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Efeito da temperatura da agua na producgao de populagdées monossexo de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem Chitralada

RESUMO GERAL

As tilapias vém tomando uma posicdo de destaque na aquicultura mundial. No
Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é o principal peixe cultivado,
principalmente depois da introdugdo da linhagem tailandesa Chitralada. Para o
sucesso da criagao de tilapias, € necessaria a produgao de populagbes monossexo
macho. O método mais utilizado na reversdo sexual de larvas de tilapia é o
tratamento com hormdnios esterdides, o que vem levantando sérias questdes éticas
e ambientais. Felizmente, em algumas linhagens e espécies de tilapias, variagdes na
temperatura da agua provocam resultados semelhantes aos dos tratamentos de
reversao sexual com horménios, sendo portanto uma nova opg¢ao na producao de
animais monossexo. Com esta finalidade, foram conduzidos 2 experimentos para
testar o efeito da temperatura na proporgao de sexos da tilapia do Nilo da linhagem
Chitralada. No primeiro experimento, foram analisados os efeitos dos tratamentos de
temperatura alta (35°C) e de temperatura controle (27°C), cuja aplicagao iniciou 10
dias apds a eclosdo, por um periodo de 28 dias. Apds 60 dias, os animais foram
analisados microscopicamente, sendo encontrada diferenca significativa (p<0,01) na
proporcdo dos sexos. O maior percentual de machos foi encontrado para o
tratamento de temperatura alta (72,39%) em comparagado com o tratamento controle
(62,27%). Quanto ao crescimento, ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os tratamentos, tanto para peso corporal, como para comprimento total. No
segundo experimento, foram analisados os efeitos de tratamentos com diferentes
periodos de exposi¢cao a uma temperatura constante de 35°C, considerada alta. Os
periodos de 7, 14, 21 e 28 dias foram contados a partir do 10° dia apds a eclosao, o
que coincidiu com o final da reabsor¢cdo do saco vitelinico. Neste experimento, os
animais também foram analisados microscopicamente apés 60 dias, ndo havendo
diferenga significativa entre os diferentes periodos de exposi¢do. Quanto ao
crescimento, na Fase 1, houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos,
tanto para peso corporal, como para comprimento total, com maiores médias para os
tratamentos com periodo de exposigao de 28 e 21 dias. Embora na Fase 2, também
tenha havido diferenga significativa (p<0,05) para esses mesmos parametros entre
os tratamentos, as maiores médias ocorreram no tratamento com periodo de
exposicado de 28 dias. Como era de se esperar, as taxas de sobrevivéncia tiveram
relacao direta com a presenga de canibalismo, e este foi significativamente maior
nos tratamentos com temperatura alta. Nos dois experimentos ndo foram
observados animais intersexo, sendo verificados efeitos significativos da
temperatura na proporgcdo de sexos, o que indica a presencga da caracteristica de
termo-sensibilidade na linhagem Chitralada. O periodo mais curto de exposicao, de
sete dias, manteve os efeitos masculinizantes, com maiores taxas de sobrevivéncia.

Palavras-chave: proporcao de sexos, aquicultura, reversdo sexual em peixes
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Effect of water temperature on the production of monosex populations in the
Chitralada strain of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

Tilapias are becoming an important production source in world aquaculture. In Brazil,
the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the main cultivated fish, especially following
the introduction of the Thai Chitralada strain. For the successful rearing of this fish,
the production of male monosex populations is necessary. The most popular method
is sexual reversal of larvae using steroid hormones. This practice raises serious
ethical and environmental questions. In some species and strains of tilapia, variations
in water temperature can cause similar results, thereby becoming a new option for
the production of monosex animals. To test the effect of water temperature on sex
ratio in Nile tilapia, two experiments were carried out. Primarily, the effect of high
(35°C) and control (27°C) water temperature were tested beginning 10 days post
hatching, for 28 days. After a further 60 days, the animals were analyzed under a
microscope and a significant difference in sex ratio was found (p<0.01). The highest
proportion of males was in the high temperature group (72.39%), compared with the
control group (62.27%). In terms of growth, no significant differences were found for
total length or body weight between the groups. In the second experiment, the effect
of different exposure times at a constant temperature of 35°C was tested. Periods of
7, 14, 21 and 28 days were tested, starting 10 days post hatching, when the
reabsorption of the yolk sac ended. The animals were again evaluated under the
microscope after 60 days. No significant differences were found in sex ratio between
groups. In phase 1, a significant difference was found between treatments for body
weight and total length, the highest means for exposure periods of 21 and 28 days.
In phase 2, a significant difference between treatments was also found (p<0.05) for
these parameters, the highest means being for 28 day exposure. As expected,
survival rate had a direct relationship with the presence of cannibalism, which was
higher in high temperature groups. No intersex individuals were found in either
experiment, but significant temperature effects on sex ratio was found in both
experiments, indicating the thermo-sensitivity of the Chitralada strain. The shortest
exposure period (7 days) maintained masculinizing effects with higher survival rates.

Key words: sex ratio, aquaculture, fish sex inversion
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INTRODUGAO GERAL

A criacdo de peixes vem sendo apresentada como uma alternativa aos
tradicionais sistemas de producdo de proteina animal, sendo que no Brasil vem
sendo observada uma alta taxa de crescimento, de 30 a 40% nos ultimos anos, o
que mostra que a atividade vem se consolidando em nosso pais (Kubitza, 2000;
Lovshin, 2000).

Dentre os peixes de agua doce criados em cativeiro, a tilapia é considerada a
espécie mais importante do século XXI, uma vez que é produzida em mais de 100
paises, com producdao comercial anual estimada em 800.000 toneladas
(Fitzsimmons, 2000). No Brasil é o peixe mais cultivado, devido a rusticidade, rapido
crescimento e carne de 6tima qualidade, com producdo anual superior a 75.000
toneladas (Lovshin, 2000; Zimmermann & Little, 2003). Devido a grande demanda
interna existente, a producao de tilapias € destinada ao abastecimento do mercado
doméstico. No entanto, com o ritmo de desenvolvimento que esta atividade vem
apresentando nos ultimos anos, o Brasil podera se tornar um dos maiores
produtores e exportadores de tilapias cultivadas (Kubitza, 2000).

Dentre mais de 70 espécies de tilapias, sendo a maioria delas oriundas da
Africa, segundo Kubitza (2000), apenas quatro conquistaram destaque na
aquicultura mundial: a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus); a tilapia azul
(Oreochromis aureus); a tilapia de Mogambique (Oreochromis mossambicus) e a
tilapia de Zanzibar (Oreochromis hornorum). Além destas quatro espécies, somam-
se os seus mutantes e hibridos, com cores variando do branco ao vermelho,

genericamente chamados de tilapias vermelhas (Lovshin, 1998).



No Brasil, a tilapia do Nilo da linhagem Bouaké, proveniente da Costa do
Marfim, foi introduzida na Regido Nordeste em 1971 e, a partir dai, distribuiu-se pelo
pais, sendo cultivada desde a bacia do rio Amazonas até o extremo sul. Em 1996,
com o objetivo de melhorar geneticamente o plantel existente no Parana, a
Associagao Paranaense dos Produtores de Alevinos (ALEVINOPAR), com o apoio
da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER) e de outros 6rgaos
governamentais, importaram da Tailandia matrizes de tilapias do Nilo da linhagem
Chitralada (Lovshin, 2000; Boscolo et al., 2001). Zimmermann & Little (2003)
realizaram estudo para analisar os impactos gerados pela introducao dessa
linhagem no Brasil. Esses mesmos autores citam que em 1996, a producédo nacional
de tilapias era de 10.000 toneladas (17% do total da aquicultura), sendo que em
2002, ja alcangava 75.000 toneladas (38% do total da aquicultura). Dessa producgao,
foi estimado que 50.000 toneladas sejam da linhagem Chitralada, ou seja, 67% da
producado nacional de tilapias cultivadas. Em 2002 foram produzidos no Brasil,
200.000.000 de alevinos de tilapia da linhagem Chitralada (Zimmermann & Little,
2003).

As tilapias constituem 6tima fonte de proteina animal de qualidade. Dentre
suas caracteristicas, destacam-se excelente conversdo de proteina vegetal em
animal, baixo custo comparativo de producéo, desova ao longo do ano, bem como
sua resisténcias as doencas, as altas temperaturas, a baixa concentragcdo de
oxigénio dissolvido e a alta concentragao de aménia na agua. A grande aceitagao no
mercado, por sua qualidade da carne e rendimento em filés, € um indicativo de seu
potencial para a criagdo e industrializagdo comercial (Macintosh & Little, 1995;

Phelps & Popma, 2000).



Por outro lado, as suas caracteristicas reprodutivas como: alta capacidade de
reproducdo, maturidade sexual precoce, fecundidade relativa elevada e desova
frequente, tém levado a uma das principais dificuldades encontradas pelos criadores
de tilapias, que é a superpopulagao dentro dos viveiros de cultivo, prejudicando a
taxa de crescimento dos individuos (Popma & Green, 1990; Borges, 2002).

Os machos de tilapia apresentam melhor crescimento e desempenho na
engorda, uma vez que as fémeas, além de utilizarem grande parte de suas reservas
para as atividades reprodutivas, nao se alimentam durante o periodo da incubacao
oral dos ovos (Phelps & Popma, 2000; Beardmore et al., 2001). Desta forma, o
desenvolvimento e a intensificacdo da criacdo de tilapias sdo dependentes do
sucesso no controle e manipulagdo de algumas funcdes fisiolégicas, entre elas a
reproducao (Donaldson, 1996).

Uma das praticas mais utilizadas para o controle da reproducédo em tilapias
tem sido a criagado de populagdes com individuos monossexo. Varios métodos tém
sido empregados neste processo, como a hibridagc&do, a manipulagdo cromossdémica
e a reversao sexual com a utilizacdo de horménios (Popma & Green, 1990;
Macintosh & Little, 1995; Phelps & Popma, 2000).

O método de criagdo de populagdes com individuos monossexo que vem
sendo mais utilizado em tilapias, por ser considerado mais eficiente e
economicamente viavel, tem sido a reversao sexual de larvas, com a utilizacdo de
horménios esterdides sexuais sintéticos, seja pela incorporagdo de hormdnio na
ragcao ou por meio de banhos de imersao (Popma & Green, 1990; Gale et al., 1999;

Phelps & Popma, 2000; Wassermann & Afonso, 2003).



Apesar de ter sido demonstrado em estudos especificos (Rothbard et al.,
1990; Curtis et al., 1991), que os tecidos dos peixes tratados nao apresentam
residuos de hormoénios, existem ainda preocupag¢des quanto a sua liberagdo no
ambiente e a reacdo dos consumidores (Beardmore et al., 2001; Karayucel et al.,
2003). Estas preocupacdes tém levado a busca de alternativas que reduzam o
impacto ambiental, aliadas a uma melhor qualidade e eficiéncia e, uma diminui¢ao
nos custos (Pandian & Sheela, 1995; Baras et al., 2001).

Estudos recentes em tilapia do Nilo, demonstraram que as altas temperaturas
da agua podem causar efeitos semelhantes aos provocados pelos horménios
esterdides na reversao sexual, com variagdes nas propor¢gdes macho:fémea de
acordo com a termo-sensibilidade das linhagens e familias dos peixes estudados
(Baroiller et al., 1995; Abucay et al., 1999; Baras et al., 2001; Altena e Host-Schwark,
2002; Muller-Belecke et al., 2003).

Os efeitos da interagdo genodtipo-ambiente-fenétipo precisam ser melhor
avaliados nas diversas linhagens, visando a sua aplicagao pratica, através do uso da
temperatura na produgao de populagdes monossexo, principalmente em regides
onde as questdes ambientais tém prevalecido, levando a proibicdo do uso de
horménios, e também onde o mercado consumidor apresenta reagdes negativas a
produtos com tratamento hormonal (Baras et al., 2001; Karayucel et al., 2003).

