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DESEMPENHO PRODUTIVO E CRESCIMENTO MUSCULAR DE LINHAGENS DE
TILAPIA-DO-NILO CULTIVADAS NA FASE INICIAL

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo a comparacdo do desempenho produtivo e do
crescimento muscular (morfometria das fibras musculares e expresséo génica dos fatores
de regulacdo miogénica) de trés linhagens de tilapia-do-nilo (GIFT, “Supreme” e
Tailandesa), alimentadas com dieta comercial contendo ou ndo o horménio 17a-
metiltestosterona, durante a fase inicial, quando ocorre o processo de diferenciacdo

sexual.

O trabalho foi conduzido em esquema fatorial (2 dietas X 3 linhagens), constituido por
seis tratamentos com quatro repeticdes de cada, por 29 dias. As larvas (com quatro dias
pos eclosdo) foram estocadas na densidade de 4 larvas.L™ e receberam dieta comercial
farelada, em seis arragcoamentos diarios. Foram realizadas cinco avaliagdes biométricas
durante o experimento para verificacdo dos resultados de desempenho. Além disso,
foram calculadas as taxas de sobrevivéncia, de masculinizacdo e a homogeneidade dos
animais no final do experimento. Para a avaliagdo morfométrica das fibras musculares (n
= 8 individuos por tratamento) foram realizadas amostragens aos 4, 19 e 33 dias p0s-
eclosdo, para confeccdo das laminas de tecido muscular. Mensurou-se o didmetro e a
area de 200 fibras musculares para cada amostra, que foram distribuidas nas seguintes
classes de diametro (D): classe 10 (D <10um), classe 20 (10< D <20 ym), classe 30 (20<
D <30 um), classe 40 (30< D <40um) e classe 50 (D > 40 ym). As analises de expressao
génica da MyoD e Miogenina foram realizadas por PCR em tempo real, com uma

amostragem aos 4 dpe e outra aos 33 dpe.

A linhagem “Supreme” apresentou melhores respostas de desempenho produtivo e de
sobrevivéncia, e menores valores do coeficiente de variagdo. As taxas de masculinizagdo
em todas as linhagens estiveram acima de 97%. A masculinizacdo, por meio da adicao
de 17a-metiltestosterona, interferiu nas respostas de desempenho produtivo de larvas de
tilapia-do-nilo e essas respostas foram diferentes entre as linhagens. A taxa de
masculinizacdo foi efetiva e a proporcdo de machos e fémeas, em animais que néo
passaram pela masculinizacdo, sugere certa dependéncia da linhagem utilizada,
necessitando de maiores estudos nesse sentido. O melhor desempenho verificado na
linhagem “Supreme” ficou caracterizado tanto pelo crescimento do didmetro das fibras
(hipertrofia) e também pela alta freqiiéncia de fibras em formacgéo (diametro < 20um). A

expressdo dos genes da MyoD e miogenina para a linhagem Tailandesa ndo mostrou



Xiv

diferenca significativa entre os peixes tratados ou ndo com a 17a-metiltestosterona. Foi
verificada maior frequéncia de fibras de maior diametro nos tratamentos com o horménio,
mas essa tendéncia ndo acompanhou o aumento em peso dos animais, ndo ocorrendo
efeito anabolizante detectavel. Tal fato sugere um possivel efeito prejudicial do hormonio

a fisiologia dos peixes.

Palavras chave: Oreochromis niloticus, desempenho produtivo, crescimento muscular.
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PRODUCTIVE PERFORMANCE AND MUSCLE GROWTH OF STRAINS OF NILE
TILAPIA-DURING THE INITIAL PHASE

SUMMARY

This study aimed to compare the performance and muscle growth (muscle fiber
morphometry and gene expression of myogenic regulatory factors) from three Nile tilapia
strains (GIFT, "Supreme" and Thai), fed commercial diet with or without the hormone 17a-
methyltestosterone (MT) during the initial phase, when does the process of sexual

differentiation.

The experiment was conducted in a factorial scheme (3x2), making up six treatments with
four replicates each. The larvae (4 days post-hatching, dph) were stocked at 4 larvae.L™
and were fed a commercial diet six times a day, during 29 days. Fish growth was
evaluated along the experiment, as well as the survival rates, masculinization rates and
homogeneity of the animals at the end (29 days). For the morphometric analysis of the
muscle fibers (n = 8 per treatment), samples were taken at 4, 19 and 33 days post-
hatching (dph) and transversal sections of the epiaxial muscle were obtained. The
diameter (d) and the area of 200 muscle fibers were measured in each sample, and the
diameters were classified as follow: class 10 = d < 10 ym, class 20 = 10 < d < 20 ym,
class 30 = 20 < d < 30 ym, class 40 = 30 < d < 40 ym, and class 50 = d > 40um. The
analysis of gene expression of MyoD and Myogenin were performed by real time PCR

(sampling at 4 and 33 dph).

The "Supreme" strain showed better growth performance, survival rates, and size
homogeneity. All strains displayed masculinization rates above 97%. The use of MT
affected the productive performance of Nile tilapia larvae, and the effects were different
among the strains. The proportion of males and females of the juveniles that did not
receive MT suggests a certain dependence on the strain used, requiring further studies in
this direction. The “Supreme” strain performed better, characterized by hyperplasia and
hypertrophy of the muscle fibers. The expression of MyoD and myogenin showed no
effect of MT in juveniles of the Thai strain. In general, tilapia juvenile of the three strains
that received the hormone showed higher frequency of fibers of higher diameter classes,
indicating intense participation of hypertrophy. However, this trend did not accompany

increase in weight, suggesting possible adverse effects on fish’s physiology.

Key words: Oreochromis niloticus, productive performance, muscle growth.



CAPITULO 1. CONSIDERAGOES INICIAIS

1 INTRODUCAO

Dentre as espécies de peixes cultivados no Brasil, a tilapia-do-nilo (Oreochromis
niloticus) € a espécie que vem apresentando a maior producdo. Tal é o interesse na
espécie que nas ultimas décadas foram importadas diferentes linhagens de tilapia-do-nilo
geneticamente melhoradas, visando ao aumento da eficiéncia de produgdo e a
diminuicado dos custos (BRASIL, 2010).

A intensificacdo da producéo desta espécie no Brasil tem demandado estudos das
linhagens geneticamente melhoradas, criadas em nossos ambientes. Algumas pesquisas
demonstraram que as linhagens melhoradas apresentaram ganhos em peso mais
satisfatérios que as linhagens ndo melhoradas (ROMANA-EGUIA E DOYLE, 1992; DAN
e LITTLE, 2000; BOSCOLO et al., 2001; SIFA et al.,, 2002; TACHIBANA et al., 2004;
RIDHA, 2006; MASSAGO, 2007; NEUMANN et al. 2009).

Diversos fatores devem ser considerados na escolha da linhagem de tilapia-do-
nilo a ser cultivada, como, por exemplo, adaptabilidade aos diferentes ambientes e alta
taxa de crescimento. A taxa de crescimento em peixes cultivados é um aspecto de capital
importancia para o sucesso na criagdo dos animais de producdo. Embora os fatores
externos que interferem no crescimento muscular de peixes nos estagios iniciais de vida
nao estejam totalmente elucidados, o conhecimento sobre os mecanismos de hiperplasia
e hipertrofia muscular podem indicar a dindmica do crescimento muscular na fase inicial,
gque para a maioria dos peixes é o periodo em que acontece o processo de diferenciacéo
sexual. Como no caso da tildpia-do-nilo existe o interesse de producdo de populacdes
monossexo, essa fase também, coincide com o periodo em que recebem o hormonio
andrégeno sintético 17a-metiltestosterona para masculinizagéo.

Esse € o hormdnio que vem sendo rotineiramente usado para a masculinizacao
de tilapia, visando a obtencdo de populagbes monossexo (HIOTT E PHELPS, 1993;
MAINARDES-PINTO et al., 2000; TACHIBANA et al., 2004; NEUMANN et al., 2009), e
minimizar a reproduc¢&o natural nos tanques de criagdo. Por outro lado, ha indicacdes que
esse horménio possa também promover um efeito anabolizante nos peixes (MOMMSEN
e MOON, 2001) ou até mesmo ser prejudicial & satde destes (GAYAO, 2009).

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo avaliar o
desempenho produtivo das linhagens de tilapia-do-nilo, Tailandesa, GIFT e “Supreme”, e

o crescimento muscular dos animais alimentados com e sem adigdo do horménio 17a-



metiltestosterona, durante a fase inicial, em que acontece o processo de diferenciacdo

sexual.



2 REVISAO DE LITERATURA

A aquicultura mundial apresentou aumento consideravel nos ultimos 50 anos e
vem crescendo a uma taxa maior do que outros setores de producdo de origem animal
(FAO, 2009). Esta teve um papel de destaque no Brasil para 0 aumento da producéo de pescado.
Somente a piscicultura teve um crescimento de 60,2% em 2008 e 2009, na comparacdo com 2007.
A criacdo de tilapia chegou a 132 mil toneladas por ano, sendo o carro chefe da producéo aquicola,
representando 39% do total de pescado cultivado (BRASIL, 2010).

O Brasil caracteriza-se pelo grande volume de aguas represadas com capacidade
e potencial para a instalacdo de criacbes de peixes, principalmente em tanques-rede.
Desde 2009, o pais pode contar com as acfes do recém criado Ministério da Pesca e
Aquicultura, que trazem planos e politicas de geracao de renda para pescadores e
aquicultores, producdo de alimento saudavel para a populacdo, estruturacdo da cadeia
produtiva, recuperacdo de estoques pesqueiros e desenvolvimento da aquicultura
brasileira em aguas da Uniao (BRASIL, 2010).



Linhagens geneticamente melhoradas.

A tilapia-do-nilo destaca-se como peixe de potencial para a aquicultura devido a
sua rusticidade, crescimento rapido e adaptacdo ao confinamento (HAYASHI, 1995).
Além disso, possui habito alimentar onivoro, e aceita racdes com grande facilidade desde
o periodo larval até a fase de terminacdo (BOSCOLO et al., 2001).

Os programas de melhoramento genético aplicados as espécies de tilapias nas
Gltimas décadas proporcionaram um grande numero de linhagens e resultaram em
aumento da eficiéncia de producéo e diminuicdo dos custos. As diferencas entre algumas
linhagens foram demonstradas em diversos trabalhos que avaliaram parametros como a
coloracdo, a densidade, habilidade de escapar durante a despesca, desempenho,
rendimento de filé e adaptacdo ao ambiente (ROMANA-EGUIA e DOYLE, 1992; TUAN et
al., 1998; DAN e LITTLE, 2000; Sifa et al., 2002; RUTTEN et al., 2004; TACHIBANA et
al., 2004; VIEIRA et al., 2005; RIDHA, 2006a; RIDHA, 2006b; SANTOS et al., 2008;
NEUMANN et al., 2009).

Em 1971 ocorreu a primeira introdu¢ao oficial da tilapia-do-nilo no Brasil, mas com
0 passar do tempo 0s peixes comecaram a apresentar baixo desempenho e anomalias
genéticas, causadas possivelmente pela endogamia. No ano de 1996 ocorreu a
importagdo da linhagem Tailandesa ou Chitralada, que passou pelo processo de
domesticacdo desde a década de 40 no Japéo e na Tailandia (ZIMMERMANN, 1999).

A linhagem GST (GenoMar Supreme Tilapia), conhecida como “Supreme” no
Brasil, foi introduzida no ano de 2002 pela Piscicultura Aquabel, oriunda da GENOMAR,
empresa Norueguesa que desde 1999 tem desenvolvido um programa de melhoramento
genético e difusdo dessa linhagem (ZIMMERMANN, 2003; CYRINO et al.,, 2004).
Posteriormente, no ano de 2005, foi introduzida a linhagem GIFT (Genetically Improved
Farmed Tilapia), desenvolvida inicialmente pelo ICLARM (International Center for Living
Aquatic Resources Management, atual WorldFish Center), a partir do cruzamento de oito
linhagens, sendo quatro linhagens africanas selvagens e quatro linhagens domesticadas
na Asia (ASIAN DEVELOPMENT BANK, 2005). A origem das linhagens “Supreme” e
GIFT foi a mesma, mas o desenvolvimento das duas ocorreu de forma independente
apo6s o ano de 1999 (ZIMMERMANN, 2003).

A intensificacdo da producéo da espécie no Brasil tem demandado pesquisas das
linhagens geneticamente melhoradas, criadas em nossos ambientes. Segundo Santos et
al. (2008), varios fatores devem ser considerados na escolha da linhagem de tilapia a ser
cultivada, tais como: adaptabilidade e tolerancia a diferentes ambientes; facilidade de
reproducdo em cativeiro; elevada taxa de crescimento; caracteristica da carcaga e de



carne compativeis com as exigéncias da industria de processamento e do consumidor
final.

Trabalhos ja realizados demonstraram que as linhagens melhoradas apresentam
ganhos em peso mais satisfatérios (ROMANA-EGUIA E DOYLE, 1992; DAN E LITTLE,
2000; BOSCOLO et al., 2001; SIFA et al., 2002; TACHIBANA et al., 2004; RIDHA, 2006
b; MASSAGO, 2007; NEUMANN et al. 2009). Em pesquisa de desempenho e
caracteristicas de carcaca de duas linhagens de tilapia na fase inicial e de crescimento,
Boscolo et al. (2001) constataram maior ganho em peso, conversao alimentar e
sobrevivéncia da linhagem Tailandesa em relacdo a comum, porém, o rendimento de filé
foi semelhante nas duas linhagens. Além disso, Tuan et al. (1998), e Leonhardt et al.
(2006) também obtiveram o melhor ganho em peso da tilapia-do-nilo tailandesa em
relacéo as linhagens locais, do interior do Parana, nas fases inicial e de crescimento.

Romana-Eguia e Doyle (1992) encontraram diferencas de crescimento quando
trabalharam com duas linhagens das Filipinas e uma da Tailandia na fase inicial. Dan e
Little (2000), comparando a tilapia-do-nilo GIFT com outras linhagens em cinco paises da
Asia, obtiveram peso 18 a 58% maior da GIFT em relagédo as ndo-GIFT. Por outro lado,
Dan e Little (2000) ainda verificaram que ndo houve diferengca no desempenho produtivo
de animais revertidos e nao-revertidos em relacdo as linhagens estudadas (GIFT,
Tailandesa e Vietnamita), criadas em viveiros de terra.

Ridha (2006a) comparou 0 ganho em peso, conversao alimentar e sobrevivéncia
de duas linhagens melhoradas (GIFT e FaST) e uma linhagem ndo melhorada do Kuwait
(Ismaelia) na fase de crescimento entre 20g a 250g, sob condi¢des de cultivo intensivas.
Os resultados indicaram que as linhagens GIFT e FaST néo apresentaram diferencas
significativas entre si, mas ambas tiveram melhores taxas de crescimento e conversao
alimentar do que a Ismaelia.

