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SUPLEMENTACAO DE FONTES ORGANICAS DE MANGANES E
ZINCO EM RACOES PARA LARVAS DE TILAPIA DO NILO

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho zootécnico, indices corporais e
estresse oxidativo de larvas de tilapias (Oreochromis niloticus), alimentadas com dietas
contendo zinco (Zn) e manganés (Mn) organicos. Para isso, um total de 10.200 larvas de tilapia
foram utilizadas, alojadas em 51 caixas de polietileno pretas, e 0 experimento foi conduzido em
delineamento experimental inteiramente casualizado em estrutura fatorial 4x4, mais o controle,
com trés repeticdes. Os tratamentos foram constituidos pela alimentacéo das larvas com racdes
suplementadas com diferentes niveis de zinco (0, 40, 80, 120 mg kg*) e manganés (0, 10, 30,
40 mg kg?). As larvas foram alimentadas por 30 dias, oito vezes ao dia em regime ad libitum.
As tilapias alimentadas com ragBes suplementadas com 40 mg kg™ de zinco e 10 mg kg™ de
manganés; 80 mg kg de zinco e 10 mg kg™ de manganés apresentaram a maior (p<0,05) taxa
de sobrevivéncia e altos indices de crescimento. A expressdo dos genes TGF-4, 1L 8, IL 10 e
IFN- y destas tilapias também foram reguladas positivamente (p<0,05). Por outro lado, aquelas
alimentadas com ragdes suplementadas com 40 mg kg™ de zinco e 0 mg kg™ de manganés; 80
mg kg de zinco e 0 mg kg* de manganés apresentaram a maior (p<0,05) taxa de mortalidade
e, devido a reducdo da densidade de estocagem ao longo da criacdo, apresentaram
consequentemente o maior crescimento. Os niveis de zinco e manganés ndo influenciaram o
comprimento intestinal, indices hepatossomatico e viscerossomatico (p>0,05). A atividade
hepética de catalase, superoxido dismutase, lipoperoxidacdo e carbonilacdo de proteinas nao
foram alteradas (p>0,05). Apenas a atividade de glutationa s-transferase apresentou efeito
individual do zinco, apresentando a menor atividade (p<0,05) para as tilapias alimentadas
racoes suplementadas com 80 mg kg™ de manganés. O uso de premix mineral organico com
zinco e manganés promoveu ganhos no crescimento do animal, aumento na imunidade inata

resultando em maior sobrevivéncia dos peixes.

Palavras-chave: Imunidade inata; Expressao genica; Equilibrio; Minerais Organicos



SUPPLEMENTATION OF ORGANIC SOURCES OF MANGANESE AND
ZINC IN FOOD FOR NILE TILAPIA LARVAE

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the growth, body indices, oxidative stress
and expression of pro-inflammatory cytokines of tilapia (Oreochromis niloticus) larvae fed
diets supplemented with organic zinc (Zn) and manganese (Mn). A total of 10,200 tilapia larvae
were used, distributed in 51 black polyethylene boxes, the experiment was conducted in a
completely randomized design in a 4x4 factorial structure, more the control, with three
replications. The treatments consisted of feeding the larvae with diets supplemented with
different levels of zinc (0, 40, 80, 120 mg kg™) and manganese (0, 10, 30, 40 mg kgt). Larvae
were fed for 30 days, eight times a day ad libitum. Tilapia fed diets supplemented with 40 mg
kg™ of zinc and 10 mg kg™ of manganese; 80 mg kg™ zinc and 10 mg kg manganese showed
the highest (p<0.05) survival rate and highest growth rates. The expression of the TGF-g, IL 8,
IL 10 and IFN-y genes of these tilapias were also upregulated (p<0.05). On the other hand, those
fed diets supplemented with 40 mg kg™ of zinc and 0 mg kg* of manganese; 80 mg kg of zinc
and 0 mg kg* of manganese showed the highest (p<0.05) mortality rate and, due to the reduction
in stocking density throughout rearing, consequently showed the highest growth. Zinc and
manganese levels did not influence intestinal length, hepatosomatic and viscerosomatic indices
(p>0.05). Hepatic catalase, superoxide dismutase, lipoperoxidation and protein carbonylation
activities were not altered (p>0.05). Only glutathione s-transferase activity showed an
individual effect of zinc, with the lowest activity (p<0.05) for tilapia fed diets supplemented
with 80 mg kg-1 of manganese. The use of organic mineral premix with zinc and manganese
promoted gains in animal growth, increase in innate immunity resulting in greater survival of
fish.

Keywords: Innate immunity; Gene expression; Balance; Organic Minerals.
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1. Introdugéo

A atividade aquicola tem crescido mundialmente, sendo a producao de peixes a area que
mais cresce. A tilapia é a terceira espécie de peixe mais cultivada no mundo (FAO, 2020).

A intensificacdo da producdo nas pisciculturas tem exigido uma melhor e maior
eficiéncia alimentar e nutricional dos peixes, visando melhorar a resisténcia nas praticas de
manejo e fatores abidticos, pontos estes que tornam 0s animais mais susceptiveis as
enfermidades apds desequilibrio (Meyer et al., 1983). Diante disso, estudos estdo sendo
realizados para determinar a dieta adequada a maxima absorcdo e aproveitamento dos
nutrientes, para otimizar o metabolismo, crescimento (Moraes & Almeida, 2020) e salde dos
peixes (Martin & Krol, 2017).

Substéncias como vitamina C e E, colina, aminoacidos livres e microminerais tém sido
testadas e aprovadas para uso como imunoestimulantes ou imunomoduladores na aquicultura
(Cyrino et al., 2010), sendo os microminerais bastante utilizados na dieta com funcdes
imunoldégicas e antioxidante, na formac&o de tecidos e ativadores enzimaticos (Lall, 2002; Yuan
et al., 2020).

Os minerais sdo divididos em dois grupos, macrominerais (exigidos em maior
guantidade g/100g da dieta) e microminerais (necessarios em pequenas quantidades mg/Kg da
dieta) (NRC, 2011). Os principais minerais a serem incrementados nas dietas dos peixes sio
0s microminerais, como ferro, zinco, cobre, manganés e selénio (NRC, 2011).

