
°C; alcalinidade: 41,05+0,8 mg L' de CaCOgs; dureza: 28,6+0,1 mg L' de CaCOs:
oxigénio dissolvido: 6,58+1,03 mg L™"; aménia (NH4): 0,2 +0,1 mg L"; nitrito (NO,): 0,03
+0,01 mg L' e 7,1840,21 mg L' para pH; temperatura: 24,7+1,1 °C; alcalinidade:
47,7+0,4 mg L de CaCOs; dureza: 32,0+0,3 mg L' de CaCOs. oxigénio dissolvido:
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8,17+0,2 mg L"; aménia (NH,): 0,22+0,03 mg L' e nitrito (NO): 0,05+0,01 mg L™,

respectivamente.

4.2.13 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com trés
tratamentos e quatro repeticbes para as fémeas induzidas hormonalmente e trés
repeticdes para as demais fémeas. As larvas foram distribuidas em trés tratamentos e
trés repeticdes de acordo com as dietas maternas. Os dados obtidos foram submetidos
a teste normalidade de Shapiro-Wilk. Quando apresentaram distribuicado normal, foram
submetidos a analise de varidncia e teste de Duncan, e quando ndo normais, foram
analisados pela analise de variancia de Wilcoxon e o efeito do nivel protéico avaliado
por regressao linear. Foram realizadas também estudos de correlacédo de Pearson (r)
entre as variaveis estudadas. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do

programa estatistico "SAS" (2001), com nivel de 5 % de significancia (P<0,05).

4.3 Resultados

4.3.1 Desempenho zootécnico e reprodutivo das fémeas

Este estudo demonstrou que o aumento do nivel de proteina nas dietas, nao
influenciou no desempenho zootécnico em peso, comprimento total, fator de condigao,
indices gonadossomatico e hepatossomatico e de gordura visceral das fémeas de
jundia (P>0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de peso, comprimento total, fator de condicdo e indices
gonadossomatico, hepatossomatico e de gordura visceral das fémeas de

jundia, alimentadas com diferentes niveis de proteina.

Niveis de proteina bruta (%)

Variaveis 28 34 40
inicial
Peso (g) 411,1+£26 394,2+23 380+20,7
Comprimento total (cm) 32,8+0,61 32,7+0,60 32,6+0,42
Fator de condigéo 1,15+0,03 1,11+0,02 1,08+0,03
indice gonadossomatico (%)’ 3,81+1,02 3,81+1,00 3,81+1,01
[ndice hepatossomatico (%)’ 1,30+0,13 1,30+0,13 1,30+0,13
indice de gordura visceral (%)’ 1,97+0,42 1,97+0,42 1,97+0,42
45 dias
Peso (g) 428+24,70 454,4+25 41 432,0+25,40
Comprimento total (cm) 33,410,60 32,940,50 33,310,40
Fator de condigéo 1,1410,04 1,25+0,04 1,15+0,04
Indice gonadossomatico (%) 6,33+0,58 11,14+1,15 8,40+2,30
[ndice hepatossomatico (%) 1,59+0,04 1,28+0,16 1,49+0,19
Indice de gordura visceral (%) 1,49+0,07 1,49+0,53 2,04+0,65
90 dias
Peso (Q) 475,0+33,70 537,9+41,82 502,0+35,50
Comprimento total (cm) 34,510,71 35,0%0,81 34,0%0,60
Fator de condicao 1,14+0,04 1,23+0,02 1,26+0,05
[ndice gonadossomatico (%) 12,43%2,01 13,91+2,44 8,78%4,14
Indice hepatossomatico (%) 1,27+0,13 1,18+0,10 1,16+0,07
indice de gordura visceral (%) 1,14+0,64 1,03+0,48 2,16x1,22

Valores expressos em média * erro padrao.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Duncan (P>0,05).
'Valores obtidos a partir de abate inicial de 18 fémeas de jundia do mesmo lote daquelas utilizadas no
experimento.

4.3.2 Concentracao plasmatica de esterdides sexuais

Os niveis de testosterona plasmatica (T) ndo se mostraram diferentes entre os
tratamentos, decorrentes dos percentuais de proteina bruta nas dietas (P>0,05), no
entanto houve diferenga nesses niveis entre os diferentes periodos analisados, sendo
nitida a progressdo dos valores (15,09 ng mL™") na fase inicial, aumentando até os 45
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dias experimentais (55,69; 49,80 e 54,57 ng mL™") e posteriormente, decrescendo até o
final do periodo alimentar (23,44; 20,94 e 23,42) respectivamente (P<0,05) (Figura 1).
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Figura 1 - Testosterona plasmatica (T), em resposta aos niveis
protéicos nas dietas de jundia, nos periodos inicial (dia zero), aos
45 dias e aos 90 dias experimentais. Nao foram observadas
diferengas significativas entre os tratamentos dentro do dia
especifico de coleta pelo teste de Duncan (P>0,05). Letras
mailsculas na coluna indicam diferenca significativa entre os
periodos experimentais pelo teste de Duncan (P<0,05).

A concentragdo plasmatica de 17B-estradiol ndo mostrou diferenga entre os
tratamentos (P>0,05). Porém, foram similares entre as fémeas de todos os tratamentos,
verificando-se um aumento progressivo destes niveis ao longo do periodo experimental
que variaram de 0,90 ng L™ iniciais, entre 3,72 e 4,13 ng L™ indicando uma vitelogénese
intermediaria aos 45 dias e 8,53 e 9,48 ng L' estabelecendo uma vitelogénese plena
aos 90 dias (P<0,05) (Figura 2).
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Figura 2 - 17B-estradiol plasmatico (E»), em resposta aos niveis
protéicos nas dietas de jundid, nos periodos inicial (dia zero), aos 45
dias e aos 90 dias experimentais. Nao foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos dentro do dia especifico de coleta
pelo teste de Duncan (P>0,05). Letras mailsculas na coluna,
indicam diferenga significativa entre os periodos experimentais pelo
teste de Duncan (P<0,05).

Para a atividade de alanina aminotransferase (ALT), que podem ser observadas
na Figura 3, ndo houve diferenca significativa entre os niveis de proteina na dieta
(19,72 no dia zero, 15,07; 18,67 e 21,80 aos 45 dias; e 14,17; 15,51 e 14,50 Ul L' aos
90 dias) e também nos periodos analisados (19,72 iniciais, 15,07 e 14,17; 18,67 Ul L' e
15,51 aos 45 dias e 21,80 e 14,50 Ul L™ aos 90 dias).
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Figura 3 — Atividade da enzima alanina aminotransferase (ALT)
sérica em resposta aos niveis protéicos nas dietas de jundia, nos
periodos inicial (dia zero), aos 45 dias e aos 90 dias experimentais.
Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos
ou no periodo experimental.

A enzima aspartato aminotransferase apresentou valores alterados para os
niveis protéicos de 28 % (139,97 Ul L) em relacéo ao nivel 40 % (111,79 UI L"), sendo
menor ao final do periodo alimentar (P<0,05), para os demais valores ndo houve

diferenga significativa entre os tratamentos e periodo temporal (P>0,05) (Figura 4).
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Figura 4 - Enzima aspartato aminotransferase (AST) em resposta
aos niveis de proteina nas dietas de jundia, nos periodos inicial (dia
zero), aos 45 dias e aos 90 dias experimentais. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os tratamentos pelo
teste de Duncan (P>0,05); Letras mindsculas na coluna indicam
diferenca significativa entre os periodos experimentais pelo teste de
Duncan (P<0,05).

Os resultados da proteina plasmatica total (PPT) entre os tratamentos,
mostraram diferenga significativa somente aos 45 dias de alimentagao para o nivel de
40 % de proteina na dieta (P<0,05). Também, no efeito periodo, houve um padréao
progressivo (4,24 inicial para 5,97; 6,10 e 6,67 IU L aos 90 dias, respectivamente)
(P<0,05) (Figura 5).
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Figura 5 - Proteina plasmatica total (PPT) em resposta aos niveis de
proteina nas dietas de jundia, nos periodos inicial (dia zero), aos 45
dias e aos 90 dias experimentais. Letras mailsculas na coluna
indicam diferenca significativa entre os dias de coleta dentro do
tratamento especifico pelo teste de Duncan (P<0,05); Letras
mindsculas na coluna indicam diferenga significativa entre os
periodos experimentais experimental pelo teste de Duncan (P<0,05).

Na Figura 6, pode-se observar que na fase final (90 dias), houve elevacao
plasmatica de triglicerideos circulantes, entre os tratamentos: 338,99; 263,37 e 535,73
mg dL™, respectivamente (P>0,05). Na fase intermediaria do periodo alimentar, houve
aumento consideravel aos 45 dias da taxa de triglicerideos diferindo significativamente
dos periodos inicial (dia zero) e 90 dias (P<0,05).
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Figura 6 - Triglicerideos plasmaticos (mg dL™), em resposta aos
niveis de proteina nas dietas de jundid nos periodos inicial (dia 0),
aos 45 dias e aos 90 dias experimentais. Letras mailsculas na
coluna, indicam diferenga significativa entre os dias de coleta dentro
do tratamento especifico pelo teste de Duncan (P<0,05); Letras
mindsculas na coluna, indicam diferenga significativa entre os
periodos experimentais entre os periodos experimentais pelo teste
de Duncan (P<0,05).

Os aminoacidos livres no plasma aumentaram a medida que se elevou o nivel de
proteina na dieta principalmente ao final (90 dias) (P<0,05). No periodo experimental as
dietas com niveis de 28 e 34 % de proteina nao diferiram entre si, no entanto o maior
valor encontrado foi com o nivel de 40 % de proteina (Fig 7).
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Figura 7 - Aminoacidos livres (mg dL-1), em resposta aos niveis de
proteina nas dietas de jundia nos periodos inicial (dia 0), aos 45 dias
e aos 90 dias experimentais. Letras mailusculas na coluna, indicam
diferenga significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento
especifico pelo teste de Duncan (P<0,05); Letras minlsculas na
coluna, indicam diferenga significativa entre os periodos
experimentais pelo teste de Duncan (P<0,05).
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Os resultados de aminoacidos totais dos ovarios estao apresentados na Figura 8.
Nao houve efeito dos niveis de proteina utilizados nas dietas (P>0,05). O incremento de
aminoacidos totais foi significativo nos periodos entre 45 dias ao final do estagio de
maturacdo gonadal (90 dias) de acordo com a equacgdo: Y=72,95025+ 0,11140x

r’=0,6649.
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Figura 8 - Aminodcidos totais dos ovarios de matrizes de jundia,
coletados no inicio (dia zero), aos 45 dias e aos 90 dias
experimentais. Nao foi observada diferenga significativa entre os
tratamentos dentro do dia especifico de coleta pelo teste de Duncan
(P>0,05). Letras mailsculas na coluna indicam diferenga
significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento especifico
pelo teste de Duncan (P<0,05).

4.3.3 Avaliacao histolégica das gbnadas (ovarios)

As Figuras 9A, 9B, 9C e 9D correspondem as coletas de ovarios realizadas no
inicio do experimento (dia zero), as Figuras 10A, 10B, 10C e 10D correspondem as
coletas realizadas no periodo intermediario (45 dias) e as Figuras 11A, 11B, 11C, 11D e
12 correspondem as coletas realizadas no periodo final (90 dias). Através das setas
indicadoras, podem ser visualizados os estadios das células ovocitarias coletadas nos
respectivos periodos experimentais. Nas Figuras 9A, 10A e 11A, podem ser observados
ovocitos jovens ou cromatino-nucleares no estadio |, constituindo-se nas menores
células encontradas, com nucleo grande central, citoplasma baséfilo com nucléolos
periféricos e zona pellicida nédo evidente. Nas Figuras 9B, 10B e 11B encontram-se
ovocitos no estadio Il, perinucleolares ou pré-vitelogénicos com citoplasma basdfilo,
finamente granular, presenca de nucleo vitelinico com varios nucléolos periféricos e

células foliculares pavimentosas e zona pelucida delgada. Nas Figuras 9C, 10C e 11C
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podem ser observados ovocitos no estadio Ill, com alvéolos-corticais e nacleo central
levemente basoéfilo com contorno irregular, citoplasma acidéfilo na periferia com
aparecimento de vesiculas claras (alvéolo-cortical). As células foliculares tornam-se
cubicas e a zona pelucida permanece delgada. Nas Figuras 9D, 10D e 11D observam-
se ovocitos vitelogénicos no estadio IV, com a presenca de envoltério folicular e
delgada camada de alvéolos corticais. Nucleo menor que os anteriores com nucléolos
aleatorios. Possuem granulos de vitelo em forma esférica de tamanhos variados. Na
Figura 12, aparece um ovocito atrésico no estadio V, que perdeu sua forma
arredondada tipica e apresenta zona radiata fragmentada e granulos de vitelo
desorganizado.
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Figura 9 - Cortes de ovarios de jundid, em varios estadios de desenvolvimento (setas) no dia zero,
no experimento I: A) Ovécito cromatino-nucleolar (estadio 1); B) Ovaocito perinucleolar (estadio 11); C)
Ovdcito alvéolo cortical (estadio Ill); D) Ovdcito vitelogénico (estadio IV). Coloragéo: Hematoxilina-
Eosina; aumento 40x:



54

Figura 10 - Cortes de ovarios de jundia, em varios estadios de desenvolvimento (setas) coletados
aos 45 dias no experimento I: A) Ovdcito cromatino nucleolar (estadio 1); B) Ovocito perinucleolar
(estadio Il); C) Ovécito alvéolo cortical (estadio Ill); D) Ovécito vitelogénico (estadio V). Coloragéo:
Hematoxilina-Eosina; aumento 40x.



55

Figura 11 - Cortes de ovarios de jundia, em varios estadios de desenvolvimento (setas), no
experimento | (90 dias): A) Ovécito cromatino-nucleolar (estadio 1); B) Ovécito perinucleolar (estadio
II); C) Ovdcito alvéolo cortical (estadio I1ll); D) Ovdcito vitelogénico (estadio V). Coloragao:
Hematoxilina-Eosina; aumento 40x.
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Figura 12 - Corte de ovario de jundid, no estadio V
(atrésico) (seta), ao final do experimento | (90 dias);
Coloracao: Hematoxilina-Eosina; aumento 40x.

No inicio do experimento (dia zero), ovarios de cinco fémeas foram analisados e
encontrados ovécitos nos estédios |, Il e Il em todas as fémeas e em apenas uma foi
encontrado alguns ovécitos no estagio IV. Aos 45 dias foram coletados ovocitos de trés
fémeas por tratamento e houve predominio dos estadios |, Il e lll, apenas os
tratamentos com os niveis de 28 e 34 % de PB apresentaram alguns ovécitos no
estadio IV. Ao final do experimento (90 dias) das seis fémeas analisadas (duas por
tratamento), foram encontrados ovécitos em todos os estadios nos trés tratamentos. No
tratamento com o nivel de 34 % de PB foi encontrado apenas um ovocito no estadio V
(atrésico), nas laminas analisadas (Anexo1).