Em um segundo trabalho com as mesmas linhagens, Ridha (2006b) investigou o
efeito da densidade de estocagem (125 e 200 peixes.m™) em relacdo ao desempenho.
Com isso, constatou que nas duas densidades as linhagens GIFT e FaST apresentaram
maior peso meédio, altas taxas de crescimento diario e especifico, maior conversdo
alimentar e rendimento bruto em relacéo a linhagem nao melhorada. Observou também,
que o crescimento foi negativamente afetado na maior densidade, embora tenha sido
verificado maior converséo alimentar e rendimento bruto neste tratamento.

Ao estudar o desempenho de crescimento das linhagens Chitralada, “Supreme”,
Bouaké, na fase inicial em caixas d"dgua e na fase final em viveiros de terra e em
tanques de concreto, Vieira et al. (2005) concluiram que a linhagem “Supreme” mostrou-

se superior as demais linhagens nas duas fases de criacdo, apresentando maior



eficiéncia, comprovando, assim, o efeito do melhoramento genético sobre as
caracteristicas produtivas.

Na avaliacdo do desempenho de alevinos de quatro linhagens cultivadas com
peso inicial de 1g por um periodo de 112 dias, Massago (2007) também demonstrou no
final do seu experimento que a linhagem “Supreme” apresentou ganho em peso 34,8%,
18,0% e 9,7% superior quando comparadas as linhagens Bouaké, Tailandesa e GIFT,
respectivamente. Neves et al. (2008) ao avaliar o desempenho produtivo das linhagens
Bouaké e Tailandesa em sistemas de cultivo misto observaram que a linhagem de melhor
desempenho foi a Tailandesa.

Em relacdo a tolerancia a baixas temperaturas, Sifa et al. (2002) estudaram trés
linhagens de tilapia-do-nilo (GIFT, Sudan 78, Egypt 88) e verificaram que os animais
comecaram a morrer quando a temperatura da agua atingiu 11°C e pela analise da dose
letal (DLsy) para baixas temperaturas, verificaram que a linhagem GIFT foi a menos
tolerante. Assim, os autores afirmam que isto tem implicagbes importantes para a
aplicacdo de organismos geneticamente melhorados em climas frios, quando estes sao
desenvolvidos em regides mais quentes.

De acordo com Rutten et al. (2004) os programas de melhoramento genético
focam principalmente o crescimento dos animais enquanto que informagbes do
melhoramento genético sobre o rendimento de filé é escasso. Os autores entédo
analisaram as relacdes entre as medidas do corpo e peso/rendimento de filé em trés
diferentes linhagens de tilapia-do-nilo (GIFT e Tailandesa, de origens diferentes) e
verificaram um rendimento de filé médio de 35,7 %, com diferencas entre as linhagens
num intervalo de 34,4-38%, que ndo representou diferenca estatistica.

Santos et al. (2007) compararam diferentes modelos de crescimento ajustados
para medidas morfométricas em funcéo do peso, para as linhagens de tilapias Tailandesa
e “Supreme”, e concluiram que os modelos de Gompertz e von Bertalanffy sdo os mais
indicados para as duas linhagens, demonstrando que foram pequenas as diferencas
existentes entre elas. Tais autores afirmam que apesar de existirem trabalhos
relacionados as caracteristicas de carcaca, ha caréncia de estudos de crescimento e de
como os peixes adquirem as suas formas caracteristicas. Tais informagdes sdo de capital
importancia para o desenvolvimento e avaliagbes comparativas de novas linhagens de
tilapias que apresentem padrdes de crescimento diferenciados.

No estudo sobre desempenho de diferentes linhagens de tilapia-do-nilo na fase de
reversdo sexual, Tachibana et al. (2004) demonstraram que as linhagens Santa Catarina
e Tailandesa apresentaram melhores respostas de desempenho produtivo, e concluiram

gue a administracdo da racdo com horménio andrégeno pode determinar diferentes



respostas, relacionadas ao desenvolvimento e taxa de sobrevivéncia, as quais

demonstram uma possivel dependéncia das caracteristicas genéticas dos individuos.



Masculinizacdo pela 17a-metiltestosterona.

A tilapia-do-nilo apresenta alta precocidade reprodutiva, o que se torna um
problema para a piscicultura devido a superpopulacdo dos viveiros e consequente
diminuicdo do desempenho produtivo. Para resolver este problema, a criacdo de
populacdes monossexo de tilapias vem sendo praticada e estudada nas Ultimas décadas
(POPMA e GREEN, 1990). Grande parte das criagfes de tildpias no Brasil e no mundo
faz uso de populacdes monossexo macho, devido aos maiores indices de crescimento e
ganho em peso (TACHIBANA et al., 2004; MAKINO, 2005), ja que as fémeas utilizam
grande parte de suas reservas energéticas para o0 desenvolvimento gonadal e
reproducdo. Além disso, as fémeas ndo se alimentam durante o tempo em que incubam
0s ovos € larvas na boca (GALE et al., 1999; BOSCOLO et al., 2001; CARRILLO, 2004).

Véarios métodos foram estudados para a obtencdo de populacfes monossexo,
como a hibridacao, poliploidia, utilizacdo de horménios andrégenos (na dieta ou por
banhos de imersdo) e cultivo em altas temperaturas. Dentre as técnicas mais
empregadas estd a masculinizagdo por meio da incorporacdo do horménio andrégeno
sintético 17 a-metiltestosterona na dieta (PEZZATO et al., 1986; CASTAGNOLLI et al.,
1992; MACINTOSH e LITTLE, 1995; LEONHARDT, 1997; DAN E LITTLE, 2000;
MAINARDES-PINTO et al., 2000; TACHIBANA et al., 2004, NEUMANN et al, 2009).
Entretanto, no meio cientifico ha muitas discordancias sobre suas técnicas de utilizacdo
no que se refere a dosagem e duracdo ideais do tratamento com o hormdénio, além da
guestdo da fixacao de residuos hormonais na carcaga dos animais.

Em relacdo a concentracdo e a duracdo do tratamento com o 17 a-
metiltestosterona, Hiott e Phelps (1993) verificaram 100% de machos em tilapia-do-nilo
fornecendo 60 mg.kg™ do horménio por 28 dias. Pezatto (1984) também obteve a mesma
taxa de masculinizacdo fornecendo dieta com 30 mg.kg™ do horménio, durante 60 dias.
Contrariamente, baixas taxas de masculinizagdo foram encontradas por Carvalho e
Foresti (1996) utilizando concentracdes superiores a 50 mg.kg™? do horménio por um
periodo de 40 dias. Os autores sugerem que as baixas taxas podem ter sido resultado do
excesso de horménio, em que a enzima aromatase converte o excesso de andrégeno em
estrogeno resultando em individuos geneticamente machos e fenotipicamente fémeas —
processo caracterizado pelo nome de feminilizagéo paradoxal.

O mesmo foi observado por Rinchard et al. (1999) que avaliaram a
masculinizacdo do salmoniforme Esox masquinongy (2,5 + 0,6g de peso inicial) tratados
com 17 a-metiltestosterona na concentracéo de 15 mg.kg™, durante 60 dias. Seis meses
apos o tratamento, 0s autores ndo verificaram nenhum efeito significativo de crescimento

e sobrevivéncia dos peixes. Ao analisarem o0s niveis do horménio no plasma sanguineo



durante e apds o tratamento, ndo verificaram diferencas significativas entre os animais
tratados e os do controle. Além disso, a propor¢ado de fémeas no grupo tratado (66%) foi
maior do que no grupo controle (30%), sugerindo que a dosagem e duracdo do
tratamento ocasionou feminilizacédo paradoxal.

Ao avaliar a dosagem mais efetiva do horménio na masculinizacdo da tilapia-do-
nilo, Mainardes-Pinto et al. (2000) verificaram que a incorporacdo do horménio na
concentracdo de 60 mg.kg™” durante 30 dias, independente do tipo da racdo utilizada no
experimento, foi a mais eficiente, obtendo-se 98% de machos. Neumann et al. (2009),
trabalhando com trés linhagens de tilapia-do-nilo durante o periodo de masculinizagéo
também com doses de 60 mg.kg® por 30 dias, obtiveram em todas as linhagens
frequéncias acima de 90% de machos.

A pesquisa realizada por Gayao (2009) confirmou os resultados publicados pelos
autores citados acima. Ao utilizar doses do horménio de 30 e 60 mg.kg™ durante 30 dias
verificou taxas de masculinizacdo de 98,4 e 100%, respectivamente. Entretanto, o autor
condena a adicdo do 17 a-metiltestosterona por causar danos aos hepatdcitos e
influenciar na saude dos peixes, uma vez que verificou alteragdes histologicas no figado
desses peixes, caracterizando intoxicagdo pelo horménio, mais grave na dose de 60
mg.kg™. Com isso, indicou como ideal a dosagem de 30 mg.kg™, pois causou menor
desorganizacao na estrutura histolégica do figado desses animais.

Leonhardt e Urbinati (1999) compararam o crescimento de machos sexados com
machos masculinizados de tilapia-do-nilo, durante a fase de terminacdo, em sistema
intensivo de cultivo em tanques-rede. Os autores ndo verificaram diferencgas significativas
no ganho em peso e no comprimento entre os dois grupos estudados. Thorarensen et al.
(1996) verificaram que a aplicagdo de esterdides anabolicos exdgenos favoreceu o
crescimento do tecido cardiaco de trutas arco-iris; porém, os autores sugerem que tal
efeito esta limitado aos juvenis e que nao pode ser encontrado nos adultos, relacionando
o fato com a maturacdo dos animais e preparagdo para a fase reprodutiva.

Um dos aspectos que torna a utilizacdo do hormonio questionavel é que a dieta
nao ingerida ou ndo metabolizada pode liberar quantidade significativa de 17 a-
metiltestosterona nos tanques de cultivo contaminando seus efluentes. Contreras-
Sanchez et al. (2000) observaram que o horménio acumulou-se nos sedimentos dos
tanques em niveis de 2 a 6 ng.g™, 28 dias apos o inicio do tratamento hormonal. Apds 84
dias, os niveis de testosterona foram de 2,8ng.g”, demonstrando a persisténcia do
horménio no solo por aproximadamente trés meses apos cessar o tratamento. Phelps et
al. (2000) observaram durante o experimento uma elevacdo da concentracdo do
horménio na dgua até o 14° dia, apds isso a curva de crescimento comecou a diminuir,

aumentando os niveis de testosterona nos sedimentos.
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Por outro lado, o horménio 17 a-metiltestosterona tem sido o mais utilizado no
processo de obtencao de populacdes monossexo por ser facilmente excretado logo apds
0 periodo da sua incorporacédo na dieta (POPMA E GREEN, 1990; ROTHBARD et al.,
1990; MAINARDES-PINTO et al., 2000). Segundo Curtis et al. (1991), Rothbard et al.
(1990) e Zanardi (2007), a eliminacdo do hormdnio acontece em praticamente dez dias
apos sua ultima aplicacao, sugerindo que o tratamento com o hormoénio ndo apresenta
riscos aos consumidores dos peixes tratados.

De acordo com Mommsen e Moon (2001), o melhor desempenho de crescimento
estd relacionado ao aumento da taxa de sintese protéica no musculo, a acelerada taxa de
captacao de aminodcidos pela absorcao intestinal e a intensificacdo da protedlise no trato
grastro-intestinal. Os autores destacam que em peixes alguns andrégenos podem
suprimir a atividade das células inter-renais, podendo, assim, aumentar a sintese protéica
muscular por meio da reducédo da protedlise devido ao cortisol. Santandreu e Diaz (1994)
estudaram o efeito do 17 a-metiltestosterona em juvenis de Oncorhynchus masou e
verificaram que o aumento do crescimento foi acompanhado pelo aumento da retencdo de
nitrogénio e pela diminuicdo da amdénia excretada.

Lone e Matty (1981) mostraram a atividade dos andr6genos como promotores de
crescimento, por injecdo ou administracdo oral, e verificaram que no trato gastro-intestinal
ocorreu um aumento da atividade proteolitica. Com truta arco-iris, Habibi e Ince (1983)
observaram um aumento no transporte e absor¢cdo da L-leucina no intestino dos animais
que receberam por perfusdo 50pg.ml* de 17 o-metiltestosterona. J4& com O.
mossambicus, Hazzard e Ahearn (1992) realizaram experimentos com o intestino dos
animais e observaram in vitro que o transporte e absorcdo da D-glucose aumentou na
presenca do 17 a-metiltestosterona.

Ao estudar o efeito anabolizante da testosterona natural e do sintético 17 a-
metiltestosterona em truta arco-iris, Davie e Thorarensen (1997). observaram que em
ambos os tratamentos, com implante do hormdnio natural e sintético, 0s peixes
apresentaram um crescimento do coracdo maior do que os animais do controle (sem
implante de horménio), sendo que o tratamento com o hormdnio sintético apresentou
maior crescimento do coracdo. Os autores sugeriram que a grande quantidade de
receptores de andrégenos no musculo cardiaco apresenta maior afinidade ao andrégeno
na forma sintética, ocasionando aumento da massa cardiaca.

Thorarensen et al. (1996), trabalhando com implantes de 11-ketotestosterona e
testosterona natural em trutas arco-iris, apesar de ndo encontrarem crescimento
significativo em relacdo ao tratamento controle (sem implante de horménio), observaram
que houve um aumento da area da musculatura vermelha nos machos e fémeas tratados

com os horménios. Em relag@o a area da musculatura branca os autores néo verificaram
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diferenca significativa entre os tratamentos. Ainda com truta arco-iris e em algumas
espécies de salmdo, Mommsen e Moon (2001) afirmaram que os esterdides sexuais
também séo conhecidos por modular os niveis de hormonio de crescimento.

Com base no exposto, torna-se importante conhecer o efeito do 17 a-
metiltestosterona no crescimento muscular da tilapia-do-nilo, j& que este horménio é
amplamente utilizado no periodo de diferenciacdo sexual para obtencdo de populacées

monossexo machos de tilapia-do-nilo.
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Tecido muscular estriado esquelético: morfometria e expressao dos fatores de

regulacdo miogénica.

O tecido muscular estriado esquelético apresenta alta plasticidade. O
conhecimento das caracteristicas morfologicas, da miogénese e da dindmica do
crescimento deste tecido € importante ndo apenas para o0 entendimento, da
morfofisiologia, mas também, para a selecdo de animais visando a melhoria na producao
de carne (DAL PAI-SILVA e CARVALHO, 2007).

O tecido muscular dos peixes corresponde de 40 a 75% da sua massa corporal e
suas fibras musculares se distribuem em trés compartimentos: vermelho, intermediario e
branco; predominando o compartimento branco (KILARSKI, 1990; JOHNSTON, 1999;
AGUIAR et al., 2005). A distribuicdo das fibras musculares nos compartimentos é variavel
entre as espécies de peixes e entre os diferentes estagios de desenvolvimento desses
animais (JOHNSTON, 1980).

