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CAPITULO 1

1. CONSIDERACOES GERAIS
1.1. AQUICULTURA

Segundo o departamento de pesca da FAO, a produgdo aquicola mundial no ano
de 2006 foi de 66,7 milhdes de toneladas, devendo alcancar 120 milhGes de toneladas
em 2010. Em 2006, no Brasil a producdo aquicola foi de 271 mil toneladas (FAO,
2006). O Brasil se insere no contexto internacional como um dos paises com grande
potencial para a piscicultura, por possuir um vasto territorio e Otimas condicdes
climéticas.

A aquicultura brasileira pode ser considerada como uma atividade econémica
importante que gera ganhos significativos para a economia regional e nacional sendo
dependente dos ecossistemas onde estd inserida, 0s quais devem permanecer em
equilibrio para possibilitar a manutencdo desta atividade (Valenti et al., 2000).

Dentro da aquicultura, a piscicultura vem se tornando cada vez mais importante
como fonte de proteinas para o consumo humano. Tanto na piscicultura extensiva
quanto na intensiva, verificam-se modificacdes no ecossistema, que sdo de pouca
expressao, no primeiro caso, e extremamente pronunciadas no segundo. A piscicultura
intensiva implica em densidades populacionais muito elevadas e em grande aumento de
produtividade quando comparadas com as populacdes naturais, sendo empregada
basicamente alimentacdo artificial (Pavanelli et al., 2002).

1.2. TILAPIA

Tildpia € o nome comum atualmente aplicado para trés géneros de peixes da

familia Cichlidae: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia. Tém se tornado a segunda

fonte alimentar em peixe de 4gua doce do mundo. No género Oreochromis estdo 0s



mais importantes peixes comercialmente produzidos na aquicultura mundial, com mais
de 75 paises produtores (Morrison et al., 2001).

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é procedente da Costa do Marfim e foi
introduzida no Brasil pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCYS)
em Pentecostes (CE), em 1971. E a espécie de tilapia mais cultivada no mundo. Em
2002 sua produgéo representou aproximadamente 81% do total de producdo de tilapia
do mundo (FAO, 2005).

A tilapia é uma espécie versatil para a piscicultura, pois, adapta-se tanto ao cultivo
extensivo, sem qualquer tecnologia empregada, quanto ao sistema de criacdo de
tanques-rede, com racfes completas e alta tecnologia de producéo. Este dltimo sistema
vem crescendo consideravelmente no Brasil e em diversos paises onde existem grandes
reservatorios de agua. A tilapia ainda destaca-se como uma das mais importantes
espécies, devido a sua alta taxa de crescimento, adaptabilidade em diversas condicOes
de criacdo e boa aceitacdo pelo consumidor. Além disso, é apreciada em “pesque-
pagues” e pela industria de filetagem, gracas as qualidades organolépticas e a
inexisténcia de espinhos em “Y” no seu filé (Kubitza, 2000).

1.3. SELENIO

Os minerais s@o nutrientes essenciais para o processo normal da vida, e todos 0s
animais, incluindo os peixes, necessitam destes em sua dieta. Sdo substancias
responsaveis pela formacéo do esqueleto, manutencéo do sistema coloidal, regulagéo do
equilibrio &cido-base e componentes na formacao de hormonios e enzimas (Watanabe et
al., 1997).

Os microminerais sdo elementos importantes no metabolismo em todas as fases do
desenvolvimento dos animais. Principalmente nos processos reprodutivos, onde se

destacam ainda mais. Entre os minerais importantes na dieta estdo o cromo, cobalto,



manganés, selénio, zinco, iodo, arsénio e niquel. Dentre estes alguns s&o considerados
essenciais para todos os animais, como o selénio (Kim et al., 2003).

O selénio foi descoberto pelo quimico sueco J. J. Berzelius, em 1817. E um
elemento calcogénio do grupo 16 da tabela periodica, podendo apresentar-se sob quatro
diferentes estados de oxidaco: selenato (Se*®), selenito (Se*), selénio elementar (Se°) e
seleneto (Se?) (Eisler, 1985).

O selénio € um elemento traco essencial para os animais, importante para muitos
processos celulares. Na primeira metade do século XX, descobriu-se que o selénio
apresentava toxicidade, e por isso foi considerado um elemento indesejavel para os
organismos. Ja na segunda metade do século XX, Schwarz & Foltz (1957)
demonstraram que o selénio, em baixas concentracbes na dieta, era um nutriente
essencial.

O selénio esta presente em varios ingredientes e diversos compostos Sao
considerados fontes de suplementacdo. As farinhas de peixes e os produtos marinhos
utilizados como ingredientes de racfes para peixes sao fontes de selénio, mas somente
as dietas contendo acima de 15% de farinha de peixe apresentam concentragdes
adequadas deste mineral, ndo necessitando de suplementacdo. No entanto racOes
formuladas predominantemente com produtos de origem vegetal necessitam de
suplementacdo com selénio, uma vez que a concentracao é variada, estando diretamente
ligada a presenca desse mineral no solo (Wang & Lovell, 1997).

As fontes de selénio organico e inorganico sao de grande importancia dentro da
fungdo fisiologica animal. A forma organica como a selenometionina e a selenocisteina
é proveniente de alimentos vegetais e animais, enquanto as principais fontes de selénio
inorganico sdo o selenato de sddio e o selenito de sodio. A maioria das plantas e animais

que alimentam e servem de alimento s&o fontes naturais de selénio orgéanico, outras



fontes tém sido encontradas, como as leveduras cultivadas em meios ricos em selénio,
que produzem em abundancia selenometionina ou um coquetel destes
selenocomponentes (Bird et al., 1997).

Os peixes podem absorver o selénio da agua através das branquias, do trato
digestorio e do tegumento (Evans, 1993; Hamilton, 2004). Entretanto, a dieta € a via de
captacdo de selénio dominante, uma vez que 0s peixes e outros animais ocupam niveis
troficos mais elevados na cadeia alimentar (Dallinger et al., 1987).

O selénio € um mineral que atua nos processos fisiolégicos como no metabolismo
dos hormdnios da tiredide. A tiredide € uma importante glandula do organismo que
produz os hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3), os quais regulam varias
fungdes fisiologicas. Alguns efeitos dos hormdnios tireoideanos incluem o aumento do
metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas, pela modulacdo da acdo de
hormdnios, como insulina, glucagon, glicorticoides e catecolaminas (Rang et al., 2001).

A tiroxina (T4) pode ser considerada um pro-hormonio que, ao penetrar nas
celulas, serd convertido, a partir de uma deiodinacdo, no hormdnio metabolicamente
ativo triiodotironina (T3). O selénio tem um papel importante na regulacdo dos
horménios tireoideanos, pois faz parte das selonoenzimas iodotironina deiodinases (I, Il
e Ill) que convertem o T4 em T3. Essa conversdo ocorre, em sua maior parte, em
tecidos perifericos, incluindo o figado e os rins (Barry & Larsen, 1992; Foster et al.,
2000).

A conversdo do horménio T4 em T3 é benéfico para 0 organismo, pois 0
hormOnio T3 atua sobre o crescimento do animal através do aumento no volume
protéico. A deficiéncia de selénio poderia afetar este volume proteico e,
conseqlientemente, o crescimento animal, pela reducdo da sintese de T3 (Hayashi,

1993).



Sinais de deficiéncia de selénio também incluem alteragdes vasculares, catarata,
degeneracdo pancreatica e falha reprodutiva (Foster & Sumar, 1995). Segundo Reilly
(1998), a deficiéncia de selénio é um fator importante de predisposicdo ao
desenvolvimento de tumores em humanos. Estudos epidemioldgicos mostraram uma
relacdo inversa entre os niveis de selénio no plasma e a incidéncia de cancer (Fiala et
al., 1998).

O selénio, além de proteger as células contra 0 processo oxidativo e prevenir a
ocorréncia de doencas metabdlicas e infecciosas, possui importante papel nas
selenoenzimas como a glutationa peroxidase. A glutationa peroxidase (GPx) é uma
enzima antioxidante que contém selénio em sua composi¢cdo e remove radicais peroxil
de varios perdxidos. A principal fungdo desta enzima é o combate ao estresse oxidativo.
Esta acdo oxidante ocorre quando a glutationa peroxidase atua sobre os hidroperdxidos
e lipoperoxidos, impedindo que estes compostos toxicos causem danos as ceélulas.
Devido a sua fungdo antioxidante a glutationa peroxidase apresenta funcgdes ja
conhecidas no nucleo espermatico, na motilidade espermatica, assim como na formagéo
de microtibulos. De fato, sabe-se que o0 selénio tem papel importante na estrutura dos
espermatozdides por estar associado a glutationa peroxidase (Griveau & Le Lannou,
1994). No entanto, pouco se sabe a respeito do efeito do selénio no sémen de peixes, na
qualidade do ovo e na viabilidade das larvas produzidas.

Segundo Watanabe et al., (1997), este micromineral é essencial durante o
desenvolvimento embrionario, porque combate os radicais livres que deterioram a
membrana do ovo alem de participar do desenvolvimento e maturacdo dos
espermatozdides.