O presente estudo pretende investigar os efeitos da temperatura da agua na

producao de populagdes masculinizadas de tilapia do Nilo da linhagem Chitralada.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

DETERMINACAO E DIFERENCIAGAO DO SEXO

Nos peixes, a expressao do sexo € muito diversificada, podendo os mesmos
serem classificados como: gonocoéricos (quando os sexos ocorrem separadamente
nos individuos), hermafroditas (quando ambos o0s sexos estdo presentes no mesmo
individuo) e unissexuados (espécies com individuos de apenas um sexo). As
espécies cultivadas que, em sua maioria, sédo do tipo gonocoérico, podem ser
divididas em indiferenciadas e diferenciadas. Nas indiferenciadas, a gbnada
inicialmente se desenvolve em tecido semelhante ao ovario e, mais tarde, na metade
dos individuos transforma-se em testiculos enquanto que na outra metade,
transforma-se em ovarios. Nas espécies diferenciadas, entre as quais se incluem as
tilapias, a gbnada sofre diferenciagao direta para testiculo ou ovario (Yamazaki,
1983; Devlin & Nagahama, 2002).

A expressao do sexo depende de dois eventos: da determinacédo sexual e da
diferenciacdo sexual. A distingdo entre a determinacao e diferenciagéo sexual é
sempre dificil, tendo em conta os varios critérios utilizados para determinar a
diferenciacao sexual (morfolégicos, celulares e moleculares). De uma maneira geral,
a determinagao sexual é utilizada para descrever os processos genéticos (gendétipo)
e ambientais, e as variaveis que influenciam na diferenciagao sexual, enquanto que
a diferenciacao sexual é utilizada para descrever os resultados desses processos,
no desenvolvimento testicular ou ovariano (sexo gonadal ou fenotipico). A interagao
desses dois eventos origina os dois fendétipos: macho ou fémea, nos aspectos
morfolégicos, comportamentais e funcionais (Piferrer, 2001; Devlin & Nagahama,

2002).



O sexo genético é determinado na fertilizagdo, pela combinacdo dos
cromossomos provenientes dos gametas, sendo definido como a soma de genes
responsaveis pela formacao das gbnadas e de suas caracteristicas. Esses genes
podem estar espalhados pelo genoma ou concentrados nos cromossomos sexuais.
Existem trés formas de determinagdo sexual que podem ser aplicados em peixes:
cromossémica, poligénica e interagao gendtipo-ambiente (Yamazaki, 1983; Piferrer,
2001; Baroiller et al., 1999).

Segundo Devlin & Nagahama (2002), uma grande quantidade de informacdes
ja é conhecida em relacédo ao processo de diferenciacdo sexual em peixes, sendo
gue os mecanismos envolvidos na determinagao sexual comecam a ser definidos. A
determinacdo sexual em peixes € um processo muito flexivel, tendo em vista a
importancia das modificagbes causadas por varios fatores externos. Essas
influéncias podem afetar tanto as células somaticas como as células germinativas
das gbnadas primordiais e incluem a acdo de fatores genéticos, ambientais
(temperatura), comportamentais e fisiologicos.

A diferenciacdo sexual envolve os eventos que ocorrem desde a gbnada
primordial até a diferenciacdo completa em testiculos ou ovarios. Nas espécies
gonocoricas diferenciadas, a diferenciagao sexual acontece primeiro nas fémeas e
depois nos machos. Os primeiros sinais nas fémeas incluem a entrada das oogénias
na meiose e/ou a proliferagao das células somaticas, formando a cavidade ovariana.
Nos machos, a diferenciacdo sexual é caracterizada pelo surgimento da
espermatogodnia, pelo arranjo das células germinativas e somaticas em lobulos e
pela diferenciacdo dos dutos espermaticos (Piferrer, 2001; Devlin & Nagahama,

2002).



Nas tilapias, o periodo critico para diferenciagcdo celular das gbénadas
compreende de 10 a 20 dias apds a eclosao, iniciando com o final da reabsor¢ao do
saco vitelinico, sendo que a diferenciacao histolégica das gbnadas pode ser notada
a partir de 23 a 26 dias apds a ecloséao (Baroiller et al. 1995; Baroiller et al. 1999;
Devlin & Nagahama, 2002).

A natureza do indutor enddégeno da diferenciacdo sexual nos peixes, ainda
nao esta totalmente definida, mas muitas evidéncias apontam para o papel dos
esterdides sexuais endogenos, principalmente para a importancia das enzimas
esteroidogénicas, entre elas a aromatase (Piferrer, 2001; Kwon et al., 2002).

Recentes avaliagdes da proporcao do sexos de tilapia do Nilo de diferentes
linhagens, sugerem que ha influéncia de genes autossémicos ou mesmo multigenes
na determinagao do sexo desta espécie (Tuan et al., 1999).

Embora a determinagcdo sexual ocorra principalmente sob controle genético,
nos peixes, fatores ambientais, tais como: temperatura, fotoperiodo, salinidade,
assim como altas densidades de estocagem, podem ter influéncia nesse processo
(Devlin & Nagahama, 2002).

Entretanto, Baroiller & D’Cotta (2001) citam que entre os fatores ja estudados,
a temperatura aparece como principal fator ambiental na determinagao sexual.
Sendo que nas tilapias, foram considerados ineficientes os fatores ambientais:
densidade de estocagem, taxas de alimentacao e salinidade; e confirmando também

a temperatura como principal fator ambiental.



A determinacdo sexual pela interagdo gendtipo-ambiente, esta se tornando
evidente em um numero cada vez maior de espécies, mostrando que é possivel
controlar o sexo pela manipulagdo ambiental (Baroiller & D’Cotta, 2001; Mdller-
Belecke et al., 2003; Karayucel et al, 2003).

Conhecer e entender os mecanismos responsaveis pela determinacdo do
sexo em peixes é fundamental para que se obtenha sucesso nas praticas de

controle do sexo (Donaldson, 1996).

METODOS PARA PRODUGAO DE POPULAGOES MONOSSEXO

Nos ultimos 20 anos, os esforcos da pesquisa tém se voltado para a procura
de métodos confiaveis de produzir progénies de individuos somente de um
determinado sexo. No caso das tilapias, o que se busca s&o populagdes com
monossexo masculino, ja que os machos apresentam melhor desenvolvimento do
que as fémeas (Phelps & Popma, 2000).

De acordo com Beardmore et al. (2001), o uso de populagcdes monossexo em
peixes apresenta vantagens que podem incluir uma ou mais das seguintes
situacdes: (a) obtengcao de maior taxa de crescimento; (b) eliminacdo da reproducao,
evitando gastos de energia e controlando a superpopulagéo; (c¢) reducédo do
comportamento sexual/territorial; (d) redugéo nas variagdes do tamanho, levando a
maior uniformidade na despesca; e (e) reducado do risco de impactos ambientais,

resultantes da fuga indesejavel de espécies exadticas.



Segundo Piferrer (2001) e Phelps & Popma (2000), € desejavel que as
especies de peixes, utilizadas na piscicultura, nao se reproduzam nos ambientes de
criacao, antes de alcangarem o tamanho apropriado para a comercializagao.

Levando em conta os aspectos praticos e comerciais, a técnica mais eficiente
€ aquela que maximiza o sexo gonadal desejado, ao mesmo tempo em que
minimiza o tempo de intervengao sobre os animais (Donaldson, 1996).

Considerando os sistemas de producdo mais intensificados e um maior
mercado consumidor, a presenca de mais de cinco por cento de fémeas de tilapias
nos cultivos, pode comecar a trazer problemas (Popma & Green, 1990; Phelps &
Popma, 2000).

Varias sao as opgdes para se conseguir populagbes monossexo, incluindo
metodos genéticos, ndo genéticos e mesmo uma combinagéo entre eles. Dentre os
principais métodos utilizados destacam-se a sexagem manual, a hibridagao

interespecifica, a manipulagao cromossémica e a reversao hormonal.

Sexagem Manual

Um dos primeiros métodos utilizados, a sexagem manual consiste na
separacao de machos e fémeas através da observacido da papila urogenital e de
outras caracteristicas auxiliares, como a maior altura do corpo e a pigmentagao mais
intensa nos machos. As principais desvantagens deste método sao as seguintes:
necessidade de produzir juvenis com idade entre 60 e 90 dias, o que demanda maior
espaco fisico e uso de insumos; pequena disponibilidade de mao-de-obra bem
treinada; grande demanda de tempo para a selegao; mortalidade apés o manejo;

descarte das fémeas; margem de erro consideravel, principalmente quando a



sexagem é feita com alevinos pouco desenvolvidos ou por pessoas sem muita
experiéncia, alcangando percentuais de machos inferiores a 90% (Mair et al., 1997b;

Beardmore et al., 2001; Kubitza, 2000).

Hibridagao Interespecifica

A producao de populagdes hibridas masculinas é fundamentada na base
genética de determinacdo do sexo em tilapias. Tanto os sistemas heterogaméticos
masculinos (XY) ou femininos (ZW) tém sido descritos nas espécies de tilapia
(Devlin & Nagahama, 2002).

Na tilapia do Nilo (O. niloticus) e na tilapia de Mogambique (O. mossambicus),
0 sexo é determinado por cromossomos X e Y, como nos mamiferos. As fémeas séo
XX (homogaméticas possuindo apenas cromossomos X) e os machos sdo XY
(heterogaméticos possuindo um cromossomo X e um Y). Na tilapia azul (O. aureus)
e na tilapia de Zanzibar (O. hornorum), ocorre como nas aves, 0os machos ZZ sao
homogaméticos e as fémeas ZW sao heterogaméticas. Portanto, quando é realizado
o cruzamento entre fémeas puras homogaméticas XX (O. niloticus ou O .
mossambicus) e machos puros homogameéticos ZZ (O. aureus ou O. hornorum), os
hibridos resultantes seriam heterogaméticos (XZ) e todos machos, com a condi¢ao
de que ambas as espécies pertengcam a linhagens puras (Beardmore et al., 2001;
Kubitza, 2000).

Os principais problemas encontrados na hibridagao, como a incompatibilidade
comportamental entre as espécies, levando a morte de reprodutores no
acasalamento; as dificuldades na manutengcao de linhagens geneticamente puras

das espécies parentais; a necessidade de espaco fisico para o isolamento dos

10



reprodutores. Junto com essas dificuldades, a influéncia dos cromossomos
autossObmicos e de fatores ambientais (temperatura), fazendo com que os
percentuais de machos variem de 70 a 100%, contribuiu para o declinio desta

pratica (Kubitza, 2000; Phelps & Popma, 2000).

Manipulacao Cromossoémica

Através da manipulacédo genética, pesquisadores da Universidade do Pais de
Gales (Reino Unido) e da Universidade Central de Luzon (Filipinas) desenvolveram
linhagens de tilapias “supermachos”, também conhecidas como GMT-YY(genetic
modified tilapia). Baseados na hipotese de determinacdo sexual monofatorial com
os machos heterogaméticos (XY) em O. niloticus e O. mossambicus, Mair et al.
(1997a) propuseram modelos para a produgao em larga escala de machos de tilapia
através do cruzamento de individuos com genétipo YY (YY x YY), mostrando as
vantagens e desvantagens desse método ainda pouco utilizado, mas que vem
impulsionando o desenvolvimento da criagao de tilapias nas Filipinas.

Nesses estudos, foi utilizada apenas a tilapia do Nilo (O. niloticus) da
linhagem Egypt-Swansea (Manzala), sendo que os resultados com outras linhagens
tém demonstrado uma grande variagdo na proporcao de sexos (Tuan et al., 1999),
com clara influéncia da temperatura na diferenciacdo sexual (Baroiller et al., 1995;
Baroiller et al. 1999). Toguyeni et al. (2002) mostraram que os individuos com
genodtipo YY devem ser utilizados para a produgcdo comercial de machos com
gendtipo XY, ja que o gendtipo XY apresenta melhores desempenhos de

crescimento do que o gendtipo YY.
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Além dos problemas com as influéncias autossbmicas e ambientais, a
tecnologia de produgao de machos com gendtipo YY é espécie-especifica e
possivelmente linhagem-especifica, podendo nao produzir altas propor¢des de
machos em todas as linhagens de tilapia (Tuan et al., 1999).

