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Resposta ao estresse em diferentes familias de tilapia-
do-Nilo

Resumo — A atividade de producéo intensiva de tilapia emprega métodos e
procedimentos que inevitavelmente causam algum nivel de estresse aos
animais. Um melhor desempenho produtivo pode ser obtido por meio do
desenvolvimento de variedades com genética mais adaptada aos sistemas de
producdo. Atualmente, ha estudos que investigam a influéncia do fator genético
da resposta ao estresse para algumas espécies de peixes, porém nao para a
tilapia-do-Nilo. O presente estudo teve como objetivo verificar se ha diferenca do
nivel de resposta ao estresse entre familias de tilapia e avaliar, por meio da
analise de parametros genéticos, a viabilidade da utilizacdo desta caracteristica
em um programa de melhoramento genético. Para isto, foram gerados peixes de
8 familias com pedigree que, ao atingirem o tamanho aproximado de 15 g, foram
identificados com microchip e distribuidos na proporcdo de 8 peixes de cada
familia em 6 tanques retangulares. Trinta dias ap6s o término da avaliagdo do
desempenho produtivo, foi aplicada a exposicdo aérea para posterior avaliacdo
dos parametros fisiologicos. As familias apresentaram diferentes taxas de
crescimento e diferenca significativa de parametros de resposta ao estresse. As
herdabilidades dos niveis de glicose e cortisol ficaram em 0,160 e 0,220
respectivamente. Concluindo, a diferenca das médias dos valores de cortisol,
glicose, lactato e hemoglobina entre as familias, bem como os valores
moderados de herdabilidade obtidos para os niveis de cortisol e glicose
demonstram o grande potencial destes parametros de serem utilizados para
exercer presséo de selecdo no desenvolvimento de variedades de tildpia-do-Nilo

menos sensiveis ao estresse.

Palavras chave: herdabilidade, resposta ao estresse, cortisol, melhoramento

genético, Oreochromis niloticus.



Stress response in different families of Nile tilapia.

Abstract - The intensive tilapia production activity employs methods and
procedures that inevitably cause some level of stress to the animals. A better
productive performance can be obtained through the development of varieties
with genetics more adapted to production systems. Currently, there are studies
investigating the influence of the stress response genetic factor for some fish
species, but not for Nile tilapia. This study aimed to verify whether there is a
difference in the stress response level among Nile tilapia families and to evaluate,
through the analysis of genetic parameters, the feasibility of using this trait in a
breeding program. For this, 8 families with pedigrees were generated which,
when they reached the approximate size of 15 g, were identified with a microchip
and distributed in the proportion of 8 fish of each family in 6 rectangular tanks.
Thirty days after the end of the productive performance evaluation, they were
submitted to aerial exposure for further evaluation of the physiological
parameters. Families showed different growth rates and significant difference in
stress response parameters. Heritability of glucose and cortisol levels was 0.160
and 0.220, respectively. In conclusion, the difference in mean cortisol, glucose,
lactate and hemoglobin values between families, as well as the moderate
heritability values obtained for cortisol and glucose levels demonstrate the great
potential of these parameters to be used to exert selection pressure on the
development of Nile tilapia varieties less sensitive to stress.

Key words: heritability, stress response, cortisol, genetic improvement,

Oreochromis niloticus



1- INTRODUCAO

A piscicultura vem crescendo em ritmo acelerado e o Brasil ja figura entre
0s maiores produtores de tilapia do mundo. Este aquecimento da atividade vem
acontecendo em virtude da profissionalizacdo da cadeia produtiva que
proporciona ao mercado um produto com qualidade e competitividade para
atender tanto o mercado interno quanto o externo. O mercado estipula os valores
de venda e a industria exige cada vez mais qualidade em material genético

animal para garantir eficiéncia e obter resultados financeiros.

A industria da tilapia ainda tem muito o que avancar em melhoramento
genético para alcancar a eficiéncia hoje presente em outras industrias de
producdo animal como bovinos, aves e suinos e a tendéncia é que isso ocorra
em breve. Hoje a tilapicultura brasileira utiliza variedades de tilapia que
passaram por processo de sele¢cdo e melhoramento genético principalmente
para ganho de peso e conversdo alimentar. Também h& iniciativas
paradesenvolver variedades de tilapia com genética que proporciona maior
tolerancias a infec¢bes bacterianas, as quais causam tantos prejuizos para o
setor produtivo. No entanto muitos autores sugerem que a tolerancia a doencas
pode estar mais vinculada a resposta do sistema imune inatos animais do que a

suscetibilidade do animal a um patdégeno especifico (Shoemaker, 2019).

Em peixes, os parametros fisiol6gicos do sistema imune inato e de resposta
ao estresse sdo claramente alterados diante de agentes estressores inerentes
ao processo produtivo, porém poucos estudos, principalmente para tilapia,
esclarecem qual é a influéncia do fator genético da tolerancia ao estresse e se
esta € uma caracteristica herdavel que pode ser usada como critério para
exercer pressdo de selecdo em programas de melhoramento genético.
Tampouco sabe-se se esta caracteristica esta de fato correlacionada com outras
de interesse como ganho de peso e rendimento de carcaga. Além da eficiéncia
do processo produtivo, fatores como qualidade do produto, sanidade e bem estar
estdo no radar das vantagens relacionadas a reducéo do estresse nas unidades
de producao. De fato como o setor produtivo pode se beneficiar do entendimento
do fator genético das respostas ao estresse? A possibilidade de confinar e
manejar animais que sofrem menores alteragbes dos parametros fisiologicos

diante de agentes estressores € atraente e deve ser explorada.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1- Melhoramento genético de tildpias

A tilapia é o peixe mais produzido no Brasil e um dos mais consumidos
no mundo (FAO, 2020). Esta espécie € protagonista no cenario mundial de
producdo aquicola em decorréncia de diversos fatores dentre os quais se
destacam o habito alimentar onivoro, facilidade na reproducado e larvicultura;
bom crescimento dentro dos sistemas de producao; carne de textura suave e de
boa aceitacdo pelo mercado consumidor. Para que esta espécie chegasse ao
patamar atual, com caracteristicas que viabilizam sua producdo em larga escala
ao redor do mundo, foi necessério que houvesse o continuo desenvolvimento de
variedades de maior produtividade no sistema de cultivo por meio de programas
de selecdo e melhoramento genético.

A tildpia ja obteve grande avanco no desenvolvimento de variedades
melhoradas geneticamente. Segundo relatos, o0s primeiros esforcos
direcionados para selecéo de tilapias foram despendidos na década de 60, pelo
Asian Institute of Technology (AIT), numa estacao de piscicultura do Palacio Real
de Chintralada, em Banckok. O nome do palacio acabou sendo vinculado a
variedade que € uma das mais cultivadas no Brasil ainda hoje (EMBRAPA,
2015). Ja a partir dos anos de 1980, foi dado inicio, pelo World Fish Center, ao
programa GIFT (Genetically Improved Farmed Tilapia) de selecdo e
melhoramento genético de tilapias. O programa GIFT, que teve inicio nas
Filipinas, proporcionou uma revolugdo com grandes ganhos na produtividade da
tilapia. Tanto sua tecnologia quanto os proprios animais melhorados foram
largamente difundidos ao redor do planeta, permitindo o amplo acesso tanto para
0S pequenos produtores quanto para grandes industrias.

Posteriormente, animais melhorados do programa GIFT foram cedidos
a empresa norueguesa Genomar que aplicou ferramentas de melhoramento
genético utilizadas na salmonicultura, o que permitiu um salto ainda maior na
produtividade da espécie. Até hoje o programa GIFT é a base para diversos
outros programas de melhoramento genético da tilapia realizados no mundo
todo, inclusive no Brasil (Ponzoni et al., 2010).