Sabe-se que entre os fatores que afetam a qualidade do ovo, esta a fecundidade, o

sistema enddcrino da fémea durante o crescimento do ovécito no ovario, a dieta, o



complemento de nutrientes depositados dentro do ovdcito, e condi¢Bes limnologicas da
agua nos quais 0s ovos sdo incubados (Brooks et al., 1997). J& o desempenho das
progénies, a dieta dos reprodutores parece ser um dos fatores mais importantes no bom
desenvolvimento dos animais (El Sayed et al., 2003).

No entanto, ndo existem trabalhos que relacionam a dieta de reprodutores de
peixes com selénio no tamanho dos ovos e principalmente no desempenho das larvas. A
maioria dos estudos encontrados na literatura evidencia o efeito toxico do selénio na ma
formacéo de ovos e larvas (Lemly, 2002; Hamilton, 2004).

Segundo Eisler (1985), a deficiéncia de selénio ndo é tdo bem documentada
quanto sua toxicidade, mas, é igualmente significante. Este autor ainda relata que uma
ingestdo suficiente de selénio é necessaria para promover o crescimento e a prevencao
de doencas em animais e no homem.

Além disso, o mineral compde o sistema de protecdo contra a toxicidade de metais
pesados como cadmio e mercurio e, atuando em conjunto com vitamina E, provoca um
efeito aditivo na prevencdo da peroxidacdo dos lipideos das membranas tornando-se
essencial para evitar a distrofia muscular (Watanabe et al., 1997).

O selénio possui trés niveis de atividade bioldgica: 1) concentragdes-traco séo
requeridas para o crescimento e desenvolvimento; 2) concentragdes moderadas que
podem ser estocadas para manutencdo das fungGes homeostéticas; e 3) concentragdes
elevadas que podem resultar em efeitos toxicos (Hamilton, 2004). Assim, o selénio pode
ser tanto um elemento essencial quanto toxico, dependendo da concentracdo (Monteiro
et al., 2007).

A utilizag&o de selénio em combinagdo com a vitamina E na dieta de salmé&o do
atlantico (Salmo salar) preveniu a distrofia muscular (Poston et al., 1976) e em truta

arco-iris (Salmo gairdneri) a diatese exsudativa (Bell et al., 1985), que é caracterizada



por grave edema devido ao aumento da permeabilidade de capilares em combinacao
com niveis reduzidos de proteinas séricas (Kristiansen, 1973).

Segundo Watanabe et al., (1997), a deficiéncia de selénio em peixes geralmente
resulta em depresséo do crescimento. Em alevinos de salmdo do atlantico, alimentados
com dieta deficiente em selénio, ocorreu mortalidade que poderia ser prevenida pela
administracdo de uma dieta contendo 0,1 mg Se/kg e 500 Ul de vitamina E/kg (Poston
et al., 1976). Na mesma espécie (S. salar) alimentada com uma dieta deficiente em
selénio por 26 semanas, 0s sinais da deficiéncia foram letargia, perda do apetite,
reducdo do tdénus muscular e mortalidade, sendo que o melhor crescimento foi com um
nivel de Se de 0,15 mg/kg (Poston & Combs, 1979).

Em truta arco-iris a deficiéncia de selénio causou natacdo anormal (Bell et al.,
1986), degeneracdo hepatica e muscular (Hilton et al., 1980) e nefrocalcinose,
degeneracéo e inflamacao dos tabulos renais (Hicks et al., 1984). A exigéncia de selénio
na dieta foi estabelecida para a truta arco-iris em 0,38 mg de selenito de sodio/kg
(Hilton et al., 1980); para o bagre do canal (Ictalurus puctatus) em 0,25 mg de selenito
de sodio/kg (Gatlin & Wilson, 1984); para salmédo do atlantico (Salmo salar) em 0,15
mg de selenito de sédio/kg (Poston & Combs, 1979) e para juvenis de garoupa
(Epinephelus malabaricus) em 0,8 mg de selenometionina/kg (Lin & Shiau, 2005). Em
Pogonichthys macrolepidotus o ganho de peso foi maior com dietas contendo 26,0 e
57,6 pug Se/kg e menor com 0,4 e 12,6 pg Se/kg (Deng et al., 2007).

O selénio organico (selenometionina) tem sido estudado por ter maior
bioviabilidade do que o selénio inorgénico (selenito de sodio). Isto foi observado para o
salmao do atlantico por Lorentzen et al., (1994) e para o bagre do canal por Wang &
Lovell, (1997). A fonte de selénio inorganica mais utilizada para suplementacéo da dieta

é 0 selenito de sodio que pode promover a producdo de radicais peroxidos e causar



estresse oxidativo através da reagdo de reducdo com glutationa reduzida (Surai, 2002a;
2002b).

El-Gamal et al., (2007) testando o efeito conjunto de selénio e vitamina C e E em
reprodutores de tilapia-do-nilo obtiveram resultados satisfatorios para indice
gonadossomatico, nimero e tamanho de ovos, taxa de eclosdo e sobrevivéncia de
progénies. A combinacdo entre selénio e vitamina C e E, ja havia sido relatada por
aumentar a reproducdo e o desempenho de Cyprinus carpio (Watanabe & Takashima,
1977), sobrevivéncia e eclosdo em Plecoglossus altivelis (Takeuchi et al.,1981) e maior
porcentagem de ovos viaveis e fecundidade em Sparus aurata (lzquierdo et al., 2001).

Em outros animais, como nos bovinos, o selénio é extremamente importante na
prevencdo de alteracdes na reproducdo, fundamentalmente na época do periparto. Este
mineral compde um importante sistema antioxidante no organismo animal, pois
combate os radicais livres que sdo produzidos durante 0 metabolismo e que podem
causar danos contra o organismo prevenindo, desta forma, a incidéncia de doencgas e
melhorando a reproducdo dos animais. No entanto, 0os mecanismos patoldgicos e
reprodutivos envolvidos ainda s&o desconhecidos. Vacas suplementadas com selénio e
vitamina E aumentaram a taxa de fertilizacdo. O selénio demonstrou ser, entre todos 0s
minerais indicados como essenciais um dos elementos mais importantes quando se trata
de reproducéo (Alonso et al., 1997).

Em touros o selénio se concentra nos testiculos e epididimo e neles exerce
importantes funcbes metabdlicas, como um antioxidante, na formagdo dos
espermatozdides (nos testiculos) e na maturacdo espermatica (nos epididimos). Em
fémeas de bovinos, o selénio se concentra nos ovarios e exerce importante funcéo

metabolica. Apresenta fungdo antioxidante, na formacdo dos ovocitos e na maturacdo



dos foliculos que promoveram a ovulacéo, pela acdo da enzima glutationa peroxidase
(Barbosa & Souza, 2006).

Em caprinos foi observado aumento no percentual de motilidade espermatica apos
adicionar 5pM de glutationa ao sémen (Sinha et al., 1996). Em aves a incluséo de
selénio na dieta aumentou a atividade da glutationa peroxidase no figado,
espermatozdides e plasma seminal desses animais (Surai et al., 1998).

Em seres humanos o selénio € um elemento importante para a regulacdo e
desenvolvimento do feto e do recém-nascido (Ewan, 1976), sendo que a deficiéncia
desse elemento pode ocasionar abortos (Al-Kunani et al., 2001) e nascimentos
prematuros (Dabrzynski et al., 1998).

Por outro lado, dados na literatura demonstram que o selénio, em altas doses, pode
apresentar efeitos toxicos para o desenvolvimento intra-uterino em mamiferos. A
exposicdo a formas inorganicas de selénio causa o aparecimento de malformagoes
embrionarias em patos (Hoffman & Heinz, 1988) e galinhas (Palmer et al., 1973).

A toxicidade do selénio ocorre quando em excesso, pela substituicdo erronea do
enxofre, resultando na formagdo de compostos que impedem ligagdes quimicas
importantes, provocando a formacdo de enzimas e moléculas protéicas distorcidas e
disfuncionais. Desta forma ocorre alteracdo da estrutura tridimensional, prejudicando as
funcbes enzimaticas e 0s processos bioquimicos normais da célula (Alaimo et al., 1994;
Spallholz et al., 2004). Assim, o selénio pode tanto causar estresse oxidativo quanto
defender o organismo deste estresse, dependendo da concentracdo (Miller et al., 2007).

A dieta é uma das rotas de exposicdo ao selénio, causando toxicidade em
vertebrados aquaticos quando ingeridos em altas doses. Em fémeas de Xyrauchen
texanus a exposicdo crbnica ao selénio causou transferéncia maternal para ovos e

embrides, levando ao aumento da lamela branquial, catarata coOrnea, exoftalmia,
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alteracdes patologicas do figado, rim, coracédo e ovarios e deformidades teratogénicas na
coluna, cabecga, boca e nadadeiras (Lemly, 2002; Hamilton, 2004). Tashjian et al.
(2006), observaram menor atividade natatoria e retencdo de lipideos em jovens de
esturjdo branco (Acipenser transmontanus) expostos a niveis toxicos de selénio na dieta
(20,5 e 41,7 pg Selg). Isto ocorre por que o alto acumulo de selénio em peixes causa
estresse e prejudica a retencao de energia.

