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Resumo: O presente trabalho objetivou investigar o efeito da temperatura a 35°C, porém logo apds a
eclosdo das larvas, sobre a eficiéncia da reversao sexual. Para isso utilizou dois tratamentos (Grupo
I. Tratamento Térmico; Grupo II. Controle). As gonadas dos peixes foram analisadas microscopica-
mente quanto ao sexo, 30 dias apos o tratamento térmico. A propor¢ao de macho com o tratamento
térmico foi de 82,66 e de 42,10% no grupo controle. Foram encontradas diferencas significativas
(p<0.0001) entre os grupos, tanto para peso como para comprimento total. Nao se observou animais
interssexo, sendo detectadas diferengas significativas na propor¢do sexual, o que indica a presenca
da caracteristica “termo-sensibilidade” na espécie estudada. Conclui-se que uma alta temperatura
durante a fase inicial de p6s larva pode induzir proles monossexo machos com indice acima de 80%,

o que se traduz como sendo 6tima alternativa a reversdo sexual da tildpia por meio de hormodnios
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androgénicos.

Palavras - chave: Propor¢ao sexual. Piscicultura. Reversao sexual. Johei Koike.

Abstract: This study aimed to investigate the effect of temperature at 35 © C, but soon after hatching
of the larvae, on the effectiveness of sex reversal. For this used two treatments (Group 1. Heat Tre-
atment; Group II. Control). The gonads of the fish were examined microscopically for the sex ratio
thirty days after water heat treatment. The male ratio was 82.66 and 42.10% for the Group I and II,
respectively. Significant differences were found (p <0.0001) between the groups, for both body weight
and total body length. Intersex fish was not detected. Significant difference was found in sex ratio,
indicating the presence of a “thermo-sensitivity” feature in the species. It was conclude that the appli-
cation of a high temperature during the initial phase of post larvae can induce offspring monossex
males, with a ratio over 80%, which means a potential alternative to the sex reversal of tilapia by

means of androgenic hormones.

Keywords: Sex ratio, Fishculture. Sexual reversion. Johei Koike.

Introducio

A tilapia Oreochromis niloticus, tem sido intensamente utilizada na piscicultura mundial e
atualmente esta entre as espécies mais cultivadas em regides tropicais. Apresenta uma grande ampli-
tude de 6timas qualidades para a producdo piscicola comercial, tais como: curto ciclo de producao,
rapido crescimento, rusticidade, resisténcia a baixos teores de oxigénio dissolvido, resisténcia ao ma-
nejo e as doengas. Alimenta-se tanto do alimento natural de ragdes balanceadas comerciais. Possui

otima qualidade de carne, nao apresenta mioespinhas, de facil filetagem e de industrializagao de sua
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carcacga, além de ser bem aceito no mercado consumidor. A estas caracteristicas soma-se ainda a
grande disponibilidade de alevinos durante todo o ano, em especial nas regides mais quentes do pais
(BOSCOLO et al., 2001).

Embora a tilapia nilotica tenha excelentes caracteristicas para a sua criacdo em cativeiro,
possui alta capacidade de reproducdo, maturidade sexual precoce, fecundidade relativamente eleva-
da, o que gera forte entrave a produgdo comercial, por causa da superpopulag¢do que prejudica a taxa
de crescimento dos individuos, em especial quando criada em viveiros de terra (POPMA e GREEN,
1990; BORGES, 2002).

Neste sentido, varias pesquisas tém sido realizadas visando desenvolver técnicas de preven-
¢do de desovas de tilapias. A pratica mais utilizada ¢ a criagdo de populagdes monossexo de machos,
uma vez que estes apresentam melhor desempenho zootécnico que as fémeas (PHELPS e POPMA,
2000; HERBST, 2002). Para o controle da superpopulacdo, alguns métodos sdo empregados, como a
sexagem, hibridagao (WOLFARTH e HULATA, 1981), poliploidia (DIAZ, 1994), ginogénese e andro-
génese (THORGAARD, 1983), altas temperaturas (DIAS-KOBERSTEIN et al., 2006a) ¢ a reversao
por meio de hormonios masculinizantes (POPMA e GREEN, 1990), tanto na racdo como em banhos
de imersdo (GALE et al., 1999). Para a técnica de reversio sexual da tilapia, tém-se utilizado diversos
tipos de hormonios, mas o que vem proporcionando 6timos resultados ¢ o 17-a-metiltestosterona (17a-
MT), conforme (ROTHBARD et al. 1990) e (GUERRERO III e GUERRERO 1997). Tal modelo de
producao tem se deparado com barreiras tanto na drea ambiental quanto no ambito social-economico.