O compartimento vermelho é formado por fibras musculares de contracéo lenta e
de metabolismo oxidativo. O compartimento branco € constituido por fibras de contracéo
rapida e de metabolismo glicolitico (JOHNSTON, 1994). Entre os compartimentos
vermelho e branco, encontra-se o compartimento intermediario, com fibras que
apresentam propriedades morfofisiol6gicas intermediarias entre as das fibras musculares
brancas e vermelhas como contragdo rapida e metabolismo oxidativo/glicolitico
(SANGER e STOIBER, 2001).

O estudo da miogénese nos peixes indicou que a formacdo das primeiras fibras
musculares ocorre nas fases iniciais da embriogénese (JOHNSTON, 1980; KIMMEL et
al., 1990). O desenvolvimento embrionario dos teledsteos é profundamente afetado por
condicbes ambientais, particularmente de temperatura e concentracbes de oxigénio
dissolvido. O ambiente determina a taxa de miogénese, composi¢cdo de organelas
celulares, expressdo génica de proteinas e numero de fibras musculares (JOHNSTON,
2006). Ja o crescimento pos-embrionario do tecido muscular envolve mecanismos de
hipertrofia e hiperplasia das fibras, por meio da proliferagdo das células precursoras
miogénicas (MPCs), de origem embrionaria (JOHNSTON, 1999; JOHNSTON et al., 2000;
DAL PAI-SILVA et al., 2003). Varios autores observaram que 0 crescimento inicial das
larvas de peixes ocorre predominantemente por hiperplasia, quando estas se encontram
em condi¢Bes Otimas para seu desenvolvimento (AGUIAR et al. 2005, ALMEIDA et al.
2008; OSTASZEWSKA et al., 2008 e LEITAO et al, 2010).

O processo de crescimento das fibras musculares em que as MPCs se fundem
com fibras musculares existentes, aumentando o niumero de nucleos e o tamanho da

fibora muscular existente € denominado hipertrofia. A hiperplasia é caracterizada pela
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formacédo de novas fibras musculares (ROWLERSON e VEGGETTI, 2001; JOHNSTON et
al., 2004). Nestes processos de crescimento, sdo observadas as retomadas dos eventos
ocorridos durante a miogénese, tendo em vista que 0s niveis de expressdo miogénica
estdo relacionados com a hiperplasia e a hipertrofia dos mioblastos (JOHANSEN e
OVERTUREF, 2005).

Assis et al. (2004) observaram que larvas de pacu criadas a 29°C apresentaram
maior média de peso e interacdo dos mecanismos de hiperplasia e hipertrofia muscular.
Alem disso, Leitdo et al. (2010) mostraram o efeito da qualidade do alimento no
desenvolvimento muscular e observaram que larvas de pacu alimentadas com nauplios
de artémia apresentaram maior ganho em peso e rdpido crescimento inicial por
hiperplasia, enquanto que aquelas alimentadas com dieta formulada apresentaram atraso
no crescimento e aumento do nimero de fibras em processo de hipertrofia.

O crescimento do musculo é regulado positivamente e negativamente por uma
variedade de fatores de crescimento e de transcricdo. Um grupo de fatores transcricionais
tem papel fundamental na diferenciagdo muscular. Desta forma, tais mecanismos de
crescimento muscular sdo regulados pela expressdo temporal dos fatores de regulagéo
miogénica (MRFs), envolvidos na iniciagdo e manutencdo da diferenciagdo muscular, por
meio da acdo direta ou indireta de proteinas (JOHNSTON, 2006; DAL PAI-SILVA e
CARVALHO, 2007). Dentre estes MFRs encontramos a MyoD, que é expressa quando
células pluripotentes diferenciam-se em MPCs, e a miogenina, que quando expressas
regulam a fuséo e diferenciagéo da fibra muscular (DAL PAI-SILVA e CARVALHO, 2007).

Os niveis de expressao dos MFRs podem variar de acordo com os fatores biéticos
e abidticos que interferem no crescimento dos peixes, como foi observado por Galloway
et al. (2006) que demonstraram que o0 aumento da temperatura de incubacdo de
embrides de Hippoglossus hippoglossus aumentou a expresséo de alguns MRFs.

Considerando o exposto, a presente pesquisa comparou o desempenho produtivo
de trés linhagens de tilapia-do-nilo mais criadas na regido Sudeste do pais (GIFT,
Tailandesa e “Supreme”), alimentadas com e sem adigdo do horménio 17a-
metiltestosterona, durante a fase inicial. Além disso, comparou o crescimento muscular e
verificou o efeito do horménio sobre as caracteristicas morfométricas e de expresséo

génica do tecido muscular.
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CAPITULO 2. DESEMPENHO PRODUTIVO DE TRES LINHAGENS DE TILAPIA-DO-
NILO CULTIVADAS DURANTE A FASE DE DIFERENCIAGAO SEXUAL.

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo a comparacdo do desempenho produtivo de trés
linhagens de tilapia-do-nilo (GIFT, “Supreme” e Tailandesa) alimentadas com dieta
comercial contendo ou ndo o horménio 17a-metiltestosterona, durante a fase inicial. O
trabalho foi conduzido em esquema fatorial (2 dietas X 3 linhagens), constituido por seis
tratamentos com quatro repeticdes de cada, por 29 dias. As larvas foram estocadas na
densidade de 4 larvas.L™ e receberam dieta comercial farelada, em seis arragoamentos
diarios. A linhagem “Supreme” apresentou melhores respostas de desempenho produtivo
e sobrevivéncia. O ganho em peso total dos tratamentos da linhagem “Supreme” foi de
769,2 + 36,1 mg (dieta sem horménio) e 589,4 + 92,1 mg (dieta com hormbnio). Com
isso, a linhagem “Supreme” apresenta melhores respostas de desempenho produtivo,
homogeneidade e sobrevivéncia durante a fase de masculinizacdo; e o processo de
administracdo do hormonio interfere nas respostas de desempenho produtivo das larvas
de tildpia-do-nilo e essas respostas sao diferentes entre as linhagens.

Palavras chave: Oreochromis niloticus, crescimento, masculinizacdo, 17a-

metiltestosterona.



23

CHAPTER 2. PRODUCTIVE PERFORMANCE OF THREE NILE TILAPIA STRAINS
DURING PHASE OF SEXUAL DIFFERENTIATION.

ABSTRACT

This study aimed at comparing the productive performance of three strains of Nile tilapia
(GIFT, “Supreme” and Thai) fed a commercial diet contain or not the 17a-
methyltestosterone hormone, during the initial phase. The work was conducted in a
factorial scheme (2 diets X 3 strains), using six treatments with four replicates each, for 29
days. Larvae were stocked at a density of 4 larvae.L™ and were fed a commercial diet, six
meals per day. The “Supreme” strain showed better growth performance and survival
results. The total weight gain in the treatments with the “Supreme” strain was 769.2 + 36.1
mg (diet without the hormone) and 589.4 + 92.1 mg (diet with the hormone). Thus, the
"Supreme" strain showed the best results of performance, uniformity and survival during
the masculinization, and the masculinization interferes with the responses of productive

performance of the larvae of Nile tilapia. Such responses are different among the strains.

Key words: Oreochromis niloticus, growth, masculinization, 17a-methyltestosterone.
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1 INTRODUCAO

O crescimento da aquicultura no Brasil relaciona-se ndo sé com a abundéancia de
agua para o seu desenvolvimento como também com as condi¢cBes favoraveis do clima.
Dentre as espécies de peixes cultivados, a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) é a
espécie que vem apresentando a maior producdo (132 mil toneladas em 2009), seguida
da carpa comum (Cyprinus carpio), do tambaqui (Colossoma macropomum) e do pacu
(Piaractus mesopotamicus). Observou-se que nas Ultimas décadas foram importadas
diferentes linhagens de tilapia geneticamente melhoradas, visando o aumento da
eficiéncia de producéo e a diminuicdo dos custos (BRASIL, 2010).

A intensificacdo da producdo desta espécie no Brasil tem demandado pesquisas
das linhagens geneticamente melhoradas, criadas em nossos ambientes. Segundo
Santos et al. (2008), vérios fatores devem ser considerados na escolha da linhagem de
tilapia a ser cultivada, tais como: adaptabilidade e tolerancia a diferentes ambientes;
facilidade de reproducdo em cativeiro; elevada taxa de crescimento; caracteristicas de
carcaca e de carne compativeis com as exigéncias da industria de processamento e do
consumidor final.

A tilapia-do-nilo e algumas tilapias vermelhas hibridas podem ser criadas em
diversos sistemas, desde a cultura semi-intensiva em viveiros escavados, como em
cultivo intensivos em tanques-rede (BOSCOLO et al., 2001). Tais animais destacam-se
como peixe de potencial para a aquicultura devido a sua rusticidade, crescimento rapido
e adaptacao ao confinamento (HAYASHI, 1995). Além disso, possuem habito alimentar
onivoro, e aceitam racfes com grande facilidade, desde o periodo larval até a fase de
terminacdo (BOSCOLO et al., 2001).

Trabalhos j& realizados demonstraram que as linhagens melhoradas podem
apresentar ganhos em peso mais satisfatorios (ROMANA-EGUIA E DOYLE, 1992; DAN e
LITTLE, 2000; BOSCOLO et al., 2001; SIFA et al., 2002; TACHIBANA et al., 2004,
RIDHA, 2006; MASSAGO, 2007; NEUMANN et al. 2009). Em pesquisa de desempenho e
caracteristicas de carcaca de duas linhagens de tilapia na fase inicial e de crescimento,
Boscolo et al. (2001) constataram maior ganho em peso, conversao alimentar e
sobrevivéncia da linhagem Tailandesa (Chitralada) em relagdo & comum; porém, o
rendimento de filé foi semelhante nas duas linhagens. Além disso, Tuan et al. (1998) e
Leonhardt et al. (2006) também observaram o melhor ganho em peso da tilapia-do-nilo
GIFT em relagédo as linhagens locais, do interior do Parana, nas fases inicial e de

crescimento.
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O horménio sintético 17a-metiltestosterona vem sendo rotineiramente usado para
a masculinizacdo de tilpia, visando a obtencdo de populacdes monossexo (HIOTT E
PHELPS, 1993; MAINARDES-PINTO et al., 2000; TACHIBANA et al., 2004; NEUMANN
et al., 2009), e minimizar a reproducéo natural nos tanques de criacdo. Por outro lado, ha
indicacBes que esse hormbénio possa também ter um efeito anabolizante nos peixes
(MOMMSEN e MOON, 2001) ou ate mesmo prejudicial a satide destes (GAYAO, 2009).

Com base no exposto, o presente estudo teve como objetivo a comparagdo do
desempenho produtivo de trés linhagens de tilapia-do-nilo mais criadas na regido
Sudeste do pais (Tailandesa, GIFT e “Supreme”), alimentadas com e sem adi¢do do
horménio 17a-metiltestosterona, durante a fase inicial, em que acontece o processo de

diferenciagéo sexual.
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2 MATERIAL E METODOS

2. 1 Instalacdes e condi¢cBes experimentais

O experimento foi realizado no Laboratério de Nutricdo de Organismos Aquéticos
(LANOA) no Centro de Aquicultura (CAUNESP), da Universidade Estadual Paulista
(UNESP), campus de Jaboticabal, SP. O trabalho foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, constituido de seis tratamentos em esquema fatorial,
caracterizado por trés linhagens de tilapia (“Supreme”, GIFT e Tailandesa) e duas formas
de alimentacg&o (dieta comercial com e sem o horménio andréogeno 17a-metiltestosterona
— MT), com quatro réplicas cada. Desta forma, os tratamentos foram denominados pelas
seguintes abreviagbes: S — tilapia “Supreme”, dieta sem 17a-Metiltestosterona; SM —
“Supreme”, dieta com 17a-Metiltestosterona; G — GIFT, dieta sem 17a-Metiltestosterona;
GM - GIFT, dieta com 17a-Metiltestosterona; T — Tailandesa, dieta sem 17a-
Metiltestosterona; e TM — Tailandesa, dieta com 17a-Metiltestosterona.

As larvas das linhagens “Supreme” e Tailandesa foram estocadas em 16 tanques
de polietileno com 100 L de 4gua aerada e renovada continuamente, em uma densidade
de 4 larvas.L™. A fase experimental teve duracdo de 29 dias, com inicio a partir do quarto
dia ap0s a eclosdo. Tais linhagens apresentaram as seguintes médias de comprimento
inicial e peso: “Supreme” (9,6 £ 0,5 mm e 12,4 + 2,2 mg) e Tailandesa (10,2 + 0,5 mm e
10,4 £ 1,9 mg). As larvas receberam dieta comercial farelada de boa qualidade contendo
56% de PB, seis vezes ao dia (8:00; 10:00; 12:00; 14:00; 16:00 e 18:00), seguindo os
ajustes recomendados pelo fabricante em funcdo da biomassa dos animais. A dieta ndo
consumida e as fezes foram retiradas dos tanques por sifonamento diariamente uma hora
apos a quinta refeicéo, no final da tarde.

As larvas da linhagem GIFT foram oriundas de matrizes jovens de apenas 183 + 50
g de peso médio. Por isso, iniciaram o experimento com menor tamanho e no terceiro dia
apés o inicio do tratamento, estas larvas apresentaram infestagdo por helmintos
monogenodides o0 que ocasionou alta mortalidade e baixa ingestdo de alimento. Estas
larvas foram tratadas com solucdo de formalina a 10% (1ml.L™) e os peixes mortos foram
substituidos por outros mantidos em estoque. Com isso, 0 estudo com as larvas da
linhagem GIFT sé comecaram quando estavam com 11 dias de vida, momento em que a
infestacdo pelo parasita foi controlada, e os peixes estavam com tamanho semelhante
(10,6 £ 1,0mm e 14,7 = 5,2mg) ao das outras duas linhagens.

Durante o periodo experimental a temperatura da agua foi averiguada diariamente

as 8:00 e 18:00 horas, com o auxilio de um termdmetro de mercuario. A temperatura
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média aferida no periodo foi de 29,1 + 0,5°C. A cada trés dias monitoraram-se as
varidveis de qualidade da agua: concentracdo e porcentagem de saturacdo do oxigénio
dissolvido (oximetro YSI 550A), pH (peagbmetro de campo Corning pH30), e
condutividade (condutivimetro digital portatii Corning PS 17). O oxigénio dissolvido
apresentou variacoes de 6,0 + 0,4 mg.L™" e 78,4 + 4,9%, o pH 8,1 + 0,1, e a condutividade
232,6 + 36,6 uS.cm™.

A 4gua dos tanques foi coletada a cada sete dias, sempre antes da limpeza dos
tanques e apoOs a quinta refeicdo do dia, para a andlise de amobnia, nitrito, nitrato, e
fésforo total, cujos valores foram 663,8 + 283,3 ug.L™*, 5,0 + 4,1 yg.L™", 131,6 + 6,8 pug.L™,
49,4 + 7,6 ug.L", respectivamente. Os parametros de qualidade da agua estavam de

acordo com aqueles recomendados para a criagéo de tilapia (KUBITZA, 2000).