A depuracdo é outro aspecto que deve ser levado em conta quanto a toxicidade do
selénio. A meia-vida de depuracdo do selénio em peixes jovens varia de 19 a 30 dias
(Hilton et al., 1980; Besser Besse et al., 1993) e de 30 a 60 dias ou mais para outras
espécies adultas de peixe (Hamilton et al., 2005).

Peixes que tém alto acimulo de selénio nos tecidos também apresentam alto
indice hepatossomatico (Pyle et al., 2005). Quando em concentracdo muito elevada, este
mineral, torna-se muito toxico, proporcionando efeitos carcinogénicos e teratogénicos
(Hamilton, 2004). A diferenca entre a exigéncia nutricional e os niveis toxicos € muito
pequena para o selénio. Para a maioria dos peixes a exigéncia esta entre 0,25 a 0,80 mg
Se/kg da dieta (Lin & Shiau, 2005).

As exigéncias minerais das diferentes espécies de peixes ainda sdo pouco
estudadas. As recomendacOes adotadas para a formulacdo de racdes para espécies
tropicais se baseiam em valores médios disponiveis na literatura como 0 NRC (1993)
que, em sua maioria, se referem aos estudos realizados com peixes de clima temperado.
Assim, torna-se de extrema importancia conhecer a concentracdo necessaria de minerais
como o selénio em dietas para reprodutores de tilapia-do-nilo.

1.4 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo de selénio

organico na dieta de reprodutores de tilapia-do-nilo sobre o desempenho reprodutivo,
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qualidade do sémen, diametro dos ovos, desenvolvimento inicial das progénies e o
desempenho das progénies durante o periodo da reversao sexual.

1.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos do selénio organico em reprodutores de tilapia-do-nilo através
dos seguintes parametros:

Desempenho reprodutivo: Quantidade de desovas por fémea, numero de ovos
por grama de fémea e a relacdo entre o total de larvas e o total de ovos viaveis
produzidos.

Qualidade do sémen: Porcentagem de motilidade, tempo de motilidade e a
viabilidade espermatica.

Diametro dos ovos: Diametro maior e didmetro menor.

Desenvolvimento inicial das progénies: Comprimento total, comprimento
padrdo, comprimento da cabeca, comprimento do tronco e o peso das progénies recém-
eclodidas.

Desempenho das progénies: Sobrevivéncia, ganho de peso e a conversdo

alimentar aparente das progeénies.
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DESEMPENHO REPRODUTIVO DE TILAPIA-DO-NILO
(Oreochromis niloticus) ALIMENTADAS COM RACOES

SUPLEMENTADAS COM SELENIO ORGANICO.
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RESUMO
Os minerais sdo essenciais para a reproducdo dos peixes, no entanto, as
exigéncias para as espécies tropicais de peixes ainda sdo pouco conhecidas. Portanto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar o desempenho reprodutivo, o didmetro do
ovo e a qualidade espermatica de reprodutores de tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) alimentadas com dietas suplementadas com selénio organico. Foram
utilizados 80 peixes adultos, com peso médio de 121,7 g, previamente sexados e
identificados. Os animais foram marcados individualmente e divididos em grupos de
quatro peixes (3 fémeas e 1 macho) e estocados em 20 tanques de 1500 litros. Os peixes
foram alimentados com dietas isocaloricas e isoprotéicas contendo cinco diferentes
niveis de suplementacdo com selénio organico (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg/kg™).
Durante o periodo experimental (84 dias) as fémeas de todas as unidades experimentais
foram capturadas a cada trés dias para coletar os ovos da boca e os machos capturados
mensalmente para a coleta de sémen. O delineamento experimental aplicado para o
estudo do desempenho reprodutivo foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos
e quatro repeticdes. A analise estatistica dos resultados foi realizada com a utilizacéo do
programa estatistico SAS 9.0. Ao final do periodo experimental foi observado que a
suplementacdo com selénio orgénico nos niveis estudados ndo apresentou diferencas
estatisticas (p>0,05) paro o desempenho reprodutivo, assim como, para a qualidade
espermatica e o didmetro dos ovos.
PALAVRAS-CHAVE: peixes, minerais, reproducdo, sémen, ovo, reprodutores,

tilapicultura.
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ABSTRACT

The minerals are important for the fish reproduction. However, the requirements
for tropical fish aren’t defined. The aim of this study was evaluate the reproductive
performance, the sperm quality and the diameters eggs of Nile tilapia broodstocks
(Oreochromis niloticus) fed with supplemented diets contained differents levels of
organic selenium. Were utilized eighty adult fishes of Nile tilapia with mean weight of
121,7 g, previously identified and sexed. The animals were marked individually and
divided into groups of four fish (3 females and 1 male) and stocked in 20 tanks of 1500
liters. The fish were fed with isocaloric and isoproteic diets contained five differents
levels of supplemented with organic selenium (0; 0,25; 0,5; 0,75 and 1,0 mg/kg).
During the experimental period (84 days) the females of all tanks were caught the each
three days to collect the egg and males captured monthly for the collect of semen. The
experimental design was evaluated with experimental design entirely randomized,
contained five treatments and four replicates. Statistical analysis of results was
performed using the statistical program SAS 9.0. After 84 days it was observed that
supplementation with organic selenium did not affect (p> 0.05) reproductive
performance, the sperm quality and eqgg diameter.
Based on these results can be concluded that supplementation with organic selenium not
affects apparently the reproductive performance of Nile tilapia matrices.

KEYWORDS: fish, mineral, reproduction, semen, egg, broodstocks, tilapia culture



20

1. INTRODUCAO

Com o declinio da producdo de peixes capturados € necessario buscar outras
formas de se utilizar a biodiversidade aquatica, como o cultivo. Para possibilitar e
aperfeicoar esta atividade é fundamental que se tenha conhecimento da reproducdo. O
desempenho reprodutivo é, na maioria das vezes, fator decisivo sobre a viabilidade
econémica do cultivo de uma especie. A presenca de reprodutores sadios e bem nutridos
é importante em um plantel quando se deseja altos indices de desempenho e grandes
quantidades de juvenis para a engorda.

A alimentacdo fornece aos peixes 0s nutrientes essenciais para o desenvolvimento
gonadal da fémea e a performance de seus ovos e larvas. Muitos problemas encontrados
durante o desenvolvimento dos ovos estdo diretamente relacionados com o regime
alimentar dos reprodutores. Para isso técnicas de manejo e nutricdo, que melhorem os
parametros reprodutivos de matrizes de tilapia, devem ser estudadas (El-Sayed et al.,
2003).

Apesar da tilapia-do-nilo ser um dos peixes mais cultivados do mundo, ainda séo
necessario mais estudos sobre a biologia da reproducéo da espécie associado a nutricdo
com minerais, principalmente parametros como: viabilidade do sémen, didmetro dos
ovos, quantidade de ovos, quantidade de desovas e taxa de ecloséo.

Micronutrientes, como vitaminas e minerais S80 essenciais para o0 crescimento
normal, reproducédo e salde dos peixes (Kim et al., 2003). Segundo Watanabe et al.,
(1997), os minerais sdo essenciais para a reproducdo, devido as suas funcdes no
metabolismo, sendo que as exigéncias de um mineral no trato reprodutivo podem mudar
de acordo com o estagio fisiologico deste tecido durante o ciclo reprodutivo.

Além de proteger as celulas contra o processo oxidativo e prevenir a ocorréncia de

doencas metabdlicas e infecciosas, o selénio possui importante papel nas selenoenzimas
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como a glutationa peroxidase (GSH-Px), que desempenha um papel fundamental no
sistema de protecdo antioxidante dos espermatozdides (Watanabe et al., 1997). Portanto
este  micromineral €& essencial para o0 desenvolvimento e maturacdo dos
espermatozdides.

Em fémeas, o selénio se concentra nos ovarios e exerce importante funcéo
metabolica. Apresenta funcdo antioxidante na formacdo dos ovocitos e na maturacao
dos foliculos que promoveram a ovulacédo, pela acdo da enzima glutationa peroxidase.
Essa enzima é vital para a protecdo da membrana lipidica dos ovocitos, para que nao
sofram peroxidacéo pelos radicais livres, que causariam a ruptura da membrana e danos
graves irreversiveis (Barbosa & Souza, 2006).

No entanto, as exigéncias minerais das diferentes espécies de peixes ainda se
encontram muito incipientes, principalmente quando se trata da concentracéo necessaria
de minerais como o selénio em dietas para reprodutores de tilapia-do-nilo.

