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RESUMO

A tainha Mugil liza é um peixe peldgico, amplamente distribuido na costa Atlantica da
América do Sul, desde o Caribe até a Argentina. A tainha possui grande importancia na pesca
comercial e artesanal na costa brasileira, sendo a espécie mais importante de Mugilideo para a
atividade pesqueira no Brasil. Em relagdo a biologia reprodutiva, ¢ uma espécie bissexuada
que apresenta formacdo de cardumes e habitos migratérios. Suas gonadas femininas possuem
alto valor e demanda de mercado, o que torna desejavel a criagdo monossexuada de fémeas.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo produzir lotes com predominancia do sexo
feminino da tainha, através da manipulagdo da temperatura da agua na larvicultura e da adicao
do hormoénio esteroide 17p-estradiol na dieta de juvenis avaliando o desempenho zootécnico e
a primeira maturacao sexual. No experimento com temperatura cada unidade experimental foi
composta de um tanque circular de 60 L com 45 ovos embrionados L'!. Apds a eclosdo, as
larvas foram submetidas ao cultivo em temperaturas de 21, 24, 27 e 30 °C até transigdo
completa do alimento vivo para o inerte. No experimento com hormonio foram testados cinco
tratamentos com 60, 80, 100, 120 e 140 mg de 17B-estradiol por kg de dieta e um controle
sem uso de hormonio por 60 dias. Cada unidade experimental foi estocada com 150 peixes,
pesando 0,15 = 0,7 g e medindo 2,1 + 0,5 cm. Em ambos os estudos a primeira maturacao
sexual foi observada ao final do segundo ano de vida. No experimento com temperatura,
100% das gonadas analisadas eram masculinas. No experimento com o hormdnio estradiol,
foram identificadas gonadas masculinas (94,64%), femininas (1,78%) e intersexuais ou
ovotestis (3,57%). A faixa de temperatura usada na larvicultura ndo teve efeito feminizante,
mas ao contrario, pode ter causado a masculinizacdo. E possivel que outros fatores
ambientais, além dos genéticos, estejam atuando nos mecanismos de determinagdo sexual. Os
tratamentos hormonais afetaram as gonadas, mas ndo houve inversdo sexual. Como a
diferenciagdo sexual da espécie ocorre varios meses apds o inicio do estagio juvenil, outros
testes devem ser realizados, alterando o tamanho inicial dos individuos e a duracao do
tratamento.

Palavras-chave: Aquicultura. Gonada feminina. Histologia. Monosexo. Peixe marinho.



ABSTRACT

The Mugil liza mullet is a pelagic fish, widely distributed on the Atlantic coast of South
America, from the Caribbean to Argentina. The mullet is of great importance in commercial
and artisanal fishing on the Brazilian coast, being the most important species of Mugilidae for
fishing activity in Brazil. In relation to reproductive biology, it is a bisexual species that
presents schooling and migratory habits. Its female gonads have high value and market
demand, which makes the monosexual breeding of females desirable. Thus, this study aimed
to produce lots with a predominance of female mullet, through the manipulation of water
temperature in larviculture and the addition of the steroid hormone 17-estradiol in the diet of
juveniles, evaluating the zootechnical performance and the first sexual maturation. In the
experiment with temperature, each experimental unit was composed of a circular tank of 60 L
with 45 embryonated eggs L. After hatching, the larvae were submitted to cultivation at
temperatures of 21, 24, 27 and 30 °C until the complete transition from live to inert food. In
the hormone experiment, five treatments were tested with 60, 80, 100, 120 and 140 mg of
17B-estradiol per kg of diet and a control without hormone use for 60 days. Each experimental
unit was stocked with 150 fish, weighing 0.15 + 0.7 g and measuring 2.1 £ 0.5 cm. In both
studies, the first sexual maturation was observed at the end of the second year of life. In the
experiment with temperature, 100% of the analyzed gonads were male. In the experiment with
the hormone estradiol, male (94.64%), female (1.78%) and intersexual or ovotestis (3.57%)
gonads were identified. The temperature range used in larviculture did not have a feminizing
effect, but on the contrary, it may have caused masculinization. It is possible that other
environmental factors, in addition to genetic ones, are acting on the sex determination
mechanisms. Hormonal treatments affected the gonads, but there was no sexual inversion. As
the sexual differentiation of the species occurs several months after the onset of the juvenile
stage, other tests must be performed, changing the initial size of the individuals and the
duration of treatment.

Keywords: Aquaculture. Female gonad. Histology. Marine fish. Monosex.
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1 INTRODUCAO GERAL

A familia Mugilidae ¢ representada por 71 espécies € 20 gé€neros, com distribuicdo em
todo o mundo em zonas tropicais, subtropicais e temperadas (ESCHMEYER, 2014;
ESCHMEYER e FONG; 2015). Os peixes dessa familia sdo conhecidos popularmente como
tainhas ou paratis, e possuem grande importancia na pesca comercial em muitas regides no
mundo (GONZALEZ-CASTRO e GHASEMZADEH, 2015). A tainha Mugil liza
Valenciennes, 1836 pode atingir at¢é um metro de comprimento ¢ € encontrada na costa
Atlantica da América do Sul, desde o Caribe até a Argentina (MENEZES et al., 2010;
DURAND et al., 2012; LEMOS et al., 2014). Segundo dados do MPA/MMA (2015) ¢ a
espécie mais importante de Mugilideo para a atividade pesqueira no Brasil, sendo um
importante recurso econdomico na regidao Sul, principalmente para a pesca artesanal.

De acordo com os dados do relatorio do SAP/MAPA (2021), Santa Catarina € o estado
com a producdo anual mais expressiva de tainha, cerca de 8.069 toneladas (t) considerando os
anos de 2017 a 2019, com uma supersafra de 10.770 t registrada em 2018. O estado de Sao
Paulo ocupa a segunda posi¢do com 1.304 t. A producdo total e a frequéncia relativa
registrada no Sistema de Informagdes Gerenciais do Servigo de Inspe¢do Federal — SIGSIF
entre os anos de 2016 e 2020, também mostram Santa Catarina como o estado mais produtivo,
concentrando aproximadamente 85% da produgdo anual total de peixe fresco, seguido por Sao
Paulo e Rio Grande do Sul (SAP/MAPA, 2021).

Um dos principais destinos da produgdo de tainha ¢ a exportagio da sua ova,
atendendo principalmente os mercados de Taiwan e China. Os estados de Santa Catarina e
Sao Paulo, mais uma vez, se destacam como os maiores produtores apresentando valor estavel
na casa das 200 toneladas (t) de ovas e chegando a 600 t em 2018, segundo informagdes
registradas pelo Comex Stat, sistema de consulta e extra¢do de dados on-line referentes ao
comércio exterior brasileiro (SAP/MAPA, 2021).

Apesar dos dados de producdo registrados atualmente, em 2004, a tainha chegou a
ingressar na lista das espécies sobre-exploradas ou ameagadas de sobre-exploracao (IN MMA
n 5 05/2004), devido a intensificagdo da pesca industrial sobre este recurso durante a
migracao reprodutiva, motivada sobretudo pela abundancia na regido Sul e Sudeste, e
principalmente pela valorizacdo da tainha e de sua ova no mercado mundial, tornando-se
produto de exportacdo desde o ano 2000 (IBAMA, 2007). Para tentar amenizar os efeitos da
sobre-exploracdo da espécie, foi dado um prazo de nove a dez anos para organizagdo e

execu¢do de um Plano de Gestdo para a sua pesca, ¢ foi mantida, desde entdo, sua
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classificagdo como sobre-explotada (IBAMA, 2007). Posteriormente, uma instru¢ao
normativa do IBAMA (n° 171/2008) estabeleceu regras para a exploracao deste recurso nas
regidoes Sudeste e Sul. Porém, baseando-se nos dados do MPA 2008/2009, o que se observou
foi uma estabiliza¢ao da sua producao pela pesca extrativa.

Atualmente, as capturas nas regides sul e sudeste vém sendo realizadas por um sistema
de cotas de acordo com o tipo de pesca (emalhe anilhado e cerco traineira), e o controle do
limite maximo de captura por meio do Sistainha, sistema criado pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA, disponibilizado na pagina da Secretaria de
Aquicultura e Pesca — SAP/MAPA, que tem como base os dados constantes nos Mapas de
Bordo, Mapas de Produgdo e no Formulario de Entrada de Tainha em Empresa Pesqueira,
registrados em cada temporada de pesca. No entanto, ¢ valido ressaltar que existem outras
modalidades ndo submetidas a cotas de captura, cujo monitoramento ¢ restrito apenas ao
periodo de safra das frotas controladas por cotas de captura, o que ndo permite conhecer o
quanto da produgdo das modalidades ndo controladas fora desse periodo ¢ direcionada as
empresas pesqueiras (SAP/MAPA, 2021).

A aquicultura marinha também se mostra como uma alternativa viavel para reduzir a
pressdo extrativa sobre os estoques de peixes e gerar alimento de forma mais sustentavel
(TAL et al., 2009), uma vez que permite a producdo de um volume preciso e constante de
pescado.

Do ponto de vista da aquicultura, a tainha M. /iza ¢ uma espécie com caracteristicas
que a qualificam para o cultivo, tais como: rusticidade, ampla tolerancia as diferentes
salinidades e temperaturas, adaptacdo ao cativeiro e facil manejo alimentar, pois aceita
rapidamente a dieta inerte (NETO e SPACH, 1998; SAMPAIO et al., 2001; SAMPAIO et al.,
2002; MIRANDA-FILHO et al., 2010). Além disso, apresenta carne saborosa e a gonada
feminina (ova) ¢ bastante apreciada no Brasil e em outros paises (Taiwan, Franca, Grécia,
Italia e Espanha), sendo conhecida como bottarga, ou “caviar brasileiro” (FERREIRA, 2006;
FERREIRA et al., 2011; IBAMA, 2007).

Em relacdo a biologia reprodutiva ¢ uma espécie bissexuada, que apresenta formacao
de cardumes e habitos migratdrios, sendo catddroma com recrutamento dos juvenis em lagoas
e estuarios, seguido de um periodo de migracdo ao mar para reprodu¢dao (ALBIERI e
ARAUJO, 2010).

Estudos realizados por Lemos et al. (2014) sugerem que a tainha explorada
comercialmente desde S3o Paulo até o Rio Grande do Sul constitui um unico estoque

pesqueiro, que tem seu habitat de desova associado as aguas marinhas com 18-21 °C,
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realizando uma migragdo costeira a partir de estudrios do Sul do Brasil, em sentido norte até o
local de desova. Segundo os autores, a migragdo reprodutiva dos cardumes, que inicia em
abril e se estende por julho, em dguas com profundidade inferior a 50 m, € necessaria para que
ocorra o término do desenvolvimento das gonadas, e esta ligada com as isotermas de 19 a 21
°C. Para esses cardumes o pico de desova ocorre em junho, entre o norte de Santa Catarina € o
Parana.

De acordo com Albieri ¢ Aratjo (2010), a tainha apresenta desova total e o
desenvolvimento ovocitario ocorre de maneira sincronica em dois grupos. A presenca
continua de recrutas ao longo do ano confirma que a tainha apresenta uma desova sincronica
de dois grupos, conforme também descrito por Gonzalez-Castro et al. (2011) e Garbin et al.
(2014). Em relacao a fecundidade, alguns estudos relatam cerca de 3.080.000 ovocitos por
fémea adulta com 590 a 680 mm de comprimento total (CT) (ALBIERI ¢ ARAUJO, 2010) e
de 818.992 a 2.869.767 de ovocitos por fémea com CT de 426 a 660 mm, indicando que a
fecundidade estd positivamente correlacionada com o tamanho (LEMOS et al., 2014). Além
disso, a alta fecundidade, associada a desova em alto mar e a falta de cuidado parental, ¢
tipica de peixes pelagicos como os mugiliformes (ALBIERI ¢ ARAUJO, 2010). Em
condi¢des controladas de cultivo, a fecundidade da espécie varia de 1,0 a 1,5 milhdo de ovos
kg! de peso corporal em fémeas com comprimento de 474 mm e peso de 1,2 kg
(CERQUEIRA et al., 2017; MAGNOTTI et al., 2020).

No ambiente natural o comprimento de primeira maturagdo foi descrito por Gonzalez-
Castro et al. (2011) em 450 mm CT para fémeas e 436 mm para machos, o que se traduz em
5—-6 anos de idade, e por Garbin et al. (2014) em 450,6 mm e 436,3 para fémeas ¢ machos,
respectivamente. Em cativeiro, porém, os animais adultos apresentam tamanho de primeira
maturagdo inferior a 380 mm para fémeas e 330 mm para machos (CERQUEIRA et al.,
2017). Por ser uma espécie que migra por longas distancias para a reproducdo, quando
mantida em condigdes de cativeiro exibe disfun¢des reprodutivas que inibem a liberagao
espontanea dos gametas, portanto, € necessaria a indugdo hormonal para que ocorra a desova
em ambiente controlado (GODINHO et al., 2005).