2.2 Descricao da dieta comercial

A dieta comercial (0,8mm) utilizada foi mantida em refrigerador durante sua
utilizacdo. Sua composicdo basica apresentava farelo de glaten de milho, farelo de soja,
milho integral moido, cloreto de sodio (sal comum), premix vitaminico mineral e farinha de
peixe. De acordo com o fabricante, o conteddo minimo de proteina bruta, extrato etéreo e
fosforo eram de 56, 5 e 8%, respectivamente. Para célcio, matéria fiborosa e mineral a
concentracdo maxima presente era de 1,5, 8 e 11%, respectivamente.

Para o acréscimo do hormdnio andrégeno na dieta comercial adicionou-se 60 mg
do hormbnio 17a-metiltestosterona (valor esperado de pureza 97% a 103%) diluido em
0,5 L de élcool etilico (92,8°) para cada quilograma da dieta. Em seguida, a mistura foi

homogeneizada, seca ao ar livre, e estocada em refrigerador.

2.3 Avaliagdo do desempenho produtivo

Para avaliacdo do desempenho foram realizadas coletas no inicio e ao longo do
experimento, no oitavo, 15, 22 e 29 dias, coletando-se 20 (5%) animais de cada réplica
experimental, que foram fixadas em formol 10% e preservados em &lcool 70%. Os
animais amostrados foram eutanaziados com benzocaina, e tiveram o0 peso umido,
comprimento total, comprimento padréo, e altura mensurados individualmente, utilizando-
se de paquimetro digital e balanca analitica digital Chyo modelo JS-110 (preciséo
0,00019).

Ao final do experimento foram determinadas as taxas de sobrevivéncia em cada
tratamento. A partir dos dados biométricos, a taxa de crescimento especifico (TCE) foi
calculada pela seguinte férmula: TCE = (Ln peso final — Ln peso inicial) x 100 / intervalo
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de tempo (dias) entre biometrias. Também se calculou o ganho em peso total dos peixes

durante todo o periodo experimental (GPiga = Pinal — Pinicia)-

2.4 Analise estatistica

Os resultados de comprimento total, peso, altura, sobrevivéncia, taxa de
crescimento especifico e ganho em peso total foram analisados estatisticamente por meio
da ANOVA (ZAR, 1999), considerando-se os resultados médios das réplicas de cada
parcela experimental, usando o programa estatistico SAS versao 9.0 (SAS Institute Inc.,
Cary, North Carolina, USA).

Para os resultados que apresentaram diferencas significativas entre o0s
tratamentos (p < 0,05), as médias foram estudadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%
de probabilidade. Os dados de sobrevivéncia e taxa de crescimento especifico foram
transformados em y = arc sen \x/100, onde x indica o valor da porcentagem da
sobrevivéncia ou da taxa de crescimento especifico, para posterior andlise da variancia.
Todas as variancias biométricas foram submetidas a testes para a verificacdo da
normalidade (Cramer Von Mises) e homocedasticidade das variancias (Brown and
Forsythe).

2.5 Avaliacdo da homogeneidade dos animais

No final do experimento a partr dos dados da biometria final foram
confeccionadas réguas para separar todos 0s peixes remanescentes em classes de
tamanho. O comprimento total foi usado para estabelecer as classes de tamanho, que
tiveram amplitude definida com base no coeficiente de variacdo (CV) dos animais
amostrados para a biometria.

A classe M foi resultado do valor médio do comprimento total (mm), com o
acréscimo e subtragdo do valor do CV (em mm). As demais classes tiveram amplitude
igual ao valor em mm do CV. Assim, estabeleceram-se cinco classes de tamanho: PP
<159 mMm; 159 Mmm <P <22, 7 mm; 22,7 mm <M < 36,3 mm; 36,3 mm <G <43,1 mm; e
GG = 43,1 mm. Além disso, foi calculado o coeficiente de variagdo para o comprimento

total e peso dos animais dentro de cada tratamento no final da fase experimental.



29

2.6 Verificacdo da taxa de masculinizacao

Apoés a fase experimental os animais foram mantidos no laboratério por mais 60
dias, com a finalidade de atingir o tamanho apropriado para a realizacdo da sexagem por
meio da técnica do acetato de carmim (GUERRERO e SHELTON, 1974) e adaptada para
juvenis de tilapia-do-nilo por Wassermann e Afonso (2002). Desta forma, 10% dos
animais de cada classe de tamanho foram eutanaziados em agua com gelo e, com
auxilio de material cirdrgico, as gbnadas foram extraidas e colocadas em lamina
histolégica. Em seguida, foi corada com acetato de carmim a 45% e comprimida
levemente com uma laminula para observacédo direta em microscépio de luz.

Por meio da analise microscopica das laminas foi determinada a proporgéo de
sexos. Cada lamina foi examinada sob microscopio de luz, objetiva de 10X e 40x.
Segundo Afonso e Leboute (1993) foram identificados os machos e as fémeas dos
grupos de acordo com a diferenciacdo morfolégica das gbnadas. Todos os peixes foram
medidos e pesados para constatar que ja havia ocorrido diferenciacdo sexual, pois
conforme concluiu Makino (2005) a eficiéncia do diagnéstico do sexo esta relacionada
mais ao tamanho e peso das tilapias (acima de 3,0 cm e 0,5 g) do que propriamente a

idade avaliada.
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3 RESULTADOS

3.1 Desempenho e sobrevivéncia

A primeira avaliacdo biométrica foi realizada para verificar os valores médios
iniciais de comprimento e peso no primeiro dia experimental. Observou-se que as
linhagens apresentaram larvas de tamanhos diferentes e suas médias constituiram

diferencas estatisticas significativas conforme demonstrado na Figura 1 A e B.
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Figura 1. A) Comprimento total (mm) dos animais referente ao primeiro dia experimental.
B) Peso (mg) dos animais no primeiro dia experimental. Peixes das linhagens
Tailandesa e “Supreme” com 4 dias po6s-eclosédo e da linhagem GIFT com 11
dias pés eclosdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey (p > 0, 05).
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Os resultados das analises estatisticas para o comprimento total dos animais
mostraram que apoOs oito dias de experimento as larvas das diferentes linhagens nédo
apresentaram diferenca significativa (Tabela 1). Ao decorrer do experimento nota-se que
a linhagem “Supreme” se destacou das demais, apresentando melhor resultado de
comprimento total. Até o 22 ° dia de experimento ndo houve efeito de interacdo da
linhagem e do tratamento hormonal, assim como ndo houve diferenca significativa (p

> 0,05) entre animais tratados com e sem horménio até este periodo.

Tabela 1. Valores médios (+ d.p.) de comprimento total (mm) das linhagens de

tilApia-do-nilo, no 8°, 15° e 22° dias de experimento.

Dias de experimento

Estatistica - - -
8° dia 15° dia 22° dia
Médias para linhagens:
“Supreme” 13,92 + 0,63 19,38+ 0,75 a 25,23+ 1,04 a
GIFT 13,97 + 0,70 17,69+0,99b 2286+0,96 b
Tailandesa 13,52+ 0,45 17,97 +£0,74 b 21,56 +0,75¢
C.V. (%) 4,39 3,05 4,26

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). CV =

Coeficiente de variacao da ANOVA.

Ao final de 29 dias, observou-se interacdo dos fatores linhagem e tratamento
hormonal (p < 0,05), em que a linhagem “Supreme” nao diferiu da GIFT masculinizada,
apresentando as maiores médias de comprimento total (Tabela 2). Observou-se ainda
que entre os grupos masculinizados e ndo masculinizados, apenas dentro da linhagem

GIFT houve diferenca significativa para tal efeito.

Tabela 2. Valores médios (+ d.p.) de comprimento total (mm) das linhagens de
tilapia-do-nilo, no 29° dia de experimento, com dieta contendo ou ndo o

hormdnio masculinizante.

Dieta
Linhagens Sem hormdnio Com horménio
“Supreme” 34,43+ 1,12 Aa 31,81 +1,95 Aa
GIFT 28,67 £ 0,58 Bb 31,35+ 0,72 Aa
Tailandesa 25,38 £ 2,65 Ba 26,19 £ 2,07 Ba

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas na coluna e minasculas na linha, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (P>0,05).



32

Diferentemente do comprimento total, o peso dos animais no 8° dia diferiu entre
as linhagens “Supreme” e Tailandesa (Tabela 3). Até o 22° dia ndo se verificou efeito
significativo (p > 0,05) da interacdo entre linhagem e tratamento hormonal. Nesse
periodo, a linhagem “Supreme” destacou-se com as maiores médias de peso, seguida

pela linhagem GIFT e pela linhagem Tailandesa, com as menores médias.

Tabela 3. Valores médios (+ d.p.) de peso (mg) das linhagens de tilapia-do-

nilo, no 8°, 15° e 22° dias de experimento.

Dias de experimento

Estatistica - - -
8° dia 15° dia 22° dia
Médias para linhagens:
“Supreme” 41,2+45a 122,2+ 139 a 277,9+43,1a
GIFT 42,6 +6,0 ab 91,5+17,1b 231,6 £23,3b
Tailandesa 354+3,0hb 91,5+11,7b 176,0+ 19,6 c
C.V. (%) 12,22 14,26 14,04

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). CV =

Coeficiente de variacdo da ANOVA.

Condizendo com os resultados de comprimento total, também no 29° dia houve
efeito da interacdo dos fatores linhagem e tratamento hormonal (p < 0,05). A linhagem
“Supreme” apresentou médias de peso superiores as médias da linhagem Tailandesa,
embora tenha sido semelhante a linhagem GIFT (Tabela 4). As larvas da linhagem
“Supreme” ndo masculinizadas apresentaram as maiores médias de peso, diferindo

estatisticamente entre os tratamentos sem e com hormoénio na dieta.

Tabela 4. Valores médios (+ d.p.) de peso (mg) das linhagens de tilapia-do-nilo,
no 29° dia de experimento, com dieta contendo ou ndo o hormdnio

masculinizante.

Dieta
Linhagens Sem hormonio Com horménio
“Supreme” 781,5 £ 36,1 Aa 601,7 £+ 92,1 Ab
GIFT 469,0 + 22,8 Ba 617,4 + 59,6 Aa
Tailandesa 344,3 + 87,6 Ba 311,4 + 68,0 Ba

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, néo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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Os resultados das analises estatisticas da altura dos animais apresentaram
tendéncia semelhante aos resultados de comprimento total. As larvas das trés linhagens
estudadas ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) no inicio do experimento
(Tabela 5). Com o decorrer do experimento maiores médias de altura foram observadas

na linhagem “Supreme”.

Tabela 5. Valores médios (+ d.p.) de altura (mm) das linhagens de tilapia-do-

nilo, no 8°, 15° e 22° dias de experimento.

Dias de experimento

Estatistica - - -
8° dia 15° dia 22° dia
Médias para linhagens:
“Supreme” 3,39+£0,20 6,65+0,25a 6,65+0,35a
GIFT 3,22+0,18 6,09+ 0,08 b 6,09+£0,28 b
Tailandesa 3,22 +£0,15 547+0,17b 546 +0,25¢c
C.V. (%) 5,19 3,99 5,19

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). CV =

Coeficiente de variacdo da ANOVA.

Ao final do experimento (29° dia) observou-se interacdo dos fatores linhagem e
tratamento hormonal (p < 0,05), em que a linhagem “Supreme” nao diferiu da GIFT
masculinizada, apresentando as maiores médias de altura (Tabela 6). Observou-se
ainda que dentro da linhagem “Supreme”, os tratamentos sem e com hormoénio diferiram

significativamente.

Tabela 6. Valores médios (+ d.p.) de altura (mm) das linhagens de tilapia-do-nilo,
no 29° dia de experimento, com dieta contendo ou ndo o horménio

masculinizante.

Dieta
Linhagens Sem hormdnio Com horménio
“Supreme” 9,83+0,8 Aa 8,41 +£0,7 Ab
GIFT 7,62+0,2Ba 8,25+ 0,2 Aa
Tailandesa 6,59 + 0,9 Ba 6,65 + 0,5 Ba

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas na coluna e minusculas na linha, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (P>0,05).
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A taxa de crescimento especifico (TCE) em peso dos animais ndo apresentou
efeito de interacdo dos fatores linhagem e hormonio (p > 0,05) no primeiro intervalo de
avaliacdo (0-7 dias). Nesse periodo as linhagens “Supreme” e Tailandesa apresentaram
médias de TCE superiores, 17,8 + 1,1%.dia’ e 17,7 + 0,9%.dia™, respectivamente,
diferindo da linhagem GIFT, 14,4 + 1,3%.dia™. No segundo periodo avaliado (8-14 dias),
as linhagens “Supreme” e Tailandesa apresentaram médias superiores, mas apenas
dentro da linhagem Tailandesa houve diferenca estatistica entre o grupo néo

masculinizado e masculinizado.

Tabela 7. Valores médios (+ d.p.) de TCE (%.dia’) em peso das linhagens de
tilApia-do-nilo, no intervalo entre 8-14 dias de experimento, com dieta

contendo ou ndo o hormdénio masculinizante.

Dieta
Linhagens Sem hormodnio Com horménio
“Supreme” 15,3+ 0,3 Aa 16,3+ 0,4 Aa
GIFT 12,1+ 1,7 Ba 11,4+ 1,4 Ba
Tailandesa 11,7+ 0,9Bb 15,4+ 1,0 Aa

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, nao diferem entre
si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Entre 15-21 dias as médias de TCE ndo apresentaram efeito de interacdo dos
fatores linhagem e horménio (p > 0,05) e as linhagens “Supreme” (12,2 + 0,9%.dia™) e
GIFT (12,7 + 1,0%.dia™) apresentaram taxas estatisticamente superiores a linhagem
Tailandesa (9,9 + 2,1%.dia™). No periodo final (22-29 dias) verificou-se que a linhagem
“Supreme”, em ambos os tratamentos com e sem horménio, e as linhagem GIFT e
Tailandesa tratadas com hormdnio apresentaram médias superiores do que os demais
tratamentos (Tabela 8). E, diferentemente do periodo (8-14 dias), tanto na linhagem
Tailandesa quanto na GIFT houve diferenca significativa (p < 0,05) entre 0os grupos nao

masculinizado e masculinizado.
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Tabela 8. Valores médios (+ d.p.) de TCE (%.dia') em peso das linhagens de
tilApia-do-nilo, no intervalo entre 22 e 29 dias de experimento, com dieta

contendo ou ndao o hormoénio masculinizante.

Dieta
Linhagens Sem hormdnio Com horménio
“Supreme” 145+ 2,0 Aa 11,5+ 0,6 Aa
GIFT 10,9+ 0,6 Ba 12,5+ 1,5 Aa
Tailandesa 9,5+1,7Bb 10,9+ 0,5 Aa

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas na coluna e minusculas na linha, ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Ao avaliar o ganho em peso total dos animais, observou-se que 0s tratamentos
com a linhagem “Supreme”, com e sem horménio, e a linhagem GIFT masculinizada
apresentaram médias superiores aos demais. Nao se verificou diferenca (p > 0,05) entre
0s grupos ndo masculinizados e masculinizados dentro da linhagem Tailandesa. Por
outro lado, na linhagem GIFT, os animais do tratamento com hormdnio apresentaram

ganho em peso maior do que aqueles que ndo passaram pela masculinizagéo (Figura 5).