No Brasil, a tilapia foi introduzida a partir da década de 1970 em

diferentes regibes e épocas. Inicialmente trabalhou-se com a hibridacdo da
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tilapia para povoamento e manejo de estoques pesqueiros em reservatorios do
nordeste, em uma iniciativa do DNOCS (Departamento Nacional de Obras
Contra as Secas). Foram realizados cruzamentos entre a tilapia Zanzibar
(Oreochromis hornorum) e a nilética (Oreochromis niloticus) até que as técnicas
de hibridagdo fossem dominadas. Apos resultados motivadores no nordeste, a
partir da década de 1980, outras iniciativas promoveram a disseminacao da
tilapia em lagos de usinas hidroelétricas em Séao Paulo e Minas Gerais, 0 que
fomentou a producgéo de alevinos (Kubitza, 2003).

Na década de 90, em uma iniciativa da Secretaria da Agricultura e do
Abastecimento do Parana (SEAB), juntamente com a EMATER-PR (Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensao Rural do Parana) e ALEVINOPAR (Associagao
Paranaense de Produtores de Alevinos), foram importadas matrizes da tilapia
Chintralada de Banckok para melhorar a variabilidade e qualidade do material
genético que predominava na regido do Parand. Em 2005, ocorreu outra
iniciativa de grande impacto para o desenvolvimento da tilapicultura brasileira,
quando foram enviados 600 alevinos de 30 familias de GIFT do International
Center for Living Aquatic Resources Management (ICLARM), atual World
FishCenter na Malasia para a Universidade Estadual de Maringd (UEM). Até
2010, houve na UEM, o desenvolvimento da variedade com a selecdo de
reprodutores por quatro geracdes. Segundo relatos, este material foi distribuido
para 54 empresas e 24 instituicbes publicas dos mais diferentes portes e perfis
no pais.

Nos anos de 2002 e 2005, foram feitas outras importacdes de tilapia
GIFT, desta vez foi a variedade Supreme fornecida pela Genomar da Noruega
para empresa Aquabel, no Parana. Mais adiante, em 2018, a Aquabel foi
adquirida pela companhia alema EW group GmbH, que consolida resultados de
28 empresas alemas e 81 estrangeiras em diversos segmentos do agronegécio
e genética. Este empreendimento de altos investimentos possui as estratégias
mais promissoras para liderar a qualidade do material genético da tilapia no
Brasil.

Atualmente, ha alguns programas de melhoramento de variedades em
diferentes instituicbes publicas e privadas, que também contam com a

importacdo de material genético melhorado de outros paises. Esse material



biolégico se difunde de forma a compor uma grande diversidade genética da

tilapia presente em todo territorio nacional (EMBRAPA, 2015).

2.2- Estresse e sistemaimune em peixes

Na piscicultura intensiva, os animais passam por diversas situag¢des de
manejo que causam estresse agudo como biometria, transferéncia, vacinacgao,
transporte, despesca, baixa qualidade de agua e manejo inadequado. Estes
procedimentos sdo indispensaveis para uma maior eficiéncia do sistema de
producao e mesmo que sejam realizados da forma mais adequada possivel, irdo
inevitavelmente causar algum nivel de estresse aos peixes.

O estresse pode ser definido como um conjunto de respostas fisioldgicas
e comportamentais do organismo frente a um agente estressor, como a presenca
de predadores e escassez de alimento, podendo causar um desequilibrio
organico, o que aumenta a probabilidade de sobrevivéncia (Wendeelar-Bonga,
1997). Tal desequilibrio permite que o animal resista e/ou se acomode a
condi¢cbes adversas.

Este sistema adaptativo dos animais gera uma série de alteracdes
fisiologicas que se manifestam em niveis primarios, secundarios e terciarios
(Oba et al., 2009). A resposta primaria, neuroenddécrina, € caracterizada pela
ativacdo do hipotdlamo e liberagdo de catecolaminas (adrenalina e
noradrenalina) na corrente sanguinea. Isso da inicio a uma cascata de respostas
integradas com efeitos disruptivos no funcionamento fisiolégico normal do
organismo (Harris e Bird, 2000). Quando as catecolaminas permanecem em
niveis altos, acontece a liberacdo de cortisol e ativacdo do eixo pituitario-
interrenal, ocasionando as respostas secundarias, como aumento dos
batimentos cardiacos, elevacdo do consumo de oxigénio, mobilizacdo das
reservas energéticas, aumento da glicose circulante, hiperlactacemia, lipdlise,
inibicdo da sintese proteica e ainda uma oscilagdo da concentracdo de alguns
ions na corrente sanguinea (Mazeaud e Mazeaud, 1981).

A resposta tercidaria pode ser observada em nivel populacional e
manifesta-se pela inibicAo da reproducédo, depressdo do sistema imune e
reducado da alimentacao e crescimento (Lima et al., 2006). Este nivel de resposta

acontece em decorréncia da alta intensidade e duracdo dos niveis de resposta



ao estresse, 0 que pode levar o animal a reduzir sua resposta imune inata,
causando patologias ou a morte (Selye, 1950). Portanto peixes menos tolerantes
a agentes estressores consequentemente tendem a apresentar menor
produtividade e desempenho em condi¢gbes de manejo e cultivo intensivos.

A intensidade e duracdo do estresse também influenciam nas
consequéncias e resultados decorrentes. O estresse cronico se caracteriza pela
longa duracéo e continuidade da anormalidade das condi¢des fisiologicas do
organismo. Normalmente, em condi¢cfes de cultivo, este tipo de estresse esta
associado a baixa qualidade da agua, alta densidade de estocagem ou até a
presenca de agentes patologicos (Afonso, 1998). Inclusive o estresse social pela
relacdo hierarquica entre os peixes pode causar comportamento agonistico e
estresse crbnico com potenciais consequéncias graves (Krempel, 2004). Ja o
estresse agudo costuma ser mais intenso, porém de curta duragdo, o que em
condicBes de cultivo, muitas vezes pode ser decorrente da retirada dos animais
da 4gua e consequente exposicdo aérea dos animais. Este tipo mais intenso e
curto de estresse acontece mais comumente quando os peixes sdo submetidos
a algum manejo pontual como biometria, transporte, vacinagdo e despesca
(lwama, 1993).

O sistema imune pode ser afetado pelo estresse, principalmente por
meio do sistema ndo especifico, inato, uma vez que geralmente apenas a
imunidade adquirida pode responder a patdgenos especificos (Cnhaani, 2006).
As respostas do sistema imune ao estresse sao influenciadas por diversos
horménios e suas interacdes entre si, além de células imunocompetentes, e
fatores endogenos como citocinas (Harris e Bird, 2000).

O cortisol, em razéo de sua natureza lipossoluvel, penetra nas células e
liga-se a genes promotores nos nucleos de forma a reprimir a expressdo de
genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo, reprodugcdo e
resposta imune como as enzimas do sistema complemento e lisozima (Aluru e
Vijayan, 2009). Barcellos (2001) estudou o efeito do cortisol sobre o sistema
imune, e observou que o nimero de linfécitos diminuiu & medida que o cortisol
aumenta. Isto pode aumentar a suscetibilidade dos animais & acao de bactérias
patogénicas como Aeromonas, Vibrio e Columnaris (Pickering e Pottinger, 1989).