No Brasil, pesquisas sobre reprodu¢do controlada e larvicultura em laboratério da
tainha iniciaram em 1979, no Rio de Janeiro (BENETTI e FAGUNDES NETTO, 1980), em
Santa Catarina (ANDREATTA et al., 1981) e, posteriormente, em Sao Paulo (YAMANAKA
et al., 1992; GODINHO et al., 1993). No entanto, o conhecimento mais aprofundado sobre o

manejo de reprodutores e o controle da reproducdo € recente, com as pesquisas sendo
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retomadas em 2014 pelo Laboratério de Piscicultura Marinha — LAPMAR da Universidade
Federal de Santa Catarina — UFSC (PASSINI et al., 2015; CERQUEIRA et al., 2017).

Neste laboratério foram realizadas pesquisas relativas a captura, transporte e
adaptacao de reprodutores selvagens em cativeiro, inducao hormonal, desova e larvicultura
(PASSINI et al., 2015; CERQUEIRA et al., 2017; CARVALHO et al., 2019), bem como
analise da qualidade espermatica (MAGNOTTI et al., 2018a; MAGNOTTI et al., 2018b;
CASTRO et al., 2019) e desenvolvimento de plantel, maturacdo e desova de reprodutores
nascidos em cativeiro (MAGNOTTI et al., 2020). Esse dominio sobre todo o processo da
reproducdo e larvicultura, além de inédito para a tainha, facilita a domesticagdo e abre

caminhos para estudos com produc¢do de populagcdes monosexo.

1. REGULACAO ENDOCRINA NA REPRODUCAO DE PEIXES

Na maioria dos peixes teledsteos o desencadeamento reprodutivo pode ser iniciado a
partir do momento em que a idade e o peso minimo sdo atingidos e o cérebro, através dos
sistemas sensoriais (olhos, glandula pineal, narinas, receptores cutaneos) captura, analisa e
converte em sinais eletroquimicos e transmite até o hipotdlamo via neur6nios sensoriais, as
informagdes que chegam dos estimulos externos (fotoperiodo, temperatura) e dos estimulos
sociais (densidade da populagdo, proporcao de sexo, entre outros) (CARRILLO et al., 2009;
HONIJI e MOREIRA, 2017).

No hipotdlamo ocorre a sintese e secre¢do do GnRH (hormoénio liberador de
gonadotrofinas), que estimula as células gonadotroficas na hipofise a sintetizar e liberar as
gonadotrofinas (hormoénio foliculo estimulante - FSH e o hormoénio luteinizante - LH), as
quais regulam o processo de gametogénese, estimulando o desenvolvimento de células
germinativas, a produ¢do de esteroides sexuais em células somaticas gonadais e liberando
fatores de crescimento paracrinos gonadais que controlam o crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia de células germinativas (TARANGER et al., 2010; LEVAVI-SIVAN et al.,
2010; LUBZENS et al., 2010; ZOHAR et al., 2010; HONJI e MOREIRA, 2017).

O GnRH em fémeas, estimula as células gonadotroficas da hipdfise a sintetizar e
liberar o FSH, que via corrente sanguinea chega aos foliculos ovarianos em desenvolvimento,
e nas c¢lulas da teca, converte o colesterol em testosterona (T), ocorrendo assim, um aumento
na producdo de hormoénios esteroides nas gonadas, justamente pelo desenvolvimento e
amadurecimento de células responsaveis por essa producdo. A testosterona, entdo produzida,

¢ transportada as células foliculares, na qual € convertida em 17f3-estradiol (E»2) através de sua
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aromatizacdo pela enzima aromatase (cypl9a), também sob influéncia do FSH. O E; age no
figado via corrente sanguinea, promovendo a sintese de proteinas da zona radiata e
vitelogenina (Vtg), que também via corrente sanguinea, ¢ “sequestrada” pelo ovocito por
micropinocitose (processo dependente de FSH), promovendo o crescimento do ovocito e
incorporagdo de vitelo, de acordo com a revisdo elaborada por Honji e Moreira (2017).

Durante a fase de vitelogénese, processo pelo qual o citoplasma do ovocito acumula
substancias de reserva para posterior utilizacdo pela larva, ocorre um aumento nos niveis
plasmaticos de estradiol e testosterona, promovendo a inibi¢ao da sintese de FSH através de
feedback negativo, e juntamente com a acdo do GnRH estimulam a secre¢@o hipofisaria do
Hormonio Luteinizante (LH) nas fases finais da vitelogénese (PETER; YU, 1997;
NAGAHAMA, 1997; LUBZENS et al., 2010).

Nos machos sdo as células de Leydig, presentes no tecido intersticial dos testiculos, as
responsaveis pela producao de esteroides produzindo principalmente hormodnios androgenos,
que atuam também com func¢do paracrina nas células de Sertoli, células associadas as
espermatogonias que regulam a espermatogénese (WELTZIENT et al., 2004; SCHULZ et al.,
2010). O androégeno 11-cetotestosterona (11-KT) ¢ considerado o mais importante para o
desenvolvimento dos testiculos e a formagdo dos gametas, possuindo grande importancia na
rede endocrina que regula a maturagdo dos testiculos e a producdo de espermatozoides
(MIURA et al., 1991; BORG, 1994). A testosterona (T) ¢ outro androgeno relevante na
maturagdo do sistema reprodutivo, que além de ser precursora da 11-KT ¢ essencial para
estimular estagios iniciais da espermatogénese e o amadurecimento do sistema reprodutivo

(BORG, 1994; TOKARZ et al., 2015).

12 DETERMINACAO E DIFERENCIACAO SEXUAL EM PEIXES

Os peixes possuem uma grande diversidade de mecanismos de determinacdo e
diferenciacio sexual (GUERRERO-ESTEVEZ e¢ MORENO-MENDONZA, 2010). A
determinagdo sexual ¢ um processo geralmente genotipico, do qual se herda o sexo (sexo
genético) que estabelece o género masculino ou feminino de um individuo, sendo definido no
momento da fertilizagdo pela combinagdo dos genes, proveniente do ovodcito e do
espermatozoide (PIFERRER, 2001). Esses genes relacionados ao sexo podem estar
espalhados pelo genoma (sistema poligénico) ou concentrados em um par de cromossomos,
os denominados cromossomos sexuais (sistema monogénico) (PIFERRER, 2009). Em

algumas espécies, no entanto, a determinagdo do sexo pode ser ambiental, devido a intera¢do
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gendétipo com ambiente, em resposta a uma variavel abidtica como temperatura, pH,
fotoperiodo e salinidade (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002).

Por outro lado, a diferenciagdo sexual ¢ um processo fisioloégico que leva as gonadas
indiferenciadas a se desenvolverem em ovarios ou testiculos, dando lugar ao sexo fenotipico
(PIFERRER, 2009; BLAZQUEZ ¢ SOMOZA, 2010). Em peixes gonocoricos, as gonadas se
desenvolvem na parte dorsolateral da cavidade peritoneal, tendo origem na cavidade cortical
onde sdo desenvolvidos os ovarios ou na cavidade medular na qual se originam os testiculos
(BAROILLER et al., 1999 e NAKAMURA et al., 1998).

Embora os processos morfologicos e os genes envolvidos na diferenciagdo sexual
sejam evolutivamente conservados, em peixes o processo ¢ muito labil, e dependendo das
condi¢des ambientais o sexo fenotipico pode diferir do sexo genético (PIFERRER, 2009).

Em Mugil cephalus, Dor et al. (2016; 2020) identificaram um loci de determinacao
sexual (SD) e mapearam genes SD no cromossomo LG9, dando mais entendimento sobre os
genes que poderiam funcionar como gene de determinagdo. Ja em relagdo a diferenciacao
sexual, Chang et al. (1995a), através de andlise histoldgica, encontraram em M. cephalus que
a diferenciacdo das gonadas ocorre por volta de 12 meses de idade, com a diferenciacdo
completa ocorrendo ap6s 15 meses. O desenvolvimento gonadal foi entdo dividido em estagio
indiferenciado (<6 meses de idade), estagio diferenciador (7-14 meses) e estagio diferenciado
(>15 meses). Chang et al (1995b) da mesma forma, relataram que a diferenciacdo sexual na
tainha cinza ocorre majoritariamente em peixes com 240 a 260 mm.

Também para M. cephalus McDonough et al. (2005) descreveram que as gonadas em
espécimes com menos de 50 mm tém lobulos variando de 70 a 100 um de comprimento,
sendo formados por c€lulas somaticas € um epitélio germinativo periférico, ndo apresentando
nenhuma caracteristica definidora de macho ou fémea neste comprimento. Em espécimes de
100 a 150 mm, os lobulos gonadais sdo claramente vascularizados e atingem um tamanho de
200 a 300 um e os primeiros dutos comecam a se tornar evidentes. Na classe de 150 a 200
mm, 0,2% das fémeas ¢ 37,3% dos machos iniciaram a diferencia¢dao sexual, mas a maioria de
todos os espécimes (62,5%) permaneceu indiferenciada. As gonadas indiferenciadas
tornaram-se maiores com l6bulos medindo de 600 a 800 um. Apenas na classe de tamanho
acima de 200 mm, 83% dos espécimes tornaram-se sexualmente diferenciados. Em alguns
casos, os ninhos de células germinativas que sdo caracteristicos dos precursores femininos,
também podiam ser encontrados nas porc¢des centrais dos lobulos adjacentes as estruturas
caracteristicas dos lobulos precursores masculinos. O ducto primario estava agora bem

formado, no entanto, ainda ndo havia nenhuma caracteristica morfologica definitiva que
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permitisse a determina¢do do sexo. Os mesmos autores também relataram que a
espermatogénese em M. cephalus inicia em peixes com comprimento > 250 mm, enquanto a

ovogénese em peixes acima de 290 mm.

1.3 CULTIVO DE LOTES MONOSEXO

A manipulagdo de gametas, ovos e embrides pode ser realizada com maior facilidade
em peixes, devido a maioria apresentar fecundagdo e desenvolvimento externos, o que
favorece o controle do sexo fenotipico (TOLEDO-FILHO et al., 1996).

Na fase inicial da embriogénese, os embrides nido t€m o sexo definido
fenotipicamente, possuindo apenas as células germinativas primordiais, precursoras
bioldgicas dos ovarios e dos testiculos. Ao longo do desenvolvimento embrionario, um sinal
quimico origindrio de um gene ou de um conjunto de genes sera responsavel por informar ao
tecido totipotente em que dire¢do, macho ou fémea, se desenvolver (SANTOS e SILVA,
1998).

A fase na qual o animal ainda ndo passou por processo de diferenciacdo sexual ¢é
conhecida como periodo 1abil, quando o individuo se encontra suscetivel a defini¢do do sexo
(BLAZQUEZ, 2001; PIFERRER, 2001). O periodo labil é especifico para cada espécie,
podendo acontecer durante o desenvolvimento embriondrio ou em diferentes fases do
desenvolvimento do animal, como na fase de larva (inicio do alimento exdgeno) ou na fase de
juvenil (vérias semanas apds o inicio do alimento exogeno) (PIFERRER, 2001; DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002; ARSLAN et al., 2009). Em salmonideos, o periodo 1abil na maioria das
espécies ocorre normalmente entre o 18° e 28° dia de vida, enquanto em Salvelinus fontinalis
o periodo labil ocorre antes e ¢ mais longo (HAFFRAY et al., 2009). Para Tachysurus
fulvidraco, uma espécie de siluriforme de dgua doce, o periodo 1abil ocorre entre o 8° e 30°
dia, apresentando maior duragdo nas fémeas (PARK et al., 2004).

O cultivo de lotes monosexo de peixes, ou seja, lotes apenas compostos por fémeas ou
machos, ¢ realizado comercialmente no intuito de explorar caracteristicas associadas ao sexo
fenotipico de maior interesse zootécnico, o que proporciona alta rentabilidade na criagdo das
espécies (REIS et al., 2016).

Em tildpia-do-nilo (Oreochromis niloticus), o cultivo monosexo de machos ¢é
necessario para o aumento da producdo (LIMA, 2011; BOMBARDELLI et al., 2007), visto
que as fémeas apresentam menor crescimento, ganho em peso e conversdo alimentar em

relagdo aos machos, por apresentarem maturacdo sexual precoce e elevada prolificidade
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(BOMBARDELLI et al., 2004; ZANONI et al., 2013; REIS et al., 2016). No cultivo de bagre-
do-canal (Ictalurus punctatus), a producdo de lote monosexo masculino também esta
relacionada ao maior crescimento dos machos em relagdao as fémeas (CESAR et al., 2005),
que pode ser de 10 a 30% superior (DUNHAM et al., 2001).