Tabela 9. Valores médios (+ d.p.) de ganho em peso (mg) das linhagens de tilapia-
do-nilo que receberam dieta contendo ou ndo o horménio masculinizante,

durante o experimento (29dias).

Dieta
Linhagens Sem horménio Com horménio
“Supreme” 769,2 + 36,1 Aa 589,4 + 92,1 Ab
GIFT 460,3 £ 22,8 Bb 608,8 £ 59,6 Aa
Tailandesa 333,9+ 87,6 Ba 321,0 + 68,0 Ba

Médias seguidas da mesma letra, mailsculas na coluna e minusculas na linha, ndo diferem entre

si pelo teste de Tukey (P>0,05).

Os resultados das médias de sobrevivéncia foram influenciados pela linhagem
cultivada (Figura 2). Observou-se que a linhagem “Supreme” (90,4 t+ 4,8%) foi a que
apresentou maiores médias de sobrevivéncia, diferindo estatisticamente das demais. Nao

foi verificado efeito da interacdo dos fatores linhagem e tratamento hormonal (p > 0,05)
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para a sobrevivéncia. As linhagens GIFT (63,3 + 10,8%) e Tailandesa (72,2 + 6,0%) nao

apresentaram diferenca significativa (p > 0,05) das médias de sobrevivéncia.
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Figura 2. Taxas médias de sobrevivéncia dos juvenis de tilapia no fim da fase

experimental. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p > 0, 05).
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Homogeneidade dos animais

A linhagem “Supreme” apresentou, tanto os masculinizados como os n&o
masculinizados, cerca de 90 % dos animais distribuidos nas classes de tamanho M e G
(Figura 3). Todos os animais de cada réplica dos tratamentos desta linhagem foram
agrupados em apenas quatro classes (P, M, G e GG), diferentemente dos tratamentos
com as demais linhagens que tiveram seus animais agrupados em cinco classes de
tamanho, com peixes de tamanho PP.

Os peixes da linhagem “Supreme” constituiram um grupo mais uniforme, visto que
0s tratamentos sem e com hormonio tiveram coeficiente de variacdo (CV) para
comprimento total de 14,9 e 18,6 % e para peso 41,5 e 52,8%, respectivamente. Devido a
maior variacao, o peso geralmente apresenta elevados valores de CV. Assim, os demais
tratamentos apresentaram o0s seguintes valores de CV para comprimento total e peso:
25,1 e 80,6 % (GIFT, sem hormdnio); 27,0 e 88,8 % (GIFT, com hormonio); 22,9 e 63,3 %

(Tailandesa, sem hormoénio); 21,3 e 71,9 % (Tailandesa, com hormdénio).
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Figura 3. Freqiéncia dos animais nas classes de tamanho: PP (<15,9 mm); P (15,9-22,7

mm); M (22,7-36,3 mm); G (36,3-43,1 mm); e GG (>43,1 mm), ao fim da fase
experimental. S: “Supreme”, dieta sem horménio; SM: “Supreme”, dieta com
hormoénio; G: GIFT, dieta sem hormonio; GM: GIFT, dieta com horménio; T:

Tailandesa, dieta sem hormonio; e TM: Tailandesa, dieta com hormoénio.
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Taxa de masculinizacao

A linhagem “Supreme” teve a maior propor¢do de machos (Figura 4),
apresentando uma taxa de masculinizacdo de 99,2%. A linhagem GIFT apresentou taxa
de 98,5% e a Tailandesa 97,3%. A menor taxa de masculinizacdo na linhagem
Tailandesa foi encontrada nos animais da classe PP, indica que ao fim da fase
experimental estes animais ingeriram menor quantidade da dieta com o hormdnio 17a-
metiltestosterona. O mesmo pode ser observado com os animais da linhagem GIFT da
classe P.

Em relacdo aos tratamentos que nhao receberam dieta com o horménio andrégeno,
observou-se que as linhagens GIFT e Tailandesa apresentaram baixa proporcdo de
animais machos nas populacdes estudadas, 29,2 e 18,5%, respectivamente.
Diferentemente, a linhagem “Supreme” apresentou maior propor¢édo de machos (58,5%).
Observa-se ainda que, dentro das classes de tamanho maiores (G e GG) mais de 65%
dos animais eram machos, enquanto que 0S animais menores apresentam maior

proporcao de fémeas.
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Figura 4. Frequéncia de machos verificados em cada classe de tamanho, ao fim da fase
experimental. S: “Supreme”, dieta sem hormdnio; SM: “Supreme”, dieta com
hormoénio; G: GIFT, dieta sem hormonio; GM: GIFT, dieta com horménio; T:

Tailandesa, dieta sem hormoénio; e TM: Tailandesa, dieta com horménio.
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4 DISCUSSAO

O experimento teve inicio com larvas de tilapia-do-nilo das linhagens “Supreme”,
Tailandesa, com quatro dias pds-eclosdo, e GIFT com 11 dias poés-eclosdo. Estas
apresentaram comprimento e peso que diferiram estatisticamente. Segundo Rana (1990),
o tamanho dos ovos e das larvas pés-eclosao varia de acordo com a idade das matrizes.
No presente trabalho as matrizes das linhagens “Supreme” e Tailandesa apresentaram
médias de peso aproximadas, 656 + 121 g e 595 + 193 g, respectivamente. As larvas da
linhagem GIFT foram oriundas de matrizes jovens, de apenas 183 + 50 g de peso médio
e, por isso, aos 4 dpe estavam bem menores do que as larvas das outras duas linhagens.
Além disso, estas larvas sofreram infestacdo por parasitos o que causou atraso no seu
crescimento inicial, o que forcou a comparacéao de desempenho com as demais linhagens
somente a partir do 11 dpe, quando ja se apresentaram sadias e com tamanho
aproximado das outras linhagens aos 4 dpe.

Vieira et al. (2005) ao estudar as linhagens “Supreme”, GIFT e “Bouaké” em fase
posterior a masculinizagdo, utilizaram animais “Bouaké” com peso inicial
significativamente maior que os demais. Mesmo com esta diferengca no inicio do
experimento, os autores observaram que esta linhagem apresentou 0 menor peso final,
resultando no menor ganho em peso. As maiores médias de ganho em peso,
comprimento total e comprimento padrao foram verificados nos peixes da linhagem
“Supreme”.

Ja na primeira avaliagdo apdés o inicio do experimento (8° dia), ndo se observou
diferenca significativa do comprimento total das larvas das trés linhagens. Mesmo com a
variagdo no tamanho inicial das larvas, no 8° dia as médias de TCE foram iguais
estatisticamente entre as linhagens “Supreme” e Tailandesa. Ja os animais da GIFT
apresentaram médias de TCE significativamente inferiores, demonstrando um
crescimento menor no 8° dia.

No fim da fase experimental os resultados de comprimento total mostraram
interacdo dos fatores linhagem e tratamento hormonal. Os peixes da linhagem “Supreme”
nao diferiram da GIFT masculinizada, apresentando as maiores médias de comprimento
total. O mesmo efeito de interacao dos fatores foi encontrado para as médias de peso e
altura no 29° dia, mas desta vez a linhagem (S e SM) destacou-se com as maiores
médias, seguida pela linhagem GIFT. O mesmo foi observado por Massago (2007) com
animais acima de 1g, que ao comparar as médias do peso e comprimento padrao,
verificou que as linhagens “Supreme” e GIFT apresentaram o peso final maior (133,20g e

121,469, respectivamente), seguido da Tailandesa (112,89g) e da “Bouaké” (98,839).
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Santos et al. (2006) concluiram que as linhagens “Supreme” e Tailandesa
apresentam diferentes padrbes de crescimento relativo dos componentes do corpo em
relacdo ao peso corporal para carcaca, pele, filé sem pele e residuos da filetagem. Com
isso tornam-se necessarios estudos comparativos entre as linhagens durante a fase de
terminacdo, para avaliagdes morfométricas e de rendimento de filé. Na fase estudada
pela presente pesquisa a altura dos peixes da linhagem “Supreme” foi maior do que os da
linhagem Tailandesa, assim como o componente morfométrico do comprimento padrao.

No presente estudo a linhagem Tailandesa apresentou as menores médias de
comprimento total, peso e altura, diferente do observado por Boscolo et al. (2001).
Porém, os autores compararam o crescimento da linhagem Tailandesa com a tilapia
comum (peso inicial acima de 2g), demonstrando que esta linhagem apresenta vantagens
em relagdo a comum, provavelmente devido ao histérico de domesticacdo que tem
passado desde a década de 40. Entretanto, as outras linhagens que passaram por
melhoramento genético mais intenso (“Supreme” e GIFT) demonstram claramente
vantagens de crescimento em relacédo a Tailandesa.

Ao comparar o ganho em peso, conversao alimentar e sobrevivéncia da linhagem
GIFT com a “FaST” e “Ismaelia” (original do Kuwait, e ndo melhorada geneticamente)
entre um periodo de crescimento de 20g a 2509, Ridha (2006) observou que as linhagens
GIFT e “FaST” nao apresentaram diferengas significativas entre si, mas ambas
demonstraram melhores taxas de crescimento e conversédo alimentar do que a “Ismaelia”.
Estes resultados mostram que o processo de desenvolvimento das linhagens melhoradas
geneticamente vem sendo efetivo.

O ganho em peso da linhagem Tailandesa também foi 0 menor comparado as
outras linhagens aqui estudadas. Diferentemente, Tachibana et al. (2004), ao comparar o
desempenho das linhagens Tailandesa, “Santa Catarina”, “Cesp”, e “Pernambuco”
verificaram que as duas primeiras apresentaram os melhores resultados de comprimento
total, TCE e ganho em peso durante o periodo de masculinizacdo. Nesta mesma linha,
comparando a linhagem Tailandesa com outras, Romana-Eguia e Eguia (1999), Zanoni et
al. (2000), Boscolo et al. (2001) e Wagner et al. (2004) caracterizaram o melhor
desempenho produtivo dessa linhagem. Estes estudos comprovaram o melhor
desempenho da linhagem Tailandesa perante as outras que foram mais recentemente
domesticadas, ou que ainda séo consideradas selvagens.

Dan e Little (2000) compararam o desempenho das linhagens GIFT, Tailandesa e
“Vietnamita”. Para isto utilizaram animais masculinizados e ndo masculinizados com peso
inicial a partir de 9 g. Os autores verificaram que a linhagem GIFT, de ambos os
tratamentos masculinizados e ndo masculinizados, atingiu um peso final (387,7 £ 21,09

em viveiros escavados e 410.6 + 35.1 g em tanques) significativamente superior as
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demais. Estes resultados assemelham-se aos obtidos aqui, pois a linhagem GIFT
também apresentou melhor desempenho que a linhagem Tailandesa no periodo de
masculinizacdo, fase anterior a estudada pelos autores.

Aprofundando mais os estudos com os animais GIFT, Ng e Hanin (2007)
compararam esta linhagem com hibridos da tilapia vermelha alimentados com dois niveis
de proteina. Observaram que a linhagem GIFT apresentou maior crescimento, melhor
conversao alimentar e maior valor de proteina corporal. Em outro estudo com essa
linhagem Sifa et al. (2002) comparou-a com outras duas (“‘Sudan 78", “Egypt 88”) e
verificaram que 0s animais comegaram a morrer quando a temperatura da agua atingiu
11°C. Pelos resultados da dose letal (DLsy) para baixas temperaturas os autores
sugeriram que a linhagem GIFT foi a menos tolerante, afirmando que isto tem
implicacdes importantes para a aplicagdo de organismos geneticamente melhorados em
climas frios, quando estes séo desenvolvidos em regifes mais quentes, evidenciando a
diferenca de expresséo do potencial genético das linhagens em cada ambiente.

Os resultados das médias de sobrevivéncia foram influenciados pela linhagem
cultivada. No trabalho realizado por Wagner et al. (2004), constataram-se taxas de
sobrevivéncia para duas geracdes da linhagem Tailandesa que variaram entre 72 e 87%
para animais com peso inicial de 310mg até atingirem 9g. Boscolo et al. (2001),
trabalhando com animais a partir de 2g, obtiveram altas taxas de sobrevivéncia para a
linhagem Tailandesa (96%).

Verificou-se que os tratamentos com a Tailandesa apresentaram taxas de
sobrevivéncia de 72,2 + 6,0%. Estes resultados sao inferiores as taxas de sobrevivéncia
de 88,1% documentadas por Tachibana et al. (2004) para a linhagem GIFT durante a
masculinizagdo. Mesmo assim, os resultados de sobrevivéncia aqui encontrados estéo de
acordo com a taxa de sobrevivéncia de 70% a 80%, proposta como normal para o
periodo de masculiniza¢éo por Popma e Lovshin (1996).

A linhagem que apresentou as maiores taxas de sobrevivéncia foi a “Supreme”,
tanto para o tratamento sem e com hormdnio, com valores semelhantes as linhagens
santa Catarina e GIFT estudadas por Tachibana et al. (2004). As menores médias de
sobrevivéncia final foram observadas na linhagem GIFT, mesmo substituindo as larvas
que morreram devido a infestagdo por monogenia. A maior mortalidade no tratamento
com a linhagem GIFT masculinizada pode ter influenciado as elevadas médias de
comprimento total, peso, TCE e ganho em peso, ja que nesse tratamento 0s animais
ficaram menos adensados.

Na mesma linha de pesquisa, Massago (2007) avaliou o desempenho de
diferentes linhagens cultivadas apos a reversao sexual (> 1 g) por um periodo de 112

dias. O autor demonstrou no final do seu experimento que a linhagem “Supreme”
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apresentou ganho em peso 34,8%, 18,0% e 9,7% superior quando comparadas as
linhagens “Bouaké”, Tailandesa e GIFT, respectivamente. Em relacdo a sobrevivéncia,
seus resultados para a linhagem “Supreme” (90,1 + 7,1 %) foram semelhantes aos
obtidos aqui (90,2 £ 4,8 %).

A origem das linhagens “Supreme” e GIFT foi a mesma, mas a partir de 1999
duas empresas diferentes continuaram o0 seu melhoramento genético e o
desenvolvimento das duas ocorreu de forma independente (ZIMMERMANN, 2003). A
GENOMAR desenvolveu a linhagem “Supreme” visando melhora na conversao alimentar,
ganho em peso e rendimento de filé. Dessa forma, verificou-se que durante a fase de
masculinizacdo o desempenho dessa linhagem foi superior as linhagens GIFT e
Tailandesa, tanto nos animais que receberam dieta com e sem o0 hormdnio andrégeno.

