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“Todas as grandes jornadas iniciaram-se com um Unico passo.”

(Lao — Tsé, século XIII)

““O gado morre, os parentes morrem, todo homem é mortal. S6 uma
coisa ndo morre: a gloria dos grandes feitos.”

(antigo poema islandés, século VI)
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CONSIDERACOES GERAIS

Popma e Lovshin (1996) dividiram as tilapias de importancia comercial em trés
grupos taxonémicos, de acordo com seu comportamento reprodutivo: Tilapia spp., que
incubam seus ovos em substratos; Oreochromis spp., grupo no qual as fémeas incubam
0s ovos dentro da cavidade bucal e Sarotherodon spp., grupo em que machos ou ambos
0S Sexos incubam o0s ovos na boca.

As tilapias, em geral, sdo caracterizadas por apresentarem escamas grandes,
pouco brilhantes, nitidas listras verticais na nadadeira caudal, manchas esbranquicadas
no ventre e coloracdo prateada no dorso. Adaptam-se melhor em regides tropicais e
subtropicais, onde as temperaturas da agua variam entre 18 e 28°C. Aguas com
temperaturas abaixo de 12°C e acima de 42°C sdo letais para estes peixes (Lund e
Figueira, 1989).

A tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, foi uma das primeiras espécies
utilizadas pelo homem na alimentag&o. llustra¢cGes em ruinas egipcias sugerem que estes
peixes foram criados ha 3000 anos e chamados de “peixes de S&o Pedro” em aluséo a
passagem biblica sobre o peixe que alimentou as multiddes. Atualmente € a segunda
espécie de peixe mais cultivada no mundo, constituindo-se em uma relevante fonte de
renda e de proteina animal para o consumo humano, perdendo apenas para as carpas
(Popma e Masser, 1999; FAO, 2004; Suganuma, 2004).

A producéo da tilapia esta amplamente distribuida no mundo. Segundo a FAO
(1999) e Fitzsimmons (2000) € cultivada em 85 paises, especialmente no meio-leste e
leste da Africa, Indonésia, América Latina, Ilhas do Caribe, Alemanha, Bélgica,
Espanha, Canada, Coréia, Jap3o e Estados Unidos da América. E uma espécie nativa da
Africa (Fitzsimmons, 2000), que foi introduzida no Brasil, em 1971, no Ceara, pelo
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS), procedentes da Costa do
Marfim (Africa) (Leonhardt, 1997 e Neumann, 2004).

O Brasil possui o potencial de ser o maior abastecedor de tilapias para os
Estados Unidos da Ameérica e outros paises, devido ao clima favoravel e abundantes
recursos hidricos (Watanabe et al., 2002). Além disso, a producdo de tilapias,
praticamente insignificante no principio da década de 90, é hoje estimada no Brasil
entre 40 a 50 mil toneladas por ano (Kubitza, 2003).



A tilpia nilotica apresenta muitos atributos para ser criada em pisciculturas, tais
como: rusticidade (Maclean et al., 2002), precocidade sexual (Pezzato et al., 1986), alta
resisténcia a doengas e ao manejo intensivo (Koberstein, 2001), tolerancia a baixa
qualidade de 4gua (Popma e Masser, 1999), além de oferecer carne com boas qualidades
organolépticas, baixos teores de gordura e auséncia de mioespinhas em forma de “Y” no
filé, sendo também bastante apreciada em atividades de pesca esportiva (“pesque-
pagues”) (Meurer et al., 2002; Meurer et al., 2003).

Habito Alimentar

A tildpia nil6tica possui grande capacidade adaptativa em condic6es de cultivo,
especialmente em relacdo ao aspecto nutricional, apresentando um amplo espectro
alimentar (Carvalho e Foresti, 1996). Segundo Koberstein (2004) o habito alimentar das
tildpias em meio natural é fitoplanctéfago, porém o héabito onivoro em condicfes
naturais pode ser observado com freqiiéncia, com a ingestdo de uma grande variedade
de alimentos, incluindo plancton, folhas verdes suculentas, organismos bénticos,
pequenos invertebrados aquaticos, detritos e materia organica em decomposicéo.

A utilizag8o de dietas artificiais como unica fonte de alimento durante a fase de
larvicultura para a maioria das espécies de peixes, ndo apresenta bons resultados devido
a imaturidade do aparelho digestério das larvas (Hayashi et al., 1999). Contudo, para a
tilapia do Nilo tal fato possui pouca relevancia, pois mesmo no periodo larval esta ja se
alimenta com racédo e se desenvolve bem, apresentando bons indices de crescimento e
ganho de peso (Meurer et al., 2002), tornando possivel nesta fase de vida, a reversdo do
sexo pela adicdo de um hormonio masculinizante (17a-metiltestosterona) a racéo, a qual
é fornecida aos peixes durante o primeiro més de vida (Phelps et al., 1995; Meurer et
al., 2003).

De acordo com Kubitza (1997) a vantagem da utilizagdo de larvas de tilapia do
Nilo sobre as de outras espécies de peixes é que estas ao final da absor¢do do saco
vitelino, possuem o trato digestorio completo, com capacidade de digestdo enzimatica,
apresentando potencial para a utilizacdo de racdes artificiais. Segundo os trabalhos de
Pezzato et al. (2002); Meurer et al. (2003 e 2005); Bombardelli et al. (2004) e Moya et
al. (2005), a melhor forma de se alimentar tilapias do Nilo nas fases larval e juvenil é
com racdo farelada, apresentando melhores indices de crescimento e ganho de

biomassa, quando alimentadas com racéo de diametros entre 0,35 e 0,50 mm.