Apesar de ter estudos especificos mostrando que os tecidos dos peixes tratados com andro-
genos ndo apresentam residuos hormonais (ROTHBARD et al.,1990; CURTIS et al., 1991), ainda
assim existem as preocupagdes quanto a sua liberacdo no ambiente e a reagdo de consumidores mais
exigentes (BEARDMORE et al., 2001; KARAYUCEL et al., 2003). Estas preocupagdes tém levado a
busca de alternativas que reduzam o impacto ambiental, que mantenha uma boa eficiéncia de reversao

e que nao onere os custos de producao (PANDIAN e SHEELA, 1995; BARAS et al., 2001).
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Relata-se que algumas espécies de tilapias podem ser fenotipicamente masculinizadas por
meio de aumento de temperatura. Estudos recentes em tildpia do Nilo demonstraram que as altas
temperaturas da agua podem causar efeitos semelhantes aos provocados pelos hormdnios esterdides
na reversdo sexual, com variacdes significantes nas propor¢des entre macho e fémea de acordo com a
termo-sensibilidade das linhagens e familias dos peixes estudados (BAROILLER et al., 1995; ABU-
CAY etal., 1999; BARAS etal., 2001; ALTENA e HOST-SCHWARK,2002; MULLER-BELECKE et
al., 2003). Assim, as gdonadas parecem apresentar sensibilidade a alteragdao de temperatura da mesma
forma em que apresentam sensibilidade ao tratamento hormonal. Essa coincidéncia de periodos sensi-
veis a temperatura e aos hormodnios pode resultar de mecanismos semelhantes, em que a temperatura
influencia o mecanismo de a¢do da enzima aromatase, que catalisa a transformag¢ao de androgenos
para estrogenos (BAROILLER e D’COTTA, 2001; D’COTTA et al., 2001). No Brasil, informagdes
sobre o efeito da temperatura da dgua na reversdo sexual da tilapia ¢ bastante escassa. Baras et al.
2001 indicam novos rumos para a realizagao de pesquisas futuras: a selecao de reprodutores e linha-
gens com maior termo-sensibilidade; o teste das caracteristicas de termo-sensibilidade, associadas
com a sobrevivéncia das progénies; € a avaliagdo do periodo de termo-sensibilidade, procurando obter
a masculinizagdo com periodos mais curtos de exposi¢des a altas temperaturas. Observa-se, portanto
que a técnica de masculinizacdo da tildpia por meio de aumento de temperatura da dgua ainda nao
estéd totalmente exaurida, com amplo campo experimental a ser explorado.

O presente trabalho, portanto, investiga a masculinizagdo da tilépia nildtica (Oreochromis
niloticus, linhagem Chitralada) por meio do aumento gradativo da temperatura da dgua, logo apos o

consumo do saco vitelinico.

Material e Métodos

A investigacdo foi conduzida no Biotério de Fisioecologia de Animais Aquéaticos e biotério
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da Estacao de Aquicultura/DEPAq/UFRPE. O periodo experimental foi entre os meses de Janeiro e
Maio, sendo o primeiro més de preparagdo das estruturas e nao foram realizadas repetigdes. Machos
e fémeas de tilapia foram criadas em tanques externos de alvenaria de 30 m2, pertencentes a referida
Estagdo. O sistema de reprodugdo aleatorio com coleta de ovos a partir boca de uma s6 fémea. Os
ovos em incubagdo eram removidos e transferidos para incubadoras de fibra de vidro, tipo vertical
com fluxo de 4gua ascendente, com capacidade para 60 litros. As incubadoras eram acopladas a um
sistema fechado de circulagdo de agua (vazao média de 4,4 L/min), provido de filtro mecanico e ae-
racao continua.

ApoOs consumo quase total do saco vitelinico, que aconteceu em torno de trés dias na incu-
badora com temperatura média ambiente em torno de 3lo C, transferiram-se as pos-larvas para duas
caixas d’agua de fibra de vidro com capacidade para 1000 L, com renovagdo de dgua (sistema aberto)
e aeracao continua. O volume util de 4gua usados na experimentagao foi de aproximadamente 300L,
com a densidade variando entre 150 e 200 pos-larvas/caixa. No grupo I, a temperatura da dgua foi
elevada gradativamente de 280 para 320C e em seguida, num espago de tempo de 24h, para 35°C,
por meio de um aquecedor acoplado a um termostato. No Grupo II, a temperatura da agua foi ambien-
te. As pos-larvas receberam alimentagdo trés vezes ao dia, composta de ragdo pulverizada contendo
45% de proteina bruta. A limpeza do tanque aconteceu diariamente por meio de sifonamento, com
reposi¢ao do volume d’agua perdido. A temperatura e pH da dgua foram monitoradas durante a expe-
rimentagdo, a qual durou 15 dias.