Por outro lado, em salmonideos, sdo os machos que maturam precocemente e, deste
modo, o cultivo monosexo feminino ¢ utilizado pelo seu maior crescimento. Como ao longo
do periodo de maturagdo sexual também ocorre significativa deterioragdo da qualidade da
carne, as fémeas tendem a apresentar carne de qualidade superior a dos machos (LEE et al.,
2004; TARANGER et al., 2010; REIS, 2015). Da mesma forma, para o robalo-europeu
(Dicentrarchus labrax), uma populagdo monosexo de fémeas ¢ interessante por apresentarem
taxas de crescimento 30 a 50% maiores que os machos (GORSHKOV, 2004).

Outras caracteristicas fenotipicas associadas ao sexo também justificam a producao de
lotes monosexo (REIS, 2015): para a carpa comum (Cyprinus carpio) a produgdo de fémeas
visa a obtencdo de ovas para consumo (KOCOUR et al., 2003; ROTHBARD, 2006),
enquanto que em peixes ornamentais, como o beta (Betta splendens) e “guppy” (Poecilia
reticulata), o interesse pela produc¢do de linhagens monosexo de machos deve-se a presenca
de nadadeiras de visual mais atrativo e/ou de coloracdo mais intensa (KIRANKUMAR e
PANDIAN, 2002; BATISTA et al., 2013). No caso dos mugilideos, o fator atrativo estd no
elevado valor de mercado das gonadas femininas maduras, as quais sdo produto de
exportagdo, consideradas andlogas ao caviar (IBAMA, 2007).

Para a produgdo de lotes monosexo de peixes, diferentes técnicas podem ser utilizadas:
manipulacdo génica, como ginogénese e androgénese (TEBALDI e AMARAL-JUNIOR,
2009), hibridizagdo (TURRA et al.,, 2010) e inversdo sexual, pelo efeito da temperatura
(DRUMMOND, 2007; ZANONI et al., 2013) ou pelo uso de esteroides sexuais (ZANARDI
et al., 2011; WEISS et al., 2018). A técnica de inversdao sexual utilizando o tratamento com
hormonios € a mais utilizada comercialmente, para a qual pode ser utilizado o método direto,
realizado em uma tnica etapa, ou o indireto, que pode ser realizado em duas ou mais etapas
(REIS, 2015). Em piscicultura, a inversdo sexual tem sido rotineiramente empregada em
tilapia-do-nilo (DIAS-KOBERSTEIN et al., 2007), salmao (Salmo salar) (LEE et al., 2004),
truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (RAZMI et al., 2011) e carpa-comum (Cyprinus
carpio) (GROZEA et al., 2007), porém para os mugilideos ainda ndo ¢ uma ferramenta

utilizada.
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1.3.1 Tratamento com temperatura

Algumas espécies de peixes apresentam a determinagdo sexual influenciada por
fatores ambientais (BAROILLER e D'COTTA, 2001). As primeiras suspeitas de que a
determinagdo sexual de muitos peixes ndo se dava apenas por caracteres genéticos se deu
através da constatagdo de que a propor¢do de machos e fémeas era desigual, em determinadas
populagdes de ambiente natural. Os primeiros experimentos laboratoriais que confirmaram
essa hipdtese sao do final da década de 1960 (YAMAMOTO, 1969), e desde entdo pesquisas
nessa linha estdo sendo desenvolvidas.

Segundo Navarro-Martin et al. (2009) e Piferrer (2009), nos vertebrados inferiores
gonocoristicos a determinacdo do sexo ocorre através de dois principais mecanismos:
determinagdo sexual do tipo genotipica (GSD), definida a partir da informacdo genética, e
determinagdo sexual dependente do ambiente (ESD), sendo a temperatura da dgua o fator
ambiental que mais interfere na determinag@o do sexo fenotipico no caso dos peixes.

A determinacdo do sexo dependente da temperatura (TSD) durante periodos sensiveis
do desenvolvimento ¢ capaz de determinar o sexo fenotipico de forma irreversivel
(PIFERRER, 2009). Com isso, tratamentos baseados na temperatura podem ser mais efetivos
em individuos no periodo labil ou periodo termossensivel (BLAZQUEZ et al., 1998).
Striissmann e Nakamura (2002) comentaram que a temperatura interfere na esteroidogénese
nas gonadas, através da modulag@o da expressdo do gene aromatase, e que além da aromatase,
outros genes, enzimas € hormodnios ndo esteroides das gonadas, como os produzidos no
cérebro e hipofise, também podem ser afetados pela temperatura.

Similar a situagdo dos répteis, nos peixes sao descritos trés padrdes nas proporgdes de
machos e fémeas em resposta a temperatura. O numero de machos: 1) aumenta com o
aumento da temperatura, 2) diminui com o aumento da temperatura e 3) aumenta com o0s
extremos de temperatura e se aproxima a 1:1 nas temperaturas intermediarias (BAROILLER
et al., 1999; BAROILLER e D'COTTA, 2001; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Entre as
espécies ja pesquisadas, o numero de peixes com determinagdo sexual dependente da
temperatura (DST) que seguem os padroes mencionados acima ¢ de 53-55, 2-4 e 2,
respectivamente (Tabela 1) (OSPINA-ALVAREZ e PIFERRER, 2008).

Entre as espécies de peixes marinhas, varios trabalhos relacionados ao robalo-europeu
(BLAZQUEZ et al., 1998; SAILLANT et al., 2002; MYLONAS et al., 2005; NAVARRO-
MARTIN et al.,, 2009) mostraram a temperatura como importante fator na diferenciacio

sexual. Blazquez et al. (1998) verificaram que entre exemplares de 57 a 137 dias apos a
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fertilizagdo expostos as temperaturas de 25 °C e 15 °C por um periodo de 80 dias a proporcao
maxima de fémeas foi de 27%. Pavlidis et al. (2000), trabalhando com larvas da mesma
espécie com idade de 30 dias, sob temperaturas de 13, 15 e 20 °C obtiveram, respectivamente,
72-74%, 67-73% e 24-28% de fémeas. Enquanto Mylonas et al. (2005), trabalhando com
larvas de 11 e 55 dias nas temperaturas de 13, 17 e 21 °C durante 40 dias, verificaram maior
porcentagem de fémeas entre individuos com 55 dias nos tratamentos com menores
temperaturas.

Outras espécies de peixes também sofrem a influéncia da temperatura na relagdo entre
machos e fémeas, como por exemplo o linguado japonés (Paralychthis olivaceus) (KITANO
et al., 1999) e quatro espécies de peixe-rei (Menidia menidia) (CONOVER ¢ KYNARD,
1981), (Menidia pensinsulae) (MIDDAUGH e HEMMER, 1987), (Odonthestes
argentinensis) e (O. bonariensis) (STRUSSMANN et al., 1996).

Para os Mugilideos, ndo ha informagdes sobre a determinacdo do sexo por meio da
temperatura, porém sabe-se que no ambiente natural, o aumento da salinidade e a queda
brusca de temperatura sao apontados como “gatilho” para a migragdo reprodutiva (VIEIRA e

SCALABRIN, 1991), indicando uma possivel sensibilidade a temperatura.
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Tabela 1. Padrdes de determinagéo do sexo dependente da temperatura em peixes gonocoristicos,
adaptado de Ospina-Alvarez e Piferrer (2008).

Padrao de TSD

Espécies previamente
atribuido

Carassius auratus (D)
Carassius carassius 1
Danio rerio (D)
Gnathopogon caerulescens 1
Misgurnus anguillicaudatus 1
Ictalurus punctatus 2
Hoplasternum littorale 1
Oncorhynchus nerka 2
Menidia menidia 1
Menidia peninsulae 1
Odontesthes argentinensis 1
Odontesthes bonariensis 1
Odontesthes hatcheri 1
Oryzias latipes (D)
Limia melanogaster 1
Poeciliopsis lucida 1
Poecilia sphenops (D)
Sebastes schlegeli 1
Dicentrarchus labrax Vo
Apistogramma spp. (33spp.) 1x33
Oreochromis aureus 1
Oreochromis niloticus vz,
Oreochromis mosambicus 1
Paralichthys olivaceus 3
Paralichthys lerhostigma 3
Pseudopleuronecres 1
yokohamae
Verasper moseri 1

Padrdes de resposta da razdo sexual a temperatura: 1) nimero de machos aumenta com o aumento da
temperatura, 2) diminui com o aumento da temperatura e 3) aumenta com os extremos de temperatura.

1.3.2 Tratamento com hormonio

O método direto consiste na aplicagdo de hormonio durante as fases iniciais de
desenvolvimento larval de determinadas espécies para a produgdo do sexo fenotipico desejado
(BOMBARDELLI et al., 2004). Assim, se um peixe receber tratamento hormonal durante o
periodo em que o sexo fisiologico pode ser alterado ocorrera interferéncia direta no
desenvolvimento das células totipotentes (CESAR et al., 2005).

Durante o periodo 1abil as gonadas estdo comecando a se desenvolver e as células

germinativas primordiais presentes sdo capazes de se transformar em ovogdnias ou
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espermatogonias, dependendo do hormonio utilizado. Dessa forma, o tratamento realizado
nesse periodo requer a minima combina¢ao de dosagem e duracdo do tratamento para alcangar
o sexo gonadal desejado (PIFERRER, 2001; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; ARSLAN et
al., 2009).

Entre os hormdnios mais utilizados na inversdo sexual direta estdo o andrégeno 17a-
metiltestosterona para a masculinizagdo (Figura 1), e o estrogeno 17p-estradiol para a
feminizagdo (BOMBARDELLI et al., 2004; CNAANI ¢ LEVAVI-SIVAN, 2009), ambos
ministrados por via oral pela incorporacio na ragdo (MEURER et al., 2008; LIN et al., 2012),
por banho de imersao (BOMBARDELLI et al., 2007; ZANARDI et al., 2011), por injecdo ou
por implantes (PANDIAN, 2013; PASSINI et al., 2014).

O banho de imersdo, que corresponde ao hormoénio adicionado na agua, ¢ mais
adequado para espécies em que o periodo labil coincide com a embriogénese ou ocorre
durante o estagio larval, enquanto o tratamento com adi¢cdo do hormonio no alimento vivo ou
na ra¢ao ¢ mais apropriado para espécies em que o periodo 1abil coincide com a alimentacao

exogena (PIFERRER, 2001).

Figura 1. Esquema do procedimento normalmente utilizado para a inversdo sexual direta em peixes,
através da aplicagdo de hormdnios esteroides. Fonte: Weiss (2017) adaptado de Toledo-Filho et al.

(1996).
Andrégeno Estrogeno
(17a-metiltestosterona) (17B-estradiol)
] : ]
Individuo indiferenciado Individuo indiferenciado
(FEMEA) (MACHO)
: ] ]
Fémea masculinizada Macho feminizado
(neomacho) (neofémea)
+ +
Fémea normal Macho normal

Para o jundia (Rhandia quelen), embora o periodo labil ndo esteja definido, Amaral-
Junior et al. (2008a) com o intuito de feminizar, utilizaram doses de 90, 100 e 110 mg kg! do

hormdnio 17B-estradiol (E2) incorporado na dieta durante os primeiros 21 dias de larvicultura,
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e verificaram que na dose de 100 mg kg foi encontrada a maior propor¢io de fémeas
(79,4%). Doses de 105 e 115 mg kg™! aplicadas a racdo, também foram testadas para o jundia,
tendo sido obtidos, respectivamente, 100% e 87,5% de feminizagdo (AMARAL-JUNIOR et
al., 2008b). Weiss et al. (2018), utilizando o mesmo periodo de tratamento aplicado por
Amaral et al. (2008a), obtiveram com 170-metiltestosterona nas doses 60, 80 ¢ 100 mg kg™,
respectivamente 50, 40 e 20% de machos de jundid, e observaram na dose mais elevada
efeitos inibitorios no desenvolvimento gonadal de machos e fémeas.

Para o robalo-flecha (Centropomus undecimalis), doses de 50 ¢ 100 mg de E» por kg
de racdo, ministrados durante 45 dias em peixes com 14,01 +£ 5,33 g resultaram,
respectivamente, em 68,42% e 90% de fémeas (CARVALHO et al., 2014b), enquanto que
para o robalo-peva (Centropomus parallelus), doses de 25, 50, 75 e 100 mg de E> por kg de
racdo foram testadas em peixes com 3,52 =+ 0,98 g, também durante um periodo de 45 dias,
resultando em 100% de fémeas em todos os tratamentos (CARVALHO et al., 2014a).

