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HILBIG, Cleonice Cristina. Fontes lipidicas e 4acidos graxos essenciais no
desenvolvimento ovariano e desempenho reprodutivo de jundias cinza Rhamdia quelen.
2015. Tese (Doutorado em Aquicultura) — Centro de Aquicultura da Universidade
Estadual Paulista, Jaboticabal, SP.

RESUMO GERAL

A nutri¢do de reprodutores ¢ um dos principais aspectos relacionados com a qualidade dos
ovos e larvas produzidos. Os lipidos e sua composi¢ao em acidos graxos sdo considerados
importantes para o desenvolvimento das gonadas, sobre hormonios gonadotropicos e
esteroidiais, bem como influencia a formacdo de estruturas biologicas incluindo
membranas celulares. Os acidos graxos essenciais para os peixes sdo o acido linoleico e o
acido linolénico, que quando convertidos fornecem os acidos graxos poli-insaturados,
como ARA, EPA e DHA, respectivamente. O 6leo de pescado marinho ¢ considerado uma
fonte ideal de acidos graxos poli-insaturados, no entanto, os Oleos vegetais sdo mais
comumente utilizados em dietas de peixe. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o
desenvolvimento ovariano ¢ o desempenho reprodutivo de jundids (Rhamdia quelen)
alimentados com diferentes fontes lipidicas (6leo de soja, 6leo de peixe marinho, dleo de
palma refinado e a mistura dos trés Oleos). As fontes lipidicas ndo influenciaram no
desenvolvimento do ovario, nos niveis de estradiol e 17a-hidroxyprogesterona, e nos
indices gonadossomaticos. No entanto, o acido graxos influenciaram no perfil de acidos
encontrados no figado, gonadas e odcitos. Adicionalmente dietas "a base de o oleo de
palma resultou em melhores taxas de fertilizagdo, sendo recomendado sua utilizacdo em

substitui¢do ao o0leo de pescado marinho.

Palavras-chave: esteroides, histologia, nutri¢ao, 6leos, reprodugao.
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HILBIG, Cleonice Cristina. Lipid sources and essential fatty acids on ovarian
development and reprodutive performance of silver catfish Rhamdia quelen 2015. Thesis
(Doctorate in Aquaculture) — Centro de Aquicultura da Universidade Estadual
Paulista, Jaboticabal, SP.

GENERAL ABSTRACT

Broodstock nutrition is one of the main aspects related with the quality of eggs and larvae
produced. Lipids and its fatty acid composition are considered important on gonadal
development, gonadotropic and steroid hormones, as well as influencing the formation of
biological structures including cell membranes. In fish linoleic and linolenic are the
essential fatty acids, which mabe converted into polyunsaturated fatty acids, like ARA,
EPA and DHA, respectively. The marine fish oil are good sources of polyunsaturated fatty
acids, however, vegetable oils are more communly used in fish diets. Thus, the aim of this
study was to evaluate the ovarian and reproductive development of silver catfish (Rhamdia
quelen) fed with lipid sources (soybean oil, marine fish oil, refined palm oil and a mixture).
The lipid sources did not influence ovarian development, levels of estradiol, 17a-
hidroxyprogesterona, and gonadosomatic index. However, the fatty acid changed fatty acid
profile found in the liver, gonads and oocytes. Additionally, palm oil give rise to better
fertilization rates and are recommended, suggesting that it may be used for fish oil

replacement.

Key-words: catfish, histology, nutrition, oils, reproduction, steroids.
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Fontes lipidicas e acidos graxos essenciais no desenvolvimento ovariano e desempenho
reprodutivo de jundias Rhamdia quelen.

1.Introducio Geral

Algumas espécies de peixes nativas apresentam grande importancia para a
aquicultura nacional, pela sua resisténcia, crescimento e ajustes aos sistemas de cultivo,
apresentam carne de excelente qualidade e elevada aceitacdo pelo consumidor. Entre as
espécies nativas que merecem destaque, podemos citar o jundid Rhamdia quelen, um
siluriforme de ampla distribuicdo geografica, encontrado desde o Sul do México até o
Centro da Argentina (Froese e Pauly, 2014). Seu hébito alimentar ¢ onivoro com tendéncia
a carnivoria (Ringuelet et al., 1967). Na natureza se alimenta de peixes, crustaceos, insetos,
restos de vegetais, sementes e detritos organicos (Gomieiro et al., 2007). Este bagre
apresenta crescimento rapido, carne de excelente qualidade e bom rendimento de carcaga,
destacando-se no cendrio aquicola da regido Sul do Brasil (Melo et al., 2002). Além disso,
por apresentar resisténcia, facil reproducdo e aceitagdo aos mais variados tipos de
alimentos (Esquivel, 2005; Parra et al., 2008) torna-se uma espécie potencial para o

cultivo.

No tocante a reproducdo, esta espécie atinge maturacdo sexual com
aproximadamente um ano de idade em ambos os sexos, sendo que em ambientes naturais,
os machos iniciam o processo de maturacao gonadal com 13,4cm e as fémeas com 16,5cm
(Narahara et al., 1985). O periodo reprodutivo do jundid ocorre nos meses mais quentes do
ano (agosto a mar¢o) dependendo do local onde esta inserido (Gomes et al., 2000). Sao
peixes que apresentam desenvolvimento ovocitario assincronico, ou seja, 0os ovOcitos
amadurecem em lotes e sdo eliminados em intervalos regulares, portanto ¢ uma espécie de

desova parcelada (Ghiraldelli et al., 2007).

Para melhor aproveitar o potencial produtivo de espécies nativas, como o jundia, e
proporcionar uma criagcdo sustentavel, sdo necessarios estudos que avaliem o controle do
processo reprodutivo (Scorvo, 2008). Assim, os lipidios e a sua composi¢do em acidos
graxos na dieta dos reprodutores tém sido avaliados como um dos fatores principais no
sucesso da reproducdo em peixes, pois estdo relacionados com o desenvolvimento gonadal

e a producdo de hormonios gonadotrdpicos e esteroidais (Izquierdo et al., 2001).
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Uma vez fornecido na dieta, os acidos graxo terdo trés destinos: serdo incorporados
aos fosfolipidios estruturais, depositados com triglicerideos ou oxidados para geracdo de
energia (Henderson, 1996). Contudo, a digestibilidade e a absor¢dao dos acidos graxos
diminuem com o aumento do comprimento da sua cadeia, € aumenta com o aumento da

sua saturacao (Sigurgisladéttir et al., 1992).

Como os demais vertebrados (que nao possuem as enzimas dessaturases A12 e Al5), os
peixes ndo conseguem realizar a sintese dos acidos graxos linoleico (LA, C18:2n-6) e
linolénico (LNA,C18:3n-3) de novo, assim, eles sdo considerados acidos graxos essenciais

e devem ser fornecidos na dieta para evitar deficiéncias nutricionais (Sargent et al., 2002).

A contrario dos peixes marinhos, em geral os peixes de dgua doce possuem a
habilidade para converter o acido linoleico (C18:2n-6) a araquidonico (ARA, C20:4n-6) e
o linolénico (C18:3n-3) para eicosapentandico (EPA, C20:5n-3) e finalmente, para
docosahexanodico (DHA, C22:6n-3), através de uma rota que envolve uma série de enzimas

de elongamento e dessaturagdo (Sargent et al., 2002; Turchini et al., 2006) (Figura 1).

ACidO a- linolénico ACidU linoléico
(18:3n-3) (18:2 n-6)
,I, A6- dessaturase J,
18:4 n-3 18:3 n-6
,I, enlongase J'
20:4 n-3 20:3 n-6
‘L AS5- dessaturase l’
EPA (20:5 n-3) ARA (10:4 n-6)
'l' enlongase
225503 22:4n-6
\L enlongase ‘I'
24:5 n-3 24:4;'6
'l' A6- dessaturase
24:6 -3 2415;'6
'L B- oxidagao
DHA (22:6n-3) DPA (22:5 n-6)

Figura 1. Biossintese de acidos graxos. Fonte: Izquierdo, 2005.
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Esses trés acidos poli-insaturados (ARA, EPA e DHA) sdo necessarios para o
desenvolvimento normal dos peixes, incluindo crescimento e reprodugdo (Izquierdo et al.,
2001). Dentre os acidos polinsaturados, o ARA, ¢ precursor de varios eicosanoides como
prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, que em peixes podem influenciar em
processos de crescimento, vitelogénese, reproducdo, embriogénese, eclosdo e regulagdo de
respostas imune (Mustafa e Srivastava, 1989; Bell e Tocher, 1995). Enquanto que, o EPA e
o DHA, participam de processos reprodutivos, influenciando a concentragdo de hormonios
esteroides gonadais, além de serem importantes componentes de membranas celulares,

principalmente de tecidos nervosos e visuais (Sorbera et al., 2001).

No caso do jundid, Vargas et al. (2008) evidenciaram a capacidade de dessaturagdo
e elongacdo pela presenga de 4cidos graxos altamente insaturados na composi¢ao corporal
dos peixes alimentados com as ragdes que continham Oleos vegetais. Contudo, a
dessaturagdo dos 4acidos graxos n-3 ¢ mais efetiva que a dos 4cidos graxos n-6, onde a

enzima A6-dessaturase atua preferencialmente nos acidos graxos n-3 (Izquierdo, 2005).

Os peixes armazenam a gordura em diversos locais do corpo, como figado, tecidos
mesentéricos, pele, misculo e parede abdominal, sendo que todas as espécies armazenam
lipidios nas goénadas (Contreras, 2002). Durante o periodo de maturacdo gonadal, as
reprodutoras de peixe necessitam de grande disponibilidade de macro e micronutrientes
para transferirem aos ovoécitos (Cejas et al., 2004), e os lipidios e os acidos graxos sao

transportados pelo sangue carreados por lipoproteinas especificas (Sargent, 1995).

O perfil de acidos graxos nas gonadas de fémeas de jundid em ambiente natural
apresentam certa estabilidade, sendo encontrados principalmente C16:0 (acido palmitico),
C18:1n9 (4cido oléico), C20:4n6 (4cido araquidonico) e C22:6n3 (dcido docosaexaendico)

(Vargas e Bessonart, 2007).

Assim, no processo de oogénese, os acidos graxos sdo mobilizados a partir das reservas
lipidicas, principalmente de origem hepdtica (no caso, durante a sintese da vitelogenina),
que serdo transferidos para o desenvolvimento dos ovocitos e incorporados como material
nutritivo no vitelo, principal fonte endégena de alimento para os embrides durante o seu

processo de desenvolvimento (Adams, 1999; Brooks et al., 1997).

Portanto, o perfil dos 4cidos graxos dos ovos de peixes podem ser bem diferentes da

composicao corporal, devido a seletiva transferéncia de determinados acidos graxos para
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os ovocitos (Tocher et al. 2003). Assim, os dcidos graxos da série n-3 e n-6 (como o LA e
ARA) podem ser encontrados em teores elevados nos ovocitos de peixes de agua doce

(Wiegand, 1996).

Os acidos graxos, principalmente os poli-insaturados, também podem influenciar a
fisiologia reprodutiva dos peixes, modulando as respostas dos hormonios esteroides que
atuam no crescimento, desenvolvimento e maturacdo das gonadas (Navas et al., 1998,
Zhang et al. 2013). Baeza et al. (2015) verificaram que, dependendo da fase do
desenvolvimento da gbénada, varios dacidos graxos influenciam o processo de
espermatogénese na enguia Anguilla anguilla por meio da regulacdo da produgdo de
esteroides. Esses autores verificaram que EPA, DHA e ARA modulam a sintese de
andrégenos na fase final de maturagdo. Outro indicio sobre a correlacdo entre acidos
graxos e os niveis de estrogenos pode ser verificada em um estudo onde tildpias
(Oreochromis mossambicus) que receberam injecdes de E2, apresentaram um aumento da
atividade enzimatica da enzima dessaturase e assim, uma diminui¢do dos AGS e um
aumento nos AG monoinsaturados (Hsieh et al., 2004). Ainda, Aratjo (2012) verificou que
o nivel de estradiol em fémeas de zebrafish (Danio rerio) alimentadas com dietas contendo
6leo de peixe foi superior quando comparadas as dietas a base de dleos vegetais (oliva,

linhaca e milho), sendo o EPA relacionado a esse aumento.

A principal fonte de acidos graxos das ragdes comerciais provém do 6leo de pescado.
No entanto, enquanto sua produ¢do tem permanecido estavel nas ultimas trés décadas, a
producao de oleo vegetal continua crescendo consideravelmente (Turchini et al., 2009). De
maneira geral, o 6leo de pescado marinho possui de 15 a 30% do total de acidos graxos

insaturados, sendo que destes aproximadamente 25 a 35% sao de cadeia longa C20 e C22.