Desta forma o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da suplementacdo de
selénio organico dietario sobre o desempenho reprodutivo de reprodutores de tilapia-do-
nilo avaliando os seguintes parametros: desempenho reprodutivo, diametro dos ovos e a

avaliag&o espermaticas.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. LOCAL
O experimento foi conduzido no Laboratério de Peixes Ornamentais e no Setor

de Tilapicultura do Centro de Aquicultura da UNESP de Jaboticabal. O periodo
experimental foi de 84 dias, entre setembro e dezembro de 2006.
2.2. ANIMAIS E INSTALAC}@ES

Foram utilizados 80 reprodutores adultos de tilapia-do-nilo Oreochromis niloticus,
com peso médio de 121,7 gramas, previamente sexados e identificados através de um
marcador externo fixado na base da nadadeira dorsal. Os animais foram divididos em
grupos de quatro peixes (3 fémeas e 1 macho) e estocados em 20 tanques de 1500 litros
que fazem parte de um sistema de recirculacdo de agua, equipado com filtro biologico e
trocador de calor para manutencdo da temperatura em torno de 28°C.
2.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental aplicado para a analise do desempenho reprodutivo,
avaliagdo espermatica e didmetro do ovo foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos e quatro repeticoes.
2.4. VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS DA AGUA

As principais variaveis fisico-quimicos da agua dos tanques experimentais foram
monitorados semanalmente, com determina¢cbes do potencial hidrogenidnico
(potenciometro digital YSI, modelo pH 100), concentracdo de oxigénio dissolvido
(oximetro YSI, modelo 55), alcalinidade total e concentracdo de aménia total, sendo as
duas ualtimas varidveis determinadas pelos métodos de Golterman et al., (1978). A
temperatura média da agua foi determinada diariamente com um termémetro de maxima

e minima.
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2.5. DIETAS EXPERIMENTAIS

Os peixes foram alimentados durante o periodo experimental com dietas
isocaldricas e isoproteicas (Tabela 1) contendo cinco diferentes niveis de suplementacao
com selénio organico (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg/kg™). Depois de misturadas, as
racOes foram trituradas em moinho de faca com peneira de 2 mm de diametro de malha.
As dietas foram peletizadas na fabrica de racdo do CAUNESP de Jaboticabal e
armazenadas no freezer até o momento da utilizacdo. A fonte de selénio organico
utilizado na suplementacdo das dietas foi de origem comercial (Selplex®) sendo

derivado do crescimento de celulas de levedura (Saccharomyces cerevisiae) (Rutz et al,

2007).

Tabela 1. Ingredientes e composicao das dietas experimentais.
Ingredientes (%)
Farinha de peixe 15,00
Farelo de soja 34,50
Milho 28,70
Farelo de trigo 16,00
Oleo de soja 1,50
Supl. vitaminico e mineral* 1,40
Vit. C 0,10
Fosfato bicélcico 2,70
Selénio/ Bagaco de cana 0,10
Total 100,00
Composicéo calculada/analisada

Matéria seca 89,04
Proteina bruta 32,29
Proteina digestivel 28,18
Extrato etéreo 5,04
ENN 44,90
Fibra bruta 3,69
Célcio 1,57
Fosforo 0,99
Energia Bruta (kcal/kg) 4331,40

Energia Digestivel (kcal/kg) 3348,01

ISuplemento vitaminico e mineral/kg do produto (Vitamin and mineral supplement): Vit. A - 5000.000
Ul; Vit. D3 - 200.000 UI; Vit. E - 5.000 Ul; Vit. K3 — 1.000 mg; Vit C - 15.000 mg; Vit By, - 4.000 mg;
Vit. B; - 1.500 mg; Vit. B, - 1.500 mg; Vit. Bg — 1.500 mg; Biotina (Biotin) - 50 mg; Acido félico (Folic
acid) - 500 mg; Acido pantoténico (Pantothenic Acid) - 4000 mg; B.H.T. — 12,25 g; Colina (Choline) -
40 g; Fe - 5.000 mg; Cu - 500 mg; Mn - 1.500 mg; Co - 10 mg; I - 50 mg; Se - 10 mg e Zn - 5.000 mg.
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2.6. DESEMPENHO REPRODUTIVO

A alimentacdo foi realizada duas vezes ao dia (8:00 e 17:00) até a saciedade
aparente, de modo a ndo haver sobras de ragdo nos tanques. Os residuos de matéria
orgénica eram retirados diariamente através do método de sifonagem. As biometrias
foram realizadas no inicio do experimento e aos 28, 56 e 84 dias.

Apos 15 dias recebendo as ragcdes experimentais as fémeas de todos os tanques
foram capturadas a cada trés dias para a coleta dos ovos presentes na boca e 0s seguintes
parametros reprodutivos foram avaliados: desovas por fémea, nimero de ovos por
grama de fémea e a relacdo entre o total de larvas e o total de ovos viaveis produzidos.
2.7. COLETA DOS OVOS

Uma amostra dos ovos coletados durante o manejo reprodutivo foi fixada em
formol a 10% por 24 horas, em seguida, passados para alcool etilico 70% para a
conservagao do material bioldgico.

Os ovos foram analisados atraves de um estereomicroscopio com ocular
micrometrica, utilizando-se como unidade o milimetro (mm). Devido ao formato ovoide
dos ovos, foram obtidas duas medidas: o didmetro maior (DM) (medida entre as
extremidades do maior eixo, saindo da base ao pico do ovo) e didmetro menor (dm)
(regido mais larga cortando horizontalmente o comprimento) (Figura 1). Para isso
utilizou-se 10 ovos de cada desova, totalizando 1476 ovos avaliados durante todo o

periodo experimental.

Figura 1: Ovo de tildpia-do-nilo com setas
mostrando como foram feitas as medidas de
didmetro maior (DM) e didmetro menor (dm)
em mm.
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2.8. AVALIACAO ESPERMATICA

Apds 15 dias do inicio do experimento os machos de todos os tanques foram
capturados mensalmente para a coleta de sémen. Os animais foram retirados dos
tanques e secos na regido da papila urogenital, sendo posteriormente realizada
massagem ventral no sentido antero-posterior. Todo o sémen liberado de cada
reprodutor foi armazenado em microtubo de plastico e acondicionado em gelo, ao
abrigo da luz, para posterior analise laboratorial (Ohta et al., 2001). Apoés a coleta, 0s
seguintes parametros foram avaliados: tempo de motilidade (TM), porcentagem de
motilidade (PM) e viabilidade (V). Todas as avaliagbes das caracteristicas seminais
foram realizadas segundo 0 método descrito por Rodrigues (1992).

Para a avaliacdo do tempo e da porcentagem de motilidade do sémen foi utilizado
agua destilada tamponada como solugdo ativadora. Para isso, 2 pL de sémen foi
misturado com 1998 pL da solucdo ativadora. A solucdo foi rapidamente
homogeneizada, retirando-se uma amostra de 10 uL, a qual foi colocado em uma lamina
e observado sob microscopio de luz previamente focalizado em aumento de 400X. A
duracdo da motilidade espermatica foi medida com auxilio de um crondmetro e foi
considerada desde a ativacdo até 0 momento em que as celulas espermaticas cessavam
0s movimentos. A analise da porcentagem de motilidade dos espermatozdides baseou-se
na estimativa da porcentagem de celulas moveis no campo focalizado, utilizando uma
escala arbitraria de 0 a 100%.

Para a determinacdo da viabilidade (porcentagem de espermatozdides vivos), 2 uL
de sémen foi misturado com 10 uL de Eosina — Nigrosina e realizado um esfregaco. Em
microscopio foi registrado a porcentagem de espermatozoides vivos (transltcidos) e a

porcentagem de espermatozdides mortos (cor de rosa) através da contagem de 200
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celulas tendo-se por base a classificacdo de ceélulas espermaticas integras e células
espermaticas danificadas.
2.9. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas dos resultados foram realizadas atraves do teste F para
analise de variancia (ANOVA), ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando-se o

programa estatistico SAS 9.0.
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3. RESULTADOS
3.1. VARIAVEIS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA

Os resultados das analises das principais variaveis fisico-quimicos da agua dos
tanques dos reprodutores, durante o periodo experimental, foram os seguintes: pH
6,91+0,29; concentracdo de oxigénio dissolvido 6,84+0,56 mg/L; alcalinidade total
30,09+4,94 mg/L; amdnia total 26,62+11,13 ug/L e temperatura 27,8+1,91°C.
3.2. DESEMPENHO REPRODUTIVO

Os resultados de desempenho reprodutivo das fémeas estdo apresentados na

Tabela 2. A suplementacdo com selénio organico ndo apresentou diferencas estatisticas
(p>0,05) em nenhum parametro avaliado.
Tabela 2. Media e desvio padrdo dos parametros reprodutivos de matrizes de tilapia-do-

nilo alimentadas com dietas suplementadas com diferentes niveis de selénio organico,
durante 84 dias.