4.3.4 Desempenho reprodutivo das fémeas

Todas as fémeas (quatro) alimentadas com o nivel de 28 % desovaram,
enquanto que para as dietas contendo 34 % e 40 % PB, trés desovaram em cada

tratamento.
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Para a taxa de fecundidade, peso do ovo (mg), numero de ovos por kg de fémea
e numero de ovos hidratados por mL de desova, ndo foram observadas diferengas
significativas (P>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6 — Taxa de fecundidade, peso do ovo, nimero de ovos kg de fémea e nimero
de ovos hidratados por mL de desova de fémeas de jundia, resposta aos
niveis protéicos.

— - S
Variaveis Niveis de proteina bruta (%)

28 34 40
Taxa de fecundidade (%)’ 92,37+1,58 82,42+7,97 84,9618,30
Peso do ovo (mg)? 9,53+1,43 8,12+0,58 7,64+0,37
NUmero de ovos kg™ de fémea  96.528+34.688 106.360+40.082 128.050+32.375
NUmero de ovos mL" de desova 127+17,60 140+11,10 143+8,0

Valores expressos em média * erro padrao.

N&o foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Duncan (P>0,05).
'Média de cinco coletas realizadas a zero hora (=3 horas), seis, 12, 18 e 24 horas ap6s a desova.
®Média das coletas realizadas a zero hora (=3 horas), apds a desova.

Na Tabela 7, pode-se observar que os resultados obtidos com os diferentes
niveis de proteina nas dietas nao mostraram diferenca significativa em comprimento da
larva (mm), didmetro do saco vitelinico (mm) e 4area do saco vitelinico (mm?) (P>0,05),
exceto nas medidas morfométricas area e didmetro do ovo onde houve diferenca
significativa entre os tratamentos testados na hora 12 (P<0,05). Entretanto, de modo
geral, com o aumento do nivel de proteina na dieta houve uma tendéncia numérica a

ocorrer diminui¢ao linear nos periodos avaliados.
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Tabela 7 — Medidas morfométricas de ovos e larvas obtidos de fémeas de jundia,

alimentadas com trés niveis de proteina nas dietas.

Niveis de proteina bruta (%)

Periodos 28 34 40
Area do ovo (mm?)
Hora 0 1,60+0,06 1,57+0,04 1,53+0,03
Hora 6 1,52+0,05 1,52+0,05 1,51+0,05
Hora 12 1,79+0,052 1,78+0,05% 1,58+0,02°
Hora 18 2,060,116 1,9520,05 1,7620,06
Hora 24 1,95+0,09 1,90+0,07 1,89+0,04
Didmetro do ovo (mm)
Hora O 1,44%0,02 1,4120,02 1,3910,01
Hora 6 1,39+0,02 1,38+0,02 1,38+0,03
Hora 12 1,52+0,02° 1,52+0,012 1,4340,01°
Hora 18 1,5410,04 1,5410,03 1,5110,02
Hora 24 1,6410,04 1,6620,03 1,59+0,01
Comprimento da larva (mm)
Hora O 3,95+0,05 3,74+0,15 3,69+0,09
Hora 12 4,13+0,02 4,29+0,04 4,30+0,04
Hora 24 4,68+0,14 4,60+0,12 4,69+0,06
Hora 36 5,19+0,16 5,12+0,13 5,18+0,09
Hora 48 5,2910,04 5,30+0,06 5,30+0,07
Diametro do saco vitelinico (mm)
Hora O 1,0620,02 1,0620,01 1,0910,02
Hora 12 1,07+0,04 1,04+0,03 1,00+0,02
Hora 24 0,99+0,05 0,98+0,02 1,0210,03
Hora 36 0,9410,32 0,9540,02 0,9210,04
Hora 48 0,88+0,01 0,87+0,03 0,81+0,04
Area do saco vitelinico (mm®?)

Hora O 0,86%0,03 0,87+0,01 0,90+0,02
Hora 12 0,8810,06 0,8410,05 0,7840,03
Hora 24 0,75+0,06 0,77+0,03 0,80+0,04
Hora 36 0,66%0,06 0,66+0,03 0,61£0,05
Hora 48 0,53+0,01 0,52+0,05 0,5110,06

Valores expressos em média * erro padrao.
Médias com letras diferentes na linha apresentam diferenga significativa pelo teste de Duncan (P<0,05).

Com relacdo ao desempenho zootécnico das poés-larvas houve aumento

significativo nas variaveis peso médio (PM), comprimento total (CT) e peso versus

sobrevivéncia (PxS) em resposta aos niveis de proteina das dietas. Aos sete dias, 0s

resultados obtidos com a dieta 28 % de proteina foi superior a dieta contendo 34 % e
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similar ao tratamento com 40 % de proteina. No entanto aos 14 dias para estas
variaveis, nos diferentes tratamentos, o aumento foi evidenciado para o nivel de 28 %

de PB em relacao aos niveis 34 % e 40 % de proteina respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8 — Desempenho zootécnico das pds-larvas de jundid, provenientes de matrizes
alimentadas com trés niveis de proteina nas dietas.

Niveis de proteina bruta (%)’

Variaveis 28 34 40
Inicial
Peso médio (mg) 1,72+0,012 1,54+0,03° 1,71+0,022
Comprimento total (mm) 5,650,028 5,68+0,132 5,830,172
Fator de condicao 0,9540,012 0,85+0,062 0,87+0,072
7 dias
Peso médio (mg) 4,47+0,322 3,35+0,09° 3,88+0,31%
Comprimento total (mm) 8,44+0,182 7,89+0,10° 8,23+0,19%
Taxa de crescim. especifico (%/dia) 13,390,992 10,910,902 11,31+1,222
Fator de condicao 0,74+0,052 0,68+0,032 0,69+0,042
14 dias
Peso médio (mg) 11,76+1,082 7,90+0,67° 6,78+0,47°
Comprimento total (mm) 11,030,352 9,90+0,15° 9,73+0,21°
Taxa de crescim. especifico (%/dia) ~ 13,45+0,71%  11,45+0,66%° 9,70+0,51°
Fator de condicao 0,86+0,032 0,80+0,042 0,73+0,032
Sobrevivéncia (%) 82,4614,782 78,62+1,072 73,10+1,762

Peso versus sobrevivéncia

992,67+130,6°

622,42453,7°

497,23+38,9°

Valores expressos em média + erro padrao.

Letras diferentes na linha indicam diferencga significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento

especifico pelo teste de Duncan (P<0,05).

'Niveis de proteina bruta na dieta das fémeas reprodutoras de jundia.

4.4 Discussao

Nesta pesquisa nao foram encontradas diferencas significativas para as variaveis
avaliadas de PMF, CT, FC, IGS, IHS e IGV das fémeas de jundia alimentadas com
diferentes niveis de proteina bruta (P>0,05). Parra et al. (2008), testaram fontes
lipidicas para a mesma espécie alimentadas em tanques-rede, com inclusao de 5% de
banha suina, 5 % de 6leo de girassol e 5 % de 6leo de canola em dietas contendo 38 %
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de proteina bruta e 10 % de lipidio total, com a mesma base protéica e nédo
encontraram diferencga significativa para as variaveis PMF, CT, FC e ganho em peso.
Os valores de FC e PMF encontrados neste trabalho foram aproximados aos obtidos
por Parra et al. (2008). Em matrizes de carpa capim (C. idella), o maior ganho em peso
e maior indice gonadossomatico foram obtidos nas fémeas alimentadas com 35 % de
proteina, em comparagdo as que receberam 20, 25, 30, ou 40 %, em dietas que
continham 10 % de lipidio total (Khan et al., 2004).

O IGS é usado para monitorar a progressao da gametogénese em fémeas de
peixes teleosteos (Barcellos et al. 2001). Em carpa comum, C. carpio, o IGS foi maior
nas fémeas alimentadas com dieta formulada com 31 % de proteina do que as que
foram alimentadas com 34 e 38 % de proteina, respectivamente (Singh & Dhawan,
1996). De acordo com Gunasekera et al. (1997), para a tilapia O. niloticus o IGS n&o foi
afetado com o aumento do nivel de proteina na dieta entre 20 e 30 %. Resultados
semelhantes a este trabalho foram obtidos por Reidel et al. (2010) quando encontraram
IGS em setembro-outubro, entre 13 e 15 % para fémeas de jundia criadas em gaiolas e
alimentadas com dieta contendo 30 % de proteina bruta e 8,24 % de lipidio total e
Barcellos et al. (2001), obtiveram pico maximo de IGS (12,28 %) no més de outubro,
similares aos encontrados neste trabalho, com os peixes alimentados com racéo
comercial contendo 30 % de proteina bruta.

O IHS e IGV podem ser aumentados dependendo da quantidade de nutrientes e
balanceamento da dieta, neste caso, 0 peixe deposita 0 excesso de energia da dieta na
forma de gordura visceral (Du et al., 2005). A demanda de energia em bagre de canal
aumentou durante o periodo de maturagcdo gonadal, especialmente durante a
mobilizacdo na fase vitelogénica quando grandes quantidades de proteina, lipidios e
glicogénio de fontes externas (dieta) e internas (tecidos e reservas somaticas) sao
sintetizadas pelo figado (Babin et al.,, 2007) e sdo absorvidos e armazenados nos
ovocitos para uso no desenvolvimento embrionario (Coward et al., 2002; Salhi et al.,
2004). No presente estudo nao foi observado aumento do peso do figado e IGV, o que
sugere que a maior parte de energia foi utilizada na vitelogénese.

Os esterdides sexuais s&o usados como indicadores da atividade
esteroidogénica durante o desenvolvimento e maturacdo do odcito (Barrero et al.,
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2007). Os valores de testosterona ndo se mostraram diferentes sobre o padrédo
hormonal das fémeas entre os tratamentos, porém houve progressao dos valores até os
45 dias experimentais e posterior diminuicdo até o final do periodo alimentar.
Resultados semelhantes foram encontrados para a mesma espécie por Barcellos et al.
(2001), quando as fémeas apresentaram 15,12 ng mL™ na fase pré-vitelogénica, 53,5
ng mL " na fase de vitelogénese inicial e 22,5 ng mL™ na fase de vitelogénese final. Mori
et al. (2003), obtiveram para Sebastes schlegeli um pico de concentracao plasméatica de
T, um més antes do declinio de E,, esses resultados estdo proximos aos encontrados
para o jundid em nosso trabalho. Em outro trabalho realizado por Guzman et al. (2008),
com fémeas de Senegalese sole (Solea senegalensis) o padrao de T e E> aumentaram
paralelamente a vitelogenina, porém observaram concentracdo maxima no periodo pré-
desova, diminuindo posteriormente. Esses autores reforcam que embora ambos os
esterdides tenham aumentado concomitantemente durante o periodo pré-desova, a T
atingiu o pico um més mais cedo do que o E.

A concentragao plasmatica de E, aumenta gradualmente durante a vitelogénese
até pouco antes do pico de maturagao dos ovécitos e cai rapidamente durante a desova
(Mori et al., 2003) o que sugere ser 0 mesmo padrao de S. schlegeli para o jundia.
Neste trabalho, o E», ndo apresentou diferenga entre os tratamentos, no entanto
apresentou aumento linear entre os periodos avaliados. Estes resultados sao
corroborados por Barcellos et al. (2001), que obtiveram para a mesma espécie e
periodo reprodutivo (outubro), concentracdes de 0,90; 2,65 e 9,10 E, (ng mL™),
indicando uma vitelogénese final. Esses autores alimentaram os peixes com ragao
comercial contendo 30 % de proteina bruta, porém nao fizeram referéncia ao contetudo
de lipidio total.

Barrero et al. (2007) ndo encontraram diferenga significativa para T e E, entre
quatro grupos de bagre de canal /. punctatus selecionados por peso e alimentados com
racdo contendo 36 % de proteina bruta, porém os resultados destes esterdides nos
periodos na alisados na estagao reprodutiva, mostraram picos temporais similares ao
jundia.

As enzimas ALT e AST estao envolvidas no metabolismo protéico e podem

contribuir para avaliar o aproveitamento dos nutrientes da dieta, também podem
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determinar o aproveitamento da proteina para formacéao de energia (Melo et al., 2006) e
podem ainda ser indicadoras de lesdes hepaticas quando liberadas em maior
quantidade na corrente sanguinea (Sparling et al., 1998). Neste trabalho a ALT
manteve-se inalterada, ndo ocorrendo diferenca significativa entre os tratamentos e os
periodos, indicando uma condicdo hepatica normal. Os resultados registrados entre
14,17 e 21,80 Ul L™ estdo de acordo com Barcellos et al. (2003), quando encontraram
resultados entre 10,12 a 28,17 Ul L™ para fémeas da mesma espécie. A AST mostrou-
se reduzida aos 90 dias para o nivel de proteina da dieta (40 %) em relagao a dieta com
28 % de proteina, sugerindo a utilizacdo de proteina dietaria para formacao de energia
(gliconeogénese) (Melo et al., 2006; Veiverberg et al., 2008). Os demais resultados para
periodo e espaco temporal mantiveram-se inalterados e sdo similares aos obtidos por
Barcellos et al. (2003), com variacdo entre 87,46 a 156,73 Ul L' para fémeas de jundi.

Os valores de PPT diferiram entre os tratamentos aos 45 dias, podendo-se
observar uma tendéncia numérica de elevacao da proteina plasmatica com o aumento
da proteina dietaria, havendo claramente maior mobilizacao protéica para formagao do
vitelo. No espaco temporal igualmente houve elevacdo significativa da proteina
circulante (P>0,05). Barcellos et al. (2003), obtiveram indices entre 4,06 a 7,06 mg dL™
para fémeas de jundia, estes dados corroboram os valores obtidos neste trabalho. No
soro, proteinas, lipidios e glicose tendem aumentar com o maior teor de proteina da
dieta, esses aumentos podem ser devido ao excesso de aminoacidos que pode ser
convertido em carboidratos ou, em menores quantidades, a gordura (Abdel-Tawwab et
al., 2010).