O balanco energético e metabolismo da glicose também séo alterados

em condi¢cdes de estresse, 0 que contribui para imunodeficiéncia. O animal
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estressado aciona a gliconeogénese, liberando energia de rapido acesso aos
tecidos, o que diminui a alocacédo de energia para o sistema imune e contribui
para imunodeficiéncia (Wedemeyer, 1996). Desta forma, a liberacdo de cortisol
e as diversas alteracdes fisioldégicas que acontecem apds o estresse deixam o
animal mais suscetivel a acdo de bactérias e agentes patogénicos que nao
causariam prejuizo em condic¢des de equilibrio fisiologico.

O sistema imune inato € um mecanismo fundamental de defesa dos
animais que visa proteger o organismo contra agentes patogénicos. Um exemplo
€ o das células fagociticas que desempenham um papel importante nos
mecanismos de defesa imune e podem gerar anions superoxidos e seus
derivados reativos, 0s quais sdo poderosos agentes anti-bacterianos, chamados
de burst oxidativo (Ellis, 1999). A avaliagdo deste parametro pode ser usado para
se entender o grau de estimulagdo do sistema imune diante de um agente
estressor.

A resposta ao estresse em tilapias foi estudada por Barcellos (1999) que
verificou diversas alteracdes fisiologicas causadas pela aplicacdo do estresse
agudo por exposicdo aérea durante 60 segundos, apds a administragdo de um
estresse cronico. Outros estudos também determinaram a resposta ao estresse
em diferentes variedades e espécies hibridas de tilapia expostas ao ar por 5
minutos, quando foi verificado o pico dos niveis de glicose e lisozima nas
amostras de sangue coletadas 2,5 h ap6s a aplicacdo do estresse agudo
(Cnaani, 2004). A exposicdo aérea também foi utilizada como agente estressor
agudo por Arends (1999), que avaliou o pico dos niveis de cortisol 30 minutos
apos juvenis de Gilthead Seabream (Sparus aurata L.) serem suspensos com
uma rede para fora d’agua por 3 minutos. De fato, existe uma variedade de
procedimentos que podem ser adotados para provocar respostas ao estresse
agudo em peixes. Neste sentido, € importante aplicar um agente estressor que
proporcione respostas quantificadas por meio de andlise de parametros

fisiologicos, hematologicos e do sistema imune.

2.3- Fator genético datolerancia ao estresse em peixes.

Um melhor desempenho no cultivo pode ser alcancado por meio do

aprimoramento de técnicas de produgcdo e manejo; e por meio do



desenvolvimento de linhagens de animais mais adaptados aos processos
produtivos. A maioria dos programas de melhoramento genético para tilapia do
Nilo tem como objetivo selecionar animais com melhores taxas de crescimento.
Isto acontece pois, além de ser uma demanda do setor produtivo, esta € uma
caracteristica que possui boa herdabilidade, o que resulta em bons ganhos
genéticos de uma geracao para a seguinte (Yoshida, 2003). Para tilapia, além
de taxa de crescimento e ganho de peso, ha iniciativas de melhoramento
genético e selecdo para parametros morfométricos (Vilhena et al., 2015),
tolerancia a baixa temperatura (Charo-Karisa, 2005) e resisténcia a doencas,
mais especificamente bactérias do género Streptococcus sp. (Shoemaker,
2019). Poucos programas de melhoramento genético tem o objetivo de
desenvolver variedades com maior tolerancia ao estresse.

Fevolden et al. (1991) avaliaram diferentes familias de irmaos e meio-
irmaos de Truta arco iris (Oncorhynchus mikiss) e Salméo do Atlantico (Salmo
salar) quanto aos niveis de cortisol, glicose e lisozima aferidos em coleta de
sangue apdés a aplicacdo de estresse. Considerando 0s parametros
hematoldgicos analisados, os peixes das familias de irmaos e meio-irméaos foram
ranqueados e selecionados quanto aos seus valores de Valor genético aditivo
(VGA ) ao longo de guatro geracdes. Neste trabalho foi realizada a separacao
dos animais selecionados em dois grupos (alta e baixa resposta ao estresse).

Em um estudo seguinte, Fevolden (1992), desafiou o Salméo do
atlantico com Aeromonas salmonicida, Vibrio anguillarum e Renibacterium
salmoinarum (causadora da Bacterial kidney disease). Enquanto o grupo de
baixa resposta ao estresse desempenhou melhor contra furunculosis e vibriosis,
nao houve diferenga significativa na mortalidade entre as variedades menos e
mais suscetiveis ao estresse no desafio. Posteriormente, a avaliacdo para
selecéo ao longo de quatro geragdes verificou herdabilidades de 0,27 a 0,11 para
resposta do cortisol e 0,06 a 0,07 para resposta a glicose (Fevolden et al., 1993).
Volckaert (2012) verificou a herdabilidade de 0,08 para resposta ao estresse
medida pelo nivel de cortisol em Seabream apds aplicacdo do estresse por
aumento da densidade de estocagem. De acordo com diversos estudos, a
herdabilidade do cortisol e de indicadores de estresse parecem ter uma grande

variacao entre diferentes espécies de peixes (Volckaert, 2012).



Tendo em vista a correlagéo positiva encontrada entre os parametros de
resposta ao estresse, sistema imune inato, e resisténcia a doencas; e baseado
nas experiéncias adquiridas com outros animais de cultivo, realizar a selecao de
animais para tolerancia ou resisténcia ao estresse € uma estratégia atraente
(Cnaani, 2006). No caso do desenvolvimento de variedades resistentes a
Streptococcus, € sugerido por Shoemaker (2019) que a prépria resisténcia a
bacteriose adquirida em um programa de selecdo de reprodutores pode estar
tdo relacionada ao sistema imune especifico quanto aos mecanismos de defesa
do sistema imune inato.

Atualmente, ha estudos sobre o fator genético da resposta ao estresse
para algumas espécies de peixes, principalmente salmonideos. Porém ainda ndo
se sabe se tolerancia ao estresse medida por parametros fisiolégicos € uma
caracteristica que pode ser utilizada para direcionar um programa de selecao de

reprodutores de tilapia do Nilo.

3. OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo verificar se ha diferenga do nivel
de resposta ao estresse entre familias de tilapia do Nilo e avaliar, por meio da
analise de parametros genéticos, a viabilidade da utilizagdo desta caracteristica
para direcionar um programa de melhoramento e selegéo de reprodutores. Além
disso, o estudo também buscou determinar as taxas de crescimento dos peixes
das diferentes familias para determinacao dos valores genéticos aditivos e das

correlacdes entre as caracteristicas.

4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi composto por duas etapas. Primeiramente foi
realizado um experimento piloto com peixes de familias aleatdrias para
determinacado dos tempos de exposicao ao ar e tempos de coleta da amostra
que seriam adotados no experimento principal. Tendo como referéncia os
resultados do experimento piloto, o experimento principal avaliou o crescimento

e a resposta ao estresse entre diferentes familias de tilapia.



4.1- Experimento piloto

Juvenis de tildpia (Oreochromis niloticus) (197,0 £ 29,3 g) foram
aclimatados em vinte e um tanques experimentais (200 L), com uma densidade
de seis peixes por tanque. Os tanques foram dispostos num sistema de
recirculacdo com controle da qualidade de agua, temperatura mantida a 27,5°C,
oxigénio em 4,5 mg/L, alcalinidade em 110 mg/L, pH 7,2; 0,25 mg/L de amodnia
total e 0,2 mg/L de nitrito total. A exposi¢cao ao ar foi realizada suspendendo os
peixes para fora da &gua com uma rede e mantendo-0s por quatro e oito minutos.