O zinco (Zn) é um mineral de suma importancia para o crescimento, reproducao, visdo
(Watanabe et al., 1997), sistema imunolégico, aumentando a resisténcia e imunidade
inespecifica e especifica, além de atuar na defesa contra os radicais livres (Salgueiro et al.,
2000). Também atua como cofator enzimético de inimeras vias metabdlicas de carboidratos,
lipideos e proteinas (Watanabe et al., 1997).

Os efeitos resultantes da deficiéncia ou excesso de Zn, varia de acordo com a espécie
(Muralisankar et al., 2014). Estudos demonstraram que a deficiéncia de zinco causou retardo
do crescimento em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), salmédo do atlantico (Salmo salar),
bagre do canal (Ictalurus punctatus) e carpa comum (Cyprinus carpio); nanismo, diminuicéo
da digestibilidade de proteinas e carboidratos em truta arco-iris (Watanabe et al., 1997; Lall,
2002; NRC, 2011); anormalidade esquelética, mortalidade, catarata e corrosdo nas nadadeiras
de truta arco-iris e carpa comum (Lall, 2002; NRC, 2011); e diminuigdo da imunidade por
reducdo de anticorpos naturais, aumentando a suscetibilidade a uma variedade de patdégenos

(Salgueiro et al., 2000). O excesso de zinco pode ser prejudicial aos animais, interferindo na
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disponibilidade de cobre e ferro, pois estes minerais utilizam o mesmo sitio de ligago,
ocasionando reducdo no crescimento (Shiau & Jiang, 2006).

O manganés (Mn), mesmo em pequenas quantidades, € importante para o
desenvolvimento animal, e atua como parte integrante de determinadas metaloenzimas no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas e como cofator enzimético para um grande
grupo de enzimas (Watanabe et al., 1997). Possui acdo antioxidante, aumentando a capacidade
de digestéo e absorc¢do no intestino (Tang et al., 2014), auxilia na formac&o de 0ssos, coagulacédo
do sangue, metabolizacdo da glicose, sintese de colesterol e desenvolvimento de cartilagem
(Webster e Lim, 2002). A auséncia de manganés na dieta acarretou a ingestdo reduzida de
alimentos, crescimento demorado, catarata e nanismo para as espécies de truta arco-iris e carpa
comum (Watanabe et al., 1997; NRC, 2011); perda de equilibrio em tildpias mogambicanas
(Oreochromis mossambica); aumento da mortalidade, concentracao reduzida de manganés no
corpo e nos 0ssos ocasionados em truta das fontes (Salvelinus fontinalis) e salméo do atlantico;
baixa eclosdo dos ovos em truta arco-iris, truta das fontes e salméo do atlantico; anomalia no
crescimento caudal em truta arco-iris (Lall, 2002; NRC 2011).

Portanto, a suplementacdo de Zn e Mn para larvas de peixes € necessaria para o
desenvolvimento normal e reduz deformidades estruturais causadas pela deficiéncia destes
minerais, além de contribuir para o sistema imune. A adi¢cdo desses minerais em dietas para
peixes normalmente é feita em excesso pelas industrias de racdo, pois possuem baixa
biodisponibilidade e afinidade a antinutrientes presentes em ingredientes praticos (Nguyen et
al., 2019). Para o aprimoramento da nutricdo aquatica, deve-se buscar evitar o excesso de
nutrientes nas racGes, tanto para preservar o ambiente aquatico, como para evitar efeitos toxicos
causado pela interacdo negativa entre o minerais (Prabhu et al., 2016).

Nesse contexto, uma alternativa para utilizacdo de minerais tem sido os de origem
organica, por possuirem forte ligacdo dos microminerais com peptideos e aminoacidos, se
tornando mais estaveis e assim biodisponiveis, sem reacdo com outros componentes da dieta
(Rodrigues & Farias, 2018).

De acordo com a Associacdo de Oficiais Americanos de Controle de Alimentacédo (do
inglés Association of American Feed Control Officials, AAFCO) (1999), existem cinco
categorias de minerais organico: Complexo metal-aminoacido inespecifico; Complexo metal-

aminoéacido especifico; Metal quelato; Metal Polissacarideo; Metal proteinato.
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Os minerais organicos do complexo metal-aminoacido inespecifico, também chamados
de mineral de desempenho, resultam na uUnica fonte que atende a quatro critérios para ser
eficiente: soltvel em agua, estavel, absorvivel e metabolicamente disponivel (Ward, 2021).

Apesar da importancia dos minerais para o funcionamento e desenvolvimento da
fisiologia dos peixes, informagdes sobre 0 uso de minerais sdo escassos para larvas de tilapia.
Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho zootécnico de larvas de tilapia
do Nilo alimentadas com dietas contendo diferentes niveis de inclusdo de minerais organicos

(Zn e Mn), além dos indicadores do sistema do equilibrio redox e genes da imunidade inata.

2. Materiais e métodos
2.1 Animais, instalacdes e delineamento experimental

Todos os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as exigéncias
do Comité de Etica no Uso de Animais de Producdo da Universidade Estadual do Oeste do
Parana (Protocolo n° 24-2020). O experimento foi realizado entre 07 de abril de 2021 e 06 de
maio de 2021.

Foram utilizadas 10.200 larvas de tilapia do Nilo com cinco a sete dias vida e peso médio
de 0,0112g. Os animais foram distribuidos em 51 caixas de polietileno pretas com volume (util
de 60 L, equipadas de aeracdo constante por meio de pedra microporosa, contendo circulagao
constante de agua, aquecimento elétrico e filtro mecéanico e bioldgico.

O experimento foi conduzido em um delineamento experimental inteiramente
casualizado em estrutura fatorial 4x4, mais o tratamento controle, com trés repeticdes,
totalizando 51 unidades experimentais. Considerou-se uma unidade experimental um aquario
contendo 200 larvas.

Os tratamentos foram constituidos pelos niveis crescentes dos minerais zinco organico
(0, 40, 80, 120 mg kg™*) e manganés organico (0, 10, 30, 40 mg kg™*) nas races e um tratamento

controle, composto pela racdo suplementada com fonte inorgénica de zinco a manganés.