Reproducéo

Carvalho e Foresti (1996) afirmaram que a tilapia do Nilo possui uma grande
capacidade adaptativa em condigdes de criacdo, principalmente no que se refere as suas
carateristicas reprodutivas, tais como: altas taxas de fecundidade, maturacdo sexual
precoce e cuidados com a prole. Entretanto, segundo Leonhardt (1997); Wassermann e
Afonso (2002), tais caracteristicas atuam como fatores limitantes para o cultivo da
espeécie, pois com 20 a 30 gramas de peso vivo e cerca de 4 a 5 meses apods a ecloséo,
com adequadas condi¢cdes de manejo e sanidade, atingem a maturidade sexual. A rapida
proliferacdo, associada & alta sobrevivéncia da prole e aos cuidados parentais, faz com
que a espécie tenda a superpovoar 0os ambientes de criagdo, passando a competir com 0s
outros peixes por espaco e alimentos disponiveis (Shelton et al., 1981; Popma e Green,
1990; Carvalho e Foresti, 1996).

As fémeas desta espécie apresentam ovarios em maturacdo e maduros, tal como
é visto na maioria dos teledsteos (Nagahama, 1983), constituidos por ovogonias e
ovocitos envoltos por células foliculares, suportadas por tecido conjuntivo fibroso
(Carvalho e Foresti, 1996). A desova € do tipo parcelada assincrénica (Vazzoler, 1996),
e dependendo do grau de maturacdo sexual do peixe, 0s ovarios podem exibir ovécitos
em varios graus de desenvolvimento, podendo ser classificados em ovogonias e ovdcito
| (fase de cromatina-nucléolo), ovocito Il (fase perinucleolar inicial), ovocito 11 (fase
perinucleoloar avancada), ovocito IV (fase de vesicula vitelinica), ovocito V (fase
vitelogénica), ovocito VI (maduro) e ovdcito em degeneragdo (Babiker e Ibrahim, 1979;
Carvalho e Foresti, 1996; Msiska, 2002).

Nos machos, a organizacdo testicular das tilapias do Nilo é semelhante em quase
todos os peixes teledsteos, sendo basicamente constituidos por numerosos lébulos
seminiferos (Babiker e Ibrahim, 1979). Cada I6bulo seminifero é formado por cistos que
contém dois tipos de linhagem celular: germinativas e somaticas distintas, na periferia
dos lobulos (Nagahama, 1983). Em geral todas as células da linhagem germinativa de
um mesmo cisto estdo na mesma fase de desenvolvimento durante o processo de
maturacdo do testiculo (Nagahama, 1983; Carvalho e Foresti, 1996; Paller e Guerrero
11, 2001).

Producao de populagdes monossexuais masculinas

A fim de solucionar os problemas inerentes a maturidade sexual precoce da

tildpia do Nilo, foram estudadas vérias técnicas visando a obtencdo de populacbes



monossexuais masculinas, comumente utilizadas na tilapicultura. Grande parte das
criacBes de tildpias no Brasil e no mundo faz uso de popula¢bes monossexo macho, por
estes apresentarem maiores indices de crescimento e ganho de peso (Tachibana et al.,
2004), pois as fémeas utilizam grande parte das reservas energéticas para o0
desenvolvimento gonadal e reproducdo, além de ndo se alimentarem durante a
incubacéo oral dos ovos e das larvas (Gale et al., 1999; Beardmore et al., 2001; Carrillo,
2004).

As formas de obtencdo de populagdes monossexuais na criacdo de tilapias
niléticas sdo muito variadas, indo desde a avaliacdo visual da papila urogenital (Afonso
e Leboute, 1993), passando pela inducdo de reversdo do sexo mediante 0 uso de
horménios esterdides androgénicos (Popma e Lovshin, 1996; Gale et al., 1999;
Beardmore et al., 2001) e até técnicas de manipulacdo genética nos cromossomos
sexuais (Carrillo, 2004) para a separa¢ao dos sexos.

Dentre os varios métodos disponiveis para controlar a reprodugdo precoce, com
0 intuito de prevencdo contra a consequente superpopulacdo dos tanques na criacdo de
tilapias nildticas, o mais utilizado atualmente € a inducao da reversdo sexual com 0 uso
de hormdnios androgénicos. A técnica de indugdo hormonal de peixes com androgenos
consiste na reversdo de fémeas em machos pelo uso de horménios esterdides
masculinizantes (Popma e Green, 1990; Gale et al., 1999; Tachibana et al., 2004). Este
fendmeno sé € possivel em espécies gonocoristicas indiferenciadas, como parece ser 0
caso das tilapias (Rowell et al., 2002). Neste caso as gOnadas se desenvolvem
primeiramente como estruturas semelhantes a ovarios, e posteriormente, metade dos
individuos da populacdo desenvolvem-se em machos e a outra metade em fémeas
(Yamazaki, 1983).

O processo de reversao sexual em peixes deve ter inicio antes que o tecido
gonadal das fémeas tenha se diferenciado em ovarios (Yamamoto, 1969; Nakamura et
al., 1998). Green e Teichert-Coddington (1993) e Neumann (2004) sugeriram que as
larvas de tilapias com comprimento de 9 a 11 mm estdo adequadas para a
masculinizacdo por ainda serem sexualmente indiferenciadas, no que se refere aos
aspectos morfologicos. De acordo com os autores, a administracdo de androgenos nestes
peixes por um periodo de trés a quatro semanas resulta em uma popula¢do com 97 a
100% de machos fenotipicos. Segundo Ribeiro (1996) 0 momento exato em que 0

tratamento hormonal possa ser interrompido ainda néo é definido.



Koberstein (2004) preconizou, para a reversao sexual de tilapia do Nilo, 30 dias
de administragdo do hormoénio 17a-metiltestosterona na dosagem de 60 mg, quando
incorporado a racdo. Contudo, h& outros métodos de administragdo do horménio
androgénico, incluindo injecdo intramuscular do farmaco e a imersdo das larvas em
banhos contendo horménio. Devido & natureza ndo invasiva da imersdo das larvas em
banhos de horménios e da adicdo deste a racdo, estes dois métodos sdo 0s mais
praticados na aquicultura atual (Gale et al., 1999).