Os peixes foram anestesiados com benzocaina (100 mg/L) para coleta
de sangue, que foi realizada com agulhas e seringas, por puncdo dos vasos
caudais de quatro peixes por tanque (n = 12). O plasma foi separado para
determinacdo da concentracdo de glicose e o sangue total foi utilizado para
determinacdo do hematocrito. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado e os resultados foram submetidos a analise de
variancia bidirecional (two-way ANOVA), com trés tempos de amostragem (1, 3
e 24 h) e dois tempos de exposi¢cdo aérea (4 e 8 minutos) e ao teste de Tukey
(p<0,05) quando necessario. Uma condicao basal (grupo controle) foi analisada

pelo teste de Dunnett (p <0,05).

4.2- Experimento principal
4.2.1 Acasalamento dos lotes parentais e geracdo das familias.

Os lotes parentais foram obtidos de quatro pisciculturas comerciais
localizadas em diferentes regides do pais para formacdo de um plantel de
reprodutores. Quando atingiram o tamanho aproximado de 100 g, foi realizada a
sexagem dos peixes por meio da observacéo, com lupa, da papilla urogenital
destacada com azul de metileno. Posteriormente, foi realizada a identificacéo
dos peixes com a aplicagédo de microchips (nanochip ISO FDX-B 134,2; 1,4 x 8
mm).

As tilapias (Oreochromis niloticus) foram mantidas em um sistema de
recirculacdo de agua sob condicdes ambientais controladas pelo periodo
aproximado de 7 meses, tempo estimado para atingirem o estagio de maturidade
sexual e serem acasalados na propor¢cdo de 10 machos para 30 fémeas em
tanques circulares de 2,90 m de diametro e 7.500-L. Este acondicionamento
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inicial foi realizado para estimular a atividade reprodutiva nos animais e permitir
a selecao de fémeas para posterior formacao de casais e obtencédo de familias
com pedigree.

Destes quatro tanques com cruzamentos entre peixes dos diferentes
lotes, foram selecionadas as fémeas com os melhores historicos de desova ou
estdgio de maturacdo aparentemente avancado para formacdo dos
acasalamentos com machos que apresentavam maior peso. Os peixes
selecionados para formacao das familias foram transferidos para 14 tanques de
reproducao de fibra de vidro retangulares (1.200 L) na proporgao de um macho
para trés fémeas. Para evitar endogamia e seus efeitos adversos, as familias
foram formadas sempre a partir de acasalamentos entre machos e fémeas de
lotes diferentes e buscando sempre o maximo de diversidade de combinacdes
entre machos e fémeas dos quatro lotes.

Sobre cada tanque de reproducdo foram colocadas telas de sombrite
para criar uma area de sombreamento e cascalho cobrindo quase todo o fundo
de forma a proporcionar um ambiente mais favoravel para reproducéo (Figura
1). Os reprodutores foram mantidos em temperatura média de 28,5°C, condi¢bes
adequadas de qualidade de dgua com concentracdo de oxigénio dissolvido de
4,0 mg/L, concentracdes de amonia total e nitrito total abaixo de 0,2 mg/L e pH
igual a 7,00.

Os peixes foram alimentados com racao comercial com 32% de proteina
bruta (Presence TR, Grupo Neovia, Paulinia, Brasil) duas vezes ao dia as 09:00
e 16:00, até a saciedade aparente. Semanalmente foi realizada a verificagdo da
presenca de ovos na cavidade bucal das fémeas e os ovos coletados foram
transferidos para serem incubados em incubadoras com copos plasticos de 2,5
L, fluxo ascendente na vazéo de 1,5 L/min, temperatura de 28°C e concentracao
de oxigénio dissolvido de 6,5 mg/L (Figura 2).

Apos trés meses de tentativas para obtencéo das desovas sincronizadas
num intervalo de 15 dias, um total de 8 familias com pedigree foram obtidas entre
os dias 27 de fevereiro e 12 de marco de 2020. O chip identificador, o lote ao
qual cada peixe pertence, e a diferenca de idade entre as familias estdo
indicados na Tabela 1. Apds absorver o saco vitelinico, as larvas de cada familia
foram transferidas para serem alimentadas com racdo comercial farelada 50%

(Presence TR, Grupo Novia, Paulinia, Brasil) em tanques de fibra retangulares
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de 1.200 L até atingirem o tamanho adequado para marcagao por insercao de
microchip. A fase inicial destes juvenis (cerca de 15 g) foi realizada nho mesmo
tanque da larvicultura, onde os peixes foram classificados para reducdo da
densidade e mantidos separados nas mesmas caixas até a inser¢cdo do

microchip.

Figura 2. Incubadoras com bandejas utilizadas na separacgéo das larvas
por familia com pedigree.

11



Tabela 1. Cruzamentos que deram origem as familias de irmaos-completos e
meio-irmaos avaliadas no projeto

Familia TAG TAG Lote Lote Data Data

n° macho fémea macho fémea coleta ecloséo
1 39624 25505 1 2 27[fev 27Ifev
2 25471 121651 2 3 05/mar 06/mar
3 391193 25642 2 3 27/fev 02/mar
4 25724 25096 4 2 12/mar 13/mar
5 25724 25215 4 2 27[fev 05/mar
6 25425 25974 4 2 12/mar 14/mar
7 25425 25003 4 2 05/mar 08/mar
8 25270 25911 4 3 05/mar 06/mar

Minimo 27/fev 27/fev

Maximo 12/mar 14/mar

Diferenca maxima de idade (dias) 14 16

4.2.2- Avaliacao de ganho de peso

Ao atingirem o tamanho aproximado de 15 g e serem aleatoriamente
identificados com microchips, 384 juvenis foram distribuidos na proporcao de 8
peixes de cada familia por tanque, num total de 6 tanques retangulares de 1.200
L (Figura 3). Ao longo do experimento, os peixes foram alimentados duas vezes
ao dia, até a saciedade aparente, as 09:00 e as 16:00 horas. Nos primeiros 30
dias, a racao utilizada foi a Presence 2 a 3 mm, 36% proteina bruta (Onivoro TR
36, Grupo Neovia, Paulinia, Brasil). A partir da primeira biometria, com 30 dias
de cultivo, a racédo utilizada foi substituida pela racdo da mesma marca com 32%
de proteina bruta (Onivoro TR 32 Grupo Neovia, Paulinia, Brasil), de 4 a 6 mm,

a qual foi utilizada até o final do experimento.
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Figura 3. Bateria de tanques onde foram realizados os
acasalamentos, larvicultura, alevinagem, avaliacdo de ganho de
peso e aplicacdo da exposicao aérea para medicdo da resposta ao
estresse nas familias de irmaos-completos e meio-irm&os.

Ao longo dos 60 dias, a temperatura e concentracdo de oxigénio
dissolvido foram aferidos diariamente e se mantiveram com média de 27,7°C,
4,36 mg/L, respectivamente. A temperatura foi aferida com um termémetro de
maxima e minima e a concentracéo de oxigénio dissolvido foi medida com o uso
de oximetro portéatil (Oxyguard Handy polaris, Oxyguard international, Farum,
Dinamarca). Os parametros avaliados semanalmente com o uso de kits alfakit
(Alfakit Ltda., Florianopolis, Brasil) de analise foram: concentragdo de amdnia
total, que esteve inferior a 0,25 mg/L; concentracdo de nitrito, que permaneceu
abaixo de 0,2 mg/L; pH, mantido em 7,2 e alcalinidade total, que esteve em 110
mg/L.

A avaliacdo do desempenho produtivo teve inicio quando os peixes
apresentaram uma média de peso de 31,7 £ 5,9 g. Apds 30 e 60 dias do inicio
do experimento, foram realizadas biometrias dos peixes. Os indices de
desempenho produtivo analisados foram: peso final (g), ganho de peso diario
(g/dia); taxa de crescimento especifico (100*In(g)/dia) e coeficiente de
crescimento térmico (100*(g"1/3)/graus*dia).