Outras dificuldades, sao que esse processo demanda pessoal especializado,
grande numero de instalagdes para a manutencao isolada das progénies, bom
sistema de marcacao dos peixes, a duragcdo do processo de producao demora de
quatro a cinco anos e o percentual de machos pode variar de 70 a 100% (Mair et al.,

1997b; Kubitza, 2000; Baras et al., 2001).

Reversao Hormonal

O método mais utilizado, atualmente, na produg¢ao de populacbes monossexo
de tilapias, € a manipulagdo do sexo fenotipico dos peixes, o que pode ser obtido
pelo tratamento com horménios esterdides sexuais sintéticos incorporados na ragao
(Popma & Green, 1990; Phelps & Popma), ou pelo uso de banhos de imersao (Gale
et al., 1999, Wassermann & Afonso, 2003). A administracdo de esterdides sexuais
exogenos, no periodo da diferenciacdo sexual em peixes, pode influenciar
fortemente a sua direcao, indicando que esses horménios desempenham papel
fundamental no processo (Devlin & Nagahama, 2002).

Apesar disso, os processos de reversao sexual a partir da utilizacdo de
hormonios nem sempre sdo muito efetivos, devido a influéncia de varios fatores,
como a qualidade do horménio, tipo de ragdo administrada e variagcbes de fatores
ambientais (temperatura, oxigénio dissolvido, pH e outros). Isto pode ocasionar a

variagao nos percentuais de machos de 80 a 100% (Popma & Green, 1990).
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Durante a reversao sexual, todas as larvas devem receber doses diarias de
horménios, do periodo anterior ao inicio da diferenciagcado das gonadas, até o final do
processo (Phelps & Popma, 2000).

Nesse método, a reversao pode ocorrer através da coleta de nuvens de larvas
nos viveiros onde estdo estocados os reprodutores, ou através da coleta direta dos
ovos nas bocas das fémeas em reproducao (Kubitza, 2000). A tecnologia da coleta
dos ovos e incubacao artificial (Macintosh & Little, 1995), desenvolvida pelo Asian
Institute of Technology (AIT), localizado na Tailandia, apresenta a vantagem de
produzir larvas recém-eclodidas que poderao sofrer reversao sexual de forma mais
eficaz.

Pandian & Sheela (1995) relacionaram as vantagens e desvantagens da
utilizagdo de hormdnios na reversao sexual em peixes. Dentre as vantagens do
tratamento hormonal podem ser citadas: (a) a maximizagcdo do crescimento; (b) o
aumento no valor comercial de peixes destinados ao consumo; (c) a eliminacéo da
maturidade sexual precoce; (d) a formagdo de matrizes para a producado de
populagdes 100% machos, 100% fémeas ou 100% estéreis; e (e) a viabilizagado de
estudos para melhor compreensao nos processos de determinacao e diferenciagcao
sexual. Como desvantagens foram relacionadas: (a) os residuos dos esterdides
administrados sao carcinogénicos e podem afetar os consumidores; (b) a indugao
hormonal da reversao sexual pode causar situagao estressante e reduzir as taxas de
sobrevivéncia; (c) a reversao sexual pode retardar a maturidade sexual e reduzir a
fecundidade dos peixes; (d) altas dosagens podem levar a esterilidade, reversao
sexual paradoxal e supressao do crescimento; (e) o fato de mais de 99% dos
horménios administrados serem metabolizados e liberados dentro de poucas horas

ou dias na agua.
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Apesar de alguns estudos demonstrarem que os peixes tratados nao
apresentam residuos dos horménios esteroides (Rothbard et al., 1990; Curtis et al.,
1991), preocupacdes ainda persistem sobre a seguranca dos tratamentos
comerciais de reversdao sexual utilizando esses produtos. As preocupagdes
manifestam-se tanto em relagdo a segurancga dos piscicultores, que mantém contato
direto com os produtos, quanto dos préprios consumidores, que irdo se alimentar
com peixes tratados, assim como de ambientalistas preocupados com os possiveis
impactos ambientais (Baras et al., 2001; D’'Cotta et al., 2001).

O uso de hormébnios esterdides sintéticos levanta questdes éticas e legais
com respeito a presenca desses produtos nos tecidos dos peixes e ao impacto de
sua eliminagdo no meio ambiente (Baras et al., 2001; Muller-Belecke et al., 2003).

Essas preocupacgdes sobre saude e meio ambiente ndo tém sido abordadas
de maneira adequada. Atualmente, nas fazendas comerciais de producido de
alevinos, o horménio 17a-metiltestosterona é aplicado em grandes quantidades,
exigindo uma abordagem responsavel do tema (Beardmore et al., 2001; KarayUcel et

al., 2003).

INFLUENCIA DA TEMPERATURA DA AGUA

Nas aves e nos mamiferos, o desenvolvimento embrionario no periodo da
determinagao sexual acontece sob condi¢des de temperatura controlada. Entretanto,
0s peixes sao animais pecilotérmicos, e o desenvolvimento embrionario ocorre em
condicdes de exposicao total aos fatores ambientais externos, onde alteracbes
relativamente grandes de temperatura podem acontecer (Devlin & Nagahama,

2002).
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Apesar da determinagcao sexual nas espécies de tilapia ser controlada
poligenicamente, por fatores genéticos maiores e menores, respectivamente nos
cromossomos sexuais e autossOmicos, as influéncias da temperatura nas
proporgdes do sexo também tém sido demonstradas como sendo muito importantes
neste processo (Baroiller & D’Cotta, 2001; Kwon et al., 2002).

A determinagdo do sexo € controlada pela agcdo de uma variedade de
sinalizagdes bioquimicas, envolvendo diferentes proteinas (fatores de transcrigao,
enzimas esteroidogénicas, sistemas de receptores e mensageiros secundarios).
Como a grande influéncia que a temperatura pode ter na estrutura e funcao de
proteinas e outras macromoléculas ja € bem conhecida, supde-se que as flutuacbes
de temperatura encontradas pelos peixes em seus locais naturais de vida, possam
alterar as sinalizagbes envolvidas na determinacdo do sexo e influenciar as
propor¢cdes de machos e fémeas (Devlin & Nagahama, 2002).

Estudos mais especificos, buscando decifrar os mecanismos de ag¢ao das
temperaturas altas na determinacdo do sexo, tém sido direcionados para uma
enzima esteroidogénica, a aromatase citocromo P450, que converte andrégenos em
estrogenos (D’Cotta et al., 2001).

Tratamentos com um inibidor da aromatase fizeram com que fémeas
genotipicas de tilapia do Nilo se transformassem em machos fenotipicos (Kwon et
al., 2002). Além disso, foi demonstrado que a expressao do gene ovariano da
aromatase é reprimida em machos genotipicos, mas estimulada em fémeas
genotipicas, principalmente durante o periodo critico da diferenciagcao sexual (Kwon

2001).
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Baroiller et al. (1995) iniciaram os estudos da influéncia da temperatura na
determinacao e diferenciagao sexual em tilapias (O. niloticus), utilizando tratamentos
com temperaturas da agua ao redor de 36°C, durante o mesmo periodo sensivel aos
tratamentos com horménios. Estes tratamentos aumentaram a propor¢ao de machos
de 33 a 81%. Esses autores demonstraram ainda, a existéncia de um efeito parental,
ou seja, a resposta ao tratamento com temperatura € altamente influenciada pelos
casais que originaram a progénie.

Altas temperaturas da agua podem causar efeitos semelhantes aos causados
pelos horménios na reversao sexual de tilapias, com variagcdes na proporg¢ao
macho:fémea, de acordo com a termo-sensibilidade das linhagens e familias dos
peixes, com percentuais de machos entre 55 e 100% (Baroiller et al., 1999; Baras et
al., 2001).

No entanto, para que os tratamentos com temperatura possam afetar a
proporcao de sexos, devem comecar antes do inicio da diferenciagcdo sexual das
gbnadas, e no minimo, sobrepor parcialmente esse periodo critico (D’Cotta et al.,
2001).

O periodo sensivel a temperaturas parece ter o mesmo momento e duragao
do periodo sensivel aos tratamentos hormonais em tilapia. Essa coincidéncia de
periodos sensiveis de temperatura e horménios, poderia resultar do efeito das
temperaturas altas na acdo de horménios ou enzimas durante a diferenciagao sexual
(Baroiller et al., 1999; Guiguen et al., 1999).

Tratamentos com altas temperaturas (acima de 32 a 34°C) durante o periodo
sensivel aos hormdnios, podem induzir a diferenciacdo das gbnadas para testiculos
funcionais, aumentando o percentual de machos em algumas progénies da mesma

linhagem (Baroiller et al., 1999).
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Populag¢des com até 100% machos tém sido alcangadas em progénies com
maior termo-sensibilidade, enquanto que em outras progénies a proporgao de
machos nao foi influenciada pelo tratamento com altas temperaturas (Baroiller et al.,
1999).

Em estudos similares na tilapia de Mocambique (O. mossambicus),
populagcbes expostas a faixa de temperatura de 20 a 32°C, no periodo de
desenvolvimento inicial, mostraram uma elevada propor¢cdo de machos nas
temperaturas mais altas (Wang & Tsai, 2000).

Na tilapia azul (O. aureus), que possuem sistema genético ZW, foram
encontrados maiores propor¢des de machos (chegando a 98%), na temperatura de
34°C do que nas temperaturas de 21 e 27°C (Desprez & Mélard, 1998), inclusive
com melhores desempenhos e sobrevivéncias nas temperaturas altas (Baras et al.,
2002). Regimes de temperaturas flutuantes, altas durante o dia e baixas durante a
noite, também podem induzir a masculinizagdo, mas de maneira menos eficiente do
que em temperatura alta e constante de 35°C (Baras et al., 2000).

Em estudos na tilapia do Nilo (O. niloticus), foi demonstrado que temperaturas
altas geralmente tém um efeito masculinizante, que pode chegar a sobrepor as
influéncias genéticas na determinacao sexual de individuos com gendtipos XX e XY
(Baroiller et al., 1995; Baras et al., 2001). Por outro lado, Abucay et al. (1999) e
Karayucel et al. (2003) também relataram efeito da temperatura alta no sentido
oposto, com a feminilizacdo em individuos com gendétipo manipulado YY (super

macho), particularmente em linhagens com maior consanguinidade.
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Para Baroiller et al. (1999), as condicdes ambientais podem ter efeitos
variaveis na diferenciagao sexual, dependendo da carga genética das linhagens
estudadas. Essas observagcbes mostram que a determinagao sexual das diferentes
espécies de tilapia sofre muitas influéncias, dependendo de combinacbes exatas da
presenca de fatores genéticos nas diferentes linhagens; e ainda, que as interacbes
entre os efeitos genéticos e ambientais na determinagado sexual podem variar em
forca e diregcdo. Estas interacdes na determinagao sexual, também podem ser
influenciadas pelos niveis de consanguinidade e de estabilidade dentro de uma
linhagem (Abucay et al., 1999).

A termo-sensibilidade e as proporgdes dos sexos sdo estaveis dentro de
progénies sucessivas, geradas pelo mesmo casal de reprodutores. Assim, o0s
efeitos parentais (paternal e maternal) influenciam fortemente a determinacgao
sexual em tilapias (Baroiller et al., 1995; Baroiller et al., 1999).

A caracteristica da termo-sensibilidade parece apresentar grande
herdabilidade, necessitando de trabalhos de selegcdo de familias e individuos que
expressem melhor essa caracteristica. Os efeitos da interagdo genétipo-ambiente-
fendtipo também precisam ser melhor estudados, principalmente visando a
aplicacao pratica na produgao de populagcbées monossexo (Altena e Host-Schwark,
2002).

Baras et al. (2001) indicam novos rumos para a realizacdo de pesquisas
futuras: a selecado de reprodutores e linhagens com maior termo-sensibilidade; o
teste das caracteristicas de termo-sensibilidade, associadas com a sobrevivéncia
das progénies; e a avaliagado do periodo de termo-sensibilidade, procurando obter a

masculinizagdo com periodos mais curtos de exposicoes a altas temperaturas.
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OBJETIVOS

- Analisar o efeito da temperatura da agua na produgao de populagdes masculinas

em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem Chitralada.