2.2 Rag0es experimentais e manejo alimentar
As racdes foram formuladas de modo a atender as exigéncias nutricionais da espécie,
contendo 38,6% de proteina digestivel (PD) e 3.800 Kcal Kg* de energia digestivel (ED)
(Tabela 1) (Hayashi et al., 2002). Foi utilizado um suplemento mineral e vitaminico, composto
por fontes inorgénicas de minerais, contudo isento de qualquer fonte de zinco e manganés.

Assim, o0s niveis crescentes de ambos os minerais foram suplementados separadamente no
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momento da mistura. A racdo controle foi formulada com o mesmo suplemento mineral e
vitaminico, contudo, contendo sulfato de zinco e manganés nas seguintes concentracdes
respectivamente 125 mg kg™ e 37,5 mg kg*. Para elaborag&o das racdes, os ingredientes foram
triturados em moinho de martelo, utilizando peneira de 0,2 mm e em seguida misturados.
Posteriormente o total de racdo foi dividido em 17 partes, para a adicdo dos minerais,
suplemento mineral e vitaminico e hormdnio masculinizante (17-a-metiltestosterona) na
quantidade de 60 mg kg* de ragdo, diluido em 300 mL de &lcool 94% juntamente ao 6leo de
soja da formulacdo da racéo.

As larvas eram alimentadas com racdo experimental em regime ad libitum, na
frequéncia de oito vezes ao dia (8h00min, 9h30min, 11h00min, 12h30min, 14h00min,
15h30min, 17h00min e 18h30min).

2.3 Monitoramento dos paréametros fisicos e quimicos da agua
A temperatura da agua foi controlada (26,50 £+ 0,11°C) por meio de aquecimento elétrico
acoplado a um termostato. Semanalmente foram mensurados na agua os niveis de oxigénio
dissolvido (7,62 + 0,06 mg L; oximetro digital Alfakit®), amonia total (0,57 + 0,19 mg L™;
Fotocolorimetro Alfakit® ATP100P), nitrito (0,51 + 0,20 mg L™*; Fotocolorimetro Alfakit®
AT100P) e pH (6,45+0,08; pHmetro digital Tecnal® Tec 5).
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Tabela 1 — Composigdo centesimal dos alimentos e contelido de nutrientes das ragcdes experimentais, utilizadas na alimentacdo de pos-larvas de
Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

Nivel de zinco organico (mg kg™)

0 40 80 120
Controle
Nivel de manganés organico (mg kg™?)
0 10 30 40 0 10 30 40 0 10 30 40 0 10 30 40

Ingredientes (g kg?)

Farinha de Visceras 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434 2434
Farinha Salméo 361,9 361,9 3619 3619 3619 3619 3619 3619 3619 3619 3619 361,9 3619 3619 3619 3619 3619
Farelo de Soja 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150 150

Milho gréo 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130 130
Oleo de Soja 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6  106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6 106,6
Sal 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3

Premix mineral 5 i i i i i i i i i i i i i i i i
inorganicot
Premix minera| . 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
organico

Antioxidante3 0,1 0,1 01 01 01 01 01 01 01 0L 01 01 01 01 01 01 0,1

Continua
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Tabela 1 - Continuacdo

Teor de nutrientes calculado (g kg™) 4

Amido
Calcio
Cinzas

Energia digestivel
(Kcal Kg?)

Fibra bruta
Fosforo total
Gordura
Matéria mineral
Matéria seca

Proteina digestivel

85,7
27,2
111,8

3.800
8,7
16,5
187,2
62,2
933,4
38,6

85,7
27,2
111,8

3.800
8,7
16,5
187,2
62,2
933,4
38,6

85,7 857 857
27,2 272 272

111,8 111,8 111,8
3.800 3.800 3.800

8,7 87 87

16,5 16,5 16,5
187,2 187,2 187,2
62,2 622 622
933,4 9334 9334

386 386 38,6

85,7 857 857 857
27,2 2712 2712 27,2

111,8 111,8 111,8 111,8
3.800 3.800 3.800 3.800

87 87 87 87

16,5 165 165 165

187,2 187,2 187,2 187,2
62,2 622 622 622
933,4 9334 9334 9334

386 386 386 38,6

85,7 857 857 857
27,2 2712 272 27,2

111,8 111,8 111,8 111,8
3.800 3.800 3.800 3.800

87 87 87 87

16,5 165 165 165

187,2 187,2 187,2 187,2
62,2 622 622 622
933,4 9334 9334 9334

386 386 386 38,6

85,7 857 857
27,2 272 272

111,8 111,8 1118
3.800 3.800 3.800

8,7 87 87

16,5 16,5 16,5
187,2 187,2 187,2
62,2 622 622
933,4 9334 9334

386 386 38,6

85,7
27,2
111,8

3.800
8,7
16,5
187,2
62,2
933,4
38,6

Premix mineral inorganico, composicdo bésica (mg kg™t de racdo): 4cido félico: 200mg, 4cido pantoténico:4.000mg; Biotina:40mg; Cobre:2.000mg;
Ferro:12.500mg; lodo:200mg; Manganés:7.500mg; Niacina:5.000mg; Selénio:70mg; Vitamina A:1.000.000Ul; Vitamina B1:2.400mg; Vitamina B12:3.500mg;
Vitamina B2:2.000mg; Vitamina B6:2.400mg; Vitamina C:25.000mg; Vitamina D3: 500.000Ul; Vitamina E: 20.000Ul; Vitamina K3: 500mg; Zinco:25.000mg;
BHT:300mg. 2Premix mineral organico: sem a fonte inorganica de Zn e Mn, contendo adi¢do organica de zinco e manganés. 3Antioxidante (Butil hidroxi
tolueno- BHT). “Contetido de nutrientes calculados usando o software Super Crac 6.1 Premium®.
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2.4 Mensuracao do crescimento e indices corporais

Ao final do experimento, os peixes foram mantidos em jejum por 12 horas para
esvaziamento do trato gastrointestinal. Posteriormente todos os peixes de cada aquério
foram anestesiados por imers&o em solugdo contendo eugenol (75 mg kg) e entdo pesados
em balanca de precisédo (+£0,19).

Em seguida, cinco peixes de cada aquario foram eutanasiados através da seccao da
coluna vertebral. Estes peixes foram dissecados para obtencdo do figado, intestino e
visceras. Os orgaos foram pesados e medidos, o figado foi imediatamente armazenados
em microtubos de 2,0 mL, congelados em vapor de nitrogénio liquido e armazenados a -
80°C, para posterior realizacdo das analises bioquimicas no figado.

