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RESUMO

DRUMMOND, Cristina Delarete. Niveis de 17a-metiltestosterona em
diferentes temperaturas na inversdo sexual de tildpias Oreochromis
niloticus. 2007. 90 p. Tese (Doutorado em Zootecnia) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil.

Devido a precocidade sexual e ao maior crescimento do macho de tilapias do
Nilo em relagdo as fémeas, varias técnicas de inversdo sexual, mais
especificamente de masculiniza¢do ou produgdo de populagdes monossexo, t&€m
sido preconizadas. Dentre as técnicas utilizadas para inversdo sexual em tilapias,
a mais difundida no mundo e no Brasil ¢ a utilizacdo de hormonios incorporados
na ragdo, principalmente o 17a-metiltestosterona. Apesar de ter sido
demonstrado que a utilizagdo de hormoénio nao resulta no acimulo de residuos
nos tecidos dos peixes tratados, ainda existem preocupacdes quanto & sua
liberacdo no ambiente e a reagdo dos consumidores. Portanto, o objetivo deste
trabalho ¢ avaliar a técnica de inversdo sexual utilizando hormoénio 17a-
metiltestosterona (MT), aliada a modificacdo da temperatura de estocagem das
larvas de tilapia, visando diminuir a dosagem hormonal normalmente
empregada, para minimizar o impacto ambiental que o uso de hormonios possa
causar. O experimento foi conduzido na Estacdo de Piscicultura da UFLA,
utilizando poés-larvas de tilapia obedecendo a um delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 4x4, com 4 temperaturas (26°, 28°,
30° e 32°C) e 4 doses hormonais (0, 20, 40 e 60mg de MT/kg de racdo) durante
28 dias, com 5 repeti¢des. Para determinar a inversdo sexual das tildpias, foi
realizada a analise histologica das gonadas, além da sexagem manual. A medida
que se elevou a temperatura, a taxa de ganho de peso, o tamanho ¢ a
sobrevivéncia foram maiores (p<0,01); entretanto, este aumento na temperatura
nao foi suficiente para alterar a propor¢do de machos (p>0,01), que ocorreu
apenas em func¢do do hormdnio utilizado. A dose de 40 mg de MT/kg de ragdo
proporcionou resultados semelhantes aos da dose de 60 mg de MT/kg de ragao.
Portanto, a faixa de temperatura entre 26° ¢ 32°C nao influencia na taxa de
inversdo sexual, mas temperaturas em torno de 30°C melhoram a performance
das tilapias quanto a crescimento e sobrevivéncia. A dose de 40 mg de MT/kg de
racao ¢ suficiente para a obtengdo de populagdes monossexo.

Comité Orientador: Luis David Solis Murgas — UFLA (Orientador), Priscila
Vieira Rosa Logato — UFLA, Rilke Fonseca de Freitas — UFLA.



ABSTRACT

DRUMMOND, Cristina Delarete. Levels of 17a-methyltestosterone in
different temperatures on sex inversion of Nile tilapias Oreochromis
niloticus. 2007. 90 p. Thesis (Doctoral in Animal Production) - Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Due to sexual precocity and higher growth rate of Nile tilapia males in relation
to females, several techniques on sex inversion, more specifically the
masculinization or production of mono-sex populations, have been praised.
Among the techniques used for sex inversion in tilapias, the most disseminated
around the world and Brazil is the hormone usage incorporated to ration, mainly
17a-methyltestosterone. In despite of it has been demonstrated that hormone
usage does not result in residues accumulation in treated fish tissues, there still
are concerns about its release in environment and consumers response.
Therefore, the objective of this work is to evaluate the sex inversion technique
using 17a-methyltestosterone (MT) hormone, combined with temperature
modification of tilapia larvae storage, aiming at the decrease of hormonal dosage
normally employed, reducing an environmental impact which the hormone
usage could cause. The experiment was performed at UFLA Fish Culture
Station, using tilapia after-larvae obeying a totally randomized experimental
delineation in a factorial scheme 4x4, in 4 temperatures (26°, 28°, 30°, 32°C) and
4 hormonal doses (0, 20, 40, 60mg of MT/kg of ration) during 28 days, with 5
repetitions. In order to determine tilapias sex inversion, gonads histological
analysis was performed, beyond manual sexing. As temperature raised, weight
gain rate, size and survival increased (p<0,01); however, this temperature raise
was not effective in modifing males ratio (p>0,01), which occurred only due to
the used hormone treatment. The dose of 40mg of MT/kg of ration provided
similar results to those of 60mg of MT/kg of ration. Hence, the temperature band
from 26° to 32°C does not affect sex inversion rate, but temperature around 30°C
improves the performance of tilapias related to the growth and survival. The
dose of 40 mg of MT/kg of ration is enough to achieve mono-sex populations.

Advisory committee: Luis David Solis Murgas - UFLA (Advisor), Priscila
Vieira Rosa Logato - UFLA, Rilke Tadeu Fonseca de Freitas - UFLA.

1



1 INTRODUCAO

Devido a precocidade sexual e ao maior crescimento do macho de
tilapias do Nilo em relagdo as fémeas, varias técnicas de inversdo sexual, mais
especificamente de masculinizagdo ou producdo de populacdes monossexo, t€m
sido preconizadas.

Dentre as técnicas utilizadas para inversdo sexual em tildpias, a mais
difundida no mundo e no Brasil é a utilizagdo de hormdnios incorporados na
ragdo, principalmente o 17c-metiltestosterona.

Entretanto, na pratica, o produtor lanca mao do aumento na quantidade
de hormonio utilizada quando ndo atinge um bom indice de inversdo, na
tentativa frustrada de aumentar o indice de inversdo. Com isso, maior quantidade
de residuos deste hormonio ¢ langada no ambiente.

Apesar de ter sido demonstrado que a utilizagdo de horménio ndo resulta
no acumulo de residuos nos tecidos dos peixes tratados, ainda existem
preocupagdes quanto a sua liberagdo no ambiente e a reacdo dos consumidores.
Acredita-se que o uso indiscriminado do hormoénio provoque um impacto
ambiental consideravel e que isto possa trazer alguns prejuizos a curto e longo
prazos para a saide do homem e dos animais. Por isso, existe a necessidade da
reducdo na dosagem e do tempo de exposicdo dos funcionarios durante os
tratamentos hormonais.

Além da utilizagdo de hormoénios para se obter uma populacdo
monossexo macho em tilapias, o aumento da temperatura de criagdo também
pode ser utilizado como uma forma alternativa de inversdo sexual. Porém, as
taxas de inversao sexual através da temperatura ndo sdo tao satisfatorias quanto a
técnica de inversdo através de hormdnios para uma produgdo em larga escala.

Portanto, uma forma alternativa para tentar diminuir a dose hormonal

utilizada no processo de inversdo sexual em tilapias poderia ser a utilizagdo de



hormonios aliada ao aumento da temperatura de criacdo, promovendo, assim,
uma boa proporcdo de machos, com uma menor formagdo de residuos, e
conseqiiente liberagdo no ambiente, diminuindo, ainda, os riscos do manuseio

durante o tratamento hormonal.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o desempenho, a
sobrevivéncia e a propor¢do de machos em pos-larvas de tilapias do Nilo
submetidas a diferentes temperaturas de estocagem e diferentes doses hormonais

durante o processo de inversao sexual.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o desempenho (peso, comprimento) ¢ a sobrevivéncia das pos-
larvas de tilapias submetidas a diferentes doses de 17a-metiltestosterona,

associadas a diferentes temperaturas;

2. Determinar a taxa de inversdo sexual das pds-larvas de tilapias submetidas
a diferentes doses de 17a-metiltestosterona, associadas a diferentes

temperaturas;

3. Verificar histologicamente a eficacia da técnica de sexagem manual em

peixes submetidos a inversao sexual.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Historico do cultivo da tilapia

Tilapia é a denominagdo comum de grande gama de espécies de peixes
ciclideos que, conforme Popma & Phelps (1998), se distribuem originalmente do
centro-sul da Africa até o norte da Siria, onde mais de 70 espécies tém sido
identificadas. Cerca de 22 espécies de tilapia sdo cultivadas no mundo, porém a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a tilapia mossdmbica (O. mossambicus),
a tilapia azul (O. aureus), a Tilapia zilli e a T. rendalli sdo as espécies mais
criadas comercialmente (El-Sayed, 1999). As tilapias de importancia comercial
estdo divididas em trés principais grupos taxondmicos, distinguidos basicamente
pelo comportamento reprodutivo. S3o eles os géneros Tilapia (os peixes
incubam seus ovos em substratos), Oreochromis (os peixes incubam os ovos na
boca da fémea) e Sarotherodon (os peixes incubam os ovos na boca do macho
ou de ambos) (Popma & Lovshin, 1996).

O cultivo de tilapias comegou em 1924, no Quénia, e em seguida no
Congo, em 1937. As primeiras informagdes sobre a tilapia como espécie
promissora para a aqiiicultura ocidental surgiram no inicio da década de 50, com
citagdes sobre a tilapicultura como sendo um dos melhores negocios para
piscicultores e uma nova fonte para obteng@o de proteinas (Mercado da Pesca,
2007).

De acordo com Lovshin (1997), a distribui¢do das tilapias pelo mundo
comegou com o intuito da criagdo de peixes para a subsisténcia de paises em
desenvolvimento. A primeira espécie introduzida em outros paises foi a O.
mossambicus, porém esta se mostrou de baixo desempenho para a aqiiicultura
(Lazard & Rognon, 1997). Entretanto, apenas no final dos anos 70 a tilapia do

Nilo demonstrou alto potencial para a aqiiicultura em varios sistemas de criago.



As estatisticas comprovam um elevado desenvolvimento do cultivo da
tilapia, a qual corresponde ao segundo grupo de peixes mais cultivado no
mundo, superado apenas pelas carpas. A produgdo mundial de tilapias
praticamente dobrou entre 1984 e 1994, alcancando 620.000 toneladas. Em
1996, a produgdo saltou para 800.800 toneladas, apresentando o maior
crescimento percentual entre os principais grupos de peixes cultivados no
mundo. Os paises asiaticos foram responsaveis pela produc¢do de 700.400
toneladas de tilapia, das quais 56,3% foram produzidos pela China. Outros
grandes produtores foram Indonésia, Tailandia, Filipinas e Taiwan. A produgao
brasileira de 1996 foi de 19.200 toneladas, o que correspondeu a 2,4% da
produ¢@o mundial (Mercado da pesca, 2007) e, em 2002, a tilapia gerou US$ 50

milhdes em rendimentos ao setor.

O Brasil produziu cerca de 70 mil toneladas de tilapia em 2006, sendo
que este negdcio ja movimenta 105 milhdes de dolares por ano no pais. Os
Estados Unidos sdo os maiores compradores, adquirindo 135 mil toneladas por
ano no mercado mundial. A China é o maior produtor do planeta e responde por
45% da oferta global. A estimativa ¢ de que, em 2010, o mundo produzira 3
milhdes de toneladas por ano (Franco, 2006).

No Brasil, a tilapia do Nilo foi introduzida no nordeste, em 1971,
proveniente da Costa do Marfim, no Oeste africano, e a partir dai distribuida
pelo pais, sendo uma das espécies mais cultivadas no Brasil, desde a bacia do rio
Amazonas até o Rio Grande do Sul (Lovshin & Ciryno, 1998), ja que as tilapias
sdo predominantemente de aguas quentes. Porém, a temperatura de cultivo pode
variar de 20 a 30°C, embora elas possam tolerar temperaturas de
aproximadamente 12°C.

Alguns académicos ao fazerem uma analogia entre a avicultura e a
piscicultura, garantem que a tilapia tornar-se-a a galinha dos viveiros (Mercado

da pesca, 2007). Acredita-se que a produ¢do mundial de alimentos por métodos



tradicionais esteja proxima do seu ponto maximo, existindo, assim, a
necessidade de idealizar novas formas de producdo de alimento para o homem.
Por isso, a criagdo de tilapias tem recebido consideravel atencdo dos setores
publicos e privados como um novo “agro-business” capaz de diversificar a
economia agricola e pesqueira de paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

Quando introduzida no Brasil, a tilapia foi considerada a salvagdo da
piscicultura nacional por sua extensiva produ¢do nos grandes reservatorios das
usinas hidrelétricas do Nordeste e Sudeste. No entanto, em pouco tempo, sua
reproducdo exacerbada lotou os lagos de peixes pequenos, rebaixando o status
da espécie de heroina para bandida. Seu retorno aconteceu na década de 90, no
sul e sudoeste do pais, com a introdugdo da inversdo sexual.

Segundo Borghetti & Ostrensky (1998), o segmento responsavel pelo
grande incremento da producgdo de tilapias no Brasil foi o sistema de pesque-
pague, que nos ultimos anos ampliou em muito a sua demanda.

A tilapia ¢é cultivada de seis diferentes formas no pais: extrativa
(proveniente das represas do interior de Sao Paulo, Minas Gerais e Nordeste);
tanques escavados em solo agricola (sistema muito flexivel, em diferentes
intensidades de cultivo, mas caracterizando-se por baixos custos operacionais);
tanques-rede (4guas represadas nas aguas interiores, considerado um dos
melhores processos); rizipiscicultura (presente em Santa Catarina e Rio Grande
do Sul, consorciada com a cultura do arroz irrigado, permitindo ao produtor nado
utilizar defensivo agricola, obtendo um arroz organico, ja que a tilapia elimina as
ervas daninhas dos arrozais); suinocultura (presente no oeste do Parana e Santa
Catarina, consorciada com a criagao de suinos); e “raceway” (engorda em tanque
de concreto com grande renovacdo de agua, sistema encontrado na Bahia e em
Sdo Paulo). Destes sistemas, a produgdo em tanques-rede ¢ hoje uma das mais

utilizadas e, também, a mais produtiva por unidade de cultivo (Pacheco, 2004).



Estimativas apontam que 88% da produgdo nacional estdo concentrados na

Regido Sul e Sudeste, que abastecem piscicultores de todo o Pais.

3.2 Tilapia do Nilo

A tilapia do Nilo O. niloticus destaca-se como a principal espécie do
género Oreochromis com potencial para a aqiiicultura devido a sua rusticidade;
crescimento rapido, atingindo peso comercial em pequeno intervalo de tempo;
grande capacidade de adaptagdo ao confinamento e a diversos sistemas de
cultivo; alta capacidade de hibridizacdo, que permite unir os caracteres
desejados; tolerdncia a variagdes amplas de salinidade, temperatura e
concentragdes de oxigénio dissolvido; elevada resisténcia a doencas; alta
qualidade de sua carne com coloragdo clara; e por apresentar elevada aceitagdo
no mercado consumidor (Boscolo et al., 2001; Hayashi, 1995; Lovshin, 1997,
Souza, 2001). De acordo com Popma & Lovshin (1996), elas sdo mais
resistentes a doengas virais, bacterianas e parasitarias do que qualquer outra
espécie comumente cultivada.