Carvalho e Foresti (1996) afirmaram que, durante a reversao sexual de tilapias,
tempos mais longos de administra¢cdo hormonal (maior que 60 dias) e em presenca de
doses mais elevadas de horménio (100 mg) pode ocorrer o “efeito paradoxal
feminilizante”, onde a enzima aromatase converte 0 excesso de androgeno
(masculinizante) em estrogeno (feminilizante), resultando em individuos geneticamente
machos e fenotipicamente (fisiologicamente) fémeas ou até hermafroditas,
acrescentando ainda que, o efeito paradoxal é provavelmente mais de cunho
farmacologico do que fisioldgico (Van Den Hurk et al., 1989; Gannam e Lovell, 1991,
Carvalho e Foresti, 1996). De acordo com Piferrer e Donaldson (1991) este evento pode
ser minimizado pelo uso de andrdégenos ndo aromatizaveis. Os autores concordaram que
o horménio metiltestosterona, embora aromatizavel, é o agente masculinizante mais
comumente empregado.

Técnicas de sexagem

As técnicas de sexagem mais utilizadas atualmente para tilapias do Nilo sao:
Exame macroscopico da papila urogenital

A tilapia do Nilo é sexualmente dimodrfica, ou seja, machos e fémeas possuem
caracteristicas sexuais secundarias, permitindo a diferenciacdo do sexo pela presenca da
papila urogenital, at¢ mesmo quando o peixe € pequeno, com comprimentos menores
que 3,0 cm e pesando menos que 0,5 g (Afonso e Leboute, 1993). A técnica da sexagem
manual consiste na observagédo visual da papila urogenital e no descarte das fémeas,
contudo Popma e Lovshin (1996); Beardmore et al. (2001) e Carrillo (2004) afirmaram
que tal técnica tem suas limitacdes, pois ndo é 100 % eficaz, exigindo méo-de-obra
especializada, embora possa haver uma grande probabilidade de erro no momento da
selecdo, além de estressar os peixes. Desprez et al. (2003) afirmaram que este método

esta em processo de desuso nas criagbes comerciais.



Exame microscopico das gonadas pela coloragdo com acetato-carmim

Guerrero e Shelton (1974) postularam que mesmo que o sexo fenotipico esteja
internamente definido, h& necessidade de se determinar 0 sexo com 0 exame
microscopico das gonadas, devido a alta incidéncia de fémeas que podem ocorrer apds a
reversdo sexual incompleta (Neumann, 2004). Vaérios trabalhos foram realizados
utilizando-se 0 método de sexagem corando-se as gonadas das tilapias com acetato-
carmim (Guerrero e Shelton, 1974; Wassermann e Afonso, 2002; Bombardelli et al.,
2004; Neumann, 2004; Tachibana et al., 2004), embora ndo tenham sido descritos 0s
aspectos histologicos das génadas e nem terem sido realizadas avaliagdes comparativas
guanto a sua eficiéncia frente aos outros métodos testados. Wassermann e Afonso
(2002) recomendaram tal método como uma alternativa na reducgéo de custos, visto este
ser menos dispendioso e de mais simples execucdo que a analise das gonadas na rotina
histoldgica.

Cavalcante et al. (2004) desenvolveram uma técnica alternativa ao acetato-
carmim na determinacgédo sexual em juvenis de tilapias do Nilo, utilizando como corante

a anilina 0,5 %, mostrando resultados semelhantes ao acetato-carmim.

Exame microscopico das gdnadas pela rotina histologica

Quanto ao processo de sexagem utilizando como ferramenta a histologia das
gbnadas, ha relatos em tilapias do Nilo de Babiker e Ibrahim (1979); Carvalho e Foresti
(1996); Coward e Bromage (1999); Paller e Guerrero IlIl (2001) e em tilapia
mossambica (O. mossambicus) por Chmilevskyi (1995). Msiska (2002) também utilizou
0 método ao estudar a maturacdo gonadal em fémeas e machos de Oreochromis
karongae.

Os exames microscopicos necessitam de reagentes, corantes e de equipamento

para andlise, tornando dificil e onerosa a sua aplicacdo para o piscicultor.
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CAPITULO I

Eficiéncia dos métodos de identificacado do sexo em tildpias (Oreochromis niloticus)
revertidas e alimentadas com dietas de diferentes granulometrias aos 30, 60 e 90
dias de idade
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CAPITULO II

Eficiéncia dos métodos de identificacdo do sexo em tildpias (Oreochromis niloticus)
revertidas e alimentadas com dietas de diferentes granulometrias aos 30, 60 e 90
dias de idade

RESUMO

O trabalho avaliou trés métodos de sexagem em tilapias do Nilo, nas idades de 30, 60 e
90 dias, que foram revertidas mediante a administragdo do andrégeno 17a-
metiltestosterona incorporado as racOes de diferentes granulometrias (0,25; 0,35 e 0,50
mm) na dosagem de 60 mg/kg de racdo. Para os pardmetros biometricos de peso e
comprimento total utilizou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC), em
parcelas subdivididas, trés tratamentos e trés repetiches, sendo parcelas as trés
granulometrias e subparcelas as trés idades. Ao término do estudo, 0s peixes
alimentados com as granulometrias 0,35 e 0,25 mm, respectivamente, obtiveram o0s
melhores resultados para peso (14,42 g e 13,36 g) e comprimento total (83,13 mm e
82,72 mm), ndo sendo embora, estatisticamente significativos. Perante os trés métodos
de sexagem avaliados, a histologia das gbnadas obteve o diagndstico mais seguro.

