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RESUMO

Neste experimento, avaliou-se o efeito da densidade de estocagem e da suplementagdo
de vitamina C na dieta sobre o crescimento, sobrevivéncia e resisténcia de larvas de tildpia-
do-nilo Oreochromis niloticus, durante a fase de inversdo sexual. Os individuos, mantidos em
aqudrios, foram distribuidos em delineamento inteiramente casualizado e esquema fatorial
3x2 nas densidades 2, 4 e 6 larvas/L e alimentados com ragdo comercial suplementada
com 500 mg kg de vitamina C, perfazendo 850 mg kg’ ou nédo, isto é, com 350 mg kg,
contidos na prépria ragdo comercial. Ao final do experimento foi realizado um teste de
exposicdo ao ar para avaliar o efeito da vitamina C na resisténcia das larvas. Os melhores
pesos finais ocorreram nos tratamentos que receberam dieta suplementada com vitamina C e
foram estocados em baixas densidades. O aumento da densidade influenciou negativamente
os pesos no decorrer do experimento, mas teve efeito positivo na sobrevivéncia e resisténcia
das larvas. A variagéo de crescimento, tanto em peso quanto em comprimento, foi afetada
pela interacdo entre os fatores avaliados.

Growth, survival and resistance of tilapia larvae as a function of stock density and
vitamin C supplementation

SUMMARY
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INFORMACION

This study aimed at analyzing the effect of the stock density and diet vitamin C supple-
mentation over growth, survival rate and resistance of Nile tilapia larvae (Oreochromis
niloticus), during the sexual inversion period. Individuals were maintained in aquariums, com-
pletely distributed at random following a 3x2 factorial design, with 2, 4 and 6 larvae/L den-
sities and fed on 500 mg kg vitamin C supplement commercial feed (totaling 850 mg kg™
or in the absence of Vitamin C supplement, that is 350 mg kg, in commercial feed. At the
end of the experiment, a test of exposure to air evaluated the effect of vitamin C on larvae
stress resistance. The best final weights occurred in treatments that received vitamin C dietary
supplementation and were stocked under low densities. The increase in the stocking density
negatively affected weight gain during the experiment, but positively affected the survival
rate and resistance of the larvae. The variability of growth was affected by the interaction
between the factors.
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INTRODUCAO

para o processo produtivo e a comercializacao do pro-

duto. Este fendmeno € reportado na literatura pelo

O aumento da produgao de tildpia-do-nilo Oreochro-
mis niloticus (Linnaeus, 1758) no Brasil sugere a necessi-
dade da melhoria nas etapas de produgdo de alevinos,
especialmente quando aplicada a técnica de inversao
sexual, com o uso de hormoénio masculinizante, de
forma a disponibilizar alevinos, em quantidade e qua-
lidade, suficientes para atender a demanda do setor.

A espécie apresenta hébito territorialista, com inte-
ragdes agonisticas entre os individuos, resultando na
variabilidade de crescimento, que ndo é interessante

termo crescimento heterogéneo (CHet).

A variabilidade de crescimento nos individuos
pode ser reduzida através de manejos realizados du-
rante a fase de crescimento e engorda (Lima, 2008),
mas poucos estudos buscam meios para minimizar
o fendmeno durante a inversao sexual, visando ofer-
tar alevinos mais homogéneos e com maior valor de
mercado. Altas taxas de inversao sexual acontecem
em diferentes densidades de estocagem, porém esta
influencia o tamanho final do alevino, numa relacao
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inversamente proporcional (Sanches e Hayashi, 1999;
Saes et al., 2007).

Estudos para avaliar a variabilidade de crescimento
dos alevinos durante a inversao sexual submetidos a
diferentes densidades de estocagem precisam ser apro-
fundados, porém é observado que maiores densidades
refletem na exacerbacao do estresse nos peixes (Iguchi
et al., 2003; Barcellos et al., 2004; Lupatsch et al., 2010),
o que pode ter efeito secundario sobre o crescimento.