Além do ganho de peso, foi realizado o controle do consumo diario de
racao para determinacéo da conversao alimentar (CA) por unidade experimental,
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uma vez que os peixes de todas as familias foram mantidos juntos nos mesmos

tanques, sendo a avaliacdo desta variavel (CA) por familia inviavel.

4.2.3- Exposicdo aérea e coleta de sangue.

Trinta dias apds o término da avaliagcdo do desempenho produtivo, 64
peixes de cada um dos tanques retangulares de 1.200 L foram submetidos a
exposicdo aérea para posterior avaliagdo dos parametros fisiolégicos. Desta
forma, os peixes identificados com nanochip de todas as familias de irmé&os e
meio irmaos estavam igualmente distribuidos e representados nas 6 unidades
experimentais.

Para aplicacdo do estresse e coleta do sangue, um bolsé&o de tanque
rede (1x1x1), malha 1 mm, de cor preta, foi acomodado ao formato do tanque
retangular de fibra para evitar o estresse por captura. Desta forma, para tirar 0s
peixes da agua foi necessario somente fechar o bolsdo e suspendé-lo para fora
d’agua pelo tempo determinado de 8 minutos (Figura 4), de acordo com 0s
resultados obtidos no experimento piloto.

A coleta de sangue foi realizada em duas unidades, em condicao basal,
sem aplicacdo do estresse (n = 16) e em 4 unidades, 3 h apds a aplicacdo do
estresse (n = 32), assim como ilustrado na Figura 5. O tempo de coleta também
foi determinado de acordo com o ensaio piloto, no qual foi observado pico na
concentracdo de glicose 3 h ap6s a exposicdo aérea. Os peixes foram
anestesiados com benzocaina (0,1 g/L) para a coleta do sangue por meio da
puncédo dos vasos caudais (Figura 6). Apos as coletas foi realizada a sexagem
dos peixes por meio da observacdo da papilla urogenital, com lupa, destacada

com azul de metileno (Figura 7).
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Figura 4. Exposicdo aérea por meio do
fechamento do bolsdo de tanque rede e
suspensdo dos peixes para fora d'dgua por 8
minutos.

Coleta 3h apédsa
Coleta Basal aplicacao do estresse
sem estresse por exposicdo aérea

Figura 5. llustragédo do delineamento do projeto.




Figura 6. Coleta de sangue dos peixes ocorreu antes do estresse agudo e 3h apés
a exposicao aérea.

Figura 7. Determinacdo do sexo das tilapias por meio da observacédo da
papila urogenital com lupa e corante azul de metileno.
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4.2.4- Andlises dos parametros fisiologicos

Amostras de sangue total foram colocadas em microtubos com
anticoagulante (Glistab, Labtest, Lagoa Santa, Brasil) e centrifugadas a 3000
rpm por 10 minutos para separacao de plasma e determinagcédo da concentracao
de glicose, cortisol e lactato. A analise da glicose foi realizada com Kkit
colorimétrico (K082, Bioclin Quibasa, Quimica Basica Ltda., Belo Horizonte,
Brasil) e de leitura em espectofotdmetro. A andlise de cortisol foi realizada por
ensaio imunoenziméatico com kit comercial (Ezyme Linked Immunosorbent Assay
887, DRG international, Inc, Springfield, NJ, EUA.), baseado em ligacéo
competitiva, em que anticorpos monoclonais presentes nas microplacas se ligam
a um sitio antigénico na molécula de cortisol. O lactato plasmético foi
determinado com o kit comercial (Bioclin KO84, Quibasa, Quimica Basica Ltda.,
Belo Horizonte, Brasil) e leitura em escpectrofotometro de microplacas.

Outra aliquota de sangue retirada com heparina foi destinada a tubos
para realizacdo imediata da andlise da atividade respiratéria de leucécitos (burst
oxidativo), determinacdo do hematdcrito por meio de centrifugacéo de capilares
e posterior andlises de hemoglobina (Kit Bioclin K023, Quibasa, Quimica Basica
Ltda., Belo Horizonte, Brasil) e leitura em espectrofotdmetro. Como indicadores
ibnicos foram determinadas a concentracdo de cloreto, a concentracdo de sodio

e potassio também com kits comerciais.

425- Andlise dos dados

Os resultados da avaliacdo do desempenho produtivo e de resposta ao
estresse foram submetidos a analise de variancia com tratamentos em arranjo
Fatorial (two-way ANOVA), sendo as 8 familias avaliadas em 2 condi¢fes (antes
e apos estresse) e quando couber, teste de comparacao de médias (Tukey, 5%).
Os components de covariancia e herdabilidade e influéncia relativa do ambiente
comum de alevinagem sera estimado para cada caracteristica separadamente,
além das correlagbes genéticas entre as caracteristicas de ganho de peso e
parametros fisiologicos.

Para estimar os componentes de (co)variancias bem como predizer os
valores genéticos dos animais para cada caracteristica, serdo utilizados

procedimentos bayesianos , por meio das cadeias de Gibbs, resultantes de
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2.000.000 ciclos com periodo de descarte de 100.000 ciclos e intervalo de
retirada de 100 ciclos, utilizando-se o sistema computacional MTGSAM —
Multiple Trait Gibbs Sampling to Animal Model (TASSEL; VLECK, 1996). A
distribuicBo gama invertida sera inicialmente utilizada como a priori dos
componentes de variancia. A convergéncia das cadeias sera testada por meio
do método Heidelberger e Welch (1981), descrito por Cowles, Best e Vines
(1995), utilizando-se a biblioteca CODA implementada no sistema R (versao
2.13.2 - 2011).

Para as estimativas dos componentes de (co)variancia e parametros
genéticos, utilizou-se o sistema R for Windows versao 2.13.2 para estimar os
intervalos de credibilidade de méxima densidade de probabilidade ou HPD
(highest probability density) a 95%. O intervalo de credibilidade comumente
utilizado na abordagem Bayesiana considera, na distribuicdo a posteriori, abas

de igual credibilidade.

5. RESULTADOS
5.1- Experimento piloto

N&o foi observada mortalidade nas unidades experimentais apés a
aplicacdo do estresse. Houve um aumento significativo na concentragdo de
glicose no plasma em peixes estressados em comparagdo com o grupo controle
(25,9 + 5,6 mg/dL), com o nivel mais alto de glicose no plasma sendo observado
no tempo de amostragem de 3 h (57,8 £ 19,2 mg/dL), ndo retornando a
amostragem basal apés 24 h (Figura 08). Esses niveis foram maiores com 8
minutos (53,96 £+ 16,07 mg/dL) do que aos 4 minutos (44,0 £ 17,1 mg/dL) de
exposicdo aérea em todos os tempos de amostragem. Isso confirma a ativagédo
do eixo cérebro-hipdfise-interrenal que, consequentemente, aumentou o nivel de
glicose como uma adaptacdo ao estresse, fornecendo energia disponivel
rapidamente. O hematdcrito foi significativamente maior (p<0,05) no grupo
controle (basal) (36,1 =+ 2,5%) do que nos peixes submetidos ao estresse (32,6
+ 3,1%), indicando que o0 estresse pela exposicdo ao ar causou uma
hemodiluicdo, ndo retornando a condicao basal apds 24 h.