Nivel de suplementacdo com selénio (mg/Kg) cV'
0 0,25 0,50 0,75 1,0 (%)
Desovas por fémea 3,00£1,4 3,08t15 2,00£1,3 3,12+16 2,50+1,1 50,5
N° ovos/grama de fémea 513+15 4,64+13 4,49+14 41714 4,05£16 31,9
Ecloséo das larvas/ovos 0,78+0,1 0,70+0,2 0,61+0,2 0,66+0,3 0,60+0,1 25,3
viaveis
1-Coeficiente de Variacéo
3.3. DIAMETRO DO OVO
As médias do diametro maior e menor dos ovos foram muito semelhantes entre
os tratamentos e nenhum pardmetro avaliado apresentou diferencas estatisticas (p>0,05)
pela utilizacdo de selénio na dieta dos reprodutores (Tabela 3).
Tabela 3. Média e desvio padrdo (mm) do didmetro maior (DM) e diametro menor (dm)
dos ovos de matrizes de tilapia-do-nilo alimentadas com dietas suplementadas com
diferentes niveis de selénio organico.
Nivel de suplementagcdo com selénio (mg/Kg) cVv!
Diametros 0 0,25 0,50 0,75 1,0 (%)
DM 2,62+0,19 2,56+0,17 2,61+0,17 2,6+0,15 2,61+0,14 6,14
dm 2,05+0,11 1,98+0,14 2,02+0,11 1,96+0,13 1,99+0,12 5,92

1-Coeficiente de Variacéo.
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3.4. AVALIACAO ESPERMATICA

Os resultados da avaliacdo espermatica dos reprodutores de tilapia estdo
apresentados na tabela 4. Os pardmetros avaliados ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre os niveis de suplementacéo de selénio organico.

Tabela 4. Parametros espermaticos de reprodutores de tilapia-do-nilo alimentados com
dietas suplementadas com diferentes niveis de selénio organico.

Nivel de suplementacdo com selénio (mg/Kg) cVv’

0 0,25 0,50 0,75 1,0 (%)

PM (%)" 89+0,05 90+0,07 82+0,09 81+0,07 86+0,09 8,84
TM (Seg)® 557,2+236 386,0+110 540,5+245  315,6+99 427,6£148 40,9
V (%) 3 92+0.04 91+0,05 90+0,03 94+0,03 91+0,05 4,94

1-PM(%) Porcentagem de motilidade

2- TM (Segundos) Tempo de motilidade
3-V (%) Viabilidade

4- Coeficiente de variagdo
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4. DISCUSSAO
4.1. VARIAVEIS FISICO-QUIMICOS DA AGUA

Os valores médios das principais variaveis fisico-quimicos da dgua dos tanques
experimentais mantiveram-se dentro da faixa ideal preconizada por Kubtiza (2000) para
0 adequado desenvolvimento dos peixes durante todo o periodo do estudo.
4.2 DESEMPENHO REPRODUTIVO

O presente estudo ndo demonstrou a eficacia do selénio sobre o desempenho
reprodutivo dos peixes. Isto pode ter ocorrido devido as altas variages observadas nos
resultados ja que os parametros avaliados apresentaram coeficientes de variacdo
bastante elevados, o que pode ter impedido a deteccdo de diferencas entre o0s
tratamentos. Estudos com um nimero maior de reprodutores provavelmente reduziria a
variacdo natural existente entre os individuos, podendo produzir resultados diferentes.
Além disso, outros fatores podem ter contribuido com a ndo deteccdo de diferengas
estatisticas, entre eles a baixa combinacéo entre o selénio e vitaminas. Os resultados de
algumas pesquisas demonstram que o desempenho dos animais s6 é afetado quando
ocorre a combinacdo entre minerais e vitaminas. A combinacdo entre 0,25 mg/kg de
selénio, 100 mg/kg de vitamina C e 300 mg/kg de vitamina E ja havia sido relatado por
aumentar a reproducédo e o desempenho de Cyprinus carpio (Watanabe & Takashima
(1977). ElI-Gamal et al., (2007), observaram um efeito sinérgico positivo entre o selénio
(0,2 mg/kg) e as vitaminas E (34 mg/kg) e C (120 mg/kg) nos resultados de
performance reprodutiva para matrizes de tilapia. A interacdo entre esses nutrientes
também melhorou os parametros de sobrevivéncia e eclosdo em Plecoglossus altivelis
(Takeuchi et al.,1981) e aumentou a fecundidade e a porcentagem de ovos viaveis em
Sparus aurata (lzquierdo et al., 2001). Estudos com outros animais também relatam a

importancia da interagdo entre selénio e vitaminas (Jacyno et al., 2002).
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Jacyno et al. (2002), observaram aumento da atividade sexual e da performance
reprodutiva de javalis suplementados com 0,2 mg/kg de selénio organico e 60 mg/kg de
vitamina E. Alonso et al. (1997), constataram que a suplementacdo com 0,25 mg/kg de
selénio e 20 mg/kg de vitamina E ajudou na prevencdo de alteragdes na reproducao,
fundamentalmente na época do periparto e que vacas suplementadas com a mistura
selénio-vitamina E apresentaram alta taxa de concepcdo, diminuindo o numero de
inseminacOes necessarias para conseguir a fertilizacdo e diminuiam o periodo entre
partos.

As vitaminas em conjunto com o selénio constituem 0s principais agentes
antioxidantes no organismo (Devlin, 1998). Segundo Mcdowell (1999) a fungéo
metabolica do selénio esta intimamente ligada a vitamina E, onde ambos atuam
protegendo membranas bioldgicas contra a degeneracao oxidativa.

Segundo Harper (1973), o selénio ndo pode proteger os componentes teciduais ou
celulares que apresentam baixa concentragdo da enzima glutationa peroxidase. No
entanto, esses podem ser protegidos pela vitamina E, que atua como antioxidante por
diferentes mecanismos, o qual ndo necessita da glutationa peroxidase.

A dieta utilizada no experimento apresentava a inclusdo de suplementos
vitaminicos em sua composic¢ao, no entanto, 0s niveis estdo abaixo daqueles utilizados
por Watanabe & Takashima (1977) e El-Gamal et al., 2007. Além da utilizagcdo do
complexo vitaminico estes autores realizaram a suplementacdo de suas dietas com
vitaminas C e E, 0 que tornaram os niveis maiores do que da dieta experimental.

Além da baixa combinacdo entre selénio e vitaminas, outros fatores podem ter
influenciado nos resultados do trabalho. O periodo experimental (84 dias) empregado
no estudo pode ter sido insuficiente para a deteccdo de efeitos significativos, ja que o

tempo empregado na maioria dos estudos citados ultrapassam 100 dias de
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experimentacdo. O manejo reprodutivo realizado a cada trés dias também pode ter
contribuido com os baixos resultados obtidos, principalmente na quantidade de desovas,
ja que a captura constante dos peixes pode ter ocasionado um desgaste fisioldgico e
consequentemente um stress do organismo animal. Segundo Carragher et al. (1989), os
peixes quando sdo expostos a situacdes estressantes severas ou de longa duragéo, tém
seus processos reprodutivos perturbados devido a depresséo da glandula pituitaria e de
niveis plasmaticos de gonadotropinas. Diversas pesquisas tém demonstrado a
capacidade do estresse do manejo em inibir o desempenho reprodutivo de peixes
(Small, 2004).

Além disso, a incluséo de 15% de farinha de peixe na dieta experimental ja pode
ter suprido as necessidades de selénio para os reprodutores, ndo necessitando de uma
nova suplementacdo. De acordo com Rostagno, (2005) a farinha de peixe apresenta em
média 0,79 mg/kg de selénio o que na dieta do presente estudo significa 0,22 mg/kg de
selénio, valor que poderia ter suprido as necessidades dos peixes (Watanabe et al.,
1997).

4.3. DIAMETRO DO OVO

Varios autores afirmam que o tamanho de ovos em peixes pode ser influenciado
pelas condicdes fisicas e fisiologicas dos reprodutores, devido a alimentagdo, idade,
critérios de selecdo e condi¢es ambientais (Zhukinskiy & Gosh, 1988; Kjorsvik et al.,
1990; Brooks et al., 1997; Bonislawska et al., 2000). No entanto, o didametro dos ovos
das matrizes de tilapia-do-nilo ndo foi influenciado pela suplementacdo de selénio
organico no presente experimento. S8o escassos 0s estudos relacionando o uso de
selénio com o didmetro dos ovos de peixes e outros animais. EI-Gamal et al. (2007),
avaliando o efeito sinérgico de selénio e vitaminas em reprodutores de tilapia-do-nilo

obtiveram resultados bastante irregulares, no entanto, os autores observaram um
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pequeno aumento no percentual de ovos com diametro acima de 2,0 mm em matrizes
que receberam a dieta contendo selénio, vitamina C e D.

Por outro lado, Fernandes et al. (2008), e Sahin et al. (2008), testando selénio
organico e inorganico na dieta de frangos ndo constataram diferencas na qualidade dos
ovos produzidos pelas aves.

El-Sayed et al. (2003; 2005), relatam que os nutrientes da dieta ndo apresentaram
influéncia no diametro dos ovos de matrizes de tilapia-do-nilo. Segundo Peters (1983) a
tilapia, assim como outros ciclideos, apresentam varia¢ées no diametro e na quantidade
de ovos de acordo com as condi¢cdes ambientais, podendo produzir ovos com grande
didmetro, porém em menor quantidade, ou produzir ovos com pequeno didmetro, no
entanto, em maior quantidade. O didmetro dos ovos de tilapia parece estar mais ligado
as taticas reprodutivas apresentada pela espécie do que com a prépria suplementacdo
alimentar.