Assim, os derivados do 6leo de pescado marinho possuem alto teor de 4cidos graxos
docosahexanodico (DHA) e eicosapentandico (EPA) (Contreras, 1994), e ainda quantidades
significativas de acido araquidonico (ARA), ausentes nos 6leos vegetais (Bell e Sargent,
2003). Ademais, acidos graxos altamente insaturados (HUFA) com 20 ou mais atomos de
carbono presentes nos 6leos de peixe afetam diretamente ou através de seus metabolitos a
maturacdo dos peixes e esteroidogénese (Fernandez-Palacios et al., 1995; Izquierdo et al.,

2001),
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Contudo, com o rapido crescimento da aquicultura mundial e o declinio dos estoques
pesqueiros, tem se buscado nos dleos vegetais uma alternativa sustentavel de substituicao
parcial ou total do 6leo de pescado em dietas para peixes (Babalola et al., 2011). Os 6leos
vegetais sao fontes ricas em acidos graxos da familia n-6 e n-9, e seu custo ¢ baixo em
relacdo ao d6leo de pescado marinho. Dentre os principais 6leos utilizados na nutricdo de
peixes estdo o 6leo de soja, e recentemente o 6leo de palma ou dendé (Turchini et al.,
2009). Esses 6leos também sdo os mais produzidos mundialmente ocupando o segundo
(6leo de soja com 22,4 %) e o primeiro lugar (6leo de palma com 32%), respectivamente

(Ayisi e Zhao, 2014).

O dleo de soja apresenta 19 a 30% de acido oléico (C18:1n-9), 44 a 62% de acido
linoleico (LA, C18:2n-6), principal representante da série de acidos graxos Omega-6, ¢ 4 a
11% de 4acido linolénico (LNA, C18:3n-3), principal representante da série dmega-3
(ANVISA, 1999). Enquanto que o 6leo de palma ¢ considerado uma fonte superior de
energia, pois contém grandes quantidades de 4cidos graxos saturados (48%), representado
principalmente pelo acido palmitico (C16:0) e monoinsaturados (42%), representado pelo
acido ol¢ico (C18:1n-9) (Ng, 2004; Ng e Wang, 2011). Estudos in vitro realizados sobre a
B oxidagcdo mitocondrial no figado de trutas (Salmo gairdneri) sugerem que existe
preferéncia de substratos de acidos graxos saturados e monoinsaturados sobre os 4cidos

graxos poli-insaturados (Henderson e Sargent, 1985).

Trabalhos utilizando fontes de lipidios para jundid foram realizados por Parra et al.
(2008) testando fontes de energia de origem animal (banha suina) e vegetal (6leo de canola
e girassol) sobre o desempenho reprodutivo de fémeas de jundia (R. quelen). Estes autores
ndo observaram efeito sobre o desempenho, mas verificaram maior crescimento larval na
prole de fémeas alimentadas com a dieta contendo 6leos vegetais. Ainda, testando dietas
sem adicao de 6leo (controle) e racdes contendo 5% de 6leo de milho ou 5% de 6leo de
linhaga, Moreira et al. (2004) verificaram que fémeas de jundia (R. quelen) incorporam
PUFA nos ovdcitos. Nestes, o perfil de dcidos graxos foi alterado em func¢do da dieta e os

autores sugerem que acidos graxos n-6 sao preferencialmente mobilizados.

Atualmente, o nivel de proteina bruta de 28% (Coldebella et al., 2011) e nivel
energético de 2850 Kcal. Kg™' na racdo (Tessaro, 2014), foram sugeridos para reprodutores
de jundia. No entanto, trabalhos relacionados com desenvolvimento ovariano associado a

nutricdo sdo escassos. Gunasekera e Lam (1997) investigaram a importancia da proteina na
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maturacdo de fémeas de tilapia (Oreochromis niloticus), enquanto que Andrade et al.
(2010) testaram além dos niveis de proteina , a suplementacdo com 6leo de milho (que
contém maiores niveis de acidos graxos n-6) para pintados (Pseudoplatystoma corruscans)
criados em tanques-rede. No entanto, os autores observaram que as dietas ndo afetaram o

desenvolvimento ovariano.

Shiranee e Natarajan (1996) relataram que dietas praticas contendo 4% de dleo
bruto de palma com 1% de 6leo de figado de peixe tiveram uma influéncia positiva sobre o
desenvolvimento dos ovarios e maturagao de “pearlspot” (Etroplus suratensis). Esses
autores verificaram ainda, que peixes alimentados com esta dieta apresentaram maior

indice gonadossomatico, maior porcentagem de peixes maduros e ovos maiores.

Em recente estudo realizado por Ng e Wang (2011) testando fontes de lipidios na
dieta de tilapias (Oreochromis niloticus), os autores verificaram que a inclusdo de 6leo
bruto de palma apresentou melhores resultados no desempenho reprodutivo, como maior
tamanho de gonadas, idade precoce da primeira desova, curto intervalo entre desovas, um
periodo maior de fertilidade, maior produgdao de ovos, alta taxa de fertilizacdo e baixa
incidéncia de deformidades nas larvas, quando comparada apenas com dietas a base de

0leo de peixe e de dleo de linhaga.

Embora hajam progressos conforme mencionado acima, ainda € pouco o que se
sabe acerca dos efeitos das diferentes fontes lipidicas, principalmente no que se refere as
fontes vegetais (perfil dos seus acidos graxos) sobre o desenvolvimento ovariano e
fisiologia reprodutiva dos peixes de agua doce. Contudo, a escassez de acidos graxos
essenciais na alimentagdo de reprodutores causa significativa redug¢do na produgdo de ovos
e taxas de eclosdo (Izquierdo et al., 2000), deformidades morfologicas e limita o nimero
de larvas sobreviventes (Corraze, 2001).

Assim este trabalho visa aumentar informagdes a respeito da inclusdo de oOleos
vegetais, sua combinacao com 6leo de pescado marinho, e seus diferentes perfis de acidos
graxos essenciais nas etapas de desenvolvimento ovariano € no desempenho reprodutivo de
jundiés, e dessa forma fornecer subsidios a cadeia produtiva de peixes nativos, que estd em

crescente expansao e cada vez mais dependente de maior nimero de proles.
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2. Hipéteses e Objetivos

Considerando a estagnagao da producao de 6leo de pescado marinho, ¢ a grande
oferta de Oleos vegetais as hipoteses desta tese foram: “Os 6leos vegetais (soja € palma)
podem substituir o 6leo de pescado marinho, sem acarretar prejuizos na fisiologia e
desempenho reprodutivo das fémeas de jundids” e “O perfil de acidos graxos encontrados
na mistura de o6leos vegetais e 6leo de pescado marinho podem melhorar o desempenho
reprodutivo”. Assim para verificar as hipoteses formuladas foram elaborados alguns

objetivos:

- Avaliar a influencia das diferentes fontes lipidicas (vegetais e mistura dos 6leos) e
seus perfis de acidos graxos sobre a maturagdo ovariana de jundids através de andlise dos

indices gonadossomatico, hepatossomatico e morfologia dos ovarios.

- Avaliar o efeito das diferentes dietas sobre o desempenho reprodutivo das fémeas de
jundids quanto aos indices de fecundidade, taxas de fertilizacdo, taxas de eclosdo e

percentual de larvas normais.
- Determinar o perfil de acidos graxos encontrados nas dietas elaboradas, nas gonadas,
nos ovocitos e figado das fémeas, e assim verificar a influéncia dos acidos graxos no

desempenho reprodutivo.

- Verificar a influencia dos diferentes perfis de adcidos graxos das dietas sobre os niveis

plasmaticos de hormonios esteroides (B-estradiol e 17a-hidroxiprogesterona).
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ARTIGO: Oleo de palma refinado um potencial substituto para o éleo de peixe em

dietas para reprodutoras de Ramdia quelen

Artigo a ser submetido ao periddico Aquaculture (ISSN: 0044-8486)

Resumo

O estudo avaliou os efeitos de fontes lipidicas sobre o desempenho reprodutivo em fémeas
de R. quelen de primeira maturagdo. Quatro dietas foram formuladas a base de 6leo de
pescado marinho, dleo de palma refinado, 6leo de soja e a mistura dos trés 6leos. Durante
onze meses fémeas de R. quelen foram alimentadas com as diferentes dietas, e avaliados os
perfis dos acidos graxos (figado, ovarios ¢ ovocitos) e os niveis de esteroides gonadais
(17B-estradiol e 17a-hydroxiprogesterona). O perfil dos 4cidos graxos da dieta afetaram o
perfil de 4cidos graxos encontrados no figado, ovarios e ovocitos das fémeas de jundid,
fornecendo informacgdes sobre a preferéncia na conservacdo de alguns acidos graxos
envolvidos na reprodug¢do. As andlises histologicas demonstraram desenvolvimento
ovariano similar para todas as dietas testadas, assim como os indices gonadossomaticos.
No entanto, no més de dezembro, menores indices gonadossomaticos foram obtidos para
fémeas que receberam dietas contendo apenas 6leo de palma, coincidindo com os menores
niveis de estradiol, ademais nao houve influencia para os demais meses avaliados. Todas
as dietas testadas forneceram excelentes resultados de fecundidade, mas o desempenho
reprodutivo, sobretudo as taxas de fertilizacdo obtidos para dietas a base de 6leo de palma
foram similares aos encontrados para fémeas nutridas com 6leo de pescado, sugerindo que
esta fonte lipidica pode ser utilizada em substitui¢do ao 6leo de pescado em dietas para

reprodutoras de R.quelen.

Palavras-chave: dcidos graxos, fémeas, hormodnios, jundié cinza, lipidios, reprodutores.
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1.Introducao

A melhor fonte de acidos graxos das ragdes comerciais provém do 6leo de pescado. No
entanto, a produgdo desse tem permanecido estavel nas ultimas trés décadas, causando um
entrave na nutricao e reproducdo de peixes de agua doce (Turchini et al., 2009). Assim,
tem se buscado nos 6leos vegetais uma alternativa sustentavel de substituicdo parcial ou
total do 6leo de pescado em dietas para peixes, incluindo a nutricdo de reprodutores

(Babalola et al., 2011).

Os 4cidos graxos derivados do dleo de pescado marinho possuem alto teor de acidos
docosahexanodico (DHA), eicosapentanodico (EPA), e quantidades significativas de 4cido
araquidonico (ARA), ausentes nos 6leos vegetais (Bell e Sargent, 2003). Esses trés acidos
polinsaturados (ARA, EPA e DHA) sdo necessarios para o desenvolvimento normal dos
peixes, incluindo crescimento e reproducdo (Izquierdo et al., 2001). Adicionalmente,
também podem atuar modulando as respostas dos hormoénios esteroides que atuam no
crescimento, desenvolvimento e maturacdo das gonadas (Navas et al., 1998, Zhang et al.,

2013).

Mesmo estando ausentes nos oleos vegetais, os acidos graxos poli-insaturados (ARA,
EPA e DHA) podem ser produzidos nos peixes de agua doce através do acido graxo
linoleico (LA, C18:2n-6) e linolénico (LNA,C18:3n-3), considerados essenciais. Assim,
com dietas contendo Oleos vegetais os peixes convertem o acido linoleico (C18:2n-6) a
araquidonico (ARA, C20:4n-6) e o linolénico (C18:3n-3) para eicosapentanodico (EPA,
C20:5n-3) e finalmente, para docosahexanodico (DHA ,C22:6n-3), empregando uma série

de enzimas de elongamento e dessaturacao (Sargent et al., 2002; Turchini et al., 2006).

No entanto, interagdes competitivas podem ocorrer entre EPA/ARA (formagdo de
eicosanoides) e DHA/EPA (incorporacao de fosfolipidios estruturais) que competem pelas
mesmas enzimas para sua biossintese (Sargent, 1999). Ainda, a propor¢ao de acidos graxos
n3/n6 em dietas para reprodutores também devem ser levadas em consideracao (Furuita et
al., 2007). Estas relagoes (EPA/ARA/DHA, n3/n6) refletem diretamente na composigao e

qualidade dos ovos produzidos, embora sejam espécie-especificas (Ng e Wang, 2011).