Foram determinados o peso final (PF), a biomassa (BIO), o ganho de peso (GP),
sobrevivéncia (SOB), conversdo alimentar aparente (CAA), comprimento do intestino
(CI), indice hepatossomatico (IHS) e indice viscerossomatico (IVS) (Bombardelli et al.,
2009).

Os peixes restantes (5 peixes/tratamento) foram dissecados para coletar o intestino
e em seguida as amostras foram imediatamente congeladas em vapor de nitrogénio liquido

para extracao de RNA.

2.5 Anélises bioquimicas no figado

Inicialmente, as amostras de figado foram homogeneizadas diretamente nos
microtubos em solucéo de tampéo fosfato salino. Em seguida, as amostras homogeneizadas
foram centrifugadas a 12.806g a 4°C por 10 minutos. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante
foi coletado e fracionado em microtubos e novamente armazenado a -80°C.

A determinacéo da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(1976), que se baseia na interacdo das proteinas solliveis com o corante azul brilhante
comassie, convertendo a cor marrom para azul apds ligacéo a proteina. Apds a reacao, as
leituras de absorbéncia foram realizadas em comprimento de onda de 595 nm, em uma
leitora de microplacas (GO Fisher Scientific). Foi utilizada a albumina sérica bovina para
produzir a curva padrdo. Em seguida, as amostras foram padronizadas para a concentracao
de 1 mg mL™ de proteina, destinadas para a realizagdo das demais analises.

A lipoperoxidacéo foi analisada pelo método de TBARS de acordo com Jiang et al.

(1992), o qual se baseia na reagdo da molécula de malondialdeido com duas moléculas de
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acido tiobarbitdrico formando um pigmento rosa. Apos a reacao, a leitura das absorbancias
foi realizada em comprimento de onda de 570 nm.

A atividade da enzima catalase (CAT) foi mensurada pela metodologia de Aebi
(1984), a qual se baseia na degradacdo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua.
Apos a reacdo, a leitura das absorbancias foi realizada em comprimento de onda de 240
nm.

A atividade da glutationa S-transferase foi mensurada pela metodologia de Habig
et al. (1974), onde o 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) é metabolizado pela enzima
glutationa S-transferase (GST) conjugado a glutationa reduzida. Apds a reacdo, a leitura
das absorbancias foi realizada em comprimento de onda de 340 nm.

A carbonilacdo de proteina (PCO) foi determinada pela metodologia Levine et al.
(1990), onde o é&cido tricloroacético precipita as proteinas e sdo solubilizadas em
hidrocloreto de guanidina. Apds a reacdo, a leitura das absorbancias foi realizada em
comprimento de onda de 360 nym.

A atividade da enzima superdéxido dismutase (SOD) foi determinada segundo
Crouch (1981) e esta relacionada na capacidade da SOD em inibir a reducdo do azul
nitrotetrazdélio (NBT) pelo radical superdxido gerado pela hidroxilamina. Apoés a reacao, a
leitura das absorbancias foi realizada em comprimento de onda de 560 nm.

2.6 Expressdo dos genes TGF, 18, IL 8, IL 10 e INF y no intestino

O intestino das tilapias alimentadas com ragdo suplementada com 40 mg kg* de
zinco organico e 10 mg kg de manganés organico e o controle foram processadas para
avaliacdo da expressao génica de TGF, 16, IL 8, IL 10 e INF y.

O RNA total foi extraido utilizando o TRIzol™ Reagent (Invitrogen, USA),
aproximadamente 100 mg de intestino foi pesado, triturado e adicionado a um microtubo,
livre de DNase e RNase, contendo 500 puL de Trizol. A concentracdo de RNA foi
mensurada utilizando o espectrofotdbmetro NanoDropTM Lite (Thermo Fisher Scientific,
USA), no comprimento de onda de 260/280 nm e a integridade do RNA foi avaliada em
gel de agarose 1%, corado com SYBR Safe™ DNA Gel Stain (Invitrogen, USA) e
visualizado em aparelho transiluminador com luz ultravioleta.

Para remocéo de possiveis residuos de DNA gendmico, as amostras de RNA total
foram tratadas com QuantiNova gDNA Removal Mix (Qiagen GmbH, Germany) a 45°C

por 2 min. Apos remocdo do DNA gendmico, foram utilizados 5 pg de RNA para sintese
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do cDNA, utilizando o QuantiNova reverse transcription kit (Qiagen GmbH, Germany).
As amostras foram mensuradas utilizando o espectrofotometro NanoDropTM Lite
(Thermo Fisher Scientific, USA) e armazenadas a -20°C até 0 momento do uso.

Os iniciadores especificos (Tabela 2) foram escolhidos para determinar a expressao
no tecido intestinal. As analises de gRT-PCR foram conduzidas em Rotor-Gene Q (Qiagen
GmbH, Germany), utilizando o QuantiNova SYBR Green PCR Kit (Qiagen GmbH,
Germany), em duplicatas, com volume total da reacdo de 20 pL As condicbes de
amplificacdo foram: 95°C por 2 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 5 seg, e 60°C por 10
seg. A curva de dissociac¢ao (melt curve) dos produtos da reacdo foi obtida, para determinar
a especificidade das reagoes.

A expressdo genica foi normalizada para o gene B-actina, e os resultados sdo
apresentados na forma de 2"t (Livak e Schmittgen, 2001) para quantificacdo relativa da
expressdo génica (expressa como unidades arbitrarias, AU).

Tabela 2 — Sequéncia de Primers usado para anélise de PCR quantitativo em tempo
real.

Genes Sequéncia dos Primers (5-2>3°) Referéncia

] F:GATCTGGCATCACACCTTCTAC
p-actina XM_003443127.5
R:TCTTCTCCCTGTTGGCTTTG

F.GTTTGAACTTCGGCGGTACTG
TGF-$ Standen et al., 2016.
R:TCCTGCTCATAGTCCCAGAGA

F:CTGTGAAGGCATGGGTGTG

IL-8
R:GATCACTTTCTTCACCCAGGG Doan etal., 2021.