Em relacéo aos triglicerideos plasmaticos (TG), o aumento de proteina na racao
aumentou o valor de TG até os 45 dias, havendo reducao destes valores ao final (90
dias) para as concentracdes iniciais, este perfil sugere que houve a utilizagdo deste
intermediario no metabolismo para obtencdo de energia no desenvolvimento e
maturagdo gonadal. Melo et al. (2006) observaram que para juvenis de jundia R.
quelen, os TG no plasma apresentaram reducado nas suas concentragdes a partir de 27
% de proteina na dieta. Porém, ao contrario, em peixes imaturos ocorre elevacédo de TG
circulantes quando sao utilizados elevados indices de proteina na dieta (Abdel-Tawwab
et. al., 2010).
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A disponibilidade de aminoéacidos livres no plasma aumentou a medida que se
elevou o nivel de proteina na dieta. Resultados semelhantes foram encontrados por
Yamamoto et al. (1999), com O. mykiss e Suarez et al. (1995) com enguia européia e
também verificaram aumento do teor de aminoacidos livres no plasma com aumento do
nivel de proteina nas dietas para essas espécies. Melo et al (2006), igualmente
verificaram aumento de amino4cidos livres para juvenis de jundida R. quelen, com niveis
crescentes de proteina nas dietas (20, 27, 34 € 41 %).

Os aminodcidos totais nos ovarios foram similares nas dietas com niveis
crescentes de proteina. No entanto, houve acréscimo significativo dentro de cada
tratamento especifico, no periodo que antecedeu a desova (45 dias aos 90 dias), isto €
explicado pela deposicdo de nutrientes na formagdo do saco vitelinico, que é
responsavel pela alimentacao da larva até a ingestao de alimento exégeno (Silva et al.,
2004; Khan et al., 2005).

O nivel de proteina na ragdo nao influenciou os estadios de desenvolvimento
ovocitario do jundia. Em surubim Pseudoplatystoma corruscans alimentados com dietas
com dois niveis protéicos e suplementacdo de 6leo de milho também nao foram
encontradas alteracbes no processo de maturacdo gonadal (Andrade et al., 2010). No
entanto o jundid apresenta um padrdo de desenvolvimento assincrénico dos ovocitos,
apresentando em nosso estudo ovocitos em varios estadios de amadurecimento, sendo
mais intenso o estadio IV ao final do experimento (15 de outubro), esses resultados sao
corroborados por Gomes et al. (2000) e Ghiraldelli et al. (2007), que destacaram que
em peixes de desova parcelada os ovdcitos amadurecem em lotes e sdo eliminados em
intervalos regulares, durante todo o ano ou parte dele. A atresia folicular ocorreu em
apenas em um ovocito ao final do periodo experimental (tratamento 34 % de PB) o que
pode ocorrer normalmente antes da desova nos ovocitos que nao alcancaram a
maturidade e, apds a desova, naqueles que deixaram de ser eliminados (Ganeco et al.,
2001).

De acordo com os crescentes niveis de proteina nas dietas, das 12 fémeas
induzidas, obtiveram-se quatro desovas para o nivel de 28 %, trés desovas para o nivel
de 34 % e trés desovas para o nivel de 40 % de proteina, correspondendo a 100 %, 75
% e 75 %, respectivamente. Os resultados obtidos neste trabalho foram superiores aos
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obtidos por Sink et al. (2010), que obtiveram a melhor taxa de desova de 58,3 % para
fémeas de bagre de canal I. punctatus quando testaram interagdes entre fontes de
proteina e lipidio contendo 35 % de PB e 12 % de lipidio total nas dietas.

A fecundidade representa o total de nimero de ovos produzidos por cada peixe e
€ expressa em termos de numero de ovos por desova ou pela relacao quantidade de
ovos por peso corporal (lzquierdo et al., 2001). Este trabalho indicou que niveis
crescentes de proteina na dieta para o jundia nao melhoraram a taxa de fecundidade,
peso do ovo e nimero de ovos kg' de fémea. Khan et al. (2004), observaram para a
carpa capim C. idella, que a taxa de fecundidade e o niimero de ovos kg™’ de fémea nao
diferiram entre as fémeas alimentadas com niveis maiores que 25 % de proteina (30, 35
e 40 %) e 10 % de lipidio total em todas as dietas, sendo que apenas o grupo que
recebeu dieta com 20 % de proteina apresentou resultados inferiores. Em outro estudo
realizado por Khan et al. (2005), a carpa indiana Labeo rohita alimentada com dietas
contendo niveis entre 20 e 40 %, apresentou melhor taxa de fecundidade com os niveis
entre 25 e 30 % de proteina na dieta (P<0,05). A fecundidade relativa também nao foi
afetada pela variacdo de niveis de proteina (10, 20 e 35 %) em tilapia nil6tica O.
niloticus (Gunasekera et al., 1996), corroborando com o presente estudo.

Os resultados de peso do ovo, nimeros de ovos kg' de fémea e ovos mL™
permaneceram inalterados com o aumento de proteina nas dietas. Parra et al. (2008),
também ndo obtiveram diferenca significativa em peso do ovo de fémeas de jundia
alimentadas com fontes de lipidio (banha de porco, 6leo de girassol e 6leo de canola).
Outros trabalhos com tilapia (Gunasekera et al., 1997) e carpa capim (Khan et al., 2004)
nao mostraram diferenga entre nivel de proteina na dieta e tamanho do ovo.

O diametro do ovo apresentou correlacao significativa (P<0,05) com area do ovo
(r=0,95), nimero de ovos mL" de desova (r=-0,70) e nimero de ovos kg de fémea (r=
0,59, P<0,10). Em outras espécies, tilapia do Nilo O. niloticus (Gunasekera et al., 1996)
e “sea bass” Dicentrarchus labrax (Cerda et al., 1994), fémeas alimentadas com baixos
niveis de proteina mantém o tamanho do ovo e diminuem o numero de ovos
produzidos, na tentativa de manter a propagacado da espécie. Entretanto, o nivel de
proteina da dieta das fémeas nao influenciou a morfometria de ovos e larvas de jundia.

Gunasekera et al. (1996, 1997) nao verificaram efeito no didametro dos ovos de tilapia
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do Nilo O. niloticus com niveis crescentes de proteina na dieta dos reprodutores (10, 20
e 35 %). Chong et al. (2004), igualmente ndo encontraram diferenca em comprimento
das larvas nascidas de fémeas de “swordtails” Xiphophorus helleri alimentadas com 20,
30, 40, 50 ou 60 % de proteina e 9,5 % de lipidio na dieta.

Embora algumas espécies possam investir em um grande numero de pequenos
ovos, outras preferem produzir uma ninhada pequena com ovos maiores e ambas
estratégias reprodutivas podem ser bem sucedidas (Yanes-Roca, 2009). No presente
trabalho, o didmetro do ovo, area do ovo e didmetro do saco vitelinico ndo mostraram
diferenga significativa entre os tratamentos. Resultados similares foram encontrados por
Parra et al. (2008), que também nao obtiveram diferenca significativa nessas variaveis
em fémeas de jundia alimentadas com fontes lipidicas em dietas isoprotéicas (38 %) e
isolipidicas (10 %). De acordo com Khan et al. (2004), fémeas de carpa capim C. idella,
também ndo aumentaram o didmetro do ovo com niveis progressivos de proteina na
dieta (20, 25, 30, 35 e 40 %) corroborando com este trabalho.

O aumento do nivel de proteina na dieta materna influenciou no crescimento das
pos-larvas até os 14 dias de alimentacao, nas variaveis PMF, CT e PxS. Chong et al.
(2004), igualmente ndo obtiveram diferenca entre o numero de larvas de fémeas de
“swordtails” X helleri alimentadas com 30, 40, 50 ou 60 % de proteina na dieta e 9,5 %
de lipidio total, quando calcularam o numero de larvas por grama de proteina
consumida, o resultado foi inferior apenas na dieta com 20 % de proteina. Por outro
lado, El-Sayed et al. (2003), alimentaram fémeas de tilapia com dietas contendo 25, 30,
35 ou 40 %, de proteina e observaram efeito linear positivo do nivel de proteina sobre o
peso das poés-larvas, em trés condigcdes de salinidade da agua. Contrariando estes
resultados, no presente trabalho, houve efeito negativo do aumento de proteina sobre a
qualidade da progénie. Sink et al. (2010), trabalharam com fontes protéicas (farinha de
peixe “menhaden”, farinha de visceras de aves, farelo de soja e farelo de algodao) e
lipidicas (6leo de peixe “menhaden” e gordura de aves) em dietas isoprotéicas (36 % de
proteina) e isolipidicas (12 % de lipidio) para fémeas de bagre de canal (/. punctatus) e
obtiveram sobrevivéncia das larvas aos 14 dias apds a desova de 92,5 %, 92,1 %, 83,6
% e 68 %, respectivamente, sendo as duas primeiras superiores ao deste trabalho.
Parra et al. (2008), alimentaram matrizes de jundid com dietas isoprotéicas (38 % de
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proteina e 10 % de lipidio total) e para a mesma espécie, registraram taxas de
sobrevivéncia aos 14 dias de alimentagdo um pouco inferiores aos valores registrados
neste trabalho, e também nao encontraram diferenca entre peso e produto PxS nas
larvas alimentadas até 14 dias.

Parece haver uma relagdo bastante clara entre niveis de proteina e niveis de
lipidios utilizados nas dietas. Resultados obtidos com maiores indices de proteina e
menores niveis de lipidio resultaram em valores semelhantes aos obtidos neste
trabalho, como os descritos por Chong et al. (2004); Khan et al. (2004); Parra et al.
(2008); Reidel et al. (2010).

Contudo, ndo € possivel fazer uma comparacdo direta com relacdo aos
requerimentos protéicos dos reprodutores das diferentes espécies de agua doce em
razdo das diferencas entre as composicoes das dietas e metodologias usadas
(Gunasekera et al., 1997; El-Sayed et al., 2003). Os requerimentos de proteina na dieta
dos peixes também sao afetados por fatores como a qualidade da proteina, nivel de
lipidio e digestibilidade, mais estudos considerando estes fatores, serdo necessarios
para uma determinacao mais precisa (Chong et al., 2004). De acordo com Médale &
Guillaume (2001), quando dietas contém elevados niveis de lipidios, ocorre diminui¢cdo
da oxidacao dos aminoacidos, resultando em efeito poupador de proteina.

4.5 Conclusoes

- A dieta com 28 % de proteina bruta resultou em maior nUmero de fémeas
desovadas;

- Os parametros bioquimicos nao foram alterados com o aumento dos niveis de
proteina utilizados nas dietas;

- O aumento do nivel de proteina nas dietas nao influenciou a morfometria dos
ovos e larvas de jundia.

- O nivel de 28 % de proteina da dieta resultou em melhor qualidade em

crescimento da progénie.



5 CAPITULO 2 - Experimento |l

ASPECTOS ZOOTECNICOS, REPRODUTIVOS, PARAMETROS
BIOQUIMICOS E PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DOS OVARIOS E
MUSCULOS DE FEMEAS DE JUNDIA ALIMENTADAS COM TRES
NiVEIS DE LIPiDIO NA DIETA

5.1 Introducao

Atualmente as racdes comerciais sdo produzidas para peixes cultivados com fins
comerciais. No entanto, ainda nao existem ragdes especificas para peixes reprodutores,
0 que certamente contribui para um menor desempenho reprodutivo e consequente
reflexo na larvicultura.

Assim como a proteina, os lipidios (gordura e acidos graxos) sdo importantes
componentes das dietas dos reprodutores e podem influenciar o desenvolvimento
gonadal e limitar a quantidade e qualidade de ovos e larvas (Johnston et al., 2007;
Loochmann et al., 2007; De Silva et al., 2008; Yanes-Roca et al., 2009). Izquierdo et al.
(2000), reforcam que os lipidios estdo entre os mais importantes fatores nutricionais que
afetam a sobrevivéncia e o crescimento nas primeiras fases. A deficiéncia de acidos
graxos essenciais em periodo que antecede a desova causa significativa redugcao na
producdo de ovos, menor indice de eclosdo, além de varias deformidades morfologicas
e um limitado numero de larvas sobreviventes (Corraze, 2001). Em uma pesquisa
realizada por essa autora, com trutas submetidas a um periodo forcado de fome,
resultou em insuficientes reservas ocasionando uma diminuicdo da fecundidade e baixa
producéo de ovos.

A proteina na dieta pode servir como fonte de energia, porém pode ser poupada
pelo uso de nutrientes nao protéicos como os lipidios, diminuindo os custos e
maximizando a retencao de nitrogénio (Médale & Guillaume, 2001; Shiau, 2002).
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Embora a presenca de lipidios na dieta, mesmo em concentragdes elevadas, nao
afete o coeficiente de digestibilidade das proteinas (Guillaume & Choubert, 2001), uma
excessiva quantidade de lipidios pode conduzir a uma diminuicdo do consumo de
alimento, reduzindo a ingestao de outros nutrientes (Ling et al., 2006).

Historicamente os 6leos de peixe tém sido usados como fonte de lipidio nas
dietas para peixes, sendo extraidos de pequenos peixes pelagicos marinhos. No
entanto, com a reducdo destes estoques naturais os custos dessa matéria prima
tornaram-se elevados, necessitando-se avaliar fontes alternativas para esses 6leos,
possibilitando a expansao da industria global de aquacultura (Ng et al., 2004).

Henderson & Tocher (1987), afirmam que os peixes assim como todos 0s outros
vertebrados ndo apresentam as enzimas A12 e A15 dessaturases para a sintese dos
acidos graxos essenciais (AGs) linoléico e linolénico e desta forma, devem ser supridos
pela dieta para sintese enddégena e converter pelo processo de elongagcdo e
dessaturacdo os demais 4cidos graxos da série. Os AGs da familia n-3 ndo podem ser
transformados em membros da familia n-6, e vice-versa. Isto ocorre porque a inclusao
de uma dupla ligacéo pela A-dessaturase e a inclusao de dois atomos de carbono pela
elongase se da entre a carboxila e a primeira dupla da cadeia carbdnica do &cido graxo,
nao alterando desta forma a posicdo da dupla ligacdo em relacdo ao grupo metil
terminal da cadeia carbdnica (Visentainer & Franco, 2007).

Mourente et al. (2005), argumentaram que pesquisas vém sendo realizadas com
fontes alternativas de lipidios como os 6leos vegetais, entre eles os éleos de soja, oliva,
linhaca e canola. Os 6éleos vegetais sdo ricos em &acidos graxos essenciais
especialmente da série n-6 (acido linoléico) e menor quantidade de acidos graxos n-3
(acido linolénico), que por acdo das enzimas dessaturases e elongases 0s peixes sao
capazes de produzir acidos graxos altamente insaturados (HUFAS) (Sargent et al.,
1999).

A composicao dos acidos graxos dos tecidos e dos ovos dos peixes reflete o
indice de acidos graxos supridos na dieta dos reprodutores (Fernandez-Palacios, 1997;
Corraze, 2001).