A deficiéncia de nutrientes nas ra¢des tem agrava-
do essa situagdo. Estudos recentes comprovam que
a utilizacdo da vitamina C em niveis adequados tem
apresentado respostas positivas na reducdo do estresse
(Affonso et al., 2007), além de influenciar diretamente
o crescimento dos peixes, que tém mostrado alta sen-
sibilidade a dietas deficientes em acido ascorbico, es-
pecialmente nos estagios iniciais de crescimento (Rotta,
2003). Considerando a rapida perda dessa vitamina
quando a ragdo entra em contato com a agua, é neces-
saria a utilizagdo de doses maiores da mesma, sobre-
tudo nas ragOes para larvas, pois as particulas apresen-
tam pequeno tamanho, propiciando maior lixiviagao.

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi ava-
liar o efeito de diferentes densidades de estocagem
aliados a suplementacdo de vitamina C a dieta co-
mercial no crescimento, sobrevivéncia e resisténcia
ao estresse de larvas de tilapia-do-nilo no periodo de
inversdo sexual.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Departamen-
to de Pesca e Aquicultura (DEPAq), da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, entre novembro e de-
zembro de 2009, com utilizagdo de larvas adquiridas
na Estacado de Piscicultura Prof. Johei Koike da mesma
universidade.

O experimento foi realizado através de um deli-
neamento inteiramente casualizado, em esquema fa-
torial 3 x 2, com trés densidades (2, 4, e 6 larvas/L) e
alimentados com ragdo comercial suplementada com
500 mg/kg vitamina C (perfazendo 850 mg/kg) ou
nao, isto é, com 350 mg/kg, contidos na prépria racao
comercial. Sendo um total de seis tratamentos, com
trés repeti¢oes cada um, a saber, 2C, 25, 4C, 4S5, 6C, 65
(quando os ntimeros correspondem as densidades e
as letras C= suplementada com vitamina C e S= sem
suplementacdo). As densidades utilizadas estdao de
acordo com os estudos realizados por Vera Cruz e Mair
(1994), Sanches et al. (1999), Phelps e Popma (2000) e
Saes et al. (2007). O nivel de vitamina C utilizado aten-
de ao sugerido por Toyama et al. (2000).

Foram utilizados 18 aquérios, com volume ttil de
sete litros, em sistema estatico, com aeragao individual.
Foram selecionadas larvas com tamanho inferior a
14 mm, conforme sugerido por Phelps e Popma (2000),
para se obter taxa de inversao sexual entre 97 e 100 %.
O periodo experimental foi de 28 dias, tempo necessa-
rio para se completar o processo de inversao sexual,
no qual os individuos foram expostos as diferentes
densidades e receberam alimentacdo com diferentes
concentracdes de vitamina C.

Archivos de zootecnia vol. 65, niim. 250, p. 118.

Tabela I. Composicao das ragdes utilizadas no exper-
imento (Test diets composition).

Dieta
Nutrientes
350 mg Vit. C 850 mg Vit. C

Proteina bruta (%) 45,04 44,96
Extrato etéreo (%) 10,25 9,99
Matéria mineral (%) 8,25 8,29
Matéria seca (%) 94,43 94,59
Energia bruta (kcal/kg) 4685,92 4568,67

No inicio e ao final do experimento foram toma-
dos os pesos e comprimentos dos individuos, para
determinacdo do peso e comprimento médio e do co-
eficiente de variacdo (CV= desvio padrdo/média do
peso ou comprimento x 100), utilizado como indicador
do crescimento heterogéneo. Os exemplares foram
pesados e mensurados individualmente. Utilizou-se
balanca digital com precisdo de quatro casas decimais.
Para acompanhamento do ganho em peso ao longo do
experimento, foram realizadas pesagens em grupos
de individuos para cada parcela experimental no 9° e
18° dia.