Palavras-chave: sexagem, coloracdo, diametro de grdo, histologia, peixe, idades.
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CHAPTER Il

Efficiency of methods of sexual identification in tilapias (Oreochromis niloticus)
reverted and feeded with different diameters of ration with 30, 60 and 90 days of

age

ABSTRACT

This work evaluated three methods of sexual identification of Nile tilapias with ages of
30, 60 and 90 days of age reverted through administration of androgen 17a-
methyltestosterone added to the rations of different diameters (0.25; 0.35 and 0.50 mm)
in dosage of 60 mg/kg of ration. To the biometricals parameters as weight and length
total were used a completely randomized design and subdivided instalments with three
treatments and three repetitions, where the instalments were the three diameters of
ration and the subinstalments, the three ages. In the end of this work, fishes feeded with
diameters 0.35 and 0.25 mm, respectively, have obtained the best results for weight
(14.42 g and 13.36 g) and length total (83.13 mm and 82.72 mm), although being
statisticaly insignificant. In the presence of the three methods of sexual identification

evaluated, histology of gonads has shown the most confident diagnosis.

Keywords: sexual detection, coloration, milling degree, histology, fish, ages.
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Introducéo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é uma espécie que apresenta
qualidades favoraveis para a piscicultura, pois se adapta tanto ao cultivo extensivo
quanto ao sistema de criagdo em tanques-rede com ra¢Ges completas e alta tecnologia de
producdo, agregando ainda qualidades como alta rusticidade, facilidade de obtencédo de
juvenis, grande aceitagdo no mercado de lazer (pesque-pague) e alimenticio, pelas
qualidades nutritivas e organolépticas do filé (Meurer et al., 2002; Meurer et al., 2003).

Meurer et al. (2003) afirmaram que para as tilapias, rac6es fareladas sao as mais
adequadas para as fases larval e juvenil e, que o grau de moagem das mesmas esta
relacionado com o desempenho dos animais em ganho de peso e crescimento (Meurer et
al., 2005).

A precocidade sexual é um complicador para o cultivo desta espécie (Cavalcante
et al., 2004), pois as fémeas da tilapia a partir de 30 g de peso podem iniciar sua vida
reprodutiva (Wassermann e Afonso, 2002). Leonhardt (1997) afirma que o desvio de
elementos plasticos (proteinas) e energéticos (lipidios e carboidratos) para a reproducéao
em detrimento do crescimento, produz rapidamente uma superpopulacéo nos tanques de
cultivo. EI Gamal et al. (1999) e Carrillo (2004) atestam que 0s peixes competem por
espaco e alimento, afetando negativamente o rendimento do lote. Para contornar tais
problemas, emprega-se atualmente o uso da reversdo sexual das larvas por meio do
fornecimento de racGes contendo hormdnios androgénicos para as tilapias durante a fase
de larvicultura (Macintosh e Little, 1995; Sanches e Hayashi, 2001). De acordo com o
trabalho de Phelps e Cerezo (1992) a utilizagdo de hormonios masculinizantes mostrou
ser a técnica mais pratica e efetiva para a producdo de machos fenotipicos. Esta pratica,
além de eliminar problemas relativos a reprodugdo descontrolada, proporciona segundo
Tachibana et al. (2004) a obtencédo de populacdes constituidas apenas por machos e com
maior potencial de crescimento. Entre os varios hormonios pesquisados, o androgeno
sintético 17a-metiltestosterona (MT), tem sido o mais empregado no processo de
reversdo sexual por apresentar a vantagem de ser facilmente excretado logo apés o
periodo do tratamento hormonal (Popma e Green, 1990; Guerrero Il e Guerrero, 1997;
Mainardes-Pinto et al., 2000).

Cavalcante et al. (2004) atestaram que apesar da difusdo da tecnologia da
reversdo do sexo em peixes, faltam meios eficazes na avaliacdo da qualidade desta

reversdo. Geralmente a eficiéncia do processo de reversdo € avaliada por meio da
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histologia das gonadas dos peixes (Carvalho e Foresti, 1996; Paller e Guerrero llI,
2001), ou ainda, mais recentemente pelo método do acetato-carmim, desenvolvido por
Guerrero e Shelton (1974) e validado para a tilapia do Nilo por Wassermann e Afonso
em 2002. Além desses, existe 0 método de sexagem manual das tilapias por meio do
exame da papila urogenital (Afonso e Leboute, 1993; Beardmore et al., 2001; Carrillo,
2004; Tachibana et al., 2004).

O presente trabalho foi desenvolvido com tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) revertidas com trés granulometrias de racdo contendo androgeno 17a-
metiltestosterona, aos 30, 60 e 90 dias de idade. Pretendeu-se validar a idade e 0 método

gue confirme o diagndstico mais seguro.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado no Biotério do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV/UNESP e no Setor de Tilapicultura do Centro de Aquicultura da
UNESP, ambos localizados em Jaboticabal/SP, por um periodo de 90 dias, de agosto a
novembro de 2004.

Para tal, foram utilizadas 900 larvas de tilapia do Nilo com dois dias de idade
(pbs-eclosdo), distribuidas em um delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) com trés tratamentos e trés repeticdes (Tabela 1), em um esquema de parcelas
subdivididas, tendo como parcelas as trés granulometrias de racdo e como subparcelas
as trés idades analisadas. Os tratamentos foram constituidos pelas granulometrias de
racdo 0,25; 0,35 e 0,50 mm.

Tabela 1. Distribuicdo dos tratamentos (granulometrias).

Caixas  Tratamento Caixas  Tratamento Caixas Tratamento
1 R1- 0,50 mm 4 R2- 0,50 mm 7 R3- 0,50 mm
2 R1- 0,35 mm 5 R2- 0,35 mm 8 R3- 0,35 mm
3 R1- 0,25 mm 6 R2- 0,25 mm 9 R3- 0,25 mm

Considerou-se como unidade experimental um aquario contendo 100 larvas.
Para a realiza¢do do experimento, utilizaram-se nove aquéarios com capacidade para 100
litros de &gua, sendo estes equipados com sistemas de aeracao e abastecimento de agua
continuos. A vazdo da &gua foi de 400mL/minuto, possibilitando 100% de renovacéo a
cada 2 horas. Os aquarios foram sifonados, diariamente, pela manha (9:00h) e pela tarde
(15:00h), para a eliminacdo das fezes e da ragdo ndo ingerida. As temperaturas da agua
(méxima e minima) foram registradas diariamente as 9:00 h, antes da sifonagem das

caixas e seus valores médios variaram entre 25,9 + 1,36 °C a 28,0 + 0,62 °C.
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As dietas experimentais apresentaram a mesma composicdo quanto aos
ingredientes e nutrientes, diferindo apenas no tamanho das particulas dos ingredientes
utilizados (Tabela 2). Os alimentos que compuseram as ra¢Ges foram triturados e
moidos individualmente, em moinho de facas, provido com peneiras de diferentes
diametros de grdo: 0,25; 0,35 e 0,50 mm, sendo depois misturados, manualmente. No
momento da confeccdo das ragdes adicionou-se o andrdgeno 17a-metiltestosterona na
quantidade de 60 mg/kg de racdo (Popma e Green, 1990).