Desta forma, a exposicéo aérea causou alteracdes na glicose plasmatica
e no hematdcrito. Os dados deste experimento foram utilizados para

18



fundamentar a metodologia aplicada no experimento principal para avaliagao dos

parametros de resposta ao estresse em diferentes familias de tilapia do Nilo.
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Figura 8. Concentrag&o de glicose no plasma em juvenis de tilapia submetidos a
exposicao ao ar por 4 e 8 minutos. Letras maiusculas diferentes indicam diferencas
estatisticas entre as amostragens pelo teste de Tukey (p<0,05). Letras mindsculas
diferentes indicam diferencas significativas entre os tempos de exposi¢ao aérea pelo
teste Tukey (p<0,05).

5.2- Experimento principal

As médias dos parametros de crescimento e ganho de peso estdo na
Tabela 2. Na analise de variancia, foram observadas diferengas significativas no
peso final (PF), ganho de peso diario (GPD), taxa de crescimento especifico
(TCE) e coeficiente de crescimento térmico (CCT) entre as diferentes familias
(p<0,05). Como pode ser observado na Figura 09, as familias 07 e 03 foram as
gue apresentaram maior ganho de peso ao longo dos 60 dias de experimento. A
conversédo alimentar apresentou uma amplitude consideravel entre as unidades
experimentais (de 1,24 a 1,36), apesar de néo ter sido possivel quantificar o
consumo de ragéo por familia, uma vez que os peixes de todas as familias foram

mantidos nos mesmos tanques.
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Figura 09. Médias de peso de cada familia de tilapia do Nilo nas trés biometrias
ao longo de 60 dias de avaliacao.
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Tabela 2. Peso final (PF, g), ganho de peso diario (GPD, g/dia), taxa de crescimento especifico (TCE, %/dia), e coeficiente de crescimento
térmico (CCT) de cada uma das 8 familias de tildpia do Nilo avaliadas no projeto.

Variaveis Familias EPM  Valorp
1 2 3 4 5 6 7 8

PF 167,0+£11,9cd 161,8+8,4d 228,3+189a 167,7+9,0cd 169,6+9,0c 171,5+12,2c 225,6+12,2a 2045+89b 150 <0,0001

GPD 2,2+0,4cd 2,1+£0,4d 3,1+0,6ab 2,3+0,4cd 2,2+0,3cd 2,4 +0,5c 3,2+0,4a 2,9+0,3b 0,03 <0,0001

TCE 2,7+0,2c 2,7+0,2c 3,1+0,3ab 2,8+0,2c 2,7+0,2c 2,7+0,6¢c 3,2+0,2a 3,0£0,2b 0,01 <0,0001

CCT 0,14 +0,01¢c 0,14%0,01c 0,17+0,0lab 0,14+£0,01c 0,14+£0,00c 0,14 +0,02c 0,17+0,01a 0,16 +0,00b 0,001 <0,0001

Os dados sao apresentados como a média + erro padrao da média (EPM). Médias seguidas por diferentes letras mindsculas na linha diferem

pelo teste de Tukey (p<0,05)
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Tabela 3. Parametros fisiologicos das 8 familias de tilapia do Nilo sem aplicacdo do estresse (A) e apds serem submetidas ao estresse (D) por
exposicao aérea.

Variaveis Familia Estresse SEM - Two way Anova

1 2 3 4 5 6 7 8 A D Familia Estresse FXE
s mi s me wmosomer e omy W0 MBS o aom om o
gy o13% 106+ s149 221 1388  legh sg2w 1188 174 sen 262 <0001 <0001 089
(Lrﬁ;}f;‘f_o) 29,5+ 3,12 22 -~ zgé{f 2271 o Z;,Sdi 3&2: 226,’;5 %?ég,j 22:2: 2;’;5 0198 002  <0,001 <0,001
Her?é’/%'f;’i”a 98+13 951,18 81’,365 i’gaﬁ %,‘gf 3’873?6 i',gbi; g:gaf iol%la Sl'gf 0,207 001  <0,001 <0,001
Hem(%/tgc”to 39,1+57 382%56 32’11; 385"?; 32’1? 33’,‘;1 425; 386',%1 33'21 4%’,? 0973 038 0,090 0,466
B‘gjé%’s' 0,56+ 0,18 0,55+ 0,12 ob‘rjfbi Oﬁf odjr’ﬁf Od?faf o(,):fﬁ;; 06?125 ob‘r?ibi 065,3;5 0,005 0004  <0,001 0,211

Os dados sao apresentados como a média + erro padrédo da média (EPM). Médias seguidas por diferentes letras minasculas na linha diferem
pelo teste de Tukey (p<0,05). A coluna ;”Estresse” considera todas as familias, onde "A” corresponde ao grupona condi¢cdo basal (sem a
aplicacao do estresse), e "D” se refere a aplicacdo do estresse por exposicdo aérea.
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Tabela 4. Desdobramento das interacdes entre as 8 familias tilapia do Nilo e a aplicacdo do estresse.

Familia
Variavel Estresse
1 2 3 4 5 6 7 8
110.1 + 230.2 + 161.3 + 241.3 236.5 +
A 26.1cB 45.0abA 156.3 + 44.9bc 49.6bcB 82 AabA 268.2 £ 50.5aA  234.3 £ 61.4abA 63.9ab
Cortisol (ng/ml)
2143 166.1 + 177.7 £ 192.8 +
D 86.1bA 79.0bB 155.2+70.5b 287.8 £ 91.9aA 82 3bB 212.8 £ 93.9bB 156.5 + 74.8bB 28 18b
A 31.4+2,7bA 26,5+ 2.0dB 258+ 1.7d 30.1+£2.0bcA 27.4+39cdA 37.6% 1l.5aA 28.2 + 3.0cdA 27.6 £ 4.04cd
Lactato (mg/dL)
D 28.6 + 3.0abB  30.5+ 2.4aA 26.2+ 3.0de 26.6+1.8cdeB 24.0+ 1.4fB 27.8 + 3.5bcdB 25.1+2.0efB 28.3 + 2.0bc
A 10.8 + 1,0bcA 9.8+ 1.2cd 10.2+1,0bcA 10.9+ 1.2abcA 12.2+1.1aA 8.7 £0,5d 9.9 + 1.4cdA 11.2 + 1.1abA
Hemoglobina
(9/dL)
D 9.2+ 1.1aB 9.31+1,0a 7.3+ 0.7cB 8.5+ 0.8abB 8.4 £ 0.8abB 8.7 £1,0ab 8.1 +£1.9bcB 8.3+1.7bB

Os dados sao apresentados como a média + erro padrédo da média (EPM). Médias seguidas por diferentes letras minasculas na linha diferem
pelo teste de Tukey (p<0,05). Médias seguidas por letras mailsculas na coluna diferem pela analise de variancia entre a condicao basal sem
estresse (A) e a aplicacdo do estresse por exposicao aérea (D)
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Na Tabela 3 pode ser observado que os niveis de cortisol, lactato e
hemoglobina apresentaram interacao significativa entre familia e aplicacdo do
estresse agudo (p<0,05). Para estes parametros foi realizado o desdobramento
da interacdo cujos detalhes estdao apresentados na tabela 04. Dentre os
parametros que ndo apresentaram interagdo entre os efeitos de estresse e
familia estdo: Glicose, hematdcrito e BURST oxidativo.

Para Glicose, a familia 02 (93,2 mg dL™?) foi a que apresentou os niveis
mais altos principalmente em comparacéo a familia 03 (47,90 md dL) e menor
valor de burst oxidativo na familia 03 (0,53) em comparacao a familia 04 (0,61).
N&o foram observadas diferencas significativas (p>0,05) no hematocrito nem
para a interacdo e nem para os efeitos isolados.