As variaveis limnolégicas: oxigénio, pH, amonia fo-
ram monitoradas semanalmente e temperatura diaria-
mente. Os aquarios foram sifonados diariamente para
remogao de detritos e excretas e a quantidade de agua
retirada, cerca de 30 % do volume total, foi reposta.

Os animais foram alimentados ad libitum, seis vezes
ao dia (8,10, 12, 14, 16 e 18 h), com utilizagdo de racdo
comercial farelada para fases inicias de vida, acresci-
das de 60 mg do hormoénio masculinizante 17-a-metil
testosterona para cada quilograma de ragao, conforme
metodologia proposta por Phelps et al. (2000).

Para se obter a concentracdo final de 850 mg de
vitamina C na dieta suplementada, foi utilizada a su-
plementacdo de 500 mg de vitamina C (acido ascérbi-
co) por quilograma da ragao comercial, que, segundo
o fabricante, contém 350 mg desta vitamina em sua
composigao original.

Para inclusdo da vitamina na ragdo comercial foi
utilizado como veiculo éleo de soja na proporcao de
1%, segundo metodologia descrita por Okamura et al.
(2007), que observaram atuacdo do 6leo protegendo
e aderindo a vitamina C a racdo por tempo suficiente
para o seu consumo. A racdo foi mantida sob refrige-
racao e em recipiente escuro. A mesma quantidade
de 6leo de soja foi acrescida a ragdo sem adigao de
vitamina, afim de que as larvas recebam dieta com
mesma caracteristica nutricional. Foi realizada analise
bromatoldgica da racao, segundo metodologia descrita
por Silva e Queiroz (2002), objetivandos-e avaliar a
composicao final da mesma (tabela I).

Para avaliacdo da resisténcia das larvas, foi rea-
lizado um teste sobre papel secante conforme Luz e
Portella (2005), contudo, foi utilizado maior tempo de
exposicao ao ar, ja que Luz e Portella ndo encontraram
efeitos para exposi¢do por 3 minutos. Os animais foram
retirados dos aquadrios, colocados em papel secante e
expostos ao ar por 5 minutos. Posteriormente, o papel
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Tabela II. Valor do teste F e valores médios do peso (g) (xdesvio padrao) aos 9, 18 e 28 dias, coeficiente de varia-
%50 do)s)eso (CVP), comprimento final, coeficiente de variagao do comprimento (CVC (%)), sobrevivéncia final

SF (%

e mortalidade apds o teste de resisténcia (MTR (%)) (F value and average (+standard deviation) for weight at 9, 18

and 28 day production (g), weight and length coefficient of variation (%), final survival rate (%), and mortality rate after resistance test (%)).

F valor

Estatistica Peso (9 dias) Peso (18 dias) Peso (28 dias) CVP Comprimento CVC SF MTR
Suplementacéo de vitamina C (S) 0,39ns 3,86ns 34,46%** 2,51ns 10,45** 0,79ns  2,39ns  0,003ns
Densidade (D) 12,02** 11,76** 16,13*** 0,79ns 2,69ns 1,06ns  9,97**  4,42*
Interagdo S x D 0,29ns 1,86ns 2,23ns 4,04 0,12ns 9,78** 0,15ns 0,90ns
Tratamentos Médias para suplementagéo de vitamina C
Com 0,06+0,01 0,09+0,02 0,17+£0,03* 70,0+18,3 1,71+0,15° 25,5452 53+20 77%26
Sem 0,06+0,01 0,08+0,02 0,12+0,02° 81,4+17,1 1,54+0,08> 27,4+7,4 4417 7723

Médias para densidade
2 0,07+0,01° 0,10+0,012 0,17£0,02* 69,3+10,9 1,69+0,14 255+4,4 30+112 97x4°
4 0,06+0,01° 0,08+0,01° 0,15+0,03* 78,83+23,5 1,63+0,14 28,6+8,9 54+15° 71+25%
6 0,05+0,00° 0,08+0,02° 0,13+0,05° 78,92+19,4 1,54+0,13 25,353 62+13°® 63+22°

Médias seguidas por letras diferentes na vertical diferem significativamente, pelo teste de Tukey p<0,05. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;

ns= nao significativo.

secante foi mergulhado de volta nos aquarios e as
larvas que permaneceram aderidas foram cuidadosa-
mente retiradas. A sobrevivéncia foi observada duas e
24 horas ap6s a exposigao.