Os 4&cidos graxos da série n-3: linolénico (ALN), eicosapentandico (EPA),
docosahexandico (DHA) e os acidos graxos da série n-6: linoléico (AL) e araquidénico
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(AA) assumem importantes funcbes na reproducao dos peixes, na viabilidade de ovos e
larvas, maior tolerancia ao estresse e sobrevivéncia durante a metamorfose larval
(Sargent et al., 1999; Wiegand et al., 2004; Pickova et al., 2007). Os peixes cultivados
apresentam variagdes quanto as exigéncias em lipidios, sobretudo na sua composicao
e relacdo de acidos graxos essenciais das séries n-3 e n-6. Em geral, conforme
Steffens (1997), os peixes de agua doce apresentam menor relacdo n-3:n-6, que pode
ser de 1:4, enquanto para peixes marinhos essa relacao é alta podendo variar de 5-
10:1. Em peixes marinhos as dietas naturais proveniente do fitoplancton sao mais
abundantes em acidos graxos poliinsaturados (PUFAS) de cadeia longa da série n-3
(Corraze, 2001) e peixes carnivoros no ambiente de agua marinha dependem de uma
dieta rica em acidos graxos altamente insaturados (n-3) (HUFAS) especialmente EPA e
DHA (Sargent et al., 2002). JA em peixes de agua doce as dietas naturais sao
compostas de fitoplancton, crustaceos e larvas de insetos ricos em AL n-6, ALN n-3 e
EPA n-3 (Steffens,1997).

O jundia possui desovas parceladas, com periodo reprodutivo prolongado, de
agosto a marco, podendo ocorrer variacdes a cada ano e de um lugar para outro e nao
possui cuidado parental (Narahara et al., 1985; Gomes et al., 2000). Os estagios de
clivagem ocorrem nas trés primeiras horas e a eclosdao ocorre em 30,5 horas apés a
fertilizacdo a uma temperatura da agua de 24+1°C (Pereira et al., 2006).

De acordo com lzquierdo et al. (2001), o desenvolvimento gonadal e a
fecundidade sao afetados por certos nutrientes na dieta, especialmente em
reprodutores com desova continua e curtos periodos vitelogénicos. Esses autores
evidenciam que também, como em outros animais, muitas das deficiéncias e dos
problemas encontrados durante as fases iniciais estdo diretamente relacionadas com o
regime de alimentacao (incluindo nivel nutricional e duracao) dos reprodutores.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do nivel de lipidio da dieta sobre o
desempenho zootécnico, parametros hematolégicos e reprodutivo de fémeas de jundia
R. quelen.
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5.2 Material e métodos

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram conduzidos de acordo
com as normas aprovadas pelo Comité de Etica e Bem Estar Animal (CEBEA) da
Universidade Federal de Santa Maria, sob numero 23081.006974/2009-96.

Para a realizacao deste experimento, utilizou-se o melhor tratamento do primeiro
(28 % de proteina bruta e 14 % de lipidio total), fixando-se o0s niveis em
aproximadamente 8, 14 e 20 % de lipidio total e 28 % de proteina bruta (isoprotéicas).

5.2.1 Local e época

O trabalho foi conduzido na Estacdo Experimental de Piscicultura, do Polo de
Modernizacao Tecnoldgica do Médio Alto Uruguai — Universidade Regional Integrada
do Alto Uruguai e das Miss6es — Campus de Frederico Westphalen, Rio Grande do Sul,
Brasil, (27°38’S e 53°43'0), entre 15 de julho e 18 de outubro de 2009, compreendendo
o periodo de alimentacdo dos reprodutores e nascimento das larvas, € no Laboratério
de Piscicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria,
Rio Grande do Sul, Brasil, (29°43’'S e 53°42°0), no periodo pdés-larval, durante 14 dias.
A escolha do periodo de desova foi estabelecida de acordo com Barcellos et al. (2001)
que concluiram que R. quelen possui dois picos com maior indice gonadossomatico,
nos meses de outubro, representando 12,28 % e dezembro 9,1 % em relagcdo ao peso
corporal das fémeas analisadas, desta forma optou-se pelo més de maior pico.
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5.2.2 Dietas experimentais

Foram avaliadas trés racoes contendo 8 % (L8), 14 % (L14) e 20 % (L20) de
lipidio total e isoprotéicas com aproximadamente 28 % de proteina bruta (Tabela 9). Os
ingredientes das racdes para as fémeas foram pesados a partir das formulacdes e
misturados até a completa homogeneizacdo em misturador elétrico tipo amassadeira,
com adicao de agua (50 % sobre o0 peso seco dos ingredientes), a massa resultante foi
peletizada em maquina de moer carne formando fios e colocada em saco plastico e
agitada promovendo sua quebra, em seguida levada a estufa com circulacdo de ar
forcado entre 48 e 50 °C por 48 horas, ap6s foram moidas em triturador manual,
peneiradas entre 6-8 mm, sendo parte (30 %) armazenada em ambiente seco e

ventilado e o restante armazenado em freezer a -20 °C.
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Tabela 9 — Ingredientes e composicao percentual e quimica das dietas com diferentes
niveis de lipidio utilizadas para fémeas de jundia*.

. o Tratamentos
Ingredientes (%) L8 L14 L20'
Farinha de carne e 0ssos suina 22,9 24,1 24,9
Farelo de soja 22,9 24,1 24,9
Farelo de arroz desengordurado 26,87 22,28 19,38
Milho amarelo 23,37 18,4 15
Oleo de soja 0,78 8,1 12,9
Calcario calcitico 0,78 0,6 0,49
DL-Metionina 0,4 0,42 0,43
Cloreto de sddio (NaCl) 0,5 0,5 0,5
Vitaminas e minerais?® 1,5 1,5 1,5
Aglutinante® 1,5 1,5 1,5
Composicéo centesimal analisada (%)
Nutrientes
Umidade* 6,11 6,21 6,26
Proteina bruta* 28,47 28,13 28,76
Energia bruta (kal/kg)® 3.679,4 4.031,7 4.261,8
Energia bruta (kcal’kg)/proteina (g) 12,92 14,33 14,82
Extrato etéreo” 8,45 14,36 20,78
Extrativo ndo nitrogenado® 38,73 33,05 32,24
Matéria mineral* 11,56 10,86 10,62
Fibra bruta* 3,98 3,91 4,01
Calcio* 1,78 1,81 1,85
Fosforo (total) 4 1,75 1,64 1,61
Lisina® 1,55 1,34 1,36
Metionina+Cistina® 1,21 1,13 1,15
Triptofano® 0,27 0,33 0,38
Treonina® 1,1 1,09 1,08
Arginina® 2,31 2,31 2,23
Valina® 1,48 1,37 1,31
Isoleucina® 1,25 1,09 1,05
Leucina® 2,33 2,06 2,01
Histidina® 0,55 0,72 0,74
Fenilalanina+tirosina® 2,93 2,27 2,19

*Dietas ajustadas de acordo com o experimento I.

1L8 8 % de lipidio total; L14 = 14 % de lipidio total; 20 % de lipidio total.

®Niveis de garantia por quilograma do produto (MlgPIus ): Acido félico: 250 mg; 4cido pantoténico: 5.000
mg; antioxidante: 0,60 g; biotina: 125 mg; cobalto: 25 mg; cobre: 2.000 mg; ferro: 820 mg; iodo: 100 mg;
manganés: 3.750 mg; niacina 5.000: mg; selénio: 75mg; vitamina A: 1.000.000 Ul; vitamina B1: 1.250 mg;
vitamina B12: 3.750 mcg; vitamina B2: 2.500 mg; vitamina B6: 2.485 mg; vitamina C: 28.000 mg; vitamina
D3 500.000 UI; vitamina E: 20.000 Ul; V|tam|na K: 500 mg; zinco: 17.500 mg.

ngnosulfonato de calcio e magneS|o (Melbond ).

Anallses efetuadas por NUTRON® Alimentos Ltda., Sao Paulo, Brasil.

Calculada a partir de Rostagno et al. (2005).

®Analises efetuadas por LAMIC® (Laboratério de Micotoxinas) UFSM.
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Para avaliar o desempenho das péds-larvas foi fornecida para todos os
tratamentos dieta nutricionalmente similar a utilizada no experimento |, preparada com
37 % de levedura de cana; 20 % de gema de ovo cozida; 30 % de figado de aves (33 %
de MS); 2 % de lecitina de soja; 8 % de farelo de arroz desengordurado e 3 % de

mistura vitaminica e mineral e moida entre 100 e 400 um.

5.2.3 Animais, instalagbes e delineamento experimental

Foram utilizadas 93 fémeas de jundia com 14 meses de idade e peso entre
596,28 g e 640,4 g, adquiridos ainda juvenis da Estacdo de Reproducdo de Peixes
Calegaro de Panambi, RS, criados em viveiros de terra e posteriormente adaptados
durante 90 dias em tanques-rede. As fémeas foram distribuidas ao acaso, em seis
tanques-rede com capacidade util individual de 1 m®, na proporgdo de 11 por tanque,
neste momento 27 fémeas foram abatidas para coleta de sangue e ovarios. Os
tanques-rede foram fixados em um reservatério de terra escavado, com
aproximadamente 2000 m? e com profundidade média de 3,5+0,4 metros no local onde
os mesmos foram fixados. Em cada tanque-rede foi colocado um comedouro submerso
tipo tubular, fixado ao centro e distanciado em 20 cm da base. Também, 24 machos de
jundia, foram mantidos em dois tanques-rede suspensos em um tanque escavado com
aproximadamente 1000 m? e destes, 12 machos foram selecionados para fecundacéo
das fémeas. Estes tanques-rede, com capacidade de 1 m®, eram providos de tela lateral
com 20 cm submerso e 20 cm acima do nivel da agua, para evitar a perda da racao
flutuante. Nos dois reservatérios de terra foram colocados peixes onivoros (carpa
hungara e pacu) para consumir eventuais invertebrados que pudessem servir de
alimento aos jundids utilizados neste estudo. Os dois reservatérios de terra foram
drenados e desinfectados previamente eliminando peixes indesejaveis e no inicio do
experimento foram colocados peixes onivoros (carpa hldngara e pacu) para consumir
eventuais invertebrados que pudessem servir de alimento aos jundias utilizados neste

estudo.
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5.2.4. Manejo alimentar dos reprodutores e pos-larvas

As fémeas foram alimentadas durante 90 dias como proposto por Fernandez
Palacios et al. (1995), diariamente, as 9 e as 16 horas. A racao foi pesada e ministrada
de acordo com a biomassa de cada tanque-rede obtida no inicio e aos 45 dias, variando
de 2 % a 3 %, até o final do experimento. Os machos foram alimentados diariamente,
no mesmo horario das fémeas, entre 2 % a 3 % da biomassa, com racdo comercial
extrusada marca SUPRA® Alisul Alimentos Ltda, contendo no rétulo da embalagem o
minimo de 32 % de proteina bruta. As pés-larvas foram alimentadas ad libitum a cada
duas horas, das oito as 18 horas, até 14 dias durante a transi¢cao entre a absor¢céao do
saco vitelinico para a alimentacao juvenil como proposto por Skin et al. (2010). As
sobras de ragdes e dejetos dos peixes, nos comedouros, foram retiradas diariamente

antes da primeira alimentacao.

5.2.5 Biometrias e coletas de visceras, gbnadas e sangue

Foram realizadas trés biometrias, no inicio do experimento (dia zero), aos 45 e
aos 90 dias, com a ultima alimentacdo fornecida 24 horas antes das coletas, para
avaliacao de peso médio final (PMF, g), comprimento total (CT, cm) e fator de condicao
[FC = (peso x 100) / (comprimento total®)] (Steffens, 1987). Em cada biometria, nove
fémeas por tratamento, foram abatidas e evisceradas para obtencdo de valores de
pesos de figado, gbnadas (g), indices hepatossomatico, gonadossomatico e de gordura
visceral, em porcentagem do peso inteiro. Também foram coletados os ovarios para
analise de aminoacidos, perfil lipidico e sangue para analises de proteina plasmatica
total (PPT), testosterona (T), estradiol (E2), aminoacidos livres (AAL) e triglicerideos
(TG).
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5.2.6 Perfil de testosterona e estradiol

Amostra de 2 mL de sangue de trés peixes de cada tratamento, foram coletados
no inicio (dia zero), aos 45 e 90 dias. O sangue foi obtido da veia caudal usando
seringa heparinizada, armazenado em tubo de ensaio e em seguida centrifugado (3000
rpm por 10 minutos). Foi separado o plasma e armazenado em freezer a -20 °C para
posterior andlise simultanea das trés coletas. Ao final do experimento os esterdides
foram extraidos das amostras de plasma através de teste enzymelinked immunosorbent
assay (ELISA) e kits (Oxford Biomedical). Em cada amostra de plasma foi adicionado 1
mL de éter etilico e entdo incubadas com 50 uL de Ezou T com conjugado enzimatico
de anticorpos e placas revestidas, por 1 hora em temperatura ambiente. O conjugado
enzima ligada foi detectado pela adicao de 150 pL de substrato (tetramethylbenzidinne
3,3, 5,5'), que ligado ao conjugado enzima gerou cor apés 30 minutos. A intensidade do
desenvolvimento da cor foi inversamente proporcional a quantidade de E, ou T na
amostra. As absorbancias da amostra foram lidas de acordo com as normas, tanto a
650 nm e 490 nm, com um leitor de microplacas modelo 550 (Bio-Rad, Hercules, CA)
(Barcellos et al., 2001).

5.2.7 Determinagao da proteina total, aminoacidos livres e triglicerideos

Os niveis plasmaticos de proteina total e triglicerideos foram determinados
utilizando sistema colorimétrico seguindo-se os protocolos descritos nos kits Doles
Reagentes e Equipamentos para Laboratério Ltda., Goiania, Goias, Brasil. Para a
quantificacdo de aminoacidos livres, o plasma foi diluido dez vezes em tampéo fosfato
de potassio (TFK) 20 nM, pH 7,5 e ap6s centrifugado a 1000 g por dez minutos em
temperatura ambiente. O sobrenadante neutro (0,25 mL) foi usado para quantificacao
colorimétrica de acordo com Spies (1957), utilizando ninidrina 1,5% em alcool
isopropilico como reagente de cor.
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5.2.8 Aminoacidos totais dos ovarios

No inicio (dia zero), aos 45 dias e aos 90 dias foram abatidas trés fémeas por
tratamento para coleta de ovarios e em seguida pesados e colocados em estufa com
circulagdo de ar forcado durante 12 horas a 104 °C para extracdo da matéria seca e
posterior analise. A determinagcdo dos teores de aminoacidos foi realizada no
Laboratério de Analises Micotoxicolégicas (LAMIC) da UFSM, Santa Maria, RS Brasil,
por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As amostras foram submetidas a
hidrolise prévia com &acido cloridrico (HCI) bidestilado 6 N, seguida de derivacao pré-
coluna dos aminoacidos livres com fenilisotiocianato (PITC), e a separacdao dos
derivados feniltiocarbamilaminoacidos (PITC-aa), em coluna de fase reversa C18 (Pico-
Tag — 3,9x300 mm), com detecgao por UV a 254 nm. A quantificacdo da amostra foi
baseada na altura de cada pico de aminoéacido, tendo-se usado como referéncia a
altura do pico do padrao interno de aminoacidos com concentragdo conhecida, com o

padrao derivado nas mesmas condicées e no mesmo tempo das amostras.