Os animais foram alimentados com as racGes na forma farelada (Meurer et al.
2003 e Bombardelli et al., 2004a). Para o fornecimento das ragdes, fez-se uso do regime
de alimentagdo ad libitum, com freqtiéncia de arragcoamento de trés vezes ao dia em
horéarios pré-determinados (9:00, 14:00 e 17:30h), durante 30 dias. Apds esse periodo,
utilizou-se a granulometria 0,35 mm sem horménio para crescimento até os 90 dias de
idade.

Tabela 2. Composicgéo da ragdo experimental.

Ingredientes Quantidade (%) Componente Quantidade
Milho 5,0 Proteina Bruta (%) 35,0
Farelo de Trigo 29,0 Fibra Bruta(%) 5,19
Farelo de Arroz 50 Extrato Etéreo (%) 6,22
Farelo de Soja 39,0 Extrato N&o-Nitrogenado (%) 31,562
Farinha de Peixe 21,0 Matéria Seca (%) 88,28
Suplemento vit.min.* 1,0 Energia Bruta (Kcal/kg) 4130
Total 100,0

! Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A, 200.000UI; Vit. D3, 200.000Ul; Vit. E,
12.000mg; Vit. K3, 2.400mg; Vit. B1, 4.800mg; Vit. B2, 4.800mg; Vit. B6, 4.000mg; Vit. B12, 4.800mg;
Ac. Folico, 1.200mg; Pantotenato Ca, 12.000mg; Vit. C, 48.000mg; Biotina, 48mg; Colina, 65.000mg;
Niacina, 24.000mg; Ferro, 10.000mg; Cobre, 6.000mg; Manganés, 4.000mg; Zinco, 6.000mg; lodo,
20mg; Cobalto, 2mg; Selénio, 20mg.

Procedeu-se as coletas dos peixes aos 30, 60 e 90 dias de idade, onde 0s animais
foram anestesiados em solucéo de benzocaina a 0,1% (Apéndice), sacrificados e fixados
inteiros em solucdo de formol tamponado a 10% (Apéndice) com pH=7,4 durante 24
horas, no minimo. Aos 30 e 90 dias foram coletados 30 peixes/tratamento (total de 90
peixes) e aos 60 dias, coletaram-se 10 peixes/tratamento (total de 30 peixes). Os
animais foram analisados quanto ao peso (g) e ao comprimento total (mm) e depois
identificados com os seguintes métodos de sexagem: 1- Exame macroscopico da papila
urogenital evidenciada com azul de metileno a 1% (proposta por Afonso e Leboute,
1993), 2- Exame microscopico das gbnadas pela coloragdo com acetato-carmim
(segundo Guerrero e Shelton, 1974), que consistiu no exame das gbnadas a fresco,
seguindo as recomendacdes de Wassermann e Afonso (2002) e 3- Exame microscopico

das gonadas pela rotina histologica, de acordo com Carvalho e Foresti (1996). Para a
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execucdo das duas Ultimas técnicas microscopicas de sexagem foi necesséria a retirada
das gbnadas da cavidade abdominal dos peixes, segundo a metodologia de Wassermann
e Afonso (2002).

Os dados obtidos para as variaveis biométricas de peso (g) e comprimento total
(mm) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) a um nivel de 5% de
probabilidade. Nos casos onde houve diferencas significativas foi aplicado o teste de
Tukey (a=5%). As analises estatisticas foram feitas por meio de programa estatistico

SAS (Statistic Analysis System), verséo 8.0.
Resultados e Discussdo

Biometria

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores das estatisticas F e os coeficientes de
variacdo (CV) obtidos na andlise de variancia para 0 peso e comprimento total,
enguanto que na Tabela 4, estdo representados os valores médios obtidos para o peso e
comprimento total por idade e tratamento.

Tabela 3. Estatisticas F e Coeficientes de Variagdo (CV) obtidas na anélise da variancia para as
variaveis Peso (g) e Comprimento Total (mm).

Estatisticas Peso () Comprimento Total (mm)
F para Tratamento 2,36" 2,40"°

F para Idade 158,41** 436,78**

F para interacdo Idade X Tratamento 1,75M 3,29*

CV (parcelas) 77,32 % 20,29 %

CV (subparcelas) 63,55 % 19,19 %

** Significativo para P<0,01; * Significativo para p<0,05 e NS para p>0,05 = valores ndo significativos.

Tabela 4. Valores médios obtidos para as variaveis Peso (g) e Comprimento Total (mm)
referentes aos tratamentos recebidos (granulometrias: 0,25; 0,35 e 0,50 mm) aos 30, 60 e 90 dias
de idade.

Variaveis Idades Tratamentos
0,25 mm 0,35 mm 0,50 mm
Peso (g) 30 dias 0,55° 0,64° 0,54°
60 dias 3,96" 8,53" 5,39
90 dias 13,36% 14,42 10,91°
C.Total (mm) 30 dias 31,65° 32,15° 32,24°
60 dias 49,08" 64,84° 62,76°
90 dias 82,72° 83,13% 76,36°

*As médias seguidas por letras diferentes (nas colunas) diferem entre si para valores de p<0,05 (Teste de
Tukey).