F:CTGCTAGATCAGTCCGTCGAA
IL-10 Standen et al., 2016.
R:GCAGAACCGTGTCCAGGTAA

F:GAAAAGCTGCTTGGCCACAT
IFN-y Wang et al., 2020.
R:AGCGAGCCTGAGTTGTTGGT

TGF-p, fator de crescimento transformador; IL-8, interleucina 8; IL-10, interleucina 10;

IFN-y, interferon .

3. Andlise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padréo (EP). Os residuos foram
submetidos ao teste de normalidade e homogeneidade de Shapiro-Wilk e Cochran
respectivamente. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia em

estrutura bi-fatorial (ANOVA TWO-WAY), seguido pelo teste de comparac¢ao mdaltipla de
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médias de Duncan, ambos a um nivel de 5% de probabilidade. Alternativamente os
resultados de crescimento dos animais alimentados com as ragdes suplementadas com 40
mg kg de zinco e 0 mg kg™ de manganés e; 80 mg kg™ de zinco e 0 mg kg™ de manganés
foram suprimidos e, entdo submetidos a analise de variancia unifatorial (ANOVA ONE-
WAY), seguido pelo teste de Duncan, ambos a um nivel de 5% de probabilidade. Este
procedimento foi adotado para evitar avaliagdes equivocadas sobre o crescimento, pois a
mortalidade induzida por estes tratamentos influenciou positivamente o crescimento das
tilapias em funcdo da reducédo das densidades de estocagem. Os resultados de expresséo
génica foram submetidos a anélise de variancia unifatorial (ANOVA ONE-WAY), seguida
pelo teste de Duncan, também a um nivel de 5% de probabilidade. Todos os procedimentos

foram realizados no software Statistica 7.1°.

4. Resultados
A alimentacdo das tilapias com dietas suplementadas com minerais organicos
influenciou o crescimento e a sobrevivéncia dos peixes (Tabela 3). A sobrevivéncia foi
influenciada pela interacdo (p<0,05) entre os niveis de inclusdo de zinco e manganés,
enquanto os parametros de crescimento sofreram efeito individual dos niveis de zinco e
manganés (Tabela 3). As tilapias alimentadas com rag@es contendo 40 mg kg de zinco e
10 mg kg* de manganés apresentaram a maior (p<0,05) taxa de sobrevivéncia e altos
indices de crescimento (Tabela 3). Por outro lado, aquelas alimentadas com 40 mg kg™ de
zinco e 0 mg kg de manganés; 80 mg kg* de zinco e 0 mg kg de manganés, apresentaram
a maior (p<0,05) taxa de mortalidade e, devido a reducdo da densidade de estocagem ao
longo da criagdo, maior crescimento (Tabela 3). Assim, ap6s a exclusdo dos tratamentos
40 mg kg™ de zinco e 0 mg kg™ de manganés; 80 mg kg de zinco e 0 mg kg™ de manganés,
os peixes alimentados com 40 mg kg™ de zinco e 10 mg kg™ de manganés; 80 mg kg de
zinco e 10 mg kg™ de manganés apresentaram as maiores (p<0,05) taxas de crescimento
(Tabela 3).
As racgdes fornecidas as tilapias ndo influenciaram (p>0,05) a conversdo alimentar
(Tabela 3), o comprimento do intestino (Cl) e, os indices hepatossomatico (IHS) e

viscerossomatico (1VS) (Tabela 4).
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Tabela 3. Crescimento de larvas de tilapia do Nilo alimentadas com ragdes contendo zinco (Zn) e manganés (Mn) de origem organica.

Suplementacdo mineral na
ragdo (mg Kg™?)

Variaveis

Peso final (g) Ganho de Peso (g) Biomassa () C.AA. Sob (%)
e oo 0,65 + 0,4948¢ 0,64 + 0,049045¢ 68,31 + 4,98°° 2,01+0,19° 57,25 + 4,0%P
Premix com fonte organica
Zn Mn
0 0,63 + 0,03ABCD 0,62+ 0,0353ABCP 86,25 + 4,137BC 1,55 + 00,0748 69,66 + 2,0%cdABC
0 10 0,62+0,03ABCD 0,62+ 0,0346ABCP 80,21 + 7,798¢P 1,76 +0,178CP 66 + 6,030cdABC
30 0,57 + 0,03°P 0,56+ 0,0439¢P 84,21 + 7,64B¢P 1,58 + 00,1378 73,33 £ 1,0%048
40 0,53 +0,04° 0,52+ 0,0317° 67,31 + 3,34P 1,97 +0,08° 65,5 + 1,0°cdBC
0 0,73+0,03 0,72+ 0,0209 87,61 + 4,08 1,54 + 0,06 60,83 + 2,0¢
10 0,69 + 0,024 0,69+ 0,0240% 103,38 + 5,03~ 1,34 + 0,06 75,66 + 1,04
40
30 0,68 + 0,0278 0,68+ 0,0265"B 84,48 + 4,298CP 1,59 + 0,0978 62,83 + 5,09¢
40 0,62 + 0,03ABCP 0,61+ 0,0393ABCP 81,28 + 4,138¢P 1,70 + 0,09ABCP 67,33 + 3,0%cdABC
0 0,70 + 0,04 0,69+ 0,0460 83,68 + 5,18 1,64 +0,11 61,66 + 6,0
0 10 0,70 + 0,00° 0,68+ 0,0060"B 92,51 +1,7378 1,49 + 0,048 67,66 + 2,0%cdABC
30 0,68 + 0,0148¢ 0,67+ 0,0170ABCP 93,61 + 2,7278 1,46 + 0,05°8 69,66 + 0,0%cdABC
40 0,63 + 0,03ABCD 0,62+ 0,0303ABCP 86,11 + 3,4678C 1,58 + 0,06 B 70,16 + 1,0%cdABC
0 0,68 + 0,02AB¢ 0,67+ 0,0255A8C 87,18 + 7,4378 1,56 + 0,138 64,83 + 3,0IEC
120 10 0,65 + 0,04ABC¢ 0,64+ 0,0483A8C 83,25 + 6,918¢P 1,64 + 0,12A8C 65,66 + 2,0°¢dBC
30 0,66 + 0,047BC 0,65+ 0,044078C 90,75 + 3,65°B 1,51 +0,0748 69,66 + 2,0%cdABC
40 0,57 + 0,038¢P 0,56+ 0,03538CP 83,61 + 7,468€P 1,57 +0,14°8 74 + 3,0%00A8
Continua
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Tabela 3 - Continuacéo