5.2.9 Perfil lipidico das dietas

Apoés o preparo, foram coletadas amostras das dietas e enviadas ao Laboratorio
NIDAL (UFSM) para analise do perfil lipidico (Tabela 10).
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Tabela 10 — Perfil lipidico das dietas utilizadas na alimentacao de fémeas de jundia (%
de acidos graxos nos lipidios totais).

A o
Acidos graxos® Tratamentos (%)

L8’ L14! L20'

C14:0 0,92 0,59 0,54
C16:0 21,21 17,73 16,49
C16:1 1,21 0,78 0,65
C18:0 10,57 8,22 7,18
C18:1n-9 33,88 30,18 28,73
C18:2n-6 27,78 36,88 40,53
C18:3n-3 1,95 3,27 3,76
C20:1n-9 0,65 0,48 0,41

Y Saturados 33,78 27,89 25,50
Y Insaturados 66,22 72,11 74,50
> Monoinsaturados 36,01 31,63 29,94
> Poliinsaturados 30,71 40,82 44,87
Insaturados/Saturados 1,96 2,59 2,92

>n-3 1,95 3,27 3,76

>n-6 28,33 37,30 40,89
n-6/n-3 14,53 11,42 10,87

'L8= 8 %; L14= 14 % e L20= 20 % de lipidio na dieta.
20s AGs C10:0, C12:0, C15:0, C17:0, C17:1, C18:3n-6, C20:0, C20:2, C20:5n-3; C22:6n-3; C20:3n-6;
C20:4n-6; C20:3n-3, C22:0 e C24:0 nao foram detectados ou representam menos que 0,5%.

Para avaliacdo dos lipidios totais e perfil de acidos graxos dos ovarios e musculo
foram abatidas trés fémeas por tratamento nos dias zero, 45 e 90. Os ovarios (inteiros)
e musculo dorsal (parte mediana com aproximadamente 3x5 cm, sem pele), foram
pesados e colocados em freezer (-18 °C) durante 12 horas para congelamento e apés
liofilizados e armazenados em botijao criogénico em temperatura negativa de -196 °C,
posteriormente foram analisadas onde a gordura foi extraida e quantificada pelo método
proposto por Bligh-Dyer (1959). Aliquotas (2-3 mL) do extrato cloroférmico de lipidios
foram evaporadas a 50 °C usando uma bomba de vacuo, seguidas por saponificacao
em solucdo de KOH metandlico e esterificacado com H,SO4, em solucdo de metanol
(Hartman & Lago, 1973). Os &cidos graxos metilados foram analisados por um
cromatografo a gas Agilent Technologies (HP 6890) equipado com uma coluna capilar
HP-INNOWax (polietilenoglicol 30 m x 0,25 mm x 0,25 um) e detector de ionizagdo em

chama. A temperatura do injetor foi fixada em 250 °C e o gas de arraste foi o nitrogénio
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(0,9 mL min™"). Apés a injecdo (1 mL, 50:1 razdo de separacio), a temperatura do forno
foi aumentada de 120 °C a 200 °C a 20 °C min"' e mantida a esta temperatura durante
9 min e em seguida, aumentou de 200 °C para 250 °C a 10 °C min” e mantida nesta
temperatura durante 10 min. Os padroes de ésteres metilicos de acidos graxos (Sigma,
Saint-Louis, E.U.A.), foram submetidos as mesmas condi¢cbées e os tempos de retencao
foram utilizados para identificar os acidos graxos. Os resultados foram expressos como

porcentagem da area total dos acidos graxos identificados.

5.2.10 Avaliacéao histolégica das génadas (ovarios)

Para avaliacdo histolégica das gbnadas foram coletadas amostras da porcao
intermediaria através de corte transversal dos ovarios, com aproximadamente dois
centimetros de comprimento e fixadas em formol tamponado. Para a preparagdo das
laminas em duplicata, foi utilizada técnica padrao recomendada pelo Laboratério de
Fitossanidade Animal da UFSM, utilizada no experimento |.

A avaliacdo microscépica do desenvolvimento ovocitario foi realizada de acordo
com a classificacao proposta por Ganeco et al. (2001) e Ghiraldelli et al. (2007) em
estadio |: imaturo; estadio Il: maturacdo inicial; estadio Ill: maturacdo intermediaria;
estadio IV: maduro e estadio V: regressao. As laminas foram fotografadas e analisadas
em microscopio biolégico marca Bell, modelo Top Light B2 (Itdlia), em aumento de 40x.

5.2.11 Inducgdo hormonal, desova e coletas de ovos e larvas

Para a realizagcdo das desovas, duas fémeas por tanque-rede (quatro por
tratamento) foram induzidas com extrato hipofisario de carpa (EHC, cinco mg kg”' de
peso vivo), além de 12 machos induzidos com trés mg kg”' de peso vivo de EHC
(Legendre et al., 1996; Baldisserotto & Radiinz Neto, 2005). Depois das desovas, 0s
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casais foram retirados das incubadoras, permanecendo apenas 0s ovos. Para estimar a
taxa de fecundacédo, na hora zero, foi estabelecido o tempo de trés horas apds o inicio
da desova de cada fémea, em seguida foi coletado, drenado e medido em proveta o
volume total dos ovos de cada incubadora (Silva 2004). Foram retiradas trés amostras
de 1 mL para contagem de ovos viaveis e mortos, para célculo da taxa de fecundidade
conforme Silva (2004). Para avaliagdo dos caracteres morfométricos dos ovos, foram
coletadas amostras com 10 ovos de cada incubadora, onde foi pesado, medido o
didmetro do ovo (DO) e area do ovo (AQO), a zero hora (3 horas ap6s o inicio da
desova), seis, 12, 18 e 24 horas ap6s a desova, em seguida os ovos foram fixados em
formol neutro (4%) para posterior andlise através de microscopio Motic® AE21, com
camara fotografica Moticam® e um analisador de imagens acoplado ao programa Motic
Images Plus 2,0 ML, com aumento de 40x. Amostras de 10 larvas foram coletadas de
cada incubadora no momento da eclosdo, as 12, 24, 36 e 48 horas, onde foram
medidos o comprimento total, o didmetro do saco vitelinico (DSV) e a area do saco
vitelinico (ASV), através de estereomicroscopio Motic® SMZ 168, com camara
fotografica Moticam® e um analisador de imagens acoplado ao programa Motic Images
plus 2,0 ML. Apéds a absorcao do saco vitelinico (aproximadamente 48 horas depois da
eclosdo), trés amostras de 160 péds-larvas foram coletas de cada incubadora e
distribuidas em dois sistemas de criacdo de péds-larvas, dotados de biofiltro e
temperatura controlada de acordo com Parra et al. (2008). Os ovos e larvas foram
pesados em balanca analitica com precisdo de 0,0001g (Shimadzu, Kioto, Japan), em
seguida fixados em formol neutro a 4% (Eiras et al., 2000), para posterior biometria com

auxilio de esteromicroscoépio e papel milimetrado.

5.2.12 Biometrias e parametros zootécnicos das pds-larvas

Para a biometria inicial foram coletadas dez larvas do mesmo lote. Aos sete dias
de criagdo uma amostra de dez larvas de cada repeticao foi retirada para biometria. Aos
14 dias, dez larvas de cada unidade experimental, foram medidas e todas as larvas
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sobreviventes foram contadas e pesadas. Os parametros zootécnicos avaliados foram:
peso médio (PM, g); comprimento total (CT, cm); taxa de crescimento especifico (TCE,
%) segundo Legendre et al. (1996), ({[logn(peso final)-logn(peso inicial)/periodo
experimental)]}; fator de condicdo (FC) conforme Jobling et al. (1995), (peso x
100)/(comprimento total®), sobrevivéncia (SOB) em percentual e produto peso X
sobrevivéncia (PxS, g).

5.2.13 Qualidade da 4gua do reservatorio, sistemas de incubacao e larvicultura

A agua do reservatério de terra onde foram colocados os tanques-rede foi
monitorada semanalmente verificando-se 0s niveis de oxigénio, pH, aménia, nitrito,
alcalinidade, dureza, condutividade elétrica, transparéncia e diariamente a temperatura,
no sistema de incubagcdo e na larvicultura foram realizadas as mesmas analises
diariamente com exceg¢ao da transparéncia.

Para a realizagdo das analises de pH foi utilizado um pHmetro DM20 (Digimed,
Sao Paulo, SP, Brasil), o oxigénio dissolvido foi medido com um oximetro Orion 810
(Jundilab, Jundiai, SP, Brasil), para a condutividade elétrica foi utilizado um
condutivimetro (WTW 315i/SET, Weilheim, Germany) e a transparéncia foi medida com
disco de Secchi. As demais analises foram realizadas através de kit analitico Alfa
Tecnoquimica (Florianépolis, Santa Catarina, Brasil).

Foram aferidos também os parametros fisico-quimicos da dgua dos sistemas de
incubacéao e larvicultura, diariamente, utilizando-se os mesmos aparelhos citados para
afericio da agua do reservatério, excetuando-se a transparéncia e condutividade
elétrica.

No reservatério os parametros determinados foram: pH: 7,07£0,2 as 9:00 e
7,07£0,3 as 16:00; temperatura: 17,14+26 °C as 9:00 e 18,44+2,8 °C as 16:00;
alcalinidade: 27,36+3,8 mg' de CaCOgs; dureza: 33,71+6,1 mg"' de CaCOs. oxigénio
dissolvido: 6,94+1,2 mg™' as 9:00 e 6,96+0,8 mg ' as 16;00; aménia (NH4): 0,02+0,01
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mg™ e nitrito: ndo detectado; condutividade elétrica: 48,43+3,1 uS cm™; e transparéncia:
maior que 150 cm.

No sistema de incubacgéao e larvicultura os parametros foram aferidos diariamente
e situaram-se em 7,07+0,12 para pH; temperatura: 23,5+1,8 °C; alcalinidade: 40,08+0,3
mg" de CaCOs; dureza: 27,8+0,1 mg' de CaCOs. oxigénio dissolvido: 6,48+0,91 mg™;
amonia (NH4): 0,1£0,1 mg™' e nitrito (NO,): 0,02+0,01 mg” e 7,08+0,11 mg" para pH;
temperatura: 24,7+1,8 °C; alcalinidade: 45,1+0,3 mg L' de CaCOjs; dureza: 36,0+0,25
mg L' de CaCOs. oxigénio dissolvido: 7,87+0,2 mg L™ ; aménia (NH4): 0,2+0,01 mg”

e nitrito (NO,): 0,05+0,01 mg'', respectivamente.

5.2.14 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com trés
tratamentos e quatro repeticbes para as fémeas induzidas hormonalmente e trés
repeticoes paras as demais fémeas. As larvas foram distribuidas em trés tratamentos e
trés repeticdes de acordo com as dietas maternas. Os dados foram submetidos a teste
de normalidade de Shapiro-Wilk e para os parametros zootécnicos das fémeas foram
realizadas anadlises de covariancia seguidas pelo teste Pdiff, para os indices
reprodutivos foram realizadas analises de variancia seguidas pelo teste de Duncan
(P<0,05). Para as larvas, no dia zero as médias de peso foram submetidas a analise
nao paramétrica de Kruskall-Wallis e as demais variaveis comparadas pelo teste de
Duncan, usando P<0,05. As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do
programa estatistico "SAS" (2001).
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5.3 Resultados

5.3.1 Desempenho zootécnico das fémeas

Pode ser observado na Tabela 11, que o aumento do nivel de lipidio nas dietas,
nao influenciou o peso médio ajustado das fémeas aos 45 dias entre os tratamentos L8:
707,89157,87 g e L20: 697,19+£107,35 g, sendo L14: 749,51£25,21 g, superior ao L20 (
P<0,05). Entretanto, aos 90 dias o PM foi maior para L14: 945,94+91,28 g e L20:
845,31£123,76 g comparado ao L8: 827,22+89,93 g (P<0,05). FC, CT, CP, IHS e IGS
nao diferiram entre os tratamentos. O IGV aos 45 dias foi superior em L14 e L20 e ao
final (90 dias) houve aumento gradual deste indice com o acréscimo de lipidio nas
dietas (L8: 8,19; L14: 18,12 e L20: 32,24, respectivamente) (P<0,05).
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Tabela 11 — Valores de peso, comprimento total, fator de condicdo e indices
gonadossomatico, hepatossomatico e de gordura visceral das fémeas
de jundia em resposta aos niveis de lipidio na dieta.

Tratamentos
Variaveis L8’ L14 L20'
inicial

Peso (g) 596,28+43,29 640,40+28,28 589,79+41,19
Comprimento padrdo (cm) 30,50+1,09 30,85+0,6 30,10+1,41
Comprimento total (cm) 36,98+1,32 37,4840,66 36,63+1,44
Fator de condigao 1,18+0,54 1,22+0,42 1,19+0,35
[ndice gonadossomatico® (%) 3,86+1,85 3,86+1,85 3,86+1,85
indice hepatossomatico? (%) 1,29+0,19 1,29+0,19 1,29+0,19
indice de gordura visceral® (%) 1,78+0,59 1,78+0,59 1,97+0,59

45 dias
Peso (g) 707,89+57,87®  74951+2521*  697,19+62,35°
Comprimento padréo (cm) 32,09+1,36 32,4040,75 31,40+1,19
Comprimento total (cm) 37,52+1,43 37,77+0,89 37,19+1,22
Fator de condigéo 1,3310,42 1,4040,34 1,3410,34
indice gonadossomatico (%) 9,27+2,46° 16,7745,16% 27,07+17,8%
indice hepatossomatico (%) 12,76+2,33 12,2110,76 12,23+2,18
indice de gordura visceral (%) 13,75+4,37° 22,03+4,48% 24,34+3,19%

90 dias
Peso (g) 827,22+89,93° 945,94+91,282 845,31+63,76°
Comprimento padréo (cm) 32,36+1,38 32,48+1,19 31,7941,22
Comprimento total (cm) 38,49+1,19 39,06+0,96 38,19+0,95
Fator de condicao 1,4410,24 1,59+0,34 1,50+0,35
indice gonadossomatico (%) 15,19+2,82 13,18+2,58 11,40+2,91
indice hepatossomatico (%) 8,16+2,34 6,44+0,86 8,23+2,81
indice de gordura visceral (%) 4,19+1,59° 8,12+1,19° 12,24+1,66°

'.8-8 % de lipidio na dieta; L14=14 % de lipidio na dieta; L20=20 % de na dieta.
Valores expressos em média + erro padrao.
Médias seguidas de letras diferentes na linha, diferem estatisticamente pelo teste de Duncan (P10,05).