Esteroides sexuais (17B-estradiol e 17a-metiltestosterona) também vém sendo
utilizados em diversas outras espécies de peixes como, por exemplo, pargo (Acanthopagrus
schlegeli) (CHANG et al., 1994); bagre (Pseudobagrus fulvidraco) (PARK et al., 2004);
esturjdo (Acipenser brevirostrum) (FLYNN e BENFEY, 2007); e o “bass” (Micropterus
salmoides) (ARSLAN et al., 2009).

Em algumas espécies, como ¢ o caso dos peixes hermafroditas sequenciais
(protandricos ou protoginicos), a inversdo sexual pode ser realizada com sucesso em animais
adultos. Para o robalo-flecha Passini et al. (2014) realizaram a feminizacdo apds 15 dias,
utilizando 0,5 mg kg! de 17-Bestradiol em implantes de etileno-vinil-acetato em peixes com
383 g. Para a garoupa-verdadeira (Epinephelus marginatus) Sanches et al. (2009) obtiveram
ap6s 180 dias a masculinizagio utilizando o 17 a-metiltestosterona de forma oral (1 mg kg’
durante 5 dias por semana) e injetavel (5 mg kg! semanalmente em dose tnica) em peixes
com 863,9 g.

De forma geral, a simplicidade do método direto utilizando hormodnio ¢ a principal
vantagem que explica por que ¢ o mais utilizado (BEARDMORE et al., 2001; PIFERRER,
2001; PIFERRER, 2009). No entanto, apesar de ser considerado vantajoso por ser simples e
rapido, em alguns paises europeus existe restrigdo para a comercializagdo e consumo de
peixes tratados com esteroides (REIS et al., 2016). Além disso, o método direto aumenta os
riscos de contaminacdo da agua e do solo, sendo necesséria alta qualificacdo de funcionarios

para a manipulacdo e o manejo do hormoénio (REIS, 2015).
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Uma solu¢do alternativa para a produ¢do de lotes monosexo livres de hormoénio € a
inversdo sexual indireta, na qual o processo hormonal ¢ realizado apenas no plantel de
reprodutores (WEISS, 2017). Para a obtencgdo de lotes femininos sao necessarias duas etapas,
sendo a primeira a masculinizacdo de fémeas genotipicas com hormonio andrégeno,
originando neomachos (fémeas genotipicas apresentando fendtipo masculino) e a segunda a
fertilizagdo de ovocitos normais com o sémen de neomachos (ISLER, 2009; BORGES, 2015).
O resultado ¢ uma populacdo 100% de fémeas. Contudo, este método s6 ¢ possivel com
fémeas homogaméticas (ROUGEOT et al., 2002).

Para espécies poligénicas ou com mecanismo de diferenciacdo sexual influenciado
pelo ambiente, o cruzamento entre peixes com sexo invertido e peixes sem tratamento com
horménio produz um numero variado de machos e fémeas (BLAZQUEZ et al., 1995;
PIFERRER, 2001) e para estas espécies o método direto € a tnica alternativa pratica. Apesar
de algumas restricdes ao uso de esteroides, Piferrer (2001) descreveu que a administragao de
hormdénios ndo afeta a qualidade final do produto para o mercado consumidor, pois o0s
tratamentos sao realizados nas fases iniciais de cultivo, meses antes da despesca e venda, e os
esteroides sdo liberados apds serem metabolizados no figado em poucos dias.

Dessa forma, levando em consideragdo que os estudos sobre determinagdo do sexo
ainda sdo inexistentes para a tainha Mugil liza, e nada se conhece sobre o periodo labil dessa

espécie, torna-se mais garantido o uso do método direto com o uso de hormonios.

1.4  JUSTIFICATIVA

A tainha (Mugil liza) ¢ uma espécie de peixe peldgico com grande importancia na
pesca comercial e artesanal na costa brasileira. Em relacdo a aquicultura, a tainha apresenta
caracteristicas interessantes para o cultivo como rusticidade e tolerancia a diferentes
temperaturas e salinidades.

O controle do sexo fenotipico para a produgdo de lotes monosexos sao realizados
comercialmente no intuito de obter beneficios relacionados a um dos sexos, como
caracteristicas morfologicas e fisiologicas de maior interesse econdmico. No caso dos
mugilideos o interesse estd no elevado valor de mercado das gonadas femininas maduras, as
quais sdao produto para exportagdo considerado analogo ao caviar. Dessa forma, uma maior
producdo de fémeas se torna interessante no cultivo da tainha.

Diversos trabalhos ja& foram realizados com a M. liza incluindo formacdo de

reprodutores, reprodugdo de animais F1 e andlise espermatica dos machos, porém pesquisas
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sobre o controle do sexo gonadal sdo inexistentes o que motiva e justifica a realizagdo do

presente trabalho.

1.5  OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo Geral

Produzir lotes com predominancia do sexo feminino da tainha Mugil liza, através da
manipulacdo da temperatura da 4gua na larvicultura e da adigdo do hormonio esteroide 17-

estradiol na dieta de juvenis.

1.5.2 Objetivos especificos

Induzir a feminizag¢do da tainha por meio da manipulacido da temperatura da adgua de
larvicultura e da administracdo de estradiol na dieta de juvenis;
Verificar se os peixes induzidos a feminizagdo apresentam desempenho zootécnico e

desenvolvimento normal das gonadas até o periodo de primeira maturagdo sexual.

1.6 ESTRUTURA DA TESE

Este trabalho ¢ dividido em dois artigos:

Artigo 1: “Uso da temperatura na larvicultura para a feminizagdo da tainha Mugil liza
Valenciennes, 1836, a ser submetido para publicagdo na revista Aquaculture International.

Com percentil de 70% em Agronomia e Ciéncias Agrarias, correspondendo a um qualis A3.

Artigo 2: “Efeito do 17B-estradiol via oral no desempenho zootécnico, na proporgao
sexual e na primeira matura¢do da tainha Mugil liza Valenciennes, 1836, a ser submetido
para publicagdo na revista Aquaculture Research. Com percentil de 57% em Ciéncias

Aquaticas correspondendo a um qualis A2.
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2 ARTIGO 1. USO DA TEMPERATURA NA LARVICULTURA PARA A
FEMINIZACAO DE MUGIL LIZA VALENCIENNES, 1836

Use of temperature in larviculture for the feminization of Mugil liza Valenciennes, 1836

Rocha, V. M!; Silva, C. S'; Santos, M., C!.; Pilotto, M. R!; Pedrotti, F. S.!;
Magnotti, C. C. F'.; Martins, M. L.%; Cerqueira, V. R!.

"Laboratério de Piscicultura Marinha (LAPMAR) - Universidade Federal de Santa
Catarina

3Laboratério de Sanidade de Organismos Aquaticos (Aquos) - Universidade Federal
de Santa Catarina

RESUMO

Mugil liza é um peixe pelagico, comumente conhecido como tainha. Suas gonadas femininas
possuem alto valor e demanda de mercado, o que torna desejavel a criagdo monossexuada das
fémeas. O objetivo deste trabalho foi obter a inversdo sexual pelo método direto através do
manejo da temperatura durante o estagio larval. Cada unidade experimental foi composta de
um tanque circular de 60 L com 45 ovos embrionados L™'. Apos a eclosdo, as larvas foram
submetidas ao cultivo em temperaturas de 21, 24, 27 e 30 °C durante 45 dias. Os resultados de
peso e comprimento apos o periodo experimental indicam que as temperaturas mais elevadas
afetaram positivamente o crescimento sem alterar a sobrevivéncia. A primeira maturagdo
sexual foi observada ao final do segundo ano de vida e apenas gonadas masculinas foram
encontradas. Através da andlise histologica, os machos foram classificados em imaturos, em
maturacdo e maduros. A faixa de temperatura usada na larvicultura ndo teve efeito
feminizante para a tainha, podendo ter resultado em masculinizagdo. Temperaturas mais
baixas devem ser testadas. Também, € possivel que outros fatores ambientais, além dos
genéticos, estejam atuando nos mecanismos de determinagao sexual.

Palavras-chave: Alteracdes de temperatura. Desempenho zootécnico. Histologia. Mugillidae.
Piscicultura marinha.
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ABSTRACT

Mugil liza is a pelagic fish, commonly known as mullet. Its female gonads have high value
and market demand, which makes the female monosexual breeding desirable. The objective
of this work was to obtain sexual inversion by the direct method through temperature
management during the larval stage. Each experimental unit consisted of a 60 L circular tank
with 45 L' embryonated eggs. After hatching, the larvae were submitted to cultivation at
temperatures of 21, 24, 27 and 30 °C for 45 days. The results for weight and length after the
experimental period indicate that higher temperatures positively affected growth without
altering survival. The first sexual maturation was observed at the end of the second year of
life and only male gonads were found. Through histological analysis, males were classified as
immature, maturing and mature. The temperature range used in larviculture did not have a
feminizing effect on the mullet and may have resulted in masculinization. Lower temperatures
should be tested. It is also possible that other environmental factors, in addition to genetics,
are acting on the sex determination mechanisms.

Keywords: Histology. Marine fish farming. Mugillidae. Temperature changes. Zootechnical
performance.
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2.1 INTRODUCAO

A tainha Mugil liza Valenciennes, 1836 ¢ um peixe pelagico pertencente a familia
Mugilidae, espécie amplamente distribuida na costa Atlantica da América do Sul, desde o
Caribe até a Argentina (Menezes et al. 2010; Durand et al. 2012). Em relacdo a biologia
reprodutiva ¢ uma espécie bissexuada, que apresenta formacdo de cardumes e habitos
migratérios, sendo catadroma com recrutamento dos juvenis em lagoas e estuarios, seguido de
um periodo de migra¢ao no mar para reproducao (Albieri ¢ Araujo 2010). De acordo com
Lemos et al. (2014) a migracdo reprodutiva da tainha explorada comercialmente desde Sao
Paulo até o Rio Grande do Sul inicia em abril e se estende por julho, com o pico de desova em
junho, entre o norte de Santa Catarina e o Parana.

No ambiente natural o comprimento de primeira matura¢do foi descrito por Garbin et
al. (2014) em 450,6 mm para fémeas e 436,3 para machos. Em cativeiro, porém, os animais
adultos apresentam tamanho de primeira maturagdo inferior a 380 mm para fémeas ¢ 330 mm
para machos (Cerqueira et al. 2017). Embora normalmente as fémeas adultas de tainha sejam
maiores que os machos, a espécie ndo apresenta dimorfismo sexual, e, portanto, nao ¢
possivel distinguir visualmente os sexos (Gonzélez-Castro e Minos 2016). De acordo com
Albieri e Aratjo (2010), a espécie apresenta desova total e o desenvolvimento ovocitario
ocorre de maneira sincronica em dois grupos. Sua fecundidade gira em torno de 818.992 —
2.869.767 ovocitos por fémea adulta com 426-660 mm (Lemos et al. 2014), enquanto em
condi¢des controladas de cultivo, a fecundidade varia de 1,0 a 1,5 milhdo de ovos kg! de peso
corporal em fémeas com comprimento de 474 mm e peso de 1,2 kg (Cerqueira et al. 2017;
Magnotti et al. 2020).

A tainha possui grande importancia na pesca comercial e artesanal na costa brasileira,
sendo a espécie mais importante de Mugilideo para a atividade pesqueira no Brasil
(MPA/MMA 2015). Os estados de Santa Catarina e Sao Paulo apresentam a producdo anual
mais expressiva, cerca de 8.069 e 1.304 t respectivamente, destacando-se também, como os
maiores produtores de ovas (200 t) dos quais 75% sdo destinadas a exportagdo,
principalmente para Taiwan e China (SAP/MAPA 2021). Devido ao grande interesse do
mercado de exportagcdo das ovas com precos que podem atingir valores elevados, em torno de
20 USD kg' (SAP/MAPA 2021), o cultivo de populagdes monosexo feminino torna-se
bastante desejavel.

Comercialmente o cultivo de lotes monosexo de peixes ¢ realizado no intuito de

explorar caracteristicas associadas ao sexo fenotipico de maior interesse zootécnico, o que
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proporciona alta rentabilidade na producdo das espécies (Reis et al. 2016). Normalmente os
lotes monosexo para a piscicultura sdo obtidos através da aplicacdo de técnicas de inversao
sexual de forma direta por meio da temperatura (Zanoni et al. 2013; Abou El-Fotoh et al.
2014) ou pelo uso de esteroides sexuais (Zanardi et al. 2011; Pandian 2013; Passini et al.
2014; Weiss et al. 2018).