O o6leo proveniente da palma ¢ o mais produzido mundialmente, e a substituicdo do

6leo de pescado pelo mesmo seria uma alternativa bem interessante (Ayisi € Zhao, 2014),
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pois em tilapias (Oreochromis niloticus), dietas a base de 6leo de palma garantiram
excelentes indices reprodutivos (Ng e Wang, 2011). O segundo o6leo produzido
mundialmente, o 6leo de soja (Aysi e Zhao, 2014), também esta sendo estudado, e sua
substitui¢do ao 6leo de pescado em dietas para reprodutores de peixes vem alcangcando
resultados satisfatorios (Berenjestanaki et al., 2014; Liang et al., 2014). Portanto, o 6leo de
palma e de soja sdo candidatos promissores na substituicdo do 6leo de pescado e dentre as

vantagens em usa-los esta a crescente oferta e baixo custo.

O jundia cinza (Rhamdia quelen) ¢ uma espécie de peixe muito importante na
aquicultura de climas temperado e subtropical da América do Sul (Ittzés et al., 2014).
Atinge a maturacdo sexual com um ano de idade e seu desenvolvimento ovocitario ¢
assincronico, portanto, ¢ uma espécie de desova parcelada (Ghiraldelli et al., 2007).
Também apresenta um longo periodo reprodutivo que vai de agosto a marco (Gomes et al.,
2000). Pesquisas comprovam a eficiente conversao de acidos graxos C18 em acidos graxos
poli-insaturados desta espécie quando alimentadas com o6leos vegetais (Vargas et al.,

2014).

Muitos estudos avaliaram os efeitos dos Oleos vegetais sobre o desempenho
reprodutivo em peixes. No entanto, poucas pesquisas estdo voltadas para os efeitos que
esses Oleos e seus perfis de 4cidos graxos exercem sobre a maturacdo ovariana e
esteroidogénese. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar além do desempenho
reprodutivo, o desenvolvimento ovariano e as respostas hormonais das fémeas de jundiés
de primeira maturacao alimentados com fontes lipidicas de origem vegetal (soja e palma) e

a mistura dos 6leos vegetais com o 6leo de pescado.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos envolvendo os animais foram conduzidos de acordo com o
protocolo aprovado pelo comité de ética no uso de animais (CEUA), da Universidade
Estadual Paulista (Protocolo no 6728/12). O trabalho foi realizado no Instituto de Pesquisa
em Aquicultura Ambiental (INPAA) da Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Toledo, Parana, Brasil (24°46'48.31"S; 53°43'25.77"W) no periodo de maio de 2013 a
abril de 2014.
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2.1 Dietas experimentais

Foram elaboradas quatro dietas isoprotéicas e isolipidicas (38% de proteina bruta e

7% de extrato etéreo) (Tabela 1).

Tabela 1. Formulacao e valores médios da composi¢do centesimal das dietas experimentais.

Dietas Experimentais

Ingredientes (%)

SO PA PE MIX
Farelo de soja 30 30 30 30
Milho (grao) 25,56 25,56 25,56 25,56
Farinha de salmao 20 20 20 20
Gluten trigo 9,359 9,359 9,359 9,359
Fosfato bicalcico 7,571 7,571 7,571 7,571
Oleo de soja 5 - - 1,66
Oleo de palma - 5 - 1,66
Oleo de peixe - - 5 1,66
Premix* 2 2 2 2
Sal comum (NaCl) 0,5 0,5 0,5 0,5
BHT (antioxidante) 0,02 0,02 0,02 0,02
Antifingico (4cido propidnico) 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001
Nutrientes (%)
Matéria seca 95.62 95,11 93,49 96,35
Proteina bruta 38.46 38,51 37,92 38.84
Energia Bruta
Extrato etéreo 6,36 7,74 7,20 6,07
Fibra bruta 1,72 2,61 2,19 2,27
Matéria mineral 12,93 12,93 12,81 13,20
Extrativo ndo nitrogenado 36,15 33,32 33,37 35,97

SO= dieta elaborada com 6leo de soja; PA= dieta elaborada com 6leo de palma refinado; PE= dieta elaborada
com Oleo de pescado marinho; MIX= dieta elaborada com a mistura dos trés o6leos. *Composicao basica:
vitamina A: 1.000.000 Ul/kg, vitamina D3:500.000 Ul/kg; vitamina E: 20.000 Ul/kg; vitamina K3: 500 mg/kg;
vitamina B1: 1.900 mg/kg; vitamina B2: 2.000 mg/kg ; vitamina B6: 2.400 mg/kg ; vitamina B12 : 3.500
mcg/kg; vitamina C: 50 g/kg; niacina: 5.000 mg/kg ; acido pantoténico: 4.000 mg/kg ; acido fo6lico: 200
mg/kg; biotina: 40 mg/kg; Manganés: 7.500 mg/kg; zinco: 25 g/kg ; ferro 12,5 g/kg ; sulfato de cobre: 2.000
mg/kg ; iodo: 200 mg/kg; Selénio: 70 mg/kg ; BHT 300 mg/kg .

Para o preparo das ragoes, inicialmente os ingredientes foram pesados e misturados
um misturador por quinze minutos. Em seguida, adicionou-se dgua (20% do peso total), e
misturaram-se novamente os ingredientes, passando a mistura em peneira para retirar os
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grumos. As ragdes experimentais foram extrusadas no Laboratério de nutricdo da
Universidade Federal do Parand, Campus de Palotina, em extrusora modelo Ex-micro
(Exteec) (Anexo 1A), e levadas a estufa com ventilagdo for¢ada de ar, a 55 °C por 12
horas. Os granulos de ragao foram retirados da estufa, e quando alcangaram a temperatura
ambiente, foram pesados para propor¢ao de 6leo a ser adicionada. Apos a pesagem, o 6leo
foi adicionado lentamente com a betoneira em movimento por trinta minutos (Anexo 1B),

resultando em “pellets” de 4 mm (Anexo 1C).

2.2 Animais e delineamento experimental

Dois mil juvenis de jundid cinza R. quelen com 60 dias de idade (proveniente de
uma piscicultura comercial) foram distribuidos em vinte tanques de concreto (area = 12
m?). Apos dois meses de aclimatagdo, 100 peixes de cada unidade experimental (120 dias
de idade) foram pesados e mensurados quanto ao comprimento total e padrdo. O peso
médio inicial apresentado pelos peixes foi de 24,50 = 0,78 g, o comprimento total médio de
14,10 + 0,41 cm e o comprimento padrao médio de 11,54 £+ 0,26, valores sem diferenga
significativa entre tratamentos (P > 0,05).

Logo apods a biometria inicial, procedeu-se a alimentacdo com as diferentes dietas,
perfazendo-se assim, quatro tratamentos e cinco repeticoes. A taxa de arracoamento
adotada foi de 2% sobre a biomassa total, sendo fornecida em duas refei¢cdes diarias as
10:00 e as 16:00 horas, sendo realizadas biometrias mensais para a correcdo da taxa de
arracoamento. Em outubro de 2013, quando os peixes estavam com oito meses de idades
(~240 dias) foram selecionadas aleatoriamente, vinte fémeas de cada tanque de concreto.
Estas foram pesadas e medidas (comprimento total) e transferidas para vinte tanques-rede
(com dimensdes de 4x2x1 m), com densidade de 2,5 peixes por m” (Anexo 1 D). Assim
como anteriormente nos tanques de concreto, as fémeas continuaram sendo arragoadas com
2% de racdo sobre a biomassa total no mesmo horario com a mesma dieta fornecida no

sistema anterior (Figura 1).
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Figura 1. Delineamento experimental. Sistema 1: composto por machos e fémeas com peso médio inicial de
24,50 g distribuidos em tanques de concreto, com coletas bimestrais de quatro peixes por tanque para posterior
analise histoldgica Sistema 2: Fémeas redistribuidas em tanques-rede provenientes do sistema 1, com coletas
bimestrais de dois peixes por tanque para posterior analise hormonal e histologica.

Os dados de temperatura foram mensurados diariamente pela manha e pela tarde, o
oxigénio dissolvido (oximetro YSI 500 A) e o pH (pHmetro de bancada), semanalmente
pela manhd (6 horas) e a tarde (16 horas), enquanto que a amodnia foi verificada

mensalmente pelo método colorimétrico de Korollef et al., (1976).

2.3 Coletas para os indices somaticos, histologia e analise de esteroides

Nos meses de dezembro/13, fevereiro e abril/14 coletaram-se aleatoriamente duas
fémeas de cada tanque-rede. Em seguida as mesmas foram anestesiadas (benzocaina 0,75

mg/l), e mensurou-se o comprimento total e padrao utilizando-se ictiométro, e balanca
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semi-analitica para medida da massa corpérea. Com os peixe anestesiados, foram
coletadas amostras de sangue com auxilio de seringas heparinizadas por pun¢do das veias
caudais (ANEXO 2A). As amostras foram centrifugadas (3200 rpm por 20 minutos)
(ANEXO 2B) obtendo-se o plasma (ANEXO 2C), armazenando-as em seguida em freezer
(20 °C) para analises posteriores dos esteroides gonadais (17B-estradiol e 17a
hidroxiprogesterona). Apds a coleta de sangue, os peixes foram dissecados e foram
retiradas as visceras (exceto o rim) e separou-se o figado e as gonadas, para determinar os
indices gonadossomatico (IGS), hepatossomatico (IHS) e viscerossomatico (IVS).

Para avaliar a qualidade do processo de formagao dos ovocitos, fragmentos (~ 0,5
cm) dos ovarios foram retirados do ter¢go médio de um dos pares do ovario
(preferencialmente o esquerdo) e fixados em Bouin por 24 horas. Posteriormente, foram
lavadas em 4gua e mantidas em etanol 70%, para entdo seguirem com as técnicas
histologicas de rotina para microscopia de luz, inclusdo em parafina, cortadas com
espessura de 3.0 um e coradas com Hematoxilina-Eosina. O processamento das amostras
foi realizado no laboratério de Histologia do Departamento de Morfologia
UNESP/Jaboticabal/SP.

Excetuando-se a coleta sanguinea os mesmos procedimentos para analisar os
indices somaticos (IGS, THS e IVS) e histologia foram adotados para avaliar o
desenvolvimento ovariano inicial, ou seja, realizaram-se coletas nos meses de junho,
agosto e outubro de 2013. Porém foram coletados aleatoriamente quatro peixes de cada
tanque de concreto, sendo apenas as fémeas selecionadas para tais analises.

Os cortes dos ovarios foram visualizados em microscopio de luz e classificados
quanto ao estagio de maturacao gonadal (Ghirardelli et al., 2007; Reidel et al., 2010). Além
disso, a porcentagem de ovocitos em diferentes fases de desenvolvimento (pré-
vitelogé€nicos, aveolo cortical e vitelogénicos) foi avaliada a partir da contagem de cem
células por corte, avaliadas em microscopia de luz (4x), nas coletas realizadas em

dezembro, fevereiro e abril.

2.4 Desempenho reprodutivo

No més de fevereiro de 2014, nove meses apos o inicio do experimento foram

selecionadas cinco fémeas (agora com um ano de idade) de cada tanque-rede (ANEXO
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2D) aptas a reprodugdo, estas foram acondicionadas em caixas de 500 litros e submetidas
ao protocolo de reprodugdo artificial.

A indugdo hormonal para sincronizagao da ovulacdo foi conduzida por meio do
protocolo empregando extrato hipofisario de carpa (EHC). A dosagem hormonal
empregada foi de 5,5mg EHCkg de reprodutor’, distribuida em duas aplicacdes
(Bombardelli et al., 2006), sendo 0,5 mg na primeira aplicacdo e o restante (5,0 mg) 12
horas apos a primeira. A coleta dos ovocitos das fémeas foi realizada por meio de extrusao,
apds 240 horas—grau (10 horas, agua a 24°C) contadas a partir da segunda aplicagio
hormonal (ANEXO 3A). A massa de ovocitos liberados por cada fémea foi mensurada em
balanga analitica, e em seguida separadas e pesadas aliquotas de 0,1 g de ovocitos para
quantificar o numero de ovocitos presentes em um grama de ovdcitos liberados, e assim
verificar a fecundidade absoluta (niimero total de ovoécitos liberados por cada fémea) e a
fecundidade relativa (nimero de ovoécitos liberados em relagao ao peso corporal).

Ao mesmo tempo, foram utilizados machos de jundid, que ficaram acondicionados
separadamente as fémeas, e receberam ragao comercial. Estes foram submetidos ao mesmo
protocolo de reprodugdo que as fémeas, porém, induzidos com dose tnica de hormdnio
contendo 3,0 mg EHC.kg de reprodutor’, juntamente com a segunda dose aplicada as
fémeas. Foram utilizados quatro machos, sendo realizada a coleta individual do s€émen por
meio de extrusdo (ANEXO 3B) e no momento da coleta foram mensurados volume de
sémen liberado por meio de tubos de ensaio graduados (+0,ImL). Posteriormente,
aproximadamente 2 ml de sémen de cada macho foi misturado, obtendo-se um “pool” de
sémen. Retirou-se uma amostra deste “pool” para analise de concentracdo espermatica em
camara hematimétrica de Neubauer (dilui¢ao, sémen: formol, 1:1000) e a motilidade
espermatica pelo método CASA (Computer-Assisted Sperm Analysis), padronizado para a
espécie (Sanches et al., 2010). No total foram utilizados vinte machos para realiza¢ao de cinco
“pools”.