Para analise estatistica, os testes de Shapiro-Wilk
e Bartlett foram utilizados para verificar se os dados
atendiam as pressuposi¢des de normalidade e homo-
geneidade, respectivamente. Posteriormente, foi rea-
lizada a analise de varidncia para esquema fatorial
e quando ndo houve efeito significativo para a inte-
ragdo, realizou-se o teste de Tukey para comparar as
médias dos tratamentos. Ja quando houve interagdo,
foi realizado desdobramento do fatorial e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de pro-
babilidade. As analises foram realizadas pelo software
estatistico R (R Core Team, 2015).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragao de oxigénio dissolvido na agua
(6,17+0,99 mg/L), a temperatura (26,5+0,14°C), o pH
(7,33+0,13) e a amonia total (1,30+0,88 mg/L) nao
apresentaram grandes variagdes e mantiveram-se
dentro dos padrdes aceitaveis para a espécie (Popma
e Lovshin, 1994), o que sugere a ndo influéncia destas
variaveis nos resultados obtidos.

Com respeito ao crescimento, no inicio do experi-
mento, os peixes apresentavam pesos similares. Nao
houve diferenga significativa considerando a interagao
entre a densidade e suplementagdo de vitamina C na
ragdo para sobrevivéncia final, peso e comprimento ao
longo e ao final do experimento (tabela II).

Contudo foram observadas diferencas significativas
no peso quando se avaliou a influéncia dos fatores den-
sidade e suplementacdo de vitamina C isoladamente,
sendo que até o 18° dia de experimento, o fator den-
sidade responsavel por esta diferenca entre os pesos
(tabela II), com uma rela¢do inversamente proporcio-
nal. Resultado semelhante ao encontrado por Saes et al.

(2007) que observaram que quanto maior a densidade
de estocagem, menor o ganho de peso de larvas de ti-
lapia durante a fase de inversao sexual, concluindo que
isso ocorre devido a competicao por espaco, alimento e
interacdo social. Este efeito da densidade sobre o cres-
cimento de peixes foi observado também por diversos
autores, como Souza-Filho e Cerqueira (2003), em ju-
venis de robalo-flecha Centropomus undecimali (Bloch,
1792), Brandao e colaboradores (2004) em juvenis de
tambaqui Colossoma macropomum (Cuvier, 1816) e Al-
meida e Nufier (2009), em juvenis de mandi-amarelo
Pimelodus maculatus Lacepede, 1803. Sanches e Hayashi
(1999) observaram a mesma relagao entre a densidade
e o crescimento para tildpia na fase de inversao, mas
sO conseguiram perceber o efeito da densidade sobre a
diminuicado do crescimento a partir da terceira semana
de criagdo, enquanto neste experimento, no nono dia ja
foi possivel observar a diferenca de crescimento entre
os tratamentos submetidos a diferentes densidades.

A pouca influéncia da suplementagdo de vitamina
C na dieta nos primeiros dias pode estar relacionado a
transferéncia de nutrientes, inclusive 4cido ascoérbico,
dos reprodutores para larvas, via vitelo, o que assegura
reservas para as larvas nos estdgios iniciais de vida,
relagdo estudada por Soliman et al. (1986) e Izquierdo
et al. (2001).