4.4. AVALIACAO ESPERMATICA

Assim como no desempenho reprodutivo 0s pardmetros espermaticos
apresentaram coeficientes de variacdo bastante elevados. O tempo de motilidade dos
espermatozdides apresentou altos valores de variagdo entre os tratamentos, o que pode
ter impedido a detec¢do de diferencas entre os tratamentos. Estudos com um nimero
maior de reprodutores provavelmente reduziria a variacdo natural existente entre os
individuos, podendo produzir resultados diferentes.

O parémetro mais utilizado para a avaliacdo seminal € a motilidade e, dentro desta
variavel, as células espermaticas apresentam caracteristicas espécie-especificas, como
por exemplo: o inicio, duracdo e padrdo da motilidade (Cosson et al., 2000).

Os resultados encontrados para porcentagem e tempo de motilidade espermaética

de reprodutores de tilapias suplementadas com selénio organico ndo variaram entre 0s
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tratamentos. Nao foi encontrado na literatura estudos em que se avalia o efeito do
selénio na qualidade espermatica de peixes. No entanto, estudos avaliando a
porcentagem de motilidade espermatica de outros animais suplementados com selénio e
vitamina E, mostram que os resultados variam de acordo com a substéncia utilizada para
ativar os espermatozoides.

Jacyno et al. (2002), testando o efeito da combinacéo entre 0,2 mg/kg de selénio
com 60 mg/kg de vitamina E na porcentagem de motilidade de suinos, ndo encontraram
diferencas estatisticas entre os tratamentos. Em outro estudo com caprinos a adigédo de
0,1 mg/kg de selénio com 0,3 mg/kg de vitamina E também n&o alterou a motilidade
espermatica dos animais (Xavier et al., 2008). Esses autores utilizaram como solugéo
ativadora dos espermatozdides bicarbonato de sodio 1%. Entretanto, Marin-Guzman et
al. (1997), utilizando uma mistura de citrato e bicarbonato de sédio como solugéo
ativadora, observaram que dietas suplementadas com 0,5 mg/kg de selénio orgénico e
220 mg/kg de vitamina E para suinos aumenta significantemente a porcentagem de
motilidade espermatica dos animais.

Com relagdo ao tempo de motilidade dos espermatozoides, este parametro parece
variar muito entre as especies, podendo ser de quatro a seis minutos, como observado
em Acipenser sturio (Cosson et al., 2000), ou de 20 a 25 segundos de duracdo em
Rainbow trout (Glogowski et al., 2000). Em algumas espécies marinhas com
fertilizacdo interna, como 0 Macrozoarces americanus, a duracdo da motilidade pode
exceder 48 horas (Yao et al., 1999), uma vez que a motilidade em peixes marinhos ¢
maior em relacéo aos peixes de dgua doce (Dreanno et al., 1997).

Os principais problemas de pesquisas em motilidade espermatica consistem em
sua curta duracéo, e na dificuldade de se obter uma mistura homogénea do sémen com a

solucdo ativadora, no momento da analise (Cosson et al., 1999). E interessante observar
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ainda, que os espermatozoides de algumas espécies apresentam a membrana celular
intacta, 0 que causa reducdo na sua motilidade (Mojica, 2004). Isto quer dizer, que 0s
espermatozdides podem precisar de algum componente na solucdo ativadora, para
aumentar sua porcentagem de motilidade. Ou ainda, como sugeriram Ohta et al. (2001),
as condicdes idnicas do meio ambiente ao redor do espermatozdide tém um efeito direto
no potencial da motilidade dos espermatozdides. Diante disso, observa-se que a
porcentagem de motilidade dos espermatozoides de peixes estd mais ligado a solucgéo
ativadora utilizada do que com a propria suplementacdo dos reprodutores. Enquanto, o
tempo de motilidade é um pardmetro espécie-especifico, que varia muito com relacéo a
espécie.

Os resultados obtidos para viabilidade espermatica (porcentagem de
espermatozdides vivos) também ndo apresentaram diferencas estatisticas entre os
tratamentos. Porém os resultados obtidos estdo proximos ao observado para outras
espécies de peixes como a piracanjuba (97,5%), jundia (96,6%), e piraputanga (94,1%)
(Mojica, 2004). Isto indica que a suplementagdo com selénio ndo afetou de forma
negativa a viabilidade espermatica dos animais.

Segundo Way et al. (1994), a manutencdo da viabilidade dos espermatozoides é
importante para o sucesso da fecundacdo. Marin-Guzman et al. (1997), observou que
suinos suplementados com 0,5 mg/Kg de selénio orgénico e vitamina E produziu maior
quantidade espermatozoéides viaveis do que os tratamentos sem a suplementacao. Estes
autores ainda constataram que o0s animais que ndo foram suplementados com selénio e
vitamina E produziam espermatozoides com caudas danificadas. Ainda segundo este
autor, a combinacdo entre antioxidantes protege diretamente a morfologia dos
espermatozdides contra danos causados pelo processo oxidativo, no qual pode afetar

diretamente a porcentagem de espermatozoides normais.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que a suplementacdo com
selénio organico em até 1mg/kg na dieta para reprodutores de tilapia-do-nilo néo
trouxeram resultados significativos com relacdo aos parametros avaliados. No entanto, a
realizacdo de estudos com um periodo experimental maior provavelmente podera

indicar melhores efeitos na utilizacdo deste mineral.
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CAPITULO 3

SUPLEMENTACAO DE SELENIO ORGANICO EM RACOES
PARA REPRODUTORES DE TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis
niloticus): DESENVOLVIMENTO INICIAL E DESEMPENHO

PRODUTIVO DA PROGENIE.
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RESUMO

A importéncia de estudos com desempenho reprodutivo dos organismos
aquaticos esta focado na busca de melhores indices de producdo além de contribuir para
a preservacao e o manejo adequado de populacfes naturais. Para a producdo de juvenis
de tilapias em quantidade e qualidade que supram a crescente demanda de mercado, é
preciso atencdo especial na nutricdo dos reprodutores. Portanto, o objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito da suplementacao do selénio organico em dietas para reprodutores de
tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) através do desenvolvimento inicial e do
desempenho das progénies. Reprodutores, com peso médio de 121,7+36,9 foram
alimentados durante 84 dias com cinco dietas isocaldricas e isoprotéicas contendo
diferentes niveis de suplementacdo com selénio orgéanico (0,0; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg
kg™). Periodicamente era verificada a presenca de ovos na boca das fémeas sendo as
desovas coletadas e transferidas para as incubadoras. Apds a eclosdo e a absor¢do do
saco vitelinico, as larvas de cada tratamento foram coletadas para realizacdo das
biometrias de desenvolvimento inicial. Para avaliar o desempenho da progénie. Larvas
de cada tratamento foram divididas em quatro aquarios e alimentadas durante 30 dias
com racéo (45% PB) contendo 60 miligramas de 17 a-metil testosterona por kilograma
de racdo, de acordo com o protocolo para inversdo de sexo. O delineamento
experimental para a avaliagdo do desenvolvimento inicial e a performance produtiva da
progénie foi inteiramente casualizado com cinco tratamentos e quatro repeticbes. As
progénies oriundas de matrizes que foram suplementadas com 0,75 e 1,00 mg/kg de
selénio organico apresentaram os melhores resultados (p<0,05) de desenvolvimento
inicial em relacdo aos demais niveis de selénio avaliados. J& o desempenho produtivo,

das progénies provenientes de matrizes que receberam a suplementacdo com 0,50 mg de
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selénio organico apresentaram maior ganho de peso (p<0,05) em relagdo aquelas larvas
cujos pais receberam a dieta sem suplementacéo.

PALAVRAS-CHAVE: larvas, minerais, nutricdo, peixe, reproducao, reprodutores.
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ABSTRACT

The importance of study the reproductive performance of aquatic animal is
increase the production index beyond to contribute for the preservation the adequate
handling of natural populations. Therefore, the aim the study was availed the effect in
the supplementation of the organic selenium in the diet of Nile tilapia broodstock
through of the initial development and progeny performance. Nile tilapia broodstock,
with average weight of 121,7 g were supplied with five diets isocaloric and isoproteic
contained levels different of organic selenium (0,00; 0,25; 0,50; 0,75 and 1,00 mg/kg).
Periodically was verified the presence the eggs in the females mouth and respective
spawning were colleted and stocked in hatchery. After the hatching and absortion of the
yolk salc fry of each treatments were collected to achieve biometric of initial
development. To evaluate the progeny performance, fry of each treatments were divided
in four tanks and fed during 30 days with diet (45% CP) contained 60 mg of 17 a-metil
testosterone per kg, in according whit protocol for sex inversion. The experimental
design to evaluate the initial development and productive performance of the progeny
was interelly randomized with five treatments and four replicates. The initial
development of the progeny on which the broodstock were supplied with 1,0 mg/kg
organic selenium showed satisfactory results (p<0,05) in standard length, total length,
head length and trunk length in relation to other levels of selenium. The weight gain
showed the best results in the larvae in which the broodstocks received 0,75 mg/kg de
organic selenium. Already in the performance progeny supplementation with 0.50 mg of
organic selenium improved (p <0.05) weight gain of the larvae for those that received
the control diet.