Para a fertilizagdo artificial foram utilizados 2 mL de ovocitos (ANEXO 3C) de
cada fémea e fertilizados individualmente com uma dose inseminante padrdao (100 pl de
sémen (ANEXO 3D)). A ativacdo dos gametas foi realizada em recipientes de pléstico
(150 mL) com 20 mL de 4gua (ANEXO 3E). Os ovos foram hidratados por um minuto
durante a fertilizagdo, e em seguida, acondicionados em incubadoras de formato conico

(2,5L) (ANEXO 4A).
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A taxa de fertilizacdo foi aferida 11 horas pds-fertilizagdo em cada unidade
experimental (incubadora) coletando-se trés amostras de 1 mL de ovos com auxilio de
pipeta e tubo Falcon de vidro graduado, em seguida transferiu-se para uma placa de petri
para a contagem. Foram contados os ovos fertilizados, ou seja, aqueles que se
apresentavam translucidos e com desenvolvimento embriondrio aparentemente normal e
também os ovos supostamente ndo-fertilizados (brancos, opacos). Apos eclosdao dos ovos
(36 horas pos-fertilizagdo com temperatura controlada da agua de incubagdo de 27 °C),
todas as larvas recém eclodidas foram retiradas da incubadora e fixadas em Karnovisky,
em seguida foi realizado o percentual de deformidade, onde 300 larvas foram observadas
em microscopio estereoscopio e classificadas em normais de acordo com Amorin et al.
(2009) e anormais (ANEXO 4B-E). Posteriormente realizou-se a contagem de todas as
larvas fixadas para aferir a taxa de eclosdo.

As amostras de ovocitos e larvas fixadas também foram utilizadas para mensurar o
tamanho dos mesmos e verificar possivel influéncia das dietas. Assim, utilizou-se um
estereomicroscopio (Nikon , SMZ 1500, Tokyo, Japao) com uma camera conectada (DS-
Fi, Nikon, Japao) imagens digitais foram tomadas por meio do programa Nis- Ar elements,
foram realizadas as medidas do didmetro em dez ovocitos e o comprimento total em dez

larvas, provenientes de cada fémea.

2.5 Analises de Acidos graxos

Determinou-se os perfis de acidos graxos dos dleos, das dietas, figado, gonadas e
ovocitos. Estas analises foram realizadas no Departamento de Tecnologia, da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterindrias, UNESP/ Jaboticabal. O método de extracdo de lipideos
totais foi realizado de acordo com Bligh & Dyer (1959). O método de metilagdo foi de
acordo com Official method Ce2-66: Preparation of Methyl Esters of Long Chain Fatty
Acids: AOCS, 1977. O perfil dos 4cidos graxos foi encontrado utilizando-se Cromatografo
a Gas CG-14B, Shimadzu, com coluna capilar de silica fundida OMEGAWAX250 (30m x
0,25 mm x 0,25um) n°® cat. 24136-SUPELCO. A programacdo de temperatura da coluna
foi de 100°C por 2 minutos, aquecimento 4°C/min até 220 °C permanecendo nesta
temperatura por mais 25 minutos. A temperatura do injetor foi de 250 °C e a temperatura

do detector foi de 280 °C. A vazdo do gas de arraste (Hy): 1ml/min ( SPLIT: 1/100), o
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volume de injecdao: 1uL, o detector FID (Detector de Ionizagdo de Chama). O padrao

utilizado foi o padrdo de acidos graxos Sigma : no. cat 189-19 e 47015-U.

2.6 Analise dos esteroides gonadais

As amostras do plasma sanguineo coletado das fémeas foram armazenadas em
freezer a -20°C. Em seguida avaliou-se os hormonios esteroides (17f3- estradiol e 170 OH
progesterona) aplicando-se a técnica de imunoensaio enzimatico (ELISA-enzyme-linked
immunosorbent assay) em duplicata segundo as recomendagdes do fabricante, Cayman
Chemical® para niveis de estradiol e IBL International®, para 170 OH progesterona. Os
valores médios do coeficiente de varia¢do intra-especificos foram de 8 a 11%, os

resultados foram comparados aos padronizados por Barcellos et al. (2001).

2.7 Analises Estatisticas

O delineamento utilizado para o experimento foi inteiramente casualizado e os dados
obtidos submetidos a analise de variancia. Quando observadas diferengas aplicou-se o teste
de comparacao multipla de médias de Tukey a 5% de probabilidade por meio do programa
STATISTICA 10. Os dados dos indices somaticos e niveis hormonais, foram submetidos a
andlise fatorial onde foram avaliados o tempo (meses) em relagdo as dietas, seguida de

teste de comparagao de médias Tukey (5%).

3. Resultados

3.1 Composicao centesimal e perfil de dcidos graxos totais na dieta

A composicdo centesimal das dietas foram similares (Tabela 1). A composi¢cdo em
acidos graxos das dietas refletiu a composi¢ao dos acidos graxos presentes nas diferentes
fontes lipidicas utilizadas (Tabela 2). A dieta PE apresentou niveis de &cidos
monoinsaturados e poli-insaturados iguais (34,19%), com acidos graxos poliinsaturados
(PUFA) da familia n-3 de 10,31%, do total da composicdo de 4cidos graxos, essa
quantidade estd representada principalmente por EPA (2,58%) e DHA (3,81%), sendo a
maior propor¢do de acidos graxos da n-3 em relagdo as demais dietas. A dieta SO,

apresenta grandes quantidades de acidos graxos poli-insaturados (49,32%), representados
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principalmente pelo LA (43,18%), ¢ LNA (3,86%) e monoinsaturados (29,66%), tendo
menor quantidade de saturados (19,09%). Os acidos graxos contidos na dieta PA, contém
maiores niveis de 4acidos graxos saturados (36,20%) representado principalmente pelo
C16:0 (29,43%) e os monoinsaturados somam (39,21%), com o 4acido graxo C18:1n-9
(37,92%) o principal componente, contudo representa o menor valor de n-3 (2,79%). Ao
misturar-se as trés fontes lipidicas encontra-se maior equilibrio na propor¢do dos acidos
graxos sendo, os saturados (27,45%), monoinsaturados (33,99%) e poli-insaturados
(35,84%). A razao n3/n6, foi maior em dietas com 6leo de pescado, e as dietas PA e SO,

ficaram com a mesma proporgao (0,13).
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Tabela 2. Perfil de 4cidos graxos (%) encontrados nos 6leos e nas dietas experimentais com

diferentes fontes lipidicas fornecidas as fémeas de jundia R. quelen.

. o Oleos Dietas

Acido Graxo (%)~ pa PE SO PA PE MIX
C12:0 (Laurico) - - - 0,00 0,21 0,11 0,11
C14:0 (Miristico) 0,07 0,78 3,20 0,45 0,97 2,13 1,20
C15:0 (Pentadecanoico) - - 0,65 0,00 0,11 0,34 0,11
C16:0 (Palmitico) 10,47 35,86 21,93 13,86 29,43 18,61 21,24
C17:0 (Heptadecanoico) 0,10 0,10 1,82 0,11 0,11 0,34 0,22
C18:0 (Estearico) 496 484 6,99 3,98 4,19 3,92 4,03
C 20:0 (Araquidico) 0,58 0,42 0,60 0,34 0,32 0,34 0,33
C22:0 (Beheénico) 0,58 0,08 0,45 0,34 0,11 0,11 0,22
C24:0 (Lignocérico) 0,21 0,10 0,64 0,00 0,75 0,00 0,00
2 Saturados 16,97 42,18 36,28 19,09 36,20 25,90 27,45
C16:1n7 (Palmitoléico) 0,10 0,20 8,21 0,57 0,64 4,15 1,74
C 17:1 (Heptadecenoico) 0,06 0,04 0,85 0,00 0,00 0,22 0,11
C18:1n9 (Oléico) 26,84 45,31 23,73 28,30 37,92 28,48 31,37
C20:1n11 - - - 0,45 0,43 0,90 0,54
C22:1 - - - 0,00 0,00 0,11 0,00
C24:1 (Nervonico) - - - 0,34 0,21 0,34 0,22
2 monoinsaturados 27,00 45,55 32,79 29,66 39,21 34,19 33,99
C18:2n6 (Linoleico) 48,80 10,87 6,40 43,18 20,62 23,21 28,87
C18:3n3 (a-Linolénico) 5,82 0,25 1,33 3,86 1,50 2,91 2,83
C20:2n6 - - - 0,23 0,21 0,45 0,33
C20:3n6 - - - 0,11 0,11 0,22 0,11
C20:3n3 - - - 0,00 0,00 0,11 0,11
C20:5n3 (EPA) - - 6,12 0,68 0,00 2,58 1,31
C 22:6n3 (DHA) - - 5,55 1,02 0,97 3,81 1,85
C22:5n3 - - 2,88 0,23 0,32 0,90 0,44
2 Poli-insaturados 54,62 11,12 14,55 49,32 23,74 34,19 35,84
¥ Omega 3 582 0,25 15,89 5,80 2,79 10,31 6,54
¥ Omega 6 448 10,87 8,11 43,41 20,84 23,65 29,19
n-3/n-6 0,11 0,03 1,96 0,13 0,13 0,44 0,22
Lipidios totais (g/100 g) 100 100 100 9,17 9,73 9,33 9,61

EPA: Acido eicosapentandico; DHA: Acido docosahexanoico. SO =6leo de soja; PA = dleo de palma; PE =6leo de pescado

marinho e MIX = mistura dos trés 6leos.
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3.2 Qualidade de agua e desempenho zootécnico

Os parametros médios da agua aferidos para oxigénio dissolvido e pH foram de:
5,64 £ 0,15 e 6,67 = 0,16 mg/L; 7,11 = 0,04 ¢ 7,37 £ 0,08, respectivamente. Os niveis
mensais de amonia apresentaram valor médio de 0,03 + 0,01 mg/L. Enquanto que a

temperatura encontra-se no grafico abaixo (Figura 2).

30

[\
(9]

Temperatura (°C)
o
S

——Manha Tarde

15 T T T T T T T T T T T 1
Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr

2013 2014

Figura2. Dados de temperatura da dgua aferidos pela manha (06:00 h) e tarde (16:00 h) durante o
periodo experimental.

Nao houve efeito significativo (P > 0,05) nos parametros zootécnicos avaliados

para as diferentes dietas fornecidas as fémeas de jundia R. quelen (Tabela 3).
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Tabela 3. Média + erro padrdo do comprimento total inicial e final, peso médio inicial e
final, ganho em peso e sobrevivéncia das fémeas de jundias nos diferentes tratamentos.

Tratamentos

Parametros® Soja Palma Pescado Mix

CTI (cm) 24,85+ 0,46 25,37+ 0,43 24,99 + 0,32 24,94 + 0,43
PMI (g) 160,70 £ 13,14 171,80 + 8,20 158,40 £ 7,15 159,20 + 13,39
CTF (cm) 31,95+ 0,65 32,28 +£ 0,50 31,77+ 0,41 32,00+ 0,68
PMF (g) 355,77 +24,10 377,46 +21,11 353,44+16,07 357,13 +26,86
GP (g) 195,07+ 19,87 205,66 £16,78 195,04 £18,26 197,93 + 14,87
SOB (%) 84,29 + 8,86 90,00 + 6,22 94,29 + 2,67 90,00 + 6,62

CTI (comprimento total inicial); PMI (peso médio inicial); CTF (comprimento total final); PMF (peso
médio final); GP (ganho em peso); SOB (sobrevivéncia) *(P > 0,05).