2Valores obtidos a partir de abate inicial de 18 fémeas de jundia do mesmo lote daquelas utilizadas no

experimento.

5.3.2 Parametros bioquimicos das fémeas

A concentracdo plasmatica de testosterona (T) ndo mostrou diferenca entre os

tratamentos (P>0,05). Porém, considerando-se o periodo verificou-se um aumento

progressivo que variaram de 0,60 ng L™ iniciais, até os 45 dias experimentais para
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41,70 e 57,30 ng mL" e posteriormente, decrescendo até o final do periodo alimentar
para 29,40 e 36,02 ng mL™" respectivamente (P<0,05) (Figura 13).

W8% ®14% m20%
120 A

100 A

80 -

Testosterona (ng L-1)

0 45 90

Periodo experimental (dias)

Figura 13 - Testosterona plasmatica (T) em resposta aos niveis de
lipidio nas dietas de jundia, nos periodos inicial (dia zero), aos 45
dias e aos 90 dias experimentais.N&o houve diferenca significativa
entre os tratamentos para o nivel de lipidio na dieta pelo teste de
Duncan (P<0,05); Letras mailsculas na coluna indicam diferenca
significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento especifico
pelo teste de Duncan (P<0,05).

Os niveis de 17B-estradiol plasmatico (Ez) ndao se mostraram diferentes entre os
tratamentos, decorrentes dos percentuais de lipidio nas dietas (Figura 14), porém
verificou-se um aumento progressivo destes niveis que variaram de 0,58 ng L™ iniciais,
para 3,53 e 3,60 ng L, indicando uma vitelogénese intermediaria aos 45 dias e 5,38 e
7,55 ng L™ e uma vitelogénese plena aos 90 dias (P<0,05).



85

% 14% m20%
A

17B-estradiol (ng L-1)

ms
A
A
T
g B B
.
3.
2.
14 c ¢ ¢
N BN . ,
0 45 N

Periodo experimental (dias)

Figura 14 - 17B-estradiol plasmatico (E,) em resposta aos niveis de
lipidio nas dietas de jundid, nos periodos inicial (dia zero), aos 45
dias e aos 90 dias experimentais. Nao houve difereng¢a significativa
entre os tratamentos para o nivel de lipidio na dieta pelo teste de
Duncan (P<0,05); Letras mailsculas na coluna indicam diferenga
significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento especifico
pelo teste de Duncan (P<0,05).

A proteina plasmatica total (PPT) aos 45 dias foi inferior no tratamento L8 (4,51
Ul L") em comparacdo a L14 (5,11 Ul L") e nao diferiu de L20 (4,81 Ul L™). Ao final (90
dias) a PPT circulante foi semelhante para as trés dietas. Quando considerado o
periodo alimentar houve aumento da PPT até os 45 dias e declinando préximo as taxas
iniciais até os 90 dias (Figura 15).
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Figura 15 - Proteina plasmatica total (PPT (Ul L'1)) em resposta aos
niveis de lipidio nas dietas de jundia, nos periodos inicial (dia zero),
aos 45 dias e aos 90 dias experimentais. Letras mailsculas na
coluna indicam diferenca significativa entre os dias de coleta dentro
do tratamento especifico pelo teste de Duncan (P<0,05); Letras
minUsculas indicam diferenga significativa entre os tratamentos
dentro do dia especifico de coleta pelo teste de Duncan (P<0,05).

Aos 45 dias experimentais houve aumento significativo dos valores de
triglicerideos plasmaticos (TG) nos tratamentos L14 e L20 (Figura 9), porém no periodo
final (90 dias), o valor foi menor para o tratamento L20 que n&o diferiu de L14. Pode ser
observado também, que no periodo experimental para todos os tratamentos houve
elevacao dos valores de TG circulantes até a fase intermediaria (45 dias) e um declinio
ao final (90 dias) para L14 e L20 (P<0,05).
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Figura 16 - Triglicerideos plasmaticos (mg dL™"), em resposta aos
niveis de lipidio nas dietas de jundid nos periodos inicial (dia 0), aos
45 dias e aos 90 dias experimentais. Letras mailsculas na coluna
indicam diferenga significativa entre os dias de coleta dentro do
tratamento especifico pelo teste de Duncan (P<0,05); Letras
minUsculas indicam diferenga significativa entre os tratamentos
dentro do dia especifico de coleta pelo teste de Duncan (P<0,05).

Os aminoécidos livres no plasma (Figura 17), foram similares nos diferentes
tratamentos (P>0,05). No entanto, para o periodo experimental houve aumento destes
metabdlitos nas fases intermediaria (45 dias) para 28,52; 27,73 e 28,0 mg dL™
respectivamente e no final (90 dias) para 26,38, 26,39 e 26,53 mg dL ™, respectivamente
(P<0,05).
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Figura 17 - Aminoacidos livres (mg dL™), em resposta aos niveis de
lipidio nas dietas de jundia nos periodos inicial (dia 0), aos 45 dias e
aos 90 dias experimentais. Nao houve diferenga significativa entre
os tratamentos para o nivel de lipidio na dieta pelo teste de Duncan
(P>0,05); Letras mailsculas na coluna indicam diferenga
significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento especifico
pelo teste de Duncan (P<0,05).

Na Figura 18, sdo mostrados os resultados dos aminoacidos totais dos ovarios.
Nao foi verificado efeito dos niveis de lipidio testados nas dietas (P>0,05). Porém,
houve incremento significativo de aminoacidos totais nos periodos entre 45 dias e ao

final do estagio de maturacao gonadal (90 dias).
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Figura 18 - Aminodcidos totais dos ovarios de matrizes de jundia,
em resposta aos niveis de lipidio nas dietas nos periodos inicial (dia
0), aos 45 dias e aos 90 dias experimentais. Letras mailsculas na
coluna indicam diferenca significativa entre os dias de coleta dentro
do tratamento especifico pelo teste de Duncan (P<0,05); Nao foi
observada diferenga significativa entre os tratamentos dentro do dia
especifico de coleta pelo teste de Duncan (P>0,05).

5.3.3 Perfil lipidico dos ovarios e musculo

Na Tabela 12, podemos observar a composicdo dos lipidios totais e acidos
graxos (AG) analisadas dos lipidios totais dos ovarios. Considerando-se os AGs que
tiveram comportamento semelhante, ficou evidente que o aumento do teor de lipidio na
dieta diminuiu o percentual dos AG C16:0 (acido palmitico) e C20:1n-9 (acido oléico)
nos lipidios dos ovarios, com diferenca significativa entre L8 e L20. Por outro lado a
propor¢cdo dos AG C18:2n-6 (acido linoléico) e C18:3n-3 (acido linolénico) nos ovarios
foi aumentada a partir de 14 % de lipidio na dieta, enquanto a proporcao do AG C18:3n-
6 e o somatério de AG poliinsatuados e de AG n-6 foram aumentados apenas a partir
de 20 % de lipidio, quando comparados aos peixes que receberam 8 % de lipidio na
dieta.
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Tabela 12 — Composicao porcentual de acidos graxos nos lipidios totais dos ovarios de
fémeas de jundid em resposta aos niveis de lipidio nas dietas, ap6s 90
dias de tratamento.

Constituintes

Tratamentos (%)

L8’ L14! L20!

Lipidios totais 13,5540,76 14,36+0,79 14,2310,77
Acidos graxos®

C14:0 1,30+0,09 1,25+0,09 1,1440,12
C16:0 22,51+0,34° 21,81+0,46%° 21,20+0,58°
C16:1n-7 4,1940,55 3,82+0,46 3,1840,54
C18:0 13,24+0,46 13,74+0,63 13,48+0,55
C18:1n-9 21,8340,70 20,8140,51 20,47+0,60
C18:2n-6 10,33+0,64° 11,91+0,482 13,11+0,60?
C18:3n-6 1,41+0,20° 1,44+0,19° 2,48+0,60°
C18:3n-3 0,37+0,04° 0,46+0,032 0,50+0,032
C20:1n-9 0,88+0,042 0,85+0,05%° 0,76+0,04°
C20:2n-6 1,65+0,10 1,52+0,08 1,4840,07
C20:3n-6 7,28+0,42 7,82+0,53 7,57+0,48
C20:4n-6 8,39+0,37 7,97+0,35 8,39+0,35
C20:5n-3 0,37+0,03 0,41+0,03 0,46+0,04
C22:6n-3 5,88+0,37 5,87+0,40 5,7140,42
> Saturados 37,42+0,36 37,07+0,44 36,19+0,45
Y Insaturados 62,58+0,36 62,93+0,44 63,81+0,45
> Monoinsaturados 26,91+0,90 25,4940,82 24,40+0,88
Y Poliinsaturados 35,68+0,97° 37,4410,81%° 39,43+0,99°
Insaturados/Saturados 1,67+0,03 1,70+0,03 1,77+0,03
yn-3 6,62+0,41 6,78+0,40 6,70+0,38
Sn-6 29,06+0,83° 30,67+0,84% 32,73+1,18?
n-6/n-3 4,53+0,29 4,69+0,34 5,11+0,43

Valores expressos em média + erro padrao.

'L8=8 % de lipidio na dieta; L14=14 % de lipidio na dieta; L20=20 % de lipidio na dieta.

?0s AGs C10:0, C12:0, C15:0, C17:0, C17:1, C20:0, C20:3n-3, C22:0 e C24:0 ndo foram detectados ou
representam menos que 0,5% do total dos acidos graxos.

Letras minusculas na linha, indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan
(P<0,05).

Na Tabela 13, encontram-se os resultados da composi¢cdo dos lipidios totais e
acidos graxos (AG) analisados a partir do musculo dorsal das fémeas de R.quelen. Os
lipidios totais nao diferiram entre os tratamentos (P>0,05) como verificado nos ovarios,
porém houve variacdo na deposicao de acidos graxos. Para os AG saturados C14:0
(acido miristico), C16:0 (acido palmitico) e C18:0 (acido estearico) houve uma
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diminuicdo destes AG com o aumento do teor de lipidio das dietas (P<0,05). Os AG
(AGMI) C16:1n-7 (4cido palmitoléico) igualmente foi superior em L8 comparando-se a
L14 e L20. Para os demais grupos de AG nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos. Os AGPI da familia émega-6, C18:2n-6 e C18:3n-6 (acidos linoléicos)
foram superiores em L14 e L20 comparados a L8. A soma dos &cidos graxos saturados
e monoinsaturados em L8 superou os valores de L14 e L20 (P>0,05). A relacdo de
deposicao de AGI e AGPI foram superiores em L14 e L20 quando comparados a L8,
enquanto os AGMI foi maior em L8 do que em L14 e L20. O somatério dos AGPI da
familia émega-6 foram semelhantes em L14 e L20 e absolutamente maiores do que L8.
A relacdo dmega-6/6mega-3 também foi superior (P>0,05) em L14 e L20 comparada a
L8.
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Tabela 13 — Composicao porcentual de acidos graxos nos lipidios totais do musculo
dorsal das fémeas de jundia em resposta aos niveis de lipidio nas dietas,
apos 90 dias de tratamento.

. Tratamentos’

Constituintes L8% L14% L20%
Lipidios totais 39,53+1,81 41,62+2,11 41,72+1,93
Acidos graxos®
C14:0 1,62+0,072 1,44+0,10° 1,4440,10°
C16:0 24 ,62+0,382 23,25+0,60° 22 89+0,67°
C16:1n-7 6,97+0,412 6,09+0,62° 6,15+0,57°
C18:0 7,54+0,102 7,27+0,08° 7,02+0,12°
C18:1n-9 34,57+ 0,382 33,7440,36%° 33,24+0,34°
C18:2n-6 17,37+0,49° 20,29+1,232 21,26+1,432
C18:3n-6 0,85+0,10° 1,34+0,182 1,4440,202
C18:3n-3 1,02+0,03° 1,27+0,092 1,36+0,112
C20:1n-9 0,87+0,09 0,85+0,02 0,81+0,03
C20:2n-6 0,59+0,03 0,55+0,03 0,54+0,03
C20:3n-6 1,2140,07 1,35+0,08 1,26+0,06
C20:4n-6 0,76+0,04 0,75+0,04 0,72+0,05
C20:5n-3 0,15+0,02 0,14+0,03 0,17+0,03
C22:6n-3 1,22+0,06 1,13+0,09 1,10+0,08
> saturados 34,25+0,392 32,37+0,75° 31,81+0,87°
> Insaturados 65,75+0,39° 67,63+0,75% 68,19+0,872
Y Monoinsaturados 42 52+0,392 40,75+0,87° 40,29+0,88°
> Poliinsaturados 23,23+0,62° 26,87+1,56% 27,89+1,73%
Insaturados/Saturados 1,9240,03° 2,10+0,072 2,17+0,09?
yn-3 2,45+0,09 2,59+0,12 2,68+0,10
Sn-6 20,78+0,56° 24 28+1,492 25.21+1,65%
n-6/n-3 8,52+0,24° 9,43+0,472 9,37+0,422

Valores expressos em média + erro padrao.

'L8=8 % de lipidio na dieta; L14=14 % de lipidio na dieta; L20=20 % de lipidio na dieta.

20s AGs C10:0, C12:0, C15:0, C17:0, C17:1, C20:0, C20:2, C20:3n3, C22:0 e C24:0 ndo foram
detectados ou representam menos que 0,5% do total dos acidos graxos.

Letras minusculas na linha, indicam diferenga significativa entre os tratamentos pelo teste de Duncan
(P<0,05).