Além destas vantagens, existem outras, tais como: se alimentam dos
itens basicos da cadeia trofica; aceitam uma grande variedade de alimentos;
respondem com a mesma eficiéncia a ingestdo de proteinas de origem vegetal e
animal; apresentam resposta positiva a fertilizacdo (adubagdo) dos viveiros; sdo
bastante resistentes ao superpovoamento; e desovam durante todo o ano nas
regides mais quentes do pais (Mercado da pesca, 2007). As tilapias possuem
habito alimentar onivoro, adequando-se facilmente ao arragoamento desde o
periodo de pos-larva até a fase de terminag@o (Phelps & Cerezo, 1992).

De acordo com Popma & Phelps (1998), a tilapia é, entre as espécies de
peixes mais cultivadas, a que melhor resiste a alta temperatura, a baixa

concentragdo de oxigénio dissolvido e a alta concentragdo de amdnia na agua. Ja



Lahav & Ra'Nam (1997) citam que a principal vantagem da tilapia do Nilo é o
seu baixo custo relativo, principalmente quanto ao alevino, a alimentacdo e a
qualidade da sua carne. Além disso, as tilapias possuem boas caracteristicas
organolépticas e nutricionais, tais como carne saborosa, baixo teor de gordura
(0,9 g/100g de carne) e de calorias (172 kcal/100g de carne), auséncia de
espinho em forma de “Y” (mioceptos) e rendimento de filé de aproximadamente
35% a 40 %, em exemplares com peso médio de 450 g, o que as potencializa
como peixes para industrializagdo (Mercado da pesca, 2007).

Entretanto, as tilapias consistem um paradoxo em relag@o a reprodugao.
Apresentam desovas parceladas e baixa fecundidade, que no género
Oreochromis pode alcangar indices de 6.000 a 13.000 ovos/kg/desova (Phelps &
Popma, 2000). Esta baixa fecundidade ¢ compensada pela caracteristica de
desovas assincronicas, associada as altas taxas de sobrevivéncia das proles, em
virtude do cuidado parental, do tamanho das larvas ao nascer e¢ da incubagdo
bucal dos ovos e/ou larvas (Turner & Robinson, 2000).

Como as fémeas desovam freqiientemente, elas desviam grande parte da
energia que poderia ser gasta no crescimento para a produgdo de ovocitos.
Durante este periodo, as fémeas praticamente nao se alimentam e, tendo em vista
que o cuidado parental dispensado aos ovos e as pos-larvas pode se prolongar
por uma semana, ocorre sensivel reducdo no ganho de peso, perda da qualidade
da carne e maior incidéncia de doengas (Baldisserotto, 2002). Ja& os machos
apresentam maior ganho de peso e melhor conversdo alimentar quando
comparados com as fémeas sob condi¢des de cultivo intenso, chegando a crescer
18-25% mais rapido que as fémeas (Maclntosh & Little, 1995).

Varios fatores podem contribuir para este crescimento diferencial, tais
como os efeitos anabdlicos dos androgenos, o direcionamento da energia
metabolica para a reprodugdo nas fémeas e o padrdo de comportamento social

relacionado ao sexo (Toguyene et al., 1997). Estes fatos, aliados a precocidade



sexual, fazem com que as fémeas apresentem respostas menos eficientes em
relagdo a sua produtividade quando comparadas aos machos (Lahav & Lahav,
1990; Mair et al., 1997a; Mires, 1995; Popma & Lovshin, 1996). Portanto, o
cultivo de populacdes mistas freqiientemente resulta em maturagdo e reprodugio
precoces (Mires, 1995). Além disso, Toguyene et al. (1997) observaram que os
machos demonstram uma maior propor¢do de crescimento ¢ melhor conversao
alimentar quando cultivados em uma populagcdo monossexo, se comparados com
populagdes mistas.

Entdo, a inversdo sexual, muito utilizada em tilapias, permite que o
criador consiga ter, nos seus tanques, exemplares apenas machos, pois sdo os
que apresentam melhor taxa crescimento, maior ganho de peso e melhor
conversao alimentar quando comparados com as fémeas e, consequentemente,

aumento da rentabilidade.

3.3 Determinacao e diferenciagéo sexual em peixes

Nos peixes, a determinagdo sexual tem sido estudada para compreender
os mecanismos utilizados na diferenciacdo sexual. Estes estudos tém revelado
padrdes complexos e varidveis, além dos mecanismos utilizados dentro das
diferentes ordens de peixes.

A razdo para se estudar a determinacdo sexual dos peixes estd
relacionada com implicagdes de manejo e comerciais (Mair et al., 1997b),
através do aumento da sua utilizagdo como fonte alimentar. A compreensdo da
diferenciagdo sexual e o controle reprodutivo sdo pontos centrais para a
propagacdo eficiente das tildpias devido a diferencas na propor¢do do

crescimento entre os sexos € a necessidade de sincronizar a maturagdo sexual.



A expressdo do sexo depende de dois eventos: da determinagdo sexual e
da diferenciacdo sexual. A distingdo entre determinacdo sexual e diferenciacio
sexual ¢ freqlientemente dificil.

A determinacdo sexual € responsavel pelo sexo genético (ou genotipico),
sendo utilizada para descrever os processos genéticos, comportamentais e
variaveis que influenciam a diferenciacdo sexual. A determinagdo sexual em
peixes € controlada, principalmente, pela genética, mas também pode ser
influenciada por condi¢cdes ambientais (Hurley et al., 2004). A diferenciagdo
sexual ¢ responsavel pelo desenvolvimento das gonadas (sexo gonadal ou
fenotipico), usado para descrever a realizagdo fisica destes eventos em termos do
desenvolvimento de ovario ou testiculo.

A interacdo desses dois eventos resulta em dois fendtipos, macho ou
fémea, seja morfologica, comportamental ou funcional (Piferrer, 2001). Ou seja,
a diferenciacdo sexual envolve todos os eventos que ocorrem durante o
desenvolvimento, resultando na expressdo do sexo genético no sexo fenotipico.
Inclui os eventos iniciais que ocorrem desde a gbénada primordial até a
diferencia¢do completa em testiculos ou ovarios.

No inicio da embriogénese, o individuo ndo ¢ fenotipicamente nem
macho nem fé€mea, porque ndo possui ovario, testiculo ou outras caracteristicas
associadas aos sistemas reprodutores. Ele possui apenas as células germinativas
primordiais imersas em tecido conjuntivo indiferenciado, € que podem se
desenvolver para macho ou fémea.

Em tilapias, cerca de 5 dias apds a eclosdo das pods-larvas, um sinal
quimico originado de um gene, ou de um conjunto de genes, sinaliza ao tecido
totipotente em que direcdo se desenvolver. Uma vez que isso ocorra e o tecido
pré-gonadal complete seu desenvolvimento, o individuo se torna
fisiologicamente macho ou fémea. Apos esta fase, ndo ¢ mais possivel alterar o

sexo fisioldgico, exceto por técnicas radicais como a cirurgia gonadal, cujo
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sucesso ¢ limitado (Patifio, 1996). Neste espaco de tempo, durante o qual o sexo
fisiolégico pode ser alterado, esterdides anabolizantes (administrados
dieteticamente ou por meio de banhos de imersdo) podem interferir diretamente
no desenvolvimento das células totipotentes.

Nas tilapias, as células germinativas primordiais estdo localizadas entre
o intestino e os ductos mesonéfricos, no esbogo primordial das gonadas (Zhu,
1987). Elas sdo similares nos dois sexos, permanecendo indiferenciadas e
indeterminadas até a exposi¢do ao hormonio ou outras influéncias que ocorram
para o desenvolvimento gonadal. Dependendo deste desenvolvimento, elas se
transformardo em ovogonias ou espermatogonias.

Um fator importante que diferencia a biossintese dos esterdides sexuais
de machos e fémeas ¢ a enzima aromatase produzida pelas células granulosas
dos foliculos ovarianos, que faz a clivagem da testosterona em estradiol. Estudos
sugerem que o gene que codifica a aromatase presente nas células granulosas
poderia ter um papel no controle da diferenciacdo sexual ou responder de forma
diferente no desenvolvimento gonadal que ocorre em machos e fémeas. A
aromatase citocromo P450 (CYP19) ¢ um produto do gene CYP19 ¢ é uma
enzima terminal da biossintese de estrogeno, catalisando a formagdo de
estrogeno a partir de androgenos. Esta aromatase € principalmente expressada no
ovario (Devlin & Nagahama, 2002).

Desde que eventos regulatorios do gene celular sdo requeridos para
permitir a produgdo de esterdides, ¢ improvavel que estes esterdides sozinhos ou
enzimas associadas sejam os fatores iniciais envolvidos na determinac¢ao do sexo
(Yamamoto, 1969), mas eles estdo correlacionados com varios passos iniciais da
diferenciagdo gonadal. Portanto, se a capacidade de sintetizar esterdides ¢
prejudicada, a determinagao sexual pode ser alterada. Por exemplo, a inibi¢do da

sintese de estradiol no desenvolvimento inicial, utilizando inibidores da enzima
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aromatase, pode causar masculiniza¢do em varias espécies de peixes, incluindo a
tilapia (Chang et al., 2005).

A natureza do indutor endégeno da diferenciacdo sexual ainda ndo esta
totalmente esclarecida, mas muitas evidéncias reforcam a idéia de que os
esteroides sexuais sdo, de fato, indutores da diferenciacdo sexual em peixes.
Embora a biossintese de esterdides possa ndo representar o evento inicial da
determinacdo sexual, estd claro que eles possuem um papel critico no inicio da
diferenciacdo da goénada em testiculo ou ovario e, provavelmente, na
manutencdo desta condigdo. Os receptores, tanto para estrogenos quanto
androgenos, tém sido identificados precocemente nas gonadas de peixes,
fornecendo um mecanismo de agdo para os esteroides exdgenos na diferenciagao
gonadal (Chang et al., 1999; Fitzpatrick et al., 1995).

Viérios estudos sobre a manipulagdo da diferenciacdo sexual em peixes
utilizando esteroides exogenos tém sido revisados (Nakamura et al., 1998;
Piferrer, 2001). A maioria destas pesquisas tem sido direcionada para o controle
da reproducdo de algumas espécies; entretanto, poucos trabalhos t€m explorado
os mecanismos de agdo dos esterodides exdgenos. Experimentos t€ém envolvido
diferentes androgenos, estrogenos ou precursores de estrogenos administrados
por imersdo (Wassermann & Afonso, 2003) ou via dieta em varios estagios do
desenvolvimento. Diferentes dosagens e duracdes de tratamentos tém sido
utilizadas para elucidar os periodos criticos de sensibilidade para determinacao
sexual (Mainardes-Pinto et al., 2000).

Se niveis suficientes de esterdides sexuais forem fornecidos aos peixes,
particularmente nos estagios iniciais do desenvolvimento em que a determinacao
sexual ainda nd3o tenha sido completamente estabelecida, alteragdes na
diferenciag@o sexual podem ocorrer. Por isso, tratamentos com androgenos t€m

sido muito eficientes na indugdo da masculinizagdo de peixes (Hunter &
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Donaldson, 1983), enquanto estrogenos induzem a feminilizagdo (Desprez et al.,
1995).

O inicio do tratamento e a sua duragdo sdo de importancia critica para a
inducdo da inversdo sexual em peixes. Em geral, o periodo mais sensitivo ¢ o
tempo imediatamente antes ou concomitante com a diferenciagdo histoldgica
inicial da génada primitiva (Hunter & Donaldson, 1983). Tratamentos curtos
com hormdnios durante os estdgios iniciais do periodo de determinagdo sexual
podem resultar em alteragdes permanentes no fenotipo sexual.

Entretanto, tratamentos com doses excessivas de estrogenos ou
androgenos podem levar ao ndo desenvolvimento gonadal ou a esterilidade.
Estes efeitos podem refletir incompatibilidades entre o esterdide exdgeno e
processos genéticos e fisioldégicos internos, ou efeitos patoldogicos no
desenvolvimento gonadal. Além disso, tratamentos com doses excessivas de
androgenos podem também levar a uma redug¢ao na masculinizac¢do e, em alguns
casos, induzir feminilizagdo paradoxal (Piferrer et al., 1993).

Na maioria dos casos, as fungdes genéticas que normalmente atuam para
determinar o sexo ndo retornam a condi¢@o inicial de diferenciagdo sexual apds
o tratamento hormonal ter cessado, sugerindo que o locus de determinagdo
sexual atue somente durante o desenvolvimento inicial, ou que sua ag¢do ndo ¢
suficiente para mudar o curso da diferenciacdo sexual estabelecido pelo
tratamento com esteréide externo. Varios dados sugerem que o esterdide
exdgeno atua, em parte, pela alteracdo da expressdo dos genes das enzimas
esteroidogénicas envolvidas na diferenciacdo sexual (Devlin & Nagahama,
2002).

Ainda, de acordo com estudos sobre os mecanismos de determinacdo
sexual das tilapias do Nilo, tem sido demonstrado que esta espécie tende a ser
controlada poligenicamente por maiores ou menores fatores dos cromossomos

sexuais e autossomos, apesar de exibir um sistema genotipico
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predominantemente monofatorial com machos heterogaméticos e fémeas
homogaméticas (Mair et al., 1991; Mair et al., 1997b). Estudos das geragdes
indicam que o sexo ¢ determinado principalmente pelos cromossomos sexuais
(tanto no sistema XY quanto ZW), mas influéncias autossdmicas também estdo
operando em muitas linhagens. Por exemplo, em O. niloticus, um sistema XY ¢
o operante primario. Entretanto, a propor¢do sexual ¢é variavel e difere
significativamente nas geragdes, sugerindo que influéncias polifatoriais na
determinacdo sexual sdo capazes de se sobreporem a atividade de determinagdo
sexual dos cromossomos sexuais (Tuan et al., 1999). O. niloticus parece possuir
uma capacidade substancial para modificar a proporc¢ao sexual. Esta plasticidade
pode ser detectada em individuos em que o sexo fenotipico ndo esta
correlacionado com a constituicdo dos cromossomos sexuais. Fémeas que
produzem progénie YY pela ginogénese tém sido observadas sendo que a
proporgdo sexual em cruzamentos regulares ¢ de aproximadamente 3M:1F,
sugerindo que algumas fémeas podem ser individuos XY que seguiram o
desenvolvimento para fémea (Mair et al, 1991). Por outro lado, O. niloticus que
possuem gendtipo YY produzem uma prole contendo alta propor¢do de machos,
indicando que as influéncias autossdmicas podem ser minimizadas (Beardmore
etal., 2001).

Observou-se, ainda, que a temperatura também pode influenciar a
proporg¢do de sexos (Baroiller & D’Cotta, 2001). Estes desvios significativos na
propor¢do de sexo (predominantemente para o fenotipo macho) ja foram
observados tanto em fendtipos normais quanto em fémeas genotipicamente
monossexo nas tilapias do Nilo, para as quais elevadas temperaturas (que
causam masculinizacdo) estdo associadas com reducdo dos niveis de RNAm
para aromatase e com niveis inferiores de estradiol (D’Cotta et al., 2001).

Como a determinagdo sexual € controlada pela acdo de varias proteinas,

tais como fatores de transcrigdo, enzimas esteroidogénicas, receptores e sistemas
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de segundo mensageiros, ¢ bem conhecido que a temperatura pode alterar
dramaticamente a estrutura e fun¢do das proteinas e de outras macromoléculas.
Desta forma, as flutuagdes da temperatura podem alterar o direcionamento da
determina¢do sexual e influenciar na probabilidade do desenvolvimento sexual,
formando machos ou fémeas. Em répteis, estes efeitos dependentes da
temperatura parecem ser mediados, em parte, pela influéncia na atividade da
aromatase e sintese de estradiol nas fémeas, e nos receptores para esterdides de
ambos os sexos. Tais efeitos também podem ocorrer em peixes (Devlin &

Nagahama, 2002).