Apos este periodo, o aquecedor foi desligado e a 4gua mantida em temperatura ambiente.
Em seguida, transferiram-se os peixes para dois tanques de alvenaria externo de aproximadamente
10 m2, onde permaneceram por 30 dias, quando afinal foram examinados quanto a reversao sexual.
A partir desse momento, os peixes eram alimentados diariamente ad libitum, com reposi¢do da agua
frequente a fim de evitar grandes blooms de fitoplancton e deple¢ao de oxigénio.

Para o exame da reversdo, amostras de peixes pertencentes a cada grupo foram capturados
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e eutanasiados pelo método atemporal (overtime) em Eugenol a 300 mg/L. Apos a mensuracao dos
peixes em peso e comprimento, realizou-se uma incisao na sua parte ventral para limpeza visceral e
extragdo das gonadas, as quais foram imediatamente observadas ao microscopio Optico para a deter-
minagdo ao sexo. As estruturas das gonadas foram identificadas com um aumento de 40 vezes, sem
nenhum tipo de corante e foram fotografadas a partir da ocular adaptando-se nela a cdmera de um
Smartphone, modelo Iphone 5.

O indice de reversao sexual foi calculado por meio da estatistica descritiva, em planilhas ele-
tronicas do Excel. Os demais resultados foram tratados através do teste de Kolmogorov-Smirnov para
normalidade, teste de Cochran para homogeneidade, ¢ em seguida, andlise de varidncia — ANOVA.
Quando necessario, os dados foram transformados. Diferencas significativas entre médias (p < 0,05)

foram testadas pelo teste de Tukey. Foi utilizado o programa estatistico BioEstat 5.3.

Resultados e Discussao

O comprimento médio das pds-larvas no inicio da investigacdo ¢ o comprimento total dos
peixes apds passarem pelo tratamento térmico (Grupo I) e do controle (Grupo II) encontram-se na
Tabela 1. Ao final do tratamento térmico observou-se diferenca no comprimento total dos peixes
entre os grupos. (Baras et al., 2001) afirmam que a exposi¢ao de larvas de tilapia do Nilo a tempera-
turas que proporcionam a inversao de sexo para macho pode diminuir significativamente as taxas de
crescimento, quando comparadas com temperaturas normais de cultivo. As tilapias podem reduzir o
consumo de ragao ou mesmo cessar a alimentagdo, quando estao fora da faixa de conforto térmico
para a espécie (SCHMITTOU, 1993). Conforme esta indicado na Tabela 2, houve pouca flutuacio de
temperatura no Grupo I, indicando um bom funcionamento do sistema aquecedor/termostato. Nesta
fase experimental detectou-se diferenga significativa (nivel 0,05) entre os grupo, quanto as varidveis

temperaturas ¢ pH, ndo acontecendo o mesmo na fase seguinte, quando os peixes estavam em cres-
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cimento para a identificagdo sexual (Tabelas 3). Nao foi observado nenhum sinal fisico dos peixes
boqueando na superficie d’agua ou outros sinais caracteristicos de deple¢ao de oxigénio nos tanques
experimentais durante toda a investigagao. Exceto a variavel temperatura do grupo experimental I, as
demais variaveis de qualidade da 4gua mostraram-se dentro do padrdo considerado normal a criacao
de peixes. (TAVARES, 1995; BOYD, 1990; POPMA e LOVSHIN 1995).

Ap6s 30 dias de cultivo em tanques externos, os alevinos (peixes) apresentavam tamanho
ideal para a identificacao do sexo por meio de visualizagao das gonadas ao microscopio optico, sem
emprego de quaisquer corantes (Tabela 4). Observou-se uma diferenca significativa de peso e compri-
mento entre os grupos, possivelmente devido ao adensamento final dos peixes encontrado dentro dos
tanques, que foi bem menor no grupo controle (Grupo II). Ressalta-se que uma analise comparativa de
crescimento dos peixes nesta fase ndo foi objeto a ser considerado no presente estudo, sendo aquele de
obter o tamanho adequado a observagdo das gonadas e a identificacdo exata dos sexos a0 microscopio
optico.