Em alguns paises europeus existe restricdo para a comercializagdo e consumo de
peixes tratados com esteroides (Reis et al. 2016), colocando em questdo os possiveis efeitos
adversos para os consumidores, para os peixes € para 0 meio ambiente. Além disso, estudos
apontam a presenca de esteroides em efluentes de tratamento de esgoto e aguas superficiais
em varios paises (Desbrow et al. 1998; Isobe et al. 2003) com consequéncias diretas aos
animais que vivem nas areas estuarinas e costeiras (Aoki et al. 2011), como € o caso da tainha
Mugil cephalus monitorada na Coréia e no Japio (Aoki et al. 2010) e na India (Dhanasekar et
al. 2018). A temperatura pode assim, ser uma alternativa para a substituicdo de hormdnios
durante o processo de inversao sexual (Zanoni et al. 2013).

Segundo Balloirer e d’Cotta (2001), a temperatura ¢ o fator ambiental que mais
interfere na determinacdo do sexo fenotipico em peixes. Striissmann e Nakamura (2002)
comentam que a temperatura interfere na esteroidogénese nas gonadas, através da modulagao
da expressdo do gene aromatase, € que além da aromatase, outros genes, enzimas ¢ hormonios
nao esteroides das gonadas, como os produzidos no cérebro e hipofise, também podem ser
afetados pela temperatura. No entanto, tratamentos baseados na temperatura sao mais efetivos
em individuos no periodo 1abil (Blazquez et al. 1998), fase na qual o animal ainda ndo passou
por processo de diferenciacdo sexual e se encontra suscetivel a definigdo do sexo (Blazquez
2001; Piferrer 2001). Em salmonideos, o periodo ldbil na maioria das espécies ocorre
normalmente entre o 18° e 28° dia de vida, enquanto em Salvelinus fontinalis o periodo labil
ocorre antes e ¢ mais longo (Haffray et al. 2009). Para M. cephalus Chang et al. (1995)
descreveram que células germinativas primordiais foram observadas nas gonadas somente
com 3 meses de idade, permanecendo em sua maioria indiferenciadas até 15° més.

Em peixes termossensiveis, o padrdo de mudancgas nas proporgdes de machos e fémeas
em resposta a temperatura mais frequente ¢ a maior propor¢do de machos com o aumento da
temperatura (Baroiller e D'Cotta 2001; Devlin e Nagahama 2002) e consequentemente maior
propor¢ao de fémeas em temperaturas mais baixas. Para o robalo-europeu (Dicentrarchus
labrax L) Pavlidis et al. (2000), testaram em larvas de 30 dias as temperaturas de 13, 15 e 20
°C e obtiveram, respectivamente, 72-74%, 67-73% e 24-28% de fémeas. Enquanto Mylonas
et al. (2005), trabalhando com larvas de 11-51 dias e 55-95 dias durante 40 dias nas
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temperaturas de 13, 17 e 21 °C, verificaram maior porcentagem de fémeas (aproximadamente
65%) nos individuos com 55 dias nos tratamentos com baixas temperaturas.

Para a tainha nao ha conhecimento sobre a influéncia da temperatura na modulagao do
sexo fenotipico, porém sabe-se que fatores ambientais como queda de temperatura e aumento
da salinidade sdo sinalizadores da reproducdo, agindo como gatilho para a formagdo de
cardumes e migracao reprodutiva (Vieira e Scalabrin 1991). A desova tende a ocorrer quando
os cardumes encontram uma condi¢do oceanografica ideal, principalmente de temperatura
superficial do mar, entre 19-21 °C, mais do que um local geografico determinado (Lemos et
al. 2014). Em ambiente controlado, Angelo et al. (2021) avaliaram ovos de tainha incubados
em diferentes temperaturas: 17, 20, 23, 26 ¢ 29 °C e observaram que a temperatura ideal para
a eclosdo ¢ 23,2 °C e para a sobrevivéncia das larvas ¢ 23,9 °C, enquanto a temperatura de
16,5 °C causa 70% de mortalidade. Dessa forma, o presente estudo objetivou a feminiza¢do
da tainha utilizando diferentes temperaturas na larvicultura, partindo do principio de que o

periodo 1abil ocorra nessa fase.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Local do experimento e obtenc¢ao dos peixes

O experimento foi conduzido no Laboratério de Piscicultura Marinha (LAPMAR) da
Estacdo de Maricultura Elpidio Beltrame (EMEB) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), localizado na Barra da Lagoa, em Florianopolis, Santa Catarina, Brasil (27°34'02"S,
48°25'44"W). Todos os procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, com ntimero de protocolo N° 3102220419.

Para homogeneizar o fornecimento de ovos para o experimento, foi utilizada uma
unica desova de um casal de reprodutores ja aclimatados no LAPMAR, seguindo os
procedimentos descritos por Cerqueira et al. (2017). Os reprodutores foram mantidos no
laboratério em tanques circulares de lona (diametro 3,2 m e profundidade 1,0 m) com volume
util de 8.000 L, em sistema de fluxo continuo. A salinidade foi de 35, o oxigénio em torno de

6 mg L', a temperatura variou de 18 °C no inverno a 28 °C no verio e o fotoperiodo natural.

2.2.2 Delineamento e procedimento experimental

Apos a desova em temperatura de 23,9 °C, os ovos embrionados (45 ovos L) foram
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transferidos para cada unidade experimental, composta de tanques circulares de 60 L. Apos a
eclosdo, as larvas foram submetidas durante 35 dias ao cultivo em temperaturas de 21, 24, 27
e 30 °C (em triplicata), temperaturas que permitem o desenvolvimento das larvas, conforme
estudos prévios realizados por Angelo et al. (2021). Os tanques experimentais foram mantidos
em sistema estatico de “dgua verde” com a microalga Nannochloropsis oculata numa
densidade de 300.000 a 500.000 células mL™" até o 18° dia de larvicultura, posteriormente
mantidos em fluxo continuo com renovagao inicial de d4gua de 10% dia e final (aos 35 dias) de
100%, com base nos trabalhos de Yousif et al. (2010) e Cerqueira et al. (2017). A sala
experimental foi aclimatada com ar-condicionado para a menor temperatura, enquanto as
temperaturas mais elevadas foram controladas com aquecedores de 500 W acoplados a
termostatos (precisdo de = 1 °C).

Até o0 15° dia, as larvas foram alimentadas com rotifero Brachionus rotundiformis (2 a
30 mL1). Apés o 15° dia foram fornecidos nauplios (0,5 a 1 mL™') e metanauplios (1,0 a 5,0
mL') de Artemia sp. enriquecidos com 4cidos graxos (Red pepper, Bernaqua, BEL) de
acordo com o crescimento das larvas. Por fim, foi realizada a transi¢cao do alimento vivo para
o alimento inerte realizado com dieta seca comercial (Sano S-pak 5/8, Inve, EUA).

Apds a completa transicdo alimentar (aos 35 dias), a avaliagdo do peso e do
comprimento foi realizada com 15 animais de cada tratamento. Para a avaliacdo da
sobrevivéncia todos os peixes foram contados e em seguida 100 peixes de cada tratamento
foram destinados a quatro unidades experimentais de 500 L, com fluxo continuo de agua
(100% dia) e temperatura da 4dgua de cultivo variando de 20 a 24 °C. Os peixes foram
alimentados com dieta comercial de 0,8 mm (Nutripiscis Starter, Presence, Brasil, 45%
proteina bruta, 9% lipidio), cinco vezes ao dia até¢ a saciedade aparente (Calixto et al. 2020).
Os peixes permaneceram nesses tanques até atingirem cerca de 5 g.

Para a engorda, os peixes foram alocados em quatro tanques externos de 3,2 m de
diametro e 1,0 m de altura, com volume 1til de 8.000 L em sistema de fluxo continuo de agua,
com renovacao de 200 a 300% dia. A temperatura da agua variou de 18 °C (agosto) a 27 °C
(janeiro). Os peixes foram alimentados com dieta comercial de 1,3 mm (Nutripiscis Starter,
Presence, Brasil, 45% PB), até atingirem cerca de 100 g, sendo a granulometria ajustada para
2-3 mm (Nutripiscis AL, Presence, Brasil, 45% PB), de acordo com o seu crescimento.
Ambas as ragdes foram fornecidas quatro vezes ao dia até a saciedade aparente.

Ao completarem 12 meses de vida, foi realizada uma nova biometria e foi avaliado a
propor¢do sexual e o estdgio de maturacdo gonadal. Para isso, vinte individuos de cada

unidade experimental foram eutanasiados, utilizando benzocaina (200 mg L), e as gonadas



34

extraidas mediante incisdo ventral, para facilitar a sua exposi¢do e realizagdo de uma
avaliagdo macroscopica, de acordo com Albieri e Araujo (2010) para M. liza. Na sequéncia as
gbonadas foram pesadas em balanca digital para a determinacdo da relagdo gonadossomatica
(RGS) (Vazzoler 1996). Nesta avaliagao nao foi possivel verificar o sexo dos animais. Dessa
forma, 50 individuos de cada tratamento foram mantidos nos tanques por mais um ano, para
avaliar se os peixes induzidos a feminizacdo apresentavam desempenho zootécnico e
desenvolvimento normal das gonadas até a maturagao sexual.

Ao completarem 24 meses de vida, durante o inicio do més de agosto, com
temperaturas mais baixas (cerca de 18 °C), foi realizada uma amostragem em 20 individuos
por tratamento para avaliagdo do crescimento, propor¢do sexual e estagio de maturagdo
gonadal. Os peixes que permaneceram nos tanques foram apenas contados para determinar a
sobrevivéncia final.

As gonadas foram extraidas e pesadas para determinagdo da RGS. Posteriormente
foram fixadas em solucdo de Davidson por 24 h e depois transferidas para alcool etilico 70%,
para conservacgado até o preparo das ldminas histologicas.

Amostras de sangue dos mesmos individuos (n=20) foram coletadas por puncio da
veia caudal com seringa de 1 mL contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA 10%) e mantidas em microtubos sobre gelo. Na sequéncia, as amostras
sanguineas foram centrifugadas para separagdo do plasma a 2.000 g, durante 10 min a 4 °C, e
armazenadas em freezer a -20 °C, para posteriormente quantificar os hormonios testosterona

(T) e estradiol (Ez).

2.2.3 Analise histolégica e classificacao reprodutiva das gonadas

O processamento histologico foi realizado no Laboratério de Sanidade de Organismos
Aquaticos (AQUOS)/UFSC e seguiu as etapas de desidratagdo em série alcoolica crescente,
diafaniza¢do em série de xilol, inclusdao em parafina, corte longitudinal (5 pm) em micrétomo
rotativo (Lupetec, MRP-09, Brasil) coloragdo com hematoxilina-eosina e montagem final das
laminas. Os estagios de desenvolvimento do epitélio germinativo foram identificados em
microscopio de luz (Leica, ICC50 HD, Alemanha), e classificados dentro das fases do ciclo

reprodutivo propostas para M. liza (Tabela 2).
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Tabela 2. Descrigao microscopica da gametogénese na tainha Mugil liza (adaptado de Albieri e Aratjo

2010 e Lemos et al. 2014).

Fémeas

Estagio Caracteristicas histologicas Estagio Caracteristicas histoldgicas
Presenca de espermatogonias, Células Predominancia de ovocitos
Imaturo ) o ) )
as maiores células da germinativas  jovens. Células organizadas
A
linhagem espermatogénica. A em lamelas ovigeras.
Todos os estagios de
desenvolvimento estdo o ~
o . Iniciada a acumulag@o de
presentes apods as divisoes Vitelogénese ‘ o
Maturagao o o inclusdes lipidicas no
mitoticas das lipidica _
B ‘ citoplasma.
espermatogonias. Células B
espermaticas agrupadas em
Tubulos cheios de
espermatozoides comecam a
. se acumular nos ductos Vitelogénese Citoplasma repleto de
Maturidade . o ) o )
. deferentes. As espermatides de lipidios e proteinas e lipidios. Goticulas
funcional o .
$30 mais visiveis proximas as proteinas de 6leo sao formadas pela
C
paredes dos tiibulos, mas C fusdo de inclusdes lipidicas.
todos os tipos de células estao
Ovocitos muito aumentados
de tamanho, citoplasma rosa,
Estagio p6s-  nucleo ainda presente e fusdo
vitelogénico de granulos de proteinas e
D lipidios.

O didmetro da membrana

vitelinica € maior nessa fase.