3.4 Producao de popula¢fes monossexo

Atualmente, o produtor tem preferido a formac¢do de populacdes
monossexo nos seus tanques. Esta preferéncia pode ser devida a diferengas de
crescimento entre sexos; por exemplo, nas tilapias, o macho cresce mais rapido
do que as fémeas, enquanto em salmonideos as fémeas se desenvolvem mais que
os machos. Além disso, um sexo especifico pode produzir produtos valorizados
como o caviar, além de reduzir a reproducdo nao desejada, o que poderia levar a
uma superpopulacdo (Bartley et al., 2001).

Diversas técnicas sdo empregadas para o controle da produciao de
machos em tilapias, tais como a sexagem manual ou visual (Popma & Masser,
1999), monossexo por hibridacdo (Wohlfarth & Hulata, 1981), poliploidia (Diaz,
1994), ginogénese e androgénese (Thorgaard, 1983), e inversdo sexual com a
utilizagdo de hormoénios (Guerrero III & Guerrero, 1997; Nakamura, 1975;
Shelton et al., 1978). Os efeitos de diversas condi¢cdes ambientais, como
temperatura e fotoperiodo, além das técnicas de manejo no processo de inversao

sexual em tilapias, também t€m sido demonstrados por varios pesquisadores
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(Baroiller & D’Cotta, 2001; Borges et al., 2005; Hunter & Donaldson, 1983;
Hurley et al., 2004;).

Segundo Hunter & Donaldson (1983) e Phelps & Cerezo (1992), a
técnica mais comum, pratica, efetiva e viavel economicamente é a inversdao
sexual com a utilizagdo de hormonios masculinizantes, sendo a mais efetiva para
producdo de machos fenotipicos, além de eliminar problemas relativos a
reproducdo. Portanto, o método de uso comercial na inversdo sexual envolve a
administragdo de androgenos sintéticos para diferenciagdo das poés-larvas,
embora este método tenha suas limitagdes (Curtis et al., 1991; Gale et al., 1999;
Hunter & Donaldson, 1983; Mair & Little, 1991; Vera Cruz & Mair, 1994).

Populagdes de machos monossexos podem ser produzidas usando
técnicas diretas ou indiretas. Estas técnicas sdo consideradas como o melhor e

mais seguro método de obtengdo de peixes machos com o uso de hormdnios

andrégenos determinantes do sexo masculino.

3.5 Inversao sexual utilizando hormdnio na racdo

Inversdo sexual é o processo de administracdo de esteroides
masculinizantes incorporados na ragdo oferecida a pds-larvas recentemente
eclodidas, para que o tecido gonadal indiferenciado de fémeas genéticas se
desenvolva em testiculos, produzindo individuos que crescem e funcionam
reprodutivamente como machos (Popma & Lovshin, 1996). O tratamento
hormonal ndo altera o gendtipo do peixe, mas direciona a expressao do fenotipo.
Uma populagdo tratada de peixes pode ser fenotipicamente monossexo;
entretanto, geneticamente ird permanecer com a mesma determinagdo do
momento da fertilizagdo (Phelps & Popma, 2000).

Entdo, os androgenos esteroides atuam como agente inversor do sexo

pela fungdo masculinizante nos individuos da populagdo. Varios métodos de
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administragdo destes esterdides sdo possiveis, incluindo injecdo, alimentagio e
imersdo das pos-larvas. Devido ao seu carater ndo-invasivo, os dois ultimos sio
os mais praticados na aquacultura (Donaldson & Devlin, 1996; Gale et al.,
1999). O modo mais comum de administragdo ¢ via suplementagdo dietética,
com o andrégeno sendo primeiro dissolvido em alcool antes de ser misturado a
racao (Beardmore et al, 2001; MacIntosh & Little, 1995).

Na inversdo sexual para machos, mais de 16 andrégenos naturais ou
sintéticos tém sido utilizados para inverter o sexo em aproximadamente 35
espécies diferentes, sendo o mais comum o 17a-metiltestosterona (MT)
(Beardmore et al, 2001), largamente utilizado na aquacultura de tilapias
(Maclntosh & Little, 1995).

Além de ser o hormdnio mais empregado na inversdo sexual, o MT
também apresenta a vantagem de ser facilmente excretado logo ap6s o periodo
de tratamento hormonal (Beardmore et al., 2001; Curtis et al., 1991), embora a
mibolerona (Torrans et al., 1988), o 17a-metildiidrotestosterona (Gale et al.,
1999), o acetato de trembolona (Galvez et al., 1995), a androstenediona
(Guerrero III & Guerrero, 1997) e outros androgenos tenham se mostrado
eficientes.

O MT ¢ mais potente e resistente ao metabolismo do que a testosterona
para a masculinizagdo de peixes (Yamamoto, 1969). A poténcia do MT ¢
atribuida ao grupo metil, o qual o torna mais resistente a excre¢cdo (Donaldson et
al., 1979). Quando fornecido via alimentacdo, ¢ absorvido pelo intestino,
metabolizado lentamente no figado e depois “jogado” na corrente sanguinea,
indo atuar nos tecidos-alvo. Diferentemente, a testosterona natural sofre uma
rapida degradacdo em seu primeiro passo no figado.

Esta técnica apresenta como principais vantagens ser de facil emprego
pelos produtores; gerar populagdes s6 de machos (monossexo); e inibir a

reproducdo desordenada, embora alguns estudos sugiram que animais
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submetidos ao tratamento hormonal apresentem menor desempenho em relagdo
a animais ndo-tratados (Boscolo et al., 2001).

Nao ha na literatura relatos que indiquem a possibilidade de tilapias
invertidas voltarem ao seu sexo original, ou seja, tilapias XX ou ZW invertidas
sdo machos funcionais ¢ ndo produzem ovos. Outro ponto interessante ¢ que,
apdés a inversdo, o macho invertido ¢ funcional e tem a capacidade de se
reproduzir com outras fémeas, mesmo que seu genoétipo seja fémea e que apenas

apresente aparéncia de macho.

3.5.1 Hormonio 17a-metiltestosterona

O MT também pode ser chamado de 17a-Methyl-4-androsten-17f3-
ol-3-one ou, entdo, de 17B-Hydroxy-17a-methyl-4-androsten-3-one. Sua féormula
molecular é C,oH300, .

O MT, assim como os androgenos, possui a estrutura basica composta
por um nucleo ciclopentanoperihidrofenantreno — 3 anéis fenantrenos com 6
atomos de C completamente hidrogenados designados A, B e C, e um anel de 5
C designado D, um oxigénio na posi¢do 3, uma dupla ligagdo na posi¢ao 4, e um
radical metil no C;; (Figura 1) o que aumenta a sua atividade biologica (quando
comparado com a testosterona), faz com que seja conservada a sua agdo

androgénica e seja ativo quando fornecido por via oral (McEvoy, 1997).
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FIGURA 1. Molécula do 17a—metiltestosterona
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Os hormonios esterdides provocam uma variedade de respostas
fisiologicas nos tecidos-alvo, tais como divisdo celular, diferenciagdo tecidual,
crescimento, sintese de proteinas especificas e contragdo da musculatura lisa. Na
maioria dos tecidos sdo convertidos em um metabolito que suprime o LH nas
fémeas.

O mecanismo de agdo dos anabolizantes se da pela deposi¢do de
proteinas, que ¢ resultado da diferenca entre a sintese e a degradacdo protéica
(Lone, 1997). Os agentes anabolicos sdo geralmente metabolizados e seus
metabolitos, excretados ou levados para os tecidos numa forma livre,
biologicamente ndo ativa. O figado converte os agentes anabolicos em
metabodlitos menos ativos, € também em formas conjugadas, mais soliiveis em
agua, que sdo secretadas na bile, sendo, entdo, excretados pelas fezes e urina. No
entanto, uma parte dos metabolitos formados no figado pode entrar no sistema
circulatério e permanecer como residuos em outros tecidos (Heitzman, 1983;
Rico, 1983).

O MT atravessa facilmente a membrana celular, possuindo agéo
intracelular em tecidos sensiveis, pois se une aos receptores intracelulares
especificos. A sintese destes receptores estd determinada geneticamente no
cromossomo X. O MT sofre a acdo enzimatica da 5 a-redutase, complexando-se
a receptores citosolicos que se ativam e s@o transportados para o nucleo celular,
unindo-se a um sitio receptor no DNA, dando inicio a transcri¢do dos genes da
diferenciagdo sexual para macho. Eles aumentam a atividade da RNA
polimerase e a formagao de RNA mensageiros, resultando no aumento da sintese
de proteinas celulares responsaveis finais pelas ac¢des fisiofarmacologicas. Com
isto, nas tilapias, as células indiferenciadas do tecido gonadal irdo se diferenciar
em células caracteristicas de machos, formando os testiculos (McEvoy, 1997).

A Figura 2 mostra a agdo do MT no interior da célula alvo.
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FIGURA 2. Modo de atuacdo do 17a-metiltestosterona

3.5.2 Inicio e duracdo do tratamento hormonal para inversao sexual

Normalmente, o procedimento de inversdo sexual utilizando hormonios

deve ser iniciado antes que o tecido gonadal primario comece a se diferenciar
em tecido ovariano, o que, em temperatura média de 24-28°C, ocorre a partir de
5 dias apds a eclosdo (um tamanho estimado da pos-larva de 11 a 14 mm) nas
varias espécies de Oreochromis, estendendo-se por até trés a quatro semanas
(Popma & Lovshin, 1996). Um dos pioneiros na area de inversdo sexual,
Yamamoto (1969), determinou que a administragdo dos esterdides deveria

iniciar em gonadas indiferenciadas e terminar apos a sua diferenciagdo. Contudo,

20



estudos em diversas espécies tém mostrado que os tratamentos hormonais
podem se limitar a curtos periodos de tempo, quando realizados na época de
maior sensibilidade da espécie (Piferrer, 2001). Respostas diferenciadas foram
observadas em diferentes estadios ontogé€nicos, tanto em metodologias
empregando suplementacdo dietética quanto por imersdo (Bombardelli e
Hayashi, 2005; Piferrer & Donaldson, 1989).

Ao contrario de outras espécies de peixes, a pos-larva da tilapia possui
trato digestivo completo e digestdo enzimatica funcional (Kubitza, 2000). A
capacidade de se alimentar de ragdo nesta fase ¢ muito importante no processo
de inversdo por horménios. E durante este periodo que o protocolo de inversio
sexual deve ser iniciado, adicionando-se o horménio masculinizante a ragdo
fornecida durante o 1° més de vida.

O tratamento deve, segundo Kubitza (2000), durar de 21 a 28 dias, como
também relatado por Green et al. (1997) em uma revisdo sobre o tema. A
duracdo do tratamento hormonal ¢ determinada pelo consumo que, por sua vez,
varia em fun¢do da temperatura da agua e do estagio de desenvolvimento dos
peixes (Pandian e Sheela, 1995; Popma e Lovshin, 1996).

A grande quantidade de alimento vivo (fitoplancton e zooplancton)
disponivel na agua ndo prejudica o tratamento. Pelo contrario, a alimentagdo
natural estimula a alimentacdo artificial das pds-larvas (Popma & Lovshin,
1996).

Fatores ambientais podem interferir na absor¢ao do horménio. A baixa
qualidade da agua, temperaturas baixas (menor de 22°C) e a exposi¢ao a doengas
tendem a diminuir o apetite, o crescimento e a inversdo sexual efetiva (Ezaz et

al., 2004).

21



3.5.3 Dosagem do hormonio

Normalmente, as poés-larvas de tildpia sdo alimentadas com ragdo
contendo 60 mg de MT/kg de dieta durante um periodo de 28 dias (Popma &
Lovshin, 1996). Entretanto, na literatura encontram-se valores de 30 a 60 mg de
MT/kg de ragdo (Curtis et al., 1991; Green et al., 1997; Souza, 2001). De acordo
com Mainardes-Pinto et al. (2000), a dosagem de 60 mg de MT/kg de ragdo é
mais eficiente e resulta em maior nimero de machos, estando de acordo com
Popma & Lovshin (1996). Porém, deve-se tomar cuidado com doses excessivas,
pois elas podem levar a esterilidade ou feminilizagdo paradoxal.

O MT possui uma boa absor¢do pela mucosa oral e do trato
gastrintestinal, sendo que, geralmente, a sua concentragdo plasmatica ¢ atingida

2 horas ap6s a administragdo oral, possuindo meia-vida entre 2,5 a 3,5 horas.

3.5.4 Arracoamento

Segundo Ponza et al. (1996), diversas variaveis podem influir no
processo da inversdo sexual por meio da utilizagdo do MT, incluindo o ambiente
de desenvolvimento das larvas, a dosagem e duragdo do tratamento hormonal, o
tipo, a quantidade e a freqiiéncia da alimentagao.

De acordo com Kubitza (1999), as poés-larvas de peixes crescem
rapidamente, portanto sdo bastante exigentes em nutrientes. Em condigdes
naturais e em viveiros, os primeiros alimentos das pos-larvas de tildpias sdo o
fitoplancton e os copépodos e cladoceros. Estes organismos possuem alto valor
energético e podem conter niveis de proteina na matéria seca variando de 20 a
60%, sendo, provavelmente, o motivo de os melhores resultados de crescimento
de pos-larvas de tilapias terem sido obtidos com ragdes contendo entre 40 a 50%

de proteina bruta. Meurer et al. (2005), apds pesquisarem a exigéncia de proteina
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digestivel para a tilapia do Nilo durante o periodo de inversdo sexual,
recomendaram o nivel de 45% de proteina digestivel, pois a proteina tem papel
importante na geracdo de energia, uma vez que 0s peixes ndo possuem muita
facilidade em metabolizar carboidratos.

Para se obter um bom desempenho na inversdo sexual, a racdo contendo
horménio deve ser fornecida em 5 a 6 arragoamentos didrios (Kubitza, 1999;
Popma & Lovshin, 1996). Varios autores, utilizando dietas com MT fornecidas
duas a quatro vezes ao dia, obtiveram popula¢des masculinas entre 95 ¢ 99%,
raramente 100% (Bocek et al., 1992; e Phelps et al., 1995). Entretanto, segundo
Guerrero III & Guerrero (1997) e Sanches & Hayashi (2001), a freqiiéncia do
arragoamento durante o periodo do tratamento hormonal, quando ¢ de cinco a
seis vezes ao dia, resulta em maior quantidade de machos revertidos, tanto que
Rani & Macintosh (1997) obtiveram 100% de machos arragoando as pos-larvas
seis vezes ao dia, durante o tratamento hormonal com MT.

A freqiliéncia de alimentacdo ¢ importante no sentido de que ela afeta a
absor¢ao hormonal pelo alevino (Popma & Lovshin, 1996). Deve-se evitar
sobras de ragdo excessivas nas unidades de inversao, pois elas podem aumentar
a proliferacdo de microorganismos e aumentar a taxa de mortalidade. Anéis de
alimentagdo flutuantes sdo uteis para evitar que a ragdo se espalhe, sendo muito

usados quando a inversdo € feita em hapas.