Quanto aos niveis de cortisol, foi obervado que as familias 01 e 04
apresentaram valores mais altos depois da exposicao aérea do que antes desse
estresse agudo. O contrério foi verificado para as familias 02, 05, 06 e 07 que
apresentaram niveis de cortisol significativamente mais baixos depois da
aplicacdo do estresse do que na condi¢cdo basal. As familias 03 e 08 néo
apresentaram variacoes significativas dos valores de cortisol em funcéo da
aplicacdo do estresse agudo por exposicdo aérea. Em relacdo a analise de
lactato, similarmente ao padrdo encontrado para cortisol, as familias 03 e 08
foram as Unicas que nao apresentaram diferencas signficativas entre as analises
deste parametro nos peixes antes e depois do estresse. Para este parametro,
com excecdo da familia nimero 01 que apresentou mais lactato depois do que
antes do estresse, todas as outras familias (02, 04, 05, 06 e 07) apresentaram
mais lactato antes do que depois do estresse. A hemoglobina apresentou um
padrao geral de resposta similar entre as familias, onde os niveis de
hemoglobina ficaram maiores antes do estresse do que depois da exposi¢cao
aérea. Estes resultados sugerem que houve hemodiluicdo decorrente da
aplicacao do estresse agudo.

Na Figura 10 podem ser observadas as meédias dos valores de Valor
Genético Aditivo (VGA) de glicose de cada familia. As familias 03, 07 e 08
apresentaram indices de VGA negativos para glicose, e as menores médias dos
valores de glicose nas medi¢fes diretas deste parametro.

A comparacao de médias de VGA de cada familia realizada para cortisol

(Figura 11) mostra que houve diferenca relevante entre os valores médios para

24



cada familia. Para glicose, as familias 3 e 7 foram a que apresentaram valores
negativos de VGA. Estas foram também as familias que apresentaram melhores
texas de crescimento, com destaque para a familia 03 que apresentou o valor

de VGA de -0,61 para glicose.
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Figura 10. Valor genético aditivo (VGA) médio do nivel de glicose analisado por
familia.
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Figura 11. Valor genético aditivo (VGA) médio do nivel de cortisol analisado

por familia.
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A correlacdo negativa entre as médias por familia, dos niveis de glicose
e peso final pode ser observada na Figura 12. Este resultado corrobora a
hipétese de que peixes que apresentam menores alteracbes nos niveis de
glicose apo6s o estresse agudo sdo das familias que alcancaram as maiores
médias de peso final durante o periodo de avaliagdo. A Figura 13 mostra que
houve uma correlacdo positiva entre as médias dos valores diretos medidos de
glicose e cortisol de cada familia. Isto sugere que houve a ativacdo da via
metabdlica responsével pelas respostas ao estresse medidas por estes dois
parametros.

A herdabilidade (h?) para peso final foi de 0,199, o que é considerado um
valor moderado, porém o valor do efeito de alevinagem foi de 0,35, o que indica
gue as condicdes anteriores ao experimento podem ter influenciado no resultado
final (Tabela 5). J& o valor de herdabilidade de 0,160 obtida para resposta da
glicose teve interferéncia moderada dos efeitos de alevinagem (w?), uma vez que
o valor do mesmo ficou em 0,15. A herdabilidade de 0,22 encontrada para
cortisol também é considerada moderada e teve pouca influéncia do efeito de
alevinagem que ficou em 0,04 para esta caracteristica.
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Figura 12. Correlacéo entre as médias de peso final e nivel de glicose das familias
de irm&os e meio irméos (R? = - 0,625).
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Figura 13. Correlacéo entre as médias dos valores de glicose e cortisol de cada
familia de irmé&os e meio irméos (R2 = 0,75).

Tabela 5 - . Estimativas de herdabilidade (h?), e efeitos de alevinagem (w2) para peso
final, glicose e cortisol com intervalo de credibilidade; e correlagdo genética entre os
parametros. Invertalo de credibilidade de 0,05 a 0,95.

h2 W2 Intervalo de

credibilidade

Peso final 0,199 0,37 0,12 -0,93

Glicose 0,160 0,15 0,02 - 0,67

Cortisol 0,220 0,04 0,03-0,77
Correlacao genética Peso/Glicose 0,51
Correlacao genética Peso/Cortisol 0,50
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6- DISCUSSAO

Até o presente momento, ndo se tem conhecimento de estudos que
determinem a herdabilidade da resposta ao estresse medida pelo nivel de
glicose ou cortisol em tilapias. A herdabilidade de 0,160 encontrada para a
analise de glicose é um valor moderado e indica que este parametro pode
proporcionar ganhos genéticos consideraveis quando realizada uma presséo de
selecdo de reprodutores levando em conta esta caracteristica (Tabela 5). Estes
valores ficaram acima de 0,07 encontrados para resposta ao estresse medida
pelo nivel de glicose em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e 0,1 para salmao
do Atlantico (Salmo Salar) (Fevolden, 1993). O valor de 0,220 obtido da
estimativa de herdabilidade dos niveis de cortisol também é um valor moderado.
Este valor fica consideravelmente acima da estimativa de 0,08 obtido em estudos
gue medem a herdabilidade dos niveis de cortisol para Salmdo do Atlantico,
porém abaixo de 0,26 obtido para truta arco-iris (Fevolden, 1993) e de 0,60
obtido com carpa hungara (Ciprinus carpio) (Tank, 2001). As divergéncias dos
valores de herdabilidade de glicose e cortisol, em relacdo a outros estudos,
podem ser explicadas pelas diferencas genéticas entre as espécies e pela
distincdo na metodologia de aplicacdo do estresse e coleta amostral adotada em
cada experimento (Volckaert, 2001). O efeito comum de alevinagem (w?) se
manteve em 0,15 para glicose e 0,04 para o parametro de cortisol, indicando que
o ambiente comum onde a familia ficou estocada antes do experimento teve
pouca influéncia para as andlises de cortisol, porém uma interferencia
consideravel para glicose.

Os resultados da analise direta de glicose obtidos nesse trabalho ficaram
préximos dos obtidos por Fevolden (1991) (68,1 mg/dL) que aplicou o estresse
em truta arco-iris, porém abaixo do pico de 103,5 mg/dL encontrado por da Silva
(2021), que aplicou protocolo de exposicdo aerea em tilapias. Os valores
encontrados de 47,9 a 74,9 mg/dL para analise de glicose neste trabalho ficaram
acima de 37,2 mg/dL encontrado por Cnaani (2004) que realizou a coleta do
sangue de tilapias do Nilo 2,5 h ap0s a aplicacdo de exposi¢do aérea de 5 min.
Estas diferencas mostram que o presente trabalho atingiu o objetivo de provocar

respostas fisiologicas mensuraveis, aos peixes, diante de um agente estressor.
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As diferengcas das médias dos valores de cortisol, glicose, lactato e
hemoglobina entre as 8 familias (p<0,05) (Tabela 3) sugerem que pode haver
diferenca genética no grau de ativacdo do eixo intrarrenal-pituitario-cerebral
entre os peixes das familias no momento da coleta. Isto fica ilustrado na Figura
14 que mostra a correlacdo positiva (R? = 0,75) entre as médias dos valores de
glicose e cortisol das familias avaliadas.

Na Tabela 4 podemos observar que a familia 03 que apresentou as
melhores médias de peso final, apresentou baixos valores de cortisol tanto antes
quanto depois da exposicdo aérea. Verifica-se também que a familia 04, que
apresentou taxa de crescimento médio mais baixa em relacdo as outras,
apresentou altos niveis de cortisol ap6s a exposicdo aérea. Estes resultados
estdo em concordancia com as observacoes realizadas por Pottinger (2006), que
verificou que o grupo de salmonideos com menores niveis de resposta ao
estresse medida pelo nivel de cortisol teve melhor eficiéncia alimentar que o
outro grupo, onde se verificou maiores niveis de cortisol apos estresse por
transporte.