5.3.4 Avaliacao histolégica das gbnadas (ovarios)

As Figuras 19A, 19B, 19C e 19D correspondem as amostras de ovarios
coletadas no inicio do experimento (dia zero), as Figuras 20A, 20B, 20C e 20D
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correspondem as amostras coletadas no periodo intermediario (45 dias) e as Figuras
21A, 21B, 21C, 21D e 22 correspondem as amostras coletadas no periodo final (90
dias). Através das setas indicadoras, podem ser visualizados os estadios das células
ovocitarias amostradas nos respectivos periodos experimentais. Nas Figuras 19A, 20A
e 21A, podem ser observados ovocitos jovens ou cromatino-nucleares no estadio |,
constituindo-se nas menores células encontradas, com nucleo grande central,
citoplasma baséfilo com nucléolos periféricos e zona peliucida nado evidente. Nas
Figuras 19B, 20B e 21B encontram-se ovocitos no estadio Il, perinucleolares ou pré-
vitelogénicos com citoplasma basdéfilo, finamente granular, presencga de nucleo vitelinico
com varios nucléolos periféricos e células foliculares pavimentosas e zona pelucida
delgada. Nas Figuras 19C, 20C e 21C podem ser observados ovécitos no estadio I,
com alvéolos-corticais e nucleo central levemente baséfilo com contorno irregular,
citoplasma acidéfilo na periferia com aparecimento de vesiculas claras (alvéolo-cortical).
As células foliculares tornam-se cubicas e a zona pellucida permanece delgada. Nas
Figuras 19D, 20D e 21D observam-se ovdcitos vitelogénicos no estadio IV, com a
presenca de envoltorio folicular e delgada camada de alvéolos corticais. Nucleo menor
que os anteriores com nucléolos aleatérios. Possuem gréanulos de vitelo em forma
esférica de tamanhos variados. Na Figura 22, aparece um ovocito atrésico no estadio V,
que perdeu sua forma arredondada tipica e apresenta zona radiata fragmentada e

granulos de vitelo desorganizado.
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Figura 19 - Cortes de ovario de jundia, em varios estadios de desenvolvimento (setas) observados
no inicio do experimento Il (dia zero): A) Ovécito cromatino nucleolar (estadio 1); B) Ovdcito
perinucleolar (estadio Il); C) Ovécito alvéolo cortical (estadio Ill); D) Ovacito vitelogénico (estadio V).
Coloragao: Azul de toluidina; aumento 40x.
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Figura 20 - Cortes de ovario de jundia, em varios estadios de desenvolvimento (setas) aos 45 dias
experimentais: A) Ovocito cromatino nucleolar (estadio I); B) Ovaécito perinucleolar (estadio 1l); C)
Ovdcito alvéolo cortical (estadio Ill); D) Ovacito vitelogénico (estadio 1V). Coloragao: Azul de toluidina;
aumento 40x.
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Figura 22 - Corte de ovério de jundid, no estadio V
(atrésico) observado ao final do experimento Il (90 dias);
Coloracao: Azul de toluidina; aumento 40x.

No inicio do experimento (dia zero), foram analisados os ovarios de cinco fémeas
e encontrados ovécitos nos estadios I, Il e lll em todas as fémeas e em apenas uma
foram encontrados alguns ovécitos no estéagio IV. Aos 45 dias foram coletados ovécitos
de trés fémeas por tratamento e houve predominio dos estadios I, Il e lll, apenas os
tratamentos L8 e L20 apresentaram alguns ovécitos no estadio IV. Ao final do
experimento (90 dias) das seis fémeas analisadas (duas por tratamento), foram
encontrados ovocitos em todos os estadios nos trés tratamentos. Nos tratamentos L8 e
L20 foram encontrados dois ovocitos no estadio V (atrésico), correspondendo a L8 e
L20 respectivamente (Anexo 2).

5.3.5 Desempenho reprodutivo das fémeas

O nivel de lipidio nas dietas influenciou o comportamento reprodutivo das fémeas
utilizadas para a desova. Das quatro fémeas induzidas por tratamento, a melhor taxa de
desova foi obtida com o nivel de 8 % de lipidio, representando 75 %, enquanto para os
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niveis de 14 e 20 % ocorreram duas desovas representando 50 % e 50 %
respectivamente.

Para taxa de fecundidade, peso do ovo hidratado, nimero de ovos por kg de
fémea, numero de ovos hidratados por mL de desova, ndo foi observada diferenca
significativa (P>0,05) (Tabela 14).

Tabela 14 — Taxa de fecundidade, peso do ovo, numero de ovos kg de fémea e nimero
de ovos hidratados por mL de desova de fémeas de jundid, em resposta
aos niveis de lipidio na dieta.

Variaveis Tratamentos

L8’ L14 L20'
Taxa de fecundidade® 82,8+13,29 88,2246,7 71,21+15,59
Peso do ovo (mg)® 4,33+0,01 3,59+0,01 3,47+0,02
Numero de ovos kg™ de fémea 69.055+15548,5 63.421+21947,4 41.436+4.672,7
NUmero ovos mL" de desova 52,0045,29 57,00+3,61 65,67+10,52

'.8=8 % de lipidio na dieta; L14=14 % de lipidio na dieta; L20=20 % de lipidio na dieta.

Valores expressos em média + erro padrao.

Nao foram observadas diferencas significativas entre os tratamentos pelo teste de Duncan (P>0,05).
2Média de cinco coletas realizadas a zero hora (=3 horas), seis, 12, 18 e 24 horas ap0s a desova.
®Média das coletas realizadas a zero hora (=3 horas), apds a desova.

Para as medidas morfométricas de area e didmetro do ovo, o tratamento L8
apresentou valores superiores ao tratamento L20 em todos os intervalos de coleta, ndo
diferindo de L14, com excecdo das coletas de 12 e 18 horas para area do ovo e 12
horas para didmetro do ovo. Para o comprimento das larvas, na hora zero, 0s
tratamentos L8 e L14 foram superiores ao tratamento L20. Na hora 48, também para
comprimento das larvas, o tratamento L14 foi superior ao tratamento L20, o qual nédo
diferiu do tratamento L8. Para o didmetro do saco vitelinico L8 foi superior aos demais e
L14 inferior a L20. A area do saco vitelinico ndo apresentou diferenca significativa entre
os tratamentos em todos os horarios coletados (Tabela 15).
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Tabela 15 — Medidas morfométricas de ovos e larvas obtidos de fémeas de jundia em

resposta aos niveis de lipidio na dieta.

Tratamentos
Periodos L8’ L14' L20!
Area do ovo (mm?)
Hora 0 1,47+0,052 1,43+0,03% 1,38+0,05°
Hora 6 1,54+0,06° 1,50+0,01% 1,44+0,01°
Hora 12 1,72+0,062 1,60+0,02° 1,58+0,02°
Hora 18 1,85+0,022 1,71+0,03° 1,69+0,02°
Hora 24 1,960,012 1,86+0,03% 1,79+0,03°
Didmetro do ovo (mm)
Hora 0 1,36+0,012 1,34+0,02%° 1,32+0,01°
Hora 6 1,42+0,022 1,39+0,08% 1,35+0,03°
Hora 12 1,65+0,042 1,46+0,01° 1,44+0,02°
Hora 18 1,69+0,042 1,67+0,03%* 1,54+0,05°
Hora 24 1,89+0,12% 1,92+0,02° 1,77+0,01°
Comprimento da larva (mm)
Hora 0 2,46+0,92 2,51+0,04% 2,29+0,01°
Hora 12 2,5140,05 2,55+0,11 2,50+0,04
Hora 24 3,0240,02 3,11+0,06 2,9740,04
Hora 36 3,81+0,01 3,88+0,02 3,80+0,06
Hora 48 4,85+0,03%° 4,96+0,062 4,84+0,05°
Diametro do saco vitelinico (mm)
Hora 0 0,74+0,03 0,73+0,02 0,72+0,02
Hora 12 0,65+0,02 0,68+0,01 0,62+0,05
Hora 24 0,59+0,01 0,56+0,01 0,55+0,03
Hora 36 0,54+0,05 0,43+0,01 0,54+0,04
Hora 48 0,50+0,012 0,25+0,03° 0,41+0,05°
Area do saco vitelinico (mm®?)

Hora 0 0,42+0,06 0,43+0,04 0,41+0,03
Hora 12 0,36+0,05 0,39+0,03 0,35+0,04
Hora 24 0,35+0,04 0,29+0,04 0,34+0,02
Hora 36 0,32+0,05 0,28+0,06 0,30+0,05
Hora 48 0,16+0,02 0,14+0,05 0,14+0,02

'L8=8 % de lipidio na dieta; L14=14 % de lipidio na dieta; L20=20 % de lipidio na dieta.

Valores expressos em média * erro padrao.

Médias seguidas de letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente pela analise de Kruskall-

Wallis (P<0,05).
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5.3.6 Crescimento das pés-larvas provenientes das matrizes alimentadas com

diferentes niveis de lipidio nas dietas

Os pesos iniciais e comprimento total das pds-larvas oriundas dos tratamentos
L8, L14 e L20 foram de 1,10+0,04 mg; 0,95+0,0 mg e 1,25£0,1 mg e 5,68+0,45 cm,
5,83+0,31 cm e 5,76+0,36 cm, respectivamente, onde a dieta L20 apresentou maior
peso (P<0,05). Aos sete dias nao foram observadas diferencas para PM, porém as
variaveis CT e CP foram superiores em L8 e L20, enquanto a TCE foi inferior no
tratamento L20 (P<0,05). Aos 14 dias as dietas L8 (PM=12,54+3,82 mg, CT=10,82+1,03
cm, e TCE: 17,34%0,52) e L14 (PM=10,98+5,10 mg, CT=10,34%1,35 cm, e
TCE=17,10+0,61) foram superiores a dieta com maior nivel de lipidio L20 (PM=
7,77£3,83 mg; CT= 9,52+1,28 mm, e TCE=13,06+0,62) (P<0,05). A sobrevivéncia
(SOB) das pés-larvas do tratamento L8 (81,88 %) diferiu do L20 (69%) (Tabela 16).

Tabela 16 - Desempenho zootécnico das poés-larvas de jundid, provenientes de
matrizes alimentadas com 8, 14 e 20 % de lipidio total na dieta.

Tratamentos
Variaveis Lg' L14 L20'
Inicial
Peso médio (mg)? 1,10+0,02° 0,95+0,01° 1,25+0,032
Comprimento total (mm)? 5,68+0,02 5,83+0,04 5,76+0,03
7 dias
Peso médio (mg)® 2,97+0,19 2,95+0,08 3,05+0,12
Comprimento total (mm)? 7,60+0,03*  7,36x0,08°  7,85+0,25°
Taxa de crescimento especifico (%/dia)® 6,79+0,96®°  6,63+0,12° 7,00+0,22
Fator de condicéo® 14,4+0,03*°  15,94+0,03* 12,60+0,04°
14 dias
Peso médio (mg)® 12,54+1,06° 10,98+0,98°  7,77+0,77°
Comprimento total (mm)® 10,82+0,05%  10,34#0,09°  9,52+0,56°
Taxa de crescimento especifico (%/dia)® 9,42+0,76° 8,98+0,96° 8,29+0,82°
Fator de condic&o® 17,34+0,04* 17,10+0,07*  13,06+0,03°
Sobrevivéncia (%)® 81,88+3,42°  79,37+3,1°°  69,00+3,26°
Peso versus sobrevivéncia® 098,7497,1°  869,9+48,2® 534,1+27,6°

Valores expressos em média + erro padréo.

'1.8=8 % de lipidio na dieta; L14=14 % de lipidio na dieta; L20=20 % de lipidio na dieta.

®Letras diferentes na linha indicam diferenga significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento especifico pela
andlise ndo paramétrica de Kruskall-Wallis (P<0,05).

3Letras diferentes na linha indicam diferenga significativa entre os dias de coleta dentro do tratamento especifico pelo
teste de Duncan (P<0,05).
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5.4 Discussao

Observou-se neste estudo, que as fémeas alimentadas com o maior nivel de
lipidio na dieta obtiveram maior crescimento em peso ao final do periodo alimentar, no
entanto as variaveis comprimentos total e padrado, fator de condicao (FC), indices
gonadossomatico (IGS) e hepatossomatico (IHS) foram similares e para o indice de
gordura visceral (IGV) houve maior deposicdo de gordura para os niveis de 14 e 20 %
de lipidio nas dietas. Ling et al. (2006), encontraram resultados semelhantes em peso,
quando trabalharam com niveis de lipidio entre 8 e 20 % e proteina entre 20 e 30 %
para fémeas reprodutoras de “swordtails” Xiphophorus heleri e obtiveram maior peso
para as dietas contendo entre 8 e 20 % de lipidio e 30 % de PB, porém ao contrario do
presente trabalho, para FC, IGS, IHS e IGV, houve aumento desses indices com 0s
mesmos niveis de lipidio e PB nas dietas. O aumento de lipidios na ragdo provoca
aumento no peso das visceras e tendem a diminuir o rendimento de carcaca (Mathis et
al., 2003) e Jobling et al. (1998), reforcam que peixes com maior idade e tamanho
corporal tendem a depositar mais lipidios. Du et al. (2005) argumentaram que
dependendo da quantidade de nutrientes e balanceamento da dieta, o peixe deposita o
excesso de energia da dieta na forma de gordura visceral. Esses autores corroboram
com os resultados de IGV obtidos neste estudo, onde houve aumento linear deste
indice com o aumento do teor de lipidio da dieta ao final do periodo alimentar (90 dias).

Nas espécies de bagres, ocorrem alteragdes na fisiologia reprodutiva e estao
associadas a mudangas nos niveis de esterdides no plasma (Singh & Singh, 1987) e
sao usados como indicadores da atividade esteroidogénica durante o desenvolvimento
e maturacdo do odcito (Barrero et al., 2007). Os valores de T nao foram
significativamente diferentes entre os tratamentos, porém houve progressao dos valores
até os 45 dias experimentais e posterior diminuicdo até o final do periodo alimentar.
Resultados semelhantes foram encontrados para a mesma espécie por Barcellos et al.
(2001), quando as fémeas apresentaram 15,1 ng mL™ na fase pré-vitelogénica, 53,5 ng
mL " na fase de vitelogénese inicial e 22,5 ng mL " na fase de vitelogénese final. Mori et
al (2003) obtiveram para Sebastes schlegeli um pico de concentracao plasmatica de T,



102

um més antes do declinio de E,, esses resultados estdo proximos aos encontrados
neste trabalho para o jundia. Em outro estudo realizado por Guzman et al. (2008), com
fémeas de “senegalese sole” Solea senegalensis o padrdao de T e E, aumentou
paralelamente a vitelogenina, porém observaram concentracdo maxima no periodo pré-
desova, diminuindo posteriormente. Esses autores reforcam que embora ambos os
esterdides tenham aumentado concomitantemente durante o periodo pré-desova, T
atingiu o pico um més mais cedo do que o Eo.

A concentragao plasmatica de E, aumenta gradualmente durante a vitelogénese
até pouco antes do pico de maturacdo dos odcitos e caem rapidamente durante a
desova (Mori et al.,, 2003) o que sugere ser 0 mesmo padrdo para o jundia. Neste
trabalho, os resultados de E, ndo se mostraram diferentes entre os tratamentos, no
entanto apresentou aumento linear entre os periodos avaliados. Estes resultados séo
corroborados por Barcellos et al. (2001), que obtiveram para a mesma espécie e
periodo reprodutivo (outubro), concentragdes de 0,90; 2,65 e 9,10 E» (ng mL™),
indicando uma vitelogénese final.