Na alimentagdo das larvas com ra¢do contendo MT, que geralmente se
inicia 5 dias apds a eclosdo, recomenda-se efetuar o arragoamento inicial em
25% do peso total das pos-larvas por dia, diminuindo 5% por semana até o

término do tratamento (Kubitza, 2000).
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3.5.5 Preparo, conservacdo e armazenamento da racdo com horménio

Através de manipulagcdes moleculares pode-se alterar a estrutura das
ligacdes bioquimicas da testosterona gerando diversas substincias, com
diferentes efeitos anabdlicos e androgénicos. Para a formagdo do MT, a
testosterona passa por processos quimicos, sofrendo uma 17-a-alquelagdo com o
objetivo de evitar sua degeneragdo e aumentar seu tempo de vida, dificultando
sua degradacdo pelo figado, quando ingerida oralmente (Piferrer & Donaldson,
1991).

O MT ¢ um produto fotossensivel, sendo que, em temperaturas acima de
30°C, ele perde sua estabilidade (McEvoy, 1997). Deve ser sempre armazenado
em recipientes bem fechados, em lugares secos, frescos e ao abrigo da luz.
Depois de ser fabricado, o p6 geralmente tem validade maxima de 5 anos,
quando bem armazenado.

O MT ¢ praticamente insolivel em agua, ligeiramente solivel em éter e
facilmente solivel em alcool. Geralmente, emprega-se alcool etilico como
veiculo, uma vez que este ndo prejudica as propriedades nutritivas da ragao.
Uma outra forma de se preparar MT para ser misturado na ragdo ¢ sua dilui¢do
em DMSO (dimetilsulfoxido), que ¢ um agente diluidor e potencializador.

Para confeccionar a ragdo para as pds-larvas que serdo revertidas, o MT
normalmente é diluido em meio litro de alcool etilico (96°GL) e borrifado na
racdo em po. Durante a aspersdo da solu¢do, procede-se uma rigorosa
homogeneizagdo para que toda a ragdo receba igual quantidade de horménio. Em
seguida, a ragdo deve ser colocada para secagem por 24 horas em um ambiente
escuro. Apos este tempo, deve ser armazenado em recipientes fechados, em local
protegido de luz, calor e umidade. Se possivel, as ragdes devem ser armazenadas
em sacos escuros protegidos da luz e sob refrigeragdo, recomendando-se retirar

das embalagens apenas a quantidade a ser utilizada. Ocorre uma elevacao
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substancial na taxa de oxidagdo do MT na racdo armazenada por periodos
superiores a 30 dias (Popma & Lovshin, 1996).

Ao se confeccionar a ragdo, deve-se usar luvas e mascaras para ndo
haver contado direto com o horménio. Um dos problemas que podem ocorrer na

preparacao da ragdo ¢ a falta de uniformidade na mistura do horménio.

3.5.6 Taxa de inversdo sexual

Normalmente, utilizando uma dose de 40 a 60mg de MT/Kg de dieta,
durante um periodo de 28 dias, ¢ possivel reverter de 90 a 99% das fémeas em
machos, dependendo do manejo e das condi¢des ambientais, controlando, assim,
a reproducdo nos sistemas de criacdo (Green et al., 1997; Popma & Lovshin,
1996).

Quando hé baixos indices de eficiéncia na inversdo sexual por
hormonios, geralmente eles se devem a emprego de lotes de larvas ndo
homogéneos; uso de larvas com tamanho inicial acima do recomendado; ma
qualidade sanitaria da larva; baixa qualidade e composi¢do da racdo; variacdo na
flutuabilidade, palatabilidade e granulometria da ragdo; dose de hormoénio
utilizada; preparo e acondicionamento da ragdo; variagdes no manejo alimentar e
na qualidade da agua. Desta forma, ¢ importante que todos estes fatores sejam
controlados antes de se iniciar o processo de inversdo sexual nas tilapias, pois o
sucesso ndo depende unicamente da utilizagdo de hormoénio (Popma & Lovshin,
1996; Varadaraj et al., 1994).

Além disso, apesar de simples, esta técnica ¢ altamente influenciada por
fatores ambientais ¢ de manejo como temperatura, fotoperiodo, densidade de
estocagem, taxa de alimentagdo, presenca de alimento vivo na agua, qualidade e
concentragdo do hormoénio e distribuigdo deste na ragdo, entre outros. Varadaraj

et al. (1994) sugerem que o emprego da técnica de inversdo sexual, com 100%

25



de sucesso, seria possivel apenas se pudesse ser feito um controle rigoroso de
todos os fatores que influenciam os resultados.

Outro fator que pode interferir na taxa de inversao sexual por hormdnios
¢ a linhagem de tilapia cultivada e a hierarquia (dominancia) entre os peixes,
pois geralmente os peixes maiores comem mais que os peixes menores. De
acordo com estudos realizados para avaliar o desempenho de quatro linhagens
diferentes de tilapia na fase de inversdo sexual, elas apresentaram taxa de
inversdo sexual, de sobrevivéncia e de crescimento diferentes entre si

(Tachibana et al., 2004).

3.5.7 Técnicas hormonais de inversao sexual utilizando hormdnio na racao

A producdo de lotes monossexo macho pela técnica hormonal pode ser
obtida de duas formas: DIRETA, em uma etapa, ou INDIRETA, em varias
etapas. Tanto a técnica direta como a indireta para producdo de progénie
monossexo requerem métodos efetivos e repetitivos para a inversdo hormonal do

S€XO0.

3.5.7.1 Técnica hormonal direta

Na inversdo sexual utilizando horm6nios em uma etapa, altera-se apenas
o sexo fisioldgico dos peixes, ou seja, o sexo fenotipico, ndo ocorrendo alteragio
do sexo genético. As pds-larvas e alevinos de tilapia devem ser alimentados com
racdo contendo MT ou mantidos por certo tempo em agua contendo
concentragdes diluidas desse hormonio (César et al.,2006).

O processo em uma Unica etapa ¢ muito utilizado na producao comercial
de tilapias, em que as pos-larvas sdo alimentadas com ragdo contendo de 40 a

60mg de MT/Kg de dieta, durante um periodo de 28 dias. Apds este tempo, os
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alevinos sdo alimentados com racdo sem horménio até atingirem o peso e
tamanho desejados (Almeida-Toledo et al., 1996).

A técnica de inversdo sexual em uma etapa s6 deve ser utilizada para fins
de engorda e abate dos peixes, ou seja, para fins comerciais, pois no cruzamento
de machos que sofreram inversdo hormonal (XX) com fémeas normais (XX),
obtém-se uma F1 com 100% de fémeas XX. Portanto, ndo se recomenda o uso
de machos revertidos para a producdo de pds-larvas, pois com um indice de
100% de fémeas na F1, seria dificil conseguir atingir os 99% de inversdo

desejada (Popma & Lovshin, 1996).

3.5.7.2 Técnica hormonal indireta

A inversdo sexual utilizando horménios em duas etapas ¢ utilizada na
obtencdo de matrizes que sejam capazes de produzir linhagens monossexuais de
machos. A nova técnica genética para gerar uma progénie toda de machos é
através do cruzamento de super-machos que possuem o gendtipo YY com
fémeas normais (XX), produzindo toda a progénie de machos (Mair & Little,
1991), descrita por Mair et al. (1995, 1997b) em O. niloticus. Apos a obtengdo
do supermacho YY nfo seria mais necessaria a utilizagdo de hormonio na fase
pos-larval.

Almeida-Toledo et al. (1996), descrevendo esta técnica, citam que nas
tilapias do Nilo, para as quais o sistema de determinacdo do sexo ¢ do tipo
XY/XX, a primeira parte deste programa consta da alimentacdo das larvas
sexualmente indiferenciadas com ragdo contendo estrégeno (17B-estradiol ou
etinilestradiol) com a finalidade de produzir neofémeas ou fémeas revertidas
(fémeas que geneticamente sdo machos XY, mas que fenotipicamente e
fisiologicamente sdo fémeas). Ao fazer a sexagem, verifica-se que os peixes

tratados se enquadram em trés categorias: machos normais XY, neofémeas
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revertidas XY e fémeas normais XX. Os machos e as fémeas normais devem ser
descartados, entretanto ¢ dificil separar as fémeas normais XX das neofémeas
XY examinando apenas as caracteristicas sexuais externas, uma vez que as
tilapias ndo possuem dimorfismo sexual.

Entdo, segue-se outra etapa, que consta da realizagdo do teste de
progénie para identificagdo das fémeas revertidas XY e descarte das fémeas
normais XX. Isto ¢ feito pelo cruzamento de cada fémea com um macho normal,
com o cultivo de cada familia em tanques individuais, até que a descendéncia
possa ser sexada.

As fémeas que produzirem descendéncia constituida por 50% de fémeas
e 50% de machos s3o descartadas. As fémeas que produzirem 75% de machos e
25% de fémeas sdo neofémeas XY. Dos 75% dos machos produzidos por esta
fémea, 50% sdo machos XY e 25% s3o os machos YY de interesse. Nesse
ponto, os 25% de fémeas formadas sdo descartadas e os 75% de machos (XY e
YY) passardo por uma outra fase.

Como também ndo ¢é possivel separar machos normais XY de
supermachos YY pelo exame das caracteristicas sexuais externas, faz-se outro
teste de progénie, agora para identificar os supermachos. Isto ¢ feito novamente
pelo cruzamento de cada macho com uma fémea normal, com cultivo de cada
familia em tanques individuais, até que a descendéncia possa ser novamente
sexada.

Os reprodutores que produzirem 50% machos e 50% fémeas sdo
descartados. Os machos que produzirem uma prole com 100% de machos serdo
os supermachos e deverdo ser separados e mantidos para futuros cruzamentos,
para a produgdo de populagdes monossexo macho (Almeida-Toledo et al, 1996).

Mair et al. (1995, 1997a) observaram que, através do teste de progénie,
os machos YY possuem viabilidade e fertilidade equivalentes aos machos

normais. Entretanto, Abucay et al. (1999) relataram que os machos com
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gendtipo YY sdo mais sensiveis a altas temperaturas do que os machos XY,
levando-os a maior taxa de mortalidade.

Melard (1995) e Ovidio et al. (2002), estudando Oreochromis aureus,
utilizaram pseudo-fémeas (ZZ) para conseguir uma populacio apenas de machos
(ZZ), pois, nesta espécie, os machos sdo homogaméticos (ZZ) e as fémeas,

heterogaméticas (ZW).

3.5.7.2.1 Tilapias geneticamente machos

Através da técnica de obtencdo de supermachos pode-se fazer, ainda, o
cruzamento dos supermachos YY com as fémeas XY da segunda etapa. As pos-
larvas obtidas deste cruzamento serdo revertidas com etinilestradiol para se obter
uma populacdo feminina, constando de 50% de fémeas XY e 50% de fémeas
YY. Todas as fémeas deverdo ser cruzadas com machos normais. As fémeas YY
deverdo gerar progénie 100% macho, sendo entdo separadas. Estas fémeas serdo
cruzadas com os machos Y'Y, resultando em uma progénie 100% macho YY.
Esta prole ¢ denominada tilapias geneticamente machos (Genetically male
tilapia - GMT) e consta de machos absolutamente normais, tendo grande
vantagem no crescimento e homogeneidade do lote quando comparados com
fémeas revertidas, ja que as ultimas, mesmo com sucesso de inversao,
permanecem com o gendtipo XX, o que retarda o crescimento do animal.

As vantagens da criagdo de GMT sobre criagcdes mistas ou revertidas
sexualmente com hormonio incluem: ndo utilizacdo de tratamento hormonal;
maior viabilidade; melhor conversdo alimentar; menor varia¢do de tamanho;
maior taxa de crescimento; e melhor rendimento na produgao (Beardmore et al.,
2001; Mair et al., 1997a, b).

Entretanto, a producdo de supermachos (YY) e GMT ¢ ainda uma

pratica nova, que requer pessoal especializado e alto custo de implantagdo. Além
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destes fatores negativos, para a obtencdo de um supermacho serdo necessarios de

4 a 5 anos para completar todas as fases do processo (Brunello, 2005).

3.5.8 Feminilizacio paradoxal

Um problema potencial encontrado quando hé desenvolvimento de
novos métodos para masculiniza¢do induzida por esterdides ¢ a feminilizagdo
paradoxal, a qual resulta na producdo inadvertida de popula¢des femininas ao
invés de masculinas.

Os andrégenos tém sido mostrados interagindo com os receptores de
estrogeno (Mori et al., 1998), direcionando os efeitos feminilizantes em alguns
casos. Este fendmeno pode ser causado pela aromatizacdo de androgenos
sintéticos para compostos estrogénicos feminilizantes e pode ser minimizado
pela utilizacdo de androgenos nao-aromatizaveis (Piferrer & Donaldson, 1991).
De uma outra forma, os androgenos também sdo os precursores imediatos do
estrégeno, que quando em concentracdo elevada do seu substrato, pode estimular
a sintese de aromatases em maior quantidade.

Gale et al. (1999) demonstraram que androgenos nao-aromatizaveis
(como, por exemplo, o 17a-metilhidrotestosterona) podem ser utilizados como
uma alternativa hormonal para tratamentos por imersdo na inversdao sexual de
tilapias do Nilo. Wassermann & Afonso (2003) citam que nos tratamentos com
imersdo simples o 17o-metilhidrotestosterona foi mais efetivo do que o MT e
17a-ethiniltestosterona. Mas quando se utiliza imersdao dupla, o efeito
masculinizante ¢ diminuido ¢ o0 MT se torna mais eficiente.

Algumas vezes, para prevenir esta feminilizagdo, ¢ adicionado um
inibidor da aromatase junto com o androgeno. De acordo com Afonso et al.
(2001), a propor¢ao de machos (invertidos pela administracdo dietética de MT) ¢

significativamente superior nos grupos tratados com Fadrozole, um inibidor da

30



aromatase citocromo P450. Nakamura (1975) também observou este fenomeno
em tilapias mossambicas (Oreochromis mossambicus).

Kwon et al. (2000) fizeram uma série de experimentos utilizando
Fadrozole durante o periodo de diferenciagdo sexual. O tratamento durou 30 dias
e foi iniciado apds a reabsor¢do do saco vitelinico (7 - 37 dias apds desova). Eles
observaram que ocorreu um aumento na porcentagem de machos concomitante
com o aumento da dose de Fadrozole, mas que a partir de 200 mg.kg(-1) ndo
houve diferencas significativas. O estudo revelou que a 1* semana foi o periodo
mais sensivel ao tratamento, concluindo que a atividade da aromatase ¢ um fator

chave na diferenciacdo sexual em tilapias.

3.5.9 Residuos do 17a-metiltestosterona

Uma das preocupagdes na realizacdo das tecnologias de inversdo ¢ que
existem evidéncias de que a utilizacdo de hormdnios para a inversdo sexual pode
deixar residuos tanto na carne dos peixes quanto na agua de estocagem. Estes
residuos, por sua vez, podem produzir efeitos adversos na saude de humanos,
incluindo disfun¢do do figado e adenocarcinoma hepatico (Murad & Haynes,
1985).