No entanto podemos verificar na Tabela 04 que as familias 07 e 08
apresentaram niveis de cortisol mais altos antes do estresse do que depois da
exposicao aérea; e também boas taxas de crescimento. Isto sugere que os
peixes ja estariam sob o efeito de um estresse cronico devido as densidades de
estocagem consideraveis (>10 kg/m3). Além disso, os peixes tiveram 0 espaco
reduzido pela utilizacdo de um bolséo de tanque-rede nos ultimos 15 dias antes
da aplicacdo do estresse agudo. Para estas familias, este estresse cronico pode
ter causado uma exaustao do sistema de resposta interrenal-pituitario-cerebral,
gue ndo permitiu a manifestacdo das respostas esperadas com a exposicao
aérea. Uma das hipoteses a ser investigada € a de que o nivel de cortisol
favorece a agressividade de peixes que comem mais em um ambiente de cultivo
intensivo e consequentemente apresentam melhores taxas de crescimento.
Porém esses mesmos peixes acabam tendo o seu sistema de resposta ao
estresse reagindo a exaustdo de forma a aumentarem as chances de reducéo
do sistema imune e propenséo a doencgas.

O aumento no nivel de glicose e cortisol fazem parte da resposta
secundaria ao estresse (Wendelaar Bonga, 1997) e configuram o inicio de uma

cascata de reacOes fisiologicas que pode culminar com a depreciacdo do
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sistema imune dos peixes e consequente prejuizos dentro do sistema produtivo.
Peixes com melhor resposta ao estresse devem ter maior flexibilidade de
adaptacdo as condicbes desafiadoras no cultivo. A geracdo de lotes mais
tolerantes ao estresse, pode ser uma forma indireta de aumentar a tolerancia a
outros fatores como resisténcia a doencas (Afonso et al., 1998). Os beneficios
de se selecionar peixes com menores niveis de resposta ao estresse vao desde
sobrevivéncia diante de agentes patogénicos, até melhores resultados de
conversdo alimentar, ganho de peso e desempenho reprodutivo (Fevolden,
1991). Além de um melhor desempenho de producdo, a utilizagdo de uma
variedade de peixes menos sensiveis ao estresse promove 0 bem-estar para 0s
animais sendo cultivados.

A correlacdo negativa entre os valores médios por familia do nivel de
glicose e peso final (R =-0,625) observada na Figura 10, indica que peixes que
mobilizam para corrente sanguinea altos niveis de glicose devido ao estresse
tendem a apresentar uma menor capacidade de retencédo de energia em forma
de biomassa. Vijayan (1997) concluiu em um estudo de avaliacdo de resposta
ao estresse em tilapias, que a gliconeogénese hepética € o principal fator
contribuindo para o aumento dos niveis de glicose no sangue.

Além das variaveis fisiologicas do plasma, foram realizadas analises
hematoldgicas, consideradas grandes indicadores de resposta ao estresse, com
destaque para hemoglobina, responsavel pelo transporte de oxigénio em
vertebrados (Oba et al., 2009). Diferentemente do hematdcrito, a hemoglobina
apresentou diferencas significativas de niveis medidos entre as familias pela
analise de variancia (p<0,05). Para hemoglobina foram obtidos valores cujas
variagcbes acompanham os resultados obtidos para cortisol e glicose, onde a
familia 03 foi a que apresentou os menores indices deste parametro (Tabela
4). De acordo com Oba et al. (2009), o aumento dos niveis de hemoglobina indica
que houve uma estimulacdo do transporte de oxigénio para proporcionar aos
tecidos do organismo uma melhor possibilidade de reacdo diante de eventos
estressantes. No entanto a reducdo dos niveis de hemoglobina pode sugerir que
houve hemodiluicdo decorrente de alterac6es osmorregulatorias e incorporacao
de agua nas células (Mcdonald, G.; Milligan, L., 1997)

A herdabilidade (h?) para peso final ficou em 0,199, o que é préxima de
0,15 a 0,11 obtido por Yoshida (2013) e 0,21 apresentado por Santos et al.
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(2011), porém abaixo de 0,38 e 0,60 encontrado por Charo-Karisa (2006) que
avaliaram o desempenho das tilapias em viveiros escavados. O valor genético
aditivo dos peixes avaliados neste experimento esta intrinsecamente vinculado
ao ambiente de cultivo em tanques de fibra que fazem parte de um sistema de
recirculagdo e reuso parcial de agua. Provavelmente os peixes selecionados
para ganho de peso neste estudo ndo apresentardo o mesmo desempenho se
forem cultivados em tanques escavados ou tanques-rede.

O fator de ambiente comum de alevinagem (w?) para peso final foi elevado
(0,35), o que sugere que a forma como foi realizada a alevinagem pode ter
influenciado nos valores obtidos para ganho de peso. Isto pode acontecer em
decorréncia de que cada familia foi criada separadamente em cada unidade
experimental durante aproximadamente 60 dias antes de serem identificadas
com o microchip e medidas na biometria inicial do experimento de avaliacao de
ganho de peso. Estes valores para efeito comum de larvicultura e alevinagem,
também podem ter sido exacerbados em funcdo do numero relativamente
reduzido nimero de familias para esta analise estatistica (n=8); o que néo podia
ser diferente em virtude do ineditismo da avaliacdo de parametros fisioldgicos de
resposta ao estresse entre diferentes familias de tilapias do nilo.

O valor genético aditivo representa uma estimativa de quanto o fenotipo
daquela caracteristica pode ser determinada por fatores genéticos em vez de
fatores ambientais ou externos Neste estudo foram considerados o sexo, peso
inicial e numero do tanque como variaveis fixas na analise de valor genético.
Podemos verificar na Figura 10 que a familia 03 apresentou VGA
consideravelmente mais baixo do que as outras familias. Além disso a familia 03
apresentou as melhores taxas de crescimento e quase nao apresentou alteracéo
nos niveis de cortisol antes e depois do estresse (Figura 04).

A correlagd@o genética positiva entre os valores genéticos aditivos (VGA)
dos niveis de glicose e peso final analisados por meio da estimativa dos valores
genéticos aditivos no MTGSAM (0,51), indica a influéncia do alto valor do efeito
de alevinagem para peso final na analise dos dados. Este valor
consideravelmente elevado do efeito de alevinagem pode ser decorrente do
namero relativamente reduzido de familias e ao fato de que as familias foram
mantidas separadas em tanques unicos antes de serem chipadas e colocadas

juntas nas unidades experimentais. Por outro lado, por ser tratar de uma
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pesquisa prospectiva que avalia o fator genético de uma caracteristica ainda com
poucos estudos realizados para peixes e ainda menos para tilapia, seria
desnecessario utilizar uma elevada quantidade de familias para obtencéo de
resultados consistentes que antecipam algum eventual programa de
melhoramento genético.

Concluindo, a diferenca das médias dos valores de cortisol, glicose,
lactato e hemoglobina entre as familias, bem como os valores moderados de
herdabilidade obtidos para os niveis de cortisol e glicose, demonstram o grande
potencial destes parametros de serem utilizados como critério na selecdo de
reprodutores. Os resultados do trabalho sdo de grande contribuicdo para o
entendimento do fator genético da resposta ao estresse e sistema imune em
peixes, o que possibilita iniciativas para o desenvolvimento de variedades de

tilapia do Nilo menos sensiveis ao estresse.
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