As proporcdes sexuais obtidas no presente trabalho estdo indicadas na Tabela 5. A maior
propor¢ao de peixes machos foram encontradas no grupo sob o tratamento térmico, indicando que
temperaturas proximas a 350 C induz eficazmente a reversao sexual da tilapia, linhagem Chitralada,
e que a faixa da sua sensibilidade térmica pode iniciar imediatamente, logo ap6s do consumo do saco
vitelinico. A andlise das gonadas frescas ao microscopio Optico apresentadas na Figura 1 mostra
claramente a diferenga entre o testiculo e o ovario. No macho, a superficie gonadal ¢ lisa e esbran-
quigada (Figura 1A), enquanto que o ovario apresenta estruturas ovoides evidenciando sobremaneira
a presenga de 06citos no seu interior, ressaltando a desnecessidade do uso de qualquer corante nesse
tipo de analise (Figura 1B). Neste estudo, ndo foram identificados gonadas interssexo, onde retratam
uma caracteristica de células ovarianas e testiculares ao mesmo tempo.

Sob a mesma faixa de temperatura usada na presente investigacao, outras pesquisas indicam

consideraveis indices de reversao sexual na tildpia Chitralada; tais como propor¢des em torno de 70,0
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% (BORGES, 2004). Outros resultados tém fornecido claras evidéncias do efeito da temperatura da
agua na proporg¢ao sexual em tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, linhagem tailandesa Chitralada
e em outras variedades (BAROILLER et al., 1995; ABUCAY et al., 1999; BARAS et al., 2001; AL-
TENA e HORST-SCHWARK, 2002; KARAYUCEL et al., 2003; MULLER-BELECKE et al., 2003).
Segundo Baroiller et al., 1995), as linhagens Chitralada e Boauké sdo mencionadas como possuidoras
de maior sensibilidade aos tratamentos com temperatura. BORGES et al. (2005) postularam que essas
duas linhagens representam as melhores opcdes para o desenvolvimento da tecnologia de producao de
populagdes monossexo macho por meio da temperatura.

Segundo ABUCAY et al. (1999), o aumento na propor¢ao de individuos machos observado
em larvas de tilapia do Nilo submetidas a temperatura alta deve-se provavelmente a um efeito sobre a
estrutura ou a a¢cdo de um ou mais hormoénios enddégenos que agem na diferenciagdo sexual. Tem-se
relatado, também, que a razao sexual de progénies de diferentes reprodutores, que foram submetidas
a reversao sexual na temperatura de 35°C, variou entre 51 a 90% (ABUCAY et al. 1999 e BARAS,
JACOBS e MELARD, 2001).

No presente trabalho, a prole utilizada tanto no tratamento térmico como no grupo controle
originou-se de uma Unica fémea. O tratamento térmico deu-se inicio logo ap6s o consumo do saco vi-
telinico, que aconteceu parcialmente com apenas trés dias depois da eclosdo, provavelmente devido a
uma alta temperatura na incubadora, que foi em torno de 310C, e totalmente consumido no seu quinto
dia: dois dias apds as larvas terem sido transferidas para a caixa, onde se deu o tratamento térmico.
A sensibilidade da tilépia nilotica a reversao sexual por meio de banhos com 170 Metiltestosterona
foi investigada em diferentes periodos ap6s a eclosaio (BOMBARDELLI et al 2007). Os resultados de
masculinizagdo evidenciaram relacdo quadratica entre a idade e as taxas de masculinizagdo, de modo
que os melhores resultados foram obtidos aos 23,30 DPE (dias p6s-eclosdo) com 73,02% de machos.
BORGES (2004) obteve consideravel indice de reversao sexual com tratamento térmico, utilizando

tilapias com 10 dias apos eclosdo. Assim como dentre os muitos fatores, tais como o tipo de prole,
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intensidade de calor, tempo de exposicao a alta temperatura, dentre outros fatores, a sensibilidade
térmica envolvida na reversdo sexual da tilapia parece variar também de acordo com o inicio do
tratamento nas fases ontogénicas que seguem a eclosao das larvas, levando a acreditar que quanto
mais cedo for aplicado o tratamento maior ¢ a sensibilidade térmica, uma vez que o indice de reversao
obtido no presente estudo foi acima de 80% em peixes tratados com apenas cinco dias apos a eclosdo,
com o saco vitelinico totalmente consumido € com um tamanho médio inicial somente de 8,0 mm.

Assim, tem-se demonstrado que a percentagem de machos na tilapia do Nilo pode ser au-
mentada por meio de um tratamento simples, (MULLER-BELECKE et al., 2003), por submeté-la a

alta temperatura da agua, logo ap6s o consumo do saco vitelinico.

Conclusao

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que proles mono parental da tilapia
nilotica, linhagem Chitralada, pode ser revertida sexualmente para macho por meio do controle da
temperatura da 4gua e que o indice de masculinizagdo acima de 80% pode ser tecnicamente alcan-
¢ado com tratamento térmico de 350C, iniciando logo apés o consumo do saco vitelinico € por um

periodo adicional de 15 dias.
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