O uso de androgenos anabolizantes para a producdo de peixes revertidos
sexualmente ¢ um assunto ainda alvo de muita polémica no mundo. Um dos
principais pontos de discussdo ¢ se os anabolizantes fazem ou ndo mal para a
saude do ser humano.

Em peixes, ha varios trabalhos na literatura mostrando que, desde que
corretamente usados para a inversdo sexual, os hormonios ndo oferecem riscos
para a satide dos consumidores humanos. Um dos principais argumentos
favoraveis ao uso de hormoénios em peixes ¢ de que a quantidade de

anabolizantes ingerida por animal para a produc¢do de linhagens monossexo é
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muito pequena, inferior a 5 mg por animal. Outro argumento favoravel ao uso é
o de que a maior parte do horménio ingerido ¢ rapidamente eliminada (Abucay
& Mair, 1997; Curtis et al., 1991).

Viarias pesquisas tém demonstrado que o MT ¢ rapidamente eliminado
apods o término do tratamento (Abucay & Mair, 1997; Curtis et al., 1991). A taxa
de declinio do residuo de MT nos peixes € muito rapida, e apos 120 a 150 dias é
possivel contabilizar concentragdes de MT iguais as concentragdes do hormonio
encontradas em peixes que nao foram submetidos a inversdo sexual. Sendo
assim, um ser humano deveria comer de 500 a 2500 Kg de filé de tilapia
diariamente para ingerir o equivalente a uma dose de MT usado em tratamentos
médicos (Abucay & Mair, 1997).

Curtis et al. (1991), estudando as tilapias do Nilo, observaram que o MT
foi rapidamente metabolizado e excretado poucos dias apdés o término do
tratamento oral.

De acordo com Goudie et al. (1986), 90% do MT utilizado na inversdo
sexual de tilapias O. aureus foi eliminado 24 horas apos a ultima alimentagdo
contendo horménio, e menos de 1% foi encontrado apds 21 dias do término do
tratamento. Outro argumento a favor € que, desde que seja utilizado segundo os
protocolos indicados na literatura, o MT ¢ detectado somente ao nivel de partes
por bilhdo nos peixes revertidos com tamanho comercial, o que, em principio,
nao ofereceria problemas para a saide dos seres humanos.

Os argumentos contrarios ao consumo de tilapias revertidas para a
alimentagdo humana, em especial, dizem respeito aos riscos potenciais
decorrentes do uso incorreto de anabolizantes sem controle de qualidade, ou
aplicados em dosagens aleatorias e elevadas, resultando na produgéo de residuos
acima dos limites biologicamente aceitdveis (Contreras-Sanchez, 2001;

Fitzpatrick et al., 1999;).
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Um problema encontrado sdo os metabolitos ativos, resultantes da
quebra do MT no figado, excretados com a bile (Gomelsky et al., 1994). Abucay
& Mair (1997) demonstraram que, nos sistemas de agua fechados, os
metabdlitos ativos excretados pelos peixes tratados, ou ainda os restos de
alimentos (ra¢des) ndo ingeridos, podem levar a inversdo em peixes de gaiolas
adjacentes ndo tratadas pela utilizacio da mesma agua de grupos tratados.
Entretanto, este fenomeno ndo foi observado em sistemas de dgua corrente, nos
quais os metabolitos sdo perdidos.

Poucos estudos tém sido realizados com objetivo de determinar a
contamina¢do dos mananciais causada pela aplicacdo desta técnica. De acordo
com Curtis et al. (1991), a bile é a maior rota de excre¢do dos metabolitos do
MT. Recentes estudos detectaram o MT na agua durante o tratamento de
inversdo, o qual eventualmente acumulava-se em sedimentos por 8 semanas
(Contreras-Sanchez, 2001; Fitzpatrick et al., 1999;).

Ja Contreras-Sanchez & Couturier (2002) ndo detectaram o MT na 4gua
durante todo o seu experimento, mas o encontraram no solo em pequena
quantidade ap6s 17 dias do inicio do experimento. Com o tempo, o MT foi
degradado pela atividade bacteriana. Portanto, os autores concluiram que o MT
ndo permanece na agua apds o tratamento, mas encontra-se depositado nos
sedimentos.

Este fendmeno ndo ¢ observado em sistemas de 4gua corrente, nos quais
os metabolitos sdo perdidos. Poucos estudos tém sido realizados com objetivo de
determinar a contamina¢do dos mananciais causada pela aplica¢ao desta técnica.

Na literatura ndo hé evidéncias de que os niveis detectaveis de esteroides
medidos representem um risco para a saide e para o ambiente, ja que se sabe
que o MT ¢ susceptivel a quebra em altas temperaturas e sob intenso nivel de luz

natural, e que tanto fungos quanto bactérias podem metabolizar os esterdides
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exogenos, resultando numa rapida quebra do MT (Abucay & Mair, 1997;
Contreras-Sanchez & Couturier, 2002).

3.6 Inversdo sexual por imerséo

Na literatura ha varios trabalhos de inversdo sexual utilizando a técnica
de imersdo das pos-larvas de tilapia em agua contendo hormoénio, mesmo nao
sendo a técnica mais usual (Bombardelli & Hayashi, 2005; Fitzpatrick et al.,
1995; Gale et al., 1999; Torrans et al., 1988; Varadaraj & Pandian, 1987;
Wassermann & Afonso, 2003). A técnica de banhos de imersdo envolve
exposigdes periddicas ou continuas das larvas em solugdo contendo o agente
alterador da diferenciacdo de sexo, sendo um método alternativo a
suplementacdo dietética (Pandian & Sheela, 1995).

A imersdo apresenta menor custo de aplicagdo e pode minimizar o efeito
de variaveis potencialmente influentes no método de incorporagdo de esteroides
na ragdo (Beardmore et al., 2001; Gale et al., 1999; Pandian & Sheela, 1995).
Este método diminui o tempo de exposi¢do do manipulador ao horménio, sendo
mais seguro para o ambiente por possibilitar o armazenamento do residuo para
posterior degradacdo (Gale et al.,, 1999) ou filtragem em carbono ativado
(Specker & Chandlee, 2003).

De acordo com alguns autores, a técnica de imersdo tem sido mais
eficiente do que a administracdo oral em espécies de climas temperados (Baker
et al., 1988; Beardmore et al., 2001). Entretanto, a técnica de imersdo ndo ¢
empregada comercialmente em razdo da inexisténcia de protocolo efetivo para
nivel de intervencdo, idade das larvas, densidade de estocagem e outros,
precisando ainda ser otimizada antes de ser utilizada em tilapias para producao

comercial, pois os resultados sdo inconstantes ¢ o gasto de hormonio ¢ superior
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ao da técnica de adicdo a racdo (Bombardelli & Hayashi, 2005; Wassermann &

Afonso, 2003).

3.7 Inversdo sexual pela temperatura

Evidéncias do efeito do meio ambiente sobre a propor¢do sexual tém
sido observadas em varias espécies de peixes. Muitos trabalhos sobre a
determinagdo sexual em peixes ligada ao meio ambiente estdo focalizados sobre
os efeitos da temperatura (Hurley et al., 2004). Isto se deve ao fato de que os
peixes sdo pecilotérmicos e o desenvolvimento embrionario ocorre no ambiente
fisico externo, em que alteragdes na temperatura podem ocorrer. Enquanto os
peixes tém desenvolvido tolerdncia a estas mudangas de temperatura, ha
evidéncias de que estas variagdes podem exercer influéncia sobre a
determinacdo e a diferenciagdo sexual (Abucay et al., 1999; Baroiller & D’Cotta,
2001; Borges et al., 2005; Desprez & Mélard, 1998). Em muitas espécies
termosensitivas de peixes, a elevada temperatura durante o desenvolvimento
embrionario aumenta a propor¢do de machos, mas altas temperaturas podem
produzir uma propor¢do sexual com propensdo a fémeas em poucas espécies
(Baroiller & D’Cotta, 2001).

H4 duas possibilidades no desenvolvimento dos peixes em que a
temperatura pode afetar na diferenciagdo sexual. Primeiro, um choque
ambiental, tal como uma alta temperatura, pode romper o processo de
desenvolvimento normal durante a diferenciacdo sexual, causando a mudanga de
machos para fémeas e/ou de fémeas para machos. Segundo, a alta temperatura
pode ter um efeito sobre a estrutura e agdo de hormonios ou atividade dos
horménios durante a diferenciacdo sexual (Hunter & Donaldson, 1983). De

acordo com D’Cotta et al. (2001), a temperatura influencia o mecanismo de agdo

35



da enzima aromatase, que catalisa a transformacdo de androgenos em
estrogenos.

Alguns estudos indicam que a temperatura elevada atua tanto reprimindo
diretamente o gene da aromatase quanto indiretamente, através de um ou mais
fatores de transcri¢do (Kitano et al., 1999). De acordo com D’Cotta et al. (2001),
em machos de tilapia tratados com altas temperaturas também hé um aumento na
expressdo do gene da 11B-hidroxilase, que ¢ uma enzima chave para a produgdo
de androégenos 11-oxigenados.

As espécies sensiveis a temperatura parecem ndo responder a outros
fatores do ambiente, tais como fotoperiodo, densidade ou salinidade, sugerindo
certa especificidade para o tipo de sensibilidade aos fatores externos. Por
exemplo, as tilapias sdo sensiveis a variacdes de temperatura, enquanto
salinidade, densidade ou confinamento parecem ndo influenciar na propor¢ao de
sexos (Baroiller & D’Cotta, 2001).

Portanto, a temperatura pode ser utilizada como uma outra forma de
inversdo sexual, e a grande vantagem da utilizacio deste método para
manipulacdo do sexo nos peixes utilizados no consumo alimentar ¢ a nfo
utilizacdo de hormdnios (Patifio, 1997).

Estudos recentes em tildpia do Nilo demonstraram que as altas
temperaturas da 4gua causam efeitos semelhantes aos provocados pelos
horménios esterdides na inversdo sexual, com variagcdes nas proporgdes
macho:fémea de acordo com a termossensibilidade das linhagens e das familias
dos peixes estudados (Abucay et al., 1999; Baras et al., 2001; Baroiller et al.,
1995).

Abucay et al. (1999) observaram que quando alevinos fémeas de tilapia
do Nilo sdo expostos a altas temperaturas, produzem altas porcentagens de
machos se comparados com grupos-controle a temperatura ambiente. Ja baixas

temperaturas e variacdes nos niveis de salinidade parecem ndo afetar a
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proporcao sexual. Estes dados confirmaram resultados obtidos para esta e outras
espécies de tilapias em trabalhos anteriores (Baroiller et al.,, 1995, 1996a;
Desprez & Mélard, 1998; Mair et al., 1989; Mbahinzireki & Dabrowski, 1997;
Varadaraj et al., 1994).

Em O. mossambicus, grupos genecticamente fémeas (derivados de
cruzamentos entre machos XX revertidos e fémeas normais XX) expostos a
baixas temperaturas (19°C) resultaram em 89% de machos (Mair et al., 1989).
Em estudos similares, com a mesma espécie exposta a varias temperaturas (20-
32°C), também ocorreu uma masculinizagdo com o aumento da temperatura
(Wang & Tsai, 2000). Em O. aureus (os quais sdao do sistema ZW), altas
temperaturas (32°C) induziram a diferenciacdo sexual para fémeas em 20% da
prole, comparados com 3% observado no controle (Mair et al, 1989). Entretanto,
uma maior quantidade de machos (98% contra 63% no controle) tem sido
observada em temperaturas mais altas (34°C) em outros experimentos com a
mesma espécie, nos quais baixas temperaturas (21°C) ndo tiveram efeito sobre a
determinag@o sexual, ndo afetando a propor¢do dos sexos (Desprez & Mélard,
1998).

De acordo com Patifio (1997), € possivel que a resposta na diferenciagdo
sexual, através de variagdes na temperatura, varie entre linhagens diferentes
dentro da mesma espécie.

Borges et al. (2005), estudando tilapias do Nilo da linhagem chitralada a
fim de avaliar o efeito da alta temperatura na propor¢do de sexos, encontraram
que com 7 dias de exposicao a altas temperaturas (35°C) ocorreu uma propor¢ao
maior de machos nas criagdes comparadas com o controle (27°C). Observaram,
também, que ndo houve diferencas nas propor¢des de sexo entre 0s peixes
mantidos a alta temperatura (35°C) por periodos de 7, 14, 21 e 28 dias, indicando
ser possivel adotar periodos mais curtos de exposi¢do a alta temperatura (7 dias),

uma vez que ndo diferiram quando comparados aos periodos de exposi¢do mais
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longos. Os autores concluiram, ainda, que o tratamento com temperatura alta é
vantajoso devido & diminuicdo do periodo de manipulacdo dos animais e a
reducdo de custos com o aquecimento da agua, além de ser um método mais
seguro por nao utilizar esterdides.

Para que se obtenha sucesso na alteracdo da propor¢do sexual pela
manipulacdo da temperatura, o tratamento deve ser aplicado antes do inicio da
diferencia¢do sexual das gonadas, as quais parecem apresentar sensibilidade a
alteragdo de temperatura no mesmo momento em que apresentam sensibilidade
aos tratamentos hormonais (Baroiller & D’Cotta, 2001). Porém, Borges et al.
(2005) observaram que tratamentos com temperaturas de 35°C causam reducéo
nas taxas de sobrevivéncia quando comparados aos tratamentos com temperatura
controle (27°C), apresentando taxas de 70-80%, confirmando os resultados

obtidos por Baras et al. (2001).

3.8 Inverséo sexual pela salinidade

De acordo com Abucay et al. (1999), a salinidade ndo afeta a proporgado
de sexos nas tilapias O. niloticus. Esta auséncia aparente de efeitos da salinidade
sobre a propor¢do de sexos pode ser devida a falta de influéncia da salinidade no
processo de desenvolvimento durante a diferenciagdo sexual.

As tilépias sdo peixes eurialinicos que podem viver e se desenvolver em
uma grande variacdo de salinidade, desde ambientes de agua doce até agua
salgada; entretanto, algumas espécies toleram melhor estas variagdes do que
outras (Philippart & Ruwet, 1982). Das espécies mais cultivadas
comercialmente, a tilapia do Nilo Oreochromis niloticus é mais dominante nas
criacdes em agua doce, mas ndo ¢ muito tolerante a 4guas salinas. Ja a O.
mossambicus possui uma grande tolerancia a altos gradientes salinos, existindo

em muitas areas de dgua salobra (Popper & Lichatowich, 1975).
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Atualmente existem varios programas de pesquisa para desenvolver
linhagens especificamente para agua salobra, incluindo a avaliacdo de diferentes
espécies e selecdo de linhagens de origem hibrida tolerantes a salinidade
(Tayamen et al., 2002). De acordo com Kamal & Mair (2005), os hibridos dos
cruzamentos de O. niloticus X O. mossambicus demonstraram 6timo ganho de

peso e biomassa, mostrando alta correlagdo significativa com a salinidade.

3.9 Inversao sexual pelo pH

Nao foram encontrados relatos de que o pH interfere na propor¢ao de
sexos em tilapias, mas Romer & Beisenherz (1996) observaram que a proporgao
de machos ¢ mais alta em pH acido (4,5) do que em valores mais neutros (6,5)

nas espécies de Apistogramma e Poecilia melanogaster.