- Avaliar diferentes periodos de exposi¢ao a altas temperaturas e seus efeitos na

masculinizacao.

- Analisar o potencial do uso da temperatura na reversdo sexual, como técnica

alternativa ao emprego de horménios esteroides.
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RESUMO

As tilapias vém tomando uma posi¢cdo de destaque na aquicultura mundial. No
Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é o principal peixe cultivado,
principalmente depois da introducdo da linhagem tailandesa Chitralada. Para o
sucesso da criacdo de tilapias, € necessaria a producao de populacbées monossexo
macho. O método mais utilizado na reversdo sexual de larvas de tilapia é o
tratamento com hormdnios esterdides, o que vem levantando sérias questdes éticas
e ambientais. Felizmente, em algumas linhagens e espécies de tilapias, variagcdes na
temperatura da agua provocam resultados semelhantes aos dos tratamentos de
reversao sexual com horménios, sendo portanto uma nova opg¢ao na producao de
animais monossexo. Com esta finalidade, foram conduzidos 2 experimentos para
testar o efeito da temperatura na proporgao de sexos da tilapia do Nilo da linhagem
Chitralada. No primeiro experimento, foram analisados os efeitos dos tratamentos de
temperatura alta (35°C) e de temperatura controle (27°C), cuja aplicagao iniciou 10
dias apds a eclosao, por um periodo de 28 dias. Apds 60 dias, os animais foram
analisados microscopicamente, sendo encontrada diferenca significativa (p<0,01) na
proporcdo dos sexos. O maior percentual de machos foi encontrado para o
tratamento de temperatura alta (72,39%) em comparagéo com o tratamento controle
(62,27%). Quanto ao crescimento, ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os tratamentos, tanto para peso corporal, como para comprimento total. No
segundo experimento, foram analisados os efeitos de tratamentos com diferentes
periodos de exposigdo a uma temperatura constante de 35°C, considerada alta. Os
periodos de 7, 14, 21 e 28 dias foram contados a partir do 10° dia apo6s a eclosao, o
que coincidiu com o final da reabsor¢ao do saco vitelinico. Neste experimento, os
animais também foram analisados microscopicamente apds 60 dias, ndao havendo
diferenga significativa entre os diferentes periodos de exposicdo. Quanto ao
crescimento, na Fase 1, houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos,
tanto para peso corporal, como para comprimento total, com maiores médias para os
tratamentos com periodo de exposicao de 28 e 21 dias. Embora na Fase 2, também
tenha havido diferenca significativa (p<0,05) para esses mesmos parametros entre
os tratamentos, as maiores médias ocorreram no tratamento com periodo de
exposicao de 28 dias. Como era de se esperar, as taxas de sobrevivéncia tiveram
relagao direta com a presenga de canibalismo, e este foi significativamente maior
nos tratamentos com temperatura alta. Nos dois experimentos nao foram
observados animais intersexo, sendo verificados efeitos significativos da
temperatura na proporgdo de sexos, o que indica a presenga da caracteristica de
termo-sensibilidade na linhagem Chitralada. O periodo mais curto de exposigéo, de
sete dias, manteve os efeitos masculinizantes, com maiores taxas de sobrevivéncia.

Palavras-chave: proporcao de sexos, aquicultura, reversdo sexual em peixes
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Effect of water temperature on the production of monosex populations in the
Chitralada strain of Nile tilapia (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT

Tilapias are becoming an important production source in world aquaculture. In Brazil,
the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the main cultivated fish, especially following
the introduction of the Thai Chitralada strain. For the successful rearing of this fish,
the production of male monosex populations is necessary. The most popular method
is sexual reversal of larvae using steroid hormones. This practice raises serious
ethical and environmental questions. In some species and strains of tilapia, variations
in water temperature can cause similar results, thereby becoming a new option for
the production of monosex animals. To test the effect of water temperature on sex
ratio in Nile tilapia, two experiments were carried out. Primarily, the effect of high
(35°C) and control (27°C) water temperature were tested beginning 10 days post
hatching, for 28 days. After a further 60 days, the animals were analyzed under a
microscope and a significant difference in sex ratio was found (p<0.01). The highest
proportion of males was in the high temperature group (72.39%), compared with the
control group (62.27%). In terms of growth, no significant differences were found for
total length or body weight between the groups. In the second experiment, the effect
of different exposure times at a constant temperature of 35°C was tested. Periods of
7, 14, 21 and 28 days were tested, starting 10 days post hatching, when the
reabsorption of the yolk sac ended. The animals were again evaluated under the
microscope after 60 days. No significant differences were found in sex ratio between
groups. In phase 1, a significant difference was found between treatments for body
weight and total length, the highest means for exposure periods of 21 and 28 days.
In phase 2, a significant difference between treatments was also found (p<0.05) for
these parameters, the highest means being for 28 day exposure. As expected,
survival rate had a direct relationship with the presence of cannibalism, which was
higher in high temperature groups. No intersex individuals were found in either
experiment, but significant temperature effects on sex ratio was found in both
experiments, indicating the thermo-sensitivity of the Chitralada strain. The shortest
exposure period (7 days) maintained masculinizing effects with higher survival rates.

Key words: sex ratio, aquaculture, fish sex inversion
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INTRODUGAO

A tilapia é considerada o peixe mais importante do século XXI, uma vez que é
criada em mais de 100 paises, com uma producao anual estimada em 800.000
toneladas (Fitzsimmons, 2000). No Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é
a espécie mais utilizada nos cultivos comerciais, devido a sua rusticidade, rapido
crescimento, carne de 6tima qualidade e boa aceitacdo pelo mercado consumidor,
com seu cultivo crescendo rapidamente, com taxas de 30 a 40% nos ultimos anos
(Lovshin, 2000; Kubitza, 2000).

Zimmermann & Little (2003) realizaram estudo para analisar os impactos
gerados pela introdugcdo no Brasil, em 1996, da tilapia do Nilo da linhagem
tailandesa Chitralada. Nesse ano, a producao nacional de tilapias era de 10.000
toneladas (17% do total da aquicultura), sendo que em 2002, ja alcangava 75.000
toneladas (38% do total da aquicultura). Dessa produgao, foi estimado que 50.000
toneladas sejam da linhagem tailandesa Chitralada, ou seja, 67% da produgéao
nacional de tilapias cultivadas. Estes mesmos autores indicaram que no ano de
2002, foram produzidos no Brasil, 200.000.000 de alevinos de tilapia da linhagem
tailandesa Chitralada, mostrando a importancia dessa linhagem para a tilapicultura
nacional (Zimmermann & Little, 2003).

Por outro lado, as caracteristicas reprodutivas da tilapia do Nilo como: alta
capacidade de reproducao, maturidade sexual precoce, fecundidade relativa elevada
e desova frequente, tém levado a uma das principais dificuldades encontradas pelos
piscicultores, que € a superpopulacédo dentro dos viveiros de cultivo, prejudicando a
taxa de crescimento dos individuos (Popma & Green, 1990; Kubitza, 2000; Borges,

2002).
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A pratica mais utilizada para o controle da reproducédo, € a criagao de
populagbes monossexo. Na tilapia do Nilo, os machos apresentam melhor
crescimento e desempenho na engorda, uma vez que as fémeas, além de utilizarem
grande parte de suas reservas para as atividades reprodutivas, ndo se alimentam
durante o periodo da incubag¢do oral dos ovos, sendo indicada a criagcao de
populagdes monossexo macho (Beardmore et al., 2001; Phelps & Popma, 2000).

Um dos métodos mais comuns atualmente € a reverso sexual de larvas com
a utilizagao de ragdes contendo hormdnios esterdides sexuais sintéticos (Popma &
Green, 1990; Macintosh & Little, 1995). Apesar de ter sido demonstrado em estudos
especificos (Rothbard et al., 1990; Curtis et al., 1991) que o horménio ndo apresenta
residuos nos tecidos dos peixes tratados, existe ainda as preocupagdes quanto a
sua liberacdo no ambiente e a reagdao dos consumidores (Beardmore et al., 2001;
Karaytcel et al., 2003).

Estas preocupacdes tém feito com que se busque uma melhor qualidade e
eficiéncia no processo, com a diminuigdo dos custos e riscos, e principalmente a
reducao dos impactos ambientais (Pandian & Sheela, 1995; Baras et al., 2001).

Na tilapia do Nilo, estudos recentes, demonstraram que as altas temperaturas
da agua podem causar efeitos semelhantes aos provocados pelos horménios
esterdides na reversao sexual, com variagdes nas propor¢dées macho:fémea de
acordo com a termo-sensibilidade das linhagens e familias dos peixes estudados
(Baroiller et al., 1995; Abucay et al., 1999; Baras et al., 2001 Altena & Horst-
Schwark, 2002; Muller-Belecke et al., 2003).

O presente estudo pretende investigar os efeitos da temperatura da agua na
producdo de populacdes monossexo macho de tilapia do Nilo da linhagem

tailandesa Chitralada.
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MATERIAL E METODOS

Foram realizados dois experimentos, para testar os efeitos da temperatura e
de diferentes periodos de exposi¢ao, na produgao de populacbes monossexo de

tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem tailandesa Chitralada.

Local

Os experimentos foram conduzidos nas instalagcbes do Laboratério de
Reproducao e Reversdo Sexual de Peixes, do Centro de Tecnologia em Piscicultura
(CTP), pertencente a Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Distrito
Federal (SEAPA-DF), localizado na Granja Modelo do Ipé, em Brasilia. O periodo
experimental foi de 12/04/2003 a 17/07/2003, sendo que cada um dos dois

experimentos teve a duracao de 60 dias.

Animais

Os animais utilizados nos experimentos, foram originarios do plantel de
reprodutores de tilapia do Nilo da linhagem tailandesa Chitralada, de uma empresa
comercial de producao de alevinos, localizada no Estado de Minas Gerais. O lote de
reprodutores foi composto de 800 fémeas e 260 machos, criados em gaiolas de
reproducao, também conhecidas como hapas, colocadas em viveiros cobertos com

um filme de polietileno. O sistema de reproducao adotado foi o descrito por Peixoto
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& Pereira Junior (2003), e consistia das seguintes etapas: reprodu¢ao semanal
sincronizada, coleta de ovos na boca das fémeas e incubacéo artificial.

Para obter uma amostra representativa de uma populagdo normal de tilapia
do Nilo da linhagem Chitralada, em reprodugcdo comercial, os lotes foram
amostrados de um total semanal produzido de aproximadamente 200.000 larvas.
Foram utilizados lotes de 2.500 animais para o experimento 1 e de 3.000 animais
para o experimento 2.

As larvas chegaram ao CTP com idade entre oito e nove dias apés a eclosao
(DAE), sendo que com esta idade os animais ainda nao haviam iniciado a receber a
alimentacado exdgena e ainda nao tinham completado a reabsor¢cdao do saco

vitelinico. Foram ainda avaliadas quanto a vitalidade e a auséncia de ectoparasitas.

Tratamentos

O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado para
os dois experimentos, sendo o experimento 1 constituido de dois tratamentos com
oito repeticdes cada, e o experimento 2 de quatro tratamentos com quatro repeticoes
cada.

Buscando verificar a existéncia da caracteristica da termo-sensibilidade, no
experimento 1, foram aplicados dois tratamentos: manutencdo constante da
temperatura da agua a 27°C (temperatura controle) ou manutencao constante da
temperatura da agua a 35°C (temperatura alta). Em ambos os tratamentos, o

periodo de exposicao foi de 28 dias.
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A fim de testar os efeitos de diferentes periodos de exposicéo a temperaturas
altas, no experimento 2, foram aplicados quatro tratamentos. No primeiro, a
temperatura da agua foi mantida constante a 35°C durante 28 dias (periodo
controle), enquanto que nos demais, a temperatura da agua foi mantida constante a
35°C, por periodos que variaram entre 7, 14 e 21 dias. Apos estes periodos, a

temperatura foi reduzida a 27°C, até que se completasse 28 dias.