Os valores obtidos e que constam na Tabela 3 mostram que ndo houve
diferencas estatisticas significativas para 0 peso e comprimento total entre os

tratamentos (granulometrias). Em relacéo as idades houve diferencas significativas tanto
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para 0 peso quanto para o comprimento total (para valores de p<0,01). A interacédo entre
as idades e os tratamentos foi significativa apenas para 0 comprimento total no intervalo
de confianca de 95%, sendo n&o significativo para 0s pesos.

Os altos valores de CV encontrados para o peso e comprimento total em todos 0s
tratamentos e idades eram esperados, pois Volpato et al. (1989) e Borges et al. (2005)
relataram que o crescimento heterogéneo entre larvas e alevinos de tilapia é uma
caracteristica comum, estando relacionada ao estabelecimento de hierarquias entre 0s
peixes, onde ha poucos animais grandes e muitos animais pequenos. Desta maneira, 0s
indices de crescimento e ganho de peso dos peixes ao término do periodo de reversao
sexual podem apresentar uma grande variabilidade, como foi encontrado neste trabalho.
Acrescenta-se ainda que Vera Cruz e Mair (1994) e Mainardes-Pinto et al. (2000)
relataram que individuos dominantes dentro de uma populacdo podem consumir mais
alimento e crescerem mais rapidamente, deixando menos alimento para 0s outros com
comportamento mais submisso que acabam por apresentar menor crescimento tornando-
se, portanto, mais vulneraveis ao canibalismo.

Os dados da Tabela 4 mostram que ao comparar 0s valores médios de peso e
comprimento total tomados aos 30, 60 e 90 dias de idade houve diferencas significativas
entre eles, sendo esta j& esperada, pois com o avanco da idade, mediante técnicas
adequadas de manejo sanitario e nutricional, o crescimento dos animais e 0 aumento de
seus pesos corporais se elevam naturalmente. O peso e 0 comprimento ndo variaram
significativamente aos 30 dias de idade para os trés tratamentos (granulometrias). Aos
60 e 90 dias evidenciaram-se valores médios maiores entre 0s tratamentos para 0s
peixes alimentados com as ra¢fes de granulometrias 0,35 e 0,25 mm, respectivamente,
embora ndo diferindo entre si em termos estatisticos. Moya et al. (2005) encontraram
resultados semelhantes com o teste das granulometrias 0,21; 0,35 e 0,50 mm, onde o
fornecimento tanto da ragdo com 0,35 mm quanto da com 0,50mm n&o alteraram os
dados biométricos dos alevinos. Porém, destaca-se que neste experimento, 0S peixes
alimentados com a granulometria 0,21 mm obtiveram as menores meédias de peso e
comprimento.

No entanto, segundo Monticelli et al. (1996); Soares et al. (2003) e Meurer et al.
(2005) a eficiéncia da digestdo dos alimentos estd relacionada com a superficie de
exposicdo das particulas alimentares as secrecdes digestivas, superficie esta que €
inversamente proporcional ao grau de moagem e ao seu transito gastrointestinal (NRC,
1993; Zanotto et al., 1995; Hayashi et al., 1999). Meurer et al. (2003 e 2005) afirmaram
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que durante o processamento das racGes, o grau de moagem dos seus ingredientes
mostrou-se como um dos fatores de maior importancia, pois quanto mais finamente
moidos, maiores seriam 0s custos de producdo, devido ao maior consumo de energia e
ao tempo de moagem. Mediante a moagem dos ingredientes da racdo inferior a 0,50
mm, pode-se inferir que apesar da eficiéncia da digestdo dos alimentos melhorar com a
reducdo do tamanho da particula (Monticelli et al., 1996), concomitantemente podera
ocorrer uma reducdo das taxas de transito alimentar pelo trato digestivo (NRC, 1993;
Zanotto et al., 1995; Hayashi et al., 1999 e Meurer et al., 2005). Este fato, segundo
Meurer et al. (2002) pode levar a limitacdo da ingestdo voluntéria de alimento pelo
animal, acarretando em prejuizos ao desempenho, como a reducdo das taxas de
crescimento e de aumento de peso. Pode-se acrescentar a este fato as observacoes de
Pezzato (1999) no tocante a perda de nutrientes por lixiviacdo na superficie do corpo
d"agua, aumentando a carga poluente no mesmo e naquele que recebe os efluentes.
Lovell (1988) e Kubitza (1997) sugerem que o grau de moagem dos alimentos
que compdem as racOes deva ser inferior a 0,50 mm, engquanto que Hayashi et al. (1999)
e Meurer et al. (2005) recomendaram a utilizacdo de peneiras com malha de abertura
0,50 mm na fabricacdo de racOes fareladas para tildpia do Nilo durante a fase de
reversao sexual e no inicio da fase de crescimento. Meurer et al. (2005) afirmaram ainda
que as implicacdes de um processamento inadequado dos ingredientes componentes das
racdes para a tilapia nilética durante a fase de reversao sexual podem afetar a producao
tanto no aspecto produtivo (juvenis com menores pesos e tamanhos), quanto no aspecto
financeiro, pois a moagem muito fina dos ingredientes torna oneroso 0 pProcesso

produtivo com maiores gastos de energia e de mao-de-obra.