0 0,59° 0,58" 79,5 1,70 69,12
40 0,68 0,672 89,19 1,54 66,66
80 0,68 0,672 88,982 1,54 67,29
120 0,64% 0,63% 86,2% 1,57 68,54

0 0,69° 0,68° 86,18 1,57 64,25

10 0,66 0,65 89,842 1,55 68,75

30 0,65 0,64 88,26° 1,53 69,37

40 0,59° 0,57 79,58° 1,71 69,25

P-valor (Estrutura fatorial)
Zn 0,0011 0,0011 0,0480 0,0823 0,6539
Mn 0,0013 0,0013 0,0486 0,0744 0,0686
Znx Mn 0,9927 0,9927 0,2015 0,1776 0,0191
P-valor (Unifatorial)

0,03804 0,03802 0,0077 0,0119 0,0023

C.A.A.: Conversdo alimentar aparente; Sob: Sobrevivéncia. Letras minUsculas diferentes nas colunas indicam médias diferentes segundo o teste de Duncan (P<0,05). As

diferentes médias indicadas pelas letras mindsculas, se referem a analise estatistica realizada em estrutura bifatorial (ANOV A TWO-WAY). Letras maidsculas diferentes nas

colunas indicam médias diferentes segundo teste de Duncan (P<0,05). As diferentes médias indicadas pelas letras mailsculas, se referem a anélise estatistica realizada em

estrutura Unifatorial (ANOVA ONE-WAY), contendo os diferentes niveis de suplementagdo mineral e um tratamento controle.
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Tabela 4. indices corporais das larvas de tilapia do Nilo alimentadas com ragdes contendo

fontes de zinco (Zn) e manganés (Mn) de origem organica.

Suplementac&o mineral na racéo Variaveis
(mg k™) CI (cm) IVS (%) IHS (%)
Premix com fonte inorganica 19,16 £ 1,96 13,97 £1,07 2,63+0,16
Premix com fonte organica
Zn Mn
0 16,20 + 0,41 13,69 + 0,39 2,13+0,24
0 10 16,06 £ 1,73 14,10 £ 0,47 2,10+£0,17
30 14,50 £ 1,04 13,28 £0,19 2,24 £0,44
40 17,40 £ 2,56 13,45+ 0,19 2,44 £ 0,17
0 18,20 + 1,13 13,88 + 0,15 2,04 £0,12
10 17,96 + 0,62 12,91 + 0,09 2,23+0,16
40 30 18,50 £ 0,28 13,17 £ 0,57 2,48 £ 0,14
40 16,83+ 1,74 13,41 £ 0,65 2,42 £ 0,29
0 15,93 £ 0,95 13,60 £ 0,59 2,06 £ 0,24
80 10 17,60 £ 0,70 12,81 £ 0,27 2,08+0,18
30 17,13 £ 0,63 13,16 + 0,22 2,42 £ 0,26
40 17,80 +1,19 13,08 + 0,41 1,96 £ 0,19
0 17,30 £ 1,55 13,80 + 0,51 2,47 £0,21
120 10 17,46 £ 0,86 13,29 £1,45 2,22+0,41
30 20,26 + 1,36 13,97 £ 0,11 2,46 £ 0,20
40 16,53 + 1,54 13,68 + 0,21 2,40 £ 0,17
0 16,04 13,63 2,23
40 17,11 13,34 2,29
80 17,11 13,16 2,13
120 17,89 13,68 2,39
0 16,90 13,74 2,17
10 17,27 13,27 2,16
30 17,60 13,40 2,40
40 17,14 13,40 2,30
P-valor (Estrutura fatorial)
Zn 0,1573 0,4735 0,5108
Mn 0,8932 0,5981 0,4648
Zn x Mn 0,4500 0,9170 0,9309
P-valor (Unifatorial)
0,4704 0,9437 0,7834

Cl: Comprimento intestinal; IVS: indice Viscerossomatico; IHS: indice Hepatossomatico.



As tilapias alimentadas com rag¢fes contendo minerais organicos ndo apresentaram efeito interativo entre os niveis de inclusdo do zinco e
manganés em relacdo aos indicadores do estresse oxidativo (Tabela 5). As tilapias alimentadas com racdes contendo 80 mg kg de zinco
apresentaram a menor (p<0,05) atividade de glutationa s-transferase. Porém as atividades séo iguais estatisticamente as das tilapias alimentadas

com ragdes contendo 40 e 120 mg kg™ de zinco (Tabela 5).

Tabela 5. Indicadores do estresse oxidativo em figado de larvas de tilapia do Nilo alimentados com ragdo contendo zinco e manganés de origem

organica.
Suplementac&o mineral na Parametros
5 1
ragao (mg kg) LPO CAT GST PCO (10°) SOD
Premix mineral inorganico 0,12+ 0,00602 1,84 + 0,150 1,3+ 0,096 8.10°+ 0,15.10° 4,51+ 0,0295

Premix mineral organico

Zn Mn
0 0,11 + 0,00501 1,70 + 0,263 1,1 +0,057 8.10°+0,23. 10° 3,78 +0,187
0 10 0,09 + 0,00752 1,89 + 0,125 1,2 + 0,044 7.10°+0,34.10° 4,94 + 0,014
30 0,13 + 0,01003 1,92 + 0,106 1,2 + 0,025 10.10° +0,23.10° 4,97 + 0,067
40 0,14 +0,0 1,75+ 0,012 1,3+ 0,025 5.10°+0,23.10° 3,40 + 0,657
0 0,12+0,0 1,69 + 0,037 1,0 £ 0,037 5. 10+ 0,40.10° 4,32 + 0,296
40 10 0,12 + 0,00602 1,94 + 0,068 1,9 +0,077 7.10%+ 0,68.10° 5,18 + 0,269
30 0,12+0,0 1,73+0,178 1,0 £ 0,032 9.10%+ 0,67.10° 4,93+ 0,229
40 0,12 + 0,00501 1,79 + 0,131 1,2 +0,022 5.10%+ 0,23.10° 4,91*0,551