Unidades Experimentais

As unidades experimentais foram constituidas por caixas térmicas de
poliestireno expandido, com medidas internas de 54 cm x 33,5 cm x 29 cm, de
comprimento, largura e altura, respectivamente. As caixas eram revestidas com
pintura acrilica, na cor branca, com volume util de 40 litros, e possuiam um sistema
de recirculacdo de agua com temperatura constante. A temperatura foi mantida
através de controladores digitais (Full Gauge MT-511R e MT-516R), com registro de
memoria de temperatura maxima e minima, conectados a aquecedores elétricos de
1.000 Watts de poténcia.

Nas caixas, o fluxo de agua foi mantido continuo a 0,8 litros por minuto,
através de bombas submersas (Sarlo Better 550), o que possibilitava uma
renovagao completa a cada 50 minutos, bem como o funcionamento dos filtros
biologicos.

Para a oxigenacdo da agua, cada caixa foi equipada com uma pedra porosa
ligada, através de mangueiras plasticas e tubos de PVC, ao compressor de ar com

1,5 hp de poténcia.
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Para reduzir as perdas de temperatura e, ao mesmo tempo, facilitar a
visualizagao dos animais, as caixas foram cobertos com tampas de vidro liso incolor
de 8mm de espessura. Também foi realizada uma adequacéo do fotoperiodo para
12 horas de luz e 12 horas de escuro (12:12), através de quatro lampadas
incandescentes de 100 Watts cada, localizadas um metro acima dos conjuntos de
caixas, ligadas a um dos controladores digitais de temperatura (Full Gauge MT-

516R) que possuia fungao de timer ciclico.

Procedimentos Experimentais

Nos experimentos 1 e 2, nove dias apds a eclosado (9 DAE) as larvas foram
subdivididas, aleatoriamente, em 16 lotes de 130 animais cada, sendo os mesmos
distribuidos entre as unidades experimentais. Inicialmente, todas as caixas
apresentavam temperatura constante de 27°C. Nas caixas onde foram aplicados os
tratamentos com temperatura alta (35°C), a agua foi aquecida gradativamente,
elevando-se 4°C a cada 12 horas, até que se alcangasse a temperatura desejada.

Dez dias apds a eclosdao (10 DAE), os tratamentos foram efetivamente
iniciados, sendo chamado de dia 1 dos experimentos, com todas as temperaturas
estabilizadas e mantidas constantes.

Na fase de aplicacado dos tratamentos (Fase 1), que teve uma duragao de 28
dias, os lotes de larvas foram mantidos nas unidades experimentais, expostos a
temperaturas constantes, de acordo com cada tratamento. Ao final do periodo de
exposicdo aos tratamentos com temperatura alta, a agua foi também resfriada
gradativamente, reduzindo-se 4°C a cada 12 horas, até retornar a temperatura de

27°C.
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No dia 29, apds o término da Fase 1, a temperatura de todas as caixas foi
mantida em 27°C, e os lotes, devidamente identificados, foram transferidos para a
fase de crescimento (Fase 2). Nessa fase, os animais foram mantidos em tanques
circulares de fibrocimento com volume util de 400 litros, revestidos com pintura
acrilica na cor branca, que estavam em sistema de recirculagcdo de agua com
temperatura parcialmente controlada. Na Fase 2, os animais permaneceram por
mais 32 dias, até o final do periodo experimental, possibilitando a identificagéo e a
sexagem das gbnadas.

A temperatura da agua era verificada uma vez ao dia, pela manha (8:00h),
pela leitura direta do visor dos controladores digitais, e pelo registro das
temperaturas maximas e minimas, sendo confirmada através do registro individual
das unidades experimentais, com termdémetro digital portatil de vareta (Minipa MV-
363). Na Fase 2, a temperatura da agua dos tanques circulares foi verificada duas
vezes ao dia, pela manha (8:00h) e pela tarde (16:00h), com 0 mesmo termémetro
digital.

Para a alimentagao dos animais, a partir do nono dia apds a eclosao (9 DAE),
0s mesmos receberam uma racdo comercial para peixes, extrusada e finamente
moida, com 42% de proteina bruta e enriquecida com vitaminas C (400mg/kg) e E
(150mg/kg), fornecida ad libitum, com frequéncia de seis vezes ao dia.

A qualidade da agua foi mantida através de filtros biolégicos e da sifonagem
diaria dos restos de racao e fezes, sendo feita a renovacéao diaria de agua, entre 10
e 15 % do volume total, de forma a repor as perdas, tanto pela evaporagdo como

pela sifonagem.
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A agua utilizada na reposicédo era aquecida ou resfriada de acordo com as
temperaturas de cada caixa. As operacgdes de limpeza e sifonagem foram realizadas
pela manha apos a verificagdo das temperaturas. Os tanques também foram
sifonados diariamente, com renovacgao de agua entre 2,5 a 5% do volume total.

Os parametros da qualidade da agua observados foram os seguintes:
oxigénio dissolvido, pH, alcalinidade total e aménia total. Procurou-se manter os
niveis de oxigénio dissolvido acima de 4ppm; o do pH entre 6,0 e 8,5; o da
alcalinidade acima de 50 mg/l; e o de amoénia ionizada abaixo de 0,02mg/I.

O oxigénio dissolvido foi monitorado, semanalmente, com oximetro digital
(YSI F-1550), enquanto que os demais parametros o foram com um kit colorimétrico
(Alfa-tecnoquimica), com a mesma frequéncia.

A mortalidade foi verificada e registrada diariamente, a partir da observagao
direta das unidades experimentais, principalmente no momento da sifonagem,
determinando a sobrevivéncia aparente, sendo que a sobrevivéncia real foi
determinada pela diferenga entre a contagem inicial e final dos animais, tanto para a
Fase 1 como para a Fase 2.

Para as medidas de peso corporal e comprimento total, retirou-se,
aleatoriamente, uma amostra de dez animais de cada unidade experimental, que
foram medidos e pesados, no inicio da Fase 1 para os dois experimentos, e no final
da Fase 1 do experimento 2. O peso corporal foi determinado utilizando uma
balanca com precisao de 0,0001g (Bosh 2000), retirando o excesso de agua dos
animais com papel absorvente, enquanto que o comprimento total foi medido com
um paquimetro com precisdao de 0,05 mm (Mitutoyo). Os animais amostrados no
inicio dos experimentos 1 e 2 (dia 1) foram descartados, reduzindo o numero inicial

de animais por lote para 120 larvas. Os animais amostrados no final da aplicagao
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dos tratamentos (Fase 1) do experimento 2 (dia 29), retornaram para os respectivos
tanques, dando continuidade a fase de crescimento (Fase 2).

Ao final da Fase 2, dos experimentos 1 e 2, quando os animais encontravam-
se com idade de 69 dias apods eclosao (69 DAE), todos foram sacrificados por
choque térmico, em recipientes com agua e gelo com temperatura de 0,5°C, sendo
pesados e medidos.

Todos os animais foram identificados individualmente com etiquetas
numeradas, fixadas com fio de nylon, possibilitando a comparagao das estruturas
gonadais entre animais de mesmo peso e tamanho.

Em seguida, os animais divididos pelos seus lotes de tratamentos, foram
acondicionados em recipientes plasticos com solugao do fixador de Bouin, para
estabilizacado dos tecidos, e armazenados sob refrigeracdo para posterior analise da
proporgao de sexos.

A proporcao de sexos foi determinada pela analise das génadas, utilizando a
técnica do aceto-carmim, inicialmente descrita por Guerrero & Shelton (1974), como
instrumento para sexagem de alevinos de tilapia azul (Oreochromis aureus) e
blueqill (Lepomis macrochirus), sendo adaptada e validada para alevinos de tilapia
do Nilo (O. niloticus) por Wassermann & Afonso (2002).

Para o preparo da solugédo do corante aceto-carmim, adicionaram-se 0,59 de
corante indigo carmim em pd, a 100ml de acido acético a 45%, fervendo por 4
minutos. Apds esfriar, a solugao foi filtrada para a remocgao de particulas grosseiras,
e armazenada em frasco escuro, para evitar a decomposi¢cao do corante pela luz.

Os animais foram retirados da solugao do fixador de Bouin, e dissecados com
auxilio de tesoura pequena, realizando uma incisao ventral para evisceragao e

exposicdo das gbnadas, ja que na tilapia do Nilo, as mesmas encontram-se
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dispostas no sentido longitudinal, em contato com a parte ventral da bexiga
natatoria.

Para a remocao das génadas, foram rompidos os ligamentos de sustentagao
com o uso de pinga de ponta fina. Apds a retirada das duas gbnadas de cada
animal, as mesmas foram colocadas sobre lamina de vidro, com a adi¢cao de
algumas gotas do corante aceto-carmim, cobertas com laminula, levemente
pressionada, com o objetivo de romper a estrutura externa das génadas.

A visualizacao das estruturas gonadais foi feita com microscépio binocular
optico (Coleman) nos aumentos de 40, 100 e 400 vezes. As laminas foram
fotografadas, adaptando uma maquina fotografica digital (Sony DSC P-52) junto a
ocular.

Para determinacdo do sexo gonadal dos animais, foram adotados os
seguintes critérios: nos machos, presenca de cistos e de espermatogbnias e
espermatocitos, e nas fémeas, presenca de ovocitos em diferentes estadios de
desenvolvimento (cromatina-nucléolo e perinucleolar) e proliferagédo das células do
estroma.

A morfologia externa da gbnada, a sua localizagao e inser¢ao na cavidade
abdominal, assim como a sua afinidade na presenca da solugao do corante de
aceto-carmim, foram observagdes de menor importancia, mas também uteis para a
determinacao do sexo gonadal.

Na Figura 1, € possivel a visualizagdo de algumas etapas dos experimentos.

Os efeitos dos tratamentos de temperatura da agua na masculinizagao foram
estimados, levando-se em consideracao as proporgdes de sexos, as taxas de
sobrevivéncia e canibalismo, e as medidas de peso corporal e comprimento total,

entre o grupo controle e demais tratamentos.
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Figura 1 — Visao geral dos experimentos: larvas com saco vitelinico 8 DAE (A); alevinos 38 DAE
(B); unidades experimentais, Fase 1 (C) e Fase 2 (D); medigdo oxigénio (E);
alimentacgao (F); pesagem (G); alevinos 69 DAE com etiquetas na solugédo de Bouin (H)
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Analise Estatistica

Para a analise estatistica dos dados, a estimativa para proporgéo de sexos foi
feita utilizando o teste de Qui-Quadrado (%), com nivel de significancia de 0,01. Para
os parametros peso corporal, comprimento total, mortalidade, sobrevivéncia e
canibalismo, foi feita a analise de varidncia (PROC GLM) com teste de comparacéao
de médias de Tukey, com nivel de significancia de 0,05, sendo feita também, analise
de regressao (PROC REG) para os dados de peso corporal e comprimento total.

Para os valores apresentados em percentagem, os dados dos parametros

analisados foram transformados pela expresséo y = arcsen+/x/100, onde y = valor
transformado e x = valor em percentagem do parametro. Na analise estatistica foi

utilizado o software Statistical Analysis System (SAS, 2001).
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RESULTADOS

Temperatura e Qualidade da Agua

Os parametros de qualidade de agua monitorados durante os experimentos,
encontram-se dentro do recomendado para a aquicultura por Tavares (1995).

Durante a conducdo dos experimentos, os valores medidos para a
temperatura da agua, utilizada nos tratamentos, mantiveram-se constantes pelo
periodo correspondente, do inicio da alimentagao exdgena das larvas (10 DAE) até
o final da aplicacdo de cada tratamento nas caixas (Fase 1), conforme mostrado na
Tabela 1. As oscilagdes diarias nas temperaturas foram obtidas através da leitura
direta dos controladores digitais, pelos registros das temperaturas maximas e
minimas, mostrando pequenas oscilagbes durante o periodo de aplicagdo dos
tratamentos de temperatura.