A suplementacdo de vitamina C na dieta também
foi responsével pela diferenga de peso e comprimen-
to na fase final da inversdo, com o grupo de animais
alimentados com dieta suplementada com vitamina C
apresentando peso e comprimento superior. Esse efeito
corrobora os resultados de Affonso et al. (2007), para
juvenis de matrincha (Brycon amazonicus), e Toyama et
al. (2000), que encontraram melhor peso, comprimento
e sobrevivéncia quando utilizaram niveis superiores a
800 mg de vitamina C por kg em dietas utilizadas na
alimentacdo de larvas de tilapia. Porém, estes autores
nao avaliaram a influéncia desta vitamina no coeficien-
te de variacdo e resisténcia das larvas.
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Menor taxa de crescimento nos animais que rece-
beram dieta ndo suplementada pode estar relacionado
a inadequada quantidade de vitamina C nesta dieta,
fato que nao foi observado na fase inicial de vida das
larvas, o que pode ocorrer em fungdo da utilizagao de
reservas endégenas, que nao foram suficientes para
suprir as necessidades dos animais até o final do expe-
rimento. Os pesos finais dos peixes alimentados com
dieta suplementada com vitamina C (0,17 g) estdo de
acordo com o relatado por Popma et al. (1994) para
tilapia-do-nilo no final do periodo de inversao sexual
(entre 0,15 0,8 g).

A sobrevivéncia dos peixes nao foi afetada pela in-
teracdo entre a densidade de estocagem e a suplemen-
tagdo de vitamina C na dieta, mas isoladamente pelo
fator densidade de estocagem (tabela II), com as me-
nores densidades apresentando menor sobrevivéncia,
relacdo encontrada também por Jurgensen et al. (1993),
para Salvelinus alpinus (Linnaeus, 1758) e Souza-Filho
et al. (2003), para juvenis de robalo-flecha Centropomus
undecimalis (Bloch, 1792). Esta relacdo pode ser com-
preendida pela exacerbacdo das interagdes sociais em
ambientes com menor densidade de estocagem, resul-
tando ainda em maior variabilidade de crescimento
e menor resisténcia a estressores (Wedemeyer, 1996;
Iwama et al., 1997) (tabela II).

Na avaliacdo da variabilidade de crescimento, a
interacdo entre os fatores densidade e suplementagao
de vitamina C na dieta foi significativa (tabela III).
Verificou-se um menor coeficiente de variagdo em peso
para animais mantidos na densidade de 4 larvas/L e
alimentados com ragao suplementada com vitamina C.
Os demais tratamentos nao diferiram entre si. A in-
fluéncia da densidade na variabilidade de crescimento
é um tema ainda controverso na literatura (Irwin et al.,
1999; Gomes et al., 2000; Petit et al., 2001; Cavero et al.,
2003; Souza-Filho et al., 2003; Brandao et al., 2004; Bran-
dao et al., 2005; Saes et al., 2007). Tanto no coeficiente de
variagdo em peso quanto em comprimento, diferencas
foram observadas para a densidade de 4 larvas/L.
Presume-se que essa densidade nao foi suficiente para
quebrar a hierarquia social da tilapia. Paralelamente,
pode-se perceber uma reducdo na variabilidade de
crescimento dos animais alimentados com dieta su-
plementada com vitamina C em detrimento daqueles
que receberam dieta ndo suplementada, resultado de
niveis adequados de vitamina C na ragdo, que pode ter
contribuido para a atenuacao do estresse causado pela
interagdo social.

Sanches et al. (1999) afirmam que o crescimento
desigual é um agravante na larvicultura de tilapia
que, em niveis altos, traz como consequéncia o ca-
nibalismo. Neste experimento, o canibalismo pode
ter sido responsavel pela maior parte da mortalidade
observada em todos os tratamentos, uma vez que ao
longo do experimento foi observada baixa mortalidade
aparente (visualizacdo de larvas mortas) e alta taxa de
crescimento heterogéneo em todos os tratamentos, o
que resulta em grandes diferencas de tamanho entre os
individuos, facilitando o canibalismo. Adicionalmente,
uma maior mortalidade foi observada nas menores
densidades de estocagem, o que pode também ser re-
sultado de uma exposicdo a maiores niveis de estresse,
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Tabela III. Valores médios (+desvio padrao) do co-
eficiente de variagao do peso (CVP) e comprimento
(CVCQC) na interaféio entre os fatores densidade de
estocagem e suplementagao de vitamina C na dieta
(Density and vitamin C supplementation on diet interaction aver-
age values (tstandard deviation) for weight and length coefficient
of variation).