Continua
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Tabela 5- Continuagdo

0 0,13 + 0,00501 1,48 £ 0,018 1,9+ 0,009 7.10%+ 2,05.10° 3,55 +0,185
80 10 0,11 + 0,00929 1,68 £ 0,050 1,0 £ 0,067 11.10°+0,23.10° 3,59 + 0,199
30 0,12 + 0,00602 1,80 £ 0,050 1,9+ 0,096 6. 10°+ 0.40.10° 4,94 + 0,522
40 0,12 + 0,00289 1,86 £ 0,043 1,1+0,012 8. 10°+ 2,05.10° 4,04 + 0,480
0 0,12 + 0,01003 1,80 £ 0,028 1,0+0,141 7.10°+0,38.10° 4,61+ 0,944
120 10 0,11 + 0,01504 1,84 +£0,0 1,1 +£0,083 8.10°+0,23.10° 5,00 + 0,400
30 0,12 + 0,00441 1,85 £ 0,064 1,1 +0,048 8.10°+0,23.10° 3,90+ 0,328
40 0,12 + 0,00441 1,58 £ 0,100 1,1+ 0,068 8.10° +4,79. 10° 4,47+ 0,221
0 0,13 1,8 1,28 8.10° 4,27
40 0,12 1,7 1,0 7.10° 4,64
80 0,12 1,6 1,0 8.10° 4,28
120 0,12 1,7 1,1% 8.10° 4,50
0 0,12 1,6 1,0 7.10° 4,32
10 0,12 1,8 1,0 8.10° 4,68
30 0,13 1,8 1,0 8.10° 4,69
40 0,13 1,7 1,2 7.10° 4,01
P-valor (Estrutura fatorial)
0,9394 0,6710 0,0077 0,8232 0,6949
0,9210 0,4220 0,0835 0,5172 0,2034
0,9787 0,7275 0,9940 0,5695 0,2750
P-valor (Unifatorial)
0,9993 0,6093 0,0970 0,8806 0,0891

CAT - catalase (mmoles de H,O, degradado.mint. mg prot?); LPO — peroxidacdo lipidica (mmol de MDA mg prot?); SOD — superdxido dismutase (unidade de SOD. mg prot
1); GST — glutationa transferase (mM. min. mg prot?); PCO — carbonilagdo de proteina (mM de DNPH/mg prot™). Letras mintsculas diferentes nas colunas indicam médias
diferentes segundo o teste de Duncan (P<0,05). As diferentes médias indicadas pelas letras minusculas, se referem a analise estatistica realizada em estrutura bifatorial (ANOVA

TWO-WAY).
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As expressdes genicas de TGF-4, IL 8, IL 10 e IFN- y foram reguladas positivamente
com a inclusdo dietética de 40 mg kg de zinco e 10 mg kg de manganés organicos, em
comparacéo ao controle (p<0,05) (Figura 1).
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Figura 1. Niveis de mRNA de TGF-g (a), IL 8 (b), IL 10 (c) e IFN- y (d) no intestino de tilapia
alimentadas com ragdo controle e racdo com zinco e manganes orgénico. Os resultados foram
apresentados em médias +EP.

5. Discusséo

A suplementacdo dietética com minerais em ragdes para peixes (Kishawy et al., 2020;
Dominguez et al., 2019; Jintasataporn et al., 2014; Prabhu et al., 2014) e crustaceos (Xu et
al., 2020; Yuan et al., 2020) submetidos a condicdes de elevado desafio de producgédo tem se
mostrado como uma importante alternativa para garantir a manutencéo e/ou a promocao do
crescimento e a satde animal.

Os resultados desta pesquisa confirmaram que a deficiéncia de suplementacdo exdgena
de manganés causa prejuizos ao desempenho animal, fato este esperado, pois este mineral
atua no metabolismo de lipidios, proteinas, carboidratos e possui efeito antioxidante ao
proteger as células contra oxidagdo devido a producdo de radicais livres (Watanabe et al.,
1997).

Um outro ponto relevante que merece atencdo foi o fato de que 0s peixes apresentaram
maior crescimento nos tratamentos sem a suplementacdo exdgena de manganés, devido as

elevadas taxas de mortalidade terem reduzido as densidades de estocagem nos aquarios e
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minimizado os efeitos deletérios impostos pela densidade populacional. Assim, a avaliagéo
dos resultados sem estes tratamentos mostrou que as tilapias alimentadas com ragdes
contendo 40 mg kg™ de zinco e 10 mg kg™ de manganés ou 80 mg kg™ de zinco e 10 mg
kg™ de manganés, apresentaram maior sobrevivéncia e crescimento.

Apesar da escassez de informagdes sobre as exigéncias destes minerais para larvas de
tilpia e, especialmente sobre o efeito interativo entre zinco e manganés, em geral trabalhos
sugerem que a suplementagdo exégena de 40 mg kg de zinco organico melhoram o
crescimento de juvenis de tilapia criada entre 30 e 50 g, atribuindo ao melhor efeito da
imunidade e desempenho (Prabhu et al., 2014; Kishawy et al., 2020).

Apesar das mdaltiplas vias de acdo metabdlica do zinco e do manganés, as melhoras nas
taxas de crescimento e sobrevivéncia das tilapias estdo associadas a fatores imunoldgicos. A
inclusdo de substancias imunomoduladoras em dietas de peixes desencadeiam resposta
imune inata dos peixes, considerada a primeira linha de defesa contra patégenos. Os
parametros imunes inespecificos como a expressao de genes de citocinas inflamatorias ( IL-
8, IL-10, IFN-y e TGF-f ), apresentaram uma regulagdo positiva no grupo alimentado com
minerais organicos. O mesmo foi relatado por Wang et al. (2020), a inclusdo de zinco
demonstrou efeito em outros genes relacionados ao sistema imunoldgico (IL- Iy e IFN-y).

Além dos genes correspondentes aos fatores imunoldgicas, o zinco e manganés
proporcionam a manutencdo do equilibrio redox no figado. Esta hipdtese pode ser
corroborada pelos resultados bioguimicos, onde somente os niveis de inclusdo de zinco
influenciaram na atividade da glutationa transferase do tecido hepatico. Além disso, as
racbes suplementadas com os niveis de zinco que promoveram as maiores taxas de
crescimento e sobrevivéncia, foram aquelas que promoveram as menores atividades de GST
hepética. Possivelmente este mineral interferiu por meio de outros mecanismos sobre o
equilibrio redox, induzindo a reducéo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio
(ERNs) preferencialmente ao aumento da atividade desta enzima.