Como pode ser visto na Tabela 1, os valores da temperatura da agua,
medidos nos tanques na fase de crescimento (Fase 2), mostraram variagdes
maiores do que as observadas para Fase 1.

Nos dois experimentos, os valores meédios para oxigénio dissolvido na Fase 1,
foram de 5,6 e 4,8 ppm, respectivamente para os caixas com temperaturas de 27 e
35°C, sendo que na Fase 2, os tanques apresentaram valores médios de 6,2ppm.

Os valores médios para pH e alcalinidade total, mantiveram-se constantes ao
longo dos dois experimentos, sendo encontrado pH de 7,5 e, alcalinidade total de
60mg/l. Todas as medigbes para amodnia total mantiveram-se abaixo do valor de

0,5ppm, limite minimo de sensibilidade do teste colorimétrico empregado.
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Tabela 1 — Valores médios semanais da temperatura da agua nos experimentos 1 e 2.

Fase 1 Fase 2
Tratamento Semanas Semanas
(°C) (°C)
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Experimento 1

27554 27,2+0,1 27,2+0,1 27,3+0,2 27,2+0,1 27,1+0,6 25,5+1,9 25,8+1,5 26,9+1,9 25,3+2,4

35,84 35,1+0,3 35,2+0,2 35,2+0,1 35,0+0,1 28,8+3,1 25,2+1,8 25,8+1,6 26,8+1,9 25,2+2,2

Experimento 2

35074 35,4+0,1 28,4+2,8 27,2+0,1 27,1£0,1 26,9+2,4 27,8+2,3 26,5+2,6 27,4+3,2 27,4x1,7
35444 35,3+0,1 35,2+0,2 28,4+2,7 27,1:0,1 26,4+2,2 26,5+2,2 26,5+2,0 27,2+2,5 27,0+1,4
35,14 35,0+0,1 35,1+0,1 35,2+0,1 28,5+2,9 26,2+2,1 26,9+2,3 26,1+2,3 26,7+2,8 26,8+1,4

35584 35,0+0,1 35,1+0,1 35,1+0,1 35,1+0,1 27,3+2,3 28,1+5,0 26,7+2,5 27,4+2,9 27,3+1,4

27,34 temperatura de 27°C com periodo de exposi¢édo de 28 dias
3507d; 35144; 352145 35284: temperatura de 35°C com periodos de exposicédo de 7, 14, 21 e 28 dias, respectivamente.

Efeito na Proporgao de Sexos e Estruturas Gonadais

Para a determinagao da proporgcdo de sexos, nos dois experimentos foram
analisadas, através da técnica de aceto-carmim, as gbnadas de um total de 1.225
animais.

Para a identificacdo microscopica de gbnadas de machos e fémeas através
da técnica de aceto-carmim, foram utilizados os seguintes critérios: presenca de
cistos com quantidade de células germinativas (espermatogdnias e espermatacitos)
em machos, e presenca de ovocitos em diferentes estadios de desenvolvimento nas
fémeas. A figura 2 mostra as estruturas que foram utilizadas para diferenciar os

testiculos dos ovarios.

40



Nas observagdes feitas no aumento de 40 vezes (Figuras 2A e 2B) o menor
tamanho da estrutura testicular se tornou evidente. Nao foi possivel a definicao de
estruturas celulares nos machos, muito embora, os cistos utilizados na definicdo do
sexo, tenham sido visualizados com relativa facilidade. Com relagdo aos ovarios, o
maior tamanho da estrutura gonadal foi observado, sendo possivel identificar a
presenca de ovocitos.

Utilizando o aumento de 100 vezes (Figuras 2C e 2D), a identificagao dos
cistos nos testiculos tornou-se mais evidente, embora, ainda nao fosse possivel,
identificar o estadio de desenvolvimento das células germinativas. Nos ovarios, a
definicdo do estadio de desenvolvimento dos ovdcitos foi mais evidente.

A visualizagado das génadas no aumento de 400 vezes (Figuras 2E e 2F),
possibilitou identificar estruturas celulares nos testiculos. Além dos cistos estarem
bem definidos, foi possivel em alguns casos identificar espermatogbnias. Nos
ovarios, o aumento de 400 vezes permitiu a confirmagao das definicdes anteriores
utilizando aumentos menores.

Em ambos os sexos, a presenca, o tamanho e a quantidade de células
germinativas foram fatores importantes na classificagdo, sendo células germinativas
pequenas e em numero reduzido nos machos, e em maior numero e tamanho nas
fémeas.

Antes de sua retirada para a realizagdo da técnica de aceto-carmim, as
gbnadas eram expostas e, em muitos casos ja permitiam que se fizesse uma

distingdo macroscopica entre machos e fémeas (Figuras 3A e 3B).
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Figura 2 — Analise microscépica das gbnadas coradas pelo corante aceto-carmim em diferentes
aumentos (40, 100 e 400X): testiculos (A, C e E) setas indicando espermatogénias;
ovarios (B, D e E) setas indicando ovécitos com nucléolo evidente.
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Figura 3 — Analise macroscopica das gbénadas: testiculos (A) e ovarios (B).

Os machos foram caracterizados por apresentar um par de gbnadas finas,
esbranquigadas e ocupando a parede dorsal no sentido longitudinal, estendendo-se
posteriormente da cabecga até a inserg¢ao junto a papila genital. A adigao da solugao
de Bouin, facilitou a visualizagao e a retirada dos testiculos e, proporcionou firmeza
e integridade aos tecidos.

Apés a retirada das gbnadas da cavidade abdominal e colocagao das
mesmas na lamina, verificou-se que os testiculos apresentaram maior afinidade e
absorveram mais rapidamente a solugdo do corante aceto-carmim e, quando em
contato com esta, se enovelaram.

Nas fémeas, o par de gbnadas se caracterizava por ser mais espesso,
arredondado e opaco, ocupando a parede dorsal no sentido longitudinal, porém a
parte mais anterior da génada iniciava-se mais posteriormente quando comparada
aos machos e era possivel visualizar ligamentos que mantinham as génadas ligadas
a parede dorsal. A adicdo da solugdo de Bouin também deu mais firmeza ao tecido

dos ovarios, facilitando a retirada dos mesmos.
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Os ovarios mostraram menor afinidade e permaneceram com sua estrutura
retilinea quando em contato com a solugdo do corante aceto-carmim. Foi possivel
constatar também que os ovarios apresentaram-se mais largos e curtos quando
comparados a testiculos de animais de mesmo peso e comprimento.

Os resultados das proporgées do sexo encontrados na analise microscoépica
dos animais apos 60 dias (69 DAE), nos experimentos 1 e 2, foram analisados pelo
teste Qui-quadrado, comparando os tratamentos entre si.

No experimento 1, houve diferenga significativa (p<0,01) entre as proporgdes
de sexo dos animais dos tratamentos de temperatura controle (27°C) e de
temperatura alta (35°C), com maior propor¢cdo de machos no tratamento de
temperatura alta (X2=8,45; gl=1; p=0,0035). A percentagem de machos foi de
62,27% e 72,39%, respectivamente, para os tratamentos de temperatura controle e

alta como pode ser visto na Tabela 2.

Tabela 2 — Efeito do tratamento de temperatura, aplicados a partir do 10° dia apds a eclosdo, na
proporgao dos sexos da tilapia do Nilo da linhagem Chitralada, no experimento 1.

Tratamento Machos Fémeas Total Machos
(n) (n) (n) (%)

27284 203° 123° 326° 62,27

35,84 2912 1112 4022 72,39

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente (P>0,01) pelo Teste %2
27,34 temperatura de 27°C com periodo de exposigédo de 28 dias
35,34: temperatura de 35°C com periodo de exposi¢édo de 28 dias
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No experimento 2, ndo houve diferencas significativas (p<0,01) entre as
proporgdes do sexo dos animais dos tratamentos mantidos a temperatura alta (35°C)
por diferentes periodos de exposicdo de 7, 14, 21 e 28 dias (X2=2,90; gl=3;
p=0,4072). A percentagem de machos foi de 75,86%, 69,39%, 68,60% e 66,67%,
respectivamente, para 7, 14, 21 e 28 dias de periodo de exposigdo como

demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 — Efeito do tratamento de temperatura, aplicados a partir do 10° dia apds a eclosao, na
proporgao dos sexos da tilapia do Nilo da linhagem Chitralada, no experimento 2.

Tratamento Machos Fémeas Total Machos
(n) (n) (n) (%)

35074 110° 35° 145° 75,86

35140 102° 45° 147° 69,39

35214 83° 38° 121° 68,60

3524 56° 28° 84° 66,67

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente (P>0,01) pelo Teste %2
35074; 35144; 352145 35284: temperatura de 35°C com periodos de exposicédo de 7, 14, 21 e 28 dias, respectivamente.

Para aumentar o poder do teste e melhor esclarecer os resultados, os dados
dos tratamentos de temperatura alta (35°C) dos experimentos 1 e 2 foram
agrupados, e da mesma forma, ndo foram encontradas diferengas significativas
(p<0,01) na comparacédo entre diferentes periodos de exposicao (x2=2,17; gl=3;
p=0,5374), como pode ser visto na Tabela 4, alterando a percentagem de machos

para 71,40%, no tratamento com periodo de exposicao de 28 dias.
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Tabela 4 — Efeito do tratamento de temperatura, aplicados a partir do 10° dia apdés a ecloséo, na
proporcao dos sexos da tilapia do Nilo da linhagem Chitralada, nos experimentos 1 e 2.

Tratamento Machos Fémeas Total Machos
(%) (n) (n) (n) (%)
35074 110° 35° 145° 75,86
35144 102° 45° 147° 69,39
35214 83° 38° 121° 68,60
35284 347° 139° 486° 71,40

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente (P>0,01) pelo Teste %2
3507d; 35144; 352145 35284: temperatura de 35°C com periodos de exposicédo de 7, 14, 21 e 28 dias, respectivamente.

Na analise das gbnadas dos animais dos dois experimentos, nao foram
identificados individuos intersexo, onde em um animal ou génada sao observadas
células ovarianas e testiculares ao mesmo tempo. Da mesma forma, ndo foram
observadas alteragcbes nas estruturas gonadais, entre os animais dos diferentes

tratamentos.

Efeito na Sobrevivéncia

Para os calculos das taxas de sobrevivéncia, foram consideradas as mortes
registradas diariamente pela observagao dos corpos presentes nas unidades
experimentais, chamada de sobrevivéncia aparente, e a diferenca entre os numeros
iniciais e finais de cada fase, chamada de sobrevivéncia real. Quando os valores da
sobrevivéncia aparente e real foram diferentes, a diferenca foi atribuida ao
canibalismo.

As taxas de sobrevivéncia real e de canibalismo dos dois experimentos, assim
como a distribuicdo da mortalidade ao longo das semanas nas Fases 1 e 2 podem

ser vistas nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 5 — Valores das taxas de mortalidade, sobrevivéncia e canibalismo, registrados no periodo de
aplicagéo dos tratamentos (Fase 1) para os experimentos 1 e 2.

Mortalidade (%) Sobrevivéncia Canibalismo
Tratamento Semanas (%) (%)

Experimento 1 2 3 4 Aparente Real
1

27284 51,46° 2,402 0,522 0,732 44.90°  42,40° 2,50°
35,84 12,50°  0,10° 0,312 1,152 85,942  66,56° 19,382

Experimento
2

35074 15,42°  854% 500 4,172 66,887 62,082 4,80°
35144 17,50° 6,67 12,080 6,46% 57,29 53,06° 3,33°
35514 25,83° 125° 354% 4382 65,000 40,83° 24,172
35584 40,212 1,04° 2,50P 3,962 52,29° 3250°  19,79°

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, néo diferem significativamente (P>0,05) pelos Testes F e Tukey
27,34: temperatura de 27°C com periodo de exposigao de 28 dias
35074; 351445 35214; 35284: temperatura de 35°C com periodos de exposigao de 7, 14, 21 e 28 dias, respectivamente.

Tabela 6 — Valores das taxas de mortalidade, sobrevivéncia e canibalismo, registrados na fase de
crescimento (Fase 2) para os experimentos 1 e 2.