Densidade (larvall) 2 4 6

Suplementagao de vitamina C CVP

Com 69+12,9% 59+568 82+27,14

Sem 70+£11,4% 99+12,5% 76+13,2/
CvC

Com 26+6" 21282 28+5%

Sem 244 35+6% 211

Médias seguidas por letras iguais (A, B na vertical e a,b,c na hori-
zontal) ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

resultante de interacdes agonisticas entre os indivi-
duos, que sdo mais intensas em baixas densidades de
estocagem (Wedemeyer, 1996; Iwama et al., 1997).

A mortalidade dos animais apés o teste de resis-
téncia foi influenciada apenas pelo fator densidade
(tabela II). Sakakura et al. (1998), expondo juvenis de
Seriola quinqueradiata Temminck and Schlegel, 1845
alimentados com dieta contendo diferentes niveis de
vitamina C (0, 400, 1000 e 2000 mg/kg dieta) ao teste
de exposicao ao ar, ndo encontraram diferengas sig-
nificativa na mortalidade ap6s o teste entre os trata-
mentos. Luz e Portella (2005), avaliando a resisténcia
de larvas e juvenis de trairdo Hoplias lacerdae Miranda
Ribeiro, 1908 submetidos a teste de exposicdo ao ar
por 3 minutos, ndo encontraram diferenga signifi-
cativa entre individuos de diferentes idades. Estes
autores observaram que tratamentos com exposi¢ao
ao ar inferior a sete minutos ndo sado suficientes para
induzir respostas diferenciadas nos animais, contudo,
neste estudo, o tempo de 5 minutos ja foi suficiente
para induzir respostas para larvas de tildpia. Assim
como o observado para a sobrevivéncia final, o fato
das menores mortalidades no teste de resisténcia estar
relacionada a maiores densidades pode sugerir que
o aumento da densidade reduz os confrontos ago-
nisticos em espécies territoriais (Wedemeyer, 1996;
Iwama et al., 1997), reduzindo o estresse da submissao
e consequentemente seus efeitos sobre a resisténcia
dos animais.

Os animais, logo apods o teste, apresentaram per-
da do equilibrio hidrostatico durante os primeiros
minutos apds terem sido recolocados no aquério. No
entanto, aqueles que resistiram ao teste apresenta-
ram recuperacao total apdés duas horas. A mortali-
dade dos peixes nao se alterou entre duas horas e 24
horas apds a exposicao dos animais ao ar em papel
secante. Por outro lado, Luz et al. (2005) observaram
a necessidade de tempos maiores (quatro a oito ho-
ras) para recuperacao do trairdo submetidos a testes
de exposicdo ao ar. Esse fato pode estar relacionado
a maior rusticidade da tilapia-do-nilo. Dessa for-
ma, é possivel observar que sao necessarios tempos
menores para recuperacado da tilapia-do-nilo e, por-
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tanto, menor tempo para a obten¢do da sobrevivén-
cia final dessa espécie quando submetida a testes de
resisténcia, como o de exposic¢ao ao ar.

CONCLUSAO

De forma geral, conclui-se que a densidade afeta o
crescimento em peso da tildpia ao longo e no final da
inversdo sexual, enquanto a suplementagao de vita-
mina C na dieta influencia apenas o peso no final do
periodo de inversdo sexual. A sobrevivéncia e a resis-
téncia a estressores da larva de tildpia sao influenciadas
pela densidade. A interacdo entre a suplementagao
de vitamina C na dieta e a densidade de estocagem
afeta apenas a variabilidade de crescimento em peso
e comprimento.
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