Apesar de as EROs e ERNs serem produzidas naturalmente pelo metabolismo animal,
especialmente quando expostos a condi¢cdes extremas de desafio ou a exigéncia de alta
performance, normalmente este tipo de dano ocorre nas mitocéndrias, membranas celulares
e no citoplasma (Barbosa et al., 2010) e, as EROs ou ENRs podem reagir com os acidos
graxos poli-insaturados ocasionando a peroxidacéo lipidica e com proteinas ocasionando a
formacdo de carbonila de proteinas (Luo et al., 2006).

Em geral, a deficiéncia de zinco e manganés esta associada com danos produtivos
decorrentes da acdo deletéria das EROs e ERNs (Jiang et al., 2016; Aliko et al., 2018).
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Assim, estes minerais estdo associados com redu¢do da lipoperoxidacdo em varios tecidos
da dourada (Sparus aurata) (Dominguez et al., 2019) ou no figado e intestino de carpa
cabecuda (Ctenopharyngodon idella) (Tang et al., 2014). De forma semelhante, a atividade
das enzimas GST, CAT e SOD promovem a remocéo as EROs e ENOs (Vasconcelos et al.,
2007; Xu et al., 2015) e a presenga do manganés nas ragoes esta relacionada com a atividade
destas enzimas em alevinos de carpa indiana (Labeo rohita) (Musharraf et al., 2021).

Ainda, a auséncia deste mineral também esta associado a mal formacéo esquelética,
diminuicdo no consumo de racdo, aumento da mortalidade e crescimento reduzido (Lall,
2002; Nguyen et al., 2008; NRC, 2011 ; Liu et al., 2018). Desta forma, possivelmente outras
vias metabdlicas, além das estudadas nesta pesquisa podem ter influenciado nos resultados,
especialmente daqueles tratamentos que ndo foram suplementados com manganés e
apresentaram taxas de sobrevivéncia de até 15% inferiores aos demais tratamentos.

Efeitos semelhantes também podem estar associados ao zinco (NRC, 2011), pois este
mineral estd relacionado com o crescimento animal e com a atividade antioxidante
organismo, por meio da modulacdo da atividade das enzimas GST, CAT e SOD. O zinco
também exerce um papel essencial nas respostas imunes, atuando diretamente nas citocinas,
a qual exerce papel no controle e proliferagdo celular, com efeitos antivirais (Kishawy, et
al.,, 2020), sendo que sua auséncia pode afetar as células imunes, ocasionando
enfraguecimento da defesa inata via fagocitose e explosdo oxidativa (Maares & Haase,
2016).

A interacdo verificada entre o zinco e manganés nesta pesquisa € um ponto que merece
atencdo porque o manganés em altas doses prejudica a absorcdo do zinco, pois os dois
utilizam o mesmo transportador, o metal divalente 1 (DMTL1). Os efeitos desta interacao
podem se intensificar, pois da mesma forma, o ferro e cobre também utilizam este
transportador para ser absorvido no intestino (Dominguez et al., 2019).

Geralmente, 0s minerais inorganicos utilizados em ragdes para organismos aquaticos sao
apresentados na forma de oxido ou sulfato (Nguyen et al., 2019; Kishawy et al., 2019) e,
independente da forma como sdo fornecidos, regulam o crescimento. Contudo, o vigor do
animal tende a ser menor, porque muitas vezes ndo conseguem suprir as exigéncias do
animal (Kishawy et al., 2019).

Diferente dos minerais inorganicos, as formas de minerais organicos tem capacidade de
evitar interagdes negativas com antinutrientes (Apines-Amar et al., 2004). Com isso, a
suplementacéo tende a ser realizada em concentragdes maiores em comparagao aos minerais

organicos, podendo a chegar a niveis de suplementacdo de até 3x em relagdo as fontes
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organicas, como é o caso do Zn inorganico (Sa et al., 2005). A mesma analogia pode ser
aplicada ao manganés inorganico, cuja concentragdo utilizada para carpa capim
(Ctenopharyngodon idella) pode ser de 20,6 mg kg (Liang et al., 2015).

Essa maior adicdo € uma estratégia utilizada para compensar a baixa biodisponibilidade
destes minerais, uma vez que possuem alta afinidade a antinutrientes, como fitato e taninos,
formando complexos com o0s minerais ocasionando redugdo na absorgcdo. Contudo, essa
suplementacdo acima dos niveis a longo prazo pode afetar o crescimento, pois minerais
como célcio utilizam mesmo canal de transporte do zinco e manganés, prejudicando sua
absorcdo no intestino para mineralizacdo 0ssea e a saude dos peixes (Valko et al., 2006;
Liang et al., 2015). Por isso, a busca por formas alternativas de minerais tem aumentado.
Assim, o emprego de outras formas quimicas de minerais para uso na alimentacdo animal
pode ser vantajosa, pois pode promover uma maior disponibilidade e aproveitamento pelo
organismo animal e refletir positivamente na salide e no crescimento dos peixes. Minerais
organicos séo boas alternativas, pois sdo encontrados comercialmente e apresentam-se na
forma associada a uma proteina ou aminoacido e suas moléculas ndo sdo desassociadas ao
entrar em contato com o pH &cido no estdmago (Katya et al., 2016; Londero, 2020). Esta
conformagdo quimica facilita a sua absor¢do direta pelos carreadores intestinais de
aminoacidos e peptideos, promovendo a sua absor¢do diretamente para o plasma atraves das

células da mucosa intestinal (Glover et al., 2003).

6. Concluséo

O uso de premix contendo zinco e manganés organico é vantajoso na producéo de Tilapia
do Nilo, pois estimulam a resposta imune, melhorando o vigor e a sobrevivéncia dos
alevinos. De modo geral o uso de premix contendo Zn e Mn, que disponibilize 40 mg kg™
de zinco organico e 10 mg kg de manganés orgénico na ragdo melhoram a eficiéncia na

producdo de larvas de tilapia.
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