Mortalidade (%) Sobrevivéncia Canibalismo
Tratamento Semanas (%) (%)
Experimento 5 6 7 8 9 Aparente Real

1
2784 0,10° 0,00° 0,42° 0,42° 1,46% 94,35° 85,01° 9,342
35,84 1,352  2,60° 4,58% 4277 0,94° 7934° 63,85° 1549°

Experimento
2

35074 3,75° 4,38% 2927 1,25% 167° 77,52° 4966° 27,86°
35144 458" 188" 271" 063" 146° 7915 61,39° 17,76%
35214 7,29° 188" 0,63* 1,25° 0,63 71,43 62,24° 9,19°

35284 583° 2,08 1,04 063" 063 6859 53,85 14,74%®

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente (P>0,05) pelos Testes F e Tukey
27,34: temperatura de 27°C com periodo de exposigao de 28 dias
35074; 3514a; 35214; 35284: temperatura de 35°C com periodos de exposicéo de 7, 14, 21 e 28 dias, respectivamente.

No experimento 1, as taxas de sobrevivéncia real diferiram significativamente
(p<0,05), com uma maior sobrevivéncia na Fase 1 para o tratamento de temperatura
alta (66,56%), ocorrendo o inverso na Fase 2, na qual houve uma maior
sobrevivéncia para o tratamento de temperatura controle (85,01%). As taxas de

canibalismo, no experimento 1, apresentaram diferengas significativas (p<0,05)
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apenas na Fase 1, com maiores percentuais para o tratamento de temperatura alta
(19,38%), na Fase 2 nao houve diferencga significativa entre os tratamentos (p>0,05).

No experimento 2 foram observadas diferengas significativas (p<0,05) apenas
para a Fase 1, com maiores taxas de sobrevivéncia apresentadas nos tratamentos
com periodos de exposi¢cao mais curtos (7 dias= 62,08% e 14 dias= 53,96%), sendo
que na Fase 2 nao foram verificadas diferencas significativas (p>0,05) entre os
diferentes tratamentos. As taxas de canibalismo, no experimento 2, apresentaram
diferencas significativas (p<0,05) na Fase 1, com maiores percentuais para os
tratamentos com maiores periodos de exposicdo (21 dias= 24,17% e 28 dias=
19,79%), na Fase 2 também houve diferenga significativa (p<0,05) entre os
tratamentos, com taxa de canibalismo mais alta no tratamento com menor periodo
de exposicao (27,86%).

Nos dois experimentos, os maiores valores de mortalidade foram observados
na primeira semana da Fase 1, com concentragdo da mortalidade no segundo e

terceiro dia do experimento 1, e no terceiro e quarto dia do experimento 2.

Efeito no Peso Corporal e no Comprimento Total

Os valores médios encontrados no dia 1, para peso corporal e comprimento
total para as larvas iniciais (10 DAE), foram respectivamente, de 9,2+1,1mg e
9,27+0,46mm para o experimento 1 e, de 9,2+1,4mg e 9,63+0,69mm para o
experimento 2. A tabela 7 mostra os valores médios de peso corporal e comprimento
total, encontrados no final da Fase 2, para os experimentos 1 e 2, no final da Fase 1

para o experimento 2.
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Tabela 7 — Valores médios do comprimento total e peso corporal das larvas e alevinos, ao final da

aplicagdo dos tratamentos (Fase 1), e ao final da fase de crescimento (Fase 2) para os
diferentes tratamentos dos experimentos 1 e 2.

Tratamento Fase 1 Fase 2
n  Comprimento Peso n  Comprimento Peso
Experimento Total (mm) Corporal (9) Total (mm) Corporal (g)
1
27 584 NA NA NA 326 38,08:7,66° 1,0467 = 0,7528°
35284 NA NA NA 402 36,84 8,89 1,0450 = 0,9482°

Experimento
2
35074 10 17,42-:2,72° 0,0893 = 0,0326° 145 31,91:8,78° 0,7105=:1,0416%°
35,44 10 17,60-2,88" 0,0913:0,0513" 147 29,48 +6,56° 0,5237 = 0,4053°
35,14 10 20,83:4,32* 0,1827+0,1531% 121 31,98:7,36° 0,6750 = 0,5354%°
35,44 10 22,50:4,09° 0,2229:0,1350° 84 3530:8,81" 0,9226 +0,8438°

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, ndo diferem significativamente (p>0,05) pelo Teste F e Tukey
27,34: temperatura de 27°C com periodo de exposi¢ao de 28 dias

35074; 35144; 352145 35284: temperatura de 35°C com periodos de exposicédo de 7, 14, 21 e 28 dias, respectivamente.
NA néo anotado

No experimento 1, foram analisadas as medi¢cbes para peso corporal e
comprimento total, apenas ao final da fase 2, sendo que n&o diferiram
significativamente (p>0,05) entre os tratamentos de temperatura controle (27°C) e
alta (35°C), nem para peso corporal, como para comprimento total.

No experimento 2, houve diferenga significativa (p<0,05) entre os tratamentos,
para os valores de peso corporal e comprimento total, tanto no final da Fase 1
guanto da Fase 2. Os maiores valores para peso corporal e comprimento total, foram
encontrados na Fase 1, nos animais dos tratamentos com periodo de exposicao
mais longos (21 e 28 dias), sendo que na Fase 2, o tratamento com periodo de
exposi¢cao mais longo (28 dias), apresentou o melhor resultado para peso corporal e

comprimento total, quando comparado com os demais tratamentos.
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Ao verificar a distribuicdo de pesos corporais e comprimentos totais entre os
sexos (Tabela 8), foi observada diferenca significativa (p<0,05) no experimento 1,
sendo as médias de peso corporal e comprimento total das fémeas maiores que a
dos machos. No experimento 2 ndao houve diferenca significativa (p>0,05) entre
machos e fémeas, tanto em relacdo ao peso corporal quanto em relagdo ao

comprimento total.

Tabela 8 — Valores médios do comprimento total e peso corporal dos alevinos, ao final da
fase de crescimento (Fase 2), distribuido entre os sexos nos experimentos 1 e 2.

n Comprimento Total (mm) Peso Corporal (g)
Experimento 1
Machos 494 36,78+8,26" 0,9796=0,8342"
Fémeas 234 38,70+8,50° 1,1854+0,9147°
Experimento 2
Machos 351 31,30+7,97° 0,6584+0,7769°
Fémeas 146 32,95+8,17° 0,7402+0,6971°

Valores seguidos pela mesma letra na coluna, néo diferem significativamente (p>0,05)

Ao término do periodo experimental (69 DAE) dos dois experimentos, tanto o
peso corporal quanto o comprimento total dos animais, apresentaram
comportamento quadratico (p<0,05) segundo demonstrado nos graficos e equagdes
da Figura 7.

Os coeficientes de variagdo (CV) para peso corporal aumentaram ao longo
dos experimentos, com indices entre 48,4 e 146,6%. Para facilitar a visualizacio, os
dados foram agrupados com a sobrevivéncia e o canibalismo e estao representados

graficamente nas Figuras 8 e 9, respectivamente para os experimentos 1 e 2.
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10 EXPERIMENTO 1
—&— 27254 Peso = 1,48638 — 0,10879comp + 0,00246comp? R?=0,94
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Figura 4 — Curvas de regressdo para peso corporal e comprimento total, ao final do periodo
experimental, para os diferentes tratamentos nos dois experimentos.

51



Fase 1 Fase 2
Dias 1-28 Dias 28 -60
100 100
B0 B
=
E B Bl
=
Al
-
T o4n 40
g
fiw]
oo 20
o o
27 35 7 35
Tratamentos (°C) Tratamentos (“C)
50 50
40 40
=
o 30 T
B 20
=
[1a]
LT 10
L ]

7
Tratamentos (°C)

35

140

Y Peso Corporal %%
[ - o 0w ; :1
(=] (=] (=] (=] (=] (=]

(=]

27
Tratamentos (*C)

35

* Tratamentos (°C)

35

Figura 5 — Valores médios de sobrevivéncia, canibalismo e coeficiente de variagdo para peso
corporal, para os diferentes tratamentos do experimento 1.

52



100

B0

&0

40

20

Sobrevivéncia %

50

40

30

20

Canibalismo %

10

140

| %%
o
)
=

=
(=]
(=]

[==]
(=]

CY Peso Corpora
& B3

(]
(=]

=]

Fase 1 Fase 2

Dias 1-28 Dias 29 - 60

100

8O

&80

40

20

0

7 14 21 28 7 14 21 28
Tratamentos (dias) Tratamentos (dias)

) J I l
. — , .
7 14 21 28

50

40

30

20

7 14 21 28
Tratamentos (dias) Tratamentos (dias)
140
120
100
BO
&0
40
20
i}
T 14 21 28 T 14 21 28
Tratamentos (dias) Tratamentos (dias)

Figura 6 — Valores médios de sobrevivéncia, canibalismo e coeficiente de variagdo para peso

corporal, para os diferentes tratamentos do experimento 2.

53



DISCUSSAO

Os resultados apresentados fornecem evidéncia do efeito significativo da
temperatura da agua, na proporcao dos sexos em tilapia do Nilo (O. niloticus) da
linhagem tailandesa Chitralada, confirmando os resultados ja obtidos por diversos
autores em estudos prévios para outras linhagens de tilapia do Nilo (Baroiller et al.,
1995; Abucay et al.,, 1999; Baras et al., 2001; Altena & Horst-Schwark, 2002;
Karayucel et al., 2003; Muller-Belecke et al., 2003), bem como para outras espécies
de tilapias (Desprez & Mélard, 1998; Baras et al., 2000; Baras et al., 2002; Wang &
Tsai, 2000), onde a temperatura é considerada como principal fator ambiental,
influenciando na diferenciagao sexual em tilapias (Baroiller et al., 1999; Baroiller &
D’Cotta, 2001), chegando, inclusive, a sobrepor totalmente os fatores genéticos
(Kwon et al., 2002).

Da mesma forma, os resultados obtidos tanto no presente trabalho como nos
dos autores acima mencionados demonstraram que em temperaturas mais altas,
apareceram fortes efeitos masculinizantes em animais mistos com gendétipos XX e
XY. Foi observado ainda, que as linhagens apresentaram sensibilidades diferentes
gquando submetidas a tratamentos de temperaturas variaveis, visando alteragdes na
propor¢cao de sexos. De maneira geral, foi demonstrado que na tilapia do Nilo,
tratamentos simples com temperatura podem aumentar, de maneira repetida, a
percentagem de machos (Muller-Belecke et al., 2003).

No presente estudo, ndo foram observadas variagdes significativas quanto a
distribuicdo das propor¢cdes de machos nos lotes dos diferentes tratamentos de
temperatura 27°C e 35°C, o que difere dos resultados encontrados por Baroiller et al.
(1995), Abucay et al. (1999) e Baras et al. (2001), onde as outras linhagens
estudadas apresentaram grandes variagdes na propor¢ao de sexos.
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Na maioria dos casos, essas diferencas relatadas, foram atribuidas a
heterogeneidade das linhagens avaliadas, ou seja, onde havia maior heterose houve
maior variagdo na proporcao dos sexos. Os autores mencionaram ainda que o
aumento na temperatura, durante o periodo labil da diferenciagao sexual poderia
resultar numa proporgcao de sexos nao esperada entre individuos com diferentes
cargas genéticas. Pelo exposto, pode-se deduzir que a populagao da tilapia do Nilo
linhagem Chitralada, utilizada no presente estudo, deve apresentar um baixo grau de
heterose, 0 que era esperado, pela reduzida base genética importada em 1996.

Na Tailandia, Tuan et al. (1999) realizaram um estudo sobre a determinacéao
sexual nesta mesma linhagem, no qual foram analisadas 95 progénies, onde foi
verificada uma grande variagdo na propor¢ao de machos (15,5 a 100%). Esta
variacao foi atribuida, a principio, a heterogeneidade da linhagem; no entanto, mais
tarde os proprios autores admitiram que as variagdes sazonais de temperatura
podem ter sido o principal fator na variagdo dos sexos, uma vez que 0S
experimentos foram conduzidos a temperatura ambiente, o que vem a reforgar os
resultados encontrados no presente estudo.