KEYWORDS: larvae, mineral, nutrition, fish, reproduction, broodstocks.
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1. INTRODUCAO

O selénio e reconhecido como elemento essencial para os animais desde 1957.
Este mineral esta presente em quase todos os alimentos da dieta animal, em quantidades
variaveis e em formas desde aquelas de baixa até alta disponibilidade. E um dos
microminerais cuja essencialidade é indiscutivel, mas cujos limites entre niveis
essenciais e toxicos sdo bastante estreitos (Andriguetto et al., 1983).

O selénio atua principalmente como um antioxidante, para proteger as membranas
da célula e prevenir a geracdo de radicais livres, diminuindo assim o risco a doencas
(Rang, 2001). S&o citadas na literatura diversas alteragdes fisicas e metabdlicas ligadas a
deficiéncia de selénio em animais. Entre elas destacam-se distrofias musculares,
letargia, perda do apetite, reducdo dos tonos musculares e mortalidade (Poston &
Combs, 1979). Dentre as alteracGes produzidas pela deficiéncia dietética de selénio,
incluem-se também aquelas que afetam a reproducdo. Em todas as espéecies animais a
deficiéncia do elemento ocasiona algum tipo de desordem reprodutiva em machos ou
fémeas (Noguchi et al., 1973). A combinacdo entre selénio e as vitaminas C e E, ja é
relatado por aumentar a reproducdo e o desempenho de Cyprinus carpio (Watanabe &
Takashima, 1977), sobrevivéncia e eclosdo em Plecoglossus altivelis (Takeuchi et
al.,1981) e maior porcentagem de ovos viaveis e fecundidade em Sparus aurata
(Izquierdo et al., 2001). Segundo Watanabe et al. (1997), a deficiéncia deste mineral
também resulta em reducdo no crescimento e causa mortalidade das larvas de peixes.
El-Sayed et al. (2003) ja havia constatado a importancia dos nutrientes da dieta das
matrizes de tilapia-do-nilo no desempenho de suas larvas.

Muitos dos problemas encontrados durante o desenvolvimento larval dos peixes
estdo diretamente relacionados com o regime alimentar e nutricdo dos reprodutores

(Izquierdo et al., 2001). Desta forma, a nutricdo de reprodutores é essencial para o
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desenvolvimento gonadal das fémeas e a performance de seus ovos e larvas (Santiago et
al., 1981; Gunasekera et al., 1997).

Como existe pouca informacdo sobre o efeito dos minerais em dietas para
reprodutores de tilapia-do-nilo na performance de suas progénies, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o desenvolvimento inicial e desempenho produtivo de larvas
provenientes de matrizes de tilapia-do-nilo alimentadas com ragdes suplementadas com

selénio organico.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Peixes Ornamentais e no Setor de
Tilapicultura do Centro de Aquicultura da UNESP de Jaboticabal durante 30 dias.

2.2. ANIMAIS E INSTALAC}@ES

Para avaliar o desenvolvimento inicial das progénies foram coletados os ovos
encontrados na boca das matrizes e estocados em incubadoras individuais de 2 litros de
capacidade e fluxo de dgua continuo. Apoés a eclosdo e a absorgdo do saco vitelinico, 25
larvas de cada tratamento foram coletadas, insensibilizadas e mortas com benzocaina de
acordo com Gontijo et al., (2003) e fixadas em formol a 10% por 24 horas, e em
seguida, passadas para alcool etilico 70%.

Para avaliar o desempenho das progénies de matrizes de tilapia, 280 larvas de cada
tratamento foram separadas e divididas em quatro aquarios de polietileno com
capacidade de 120 litros, totalizando vinte unidades experimentais. Cada aquario era
equipado com filtro de espuma e aquecedor para manutencao da temperatura.

2.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental utilizado para analisar o desenvolvimento inicial e
a performance produtiva das progénies foi inteiramente casualizado com cinco
tratamentos (0,00; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 mg/kg™) e quatro repeticdes.
2.4. VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS DA AGUA

As variaveis fisico-quimicos da agua das incubadoras, onde foi coletado as
progénies iniciais, e dos aquarios, onde foi realizado o desempenho da progénie, foi
monitorada semanalmente com determinagbes do potencial hidrogenidnico
(potenciometro digital YSI, modelo pH 100), oxigénio dissolvido (oximetro YSI,

modelo 55), alcalinidade total e amonia total, sendo as duas ultimas variaveis
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determinadas pelos métodos de Golterman et al., (1978). A temperatura média da agua
foi determinada diariamente com um termdmetro de maxima e minima.
2.5. DIETAS EXPERIMENTAIS

Para avaliar o desempenho produtivo das progénies foi utilizada uma ragéo
comercial em po (45% PB) com 60 miligramas de 17 a-metiltestosterona por kg para
proporcionar a reversdo sexual dos peixes, os animais foram alimentados quatro vezes
ao dia por um periodo de 30 dias.
2.6. DESENVOLVIMENTO INICIAL DA PROGENIE

Para a avaliagdo do desenvolvimento inicial das larvas foram realizadas biometrias
determinando-se o comprimento total (CT), comprimento padrédo (CP), comprimento da
cabeca (CC), comprimento do tronco (Ct) e peso final (PF) (Figura 1). Para a realizagéo
das medidas foi utilizado um estereomicroscopio, utilizando-se como unidade o

milimetro (mm).

sl
| ™

Camp. cabeca

Comprimeto Tronco
T

Comprimeto Padrio

Comprimeto Total

Figura 1: Medidas utilizadas na biometria.
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2.7. DESEMPENHO PRODUTIVO DA PROGENIE

Para determinar o desempenho produtivo da progénie, foram realizadas biometrias
no inicio e apds trinta dias de experimentacdo e 0s seguintes parametros foram
avaliados: sobrevivéncia (S%), ganho de peso (GP) e conversdo alimentar aparente
(C.A).

A sobrevivéncia foi calculada dividindo-se o nimero de peixes aos 30 dias pelo

numero de peixes inicial de cada parcela multiplicando por 100.

Numero de peixes final

S %)= Nomero de peixes inicial

100

O ganho de peso dos peixes foi calculado pela diferenca entre os resultados de
peso médio final (PMF) e inicial (PMI) dos peixes de cada replica.
GP(g) = PMF(g) - PMI(g)
A conversdo alimentar aparente foi calculada dividindo-se os resultados de

consumo da ragdo (CR) pelo ganho de peso (GP) dos peixes obtidos no periodo.

(Consumo total deracéo g)
(Ganho de peso dos peixes g)x (n° de peixes na parcela)

2.8. ANALISES ESTATISTICAS
As analises estatisticas dos resultados foram realizadas através do teste F para
andlise de variancia (ANOVA) e teste de Duncan para comparacdo de médias, ao nivel

de 5% de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SAS 9.0. Os dados de

sobrevivéncia foram transformados em arcoseno \/_ X antes da analise.
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3. RESULTADOS
3.1. VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS DA AGUA

As médias dos resultados das varidveis fisico-quimicas da dgua nas incubadoras
foram: pH 7,6 £ 0,2; concentracdo de oxigénio dissolvido 5,5 + 1,26 mg/L; alcalinidade
total 134,2 £ 52,5 mg/L; amonia total 38,3 + 2,3 pg/L e temperatura 28,4 + 0,75°C. Ja
os parametros fisico-quimicos da &gua dos aquarios das progénies, durante todo o
periodo experimental, foram: pH 6,54+0,10; oxigénio dissolvido 6,65+0,42 mg/L;
alcalinidade total 138,8+28,92 mg/L; amonia total 9,07+3,06 pg/L e temperatura
27,5+0,55°C.
3.2. DESENVOLVIMENTO INICIAL DA PROGENIE

O desenvolvimento inicial (pos-eclosdo) de larvas de tilapia estdo apresentados na
tabela 2. As matrizes suplementadas com 1,00 mg/kg de selénio organico produziram
larvas com maior comprimento total, comprimento padréo, comprimento da cabeca e
comprimento do tronco em relacdo aos demais niveis de suplementacdo (p<0,05). O
peso apresentou as maiores medias (p<0,05) nas progénies dos reprodutores que
receberam 0,75 mg/kg de selénio organico em relagdo aos demais tratamentos.

Tabela 1. Média e desvio padrdo dos parametros do desenvolvimento inicial pos-
eclosdo da progénie de matrizes de tilapia-do-nilo.

Nivel de suplementacdo com selénio (mg/Kg) Cv

0 0,25 0,50 0,75 1,0 (%)

CT (mm)  7,74+0,87° 7,89+0,77° 7,82%0,72° 7,93+0,40° 8,42+0,81* 9,25

CP (mm)®>  6,36+0,64°  6,44+054"° 6,42+0,62° 6,52+0,31" 6,87+0,49* 8,20
CC (mm)® 1,95+0,26" 2,04+0,21°  2,00+0,19°  2,03+0,11° 2,21+0,22° 10,28

Ct(mm)*  4,31+0,40°  4,37+0,33"  4,36+0,42°  4,40+0,20°  4,60+0,32° 7,93
P(mg)° 55+1,64°  6,0+2,09+" 50+207°  7,3+184%  48+226° 34,37

Meédias seguidas de letras diferentes na horizontal diferem entre si pelo teste de Duncan (P>0,05).