3.10 Hibridizacao

Uma outra maneira de se formarem populagdes monossexo em tildpias é
através da hibridizagao.

A hibridizacdo, ou hibridagdo, é o cruzamento de individuos ou grupos
geneticamente diferenciados, podendo envolver cruzamentos dentro de uma
espécie (também conhecido como cruzamento linear ou cruzamento de ragas) ou
cruzamentos entre espécies diferentes. Esta técnica de procriagdo tem sido
utilizada pelos aquicultores na esperanga de produzirem organismos aquéaticos
com caracteristicas desejaveis ou, entdo, para obter um aumento geral da
performance. A hibridizacdo também pode ser usada para transferir outras
caracteristicas desejadas (tais como resisténcia a doengas) de um grupo ou
espécie para outra; para combinar caracteristicas valiosas de duas espécies em
um unico grupo (tais como bom crescimento ¢ qualidade da carne); produzir

populacdes monossexo e produzir individuos estéreis (Bartley et al., 2001).
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Tem-se discutido que as pesquisas em hibridizagdo tém produzido pouco
retorno frente aos investimentos realizados, pelo pequeno numero relativo de
peixes hibridos usados atualmente na aquacultura comercial (Mair, 2003).
Entretanto, sabe-se que a hibridizagdo tem ganhado novos incentivos, e tem sido
muito utilizada para se conseguir um maior desempenho na aquacultura
comercial.

Atualmente, uma das grandes aplicacdes da hibridizacdo ¢ a
manipulacdo na propor¢ao dos sexos para a formagdo de populagdes monossexo
com maior desempenho. O fenémeno de criagdes de 100% machos, ou
ultimamente hibridos 100% machos, tem sido muito observado em peixes-lua
(sunfishes), mas o melhor exemplo sdo as tilapias. A hibridizagdo entre algumas
tilipias como O. niloticus e O. aureus resulta na produgdo de uma prole
predominantemente de machos e reduz a reprodugdo natural ndo desejada. Neste
cruzamento, o predominio de machos ocorre por causa dos mecanismos de
determinacgdo sexual que sdo diferentes entre as duas espécies (Wohlfarth, 1994).

A produgio de hibridos machos de tilapia tem como base a genética da
determinacdo do sexo. Em O. niloticus e O. mossambicus, o sexo é determinado
por cromossomos X e Y como em seres humanos. As fémeas sdo XX
(homogaméticas) e os machos sdo XY (heterogaméticos). J& em O. aureus e O.
hornorum, os machos sio ZZ (homogaméticos) e as fémeas sdo ZW
(heterogaméticas). Por exemplo, quando se cruza uma fémea pura
homogamética XX com macho puro homogamético ZZ, os hibridos seriam
teoricamente heterogaméticos XZ e machos. Porém, nem todos os cruzamentos
acabam resultando em uma progénie 100% masculina. Essa ndo obtencdo de
uma progénie 100% masculina pode se dar pelo genétipo contaminado das
linhagens parentais, contaminacdo que pode ser causada por tilapias de outras

espécies. Outro fator pode ser a presenca de genes localizados nos cromossomos
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autossdmicos que controlam a manifestacdo de outros genes localizados nos
cromossomos sexuais Y e Z (Brunello, 2005).

De acordo com Beardmore et al. (2001), os cruzamentos de maior €xito
tém sido realizados com progenitores geneticamente puros de espécies distintas,
quando se utiliza O. niloticus como fémea ¢ O. hornorum como macho, estando
de acordo com Mair et al. (1997b). Cabe ressaltar que a pureza genética ¢é
fundamental para conseguir resultados positivos.

Falhas na manuten¢ao da produgéo de hibridos de tilapias 100% macho
provavelmente devem estar relacionadas ao descuido de guardar a prole
segregada pelo cruzamento das familias em tanques individuais, e na prevengao
da introducdo de hibridos dentro dos tanques das matrizes de linhagem pura
(Beardmore et al., 2001).

Portanto, alguns dos impedimentos encontrados na utilizagdo de hibridos
monossexo sdo a dificuldade de manter a pureza dos progenitores ¢ a escassa
fecundidade, que restringe a formacao de alevinos. Em algumas ocasides, ocorre
grande mortalidade nos tanques de cria com densidade alta, que reduzem,
todavia, a produgdo dos alevinos, pois a manipulagdo na producio de alevinos
hibridos ndo esta ao alcance da maioria dos piscicultores individuais. Necessita-
se de unidades de producdo em larga escala para a administracdo dos alevinos
hibridos, com meios especiais para manter os reprodutores puros, alevinos de
cria separados e controle de enfermidades (FAO, 1979).

Resumindo, as principais vantagens da hibridacdo, como forma
alternativa na obtenc¢do de popula¢des masculinas de tilapias, sdo: elimina o uso
de hormoénios na alimentacdo das pds-larvas para obter uma populacio
monossexo; o possivel beneficio do vigor hibrido na taxa de crescimento e
producdo; dependendo das espécies envolvidas, pode-se alcancar uma

resisténcia e tolerancia ao frio e a alta salinidade, e até mesmo maior taxa de
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sobrevivéncia, resisténcia a doencas e maior facilidade na captura dos peixes; e
formag@o de uma prole estéril ou com capacidade reprodutiva diminuida.

As principais desvantagens encontram-se na dificuldade de obtengdo e
manutencao de linhagens puras; na maior demanda de espago para criagdo das
linhagens puras e sua progénie; na reduzida produ¢do de larvas na hibridagao,
devido a incompatibilidade comportamental das matrizes de diferentes espécies;
e no fato de que nem todos os cruzamentos resultam em 100% de masculinidade

em uma populagio.

3.11 Sexagem manual

Uma outra forma de obter uma populacdo monossexo ¢ através da
sexagem manual dos sexos ou “hand-sexing”. Ela é realizada pela inspecdo
visual da papila genital dos alevinos de tilapia.

As tilapias mossambica sdo as mais facilmente sexadas, pois as papilas
dos machos e das fémeas sdo facilmente distinguiveis, mesmo em peixes de 15 a
25g. As tilapias do Nilo ja sdo mais dificeis de serem separadas, e os alevinos
devem estar entre 25 a 30g para se obter sucesso; mesmo assim, normalmente o
resultado pode chegar a 95% de acuracia (Popma & Lovshin, 1996).

O sexo de um alevino de 25g pode ser examinado pela papila genital
localizada imediatamente caudal ao anus (Figura 3). Nos machos, a papila
genital possui apenas uma abertura (o poro urinario do ureter), através da qual
tanto o esperma quanto a urina passam. Nas fémeas, os ovos saem através de um
oviduto separado e somente a urina passa pelo poro urinario. Colocar uma gota
de corante (azul de metileno) sobre a regido genital ajuda a destacar a papila e
sua abertura (Popma & Masser, 1999).

A vantagem desta técnica ¢ a ndo utilizagdo de esterdides e a ndo

ocorréncia de cruzamentos interespecificos. Todavia, ¢ uma técnica utilizada
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somente em pequenas e médias escalas, ¢ ndo em larga escala (comercial),
porque cerca de metade da producgdo podera ser de f€émeas, que sdo um produto
de valor limitado.

Além disso, a sexagem visual ¢ muito laboriosa, e trabalhadores muito
experientes s6 conseguirdo separar aproximadamente 2.000 alevinos por hora,
entre os quais nem sempre 1.000 serdo machos. Outra desvantagem ¢ que a taxa
de erros pode ser largamente varidvel, dependendo do nivel de experiéncia do
trabalhador e da precisdo desse trabalho com o tamanho do peixe (Popma &

Lovshin, 1996).
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Fonte: Popma e Masser, 1999.

FIGURA 3. Esquema da papila genital da tilapia do Nilo.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Local de execu¢do do experimento

O experimento foi realizado nas dependéncias da Estac¢ao de Piscicultura
do Departamento de Zootecnia/UFLA, Campus Universitario, na cidade de
Lavras, Minas Gerais, situada a 21,23° de latitude Sul e 45,00° de longitude
Oeste, com temperatura média anual de 19,3°C, maxima de 27,8 e minima de
13,5°C. O processamento histologico e as analises das laminas foram realizados

no Setor de Morfologia do Departamento de Medicina Veterinaria/UFLA.

4.2 Animais e instalacGes

Foram utilizadas, no experimento, pds-larvas de tilapia provenientes de
reprodutores de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem tailandesa,
logo apo6s a eclosdo dos ovos, adquiridas junto a empresa GENEFORTE
Agropecudria Ltda., localizada na Fazenda do Engenho, zona rural do municipio

de Pedro Leopoldo, Minas Gerais.

Foram utilizadas, em todo o experimento, 16.400 pds-larvas de tilapia,
sendo 4.100 para cada fase. Inicialmente; as pés-larvas foram alojadas em hapas
com malha de 1,0 mm, dentro de quatro caixas d’agua de fibra de vidro (500

litros).

As caixas d’adgua possuiam um sistema de aquecimento por resisténcia
elétrica de aco inox de S00W ligado a um termostato (Figura 4), mantendo-se a
temperatura constante de acordo com cada tratamento, e estavam localizadas

dentro do laboratorio.
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FIGURA 4. Caixa d’agua utilizada no experimento, dotada de sistema de
aquecimento, aeragdo e abastecimento de dgua.

Durante o periodo do tratamento hormonal, as pos-larvas foram
estocadas em bandejas plasticas. Todas as bandejas plasticas tinham o mesmo
tamanho e cor, contendo o mesmo volume de 4gua (cinco litros). As bandejas
possuiam orificios laterais cobertos com tela de malha 1 mm para permitir a
troca de agua com a caixa d’agua (Figura.5). As bandejas receberam aeragao
constante por pedra microporosa ligadas a um aerador de aquario (60 litros),
para evitar a hipoxia. Foram utilizados 4 aeradores, sendo 1 para cada cinco

bandejas.
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FIGURA 5. Bandejas plasticas utilizadas no experimento.

Apbs o periodo do tratamento hormonal, as pos-larvas foram transferidas
para hapas com tela de 1 mm, localizados dentro de tanques de alvenaria (Figura

6) ao ar livre.

FIGURA 6. Hapas utilizados para alojar as poés-larvas de tilapia apods o
tratamento hormonal, localizados dentro de tanques de alvenaria.
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4.3 Preparo da racao

As poés-larvas foram alimentadas com uma ragdo-base comercial
(Quadro 1), que atendia as exigéncias nutricionais da espécie nesta fase,

contendo 55% de proteina bruta.

QUADRO 1. Caracteristicas nutricionais da ragdo comercial utilizada no

experimento.

INiveis de Garantia * ALS55S INiveis de Garantia ALSS
Umidade (max.) 13% |Vitamina A (Ul) 18000
Proteina Bruta (min.) 55% |Vitamina D3 (Ul) 3600
[Extrato Etéreo (min.) 10% |Vitamina E (Ul) 270
Fibra (max.) 5,0% [Vitamina K (U]) 36
Cinzas (max.) 14% Acido Félico (mg) 15
Calcio (max.) 2% Biotina (mg) 0,45
[Fosforo (min.) 0,6% Colina (mg) 720
Magnésio (mg) 0,4 INiacina (mg) 252
Ferro (mg) 75 IPantotenato de Calcio (mg) 72
Cobre (mg) 10 [Tiamina (mg) 29
Zinco (mg) 100 ||Rib0ﬂavina (mg) 36
Manganés (mg) 10 Piridoxina (mg) 36
lodo (mg) 1 |Vitamina B12 (mcg) 36
Selénio (mg) 0,15 [Vitamina C (mg) ** 500

* Energia digestivel: 5.130 EB/Kg de rag¢do

* * Fonte de Vitamina C estavel ao processo de extrusao.

As dosagens de MT (20, 40, 60 mg/kg de ragdo) foram diluidas em 500
mL de élcool etilico. Estas solugdes foram misturadas separadamente a 1 kg de
racdo, permanecendo em temperatura ambiente por 24 horas, em um quarto
escuro. Na hora da mistura do horménio a ragdo, o manipulador usou luvas de

latex para evitar o contato do hormdnio com a pele.
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Apos secagem, as ragdes foram armazenadas em sacos plasticos pretos a

temperatura ambiente e ao abrigo de luz e calor.

Para o arragoamento das pods-larvas durante o tratamento hormonal, as
racdes foram pesadas diariamente em balanca de precisdo, sendo colocadas
individualmente em pequenos sacos plasticos, separadamente para cada bandeja
e para cada alimentac@o, dentro dos diversos tratamentos. Isto foi feito para se

evitar a0 maximo o contato do trabalhador com a ra¢do contendo horménio.

4.4 Experimento

O experimento foi dividido em quatro fases, sendo cada fase submetida a
uma determinada temperatura (26°, 28°, 30° e 32°C). Em cada fase, as pds-larvas
de tilapia foram subdivididas em 4 grupos, com diferentes doses do horménio
17-a metiltestosterona (MT) na racdo (0, 20, 40 ¢ 60 mg de MT/kg de racdo).

Para cada grupo houve 5 repeticdes.

Portanto, para cada temperatura de estocagem, seis dias apos a eclosdo,
as pos-larvas de tilapia foram contadas e separadas ao acaso em 20 lotes
contendo 200 pos-larvas cada, e estocadas em bandejas plasticas (40 pos-
larvas/l) para receberem os tratamentos. Inicialmente, antes de as pds-larvas
serem transferidas para as bandejas, foi retirada uma amostra de 100 pods-larvas
para a determinagdo do peso e do comprimento total médio, que foram,
respectivamente, de 0,008 + 0,002 g ¢ 0,9 + 0,1 cm. As bandejas plasticas ficaram

acondicionadas dentro de caixas d’agua de 500L.

A alimentagdo das pds-larvas com ragao contendo MT teve inicio sete
dias apds eclosdo das larvas, com duragdo de 28 dias. A ragdo foi oferecida 6

vezes ao dia (8h, 9h30, 11h30, 13h, 15h e 17h), na forma farelada. Na primeira
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semana do tratamento, a ragdo foi oferecida em 30% do peso vivo; na segunda

semana, 25%; na terceira semana, 20%; e na quarta semana, 15% do peso vivo.

Durante os tratamentos hormonais, nas caixas d’agua de 500 litros houve
troca de dgua duas vezes por dia, durante 1 hora, proporcionando uma taxa de
renovacdo de 20% do volume total ao dia. As bandejas foram sifonadas duas
vezes por dia (11h e 16h30), para retirada dos restos de ragdo e excretas,
havendo uma taxa de renovacdo de aproximadamente 40% do volume total da
agua da bandeja. O fundo das caixas d’agua foi sifonado uma vez por semana
para retirada de eventuais restos de racdo e sujeira, sendo retirados, em média,

30% do volume total de 4gua da caixa.

A temperatura da agua foi aferida duas vezes por dia (9h e 16h), com um
termémetro de mercurio com escala de 1°C, dentro das bandejas e na caixa
d’agua. Para acompanhamento das caracteristicas da agua durante o experimento
foram quantificados semanalmente, pela manha, antes da limpeza das bandejas,
o oxigénio dissolvido por meio de leitura direta em oximetro e do pH da agua

por meio de leitura direta em peagdmetro.