No fim do experimento os animais da linhagem “Supreme” foram agrupados em
apenas quatro classes, diferentemente dos tratamentos das demais linhagens que
tiveram seus animais agrupados em cinco classes de tamanho, incluindo a menor (PP). A
classificacdo dos animais junto com os menores valores do coeficiente de variacdo (CV)
comparados as demais linhagens sugerem que a linhagem “Supreme” constituiu um
grupo mais homogéneo, devido a menor variacdo de tamanho. Segundo Volpato et al.
(1989) o crescimento heterogéneo entre larvas e juvenis de tilapia-do-nilo é uma
caracteristica comum, relacionada ao estabelecimento de hierarquias entre os peixes,
com poucos animais grandes e muitos pequenos. Deste modo, os indices de crescimento
das larvas de tilapia ao final do periodo de masculinizagdo podem apresentar uma grande
variagdo e no caso da linhagem “Supreme” a menor variagdo de tamanho pode estar
relacionado com o melhoramento genético dessa linhagem.

As taxas de masculinizacdo foram de 99,2, 98,5 e 97,3%, nas linhagens
“Supreme”, GIFT e Tailandesa, respectivamente. Ao destacar a eficiéncia do tratamento
com 17a-metiltestosterona na indugdo de masculinizagdo em tilapia-do-nilo, Popma e
Green (1990), Popma e Lovshin (1994) e Green et al. (1997) concluiram que a
administracéio oral de 30 a 60 mg.kg™ de metiltestosterona durante um periodo de 3 a 4
semanas produz populacbes compostas por mais de 95% de machos. Tais taxas de
masculinizagéo aqui obtidas estdo de acordo com as usualmente encontradas.

Ainda, observou-se que a menor taxa de masculinizagdo na linhagem Tailandesa
foi na classe de tamanho PP, sugerindo que ao fim da fase experimental estes animais
ingeriram menor quantidade da dieta com o horménio 17a-metiltestosterona. O mesmo
pode ser observado com os animais da linhagem GIFT classificados como P.

Nos tratamentos em que nao foi fornecida dieta com horménio, observou-se que
as linhagens GIFT e Tailandesa apresentaram baixa proporcédo de animais machos nas

populacdes estudadas, 29,2 e 18,5%, respectivamente. Diferentemente, a linhagem
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“Supreme” apresentou no total maior propor¢édo de machos (58,5%). Uma vez que, as
condicBes ambientais foram as mesmas para 0s animais que foram ou ndo submetidos a
masculinizacdo, pode-se sugerir que a maior proporcdo de fémeas nas linhagens GIFT e

Tailandesa pode estar relacionada a caracteristicas intrinsecas das linhagens.
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5 CONCLUSOES

A linhagem “Supreme” apresenta melhores respostas de desempenho produtivo,
homogeneidade e sobrevivéncia durante a fase de masculinizacdo, quando comparada
com as linhagens GIFT e Tailandesa;

A masculinizagdo, por meio da adicdo de 17a-metiltestosterona, interfere nas
respostas de desempenho produtivo de larvas de tilapia-do-nilo e essas respostas sao
diferentes entre as linhagens;

A proporcdo de machos e fémeas, em animais que nao passaram pela
masculinizacdo, pode depender de vérios fatores e no caso estudado sugere certa

relacdo com a linhagem utilizada, necessitando de maiores estudos nesse sentido.
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CAPITULO 3. EFEITO DA 17a-METILTESTOSTERONA  SOBRE  AS
CARACTERISTICAS MORFOMETRICAS E DE EXPRESSAO GENICA DE FATORES
QUE REGULAM O CRESCIMENTO MUSCULAR EM DUAS LINHAGENS DE TILAPIA-
DO-NILO.

RESUMO
Este estudo avaliou o efeito do hormdnio andrégeno sintético 17a-metiltestosterona (MT)

sobre as caracteristicas morfométricas e de expresséo génica do tecido muscular em
duas linhagens de tilapia-do-nilo. Além disso, comparou-se o crescimento muscular entre
as linhagens (“Supreme”, com peso inicial de 12,4 + 2,0 mg, e Tailandesa, com peso
inicial de 10,4 + 1,9 mg) durante o processo de masculinizagdo. O trabalho foi conduzido
em esquema fatorial (duas dietas com e sem hormonio X duas linhagens), constituido por
guatro tratamentos com quatro réplicas de cada, por 29 dias. As larvas foram estocadas
na densidade de 4 larvas.L™ e receberam dieta comercial farelada (56% de PB), em seis
arracoamentos diarios. Amostragens para avaliacdo morfométrica (n = 8 individuos por
tratamento) foram coletadas aos 4, 19 e 33 dias pos-eclosdo (dpe). Mensurou-se o
didametro e a area de 200 fibras musculares para cada amostra, que foram distribuidas
nas seguintes classes de diametro: 10 (D £10pm), 20 (10< D <20 ym), 30 (20< D <30
pm), 40 (30< D <40um) e 50 (D > 40 um). As analises de expressédo génica da MyoD e
Miogenina foram realizadas por PCR em tempo real, com uma amostragem aos 4 dpe e
outra aos 33 dpe. A linhagem “Supreme® apresentou melhor desempenho, caracterizado
tanto pelo crescimento do didmetro das fibras (hipertrofia) e também pela alta freqiiéncia
de fibras em formacéo (didmetro < 20um). A expressao dos genes da MyoD e miogenina
para a linhagem Tailandesa ndo mostrou diferenca significativa entre os peixes tratados
ou ndo com a MT. Foi verificada maior frequéncia de fibras de maior didmetro nos
tratamentos com MT, mas essa tendéncia ndo acompanhou o aumento em peso dos

animais. Tal fato sugere um possivel efeito prejudicial do horménio a salde dos peixes.

Palavras chave: Oreochromis niloticus, masculinizacdo, hormonio, fibra muscular,

expressao génica.
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CHAPTER 3. EFFECT OF 17a-METHYLTESTOSTERONE ON THE MUSCLE
MORPHOMETRIC CHARACTERISTICS AND GENE EXPRESSION OF MYOGENIC
REGULATORY FACTORS IN TWO NILE TILAPIA STRAINS.

ABSTRACT
This study aimed at comparing the growth of skeletal muscle tissue in larvae of two Nile

tilapia strains fed a diet supplemented or not with the synthetic androgen hormone 17 a-
methyltestosterone (MT). The strains evaluated were: Thai (initial weight of 10.4 £ 1.9 mg)
and “Supreme” (initial weight of 12. 4 £ 2.0 mg). The work was conducted in a factorial
scheme (2 diets X 2 strains), constituting four treatments with four replicates each, lasting
29 days. Larvae were stocked at a density of 4 larvae.L™ in 16 100-L tanks, and fish of
each strain was fed with a commercial diet (56% CP) with and without MT addition, six
times a day. Samples for morphometric evaluations (n = 8 individuals of each tretament)
were collected three times (at 4, 19 and 33 days post-hatching). The diameter (D) and the
area of 200 muscle fibers of each sample were measured and distributed in the following
diameter’s classes: 10 (D <10um), 20 (10< D <20 pym), 30 (20< D <30 um), 40 (30< D
<40um) and 50 (D > 40 pm). Expression of MyoD and myogenin were performed by RT-
gPCR, with two samples (4 e 33 days post-hatching). The “Supreme” strain performed
better, characterized by hyperplasia and hypertrophy of the muscle fibers. The expression
of MyoD and myogenin of the Thai strain was not affected by the hormonal treatments.
The strains received the hormone have shown higher frequency of larger fibers, but this
tend did not accompany the increase in weight of the animals. This result suggests a

possible adverse effects on fish’s health.

Key words: Oreochromis niloticus, masculinization, hormone, muscle fibre, gene

expression
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1 INTRODUCAO

O tecido muscular estriado esquelético apresenta alta plasticidade. O
conhecimento das caracteristicas morfologicas, da miogénese e da dindmica do
crescimento € importante para o entendimento ndo apenas da morfofisiologia, mas
também para a selecdo de animais visando a melhoria na producéo de carne (DAL PAI-
SILVA e CARVALHO, 2007). O estudo com peixes fornece oportunidades para a
investigacdo dos mecanismos genéticos fundamentais da plasticidade muscular que
posteriormente podem ser aplicados em outras espécies de interesse ecologico e
comercial (JOHNSTON, 2006).

Nos peixes, o tecido muscular corresponde 40 a 75% da massa corporal e suas
fibras musculares se distribuem nos compartimentos vermelho, intermediario e branco,
predominando o compartimento branco (KILARSKI, 1990; JOHNSTON, 1999; AGUIAR,
2005). Entre as espécies de peixes e suas fases de desenvolvimento, a distribuicdo das
fioras musculares nos compartimentos é diferente. E conhecido que o crescimento do
musculo é regulado positivamente e negativamente por muitos fatores de crescimento e
de transcricio (MOMMSEN e MOON, 2001; JOHNSTON, 2006; DAL PAI-SILVA e
CARVALHO, 2007).

Os fatores de regulacdo miogénica (MRFs) estdo envolvidos na iniciacdo e
manutencdo da diferenciagdo muscular (RESCAN, 2001; JOHNSTON, 2006; DAL PAI-
SILVA e CARVALHO, 2007). Existem os fatores primarios, MyoD e o Myf5, que séo
expressos em mioblastos na fase de especificacdo. Outros fatores, como a miogenina e o
MRF4 sédo expressos em células na fase de fusdo e diferenciacdo de mioblastos em
fibras musculares imaturas (COLE et al., 2004; GALLOWAY et al., 2006; JOHNSTON,
2006; DAL PAI-SILVA E CARVALHO, 2007).

Durante a fase larval, a plasticidade muscular para o ambiente € geralmente
irreversivel devido ao rapido ritmo das mudancas ontogénicas (JOHNSTON, 2004 e
2006). Os mausculos podem afetar o desempenho e o comportamento locomotor de
maneira a interferir na sobrevivéncia larval (WEST-EBERHARD, 2003). Nesta fase, os
fatores externos, que interferem no crescimento muscular dos peixes, nao estdo
totalmente elucidados e o0 conhecimento sobre os mecanismos de hiperplasia e
hipertrofia muscular, incluindo a expressdao dos MRFs, podem indicar melhores
estratégias para o desenvolvimento e o crescimento muscular de espécies cultivadas
para o comércio.

Mommsen e Moon (2001) argumentam que o melhor desempenho de crescimento

esta relacionado ao aumento da taxa de sintese protéica no musculo, a acelerada taxa de
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captacao de aminodacidos pela absor¢ao intestinal e a intensificacdo da protedlise no trato
grastrointestinal. Os autores destacam que, em peixes, alguns andrégenos podem
suprirmir a atividade das células inter-renais, podendo, assim, aumentar a sintese
protéica muscular por meio da reducdo da protedlise devido ao cortisol. Os esterodides
sexuais também sao conhecidos por modular os niveis de horménio de crescimento em
truta arco-iris e algumas espécies de salméo. Com isso, torna-se importante conhecer o
efeito da 17 a-metiltestosterona no crescimento muscular da tilapia, ja que este horménio
€ amplamente utilizado no periodo de diferenciacdo sexual para obtencdo de populagdes
monossexo machos.

O presente estudo teve como objetivo verificar o efeito do hormbénio andrégeno
sintético 17a-metiltestosterona sobre as caracteristicas morfométricas e de expressao
génica de fatores que regulam o crescimento muscular em duas linhagens de tilapia-do-

nilo.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Nutricdo de Organismos
Aquéticos, do Centro de Aquicultura da Universidade Estadual Paulista (UNESP),
campus de Jaboticabal, SP e no Laboratério de Biologia do Musculo Estriado do Instituto
de Biociéncia da UNESP, Botucatu, SP. O trabalho foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, constituido de quatro tratamentos em esquema fatorial,
caracterizado por duas linhagens de tilapia (“Supreme” e Tailandesa) e duas formas de
alimentacédo (dieta comercial com e sem o horménio androgénico 17a-metiltetosterona),
com quatro repeticdes cada. Foram designados o0s seguintes tratamentos: S: tilapia
“Supreme” + dieta sem horménio; SM: “Supreme” + dieta com horménio; T: Tailandesa +
dieta sem hormonio; e TM: Tailandesa + dieta com horménio. As larvas de tilapia das
linhagens descritas apresentaram peso médio inicial de 12,4 + 2,2 mg e 10,4 + 1,9 mg,
respectivamente.

A descricdo detalhada das condi¢cbes experimentais foi apresentada em Freitas et
al. (2010 em preparacdo — Capitulo 1 desta dissertacdo). Resumidamente, as larvas
foram estocadas em tanques de polietileno com 100L de &gua aerada e renovada
continuamente. A fase experimental teve duragdo de 29 dias, com inicio a partir do quarto
dia ap6s a ecloséo das larvas. Estas foram distribuidas em 16 tanques, na densidade de
4 larvas.L™ e receberam seis refeicdes ao longo do dia.

Foi fornecida aos animais uma dieta comercial farelada de boa qualidade
contendo 56% de PB e granulometria de 0,8 mm, a qual foi mantida em refrigerador
durante sua utilizagdo. As quantidades da dieta fornecida foram ajustadas de acordo com
o recomendado pelo fabricante em funcdo da biomassa dos animais. Para o acréscimo
do horménio androgénico na dieta comercial adicionou-se 60 mg do hormoénio 17 a-
metiltestosterona (valor esperado de pureza 97% a 103%) diluido em 0,5L de alcool
etilico (92,8°) para cada quilograma da dieta. Em seguida, a mistura foi homogeneizada,
seca ao ar livre e também estocada em refrigerador.

Durante o periodo experimental a média de temperatura da agua manteve-se em
29,1 £ 0,5 °C, o pH 8,1 £ 0,1, o oxigénio dissolvido apresentou variacdes de 6,0 + 0,4
mg.L" e 78,4 + 49 % e a condutividade 232,6 + 36,6 puS.cm’. As médias das
concentracdes de amonia total, nitrito, nitrato e fésforo total foram de 663,8 + 283,3 ug.L
1 de50+4,1ug.L" 131,6 +6,8 uyg.L" e 49,4 + 7,6 ug.L™, respectivamente.
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2. 1 Avaliacdo morfométrica das fibras musculares

Para avaliacdo do crescimento foram realizadas coletas no primeiro, 15° e 29°
dias de experimento, correspondendo respectivamente ao quarto, 19° e 33° dias poés-
eclosdo (dpe). Foram coletados dois peixes de cada réplica experimental para avaliacdo
do crescimento muscular (n=8). Os peixes amostrados foram eutanaziados com
benzocaina e tiveram o peso Umido e comprimento total, individualmente mensurados,
utilizando-se de paquimetro digital (0,01mm) e balanca analitica digital Chyo modelo JS-
110 (0,0001g). Cada animal teve a cabega, visceras e cauda removidas e a porgéo
medial (musculatura) foi fixada individualmente em solu¢do de Karnovsky por 24 horas, e
preservadas em alcool 70%.