- Peso

OO WN -

- Comprimento total

- Comprimento padrdo

- Comprimento da cabeca
- Comprimento do tronco

- Coeficiente de Variacéo
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3.3. DESEMPENHO DA PROGENIE

O desempenho da progénie esta apresentado na Tabela 3. A sobrevivéncia variou
(p<0,05) entre os tratamentos, entretanto os resultados encontrados foram bastante
irregulares, ndo permitindo relacionar a suplementagéo de selénio com a sobrevivéncia
dos peixes.

O ganho de peso, possivelmente influenciado pela sobrevivéncia, também
apresentou variagdes. Nos tratamentos que tiveram mortalidade elevada, a redugéo da
densidade possibilitou um crescimento maior. Entretanto, ao se comparar somente 0s
tratamentos que tiveram sobrevivéncia mais alta, observa-se que a suplementagdo com
0,50 mg/kg de selénio aumentou 0 ganho de peso (p<0,05) em relacdo as larvas cujos
pais receberam a dieta sem suplementacdo, demonstrando efeito positivo na adi¢do do
mineral nas racdes. Os resultados de conversdo alimentar aparente ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos (p>0,05).

Tabela 2. Media e desvio padrao dos resultados de desempenho de progénies de tilapia-

do-nilo, ap6s periodo de reversdo sexual, cujo os pais receberam suplementacdo de
selénio organico na dieta.

Nivel de inclusdo de selénio (mg/kg) cVv’

0 0,25 0,50 0,75 1,0 (%)

S (%)" 77,5+10,8° 52,5+7,6° 86,8+11,9° 47,5+9,6° 77,3+3,6° 8,85
GP (mg)? 760+110° 1140+77° 1040+118% 960+96%°  810+36™ 9,78
C.A® 1,1240,32 1,12+0,18 1,02+0,06 1,46+0,33 1,15+0,04 19,01

Médias seguidas de letras diferentes na horizontal diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
1- Sobrevivéncia

2- Ganho de peso

3- Conversdo alimentar

4- Coeficiente de variacdo
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4. DISCUSSAO
4.1. VARIAVEIS FISICO-QUIMICAS DA AGUA

Os valores médios das variaveis fisico-quimicas da dgua se mantiveram dentro da
faixa ideal preconizada por Kubtiza (2000) para o adequado desenvolvimento da
espécie.

4.2. DESENVOLVIMENTO INICIAL DA PROGENIE

Segundo Gunasekera et al. (1997), a nutricdo dos reprodutores tem efeitos
significativos sobre a maturacdo gonadal, fecundidade e desempenho de ovos e larvas.
A importancia dos nutrientes da dieta das matrizes de tilapia-do-nilo no desempenho
das larvas ja havia sido constatada por El-Sayed et al., (2003).

El-Gamal et al. (2007), observaram que a combinacdo entre o selénio e as
vitaminas E e C trouxe melhores resultados de performance reprodutiva para matrizes
de tilapia e consequentemente melhores taxas de fecundidade, ecloséo e sobrevivéncia
das progénies. Isso ressalta a importancia do selénio na alimentagéo de reprodutores. No
entanto, ndo ha estudos com peixes relacionando o papel do selénio na nutricdo de
reprodutores com o desenvolvimento de progénies. Partindo do principio que o selénio
participa de reacdes no metabolismo e no crescimento dos animais (Watanabe et al.,
1997) e que os nutrientes da dieta dos reprodutores tém efeitos signficativos no
desempenho das larvas (Gunasekera et al., 1997), no presente estudo observou-se que o
selénio influenciou positivamente o crescimento e 0 peso das progénies no qual os pais
receberam a dieta contendo 1,0 e 0,75 mg/kg de selénio organico. Esse maior
crescimento das progénies também pode ser explicado pelo fato do selénio ser um
mineral que atua nos processos fisiolégicos como no metabolismo da tiredide (Rang et
al., 2001). O selénio tem um papel importante na regulacdo dos horménios tireoideanos,

pois converte o hormoénio T4 (tiroxina) em T3 (triiodotironina), essa conversdo é
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benéfica para o organismo pelo fato do hormonio T3 atuar sobre o crescimento do
animal (Hayashi, 1993). Estudos tém demonstrado que dietas suplementadas com
selénio apresentam maiores niveis do horménio T3 quando comparadas com as dietas
deficientes em selénio (Chang et al., 2005). Além disso, ja foi constatado que o
horménio T3 é transferido dos reprodutores para as proles e que este proporciona um
melhor desenvolvimento das progénies (Ayson & Lam, 1993; El-Zibdeh et al., 1996).

As maiores medias observadas no comprimento da cabeca e comprimento do
tronco das progénies em que os pais receberam 1,0 mg/kg de selénio orgénico também
comprova a eficiéncia deste mineral. Estudos descrevendo o desenvolvimento inicial da
cabeca e do tronco de larvas de peixes tém relatado que o crescimento desses membros
esta relacionado com o desenvolvimento dos tecidos e dos musculos das larvas
(Rodriguez et al., 1989; Balon, 1977; Liem, 1981). De fato ja foi observado que o
selénio é um componente essencial no desenvolvimento muscular e de alguns tecidos
dos peixes (Watanabe et al., 1997), e que a deficiéncia deste mineral causa reducao do
tdnus muscular (Poston & Combs, 1979) e distrofias (Poston et al., 1976).

4.3. DESEMPENHO DA PROGENIE

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura relacionando a suplementacéo
de selénio para reprodutores com o desempenho de suas respectivas progénies. No
entanto, ja é conhecido a importancia dos nutrientes da dieta dos reprodutores sobre o
desenvolvimento das larvas.

Os melhores resultados observado no ganho de peso das progénies em que 0s pais
receberam 0,5 mg/kg de selénio organico demonstra a eficiéncia da adi¢cdo do mineral
nas ragdes de reprodutores. Estudos com outros animais também tem constatado esta
eficdcia. Mahan & Kim (1996) testando dietas suplementadas com selénio organico para

reprodutores de suino obtiveram resultados satisfatorios no desempenho das progénies,
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além de observaram um aumento na concentracdo da enzima glutationa peroxidase no
leite das reprodutoras, no colostro e em alguns tecidos da progénie. Os autores
atribuiram este aumento da concentracdo da enzima nos tecidos dos animais ao leite
consumido pelas progeénies.

Mahan et al. (1975), também constataram que progénies de suino na qual os pais
receberam a suplementacdo com o mineral apresentavam altos valores da enzima
glutationa no sangue, no figado, no miocardio e em alguns muasculos em relagdo as
progénies cujo os reprodutores foram alimentados com uma dieta controle. Também ja
foi constatado que a combinacdo entre selénio e vitamina E aumenta a atividade das
enzimas glutationa peroxidase e tocoferol no sangue e no figado de progénies de suinos
em que os pais receberam a dieta suplementada (Mutetikka & Mahan, 1993).

Estes resultados indicam que o selénio e transferido com eficiéncia dos
reprodutores para as progénies. No presente estudo, o melhor desempenho das larvas
onde os pais receberam a dieta suplementada com selénio comprova esta eficacia. Este
resultado € positivo, pois um dos principais problemas encontrados durante o
desenvolvimento das larvas esta diretamente relacionado com o regime alimentar dos
reprodutores. Além disso, a larvicultura, na maioria das vezes, é o fator decisivo sobre a
viabilidade econémica no cultivo de uma espécie. No entanto, novos estudos devem ser
realizados para detalhar precisamente a via de transferéncia e o local de acdo desta

enzima em larvas de peixes.
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5. CONCLUSOES
Dietas suplementadas entre 0,5 e 1,0 mg/Kg de selénio orgénico para reprodutores
de tilapia-do-nilo, melhoram significativamente 0 desenvolvimento inicial e o

desempenho de suas progeénies.
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CONSIDERACOES FINAIS
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O melhor desenvolvimento e desempenho das progénies de tilapia-do-nilo,
representado pela suplementacdo de selénio organico na dieta dos reprodutores,
demonstrou que o mineral pode ter efeito no metabolismo e no desempenho das larvas.
O desafio para as proximas pesquisas € desvendar de que forma o metabolismo das
larvas ¢ modificado pelo selénio orgénico e detalhar precisamente a via de transferéncia
(reprodutor - progénie) e o local de acdo deste mineral em larvas de peixes. Além disso,
sugere-se a realizacdo de trabalhos combinando selénio e vitaminas e com um tempo de
duracdo maior o que pode ser essencial na obtencdo de resultados satisfatorios para os
reprodutores.

Vale ainda ressaltar as dificuldades encontradas em trabalhar com microminerais
como o selénio, pois ainda faltam muitas informacgdes na literatura principalmente
relacionadas ao seu metabolismo em peixes.

Estudos sobre a atividade de enzimas antioxidantes, que estejam envolvidas nos
processos metabolico do mineral, podem levar a melhor compreensdao do papel do
selénio no desempenho dos animais.

A suplementacdo com selénio organico na dieta de reprodutores de tilapia-do-nilo,
pode ser utilizada para melhorar o desenvolvimento inicial e o desempenho de suas

progénies.
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