2.2.4 Quantificacao dos hormoénios

As analises

hormonais foram realizadas no Laboratéorio de Biomarcadores de

Contaminacdo Aquatica e Imunoquimica — LABCAI/UFSC. Os esteroides sexuais
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testosterona e estradiol foram quantificados através do ensaio de ELISA utilizando kits
comerciais (Testosterona EIA-1559, Estradiol EIA-2693, DRG Instruments GmbH,
Alemanha). Os esteroides foram extraidos utilizando o solvente diclorometano a partir de 400
uL de plasma sanguineo de cada individuo. Na sequéncia, o solvente foi evaporado utilizando
nitrogénio liquido, e a amostra foi reconstituida em 100 pL da solugdo padrao 0 do kit da
DRG contendo 0 ng mL de estradiol e testosterona. A analise foi realizada seguindo
orientagdes do fabricante. As amostras foram lidas no espectrofotdmetro (SpectraMax 5,
Molecular Devices, Estados Unidos) no comprimento de onda de 450 nm. Os graficos foram
construidos utilizando o software GraphPad Prism 8 (versdo 8.0.2).

A recuperagdo da técnica (“spike and recovery”) para as amostras de plasma de tainha
foi de 113,8% para testosterona e 106,0% para estradiol. O coeficiente de varia¢do intraensaio
foi de 5,57 para testosterona e 7,74 para estradiol. Ja o coeficiente de variagdo interensaio foi

de 6,19 para testosterona e 8,67 para estradiol.

2.2.5 Analise estatistica

Para a verificagdo da existéncia de diferencas estatisticas do desempenho zootécnico
nas diferentes etapas e tratamentos propostos, foi utilizada a anélise de regressao, utilizando o

programa Statistic 7 ao nivel de significancia de 5%.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Desempenho zootécnico

Apo6s o periodo experimental de 35 dias, foi observada diferenca significativa para o
peso e comprimento em funcdo da temperatura em que os peixes foram mantidos (Figura 2).
No entanto, ao final do primeiro e do segundo ano da engorda, ndo houve mais diferengas
significativas de crescimento relacionadas aos tratamentos (Tabela 3).

A relacao gonadossomatica de todas as temperaturas foi inferior a 0,02% no primeiro
ano, ¢ no segundo foi acima de 0,30% (Tabela 3), mas diferencas significativas nao foram

encontradas.
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Figura 2. Analise de regressao de peso e comprimento de juvenis da tainha Mugil liza com 35 dias de
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Tabela 3. Variagdo de peso (P), comprimento (C) e relacdo gonadossomatica (RGS) da tainha Mugil
liza submetida a diferentes temperaturas na larvicultura, ao final do primeiro e segundo ano.

Temperatura | C RGS P C RGS
(°O) (g (cm) (%) (6] (cm) (%)
1° Ano 2° Ano
30 157,95 23,4+ 0,019+ 419,91+ 33,42+ 0,53+
+ 34,06 1,64 0,01 1,81 68,90 0,70
27 140,32 22,9+ 0,021+ 465,61+ 34,77+ 0,32+
+20,81 1,11 0,01 1,92 83,17 0,54
24 139,77 22,5+ 0,026 463,80+ 34,55+ 0,30+
+25,70 1,47 0,01 1,14 50,26 0,55
71 15493 23,5+ 0,021+ 466,56+ 3527+ 0,56+
+ 28,84 1,37 0,01 1,77 70,09 0,67
Andlise de NS NS NS NS NS NS
Regressao

Os valores estdo apresentados por média e desvio padrdo (). NS: ndo significativo.

A sobrevivéncia foi baixa em todos os tratamentos durante o periodo experimental
(larvicultura), variando de 5 a 12%, mas durante a engorda houve uma maior sobrevivéncia
(Tabela 4). Apenas na temperatura de 24 °C houve sobrevivéncia em mais de uma repetigdo e,
dessa forma, uma das repeticdes foi excluida, sendo considerada apenas uma repeticdo de

cada tratamento.

Tabela 4. Dados de sobrevivéncia da tainha Mugil liza durante a larvicultura submetidas a diferentes
temperaturas e engorda (primeiro e segundo ano).

Sobrevivéncia (%)

Temperatura Larvicultura Engorda-1°Ano Engorda-2°Ano
(K9] ni= 45 ni =100 ni = 60
30 5,0 77 100
27 6,2 90 98,3
24 12,0 100 98,3
21 7,9 98 100
Andlise de
Regressao NS NS NS

ni: nimero inicial de individuos por unidade experimental (a larvicultura iniciou com ovos embrionados). NS:
ndo significativa.

2.3.2 Anadlise macroscopica e histologica das gonadas

Aos 24 meses de vida foi identificado apenas gonadas masculinas que foram
classificadas em trés estagios de desenvolvimento testicular: A- Imaturo, B- Maturagdo, e C-
Maturidade funcional (Tabela 5), que macroscopicamente correspondem ao estagio imaturo,

em maturacdo e maduro, respectivamente. Gonadas femininas ou feminizadas ndo foram
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observadas.

Tabela 5. Nimero de machos da tainha Mugil liza, com dois anos em diferentes fases do
desenvolvimento testicular, submetidos a diferentes temperaturas na larvicultura.

Temperaturas (°C)

30 27 24 21

Imaturo 8 11 10 9

Maturagao 5 6 6 4

Maturidade Funcional 7 3 4 7
Total de machos 20/20 20/20 20/20 20/20

Nos testiculos imaturos puderam ser observados apenas espermatogonias, as maiores
c€lulas da linhagem espermadtica (Figura 3a). Na fase de maturagdo foram observados todos os
estagios de desenvolvimento celular: agrupamento em ninhos de espermatogdnias,
espermatocitos e espermatides. Alguns animais apresentaram espermatozoides no limen dos
tubulos seminiferos e ductos espermaticos (Figura 3b e c).

Os machos com maturidade funcional tinham espermatozoides acumulados nos
tabulos e ductos espermaticos em grande quantidade (Figura 3d), e espermatides mais visiveis
proximas as paredes dos tibulos, embora todos os tipos de célula estivessem presentes

(espermatogdnias, espermatdcitos e espermatides).

2.3.3 Analise hormonal

O valor do estradiol nos machos foi baixo, independente do estagio de maturacdo. Para
testosterona, o maior valor encontrado foi em macho maduro (1,29 + 0,07 ng mL™!"). Nio
houve diferenca significativa na concentragdo de estradiol e testosterona em funcdo da
temperatura (Tabela 6). Entretanto, houve diferenca significativa na concentracao de

testosterona em func¢do do estagio de maturagao.
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Figura 3. Cortes longitudinais do testiculo de machos de tainha Mugil /iza com 24 meses de idade. a)
imaturo: corddes de espermatogonias (EG); b) maturagdo: presenga de espermatogonias (EG) e
espermatécitos (EC); c¢) presenca de espermatocitos (EC) e espermatides (ET) agrupadas nos
espermatocitos, além da presenga de espermatozoides (EZ); d) maturidade funcional: grande nimero
de espermatozoides presentes na luz dos tiibulos, as espermatides (ET) sdo mais visiveis proximas as

paredes dos tibulos. Coloragdo: Hematoxilina/eosina.

Tabela 6. Valores de média, desvio padrao (+ dp), maximo e minimo de testosterona e estradiol no
plasma sanguineo da tainha Mugil liza ao final do segundo ano da engorda. Machos total n = 25;

Maduro n = 15; Em matura¢ao n = 4; Imaturo n = 6.

MACHOS

Testosterona (ng mL™)

Estradiol (pg mL™")

Temperaturas Média+tdp Maximo Minimo

Média + dp

Maximo Minimo

30 0,371 + 0,397 0,985 0,041 34,77 + 10,82 44,63 19,44

27 0,299 + 0,355 0,850 0,050 36,58 + 15,67 64,86 21,51

24 0,228 £0,132 0,447 0,103 32,12+ 7,37 41,09 22,26

21 0,502 + 0,460 1,287 0,116 29,69+ 11,0 42,29 18,62

Estagio (le Média+dp Maximo Minimo  Média = dp Maximo  Minimo

Maturacao

Maduro 0,507 +£ 0,364 1,29 0,071 30,44 + 9,06 43,14 18,62

Em ~ 0,158 £0,166 0,447 0,050 31,51 £ 8,73 41,64 21,12
maturacao

Imaturo 0,091 + 0,026 0,113 0,041 36,22 + 8,77 44,63 21,51
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2.4  DISCUSSAO

Os resultados de peso e comprimento comprovam que as temperaturas mais elevadas
durante a larvicultura afetaram positivamente o crescimento sem alterar a sobrevivéncia.
Porém, no primeiro e segundo ano ndo houve diferenga para peso e comprimento, indicando
que em condig¢des similares de cultivo, houve uma recuperacdo no desempenho zootécnico.
Para a tainha Mugil platanus, Okamoto et al. (2006) utilizando temperaturas de 20, 25 ¢ 30 °C
em juvenis, encontraram que o crescimento foi diretamente proporcional ao aumento da
temperatura.

No presente trabalho as taxas de sobrevivéncia durante a larvicultura foram entre 5 e
12%. A baixa sobrevivéncia pode ser resultado do povoamento com ovos embrionados ao
invés de larvas. Cerqueira et al. (2017) relataram taxas de sobrevivéncia na larvicultura de
tainha de no maximo 20%, em temperaturas de 20 a 23 °C. Angelo et al. (2021) descreveram
que a temperatura de 23,9 °C resultou na melhor taxa de sobrevivéncia (75,3 £+ 6,0) para
larvas de tainha até 48 horas ap6s a eclosdo, enquanto a temperatura de 16,5 °C causou 70%
de mortalidade.

Os baixos valores de RGS encontrados em todas as temperaturas ao final do primeiro
ano indicam que os peixes estavam sexualmente imaturos, porém com o aumento da RGS ao
final do segundo ano foi possivel identificar macroscopicamente alguns animais sexualmente
maduros ou em maturacdo, indicando que a condi¢do experimental ndo interferiu no
desenvolvimento das gonadas. Nas tainhas capturadas na natureza, o maior valor observado
de RGS nos machos, foi de 4,5% (Lemos et al. 2014), j4 em cativeiro, o valor encontrado por
Castro et al. (2020) foi de 1,8 & 0,4% para individuos maduros.

Outro aspecto importante observado no presente trabalho que se relaciona com a
maturagdo sexual foi o perfil hormonal. Os valores para testosterona em machos maduros
foram maiores que os de animais imaturos, enquanto os de estradiol foram semelhantes. Em
adultos maduros selvagens da espécie congénere M. cephalus os valores médios encontrados
por Kumar et al. (2015) para testosterona foram superiores (182 ng mL™!), enquanto os valores
de estradiol foram inferiores (0,9 pg mL!). Em individuos machos, Billard et al. (1982)
descrevem que a testosterona tem efeito na espermatogénese, como multiplicacdo de
espermatogoOnias e formagdo de espermatozoides, o que torna esperado que o valor desse
hormonio seja maior em machos com o avanco da maturacdo, enquanto o de estradiol seja

menor.
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No presente estudo, peixes com mais de 20 cm estavam macroscopicamente
indiferenciados, e a identificacdo do sexo foi realizada ao final do segundo ano de vida,
quando foi verificado animais nos trés estagios de maturacao. Para M. cephalus, McDonough
et al. (2005) descreveram que as gonadas em espécimes com menos de 5 cm ndo apresentam
nenhuma caracteristica definidora de macho ou fémea, e que na classe de tamanho de 15 a 20
cm 0,2% das fémeas e 37,3% dos machos iniciam a diferencia¢do inicial, mas a maioria
(62,5%) permanece indiferenciada e somente na classe de tamanho > 20 cm, 83% dos
espécimes tornam-se sexualmente diferenciados. Os mesmos autores também relataram que a
espermatogénese na tainha inicia em peixes com comprimento > 25 cm, enquanto a
ovogénese em peixes acima de 29 cm.

Para M. liza, assim como para a maioria das espécies, aceita-se que a proporg¢ao sexual
seja equilibrada (1:1), mas essa propor¢do pode ser alterada ao longo do ciclo de vida em
funcdo de eventos sucessivos, que atuam de modo distinto sobre os individuos de cada sexo
(Albieri e Araujo 2010; Vazoller 1996). Nesse estudo, uma frequéncia 100% masculina foi
encontrada em todos os tratamentos, indicando que a faixa de temperatura usada (21 a 30 °C)
pode ter resultado em masculinizagdo, sendo necessario testar temperaturas mais baixas. Por
outro lado, além dos fatores genéticos, outros fatores ambientais podem estar atuando nos
mecanismos de determinagdo do sexo. Devlin e Nagahama (2002) descreveram que em
populagdes monossexuais verdadeiras sdo poucas as espécies induzidas pela modificagdao de
um fator ambiental mesmo em valores extremos e que o sexo ¢ provavelmente determinado
por fatores genéticos, ambientais e suas interagoes.