3.3 Indices Somaticos

Os indices gonadossomaticos, hepatossomaticos € viscerossomaticos estao
representados na Figura 2. Em relag¢do ao IVS para as diferentes dietas testadas ndo houve
efeito significativo (P > 0,05) exceto para o més de agosto e para o IVS que foi maior em
fémeas nutridas com 6leo de palma em relagdo ao 6leo de soja. Apesar da média superior
dos IGS para PA e SO, no més de outubro ndo foram obtidas diferencas significativas (P >
0,05). Avaliando o IGS para os tratamentos PA e PE, pode-se verificar indices bem
inferiores no més de dezembro, em relacdo aos tratamentos SO e MIX, mas que em
fevereiro este foram similares. Os IHS nao diferiram entre as dietas avaliadas (P > 0,05),
no entanto, em fevereiro dietas SO apresentaram maiores valores em relagdo as demais

dietas.
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Figura3. Indices somaticos de fémeas de R. quelen alimentadas com diferentes fontes lipidicas nos
diferentes meses. Letras diferentes apresentam diferencas significativas para os meses avaliados. * (P <
0,05).
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3.4 Desenvolvimento Ovariano

Ao longo do seu desenvolvimento os ovarios apresentaram mudancas
macroscopicas em relagdo a coloragdo, volume e vascularizacdo. Histologicamente foi
possivel acompanhar o processo de maturacdo. A Figura 4A representa fémeas no seu
estadio inicial de desenvolvimento, sendo consideradas: imaturas/jovem (ovarios
pequenos, translucidos, com vasos sanguineos nao distinguiveis, seguida da histologia
(Figura 4A’): presenca de oogodnias e ovdcitos pré-vitelogénicos em crescimento primario.
Estas foram coletadas apds um més da administracdo das dietas (junho/13), sendo que
todas as fémeas (150 dias de idade) das diferentes dietas apresentavam-se da mesma forma.
A partir do més de agosto as fémeas (210 dias de idade) entraram em maturacdo inicial
(Figura 4B), apresentando ovarios amarelo palido com poucos ovocitos evidentes, e
microscopicamente (Figura 4B’) a maioria dos ovoécitos se encontravam em crescimento
primdrio com ovocitos pré-vitelogénicos, enquanto que as oogonias apresentavam-se em
menor propor¢do, embora ovocitos em estdgio de aoveolo cortical e vitelogénicos
poderiam ser visualizados. No més de outubro, quando as fémeas estavam com
aproximadamente 10 meses de idade (Figura 4C), as fémeas encontravam-se em maturagao
intermediaria apresentando ovarios de maior tamanho, amarelos e ovocitos visiveis mais
numerosos, j& a histologia (Figura 4C’) mostra ovocitos em todas as fases de
desenvolvimento, contudo propor¢do maior de alvéolo corticais e vitelogénicos. Em
dezembro, ao atingirem um ano de idade, os ovarios em sua maioria se encontravam em
maturagdo final ou maduro, os ovarios apresentavam-se volumosos, com membrana mais
fina e transparente, vasos sanguineos centrais e periféricos evidentes, de coloragdo amarela
(Figura 4D). Microscopicamente, observou-se o predominio de ovdcitos vitelogénicos, mas
também visualizou-se a presenga de ovdcitos pré-vitelogénicos, e atrésicos (Figura 4D’).
No més de Fevereiro os ovarios estavam maduros (Figura 4E), no entanto, além de
ovocitos vitelogénicos, pode ser notada a presenga de ovocitos em estadios pré-
vitelogénicos, poucos alvéolos corticais e atrésicos (Figura 4E’). No més de abril, os
ovarios estavam em inicio de regressdo, com o tamanho reduzido em comparagdo a
fevereiro, apresentando flacidez e vascularizacdo (Figura 4F), contudo ainda apresentam
consideravel propor¢do de ovdcitos vitelogénicos, bem como ovocitos pré-vitelogénicos e

atrésicos (Figura 4F”).

42



Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

, 4 X JN

Figura 4. Desenvolvimento ovariano de R. quelen alimentadas com diferentes fontes lipidicas. A:
Imaturo/Jovem (Junho/13- SO), A’(40x); B: Maturag@o inicial (Agosto/13- PE), B’ (20x); C: Maturacdo
intermediaria (Out/13- PA) C’ (10x); D: Maturagdo final (Dezembro/13- SO), D’ (40x); E: Maduro
(Fevereiro/14- MIX) E’ (10x); F:Regressao inicial (Abril/14-PA) F’(4x). Fases: og = oogodnias; PV= pré-
vitelogénicos; V= vitelogénicos; ac = alvéolo cortical. H-E.
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Nao foram verificadas diferencas significativas na maturacdo das fémeas com as
diferentes fontes de oOleos utilizadas, contudo, verificou-se no més de dezembro maior
porcentagem de fémeas maduras e consequentemente de ovocitos vitelogénicos em fémeas
alimentadas com dietas a base de dleo de soja (Figura 5). Porém os ovocitos atrésicos
foram encontrados em maior propor¢do em ovarios de fémeas alimentadas com 6leo de
pescado no final do periodo reprodutivo, apresentando diferenga significativa (P < 0,05)

em relacdo aos ovarios das fémeas nutridas com 6leo de palma.

Figura 5. Porcentagem média dos ovocitos em diferentes fases de desenvolvimento para os diferentes
tratamentos n os meses de dezembro de 2013, fevereiro e abril de 2014.
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3.5 Desempenho reprodutivo

Todas as fémeas submetidas ao tratamento hormonal desovaram, porém, a
fertilizagdo nao foi verificada para todas as fémeas desovantes. Das 25 fémeas utilizadas
por tratamento, obteve-se sucesso na fertilizacdo para 23 fémeas alimentadas com dietas a
base de 6leo de palma, 17 fémeas (dietas a base de 6leo de soja e mix), e 15 para dietas a
base de pescado. Um dos fatores identificados como possivel interferéncia para essas
respostas negativas na fertilizacdo foram relacionados com a visualizagao do aspecto dos
ovocitos liberados no momento da extrusdo, pois estes possuiam um fluido de aspecto
oleoso, sendo de facil liberacdo quando da realizagdo da massagem. Contudo, um numero
pequeno de fémeas desovou antecipadamente nas caixas, contribuindo para a reducao do
numero de fémeas por tratamento.

A avaliacdo da qualidade dos “pools” de s€émen formados para a fertilizagdo das

desovas esté descrita abaixo (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas seminais de R. quelen utilizados para fertilizagao.

“Pool”  Volume médio (mL) Concentragao (SPZ/mL) Motilidade (%)
1 (n=4) 6,42 8,50x10’ 60,53
2 (n=4) 5,5 1,85x10" 81,79
3 (n=4) 2,57 1,96x10" 87,81
4 (n=4) 6,52 1,83x10" 69,38
5 (n=4) 5,07 6,20x10° 84,50

As dietas fornecidas as fémeas de jundid R. quelen influenciaram apenas na taxa de
fertilizacdao. Os melhores resultados obtidos foram para as dietas a base de 6leo de pescado,
6leo de palma, seguido da mistura dos 6leos. A ragdo utilizando-se o dleo de soja teve a
menor taxa de fertilizagdo e foi significativamente inferior (P < 0,05) aos demais

tratamentos, exceto para a mistura de todos os 6leos (Mix) (Tabela 5).
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Tabela 5. Média + erro padrao do desempenho reprodutivo e larval de fémeas de jundia R. quelen
alimentadas com as diferentes dietas.

Dietas

Parametros
Soja Palma Pescado Mix

Peso (g)' 333,21 + 37,44 31891+ 11,85 297,05+ 21,90 300,47 + 26,35
Fecundidade Absoluta®> 1109943 +21251,78 92638,3 + 6332,53 94600,7 + 16424,43 98410,5 + 12034,10
Fecundidade Relativa’ 319,55 + 35,21 289,774+23,90 323,31 + 38,45 312,68 + 13,76

Total de ovécitos’ 1656191,01 2169510,10 1669237,13 1841933,82
Tamanho ovoécitos (um) 880,28 + 5,32 881,81 + 7,04 892,01 + 4,37 889,64 + 18,29
Fertilizacdo (%) 60,14 £ 5,66 ° 77,15 +£3,97 78,65 £ 3,60 65,46 + 4,57 ®
Eclosdo (%) 45,68 +7,71 61,00 « 5,40 61,29 + 6,72 4522+ 6,23
Tamanho larvas (um) 3766,77 £ 55,26 3842,58 + 50,55 3830,13 +£ 54,12 3814,88 + 70,50
Deformidade larval (%) 13,81 + 4,59 8,73 +£2,72 13,85 +3,45 9,45+ 1,35

T Peso médio das fémeas desovantes; Z ntimero total de ovocitos/fémea; 3 ovocitos/grama de fémea. * Soma total dos
ovocitos liberados e que chegaram a fertilizar. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (P <
0,05).

3.6 Composicdo de acidos graxos totais no figado, gonadas e ovocitos de fémeas de
R.quelen

As dietas fornecidas para as fémeas de jundid refletiram na composi¢do dos 4cidos
graxos encontrados no figado, ovarios e ovocitos (Tabelas 6, 7 e 8). O perfil de acidos
graxos do figado foi o que se manteve mais estavel, pois apresentou menor variacao
significativa entre os diferentes acidos graxos, quando comparadas com o0s ovarios e
ovocitos analisados. No figado a diferenca obtida foi para os acidos graxos saturados, com
maiores valores encontrados para peixes alimentados com dieta a base de 6leo de palma,
sendo o 4cido palmitico (C16:0) o mais representativo (40,76%). Os 4&cidos
monoinsaturados e poli-insaturados totais do figado nao diferiram entre as dietas (P >
0,05), assim como os acidos ARA, DHA, e a soma dos n-3 (Tabela 7), enquanto que nos
ovarios e ovocitos esses acidos graxos apresentam-se com diferentes niveis (Tabela 7 e 8).
A composicao dos acidos graxos encontrados nos ovocitos foi semelhante aos das gonadas,
e houve diferencas nos acidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados totais.
Nas gonadas, assim como nos ovoécitos, maiores teores de acidos graxos saturados e

monoinsaturados foram encontrados em maior quantidade para fémeas que receberam a
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dieta PA onde, os 4cidos C16:0 e 18:1n-9 foram os mais representativos. Os acidos graxos
n-3 totais, foram encontrados em maiores teores nos ovarios/ovocitos de fémeas
alimentadas com a dieta PE (15,86% e 15,17%), e consequentemente, maiores niveis de
EPA e DHA foram encontrados. ARA foi encontrado em maiores quantidades nos
ovarios/ovocitos de fémeas nutridas com SO, assim como maiores teores de n-6 totais
(24,59% nos ovarios ¢ 24,33% nos ovocitos). A menor relacdo n3/n6 foi verificada no
figado, ovarios e ovdcitos, para a dieta SO. A mistura de todos os 6leos (MIX) apresenta
um equilibrio entre os acidos graxos, o 6leo de pescado contribuiu com aumento de EPA,
DHA, e acidos n-3, enquanto que o 6leo de soja aumentou os niveis de acidos graxos n-6

(18%).
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Tabela 6. Média + erro padrdao do perfil dos 4cidos graxos totais (%) encontrados no

figado de fémeas de R. quelen alimentadas com diferentes fontes lipidicas.

) Dietas

Acido graxo (%) Soja Palma Pescado Mix
C14:0 1,14+0,18° 137+0,14® 1,92+0,17%  1,44+0,08
C15:0 020+001° 0,18+0,01° 037+003* 026+0,01°
C16:0 33,18+ 1,12° 40,76 +1,11* 3592+123" 3847+0,79%
C17:0 033+0,02% 021+001° 048+0,06° 036+0,01%
C18:0 10,54 +0,68% 830+0,65° 879+1,05*  8,92+0,68°
C 20:0 0,17+0,02* 0,12+0,00° 0,16+0,02*  0,15+0,01°
X Saturados 4558 +0,74° 50,97+0,84% 47,66+0,75"° 49.62+0,94°
Clé6:1 1,24+0,14°  2,08+023® 3,70+0,95*  2,00+£0,12®
C17:1 0,08+0,02% 0,08+0,01° 0,18+0,10°  0,12+0,01°
C18:1n7 2,98+020° 2,73+0,29° 431+021*  351+0,08°
C18:1n9 2380+ 1,85% 29,17+2,70* 22,09+241% 23,38+ 1,44°
C20:1n9 0,91+0,02° 1,11+0,04* 1,17+0,06*°  1,14+0,07°
C24:1n9 048+0,13* 032+0,13*  063+0,15*°  043+0,07°
XMonoinsaturados 29,50+ 1,68* 35,50+2,50% 32,12+3,03% 30,58+147%
C18:2n6 821+0,48% 3,34+0,36° 495+0,60  5,62+0,50°
C18:3n6 226+021°  0,81+0,08° 066+0,11°  1,03+0,10°
C18:3n3 0,18+0,00* 0,07+0,01°  0,19+0,02*  0,14+0,02®
C20:2 1,63+£0,21*  0,80+£0,16° 1,13+£0,22%*  120+0,11%
C20:3n6 3,08+0,35% 1,80+041% 1,63+0,27° 229+0,19%
C20:4n6 (ARA) 2474059 *  1,59+055* 144+035°  1,65+0,19°
C20:3n3 022+003* 0,10+0,02* 022+0,04*  0,17+0,02°
C20:5n3 (EPA) 0,42+0,09% 032+0,09° 0,97+020* 0,53+0,09%
C22:4n6 0,32+0,06°° 0,15+0,03° 0,40+0,06*°  027+0,03%
C 22:5n6 0,48+0,13* 034+0,10° 030+0,08"  031+0,05°
C22:6n3 (DHA) 548+126% 4,13+133%  824+197"  650+0,96°
XCl8 10,66 +0,68° 423+036° 580+0,69™  6,79+0,58"
> C20-22 14,12+2,71* 924+268> 1433+3,15° 12,93+1,58°
X Polinsaturados 24,77 +£223% 13,47+3,01* 20,13+3,38?% 19,72+1,61°
n3 630+1,38% 4,63+143% 962+220°  734+1,07°
né 16,84+0,73* 8,04+143% 937+1,13% 11,17+0,68°
n3/n6 037+0,07° 054+0,09° 1,00+£0,15*  0,65+0,08%
DHA/EPA 1328 +0,91* 12,75+ 1,60* 823+046" 12,42+ 0,36
EPA/ARA 0,17+0,01*  021+0,03* 0,71 £0,05° 0,32 + 0,02