Meétodos de sexagem

O exame macroscopico da papila urogenital das tilapias mostrou ser mais eficaz
aos 60 e 90 dias de idade, para peixes maiores que 5,0 cm (Figura 1) com elevadas
possibilidades de acerto, visto que o aparelho genital externo revelou-se bem formado e
distinto nestas idades. Nos peixes com 30 dias de idade (Figura 2), tal método de
sexagem ndo apresentou resultados confiaveis, pois nesta idade, para peixes menores
que 3,0 cm e pesando menos que 0,5 g, a papila urogenital apresentou-se pouco visivel,
mesmo com o auxilio do estereomicroscépio (lupa). Este tipo de sexagem requer uma

certa pratica da pessoa que a realiza, pois ela pode induzir a erros de diagndstico,
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especialmente para tildpias com proporcBes corporais reduzidas (Makino, 2005*.
Comunicacao pessoal). Desprez et al. (2003) afirmaram que tal técnica esta em processo
de desuso, por ser pouco pratica e bastante estressante para os animais durante a
captura. Wassermann e Afonso (2002) acrescentaram que a técnica de sexagem
macroscépica é adequada para sexar tilapias nildticas com peso corporal acima de 0,5 g,
informacdo que corrobora com os dados obtidos no presente trabalho, pois foi somente a
partir dos 60 dias de idade que este método obteve sucesso. Nakamura et al. (1998)
afirmaram que durante o processo de reversdo sexual em peixes, a masculinizacdo da
papila urogenital pode acontecer antes da masculinizagdo gonadal. Assim, um peixe
pode parecer macho externamente, e internamente apresentar ovarios. Nesse
experimento houve ocorréncia deste tipo, especialmente em peixes com 30 e 60 dias de
idade que, ao exame da papila urogenital mostraram externamente serem machos e ao
realizar o exame microscopico das gbnadas, resultaram ser fémeas.

Na andlise microscopica das gdnadas utilizando-se a técnica de coloragdo com
acetato-carmim, observou-se que nos peixes com 30 dias de idade estas se mostraram
indiferenciadas, sem contornos definidos no parénguima e com a presenca do tecido de
natureza conjuntivo-fibrosa (Figura 3). Os individuos diagnosticados como sendo
machos nesta fase, apresentaram estruturas semelhantes a tabulos seminiferos muito
rudimentares e pouco caracteristicos enquanto que, aqueles identificados possivelmente
como fémeas exibiram estruturas ovoides que se assemelhavam a ovdcitos
rudimentares, mergulhados numa matriz altamente fibrosa de natureza conjuntiva. Estes
dados concordam com o trabalho de Carvalho e Foresti (1996), onde em Oreochromis
niloticus somente aos 48 dias pdde ser evidenciada a presenca de celulas germinativas
da linhagem feminina em atividade meiotica e a formacdo da cavidade ovariana,
demonstrando que a diferenciacdo morfoldgica da gonada para a formacgéo dos ovarios
ocorre neste periodo. Concordando com o0s mesmos autores, a diferenciacdo
morfolégica dos testiculos é evidenciada aos 68 dias de vida, pela presenca de cistos
germinativos contendo espermatogénias. Paller e Guerrero 111 (2001) encontraram
resultados semelhantes, onde a diferenciacdo morfologica dos ovarios nas tilapias do
Nilo ocorre mais precocemente que os testiculos. Na espécie Oreochromis mossambicus
o0 inicio da diferenciacdo entre os sexos morfologicamente visivel é mais precoce,
ocorrendo aos 37 dias de idade (Chmilevskiy, 1995). Babiker e lbrahim (1979)
demonstraram que o desenvolvimento das génadas em tilapias do Nilo esta intimamente

associado ao crescimento corporal. Esta afirmacdo corrobora com os resultados obtidos
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neste trabalho pois, nos peixes com 60 e 90 dias de idade, os caracteres sexuais
apresentaram-se mais evidentes. Os testiculos apresentaram tabulos seminiferos
evidentes que continham células da linhagem germinativa isoladas ou agrupadas em
cistos (Figuras 4 e 5). As fémeas exibiram ovarios contendo ovécitos em diferentes
fases de maturagdo (Figura 6), especialmente nas tildpias com 90 dias de idade. O
método de sexagem da coloragdo a fresco das gbnadas com o acetato-carmim mostrou
ser mais eficiente nos peixes com idades maiores que 60 dias, pois como foi visto ao
término de experimento, tanto os machos quanto as fémeas estavam bem definidos.
Nesta idade, foi possivel também observar a presenca de individuos intersexos, cujas
gbnadas apresentaram caracteristicas morfoldgicas masculinas e femininas coexistindo
simultaneamente (Figura 7). Pandian e Sheela (1995); Carvalho e Foresti (1996) citados
por Neumann (2004) relatam que a intersexualidade em tilapias pode ser resultante de
altas dosagens de androgenos (acima de 60mg/kg de racdo), ou pela administracao
destes por periodos prolongados (acima de 30 dias).

A analise histologica das gonadas em tilapias com 30 dias de idade confirmou a
fase de gonadas indiferenciadas, apresentando abundancia de tecido conjuntivo fibroso,
ndo sendo possivel o diagndstico do sexo (Figura 8). Babiker e lbrahim (1979);
Carvalho e Foresti (1996); Paller e Guerrero Il (2001) encontraram estas mesmas
caracteristicas em tilapias niloticas nesta idade.

Para os peixes com 60 e 90 dias de idade, a identificacdo entre machos, fémeas é
evidente, pois as gonadas apresentaram-se bem definidas, especialmente aos 90 dias.
Nos machos, os cortes histologicos longitudinais dos testiculos mostraram-se
envolvidos por uma delgada cépsula de tecido conjuntivo contendo em seu interior
tubulos seminiferos, onde cada um deles mostraram células da linhagem germinativa
isoladas ou em cistos, organizacdo morfologica também observada no trabalho de
Babiker e Ibrahim (1979) e Paller e Guerrero 111 (2001) (Figuras 9 e 10).

Nas fémeas com 60 e 90 dias de idade, os cortes histolégicos longitudinais dos
ovarios exibiram ovdcitos bem diferenciados e caracteristicos e em varias fases de
maturacdo ovocitaria (Figuras 11 e 12). Coward e Bromage (1998) também observaram
este padréo de organizacdo morfoldgica dos ovdcitos em Tilapia zilli.

A presenca de intersexos foi notada em peixes analisados com 60 dias. O tipo de
intersexo observado, foi em sua maioria, composto por testiculos contendo alguns

ovocitos dispersos no parénquima das gbnadas, corroborando com os resultados de
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Carvalho e Foresti (1996) e Neumann (2004) para peixes desta espécie, que foram
submetidos ao processo de reversdo do sexo induzida por hormdnios androgénicos.