Para o estudo histologico, as amostras (n = 8) foram incluidas em Historesina®
(Leica, Germany). Para isso, o material foi desidratado em concentracdes alcéolicas
crescentes, até alcool 95° e colocado para infiltracdo durante quatro horas numa solugéo
contendo 50% de glicol-metacrilato e 50% de &lcool 95%. Em seguida as amostras foram
transferidas para uma solucdo contendo glicol-metacrilato pura e ativador, over-night.
ApGs isto, o material foi incluido em solucao de pré-incluséo (glicol-metacrilato + ativador)
com polimerizador, em molde histolégico. Depois do endurecimento parcial da solucéo,
0s blocos foram colocados em estufa a temperatura de 37°C over-night, para
polimerizac&o e endurecimento total. Cortes histolégicos transversais de 4um de espessura
foram obtidos com a utilizacdo de micrétomo automético LEICA, modelo RM 2155,
utilizando-se navalhas de vidro. Posteriormente, foram corados com Hematoxilina-Eosina.

Por meio de sistema de andlise de imagens (Leica Qwin, Germany), foram
analisadas 200 fibras musculares por animal, no compartimento profundo, localizado na
regido epiaxial. Para a visualizacdo das laminas foi utilizado um aumento de 40 X e as
200 fibras foram obtidas em um Unico campo. Cada fibra muscular teve sua area total
mensurada e, posteriormente, a partir dos valores de area foram calculados os didmetros
das fibras considerando a &area da fibra igual a area de um circulo, conforme determinado
por Alami-Durante et al. (2010).

Os dados de diametro (D) foram classificados nas seguintes classes de diametro:
10 (D £10um), 20 (10< D <20 ym), 30 (20< D <30 um), 40 (30< D <40um) e 50 (D > 40
pm), segundo Assis et al. (2004). Além disso, dos peixes de cada tratamento foram
determinados a mediana do diametro, o didametro médio, o diametro maximo e 0s cinco
maiores e cinco menores didmetros. A partir dos resultados obtidos com a classificagdo
dos diametros, avaliou-se a celularidade e o grau de crescimento hipertréfico e
hiperplasico das fibras musculares, de acordo com o proposto por Alami-Durante et al.
(2010).
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Os valores de frequiéncia nas classes de diametro foram analisados pelo teste de
Goodman (GOODMAN, 1964, 1965), para contraste de proporcdo entre populacbes
multinomiais (Quiquadrado de contingéncia, p < 0,05). Assim, verificou-se a comparacao
entre as linhagens, fixado o tratamento hormonal, e a comparacdo do tratamento
hormonal, fixada a linhagem.

Para a avaliacdo do efeito do hormdnio sobre a celularidade das fibras musculares
foi aplicado o teste t de Student, ao nivel de 5% de probabilidade (n = 8 individuos).
Assim este teste foi aplicado aos resultados de didmetro médio, mediana do diametro,
didmetro maximo, média dos cinco menores e cinco maiores didmetros (aos 33 dpe) e a
distribuicdo de frequéncia das fibras nas classes de diametro (aos 19 e 33 dpe). O teste t
de Student aplicado a distribuicdo de freqUiéncia das fibras foi realizado como anélise
complementar para avaliagdo exclusiva do tratamento hormonal.

Todas as andlises foram realizadas no programa estatistico SAS versao 9.0 (SAS
Institute Inc., Cary, North Carolina, USA). Os dados expressos em porcentagens foram
transformados (y = arc sen Vx/100) antes das andlises de variancia. Todas as
pressuposi¢cdes de analises foram atendidas (normalidade dos erros pelo teste de Cramer

Von Mises e homocedasticidade das variancias, pelo teste de Brown and Forsythe).

2. 2 Avaliacdo da expressado génica dos Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs)
por RT-PCR em Tempo Real

A avaliacdo quantitativa da expressdo génica dos MRFs MyoD, miogenina e do
constitutivo 18S ribossémico dos peixes foi realizada por Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real apds Transcricdo Reversa (QRT-PCR).

Duas coletas foram realizadas para a avaliagdo da expressao génica, uma no
inicio do experimento e a outra no final. A cabeca, visceras e cauda dos animais foram
retirados apés a eutanasia em agua com gelo, utilizando-se instrumentos cirlrgicos auto-
clavados para evitar a acdo de RNases. O material coletado foi inserido em tubo
criogénico e imerso em nitrogénio liquido para congelamento. Posteriormente, as
amostras congeladas foram mantidas em ultrafreezer -80°C até as analises.

De acordo com a metodologia utilizada no Laboratério de Biologia do Musculo
Estriado do Instituto de Biociéncias da UNESP, Botucatu, SP, local onde as analises
foram realizadas, adotaram-se 0s seguintes procedimentos. Para a extracdo do RNA
total, as amostras congeladas foram homogeneizadas com o homogeneizador de tecidos
(IKA UltraTurrax/T-25) em 1 mL de TRIzol/100 mg tecido (Invitrogen Life Technologies,

Carlsbad, CA, USA). O material insoltvel resultante da homogeneizacgéo foi retirado por
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centrifugacao a 12000 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente, para permitir a completa dissociacdo dos
complexos nucleo-protéicos. Em seguida, 0,2 mL de cloroférmio foi acrescentado e a
solucdo foi incubada por 3 minutos a temperatura ambiente. O material entdo foi
centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4°C e separada a fase aquosa. O RNA foi
precipitado com 0,5 mL de alcool isopropilico por 10 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente centrifugado a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O pellet de RNA formado
foi lavado com 1 mL de etanol 75%, centrifugado a 7500 x g por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante removido cuidadosamente. O pellet de RNA foi seco em temperatura
ambiente durante 5 minutos. O RNA total foi dissolvido em agua ultra pura (UltraPure™
RNase-Free Distilled Water - Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), incubado
por 10 minutos a 60°C (para a inativacdo de qualquer possivel residuo de RNAse) e,
finalmente, armazenado a -80°C.

A guantificacdo do RNA total extraido foi realizada em espectrofotdmetro (Thermo
Scientific NanoDrop 3300), assim como a absorbancia das amostras e a razao 260/280 e
260/230, fornecendo uma estimativa da qualidade das amostras. As amostras utilizadas
tinham razédo > 1,7. A integridade do RNA também foi avaliada pela presenca das bandas
correspondentes aos RNAs ribossomais 28S e 18S, apoés eletroforese de 1 pug de RNA
em gel de agarose 1.5% corado com SYBR Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA).

O tratamento do RNA com DNase foi realizado conforme as instrugbes do
protocolo DNase | - Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA), 1 pg do RNA total destinado a reacdo de transcricao reversa foi transferido para
um microtubo estéril, onde foram adicionados 1 uL de 10X DNase | Reaction Buffer, 1uL
de DNase | Amp Grade (1U/uL) e agua ultra pura na quantidade suficiente para completar
10 pL de solucdo. Essa solugéo permaneceu a temperatura ambiente durante 15 minutos
e, em seguida, foi acrescida de 1 pL de EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10

minutos, para a total inativacdo da enzima DNase |.

A reacado de transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o High Capacity
cDNA archive kit (Invitrogen Life Technologies, Carlshad, CA, EUA), onde 2 ug de RNA
total obtido do musculo esquelético foram acrescidos de 10 ul de tamp&o de transcriptase
reversa (10X RT buffer), 4 uL de dNTP (25X), 10 uL de Randon Primers (10X), 5 uL de
enzima transcriptase reversa (50 unidades/ul), 5 uL de inibidor de ribonuclease
recombinante RNaseOUT (40 unidades/uL) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA) e o volume final da reacéo ajustado para 100 pL com &gua livre de RNase. Cada

amostra foi incubada a 25°C por 10 minutos, e entdo a 37°C por 2 horas e 85°C por 5
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minutos. Posteriormente, os produtos da reacdo de RT foram armazenados a -20°C e

utilizados nas reacdes de PCR.

A avaliacdo quantitativa da expressado génica dos MRFs MyoD e miogenina na
musculatura estriada da tilapia foi realizada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (QRT-PCR). Esta foi realizada com Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) utilizando-se 2 uL do produto da RT
(equivalente a 60 ng de cDNA total), 12,5 pL de Power SYBR® Green Mix (2,5X), primers
“sense” e “anti-sense” (nas concentragdes 6timas previamente testadas — 100uM, 500uM
e 900uM) e Agua ultra pura suficiente para um volume final de 25 uL de solugéo. Os
primers (Tabela 1) para os genes 18S, MyoD e Miogenina foram sintetizados pela
Invitrogen Life Technologies (Carlsbad, CA, EUA), de acordo com a sequéncia obtida por
Nebo (2011). As reacgdes para cada gene foram realizadas em duplicatas, no Sistema
Real Time PCR 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Ao término de cada
PCR, foi realizada a andlise da curva de dissociagéo dos fragmentos amplificados e os
valores de cada gene foram normalizados pelos valores obtidos para o gene constitutivo
RNAr 18S.

Em seguida, a avaliacdo quantitativa da expressao dos genes MyoD e Miogenina
foi realizada pelo método do Ct comparativo, que analisa a expressao génica de uma
determinada amostra alvo em relagdo a uma amostra de referéncia. A quantificacédo
relativa do gene alvo é calculada baseando-se na eficiéncia de amplificacéo e no ciclo da

PCR onde foi detectado o aumento da fluorescéncia. Foi utilizada a seguinte férmula:

Expressao relativa = E gene alvo (Ct9eneavoT - Ctgenealvo C)

e (Ct gene controle T — Ct gene controle C)

E gene control

Onde:
E = eficiéncia de amplificac&o do primer

Ct (cicle threshold) = ciclo de PCR onde foi detectada a fluorescéncia acima do sinal

basal do equipamento.

Para a andlise estatistica dos resultados da quantificacdo relativa utilizou-se o
teste t, ao nivel de 5% de probabilidade (n = 8 individuos). As andlises foram realizadas
no programa estatistico SAS versao 9.0 (SAS Institute Inc., Cary, North Carolina, USA) e
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todas as pressuposi¢des de analises foram atendidas (normalidade dos erros pelo teste
de Cramer Von Mises e homocedasticidade das variancias, pelo teste de Brown and
Forsythe).

A expressao génica dos fatores que regulam o crescimento muscular foi realizada
apenas para a linhagem Tailandesa, pois esta teve os genes da MyoD e miogenina
sequenciados recentemente por Nebo (2011). Até o presente momento devido a
problemas de seqtienciamento ndo foi possivel obter as seqliéncias para tais genes para
a linhagem “Supreme”. Para tanto, o trabalho de seqlienciamento e expressao esta em

andamento para a publicacédo do artigo referente a esta dissertagéo.

Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para reacdo de
amplificacdo por PCR em tempo real.

Genes Oligonucleotideos (5' — 3’) Ta, 0oc ~ ramanho

(bp)
MyoD Forward: TCAGACAACCAGAAGAGGAAGCT g 60
Reverse: CCGTTTGGAGTCTCGGAGAA

. Forward: GCAGCCACACTGAGGGAGAA
Myogenin 60 58
Reverse: AAGCATCGAAGGCCTCGTT

18S RNAr Forward: GCAGCCGCGGTAATTCC 58 62

Reverse: ACGAGCTTTTTAACTGCAGCAA

TA: temperature de anelamento; bp: pares de base.
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O valor médio de peso dos animais diferiu significativamente aos 33 dpe na

linhagem “Supreme”. Nesta linhagem verificou-se que os animais que nao receberam

dieta com incorporacdo do horménio apresentaram médias de peso e de ganho em peso

total superiores aos peixes que receberam dieta acrescida da 17a-metiltestosterona

(Tabela 2). Em relag&o a linhagem Tailandesa né&o foi encontrada diferenga significativa

nas medias de peso e ganho em peso total entre os peixes tratados com e sem o

hormonio.

Tabela 2. Valores das médias de peso (mg) aos 4, 19 e 33 dias pds-eclosédo (dpe) e

ganho em peso total (GP) ao fim do experimento.

Peso umido em (mg) GP (mg)
4 dpe 19 dpe 33 dpe
S 120,7+18,8a 781,6+36,1a 756,0+30,0a
“Supreme” 12,4+2,0
SM 123,7+10,8a 775,1+70,6b 6253+706b
T 83,7+13a 3443+876a 3339+876a
Tailandesa 10,4+1,9
™ 938+7,2a 339,0+68,0a 321,0+68,0a

Letras para comparagdo das médias na coluna dentro de cada linhagem. Valores médios com

letras diferentes séo estatisticamente diferentes (Teste t de Student; p < 0,05). S: tilapia “Supreme”

+ dieta sem hormdnio; SM: “Supreme” + dieta com hormonio; T: Tailandesa + dieta sem horménio;

e TM: Tailandesa + dieta com hormonio).



61

3. 1 Morfometria das fibras musculares

No inicio do experimento, quatro dias pds-eclosdo (4 dpe) a maioria das fibras
musculares (mais de 75 %) apresentou didmetro na classe 20 nas duas linhagens
estudadas. Entre 10 e 20 % das fibras tinham menos de 10um. Na linhagem “Supreme”
foram encontrados 6,4% do total de fibras na classe 30, e na linhagem Tailandesa essa
propor¢ao foi menor, 2,3% de fibras maiores que 20um, porém n&o foi verificada
diferenca estatistica. Os resultados da comparagdo entre as linhagens indicaram que a
linhagem Tailandesa apresentou frequéncia superior (p<0,05) de fibras na classe 10
(Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo das fibras nas classes de diametro. 10 (D <10um), 20 (10< D <20
pm), 30 (20< D <30 pm), aos 4 dias pés-eclosdo. Letras para comparacao da
frequéncia de fibras entre as linhagens, em cada classe de diametro. S =

Linhagem “Supreme”; T = Linhagem Tailandesa.
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Aos 19 dpe a linhagem “Supreme” sem hormdnio apresentou maior freqiiéncia de

fibras na classe de diametro 10 do que a outra linhagem. Na classe de didmetro 20 nao

houve diferenca significativa de frequéncia entre as linhagens; porém os peixes da

linhagem Tailandesa ndo tratados com horménio apresentaram maior frequéncia de

fibras da classe 20 que os peixes tratados. A linhagem Tailandesa apresentou maiores

valores de frequéncia na classe 30 (p < 0,05) e, na classe 40, houve diferenca

significativa dentro da linhagem “Supreme” e dentro da linhagem Tailandesa, entre os

peixes tratados ou ndo com hormoénio, apresentando freqiiéncia superior nos animais

tratados com hormonio.

Tabela 3. Frequéncia de fibras musculares (%) nas classes de diametro, segundo a

linhagem e o tratamento hormonal, aos 19 dpe.