Resultados obtidos do “pool” do figado retirados de duas fémeas por tanque, provenientes da coleta do
material para histologia. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P < 0,05).
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Tabela 7. Média + erro padrdo do perfil dos 4cidos graxos (%) encontrados nos ovarios de
R. quelen alimentadas com diferentes fontes lipidicas.

o Dietas
Acido graxo (%) Soja Palma Pescado Mix

C14:0 0,92 +0,06°  1,0740,06*  1,73+0,04* 1,15+0,02°
C15:0 0,18+0,00% 0,15+0,01¢ 0,33+0,02* 0,23+0,01°
C16:0 2470 £0,28°¢ 2932+0,38% 27,91+020° 27.59+0,26"
C17:0 023+002° 0,16+0,00° 0,38+0,04* 0,26+0,01°
C18:0 9,99+027% 944+040° 929+031° 9,20+0,24°
C 20:0 0,10+0,01* 0,08+0,00° 0,11+0,01* 0,09+0,00®
2 Saturados 36,14 +0,41° 40,24+0,40* 39,77+027° 38,54+0,25°
Cl16:1 1,07+0,15°  1,55+0,01° 2,74+021° 1,68+0,11°
C17:1 0,06+0,00¢ 006+000° 022+001* 0,10+0,00°"
C18:1n7 2,53+0,11%  236+0,17° 3,54+0,13% 2,94+0,09°
C18:1n9 20,57 +0,36 > 25,58+0,34" 19,67+0,38° 21,55+0,17°
C20:1n9 0,77+0,44° 1,13+£0,06*° 1,10+0,06® 1,05+0,03°
C24:1n9 1,35+0,04%  1,06£0,04° 1,40+£0,06* 125+0,04°
2 Monoinsaturados 2637+0,53° 31,77+027% 28,67+0,62° 2857+0,17°
C18:2n6 12,09+0,55%  6,77+0,24°  731+038" 879+0,31°
C18:3n6 2314029*  1,05+008° 0,68+0,06° 1,11+0,09°
C18:3n3 0,45+0,07* 0,19+0,01°¢ 036+0,04° 0,31+0,02°
C20:2 239+0,19*  1,58+0,05° 1,60+£0,09° 2,07+0,08°
C20:3n6 565+027% 486+0,07° 3,17+0,08° 446+0,10°
C20:4n6 (ARA) 3,06+0,14%  2,61+0,03® 1,78+0,10° 232+0,12°
C20:3n3 034+0,02* 020+0,01° 029+001° 0,30 +0,02°
C20:5n3 (EPA) 0,52+0,04° 051+004° 130+0,05° 0,77+0,03°
C22:4n6 0,53+0,06* 038+0,02° 053+002° 0,44+0,02°
C 22:5n6 0,95+0,10* 0,85+0,04%® 0,54+001° 0,66+0,04"
C22:6n3 (DHA) 925+036° 889+030°¢ 13,86+043* 11,53+0,09°"
>Cl8 14,85+0,82% 8,00+0,25° 836+042" 10,21 +0,39°
> C20-22 22,70 £ 0,80 19,90 +0,24° 23,07 +0,53" 22,57+0,23°
2 Polinsaturados 37,56 +£0,08% 27,91+038° 31,43+0,86° 32,78+0,21°
n3 10,57+0,40° 9,80+0,30° 1582+046" 12,92+0,10°
n6 2459 +0,54* 16,53+024° 14,01+047° 17,79+0,24°
n3/n6 043+0,02¢  0,59+0,02¢ 1,13+0,03* 0,73+0,01°
DHA/EPA 18,07+ 1,74* 17,56+ 1,03* 10,70+ 0,31° 14,98 +0,54°
EPA/ARA 0,17+0,01°  020+0,03°  0,73£0,03"  0,34+0,02°

Resultados obtidos pelo "pool” de dois ovarios por tanque (material separado no momento da coleta de
fevereiro para histologia). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (P < 0,05).
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Tabela 8. Média =+ erro padrao do perfil dos acidos graxos (%) encontrados nos ovocitos de
fémeas de R. quelen alimentadas com diferentes fontes lipidicas.

Acido graxo (%) . Dietas .
Soja Palma Pescado Mix

C14:0 1,1+0,03° 1,37 £ 0,04 ° 1,76 + 0,04 * 1,39+ 0,08 °
C15:0 0,18 0,01 0,15+ 0,00 ¢ 0,33 +0,01° 0,22 +0,01°
C16:0 25,18+0,16°  30,08+0,10*° 2791+0,39°  27,93+0,38°
C17:0 0,22 £ 0,00 0,16 £ 0,00 ¢ 0,37 £0,01° 0,26 +£0,01°
C18:0 9,83 +0,22° 9,81 £0,23° 9,09 £0,17° 9,80 + 0,43 °
C 20:0 0,09 £ 0,00 * 0,07 +0,01 ° 0,09 + 0,00° 0,08 + 0,00 *
2 Saturados 36,61 +0,31°  41,67+024°  39,56+0,37°  39,69+0,62°
Cl6:1 1,17 +0,05 ¢ 1,80 + 0,09 ° 2,67+0,14° 1,76+ 0,18 °
C17:1 0,07 £ 0,00 0,07 0,01 © 0,18 £0,01° 0,11+0,01°
C18:1n7 2,44 £0,09 * 2,24 +£0,06° 3,64+0,11° 2,65+0,14°
C18:1n9 21,42+0,32° 2598+029%  20,20+033°  22,05+0,19°
C20:1n9 0,79 + 0,03 ° 1,18 £0,04 ° 1,13+£0,03 ° 1,02 +0,04°
C24:1n9 1,18 £0,02° 1,05+0,02° 1,47 £0,09 * 1,23+£0,02°
XMonoinsaturados 27,08 +039°  3233+037% 2932+0,44°  28.85+0,27°
C18:2n6 12,21+0,27%  6,18+0,12¢ 728 +£0,14°¢ 8,47+0,20°
C18:3n6 2,65+026° 1,10+ 0,07° 0,74 + 0,05 ° 1,34+ 0,06 °
C18:3n3 0,46 £ 0,02 0,18+0,01° 0,33+0,01° 0,32+ 0,01 °
C20:2 2,40+0,13° 1,45+0,03 ° 1,67 £ 0,09 ™ 1,84 +0,04°
C20:3n6 550+0,11° 4,57 +0,05° 3,29 40,09 ¢ 4,58 + 0,06 °
C20:4n6 (ARA) 2,74 £ 0,08 * 2,53 £0,05% 1,81 £0,10 ¢ 2,39+ 0,04 °
C20:3n3 0,35+0,02° 0,20+ 0,01 ° 0,28 + 0,01 ° 0,28 + 0,01 °
C20:5n3 (EPA) 0,49 + 0,04 0,42 +0,01° 1,24+0,07° 0,69 + 0,04 °
C22:4n6 0,43 +0,02° 0,40 £ 0,01 0,50 +0,01 ° 0,47 £0,06°
C 22:5n6 0,79 £ 0,07 °* 0,96 + 0,05 * 0,54 + 0,02 ° 0,72 + 0,05
C22:6n3 (DHA) 8,05+0,33° 7,93 40,14 13,32+039* 10,18 +0,31°
>Cl8 1533+0,48°%  7,46+0,17°¢ 8,35+0,17°¢ 10,13 + 0,24°
> C20-22 20,76 + 0,68 18,46+ 0,23" 22,64 + 0,71 19,88 + 0,65 °
X Polinsaturados 36,08 +0,33%  2592+021°  30,99+0,80°  31,32+0,50°
n3 9.35+0,34°¢ 8,72+0,13 ¢ 1517+047%  11,47+0,34°
né6 2433+027% 1574+0,15° 14,16+0,30¢ 18,00+ 0,16°
n3/n6 0,39 + 0,02 ¢ 0,55+ 0,01 © 1,07 +0,02° 0,64 +0,02°
DHA/EPA 16,91 + 1,29% 18,93+ 0,55° 10,82 + 0,35° 14,78 + 0,50°
EPA/ARA 0,18 £0,01° 0,17 £0,01° 0,68 + 0,02° 0,29 +0,01°

Resultados obtidos do “pool” de ovdcitos proveniente de cinco fémeas por tanque por tratamento. Letras

diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (P < 0,05).
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3.7 Analises dos esteroides gonadais

Os niveis de 17B-estradiol plasmatico ndo diferiram para as diferentes dietas
testadas, exceto para o més de dezembro, quando fémeas arracoadas com ragdes a base de
6leo de palma apresentaram valores mais baixos em relagdo as dietas a base de 6leo de soja
(352,28 pg/mL) (Figura 6a). No entanto, em relagdo ao tempo, o més de dezembro
representou os menores niveis de estradiol (639,08 pg/mL) em relacdo ao més de abril
(1145,49 pg/mL) (P < 0,05). Enquanto que os niveis de 17a hidroxiprogesterona nao
apresentaram diferenga significativa (P > 0,05) (Figura 6b).
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Figura 6. Estradiol (a) e 170-hidroxiprogesterona (b) em fémeas de R . quelen alimentadas com
diferentes fontes lipidicas. Letras diferentes apresentam diferenga significativa Tukey (P < 0,05).
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4. Discussao

A nutri¢do dos reprodutores ¢ essencial para garantir ovos e larvas de qualidade e
os lipidios e os acidos graxos atuam de forma direta no metabolismo para fornecer energia
necessaria para o crescimento e reproducdo. Apos seis meses de alimentacdo nos tanques-
rede ndo foi observada nenhuma diferenca significativa para o comprimento total, peso
médio, ganho em peso e sobrevivéncia das fémeas de jundia submetidas as dietas

experimentais.

O periodo reprodutivo e os picos de desenvolvimento gonadal do jundid podem
variar a cada ano e de um lugar para o outro (Gomes et al., 2000). No presente trabalho, o
desenvolvimento ovariano foi crescente ao longo do tempo ¢ acompanhou o aumento da
temperatura da agua, assim como o periodo reprodutivo da espécie. As diferentes ragdes
fornecidas ndo afetaram os IHS, contudo podemos observar que sua relagdo com o IGS ¢
inversamente proporcional. O figado do peixe € o principal 6rgdo de sintese de acidos
graxos ¢ durante a maturagdo ovariana, a vitelogenina e as proteinas da zona radiata sao
sintetizadas pelos hepatdcitos e transportadas pela corrente sanguinea aos ovarios, onde sao
incorporados por micropinocitose seletiva (Arukwe e Goksoyr, 2003). A participagdo do
figado na maturacdo ovocitaria reflete no aumento do IHS na maturacdo inicial e redugdo

na maturagdo avangada (Bazzoli et al., 1998; Ribeiro et al., 2006).

Embora os indices somaticos ndo tenham demonstrado efeitos representativos nos
tratamentos avaliados, dietas a base de oOleo de palma afetaram positivamente o
desempenho reprodutivo de fémeas de R. quelen, pois foi verificado maior nimero de
fémeas que desovaram (23 fémeas) e ovos que apresentaram fertilidade, o que também
resultou em maior quantidade de ovoécitos. A ndo fertilizacdo dos ovocitos provenientes
das fémeas dos demais tratamentos pode estar relacionada ao aumento do estresse
oxidativo nas gonadas, depois da inducdo hormonal. Os &cidos graxos altamente
insaturados sdo facilmente oxidados e levam a liberacdo de radicais livres que podem
prejudicar os ovoécitos (Lavens et al., 1999). No entanto, o 6leo de palma apresenta em sua
composi¢do tocoferdis, tocotrienodis e vitamina E, potentes antioxidantes que atuam contra
os radicais livres que catalisam a peroxidacdo lipidica, protegendo assim as membranas
celulares (Ayisi e Zhao, 2014). Portanto, este fato pode explicar o resultado positivo para

este 0leo para fémeas de jundia.
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A fecundidade absoluta e relativa, foram superiores aos valores encontrados por
Tessaro et al. (2014) para a mesma espécie que avaliaram diferentes niveis de energia
digestivel para reprodutoras utilizando o 6leo de soja. Esses autores encontraram médias de
51000 a 71000 ovocitos liberados por fémea e uma fecundidade relativa de 246 a 301
ovocitos/g.