Faz-se necessario considerar que houve muitas dificuldades na disseccéo, coleta
e analise das gbnadas nas tilapias com 30 dias de idade, devido as suas pequenas
dimensGes corporais e também ao alto grau de imaturidade do tecido gonadal. A
indiferenciacdo morfologica das gbénadas impossibilitou o diagnostico sexual correto
destes animais, especialmente para 0 método de preparacdo das gonadas com o acetato-
carmim. No processamento histolégico das gonadas, devido aos finos cortes (5,0 um),
houve uma melhor identificagdo do sexo nesta fase. Wassermann e Afonso (2002) e
Bombardelli et al. (2004b) preconizaram que para a execucdo da técnica usando o
acetato-carmim, os peixes devem apresentar tamanhos maiores que 2,5 cm e pesarem
mais que 0,5 g.

A partir dos 60 dias de idade, a identificagdo do sexo dos peixes tornou-se mais
evidente, visto que o desenvolvimento e a maturagdo gonadais na tilapia do Nilo estdo
fortemente relacionados com o desenvolvimento corporal (Babiker e Ibrahim, 1979),
tanto no aspecto macroscopico, onde a papila urogenital mostrou-se facilmente
distinguivel, quanto no aspecto microscopico, pois as gdnadas apresentaram-se mais
diferenciadas, culminando aos 90 dias com a completa definicdo do sexo. Nesta idade

houve maiores acertos no processo de sexagem, ndo importando o método utilizado.
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Figura 1. Papila urogenital e orificio anal de tilapia do Nilo macho com 60 dias (seta

grossa). A seta fina indica o orificio anal (visdo natural).

Figura 2. Papila urogenital e orificio anal de tilapia do Nilo macho com 30 dias (seta

grossa: papila e seta fina: orificio anal). Aumento: 10x (lupa).

Figura 3. Fotografia das génadas de tilapia do Nilo com 30 dias de idade (acetato-

carmim). Obj= 40x. Sexo: Indiferenciado. TCD: tecido conjuntivo denso.

Figura 4. Fotografia de testiculos de tilapia do Nilo com 60 dias de idade (acetato-

carmim). Obj= 40x. TCD: tecido conjuntivo denso. LS: l6bulos seminiferos.
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Figura 5. Fotografia de testiculos de tilapia do Nilo com 90 dias de idade (acetato-

carmim). Obj= 10x. LS: I6bulos seminiferos e TCD: tecido conjuntivo denso.

Figura 6. Fotografia de ovérios de tilapia do Nilo com 60 dias de idade (acetato-

carmim). Obj= 20x. OV: ovocitos.

Figura 7. Fotografia das gbnadas de tilapia do Nilo com 60 dias de idade (acetato-
carmim). Obj= 20x. Sexo: Intersexo. TCD: tecido conjuntivo denso; OV: de ovocitos e

LS: I6bulos seminiferos.

Figura 8. Fotomicrografia das génadas de tilapia do Nilo com 30 dias de idade. Obj=
40x (HE). Sexo: Indiferenciado. TCD: tecido conjuntivo denso e Cind: células

germinativas indiferenciadas (gbnias).
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Figura 9. Fotomicrografia de testiculos de tilapia do Nilo com 60 dias de idade. Obj=
40x (HE). LS: 16bulos seminiferos e TCD: tecido conjuntivo denso.

Figura 10. Fotomicrografia de testiculos de tilapia do Nilo com 90 dias de idade. Obj=

20x (HE). LS: I6bulos seminiferos e SPTZ: espematozdides.

Figura 11. Fotomicrografia de ovarios de tilapia do Nilo com 60 dias de idade. Obj=
40x (HE). OV: ovocitos.

Figura 12. Fotomicrografia de ovérios de tilapia do Nilo com 90 dias de idade. Obj= 5x
(HE). OV: ovacitos.



28




29

Conclusoes

Diante dos resultados obtidos, foi possivel concluir que os peixes alimentados
com as granulometrias 0,35 e 0,25 mm, respectivamente, obtiveram os melhores indices
de crescimento e ganho de peso. N&do se recomenda a sexagem das tilapias aos 30 dias
de idade para nenhum dos métodos estudados, estando a eficiéncia do diagnostico do
sexo relacionado mais ao tamanho e peso das tilapias (acima de 3,0 cm e 0,5 g) do que
propriamente a idade avaliada. Como era esperado, o método de sexagem pela

histologia das gbnadas permitiu um diagndstico mais seguro, frente aos outros métodos.
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Apéndice Il

Solucéo anestésica a base de Benzocaina a 0,1%:
Dissolver 1,0 grama de Benzocaina em 10 ml de alcool etilico e depois adicionar a

mistura em 10 litros de agua;

Solucéo de formol tamponado a 10%:

900 ml de 4gua deionizada;

100 ml de formol;

4,0 g de fosfato de s6dio monobasico;

4,5 g de fosfato de sodio dibasico;

Dissolva completamente os sais em 500 ml de agua destilada. Adicione o formol,
misture bem e depois acerte o pH a 7,4. Feito isto, adicione o restante da agua destilada

na solucéo.

Solucao fixadora de Bouin (para 1,05 litros):

75% ou 750 ml de solucdo aquosa saturada de acido picrico;
25% ou 250 ml de formol;

5% ou 50 ml de acido acético glacial.

Misture muito bem todos os componentes.

Solucéo de acetato-carmim (GUERRERO e SHELTON, 1974):

0,5 grama do corante indigo carmim;

100 ml de solucéo de acido acético a 45% (55 ml de &gua deionizada + 45 ml de acido
acetico glacial);

Misture os reagentes e deixe ferver por 5 minutos até dissolver completamente o

corante. Armazene a solugéo em frasco escuro e deixe esfriar a temperatura ambiente.