Os resultados obtidos nos dois experimentos sao consistentes aos realizados
pelos autores mencionados e estabelecem um padrdo hormonal de T e E» para o jundia
R. quelen independentemente do nivel de proteina e lipidio utilizado na dieta.

A proteina plasmatica total (PPT) foi menor durante a primeira fase de
alimentagcao (45 dias) em L14, voltando a apresentar um padrdo semelhante entre os
tratamentos ao final (90 dias). Quando considerado o periodo alimentar houve aumento
da proteina circulante aos 45 dias e declinando para as taxas iniciais aos 90 dias,
evidenciando claramente que houve aproveitamento de lipidio para formacao de
reserva vitelogénica. Barcellos et al. (2003), encontraram niveis entre 4,06 a 7,06 mg
dL" de PPT em fémeas adultas de jundi4 e Borges et al. (2004), obtiveram niveis entre
3,5 e 49 mg dL” em jundids adultos. Os resultados obtidos por esses autores sio
semelhantes aos obtidos neste estudo.

Os triglicerideos sao utilizados para satisfazer a demanda de energia dos peixes
(Rainuzzo et al., 1997). Com o aumento do nivel de lipidio nas dietas os valores TG no
plasma diferiram entre os tratamentos, sendo maiores em L14 e L20 até a fase
intermediaria (45 dias). Ao final (90 dias) houve declinio destes valores, com nivel
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menor para L20. Pode ser observado também, que no periodo experimental para todos
os tratamentos, houve elevacado dos triglicerideos circulantes até a fase intermediaria
(45 dias) e uma acentuada diminuicao dos valores ao final para os tratamentos L14 e
L20 (90 dias). Borges et al. (2004), trabalharam com jundias adultos alimentados com
racdo comercial e obtiveram niveis de TG inferiores aos obtidos neste trabalho quando
registraram variacdo entre 138 e 146 mg dL™.

Os aminoacidos livres (AAL) no plasma se mantiveram em valores aproximados
entre os tratamentos. No entanto, no periodo experimental, os resultados se mostraram
mais elevados nas fases intermediaria e final.

Para aminoacidos totais (AAT) nos ovarios, os resultados foram similares nas
dietas com niveis crescentes de lipidio. Porém, no periodo (45 dias aos 90 dias) houve
maior deposi¢cdo de AAT dentro de cada tratamento especifico. Esses resultados séao
explicados por Silva et al. (2004) e Khan et al. (2005), que argumentam que ocorre
deposicao de nutrientes para a formagao do saco vitelinico e estes sdo responsaveis
pela alimentacao enddgena até a ingestao de alimento exdgeno.

A composicao dos acidos graxos dos tecidos e dos ovos dos peixes reflete o
indice de acidos graxos supridos na dieta dos reprodutores (Fernandez-Palacios, 1997;
Corraze, 2001) e desempenha um papel central no metabolismo embrionario uma vez
que os acidos graxos constituem importante fonte de energia para formacao de células,
tecidos e membranas (Sargent, et al. 2002). No presente trabalho os lipidios totais nao
diferiram entre os tratamentos, porém houve variacdo na composicao de acidos graxos
dos ovarios e musculo do jundia. Resultados semelhantes foram relatados por Druzian
et al. (2007), quando analisaram o perfil de acidos graxos do musculo de carpa C.
carpio alimentadas com ragdo, comparadas as alimentadas com dejetos suinos. Nos
ovarios, em L8, o AG C16:0 foi superior a L20 enquanto para a mesma dieta houve
menor deposicdo de C18:2n-6 comparada a L14 e L20. No musculo, também houve
aumento significativo para o grupo da série n-6 no tratamento com nivel mais alto de
incorporacao de lipidio (L20), estes resultados estdo de acordo com Regost et al.
(2003) em estudo com “turbot” Psetta maxima, substituindo éleo de peixe por 6leo de
soja ou Oleo de linhaca, observaram que os animais alimentados com 6leo de soja

apresentaram maior teor de C18:2n-6 e os peixes que receberam racdo com 6leo de
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linhaca apresentaram niveis mais elevados de C18:3n-3. A relagdo de AG n6:n-3 para o
musculo foi normal quando comparada a outras espécies de agua doce criadas em
cativeiro como tambaqui (Maia & Rodriguez-Amaya, 1992) e matrinxa (Martino et al.,
2001).

As espécies de agua doce podem converter os AG por elongacao e reacdes de
dessaturacao dos carbonos a partir de seus precursores (Moreira et al., 2001; Zheng et
al., 2004) e produzir acidos graxos altamente insaturados (Sargent et al., 1999). O
jundia possui capacidade de elongar e dessaturar os AG providos nas dietas como
observado neste estudo. A seguir podemos verificar os AG presentes nos ovarios e
musculos a partir de seus precursores das séries oléica, linoléica e linolénica presentes
nas dietas:

Série oléica (n-9): 18:1n-9—20:1n-9;

Série linoléica (n-6): 18:2n-6—18:3n-6—20:2n-6—20:3n-6—20:4n-6;

Série linolénica (n-3): 18:3n-3—20:5n-3—22:6n-3.

Os AG intermediarios estavam presentes em pequenas proporcées ou nao foram
encontrados.

Embora a necessidade de AG da série linolénica ser menor que os da série
linoléica para os peixes de agua doce (Steffens, 1987; Sargent et al., 2002), observou-
se neste estudo, que ocorreu um maior metabolismo celular para producédo de n-3 do
que n-6 nos ovarios quando em comparag¢ao a concentracdo destes AGs essenciais
das dietas, indicando que os AG n-3 desempenham um papel significativo na
gametogénese do jundia. Sargent et al. (2002), asseguram que EPA e DHA além de
fornecer energia sdo os principais AG constituintes das membranas das células de
peixes em geral.

Morehead et al. (2001), argumentaram que a composi¢ao bioquimica dos ovos é
frequentemente utilizada como um indicador de qualidade do ovo, mas a relacao entre
a composicao bioquimica e qualidade dos ovos € de dificil interpretacdo. Sink &
Lochmann (2008), demonstraram que para bagre de canal /. punctatus, dietas com
cerca de 12 % (10 % suplementar) de lipidio melhorou numerosas caracteristicas
reprodutivas, independentemente da fonte de lipidio, em comparacado a um controle de
6 % (4 % suplementar) de lipidio. Considerando o estudo destes autores, tendo em
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vista a semelhanca nos habitos alimentares entre o jundia e o bagre de canal, fica
evidenciado que dietas contendo entre 8 e 14 % de lipidio total sdo recomendadas para
um bom desempenho reprodutivo do jundia.

O desenvolvimento dos estagios ovocitarios do jundia nao foi influenciado pelo
nivel de lipidio na ragdo. No entanto esta espécie apresenta um padrdo de
desenvolvimento assincrénico dos ovécitos, apresentando em nosso estudo ovocitos
em varios estadios de amadurecimento, sendo mais intenso o estadio IV ao final do
experimento (15 de outubro), esses resultados sdo corroborados por Gomes et al.
(2000) e Ghiraldelli et al. (2007) que destacam que em peixes de desova parcelada os
ovocitos amadurecem em lotes e sdo eliminados em intervalos regulares, durante todo
0o ano ou parte dele. A atresia folicular ocorreu em duas fémeas onde foram
encontrados apenas dois ovécitos ao final do periodo experimental, sendo um em L8 e
um em L20 o que de acordo com Ganeco et al. (2001), pode ocorrer normalmente antes
da desova nos ovocitos que ndo alcangaram a maturidade e, ap6s a desova, naqueles
que deixaram de ser eliminados.

O comportamento reprodutivo das fémeas utilizadas para a desova foi
influenciado pelo nivel de lipidio nas dietas. Das 12 fémeas induzidas por tratamento, a
melhor taxa de desova foi obtida em L8 (75 %), enquanto para L14 e L20 foram de 50
%, com média entre os tratamentos de 58,3 %. O sucesso das desovas foram
superiores as obtidas por Sink et al. (2010) quando testaram as interacdes entre fontes
de proteina e lipidio em dietas para bagre de canal /. punctatus contendo 35 % de PB e
12 % de lipidio total e obtiveram resultados entre 33 e 58 % e desova média entre os
tratamentos de 51,2 %. No segundo experimento houve um menor desempenho
reprodutivo quando comparado ao primeiro, onde todas as fémeas desovaram com a
dieta contendo o0 mesmo nivel de lipidio (14 %) e proteina (28 %). A temperatura da
agua pode ter influenciado no comportamento reprodutivo das fémeas concorrendo
para um menor indice de desova. A temperatura nos tanques-rede registrada as 16
horas foi de 18,4+2,8 °C enquanto no experimento anterior, a temperatura média no
mesmo horario situou-se em 20,31£2,8 °C. Em outros peixes 6sseos a temperatura e o
fotoperiodo sdo os principais estimulos ambientais que regulam o recrudescimento
gonadal e desova (Peter & Yu 1997; Olsen et al., 1999). Barcellos et al. (2001),



106

sugerem que esses fatores climaticos provavelmente influenciam a reproducado do
jundia, uma vez que os horménios esterbéides T e E, aumentam as concentracbes com
0 aumento da temperatura e fotoperiodo.

Para Izquierdo et al. (2001), a fecundidade representa o total de nimero de ovos
produzidos por cada peixe e € expressa em termos de numero de ovos por desova ou
pela relacdo quantidade de ovos por peso corporal. No presente trabalho, os niveis
crescentes de lipidio na dieta ndo melhoraram a taxa de fecundidade, peso do ovo e
niimero de ovos kg™ de fémea. Estes resultados sdo corroborados por Sink et al. (2010)
que também n&o encontraram diferenca significativa para a taxa de fecundidade, peso
dos ovos em massa, volume total de ovos em fémeas de bagre de canal (/. punctatus)
alimentadas com fontes protéicas contendo 35 % de PB e 12 % de lipidio total.
Ballestrazzi et al. (2003), igualmente nao verificaram efeito significativo para numero
total de ovos na desova e peso médio do ovo em truta arco iris (O. mykiss) quando
usaram niveis crescentes de éleo de coco nas dietas.

Os niveis de lipidio das dietas L8 e L14 nao diferiram entre si nas medidas
morfométricas de ovos e larvas de jundia, porém em L20, houve diminuicdo da area e
didmetro do ovo. Estes resultados podem ser comparados aos do experimento anterior
onde o nivel de proteina mais elevado (40 %), com o mesmo nivel de lipidio (14%),
resultou em menor area e diametro do ovo sugerindo que 0 excesso de proteina na
dieta tenha induzido a uma gliconeogénese aumentando a gordura visceral em prejuizo
do desenvolvimento do ovo, como também verificado neste estudo com o nivel mais
alto de lipidio (20 %).

Os lipidios (gorduras e acidos graxos) sao importantes componentes da dieta
para os reprodutores de peixes (Izquierdo et al., 2001; Perez et al., 2007), no entanto o
excesso de lipidios diminui o consumo voluntario de racao (Salhi et al., 2004) e pode
ser prejudicial como mencionado por Ling et al. (2006) quando utilizaram dieta com 30
% PB e 20 % de lipidio, estes autores sugeriram que houve um desequilibrio de acidos
graxos para manutencdo adequada de crescimento e reproducdo em “swordtails” X.
heleri. Em nosso estudo, as fémeas que receberam dieta com o maior teor de lipidio
(L20) resultou em pos-larvas com menor peso final, comprimento total, taxa de

crescimento especifico, fator de condicdo, sobrevivéncia e peso versus sobrevivéncia,
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ficando evidente que o excesso de lipidio prejudicou o desenvolvimento das pds-larvas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Zheng et al. (2010) que registraram melhor
desempenho em crescimento e sobrevivéncia de larvas de “darkbarbel catfish”
Pelteobagrus vachelli alimentadas até 20 dias apds a abertura da boca, com dietas
contendo entre 11,1 e 15,1 g de lipidio total kg”' do que aquelas que receberam 5,8, 7,4
e19,9gkg™.

5.5 Conclusoes

- Os maiores niveis de lipidios testados nas dietas aumentaram a gordura visceral das
fémeas;

- O perfil de acidos graxos diferiu entre os tratamentos e houve variacdo na sua
COmMposIcao;

- O jundia tem capacidade de elongar e dessaturar os acidos graxos a partir de seus
precursores;

- O aumento do nivel de lipidio na dieta das fémeas em até 20 % influenciou
negativamente as medidas morfométricas de ovos e larvas de jundig;

- O nivel de lipidio mais elevado testado na dieta das fémeas (20 %) prejudicou o

crescimento e sobrevivéncia das pés-larvas de jundia;



6 CONCLUSOES GERAIS

- Os parametros bioquimicos das fémeas de jundia nao foram alterados com os
niveis protéicos e lipidicos das dietas;

- Os padrées bioguimicos do jundia mostraram-se semelhantes entre os dois
experimentos;

- As melhores respostas reprodutivas para fémeas de jundia foram obtidas com
as dietas contendo 28 % de PB e entre 8 e 14 % de lipidio total;

- As pébs-larvas resultaram em maior crescimento quando as matrizes foram

alimentadas com niveis 28 % de PB e entre 8 e 14 % de lipidio total.
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ANEXOS

Anexo 1 — Representacdo das observacdées microscopicas realizadas dos
ovocitos e estadios de maturacao ovocitaria das fémeas de jundia
em resposta aos niveis de proteina nas dietas

Estadios de maturacéo ovocitaria'

Tratamentos | 1l ] v \'
Dia zero
X X X
X X X
X X X
X X X
Inicial X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
45 dias
X X X X
P 28 X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
P 34 X X X X
X X X
X X
X X X
X X X
X X X
P 40 X X
X X
X X
X X
90 dias
X X X X
P 28 X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
P 34 X X X X
X X X X X
X X X X
X X X X
P 40 X X X X
X X X X
X X X X

"Estadio I: Imaturo; estadio II: maturacao inicial; estadio lll: maturacéao final; estadio IV: maduro; estadio V:
atrésico.
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Anexo 2 - Representacao das observacdoes microscopicas realizadas dos
ovacitos e estadios de maturacao ovocitaria das fémeas de jundia
em resposta aos niveis de lipidio nas dietas

Estadios de maturacio ovocitaria’

Tratamentos | Il ]} v Vv
Dia zero
X X X
X X X
X X X
X X X
Inicial X X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
X X X
45 dias
X X X X
X X X
L8 X X X
X X X
X X
X X
X X X
X X X
L14 X X X
X X X
X X X
X X X
X X
X X
L 20 X X X
X X X X
X X
X X
90 dias
X X X X X
L8 X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
L14 X X X X
X X X X
X X X X
X X X X
X X X X X
L 20 X X X X
X X X X
X X X X
X X X X

"Estadio |: Imaturo; estadio II: maturacao inicial; estadio Ill: maturagao final; estadio I1V: maduro; estadio V: atrésico.