Apesar da falta de diferencas na morfologia dos ovocitos e larvas oriundas da dieta
de 6leo de palma, estas apresentaram taxas de fertilizagdo e eclosdo similares as fémeas
que receberam a dieta (PE). Pesquisas com nutricdo de reprodutores de peixes tem
destacado a utilizagdo do 6leo de palma como um interessante ingrediente para substitui¢ao
parcial ou total ao 6leo de pescado e apesar de ndo conter grandes quantidades de acidos
poli-insaturados, principalmente (n-3), se apresenta como uma fonte superior de energia
para o desenvolvimento gonadal e sucesso reprodutivo (Ng e Wang, 2011). Essa energia
provém da B- oxidacdo mitocondrial dos acidos graxos saturados (16:0) e moinsaturados
(18: 1n-9), que sdo substratos preferidos para a produgdo de energia em peixes (Henderson,
1996). De modo geral, evidéncias indicam que a - oxidag¢do dos 4cidos graxos em fémeas
¢ essencial para a maturagao dos ovdcitos ¢ durante as primeiras fases de desenvolvimento
do embrido (Dunning e Robker, 2012).

Na natureza, os acidos graxos encontrados nos ovarios de jundiad foram
principalmente o C16:0 (4cido palmitico), C18:1n9 (acido oléico), C20:4n6 (ARA) e
C22:6n3 (DHA) (Vargas e Bessonart, 2007). A menor porcentagem do 4cido palmitico
(C16:0) nas dietas PA, PE e MIX fez com que esse acido graxo fosse preferencialmente

conservado nos ovarios das fémeas.

A maior quantidade de 18:1n-9 verificada na composicdo dos ovarios e ovocitos
das fémeas nutridas com PA pode explicar as taxas de fertilizagdo semelhantes a dieta PE,
pois esse acido graxo € necessario para o desenvolvimento embrionario normal dos peixes
(Fernandes-Palacios et al., 1997). Resultado semelhante foi obtido por Sink e Lochmann
(2008), quando testaram gordura de aves na reproducdo do bagre americano (Ictalurus
punctatus), recomendando essa fonte de gordura saturada para aumentar a producio e
qualidade de ovos e larvas. No jundia, maiores teores de acidos graxos saturados na dieta
(banha suina) apresentaram um desenvolvimento embrionario e larval normal (Parra et al.,

2008).
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Fémeas nutridas com a dieta SO tiveram taxas de fertiliza¢do inferiores as demais
dietas e esse efeito pode estar relacionado aos niveis elevados de 4cidos graxos poli-
insaturados n-6 (18:3n-6) presente nos ovocitos. Esses resultados sdo corroborados por
Barreto et al. (2014), que atribuiram a nao fertilizagdo dos ovos de Seriolla dumerili (peixe
marinho) ao alto nivel do acido graxo (C18:2n6, linoleico) encontrados nas gonadas e
ovarios provenientes da dieta. Além disso, altos niveis de 18:2n6 podem ser convertidos a
ARA (20:4n6), que embora seja essencial para o desempenho reprodutivo, quando em altas
quantidades pode afetar negativamente a qualidade dos ovos e das larvas produzidos

(Furuita et al., 2003).

Embora pesquisas apontem a necessidade de acidos graxos da série n-3 menor que
os da série n-6 para os peixes de agua doce (Sargent et al., 2002), observou-se neste estudo,
assim como foi verificado por Coldebella et al. (2013), que houve maior metaboliza¢ao
celular para a producao de n-3 (principalmente de DHA), do que de n-6 nos ovarios ¢
ovocitos das fémeas de jundid, quando estes sdo comparados a concentracao desses acidos
graxos essenciais presente nas dietas. Esses dados colaboram com a preferencia e selegdo
por determinados 4cidos graxos que sao mobilizados dos tecidos para os ovocitos (Tocher

et al., 2003).

Mesmo a dieta PA apresentando baixos niveis de 18:3n-3, as reprodutoras de jundia
conseguiram converter a pouca quantidade em acidos graxos poli-insaturados como EPA e
DHA. Este ultimo foi encontrado em maiores quantidades, pois t€ém taxas de oxidagdao
celular mais baixas em relagdo as taxas de outros acidos graxos (como EPA por exemplo)
(Madsen et al., 1999), assim eles foram preferencialmente conservados nas gonadas e
ovocitos. Além disso, todas as dietas apresentavam DHA na sua composi¢do, entdo
provavelmente o DHA proveniente da farinha de pescado deve ter sido utilizado para

estruturacao de fosfolipidios de membranas.

Verificou-se que apesar dos baixos teores do acido linoleico (18:3n-6) nas dietas de
PA, as fémeas arragoadas com esse tratamento foram capazes de converté-lo
eficientemente a ARA, pois a quantidade desse acido graxo encontrado nos ovarios e
ovocitos foi semelhante a dieta SO. Além disso, o que pode ter auxiliado essa conversao
foi os menores niveis do acido graxo linolénico (18:3n-3), deixando que a enzima A-6
dessaturase atuasse na conversao do linoleico para ARA (18:3n-6 para 20:4n-6) (Ng e

Wang, 2011).
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Foram encontradas nos ovarios diferentes razdoes de DHA/EPA e EPA/ARA e
n3/n6. Alguns autores sugerem razdes Otimas entre esses acidos graxos para garantir a
qualidade dos ovos e larvas produzidos (Liang et al., 2014). Dietas a base de 6leo de PA
apresentaram maiores razdes de DHA/EPA, e uma razao n3/n6 de (0,59) e representou
resultados similares ao PE e MIX. Enquanto que a dieta SO apresentou a menor razao
n3/n6 (0,43) nas gonadas e menores ainda nos ovocitos (0,39). Por tanto, ¢ necessario um
melhor entendimento dessas razdes nas dietas, pois a mesma razao n3/n6 (0,13) nas dietas
de PA e SO, resultou em diferentes razdes nas gonadas e ovoécitos. Provavelmente essa
diferencga se deve as especificidades e competicdes que existe no metabolismo dos acidos

graxos.

No presente estudo, os niveis de estradiol ndo foram influenciados pelas dietas,
exceto no més de dezembro, onde esses niveis foram menores em fémeas arragcoadas com
(PA) em relagdo a dieta (SO). Esses valores inferiores podem estar relacionados ao IGS,
que foi inferior nesse periodo para fémeas deste tratamento, as quais apresentavam maior
propor¢ao de ovdcitos pré-vitelogénicos. Esses resultados sao corroborados por Sabet et

al., (2009), que correlaciona o aumento dos niveis de E2 com o aumento do 1GS.

Os niveis de estradiol foram crescentes ao longo do tempo, sendo os maiores niveis
observados em abril. Esses valores sdo semelhantes ao obtidos por outros autores para a
mesma espécie (Barcellos et al., 2001), demonstrando que as fontes vegetais nao alteraram
os niveis de estradiol e nem prejudicaram a maturacdo gonadal das fémeas do presente
estudo. No entanto, outros pesquisadores relacionaram o aumento dos niveis de estradiol
com o aumento nos niveis de acidos graxos poli-insaturados (n-3) na dieta (Navas et al.,
1998).

Em estudo realizado por Zhang et al. (2013), a substituicdo do 6leo de peixe por
0leo de milho em dietas para Scatophagus argus (peixe ornamental eurialino) propiciou
indices reduzidos nos niveis de estradiol e atrasou a maturacdo gonadal em fémeas desta
espécie de peixe. Esses autores justificam esse resultado pela falta de EPA ¢ DHA nesse
oleo vegetal. Wassef et al. (2012) também relacionam menores niveis de estradiol em
fémeas nutridas com dietas a base de 0leos vegetais (soja e linhaca) em relagdo ao 6leo de
peixe em fémeas de dourada (Sparus aurata). Porém, as exigéncias de acidos graxos sio

diferentes para peixes marinhos, que necessitam de maior quantidade de 4cidos graxos
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poli-insaturados (n-3), ¢ a dieta com 6leos vegetais podem alterar a esteroidogénese nesses
peixes de maneira mais expressiva.

O desenvolvimento ovariano ¢ dependente de energia para seu crescimento normal
e maturagdo, as dietas elaboradas com as diferentes fontes lipidicas foram eficientes para
atender as necessidades das reprodutoras, ¢ de maneira geral ndo apresentaram diferencas
quanto aos indices somaticos. A maturagdo ovariana aconteceu similarmente, contudo
verificou-se um maior nimero de fémeas maduras no més de dezembro para fémeas
arracoadas com dietas a base de 6leo de soja. Pode-se sugerir que as fémeas de R. quelen
converteram eficientemente os acidos graxos linoleico e linolénico em acidos graxos
altamente insaturados (HUFA) em todas as dietas testadas. E também foi possivel observar
a preferéncia e conservacdo de alguns acidos graxos para o melhor desempenho
reprodutivo, que foi alcangado em dietas a base de 6leo de palma e pescado, sendo as taxas
de fertilizacdo e eclosdo semelhantes.

Os niveis de esteroides gonadais ndo foram afetados de maneira significativa pelos
Oleos testados, contudo, no més de dezembro as fémeas alimentadas com o6leo de palma
obtiveram niveis de estradiol abaixo quando comparados as fémeas alimentadas com 6leo

de soja.

5. Conclusao

O 6leo de palma pode ser um substituto do 6leo de pescado marinho nas dietas para

fémeas de R. quelen, visto que os resultados reprodutivos alcangados foram similares.

6. Consideracoes finais

A nutricdo ¢ uma area de estudo essencial para os reprodutores de peixes. Dieta a
base de o6leos de origem vegetal para reprodutores vem sendo estudada por muitos
pesquisadores. O presente estudo demonstrou que 6leo de palma pode ser utilizado como
uma fonte alternativa ao 6leo de pescado, pois ndo afetaram a fisiologia reprodutiva.
Trabalhos relacionando os lipidios com esterdides gonadais e a maturagdo ovariana sio

escassos e necessitam de maior compreensao.

56



Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

7. Agradecimentos

Esta pesquisa recebeu apoio financeiro por meio do Auxilio a Pesquisa da FAPESP
(2012/23089-4) e CNPq em forma de bolsa de doutorado (142751/2011-1). Os autores sao
gratos ao Instituto de Pesquisa em Aquicultura Ambiental- Unioeste/PR por toda estrutura
fornecida durante o experimento e as industrias Nicoluzzi e Agropalma, pela doag¢do de

6leo de pescado marinho e 6leo de palma refinado.

8. Referéncias Bibliograficas

AMORIM, M.P.; GOMES, B.V.C.; MARTINS, Y.S.; SATO, Y.; RIZZO, E.; BAZZOLI,
N. Early development of the silver catfish Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824)

(Pisces:Heptapteridae) from the Sao Francisco River Basin, Brazil. Aquaculture
Research, v. 40, p. 172-180, 2009.

ARUKWE, A.; GOKSOYR, A. Eggshell and egg yolk proteins in fish: hepatic proteins for
the next generation: oogenetic, population, and evolucionary implications of endovrine
disruption. Comparative Hepatology, p. 1-21, 2003.

AYISL,C.L.; ZHAO, J.L. Recent development in the use of palm oil in aquaculture feeds: a
review. International Journal of Scientific & Technology Research, v. 3, n.6, p.259-
264, 2014.

BABALOLA, T.O.; APATA, D.F.; OMOTOSHO, J.S.; ADEBAYO,M. Differential
effects of dietary lipids on growth performance, digestibility, fatty acid composition and
histology of African catfish (Heterobranchus longifilis) tfingerlings. Food and Nutrition
Sciences, v.2, p.11-21, 2011.

BARCELLOS, L.J.G.; WASSERMANN, G.F; SCOTT, A.P.; WOEHL, V.M
QUEVEDO, R.M.; ITTZ, E.S., I, KRIEGER, M.H.; LULHIER, F. Steroid profiles in
cultured female jundia, the Siluridae Rhamdia quelen (Quoy and Gaimard, Pisces
Teleostei), during the first reproductive cycle. General and Comparative Endocrinology,
v. 121, p. 325-332, 2001.