Apds os 28 dias de tratamento, foi retirada uma amostra de 20 alevinos
por bandeja para mensuragdo do peso (mg) e do comprimento total (mm) final.
Os alevinos restantes nas bandejas foram contados para saber a taxa de

sobrevivéncia (%) em cada tratamento.

Em seguida, os alevinos foram transferidos para hapas ao ar livre e
alimentados com rag¢do sem hormonios 4 vezes ao dia (8:00, 11:00, 13:00 e
16:00), em quantidade correspondente a 10% do peso vivo. Os alevinos

permaneceram nos hapas por mais 3 meses.

Apos este periodo de tempo foi realizada a sexagem manual por meio do
exame da papila genital para verificagdo da efetividade da inversdo sexual, por

um técnico experiente em sexagem (Figura 7).
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Em seguida, 100 alevinos de cada tratamento (50 sexados como macho e
50 sexados como fémea) foram dessensibilizados por choque térmico a
aproximadamente 2°C e eutanasiados. Foram coletadas as gonadas dos alevinos
para processamento histologico, comprovacdo da efetividade da sexagem
manual e verificagdo da inversdo sexual, com conseqiiente determinagdo da

proporgao entre 0s sexos.

Papila genital
bdo macho

.Papila genital
‘da Fémea ~_ '

FIGURA 7. Papilas genitais de tilapias observadas na sexagem manual.

4.5 Procedimento para estudo histolégico

Os fragmentos das gonadas de tilapias coletados foram fixados em
liquido de Bouin durante 24 horas, em temperatura ambiente. Apds este tempo,
eles foram transferidos e armazenados em alcool etilico 70% para posterior
processamento.

Apds técnicas rotineiras para inclusdo em parafina foram obtidos cortes
de 5 a 7 um de espessura, os quais foram corados pela Hematoxilina-Eosina. Os

cortes foram analisados sob microscopia optica de campo claro, com a objetiva
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de 40X, para a identificacdo do sexo, com base nas caracteristicas histologicas

de ovérios e testiculos de tilapias, conforme ilustradas nas Figuras 8 € 9.

FIGURA 8. Ovario de tilapia contendo ovocitos em diversos estddios de
maturagdo. (400x)

FIGURA 9. Testiculo de tilapia contendo células da linhagem germinativa em
varios estadios de diferenciagdo. (400x)
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4.5 Delineamento experimental e analise estatistica

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial 4 x 4, utilizando 4 temperaturas (26°, 28°, 30° e
32°) e 4 doses hormonais (0, 20, 40 ¢ 60mg de MT/kg de racdo). Para cada

tratamento houve 5 repeti¢des. Cada parcela constou de 200 pds-larvas.

Ao final do experimento, os resultados obtidos nas diferentes variaveis
foram submetidos a analise de variancia de acordo com o modelo:

Yij =pt T, + Hj + (TH)IJ + €ij

Em que:
Yij : observagdo dos peixes submetidos a temperatura i, na dose
hormonal j;

p : média geral;

T; : efeito da temperatura i, sendoi=1, 2, 3, 4;

H;: efeito da dose hormonal j, sendo j =1, 2, 3, 4;
(TH);; : intera¢@o da temperatura i na dose hormonal j;

e, erro associado a cada observacdo.

As diferengas entre os tratamentos foram submetidas a analises de
variancia e de regressdo. O software utilizado para a realizagdo das analises

estatisticas foi o Sisvar — Sistema de Analise de Variancia (Ferreira, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo dos parametros fisico-quimicos da agua

Nao foram observadas diferencas significativas nos pardmetros fisico-
quimicos da dgua durante o experimento. As médias de oxigénio dissolvido e pH
foram de 6,82+1,2 mg/L e 7,23+0,57, respectivamente, permanecendo dentro
dos niveis recomendados para a espécie (Popma & Phelps, 1998).

A média das temperaturas nos tratamentos de 26, 28, 30 e 32°C foram,
respectivamente, de 25,9+0,4°C; 27,9£0,3°C; 30+0,1°C e 32,240,6°C. A
temperatura da agua se manteve constante, sem varia¢cdes bruscas, mesmo
quando se realizou o fluxo de 4gua nas caixas d’agua, pois a agua que entrava
era pré-aquecida, sendo proveniente de uma caixa d’agua externa equipada com
uma resisténcia elétrica. Isto foi feito para que ndo ocorresse um choque térmico
e nao prejudicasse a manutencdo da temperatura pré-estabelecida para o

experimento.

5.2 Avaliacdo do peso, tamanho e sobrevivéncia das pés-larvas ap6s 28 dias

de tratamento

Os valores médios do peso das pds-larvas apds 28 dias de tratamento
estdo na Tabela 1. Houve interacdo significativa entre temperatura e dose
hormonal para ganho de peso (p<0,01). Quando foi feita andlise do
desdobramento da temperatura dentro de cada dose, observou-se que houve um
efeito quadratico (p<0,01) da temperatura dentro das doses 20, 40 ¢ 60 mg
(Figura 10), enquanto na dose 0 ndao houve diferenca significativa. Quando
realizada a analise do desdobramento da dose dentro das temperaturas, apenas a

temperatura de 28°C mostrou interacdo significativa (Figura 11).
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TABELA 1. Peso (g) das pods-larvas de tilapia, apos 28 dias de tratamento,
criadas em tanques com diferentes temperaturas, alimentadas com
ragdo contendo diferentes doses de hormonio.

Temperatura (°C) Média p
Dose (mg) 26 28 30 32
0 0,278 0,285 0,261 0,237 0,265 10,4045
20! 0,206 0,394 0,315 0,209 0,281 0,000
40" 0,226 0,377 0,274 0,201 0,270 0,000
60 ' 0,266 0,340 0,295 0,195 0,274 0,000
Média 0,244 0,349 0,286 0,211
P 0,0731 0,0031 0,3151 0,5331
cov (%) 17,65

"Regressdo quadratica (p<0,01)
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FIGURA 10. Peso (g) médio das pods-larvas de tilapia apos 28 dias de
tratamento, em fungdo da temperatura de estocagem,
alimentadas com ragdo contendo A) 20 mg, B) 40 mg, e C) 60
mg de 17a-metiltestosterona/kg de racéo.
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FIGURA 11. Peso (g) médio das pods-larvas de tilapia apos 28 dias de
tratamento, criadas na temperatura de 28°C, alimentadas com
racdo contendo diferentes doses de 17a-metiltestosterona/kg de
ragao.

Os valores médios de tamanho das pos-larvas apds 28 dias de tratamento
estdo representados na Tabela 2. Nao houve interagdo significativa entre a
temperatura ¢ as dosagens hormonais utilizadas. Entretanto, houve um efeito
quadratico (p<0,01) da temperatura, independentemente da dose hormonal

utilizada (Figura 12).

TABELA 2. Tamanho (cm) das poés-larvas de tilapia, apés 28 dias de
tratamento, criadas em tanques com diferentes temperaturas,
alimentadas com racao contendo diferentes doses de hormonio.

Temperatura (°C)

Dose (mg) 2% o3 30 0 Média
0 2,246 2,482 2,624 2,586 2,485
20 2,171 2,784 2,754 2,488 2,549
40 2,108 2,664 2,650 2,458 2,470
60 2,244 2,670 2,720 2,460 2,524
Média ' 2,192 2,650 2,687 2,498
cv %) 7,15

" Regressdo quadratica (p<0,01)
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FIGURA 12. Tamanho (cm) médio das pds-larvas de tilapia apos 28 dias de
tratamento, criadas em diferentes temperaturas de estocagem,

independentemente da dose de 17a-metiltestosterona na ragao.

Os valores de sobrevivéncia (%) das pos-larvas apdés 28 dias de
tratamento estdo representados na Tabela 3. Houve interacdo significativa da
temperatura nas dosagens hormonais utilizadas (p<0,01) (Figura 13), mas nfo
houve diferenca significativa entre a dose de hormoénio utilizada dentro das
temperaturas sobre a taxa de sobrevivéncia. Entretanto, houve um efeito
quadratico quando se observou a média de sobrevivéncia em relacdo a dosagem

de MT, independentemente da temperatura de criagdo (Figura 14).
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TABELA 3. Sobrevivéncia (%) das pos-larvas de tilapia, apds 28 dias de
tratamento, criadas em tanques com diferentes temperaturas,
alimentadas com rac¢do contendo diferentes doses de hormonio.

Temperatura (°C) Média' p
Dose (mg) 26 28 30 32
0' 49,1 60,2 80,0 76,9 66.6 0,000
20" 50,2 70,6 82,1 83,1 71,5 0,000
40" 46,1 64,7 89,9 81,6 70,6 0,000
60" 44,0 67,5 85,2 77,1 68,5 0,000
Média 474 65,8 84,3 79,7
P 0,3398 0,1570 0,0570 02464 0,010
Cv (%) 8,56

TRegressdo quadratica (p<0,01)
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FIGURA 13. Taxa de sobrevivéncia (%) das pos-larvas de tilapia apds 28 dias
de tratamento em funcdo da temperatura de estocagem,
alimentadas com ragdo contendo A) 0 mg, B) 20 mg, C) 40 mg ¢
D) 60 mg de 17a-metiltestosterona/kg de ragao.
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FIGURA 14. Média de sobrevivéncia (%) das pos-larvas de tilapia apos 28 dias
de tratamento em fun¢@o da dosagem de 17a-metiltestosterona
incorporada na ragdo, independentemente da temperatura da agua
de estocagem.

De acordo com Bocek et al. (1992), o crescimento e a taxa de
sobrevivéncia das pos-larvas durante o tratamento hormonal dependem de varios

fatores, entre eles alimentagdo, temperatura e condigdes ambientais.

No presente experimento, houve diferenga significativa quanto ao ganho
de peso, tamanho e sobrevivéncia de acordo com a temperatura da agua das
bandejas. Entretanto, para estes parametros, ndo houve diferenca em relagdo a
dose de hormonio utilizada nos tratamentos, corroborando os resultados obtidos
por Guerrero III & Guerrero (1997) e Mainardes-Pinto et al. (2000), os quais
observaram que o MT tem pouco ou nenhum efeito sobre o crescimento e a
sobrevivéncia de tilapia do Nilo durante o tratamento hormonal. Vera Cruz &
Mair (1994) também nao encontraram efeito significativo sobre o crescimento e
sobrevivéncia de O. niloticus durante o periodo de tratamento com MT na dose
de 40 mg/kg de racdo. De acordo com Bombardelli & Hayashi (2005), a

inexisténcia de diferenga significativa para peso, comprimento ¢ sobrevivéncia
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entre os tratamentos pode ser devida ao andrégeno ser rapidamente

metabolizado e excretado, ndo causando efeito anabolico.

Guerrero 111 & Guerrero (1997) citam que baixos niveis de androgenos
aparentemente podem ter um efeito positivo sobre o crescimento e a
sobrevivéncia de pds-larvas de tilapias durante o periodo de tratamento, quando
comparados com altos niveis de hormonio. Este comportamento também foi
observado no experimento, pois houve um declinio do peso e da sobrevivéncia a

partir da dose de 40 mg de MT.

Em relagdo a temperatura, Popma & Lovshin (1996) afirmam que as
tilapias preferem aguas com temperatura entre 29 e 31C° para um bom
crescimento. Isto foi corroborado por Kubitza (1999), segundo o qual, no cultivo
de tilapias, a zona de conforto térmico esta entre 28 a 32°C. Baras et al. (2001)
também constataram, na sua pesquisa sobre os efeitos da temperatura na criagéo
de tilapias, que a faixa de temperatura para melhor performance de
sobrevivéncia e crescimento esta entre 27 e 35°C, sendo 29,7°C a temperatura
ideal. Esses autor observaram, ainda, que em temperaturas acima de 35°C
ocorreu um decréscimo significativo na sobrevivéncia e crescimento dos peixes,
sendo que, em quase todos os tratamentos em que foi utilizada a temperatura de
39°C (considerada por alguns pesquisadores como ideal para masculinizac¢ao),
houve 100% de mortalidade em 3 semanas, fato devido a esta temperatura ser
considerada, em tilapias, a temperatura (38,5 a 39°C) em que se inicia a

mortalidade para tilapias juvenis.

Ja Borges et al. (2005), estudando o efeito da temperatura na proporcao
de sexos de tilapia chitralada, observaram que com o aumento da temperatura, as
taxas de sobrevivéncia relacionaram-se diretamente com a ocorréncia de

canibalismo, significativamente maior a 35°C.
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Os dados obtidos na presente pesquisa estio de acordo com os
observados por estes autores, pois se registrou que a temperatura ideal para
sobrevivéncia, ganho de peso e tamanho esta entre 28,5 e 31°C, e que acima
deste ponto comegam a decrescer tanto a sobrevivéncia quanto o crescimento

dos alevinos.

Vera Cruz & Mair (1994) citam que a mortalidade observada durante a
fase de tratamento hormonal pode ser explicada pelo estabelecimento de
hierarquia na alimentacdo entre os peixes, em que individuos dominantes dentro
da populagdo podem consumir mais alimento e crescer mais rapidamente,
deixando menos alimento para os individuos submissos, que apresentam menos
crescimento e tornam-se, consequentemente, vulneraveis ao canibalismo e a

morte por inanicao.

No presente trabalho, a maior taxa de mortalidade foi observada nos
tratamentos com temperatura de 26 e 28°C. Durante o experimento, observou-se
que o tamanho das pos-larvas ndo foi muito uniforme nestas temperaturas, sendo
que, nas temperaturas de 30 e 32°C, as pods-larvas apresentaram tamanhos
homogéneos. Sugere-se que esta diferenca de tamanho entre os peixes possa ter
influenciado na alta taxa de mortalidade, através do estabelecimento da
hierarquia na alimentagao, ja que a ragdo era a unica fonte de alimento. Por outro
lado, nas temperaturas de 30 e 32°C, como o tamanho das pds-larvas era mais
homogeéneo, a taxa de sobrevivéncia ficou em torno de 79 a 85%, estando de
acordo com Popma & Lovshin (1996), que afirmam que normalmente a taxa de

sobrevivéncia das pos-larvas gira em torno de 70 a 80% no processo de inversao.

Outra possivel hipdtese para a mortalidade em todos os tratamentos
poderia estar na forma de criagdo. De acordo com Phelps & Popma (2000),
quando a inversdo ocorre em tanques “indoor”, a mortalidade de peixes ¢ maior

do que em tanques ao ar livre. Popma (1987) relatou uma taxa de apenas 40% de
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sobrevivéncia quando O. niloticus foi submetida a inversdo sexual em tanques

“indoor”.

5.3 Avaliacdo da taxa de inversao sexual das pos-larvas de tilapia

Os valores percentuais de machos obtidos através da sexagem manual e
da anélise histoldgica ao final de quatro meses, nos diferentes tratamentos, estao
na Tabela 4. A relacdo obtida entre estes dois métodos (% de acerto da sexagem

manual em relacdo a analise histologica) esta representada na Tabela 5.

Nao houve interagdo significativa da temperatura nas dosagens
hormonais utilizadas (p<0,01) em relacdo a propor¢cdo de machos avaliados
histologicamente. Quando se utilizou o valor da média final de machos obtidos
nas respectivas doses, observou-se uma diferenca significativa (p<0,01),

ocorrendo um efeito quadratico (Figura 15).