Tratamento hormonal

Classes de diametro  Linhagem Sem hormdnio Com horménio
“Supreme” 39,1 Aa 34,2 Ba

10 Tailandesa 32,3 Ba 31,6 Ba
“Supreme” 29,8 Aa 26,1 Aa

20 Tailandesa 32,3 Aa 25,7 Ab
“Supreme” 21,2 Ba 18,3 Ba

% Tailandesa 29,9 Aa 30,6 Aa
“Supreme” 9,9Bb 20,0 Aa

0 Tailandesa 5,4 Bb 11,9 Ba
“Supreme” - 1,4

50
Tailandesa 0,1 0,2

Valores de frequéncia seguidos da mesma letra, mailsculas na coluna e mindsculas na linha, néo

diferem entre si pelo teste de Goodman (p < 0,05). Classes de diametro: 10 (D £10pm), 20 (10<D
<20 pm), 30 (20< D <30 pm), 40 (30< D <40pm) e 50 (D > 40 pym).
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No ultimo periodo estudado (33 dpe) a linhagem Tailandesa apresentou maior
frequéncia de fibras na classe 10 em relagéo a linhagem “Supreme” (Tabela 4). Na classe
20 nao se verificou diferenca significativa entre as linhagens estudadas; porém, dentro da
linhagem “Supreme” o tratamento sem horménio apresentou maior freqiiéncia de fibras
em relacdo ao tratamento com horménio (p < 0,05). Nas demais classes de diametro ndo
foram observadas diferencas significativas na frequéncia das fibras musculares tanto

entre as linhagens como entre os tratamentos com e sem hormdnio.

Tabela 4. Frequéncia de fibras musculares (%) nas diferentes classes de diametro,

segundo a linhagem e o tratamento hormonal, aos 33 dpe.

Tratamento hormonal

Classes de diametro  Linhagem Sem hormdnio Com horménio
10 “Supreme” 15,3 Ba 16,4 Ba
Tailandesa 21,3 Aa 20,3 Ba
“Supreme” 36,4 Aa 30,6 Ab
20
Tailandesa 34,0 Aa 32,9 Aa
“Supreme” 27,8 30,0
30
Tailandesa 26,1 30,3
“Supreme” 13,1 14,3
40
Tailandesa 11,9 10,7
“Supreme” 7,4 8,8
50
Tailandesa 6,8 5,8

Valores de frequéncia seguidos da mesma letra, maidsculas na coluna e mindsculas na linha, néo
diferem entre si pelo teste de Goodman (p < 0,05). Classes de diametro: 10 (D <10um), 20 (10<D
<20 ym), 30 (20< D <30 um), 40 (30< D <40um) e 50 (D > 40 pym).
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A seguir sdo apresentados os resultados do efeito do hormbénio sobre a
distribuicdo das fibras analisadas pelo teste t, somente para comparacao entre 0s peixes
dos tratamentos que receberam ou nado dieta com hormbnio, dentro de cada linhagem.
Na coleta intermediaria (19 dpe), verificou-se na linhagem “Supreme” que a classe 40
apresentou diferenca estatistica (P<0,05) entre os tratamentos que receberam dieta com
e sem o horménio 17a-metiltestosterona (Figura 2). Pode-se observar que 0s peixes que
receberam dieta acrescida do hormdnio apresentaram maior proporcdo de fibras na
classe 40. Nas demais classes néo houve diferencga significativa entre os tratamentos. Na
comparacgdo entre os tratamentos dentro da linhagem Tailandesa ndo houve diferenca

significativa em nenhuma das classes de diametro.
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Figura 2. Distribuicdo de freqiiéncia das fibras musculares em classes de didmetro, de
tilapias de cada linhagem, tratadas ou ndo com hormdnio, aos 19 dpe.
Classes: 10 (D =10um), 20 (10< D <20 ym), 30 (20< D <30 um), 40 (30< D
<40um) e 50 (D > 40 ym). A: linhagem “Supreme”. B: linhagem Tailandesa.
Comparacdo feita entre os tratamentos em cada classe separadamente.
Médias com letras diferentes entre si diferem pelo teste t (p>0, 05). S:
“Supreme” + dieta sem hormoénio; SM: “Supreme” + dieta com horménio; T:

“Tailandesa” + dieta sem hormonio; e TM: “Tailandesa” + dieta com hormonio.
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No 29° dia (33 dpe) verificou-se que os peixes da linhagem “Supreme” nao
tratados com horménio apresentaram maior (p<0,05) freqiiéncia de fibras da classe 20
que os peixes que receberam dieta com horménio. Em relacdo a linhagem Tailandesa,
ndo houve diferenca significativa em nenhuma das classes de diametro de fibras
musculares entre 0s animais que receberam dieta acrescida ou ndo do horménio (Figura
3).
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Figura 3. Distribuicdo de frequéncia das fibras musculares em classes de diametro, de
tilapias de cada linhagem, tratadas ou ndo com horménio, aos 33 dpe.
Classes: 10 (D <10um), 20 (10< D <20 um), 30 (20< D <30 um), 40 (30< D
<40um) e 50 (D > 40 ym). A: linhagem “Supreme”. B: linhagem Tailandesa.
Comparacdo feita entre os tratamentos em cada classe separadamente.
Médias com letras diferentes entre si diferem pelo teste t (p>0, 05). S:
“Supreme” + dieta sem horménio; SM: “Supreme” + dieta com hormonio; T:

“Tailandesa” + dieta sem hormonio; e TM: “Tailandesa” + dieta com hormoénio.
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O didmetro médio e a mediana das fibras musculares dos peixes da linhagem
“Supreme”, que passaram pela masculinizagdo (SM), foram significativamente maiores
gque os que ndo receberam o tratamento hormonal (Tabela 5). Com a linhagem
Tailandesa esta diferenca ndo ocorreu. Para a verificacdo da hipertrofia maxima das
fibras, o diametro maximo e os didmetros das cinco maiores fibras de cada tratamento
nao foram observadas diferencas significativas (p > 0,05) entre os peixes que receberam

ou néo o tratamento hormonal, nas duas linhagens estudadas.

Tabela 5. Valores médios do diametro médio, mediana do diametro, didmetro maximo e
didmetro das cinco menores e cinco maiores fibras musculares das duas linhagens de
tilapia aos 33 dpe.

"Supreme” Tailandesa

Linhagens

S SM T ™
Diametro (D. um)
D. média 21,2+0,5b 22,7+10a 20,2+2,8 20,6 £2,6
D. mediana 195+0,2b 209+1,1a 18,7+25 19,3+3,5
D. maximo 40,1+44 52,5+5,8 47,6 £ 8,7 49,6 + 10,1
D. 5 menores 45+0,6 4,2+0,5 4,4+0,8 3,9+0,8
D. 5 maiores 46,3+ 3,3 49,753 46,0 £ 8,6 458+7,8

Letras para comparagcdo dos diametros nas linhas, dentro de cada linhagem.
Valores médios com letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (Teste t;
p<0,05). S: “Supreme” + dieta sem hormbnio; SM: “Supreme” + dieta com
hormonio; T: Tailandesa + dieta sem hormonio; e TM: Tailandesa + dieta com

hormoénio.
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3. 2 Expresséo génica: Fatores de Regulacdo Miogénica (MRFs)

A expressao relativa dos genes da MyoD e da miogenina nao diferiu (p>0,05) nos
tratamentos analisados (Figura 4A e B). A quantificacdo relativa para a miogenina e para
a MyoD nao diferiu ao fim da fase de masculinizacdo (33dpe) entre o0s peixes
masculinizados e os que nao receberam o hormoénio dentro da linhagem Tailandesa.
Numericamente é possivel observar que a quantificacdo relativa para MyoD e miogenina
foi maior nas larvas (4 dpe), porém néo diferiu significativamente (p > 0,05) dos peixes
aos 33 dpe.
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Figura 4. Expressdo dos genes da miogenina (A) e MyoD (B) na musculatura de larvas e
juvenis de tilapia-do-nilo da linhagem Tailandesa. T: Tailandesa + dieta sem

hormoénio; e TM: Tailandesa + dieta com hormonio.
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4 DISCUSSAO

O crescimento pdés-embriondrio do musculo esquelético dos peixes envolve
mecanismos de hiperplasia e hipertrofia. A contribuicdo destes mecanismos durante o
crescimento varia de acordo com a espécie e com os fatores ambientais (JOHNSTON,
1999; ROWLERSON e VERGGETI, 2001). Os resultados aqui obtidos com a distribuicdo
das fibras em classes de diametro mostraram que larvas de tilapia-do-nilo com 4 dpe
apresentaram a maioria das fibras com diametro inferior a 20um. Estes resultados estéo
de acordo com os encontrados em diversas pesquisas (DAL PAI-SILVA et al., 2003;
AGUIAR et al., 2005; ALMEIDA et al., 2008; OSTASZEWSKA et al., 2008; LEITAO et al.,
2010) em que o crescimento inicial das larvas de diversas espécies ocorre
predominantemente por hiperplasia.

Aos 19 dpe verificou-se na linhagem “Supreme” que a classe 40 apresentou maior
frequéncia de fibras no tratamento com horménio, indicando que as fibras musculares
dos peixes que recebiam dieta com hormdnio estavam crescendo mais em tamanho do
que aqueles que recebiam dieta sem hormdnio. De acordo com Dal Pai et al. (2000) e
Almeida et al. (2008) as fibras musculares que apresentam diametro maior que 50 um
estdo em processo de hipertrofia e sdo mais frequientes em peixes adultos. Na linhagem
Tailandesa houve diferenca significativa dos tratamentos na classe 20; e, também, pode-
se observar maior frequéncia das fibras na classe 40 nos peixes que receberam dieta
com o hormanio.

Por outro lado, na avaliacdo seguinte, aos 33 dpe, verificou-se que 0s peixes
“Supreme” sem hormonio apresentaram maior freqiéncia de fibras musculares na classe
20 (10< D =20 um), sugerindo alta taxa de hiperplasia. Em contraste, também neste
periodo observou-se que o didmetro das cinco maiores fibras dos peixes “Supreme”
masculinizados aproximava-se de 50um, porém, sem diferenca significativa entre os
tratamentos. Com isso, na linhagem “Supreme” pode-se inferir que houve uma tendéncia
da ocorréncia de fibras com maior didmetro (hipertrofia) nos peixes que passaram pelo
processo de masculinizacdo e maior recrutamento de novas fibras (hiperplasia) nos
peixes que ndo receberam o horméonio.

Ao comparar as linhagens “Supreme® e Tailandesa verificou-se melhor
desempenho da linhagem “Supreme” que apresentou maiores médias de peso. O
crescimento muscular nesta linhagem ficou caracterizado antecipadamente pelo
crescimento do didmetro das fibras e também pela alta frequéncia de fibras em formacao

(didmetro < 20um).
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Verificou-se efeito do tratamento hormonal sobre o peso final e ganho em peso
dos peixes da linhagem “Supreme”, mas ndo efeito anabolizante. Esse efeito ndo foi
observado na linhagem Tailandesa. Nado se pode descartar um possivel efeito prejudicial
do hormdnio a saude dos animais, como foi verificado por Gayao (2009) utilizando
também 60mg.kg* de 17 a-metiltestosterona na dieta. O autor observou danos nos
hepatdcitos e alteracbes histologicas no figado dos peixes, caracterizando intoxicacdo
pelo hormdnio.

Por outro lado, Lone e Matty (1981) mostraram a atividade dos andrégenos,
injetados ou admnistrados oralmente, como promotores de crescimento de carpa
(Cyprinus carpio) com aumento da atividade proteolitica no trato gastrointestinal. Com
truta arco-iris, Habibi e Ince (1983) observaram um aumento no transporte e absorcao da
L-leucina no intestino dos animais que receberam por perfusdo 50ug.mi™ de 17 a-
metiltestosterona. Ja com a tildpia O. mossambicus, Hazzard e Ahearn (1992)
observaram in vitro que o transporte e absor¢cdo da D-glucose no intestino aumentou na
presenca do 17 a-metiltestosterona.

Deve-se considerar também que estas pesquisas e outras que indicam alguns
androgenos como promotores de crescimento foram realizadas com peixes maiores e
geralmente com dosagens menos constantes do que as realizadas neste experimento,
pelo periodo de 29 dias. Para ser efetivo, 0 processo de masculinizagdo deve ser iniciado
muito cedo, desde a primeira alimentacéo das larvas, periodo de maior fragilidade e de
mudancgas ontogenéticas significativas, o que justifica a alta mortalidade relatada por
alguns autores (RINCHARD et al., 1999; NEUMANN et al., 2009; GAYAO, 2009).

A expressdo dos MRFs dos peixes da linhagem Tailandesa ndo mostrou diferenca
significativa entre os animais que receberam ou ndo hormdnio. Outros fatores ambientais
ou nutricionais influenciam a expressdo dos MRFs. Galloway et al. (2006) verificaram que
0 aumento da temperatura de incubacdo de embrides de Hippoglossus hippoglossus
aumentou a expressdo da MyoD e Miogenina. Alami-Durante et al. (2010) ja nao
observaram diferenga significativa nos niveis de expressdo desses MRFs em trutas
alimentadas com diferentes niveis de substituicdo na dieta de proteina animal por vegetal;
no entanto, verificaram diferenca substancial no desempenho das trutas. Neste trabalho,
os niveis de MyoD e Miogenina ndo foram afetados pela administracdo do horménio
andrégeno na dieta, nas fases iniciais de desenvolvimento da tilapia-do-nilo.

A dindmica de crescimento das fibras musculares dos peixes tratados com o
horménio sugere duas observacdes interessantes. O menor desempenho dos peixes
tratados com o horménio pode estar relacionado ao efeito prejudicial a sua saude, uma
vez que o aumento do didametro das fibras néo foi acompanhado de um aumento do peso

dos animais. Além disso, a dindmica de distribuicdo das fibras mostrou um crescimento
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mais lento por hiperplasia. Estes resultados podem ser comparados agueles encontrados
gquando as larvas de “pike perch” Sander lucioperca (OSTASZEWSKA et al. 2008) e de
pacu Piaractus mesopotamicus (LEITAO et al. 2010) ndo receberam uma alimentacéo
inicial adequada. Nesses trabalhos, a alta taxa de crescimento nos animais bem
alimentados foi relacionada a maior contribuicdo da hiperplasia. Além disso, ndo se
verificou efeito anabolizante do horménio, o que também pode ser devido a danos
causados a saude dos peixes, mesmo que tenha sido suficiente para o processo de
masculinizacdo (FREITAS et al., 2011, em preparacgéo, capitulo 1 da dissertacao).
Considerando que o hormdnio 17a-metiltestosterona é amplamente utilizado no
processo de masculinizacdo da tilapia-do-nilo para obtencdo de animais monossexo,
outros aspectos relacionados ao seu uso precisam ser compreendidos e avaliados. A
presente pesquisa nao verificou efeito anabolizante do hormonio sobre o tecido muscular
esquelético branco de larvas das linhagens “Supreme” e Tailandesa, durante o processo
de masculinizagdo; pelo contrario, um possivel efeito prejudicial a salude dos peixes ndo

pode ser descartado antes de uma investigacdo mais profunda.
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5 CONCLUSOES

A adicdo da 17a-metiltestosterona na dieta interfere nas respostas
morfométricas das fibras musculares das larvas de tilapia-do-nilo e essas respostas sao

diferentes entre as linhagens “Supreme” e Tailandesa.

N&o se verifica efeito anabolizante do horménio sobre o tecido muscular
esquelético branco de larvas das linhagens “Supreme” e Tailandesa, durante o periodo
estudado, porém um possivel efeito prejudicial a salde dos peixes ndo deve ser

descartado antes de uma investigagdo mais profunda.
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