BARRETO, D.R.; JEREZ, S.; CEJAS, JR,; MARTIN, M.V.; ACOSTA, N.G;
BALANOS, A.; LORENZO, A. Ovary and egg fatty acid composition on greater
amberjack broodstock (Seriola dumerili) fed different dietary fatty acids profiles.
European Journal of Lipid Science and Technology, v. 116, p. 584-595, 2014.

BAZZOLI, N.; MESQUITA, T.L.; SANTOS, G.B.; RIZZO, E. Anélise comparativa da
reproducdo de Astyanax bimaculatus (Pisces,Characidae) nos Reservatorios de Furnas,
Marimbondo e [tumbiara. Bios, v.6, p.99-112, 1998.

BELL, J.G.; SARGENT, J.R. Arachidonic acid in aquaculture feeds: current status and
future opportunities. Aquaculture, v.218, p. 491-499, 2003.
57



Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

BERENJESTANAKIS.S; FEREIDOUNLA.E.; OURAIJI, H.; KHALILLK.J. Influence of
dietary lipid sources on growth, reproductive performance and fatty acid compositions of
muscle and egg in the three-spot gourami (7richopodus trichopterus) (Pallas,1770).
Aquaculture Nutrition, v.20, p.494-504, 2014.

BLIGH, E.G.; DYER, W.J. A rapid method of total lipid extraction and purification.
Canadian Journal of Biochemistry and Physiology, v.37, n.8, p.911-917, 1959.

BOMBARDELLI, R.A.; MORSCHBACHER, E.F.; CAMPAGNOLO, R.; SANCHES,
E.A.; SYPERRECK, M.A. Dose inseminante para fertilizacdo artificial de ovdcitos de
jundid cinza, Rhamdia quelen (Quoy & Gaimardm, 1824). Revista Brasileira de
Zootecnia, v. 35, n. 4, p.1251-1257, 2006.

CERDA, J., ZANUY, S., CARRILLO, M., RAMOS, J., SERRANO, R. Shortand long-
term dietary effects on female sea bass (Dicentrarchus labrax): seasonal changes in plasma
profiles of lipids and sex steroids in relation to reproduction. Comparative Biochemistry
and Physiology, Part C, v. 111, p. 83-91, 1995.

COLDEBELLA, 1.J.; EMANUELLI, T.; VEIVERBERG, C.A.; PRETTO, A.; ROSSATO,
S.; FERREIRA, D.; BARCELLOS, L.J.T.; RADUNZ-NETO, J. Effect of different dietary
lipid levels on the reproduction of Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard, 1824).
Aquaculture Nutrition, v.19, p. 751-764, 2013.

DUNNING, K.R., ROBKER, R.L. Promoting lipid utilization with I-carnitine to improve
oocyte quality. Animal Reprodution Science, v. 134, p. 69-75, 2012.

FERNANDEZ-PALACIOS, H., IZQUIERDO, M., ROBAINA, L., VALENCIA, A,
SALHI, M., MONTERO, D. The effect of dietary protein and lipid from squid and fish
meals on egg quality of broodstock for gilthead seabream (Sparus aurata). Aquaculture,
v. 148, p.233-246, 1997.

FURUITA, H., YAMAMOTO, T., SHIMA, T., SUZUKI, N., TAKEUCHI, T., Effect of
arachidonic acid levels in broodstock diet on larval and egg quality of Japanese flounder
Paralichthys olivaceus. Aquaculture, v.220, p.725-735, 2003.

FURUITA, H.; HORI, K.; SUZUKI; SUGITA, T.; YAMAMOTO, T. Effect of n-3 and n-6
fatty acids in broodstock diet on reproduction and fatty acid composition of broodstock and
eggs in the Japonese eel Anguilla japonica. Aquaculture, v. 267, p.55-61, 2007.

GHIRALDELLIL.; MACHADO,C.; FRACALOSSI, D.M., ZANIBONI-FILHO, E.
Desenvolvimento gonadal do jundia, Rhamdia quelen (Teleostei,Siluriformes), em viveiros
de terra, na regido sul do Brasil. Acta Scientiarum. Animal Sciences, Maringa, v. 29, n. 4,
p. 349-356, 2007.

GOMES, L.C.; GOLOMBIESKI, J.I.; GOMES, A.R.C.; BALDISSEROTTO, B. Biologia

do jundid Rhamdia quelen (Teleostei, Pimelodidae). Ciéncia Rural. v.30, n.1, p.179-185,
2000.

58



Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

HENDERSON, R.J., Fatty acid metabolism in freshwater fish with particular reference to
polyunsaturated fatty acids. Archives of Animal Nutrition, v.49, p. 5-22, 1996.

ITTZES L; SZABO T.; KRONBAUER E. C., URBANYI B. Ovulation induction in jundia
(Rhamdia quelen, Heptapteridae) using carp pituitary extract or salmon GnRH analogue
combined with dopamine receptor antagonists. Aquaculture Research, p. 1-5, 2014.

IZQUIERDO, M.S.; FERNANDEZ-PALACIOS, H.; TACON, A.G.J. Effect of broodstock
nutrition on reproductive performance of fish. Aquaculture, v.197, p. 25-42, 2001.

LAVENS, P.; LEREGUE, E.; JAUNET, H.; BRUNEL, A.; DHERT, P.H.; SORGELOOS,
P., Effect of dietary essential fatty acids and vitamins on egg quality in turbot broodstocks.
Aquaculture International, v. 7, p.225-240, 1999.

LIANG, M.Q.; LU, Q.K.; QIAN, C.; ZHENG, K.K.; WANG, X.X. Effects of dietary n-3
to n-6 fatty acid ratios on spawning performance and larval quality in tongue sole
Cynoglossus semilaevis. Aquaculture Nutrition, v.20, p.79-89, 2014.

MADSEN, L., RUSTAN-ARILD, C., VAAGENES, H., BERGE, K., DYROY, E. AND
BERGE, R.K. Eicosapentaenoic and docosahexaenoic acid affect mitochondrial and

peroxisomal fatty acid oxidation in relation to substrate preference. Lipids, v. 34, n. 9, p.
951-963, 1999.

NAVAS, J.M., MANANOS, E., THRUSH, M., RAMOS, J., ZANUY, S., CARRILLO,
M., ZOHAR, Y., BROMAGE, N. Effect of dietary lipid composition on vitellogenin, 17b-
estradiol and gonadotropin plasma levels and spawning performance in captive sea bass
(Dicentrarchus labrax L.). Aquaculture, v.165, p. 65-79, 1998.

NG, W. K.; WANG, Y. Inclusion of crude palm oil in the broodstock diets of female Nile
tilapia, Oreochromis niloticus, resulted in enhanced reproductive performance compared to
broodfish fed diets with added fish oil or linseed oil. Aquaculture, v. 314, p. 122-131,
2011.

PARRA, JE.G.; RADUNZ NETO, J.; VEIVERBERG, C.A.; LAZARRI, R;
BERGAMIN, G.T.; PEDRON, F.A.; ROSSATO, S.; SUTILI, F.J. Alimentacdo de fémeas
de jundia com fontes lipidicas e sua relacdo com o desenvolvimento embrionario e larval.
Ciéncia Rural, vol.38, no7, p.2011-2017, 2008.

REIDEL, A.; BOSCOLO, W.R.; FEIDEN, A.; ROMAGOSA, E. The effect of diets with
different levels of protein and energy on the process of final maturation of the gametes of
Rhamdia quelen stocked in cages. Aquaculture, v. 298, p. 354-359, 2010.

RIBEIRO, V. M. A.; BAZZOLI, N.; MARIA, T. A.; SANTOS, G. B. Ultrastructural
changes in female hepatocytes during ovarian maturation of Steindachnerina insculpta
(Pisces: Curimatidae). Brazilian Journal of Biology, v. 66, n.4, p. 957-962, 2006.

SABET, S.S, REZA, L.M., BAGHER, A.F., SAEED, G. Study on sexual maturity and

levels of gonad steroid hormones in female kutum Rutilus frisii kutum (Kamenskii, 1901)

59



Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

during spawning season from river Sefid-Rood of the Southern Caspian Sea. Journal Cell
and Animal Biology, v.3, p. 208-215,2009.

SANCHES, E. A.; BOMBARDELLI, R. A.; MARCOS, R. M.; NEUMANN, G. ;
TOLEDO, C. P. R ; ROMAGOSA, E. Sperm motility of Rhamdia quelen studied using
computer-assisted analysis by open-source software. Aquaculture Research (Print), v. 42,
p. 153-156, 2010.

SARGENT, J.R.; TOCHER, D.R.; BELL, J.G. The Lipids. In: HALVER, J.E.; HARDY
R.W. Fish Nutrition. Elseiver Science: San Diego, 2002, p.181-257.

SINK, T; LOCHMANN, R. Effects of dietary lipid source and concentration on channel
catfish (Ictalurus punctatus) egg biochemical composition, egg and fry production, and
egg and fry quality. Aquaculture, v. 283, p.68—76, 2008.

TESSARO, L.; TOLEDO, C. P. R.; NEUMANN, G.; KRAUSE, R. A.; MEURER, F.;
NATALI, M.R.M.; BOMBARDELLI, R. A. Animal performance and reproductive aspects
of female Rhamdia quelen fed on different levels of digestible energy. Aquaculture
Research,v. 45, p.1425-1433, 2014.

TOCHER, D.R. Metabolism and functions of lipids and fatty acids in teleosts fish.
Reviews in Fisheries Science, v.11, n.2, p.107-184, 2003.

TURCHINI, G.M.; FRANCIS, D.S.; DE SILVA, S.S. Fatty acid metabolism in the
freshwater fish Murray cod (Maccullochella peelii peelii) deduced by the whole-body fatty
acid balanced method. Comparative Biochemistry and Physiology, Part B, v. 144, p.
110-118, 2006.

TURCHINI, G.M.; TORSTENSEN, B.E.; NG, W.K. Fish oil replacement in finfish
nutrition. Reviews in Aquaculture v.1, p. 10-57, 2009.

TURCHINI, G.M.; NG, W.K.; TOCHER, D.R. Fish oil replacement alternative lipid
sources in aquaculture feeds. 2010. 541p.

VARGAS, R.J; BESSONART, M. Andlisis preliminaries de la composicion lipidica de
las gonadas de bagre negro, Rhamdia quelen (Siluriformes; Quoy y Gaimard, 1824) de dos
poblaciones en diferentes estaciones del afio. Boletim do Instituto de Pesca, v.33, n.0l,
p.93-98, 2007.

VARGAS, R.J.; GARCIA, A.S.; BAGGIO, S.R.; CARGININ-FERREIRA, E;
FRACALOSSI, D.M. A combination of plant oils promotes adequate growth of the
freshwater catfish Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824). Aquaculture Research, p. 1-
10, 2014.

WASSEF, E.A.; WAHBI, O.M.; SHALABY, H.S. Effects of dietary vegetable oils on

liver and gonad fatty acid metabolism and gonad maturation in gilthead seabream (Sparus
aurata) males and females. Aquaculture International, v.20, p.250-281, 2012.

60


http://lattes.cnpq.br/9229153363435258
http://lattes.cnpq.br/6271467373029461
http://lattes.cnpq.br/7494205396994252

Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

ZHANG, M.Z., LI, G.L.; ZHU, C.H., DENG, S.P. Effects of fish oil on ovarian
development in spotted scat (Scatophagus argus). Animal Reproduction Science, v.141,
p- 90-97, 2013.

61



Tese de Doutorado Cleonice Cristina Hilbig

ANEXO 1

Anexo 1. A: Preparo das dietas experimentais: extrusdo; B: adicdo do

Oleo; C: “pellets” extrusados; D: Transferéncia das fémeas de R.
quelen dos tanques de concreto para os tanques-rede.
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ANEXO 2

il - ‘ L
Anexo 2. A: Colheita de sangue por meio de puncdo caudal; B:
centrifugacdo; C: plasma extraido; D: Sele¢do das fémeas de R.
quelen aptas a desova.
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ANEXO 3

Anexo 3. A: Extrusdo dos gametas das fémeas; B: Extrusdo dos gametas dos
machos; Procedimento geral da fertilizacdo artificial de R. quelen utilizando o
método a “seco”: C: Ovdcitos apds extrusdo; D: Volume de ovocitos para
fertilizagdo; E: Aplicacdao da dose inseminante ; F: Ativacao dos gametas.
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ANEXO 4
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Anexo 4. A: Incubacdo dos ovos de R. quelen dos diferentes
tratamentos fertilizados individualmente; Padrdo de anormalidade
larval: cauda (B, C, D); cabeca e coluna (E).
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