TABELA 4. Propor¢ao (%) de machos de tildpia identificados na sexagem
visual (S) e na andlise histologica (L), ao final do experimento.

Temperatura (°C) (g
Dose (mg) 26 23 30 0 Média
s L S L S L s L s L'
0 51 55 39 51 40 45 54 57 46,0 52,0
20 58 77 75 80 63 74 70 79 66,5 715
40 8 91 72 78 87 92 46 82 72,5 858
60 78 91 73 81 66 87 74 94 728 883

Média 68,0 78,5 64,8 72,5 64,0 745 61,0 78,0

v (%) L=63831

TRegressdo quadratica (p<0,01)
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TABELA 5. Porcentagem (%) da relagdo da sexagem manual de alevinos de
tilapia com a andlise histologica das gonadas, ao final do

experimento.
Temperatura (°C) 1
Dose (mg) 2% T 30 0 Média

M F M F M F M F M F
0 93 80 76 87 89 94 95 100 88 90
20 75 100 94 95 85 58 89 24 86 69
40 93 67 92 8 95 25 56 &9 84 67
60 86 44 90 63 76 771 79 17 83 50

Média 871 T3 88 83 86 64 80 58

M =machos F = fémeas

100 5 Y= 52,575 +14475x - 0,014375:

RZ =89 90%

g0 —
80 4
70 A
B0 -
50 A
40 +
30 T T T T T T 1

1] 20 40 g0

Dose (mg)

% de machos

50,35

¢ Medias observadas |

FIGURA 15. Média da porcentagem de machos de tilapia obtidos ao final do
experimento em funcdo das doses hormonais utilizadas,
independentemente da temperatura de estocagem.
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De acordo com Mainardes-Pinto et al. (2000), a identifica¢cdo de machos
e fémeas por sexagem manual ¢ confidvel. Em sua pesquisa, comparando
diferentes doses e diferentes ragdes para tilapias do Nilo, os autores observaram
que os resultados em termos de freqili€ncia entre sexagem e analise histoldgica
foram semelhantes, sendo observados, nas duas diferentes técnicas, 98% de
machos na dosagem de 60 mg de MT. Este resultado foi obtido em tilapias
pesando, em média, 40g apds 6 meses de cultivo, corroborando Popma &
Lovshin (1996) quando afirmam que para se obter sucesso na sexagem manual,

as tilapias do Nilo devem estar pesando entre 25 a 30g.

No presente trabalho ndo foi observada a mesma freqiiéncia entre as
duas técnicas, pois quando foi realizada a analise histologica, alguns alevinos
sexados como machos eram fémeas, e alguns alevinos sexados como fémeas
eram machos. A média geral da propor¢do de relagdo entre estes dois métodos
foi de 77%. Esta baixa relagdo pode ter ocorrido porque os alevinos sexados se
encontravam com peso em torno de 8 a 30 gramas. Possivelmente isso fez com
que os resultados entre sexagem visual e analise histolégica ndo fossem
semelhantes em termos de freqiiéncia, mesmo o processo sendo realizado por

uma pessoa muito experiente.

A maior propor¢do de acerto (89%) observada neste experimento
ocorreu nos peixes que nao receberam hormonio. Este resultado ja era esperado,
pois no momento da sexagem manual, eles foram os mais facilmente
identificados. Em contrapartida, os peixes alimentados com 60 mg de MT foram
os que apresentaram maior dificuldade de identificacdo, sendo também os que
obtiveram a menor relacdo (62%) entre as duas técnicas. Isto sugere que o
tratamento hormonal pode prejudicar o sucesso da sexagem visual, fazendo com

que os machos revertidos sejam mais dificeis de serem identificados.
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Da mesma forma, Phelps et al. (1993), pesquisando a relagdo entre a
morfologia externa da papila genital e as gonadas de tilapias tratadas com MT,
também ndo obtiveram uma boa correlagdo entre as duas técnicas. No seu
experimento, apenas 60% dos peixes examinados possuiam gdénadas que

correspondiam ao sexo sugerido pela papila.

Estes resultados sugerem que o uso apenas da forma da papila genital
para determinar o sexo pode corromper a avaliagdo do sucesso do tratamento de

tilapias com androgenos para produzir populacdes de machos.

Para se obter um bom desempenho na inversdo sexual no presente
estudo, a ragdo comercial utilizada continha 55% de proteina, os minerais ¢ as
vitaminas adequados e necessarios a esta fase de crescimento, e foi oferecida
com uma freqiiéncia de seis arragoamentos por dia. Como ocorreu a troca de
grande parte da agua das bandejas plasticas (duas vezes diariamente), ndo houve
tempo para a formagdo de plancton, que contribui de forma significativa na
alimentagao das tilapias. De acordo com Kubitza (1999), o excesso de renovagio
de 4agua ¢ o principal fator responsavel pelo insucesso na formagdo de plancton.
Com isso, a ragdo ofertada foi a unica fonte de alimento das pos-larvas, o que
pode ter contribuido para o baixo indice de inversdo sexual do nosso
experimento, quando comparado a outros trabalhos.

Em média, obteve-se uma taxa de 84% de inversdao sexual nos
tratamentos que utilizaram hormonio, sendo que, na dose de 60mg, a proporgao
de machos nos tratamentos foi de 88%, em média, chegando a 94% na
temperatura de 32°C, corroborando varios autores que afirmam que a dose de
60mg ¢ ideal no processo de inversdo sexual (Curtis et al., 1991; Green et al.,
1997; Kubitza 1999; Mainardes-Pinto et al., 2000; Popma & Lovshin, 1996).

Quando se observa a taxa de inversdo sexual nos grupos que ndo

receberam hormdnio, constata-se que ndo houve diferenca significativa, ficando
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a propor¢do, em média, de quase 1:1. Isto demonstra que as temperaturas
utilizadas nos tratamentos ndo foram suficientes para induzir a inversdo sexual,
pois ndo ocorreu alteragdo na propor¢ao de machos nestes grupos.

Estes resultados corroboram os do experimento de Baras et al. (2001), os
quais observaram que na faixa de temperatura entre 20 e 33°C ocorreu a mesma
propor¢do de machos (42 a 60%) que na criagdo em temperatura de 27°C, ndo
havendo diferencgas significativas, e estdo de acordo com outros autores, que
afirmam que baixas temperaturas nao afetam a proporg¢ao sexual (Abucay et al.,
1999; Baroiller et al., 1996a,b,c; Desprez & Mélard, 1998).

Em contrapartida, Wang & Tsai (2000) observaram um aumento na
propor¢ao de machos quando pos-larvas de 5 dias foram expostas a temperaturas
de 28 e 32°C, mas que a propor¢do de deformidades nas larvas também
aumentou significativamente com o aumento da temperatura. Isto ndo foi

observado no presente trabalho.

De acordo com varios autores, a temperatura para comecar a ocorrer
alteracdo na propor¢do sexual é de 35°C, independentemente do uso de
horménio. Tessema et al. (2006), ao pesquisarem o efeito da temperatura sobre a
propor¢do de sexos, encontraram que a temperatura de 36° ¢ 38°C aumentou a
propor¢do de machos (78%) quando comparada ao controle (1:1), mas que na
temperatura de 38°C a taxa de mortalidade foi maior. Estes autores observaram,
ainda, que ha diferenca na resposta a temperatura de acordo com a sensitividade
da populagdo. Por outro lado, Baroiller et al. (1996b, ¢) citam que uma forte
influéncia no sexo fenotipico e uma masculiniza¢do significativa somente sdo
obtidas em temperaturas em torno de 37°C; porém, de acordo com Abucay et al.
(1999), esta temperatura pode induzir a feminilizagdo de alguns machos
genotipicos. De acordo com Baras et al. (2001), esta feminilizagdo pode ser

parte de um processo de conservagdo da espécie.
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O indice de inversdo sexual obtido neste estudo se deu apenas pela acao
do hormonio utilizado. Mesmo assim, obteve-se uma boa taxa de inversdo
sexual. Normalmente a taxa de inversdo é de 95%, mas observa-se também uma
taxa de 80 a 90%, pois quando ocorre o rapido crescimento, combinado pela alta
temperatura com boa qualidade da ragdo, a época de susceptibilidade da inversao
pode passar mais rapido.

Em relagdo as doses de hormoénio utilizadas, a resposta da taxa de
inversdo sexual dos peixes se deu de maneira semelhante em todas as
temperaturas utilizadas, sendo que, na dosagem de 40 e de 60 mg de MT, foram
obtidos resultados semelhantes (86 e 88%, respectivamente). A dose de
horménio encontrada como a melhor para a inversdo sexual ¢ de 50 mg, mas a
propor¢ao de machos nesta dosagem (89%) também estaria muito proxima das
obtidas nas doses de 40 e 60 mg.

Ainda, quando se analisam os resultados obtidos pela dose de 40 mg no
processo de inversdo sexual, observa-se que o melhor resultado ocorreu na
temperatura de 30°. Coincidentemente, 30°C estdo dentro da faixa considerada
como a de melhor performance dos peixes em termos de crescimento e
sobrevivéncia.

Portanto, se o produtor elevar a temperatura de cultivo (30°C), aliada a
utilizacdo de uma menor dose de horménio (40 mg) no processo de inversdao
sexual, serdo obtidas uma boa taxa de inversdo € a uma menor taxa de
mortalidade em seus tanques, resultando em maiores lucros.

Além disso, a utilizacdo de uma dose hormonal mais baixa diminuiria a
contaminagdo e o acumulo de residuos nos tecidos dos peixes tratados e a sua
conseqiiente liberacdo no meio ambiente, diminuindo, assim, o impacto

ambiental e os riscos que estes hormonios podem causar a saide humana.
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CONCLUSOES

Sob as condi¢des em que este experimento foi realizado, pode-se

concluir que:

1. O aumento da temperatura da agua de cultivo de pds-larvas de tilapias
do Nilo influencia na sua performance, ocorrendo um aumento no ganho de

peso, tamanho e sobrevivéncia.

2. A temperatura da agua para o melhor desempenho de crescimento e taxa

de sobrevivéncia das tildpias em processo de inversao sexual € de 30°C.

3. A dose de 40 mg de MT/kg de ragdo ¢ suficiente para a obtengdo de

populagdes monossexo.
4. Para tilapias do Nilo menores de 25 g, a técnica de sexagem manual ndo
¢ totalmente eficaz, podendo alterar a avaliagdo do sucesso do tratamento

com androgenos.

5. Na temperatura da agua entre 26 a 32°, s6 ocorre a inversao sexual com

aplicacdo hormonal.
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ANEXO A

TABELA 1A. Analise de variancia e regressdo do efeito da mudanca da
temperatura de criacdo sobre o peso das pods-larvas de tilapias
alimentadas com rac¢des contendo diferentes doses de MT.

. Graus de Quadrado
Causas de Variacéo Liberdade Meédio Pr>Fc
TEMP 3 0,071532 0,0000
DOSE 3 0,000929 0,7522
TEMP*DOSE 9 0,006974 0,0046
TEMP 3 0,002276 0,4045
TEMP 3 0,041250 0,0000
Linear 1 0,001332 0,451
Quadratica 1 0,107898 0,000
Desvio 1 0,014520 0,015
TEMP 3 0,030285 0,0000
Linear 1 0,008028 0,067
Quadratica 1 0,062720 0,000
Desvio 1 0,020107 0,004
TEMP 3 0,018643 0,0001
Linear 1 0,016978 0,009
Quadratica 1 0,037932 0,000
Desvio 1 0,001018 0,509
DOSE 3 0,005605 0,0731
DOSE 3 0,011766 0,0031
Linear 1 0,005655 0,123
Quadratica 1 0,026791 0,001
Desvio 1 0,002852 0,271
DOSE 3 0,002778 0,3151
DOSE 3 0,001702 0,5331
Residuo 64 0,002312
CV (%) 17,65
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TABELA 2A. Analise de variancia do efeito da mudanga da temperatura de
criacdo sobre o tamanho das pos-larvas de tilapias alimentadas
com racdes contendo diferentes doses de MT.

I Graus de Quadrado
Causas de Variagdo Liberdade Meédio Pr>Fc
TEMP 3 1,013316 0,0000
DOSE 3 0,026216 0,4898
TEMP*DOSE 9 0,036648 0,3482
Residuo 64 0,032130
CV (%) 7,15

TABELA 3A. Analise de regressdo do efeito da temperatura de criagdo sobre o
tamanho das pos-larvas de tilapias.

Caus_asNde Graus de Liberdade Quadrado Médio Pr>Fc
Variacao
bl 1 0,910593 0,000
b2 1 2,091428 0,000
Desvio 1 0,037928 0,281
Residuo 64 0,032130
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TABELA 4A. Analise de variancia e regressdo do efeito da mudanca da
temperatura de criagdo sobre a sobrevivéncia das pos-larvas de
tilapias alimentadas com ragdes contendo diferentes doses de

MT.
. Graus de Quadrado

Causas de Variacéo Liberdade Meédio Pr>Fc
TEMP 3 5513,611458 0,0000
DOSE 3 98,311458 0,0472
TEMP*DOSE 9 60,411458 0,1031
TEMP 3 1054,750000 0,0000
Linear 1 2662,560000 0,000
Quadratica 1 252,050000 0,009
Desvio 1 249,640000 0,010
TEMP 3 1169,033333 0,0000
Linear 1 3036,010000 0,000
Quadratica 1 470,450000 0,001
Desvio 1 0,640000 0,893
TEMP 3 1880,912500 0,0000
Linear 1 4336,222500 0,000
Quadratica 1 904,512500 0,000
Desvio 1 402,002500 0,001
TEMP 3 1590,150000 0,0000
Linear 1 3422,250000 0,000
Quadratica 1 1248,200000 0,000
Desvio 1 100,000000 0,097
DOSE 3 39,950000 0,3398
DOSE 3 97,483333 0,0480
Linear 1 64,000000 0,182
Quadratica 1 72,200000 0,157
Desvio 1 156,250000 0,039
DOSE 3 92,500000 0,0570
DOSE 3 49,612500 0,2464
Residuo 64 2250,500000
CV (%) 8,56
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TABELA 5A. Analise de regressao do efeito das diferentes doses hormonais na
sobrevivéncia das pos-larvas de tilapias.

Caus_asNde Graus de Liberdade Quadrado Médio Pr>Fc
Variacéo
bl 1 22,800625 0,424
b2 1 250,278125 0,010
Desvio 1 21,855625 0,433
Residuo 64 35,164062
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ANEXO B

TABELA 1B. Andlise de variancia do efeito da mudanga da temperatura de
criagdo sobre a porcentagem de machos de tilapias alimentados
com ragdes contendo diferentes doses de MT, obtidos através de
analise histoldgica das gonadas.

Graus de Quadrado

Causas de Variacéo Liberdade Médio Pr>Fc
TEMP 3 32,91667 0,35587
Linear 1 0,050000 falaiaiakaied
Quadratica 1 90,25000 0,10002
Cubica 1 8,449997 falakaiaioied
DOSE 3 1097,750 0,00001
Linear 1 2737,800 0,00000
Quadratica 1 528,9999 0,00163
Cubica 1 26,45007 falskaiakoied
Residuo 9 26,86111

CV (%) 6,83
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