Para o robalo-europeu (Dicentrarchus labrax) a temperatura ¢ um importante fator na
diferenciagdo sexual (Navarro-Martin et al. 2009). Pavlidis et al. (2000) mantiveram larvas
com 30 dias de idade em temperaturas de 13, 15 e 20 °C, obtendo 72-74%, 67-73% e 24-28%
de fémeas, respectivamente e discutem que a temperatura durante os estdgios iniciais de
desenvolvimento € o fator crucial que afeta o processo de diferenciacdo sexual desta espécie.
Navarro-Martin et al. (2009), encontraram para a mesma espécie, maior numero de fémeas em
larvas submetidas a temperatura de 17 °C durante 55 dias apds a eclosdo. Ja para o robalo-
peva (Centropomus parallelus), nenhuma das temperaturas testadas (20, 25 e 30 °C)
propiciaram a obtengdo de fémeas e de acordo com Ferraz et al. (2011), o fator genético pode
ter sido mais importante na defini¢do do sexo.

Striissmann et al. (1996) avaliaram o efeito da temperatura na propor¢ao sexual em
dois peixes aterinideos comercialmente importantes da América do Sul e encontraram para o

Odontesthes argentinensis que grupos de peixes criados a 18 °C tiveram significativamente


https://link.springer.com/article/10.1007/BF00005037#auth-Carlos_A_-Str_ssmann
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mais fémeas do que grupos da mesma progénie mantidos a 25 °C. Porém, para o Patagonina
hatcheri as razdes sexuais em todos os grupos ndo diferiram significativamente de 1:1 e
nenhuma diferenca significativa foi encontrada entre grupos da mesma progénie criados em
diferentes temperaturas. Esses resultados sugerem a ocorréncia de determinacdo sexual
termolébil em 0. argentinensis, enquanto o sexo gonadal de P. hatcheri parece ser fortemente

determinado geneticamente.

2.5 CONCLUSOES

Os resultados de peso e comprimento comprovam que as temperaturas mais elevadas
durante a larvicultura afetaram positivamente o crescimento sem alterar a sobrevivéncia. A
faixa de temperatura usada na larvicultura ndo teve efeito feminizante para a tainha Mugil liza
podendo ter resultado em masculinizacdo. Também ¢ possivel que outros fatores ambientais
e/ou genéticos, atuem nos mecanismos de determinagdo sexual, o que ainda necessita ser

verificado.
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3 ARTIGO 2: EFEITO DO 17B-ESTRADIOL VIA ORAL NO DESEMPENHO
ZOOTECNICO, NA PROPORCAO SEXUAL E NA PRIMEIRA MATURACAO DA
TAINHA MUGIL LIZA VALENCIENNES, 1836

Effect of oral 17f-estradiol on zootechnical performance, sex ratio and first maturation of

mullet Mugil liza Valenciennes, 1836
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RESUMO

A tainha Mugil liza é um peixe pelagico, amplamente distribuido na costa Atlantica da
América do Sul. Suas gonadas femininas possuem alto valor e demanda de mercado, o que
torna desejavel a criagdo monossexuada das fémeas. O objetivo deste trabalho foi utilizar o
hormoénio 17B-estradiol por via oral em juvenis para aumentar a propor¢do de fémeas,
avaliando o desempenho zootécnico e a primeira maturacdo sexual. Foram cinco tratamentos:
60, 80, 100, 120 e 140 mg de 17B-estradiol por kg de dieta e um controle sem uso de
hormonio por 60 dias. Cada unidade experimental foi estocada com 150 peixes, pesando 0,15
+ 0,7 g e medindo 2,1 = 0,5 cm. A primeira maturagdo sexual foi observada ao final do
segundo ano de vida. Foram identificadas gonadas masculinas (94,64%), femininas (1,78%), e
intersexuais ou ovotestis (3,57%). Na maioria (96,22%) das gonadas masculinas dos peixes
que receberam o hormonio houve alteracdo da morfologia, principalmente nos tratamentos
que receberam doses mais elevadas. Os tratamentos hormonais afetaram as gonadas, mas nao
houve inversdo sexual. Como a espécie apresenta diferenciagdo sexual varios meses apos a
fertilizagdo, outros testes devem ser realizados, alterando o tamanho inicial dos individuos e a
duragdo do tratamento. A frequéncia superior de machos, indica que além dos fatores
genéticos, fatores ambientais, podem estar atuando nos mecanismos de determinagdo do sexo.

Palavras-chave: Administragcdo oral. Hormonios. Maricultura. Producao de fémeas. Tainha.
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ABSTRACT

The Mugil liza mullet is a pelagic fish, widely distributed on the Atlantic coast of South
America. Its female gonads have high value and market demand, which makes the female
monosexual breeding desirable. The objective of this work was to use the hormone 17f3-
estradiol orally in juveniles to increase the proportion of females, evaluating the zootechnical
performance and the first sexual maturation. There were five treatments: 60, 80, 100, 120 and
140 mg of 17B-estradiol per kg of diet and a control without hormone use for 60 days. Each
experimental unit was stocked with 150 fish, weighing 0.15 £ 0.7 g and measuring 2.1 + 0.5
cm. The first sexual maturation was observed at the end of the second year of life. Male
(94.64%), female (1.78%) and intersexual or ovotestis (3.57%) gonads were identified. In the
majority (96.22%) of the male gonads of the fish that received the hormone, there was a
change in morphology, mainly in the treatments that received higher doses. Hormonal
treatments affected the gonads, but there was no sexual inversion. As the species presents
sexual differentiation several months after fertilization, other tests must be performed,
changing the initial size of individuals and the duration of treatment. The higher frequency of
males indicates that, in addition to genetic factors, environmental factors may be acting on sex
determination mechanisms.

Keywords: Female production. Hormones. Mariculture. Mullet. Oral administration.
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3.1  INTRODUCAO

A tainha Mugil liza Valenciennes, 1836 ¢ uma espécie de peixe pelagico, que
apresenta ampla distribui¢do na costa Atlantica da América do Sul, desde o Caribe até¢ a
Argentina (Menezes, Oliveira e Nirchio, 2010; Durand et al., 2012). Possui grande
importancia para a pesca artesanal e industrial no litoral sul-sudeste do Brasil, sendo a sétima
espécie mais capturada (MPA/MMA, 2015). Os estados de Santa Catarina ¢ Sao Paulo se
destacam com a producdo anual mais expressiva, em torno de 8.069 e 1.304 toneladas (t)
respectivamente, sendo também, os maiores produtores brasileiros de ovas (SAP/MAPA,
2021).

Em relacdo a biologia reprodutiva ¢ uma espécie bissexuada, que apresenta formacao
de cardumes e héabitos migratorios, sendo catddroma com recrutamento dos juvenis em lagoas
e estuarios, seguido de um periodo de migracdo no mar para reproduciao (Albieri e Araujo,
2010). De acordo com Lemos, Varela Jr, Schwingel, Muelbert e Vieira (2014) a migrag¢ao
reprodutiva da tainha explorada comercialmente desde Sao Paulo até o Rio Grande do Sul
inicia em abril e se estende por julho, com o pico de desova em junho, entre o norte de Santa
Catarina e o Parand, quando os cardumes encontram uma condi¢do oceanografica ideal,
principalmente de temperatura superficial do mar, entre 19-21 °C.

A tainha apresenta maturidade sexual tardia para ambos os sexos € os machos
maturam mais cedo que as fémeas. No ambiente natural o comprimento de primeira
maturacdo foi descrito por Garbin, Castello e Kinas (2014) em 450,6 mm para fémeas e 436,3
para machos. Em cativeiro, porém, os animais adultos apresentam tamanho de primeira
maturacao inferior a 380 mm para fémeas e 330 mm para machos (Cerqueira et al., 2017).
Embora normalmente as fémeas adultas de tainha sejam maiores que os machos, ndo
apresenta dimorfismo sexual, e, portanto, ndo ¢ possivel distinguir externamente os sexos
(Gonzalez-Castro e Minos, 2016).

Do ponto de vista da aquicultura, a M. liza ¢ uma espécie que apresenta caracteristicas
que a qualificam para o cultivo, tais como: ampla tolerancia as diferentes salinidades (Neto e
Spach, 1998; Sampaio, Wasielesky e Miranda-Filho, 2002; Lisboa, Barcarolli, Sampaio e
Bianchini, 2015a), temperaturas (Okamoto, Sampaio e Magada, 2006), facil aclimatacdo ao
cativeiro, pois aceita rapidamente a dieta inerte (Sampaio, Ferreira e Tesser, 2001; Silva,
Sampaio, Martins, Romano e Tesser, 2013). Além disso, as ovas de tainha sdo muito
apreciadas no Brasil e em outros paises (Ferreira, Carbonera e Espirito Santo, 2011). Cerca de

75% da producao brasileira de gonadas de tainha ¢ exportada, principalmente para Taiwan e
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China, e o prego pode chegar a 20 dolares por kg (SAP/MAPA, 2021). Devido a essa
demanda do mercado, torna-se desejavel a criagdo de populagdes monossexuais de fémeas.

Comercialmente, o cultivo de lotes monosexo de peixes ¢ realizado no intuito de
explorar caracteristicas associadas ao sexo fenotipico de maior interesse zootécnico, o que
proporciona alta rentabilidade na producdo das espécies (Reis, Almeida e Piferrer, 2016).
Normalmente, os lotes monosexo para a piscicultura s3o obtidos através da aplicagdo de
técnicas de inversao sexual de forma direta por meio da temperatura (Zanoni, Leal, Caetano
Filho, Oliveira e Ribeiro, 2013) ou pelo uso de esteroides sexuais (Zanardi, Dias-Koberstein,
Santos e Malheiro, 2011; Pandian, 2013; Weiss, Bernardes-Junior, Machado e Oliveira-
Nuiier, 2018).

A fase indiferenciada no desenvolvimento da gonada, conhecida como periodo labil, ¢
o periodo em que as gonadas sd@o mais sensiveis a acdo de esteroides exdgenos (Park, Kim,
Cho e Kim, 2004). Durante este periodo as gonadas estdo comegando a se desenvolver ¢ as
células germinativas primordiais presentes sdo capazes de se diferenciar em ovogdnias ou
espermatogonias, dependendo do hormoénio utilizado. O periodo 14bil ¢ especifico para cada
espécie, podendo acontecer durante o desenvolvimento embriondrio, na fase de larva (inicio
do alimento exogeno) ou na fase de juvenil (varias semanas apds o inicio do alimento
exdgeno). O tratamento realizado nesse periodo requer a minima combinacdo de dosagem e
duracdo do tratamento para alcangar o sexo gonadal desejado (Piferrer, 2001; Devlin e
Nagahama, 2002; Arslan, Phelps e Osborne, 2009).

Entre os hormdnios mais utilizados para a inversdo sexual direta estdo o androgeno
17a-metiltestosterona, para masculinizacdo, e o estrogénio 17B-estradiol (E2) para
feminizacdo (Bombardelli, Hayashi e Meurer, 2004; Cnaani e Levavi-Sivan, 2009), ambos
administrados por via oral por alimentacdo (Meurer et al., 2008; Lin, Benfey e Martin-
Robichaud, 2012), por banho de imersao (Zanardi et al., 2011), por injecdo ou por implantes
(Pandian, 2013; Passini, Carvalho, Sterzelecki e Cerqueira, 2016). Para o jundia (Rhandia
quelen), 100 mg kg de E» na dieta durante os primeiros 21 dias de incubagdo resultou em
79,4% de fémeas (Amaral-Junior, Nunes e Garcia, 2008a). Estudos com robalo (Centropomus
undecimalis e C. parallelus) tiveram inversao sexual de 90 a 100%, utilizando 100 mg de E:
por kg de racdo em peixes com 14,01 £ 5,33 g e 3,52 = 0,98 g em um periodo de 45 dias
(Carvalho, Passini, Melo e Cerqueira, 2014a; Carvalho, Passini, Costa, Vieira e Cerqueira,
2014b).

Para o género Mugil a inversdo sexual foi realizada para M. cephalus, por Chang, Lan

e Pan (1995) utilizando doses baixas (1 mg E> kg™ de racdo por 4 meses e de 15 mg E, kg'!
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por mais 4 meses) e doses altas (8 mg E> kg de ragdo por 4 meses € 120 mg E> kg!' por mais
4 meses) do hormodnio 17f-estradiol em peixes com seis meses e todos os tratamentos
estimularam o desenvolvimento de juvenis para fémeas.

A administracdo de dieta suplementada com hormoénios ¢ um método de baixo custo
para inversdo sexual, sendo amplamente utilizado em espécies cujo periodo labil ocorre apos
o inicio da alimentacdo exoégena (Pandian, 2013). Além disso, para espécies poligénicas ou
com mecanismos de diferenciacao sexual influenciados pelo ambiente, o uso do método direto
¢ inicialmente a alternativa mais pratica (Piferrer, 2001).