Uma diferenga entre o estudo atual e os estudos realizados por outros
autores, foi a metodologia adotada, uma vez que os mesmos analisaram progénies
obtidas a partir de diferentes casais (expressao de individuos), enquanto que neste
trabalho analisou-se animais amostrados de uma populagao (expressao da linhagem
como um todo). Esta diferenca reforga os resultados obtidos quanto a estabilidade
da expressao da termo-sensibilidade na linhagem Chitralada.

Considerando os aspectos praticos e comerciais, a técnica mais eficiente é
aquela que maximiza o sexo gonadal desejado e, a0 mesmo tempo, minimiza o

tempo de intervengao sobre os animais (Donaldson, 1996). No presente estudo, as
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propor¢cdes de machos obtidas nos tratamentos de temperatura, indicaram ser
possivel adotar periodos mais curtos de exposicdo (uma semana ou 7 dias), uma
vez que nao diferiram significativamente quando comparadas ao tratamento de
exposicao por quatro semanas (28 dias).

Quando comparada com tratamentos hormonais que exigem periodo entre
trés e quatro semanas (Popma & Green, 1990; Phelps & Popma, 2000), a utilizagao
de periodos mais curtos do tratamento de temperatura alta, que se mostrou eficiente
no presente trabalho, apresenta-se vantajosa, tanto pela diminuicdo do periodo de
manipulacdo dos animais, quanto pela redugao de custos com o aquecimento da
agua por periodos menores, quanto pelo fato de ser um método mais seguro pela
nao utilizacao de esteroides.

Para que se obtenha sucesso na alteragdo da proporgcdo de sexos pelo uso
de temperatura, € imprescindivel que os tratamentos comecem a ser aplicados antes
do inicio da diferenciacdo sexual das gbnadas, como realizado no presente estudo.
De acordo com Baroiller et al. (1999) e Devlin & Nagahama (2002), o tratamento
deve pelo menos sobrepor parcialmente o periodo de diferenciacdo gonadal, o que
significa que os tratamentos devem iniciar concomitantemente ao final da
reabsorgao do saco vitelinico. Neste trabalho o final da reabsor¢ao do saco vitelinico
ocorreu no 10° dia apds a eclosao. O periodo em que as gbénadas apresentam
sensibilidade as temperaturas parece ocorrer no mesmo momento e ter a mesma
duracdo do periodo em que apresentam sensibilidade aos tratamentos hormonais.
Essa coincidéncia de periodos sensiveis de temperatura e horménios, poderia
resultar de mecanismos semelhantes, causados por temperaturas altas e por

horménios durante a diferenciacdo sexual, onde a temperatura influencia o
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mecanismo de acao da enzima aromatase, que catalisa a transformacao de
androgenos para estrogenos (Baroiller & D’Cotta, 2001; D’Cotta et al., 2001).

As estruturas gonadais analisadas pela técnica de aceto-carmim,
possibilitaram definir com seguranga os testiculos e os ovarios. Além disso, como as
gbnadas foram retiradas intactas, foi possivel fazer observagbes em toda a sua
extensao. Os critérios utilizados para definir as fémeas e os machos, seguiram as
orientagdes de Wassermann & Afonso (2002), e foram mais claros e especificos que
aqueles utilizados por Guerreiro & Shelton (1974). Esses ultimos autores definiram
as fémeas pela presenca de ovdcitos, enquanto que os machos o foram
praticamente por exclusao, podendo ocorrer a classificagcdo de animais intersexo
como sendo fémeas.

Na identificagao das estruturas gonadais, sua morfologia externa, sua
localizacao, sua insercao na cavidade abdominal, bem como sua afinidade e
comportamento na presencga da solucido de aceto-carmim, sao observagdes que,
embora de menor importancia, foram uteis para a identificagdo do sexo gonadal. A
maior reacao dos testiculos que, quando submetidos a solugcdo de aceto-carmim,
apresentam uma coloragdo mais intensa, deve-se, provavelmente, a suas
caracteristicas fisico-quimicas.

No presente estudo, em nenhuma ocasido foram evidenciados individuos
intersexo, o que esta de acordo com as observagdes de outros estudos com
tratamentos de temperatura, realizados com animais mistos com genaétipos XX e XY,
onde a presenca de individuos com essas caracteristicas é rara ou nula. A
frequéncia de animais intersexo € maior nos casos em que os individuos sofreram
processo incompleto de reversao sexual (Carvalho & Foresti, 1996; Phelps &

Popma, 2000), reforcando a eficiéncia dos processos com temperatura.
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Quanto a taxa de sobrevivéncia na Fase 1 dos dois experimentos conduzidos
neste trabalho, n&o foi possivel relaciona-la a influéncia da temperatura. Este fato
deveu-se a ocorréncia concentrada de mortes nos primeiros dias dos tratamentos,
em especial nos lotes do tratamento controle (27°C por 28 dias) do experimento 1 e
nos lotes do tratamento controle (35°C por 28 dias) do experimento 2. Como nao
foram identificados problemas sanitarios, esses resultados podem indicar que tenha
havido uma falha no inicio do funcionamento dos filtros biolégicos, gerando um
acumulo de produtos nitrogenados toxicos, afetando principalmente os tratamentos
citados. As analises, no entanto, ndo conseguiram detectar o problema, devido ao
fato de estarem sendo feitas com freqiéncia semanal, sendo que ao final da
primeira semana, os filtros ja teriam entrado em funcionamento normal. Apesar dos
problemas enfrentados na primeira semana, os paradmetros de qualidade de agua
encontrados nas analises semanais estdo dentro dos niveis considerados normais
para a piscicultura (Tavares, 1995).

Os valores encontrados para sobrevivéncia estdao de acordo com os relatados
por Popma & Green (1990) mencionando trabalhos que utilizaram diferentes
tratamentos de reversao sexual, com taxa de sobrevivéncia normalmente entre 70 e
80%, podendo, no entanto, apresentar valores inferiores a 50%.

As taxas de sobrevivéncia encontradas para a Fase 2 do presente estudo
indicam que os tratamentos com a temperatura de 35°C causaram redugédo nas
taxas de sobrevivéncia, quando comparados com os tratamentos com temperatura

controle (27°C), o que confirma os resultados mostrados por Baras et al. (2001).

Um outro problema na producédo de alevinos de tilapia, € a ocorréncia do
canibalismo, que se manifesta tdo logo ocorra diferengca de tamanho entre larvas e

alevinos, principalmente entre 10 e 30 dias apds final da reabsor¢ao do saco

58



vitelinico. Macintosh & Little (1995) afirmaram que o canibalismo pode ser
responsavel por uma mortalidade real entre 10 e 35%. As diferengas observadas,
entre as taxas de sobrevivéncia aparente e real nos diferentes lotes e tratamentos
do presente trabalho, foram atribuidas ao canibalismo. O percentual de canibalismo
variou de 2,5% a 27,8%, sendo que o valor mais baixo foi inferior ao relatado por
Macintosh & Little (1995), enquanto que o valor maximo estava dentro do limite
estabelecido pelos mesmos autores. As maiores taxas de canibalismo foram
observadas nos lotes que apresentaram maiores coeficientes de variagbes para

peso corporal.

Foram encontrados coeficientes de variacao altos para peso corporal em
todos os tratamentos, principalmente nos de temperatura alta, concordando com
Vera-Cruz & Mair (1994) que encontraram valores significativamente maiores nos
tratamentos de reversdo hormonal (61,4 a 145,8%) quando comparados ao
tratamento controle. No entanto, Volpato et al. (1989) relatam que o crescimento
heterogéneo entre larvas e alevinos de tilapia € uma caracteristica comum,
relacionada ao estabelecimento de hierarquias entre os peixes, com poucos animais
grandes e muitos pequenos.

A taxa de crescimento dos peixes esta ligada a diversos fatores, englobando
o ambiente de criagao, a disponibilidade de alimento e as caracteristicas da espécie.
Deste modo, os indices de crescimento das larvas de tilapia ao final do periodo de
reversdao sexual podem apresentar uma grande variagdo, como as que foram
encontradas neste trabalho. No estudo conduzido por Baras et al. (2001), ficou bem
evidenciado que a exposicdo de larvas de tilapia do Nilo a temperaturas
masculinizantes, pode diminuir significativamente as taxas de crescimento quando

comparadas com temperaturas normais de cultivo.
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No experimento 1, os animais ndo apresentaram diferengas significativas
gquanto ao peso e comprimento, embora as médias tenham sido ligeiramente
superiores para o tratamento controle (27°C). Por outro lado, os tratamentos com
periodos maiores de exposi¢ao, do experimento 2, resultaram em animais com
pesos e comprimentos médios significativamente maiores, tanto na Fase 1 como na
Fase2, o que esta em discordancia com os resultados encontrados por Baras et al.
(2001).

Apesar das diferengas dos valores encontrados para peso corporal e
comprimento total entre os sexos serem significativas apenas no experimento 1, as
fémeas existentes apresentaram valores médios superiores aos dos machos nos
dois experimentos, confirmando as observacgdes feitas por Toguyeni et al. (2002),
durante a alevinagem, onde o peso das fémeas aumenta inversamente a sua
propor¢ao na populagao. Nesta fase as fémeas podem crescer no mesmo ritmo ou
até mesmo mais rapidamente que os machos.

Os resultados encontrados neste trabalho indicam que a linhagem Chitralada,
assim como a linhagem Boauké (Baroiller et al., 1995), possui maior sensibilidade
aos tratamentos com temperatura, representando melhores opg¢des de linhagens
para o desenvolvimento da tecnologia de produgado de populacdes monossexo
macho através da temperatura. No entanto, as percentagens de machos
encontradas estdo abaixo do recomendado para a tilapia do Nilo, que deve ser
superior a 95%, embora usualmente sejam encontrados valores entre 80 e 90%
(Popma & Green, 1990). A média da propor¢cao de machos encontrada no
tratamento de temperatura alta (35°C) foi de 75% sendo que em um dos lotes este

percentual chegou a 80%, valor que pode limitar o uso comercial deste método.
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Nenhuma das linhagens da tilapia do Nilo (O. niloticus) ja observadas,
inclusive a linhagem Chitralada do presente estudo, apresentou as vantagens
verificadas na tilapia azul (O. aureus), que apresenta crescimento mais rapido e
homogéneo, e uma melhor sobrevivéncia nas temperaturas masculinizantes do que
nas temperaturas normais de cultivo (Baras et al., 2002).

Apesar disso, a caracteristica da termo-sensibilidade parece apresentar alta
herdabilidade, necessitando de trabalhos de selegcdo de familias e individuos que
expressem melhor essa caracteristica nas diferentes linhagens de tilapia do Nilo,
principalmente visando a sua aplicacao pratica na producdo de populagdes
monossexo (Baroiller et al., 1999; Altena & Horst-Schwark, 2002; Miller-Belecke et

al., 2003).
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CONCLUSOES

Esses experimentos apresentam novas informacdes sobre o efeito da
temperatura na producédo de populagbes monossexo macho, nessa importante
linhagem comercial da tilapia do Nilo. Nas condigdes em que os experimentos foram

realizados foi possivel concluir que:

O tratamento de temperatura de 35°C apresentou efeito significativo na

proporcao de machos na tilapia do Nilo da linhagem Chitralada;

e A exposicado de 7 dias a temperatura alta, a partir do 10 DAE, permitiu que se
mantivesse semelhantes efeitos masculinizantes, o que sugere a sua adogéo,
pela consequente redug¢ao nos custos de aquecimento da agua e de manejo dos
animais;

e A maior propor¢cdo de machos e o ndo aparecimento de animais intersexo,
indicaram estabilidade da linhagem Chitralada quanto a termo-sensibilidade;

e Para aplicagcdo comercial, recomendar-se-ia a utilizagdo de matrizes e
reprodutores geneticamente selecionados para termo-sensibilidade, como forma

de aumentar a eficiéncia da reversao sexual.
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