Considerando que o método direto, através da manipulagdo da temperatura na fase de
larvicultura ja foi testada por Rocha et al. (2023, submetido a publicacao) obtendo lotes 100%
masculinos e para a tainha M. liza ainda falta conhecimento sobre a determina¢ao do sexo, o
objetivo deste estudo foi utilizar o hormonio 17B-estradiol por via oral em juvenis para
aumentar a propor¢ao de fémeas. Dessa forma, o periodo e a duracdo dos tratamentos foram
escolhidos para testar a possibilidade de obter a inversdo com juvenis logo apds a
metamorfose, reduzindo a quantidade e o custo de hormonio, além de reduzir riscos ao peixe e

a0 meio ambiente.

3.2  METODOLOGIA

3.2.1 Local do experimento e obtenc¢io dos peixes

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Piscicultura Marinha (LAPMAR) da
Estacdo de Maricultura Elpidio Beltrame (EMEB) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), localizado na Barra da Lagoa, em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil (27°34'02"S,
48°25'44"W). Todos os procedimentos utilizados neste estudo foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, com niimero de protocolo N° 3102220419.

Para homogeneizar o fornecimento de peixes para o experimento, foi utilizada uma
unica desova de um casal de reprodutores ja aclimatados no LAPMAR, seguindo os
procedimentos descritos por Cerqueira et al. (2017). Os reprodutores foram mantidos no
laboratdrio em tanques circulares de lona (didmetro 3,2 m e profundidade 1,0 m) com volume
util de 8.000 L, em sistema de fluxo continuo. A salinidade foi de 35, o oxigénio em torno de
6 mg L', a temperatura variou de 18 °C no inverno a 28 °C no verdo e o fotoperiodo foi
natural.

A larvicultura foi baseada nos trabalhos de Yousif, Fatah, Kumar, Minh e Hung (2010)
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e Cerqueira et al. (2017). Nos primeiros 10 dias o tanque foi mantido em sistema de “agua
verde”, com a microalga Nannochloropsis oculata numa densidade de 300.000 a 500.000
células mL! e temperatura de 24 °C. As larvas foram alimentadas até o 15° dia com o rotifero
Brachionus rotundiformis (2 a 30 mL™), e apés o 15° dia foram fornecidos nauplios (0,5 a 1
mL") e metanauplios (1,0 a 5,0 mL!) de Artemia sp. enriquecidos com 4cidos graxos (Red
pepper, Bernaqua, BEL) de acordo com o crescimento das larvas. Por fim foi realizado a
transi¢do do alimento vivo para o alimento inerte realizado com dieta seca comercial inicial

(Sano S-pak 5/8, Inve, EUA).

3.2.2 Preparo das dietas

Dietas com diferentes concentracdes: 60, 80, 100, 120 e 140 mg de E» (17-estradiol,
E8875-1G, Sigma-Aldrich, Alemanha, com >98% de pureza) foram preparadas utilizando as
dietas secas comerciais: ragdo inicial (Sano S-pak 5/8, Inve, EUA) e ragdo de 0,8 mm
(Nutripiscis Starter, Presence, Brasil, 45% PB) fornecidas de acordo com o crescimento dos
animais. A aplicacdo do hormdnio ocorreu uma semana antes do inicio do experimento,
seguindo metodologia adaptada de Arslan et al. (2009). O hormoénio primeiramente foi
dissolvido em alcool absoluto e, em seguida, uma aliquota dessa solucdo foi diluida em etanol
(96%) e misturada uniformemente em um quilograma da dieta seca. Ao final, as dietas foram
distribuidas em bandejas protegidas da luz, por 48 h, para completa evaporagdo do alcool. Na
dieta controle também foi adicionado 4&lcool (sem hormodnio), seguido dos demais

procedimentos.

3.2.3 Procedimento experimental

Fase 1 — Bercario

O experimento foi realizado em unidades experimentais de 500 L, com fluxo continuo
e fotoperiodo natural. Logo apds a completa transi¢ao de alimento vivo para alimento inerte
(Juvenis com 35 dias), foi fornecida a dieta contendo diferentes doses do hormoénio. Foram
cinco tratamentos: 60, 80, 100, 120 e 140 mg de E> por kg de racdo e um controle. As seis
unidades experimentais continham 150 peixes cada, com peso inicial médio de 0,15+ 0,7 ge
comprimento total de 2,1 + 0,5 cm (amostra com n=10) e cada peixe foi considerado uma
repeticdo. A alimentagdo ocorreu cinco vezes ao dia até a saciedade aparente (Calixto et al.,

2020), por um periodo de 60 dias. Ao final do periodo experimental, 15 peixes de cada
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tratamento e do controle foram coletados para determinacdo do peso e comprimento total.
Todos os individuos em cada tanque foram contados para avaliagao de sobrevivéncia.

Os parametros de qualidade da agua foram monitorados a cada 24 horas. A
temperatura média durante o experimento foi de 20,5 °C (£1,77), oxigénio 6,5 mg L' (£0,45),
pH 7.5 e salinidade 34, medidos respectivamente, com auxilio de oximetro digital (YSI 55,
Yellow Springs, OH, United Unidos), medidor de pH digital (YSI EcoSense pH 10, Yellow
Springs Instruments, OH, Estados Unidos) e refratdmetro (SR-028, aiChose Inc., Shenzhen,
China).

Fase 2 — Engorda

Os sobreviventes de cada unidade experimental anterior foram transferidos para seis
tanques externos com volume util de 8.000 L, em sistema de fluxo continuo com renovagao
de agua de 200 a 300% por dia. A alimentacdo foi com dieta comercial de 1,3 mm
(Nutripiscis Starter, Presence, Brasil, 45% PB), até atingirem cerca de 100 g, sendo a
granulometria ajustada para 2-3 mm (Nutripiscis AL, Presence, Brasil, 45% PB), de acordo
com o seu crescimento. Ambas as ragoes foram fornecidas quatro vezes ao dia até a saciedade
aparente.

Ao completarem 12 meses de idade foi realizada uma nova biometria e foi avaliado a
proporcao sexual e o estagio de maturagdo gonadal. Para isso, vinte individuos de cada
unidade experimental foram eutanasiados, utilizando benzocaina (200 mg L), e as gonadas
extraidas mediante incisdo ventral, para facilitar a sua exposi¢cdo e realizagdo de uma
avaliacdo macroscopica, de acordo com Albieri e Aratijo (2010) para M. liza. Na sequéncia as
gonadas foram pesadas em balanca digital para a determinacdo da relagdo gonadossomatica
(RGS) (Vazzoler, 1996). Nesta avaliagdo ndo foi possivel verificar o sexo dos animais. Dessa
forma, 50 individuos de cada tratamento foram mantidos nos tanques por mais um ano para
avaliar se os peixes induzidos a feminizacdo apresentavam desempenho zootécnico e
desenvolvimento normal das gonadas até a maturagao sexual.

Ao completarem 24 meses de vida, no inicio do més de agosto, com temperaturas mais
baixas (cerca de 18 °C), foi realizada uma amostragem em 20 individuos por tratamento para
avaliacdo do crescimento, propor¢ao sexual e estdgio de maturacao gonadal. Os peixes que
permaneceram nos tanques foram apenas contados para determinar a sobrevivéncia final. As
gonadas foram extraidas e pesadas para determinacao da RGS. Posteriormente foram fixadas
em Bouin por 24 h e depois transferidas para alcool etilico 70%, para conservagdo até o inicio

do preparo das laminas histoldgicas.
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Amostras de sangue dos mesmos individuos (n=20) foram coletadas por pun¢do da
veia caudal com seringa de 1 mL contendo o anticoagulante acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA 10%) e mantidas em eppendorfs sobre gelo. Na sequéncia, as amostras
sanguineas foram centrifugadas para separagdo do plasma a 2.000 g, durante 10 min a 4 °C, e
armazenadas em freezer a -20 °C, para posteriormente quantificacdo dos hormonios

testosterona e estradiol.

3.2.4 Analise histoldgica e classificacdo reprodutiva das gonadas

O processamento histoloégico foi realizado no Nucleo de Estudos em Patologia
Aquicola — NEPAQ/UFSC e seguiu as etapas de desidratagdo em série alcoolica crescente,
diafanizacdo em série de xilol, inclusdo em parafina, corte longitudinal (5 pum) em micrétomo
rotativo (Lupetec, MRP-09, Brasil) coloragdo com hematoxilina-eosina € montagem final das
laminas. Os estagios de desenvolvimento do epitélio germinativo foram identificados em
microscopio de luz (Leica, ICC50 HD, Alemanha), e classificados dentro das fases do ciclo

reprodutivo propostas para M. liza (Tabela 7).

3.2.5 Quantificacao de hormonios sexuais

As analises hormonais foram realizadas no Laboratério de Biomarcadores de
Contaminacdo Aquatica e Imunoquimica — LABCAI/UFSC. Os esteroides sexuais
testosterona e estradiol foram quantificados através do ensaio de ELISA utilizando kits
comerciais (Testosterona EIA-1559, Estradiol EIA-2693, DRG Instruments GmbH,
Alemanha). Os hormoénios esteroides foram extraidos utilizando o solvente diclorometano a
partir de 400 pL de plasma sanguineo de cada individuo. Na sequéncia, o solvente foi
evaporado utilizando nitrogénio liquido, e a amostra foi reconstituida em 100 uL da solugdo
padrao 0 do kit da DRG contendo 0 ng mL de estradiol e testosterona. A analise foi realizada
seguindo orientacdes do fabricante. As amostras foram lidas no espectrofotometro
(SpectraMax 5, Molecular Devices, Estados Unidos) no comprimento de onda de 450 nm. Os
graficos foram construidos utilizando o software GraphPad Prism 8 (versao 8.0.2).

A recuperagdo da técnica (“spike and recovery”) para as amostras de plasma de tainha
foi de 113,8% para testosterona e 106,0% para estradiol. O coeficiente de varia¢do intraensaio
foi de 5,57 para testosterona e 7,74 para estradiol. J4 o coeficiente de variagdo interensaio foi

de 6,19 para testosterona e 8,67 para estradiol.
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Tabela 7. Descrigao microscopica da gametogénese na tainha Mugil liza (adaptado de Albieri e Aratjo

2010 e Lemos et al., 2014).

Machos Fémeas
Estagio Caracteristicas histoldgicas Estagio Caracteristicas histoldgicas
Presenga de espermatogonias, Células Predominancia de ovocitos
Imaturo ) o ) )
as maiores células da germinativas  jovens. Células organizadas
A
linhagem espermatogénica. A em lamelas ovigeras.
Todos os estagios de
desenvolvimento estdo o N
L . Iniciada a acumulagdo de
presentes apés as divisdes Vitelogénese ' o
Maturacdo o o inclusdes lipidicas no
mitoticas das lipidica ‘
B ‘ citoplasma.
espermatogonias. Células B
espermaticas agrupadas em
ninhos.
Tubulos cheios de
espermatozoides comecam a
. se acumular nos ductos Vitelogénese Citoplasma repleto de
Maturidade L o ) o )
. deferentes. As espermatides de lipidios e~ proteinas e lipidios. Goticulas
funcional o _
sd0 mais visiveis proximas as proteinas de 6leo sao formadas pela
C
paredes dos tiibulos, mas C fusdo de inclusoes lipidicas.

todos os tipos de células estao

presentes.

Estagio pos-
vitelogénico

D

Ovécitos muito aumentados
de tamanho, citoplasma rosa,
nucleo ainda presente e fusao

de granulos de proteinas e
lipidios.
O diametro da membrana

vitelinica € maior nessa fase.

3.2.6 Analise estatistica

Para a verificacdo da existéncia de diferengas estatisticas do desempenho zootécnico

nas diferentes etapas e tratamentos propostos, foi utilizada a analise de regressao, utilizando o
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programa Statistic 7 ao nivel de significancia de 5%.

3.3  RESULTADOS

3.3.1 Desempenho zootécnico

Apobs o periodo experimental de 60 dias (Fase 1) os peixes do controle diferiram
significativamente dos tratamentos para peso e comprimento (Figura 4). No primeiro ano da
engorda (Fase 2), houve diferenca significativa do controle para os tratamentos apenas para
peso (Tabela 8). No segundo ano da engorda ndo houve diferencas significativas.

A relagdo gonadossomatica de todos os tratamentos e do controle foi inferior a 0,02%
no primeiro ano, e no segundo foi acima de 1,0% (Tabela 8), mas diferengas significativas

ndo foram encontradas.

Figura 4. Analises de regressdo de peso ¢ comprimento da tainha Mugil liza, apds 60 dias de
tratamento com o hormonio 17B-estradiol.
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Tabela 8. Variagdo de peso (P), comprimento (C), Biomassa final (BF) e relagdo gonadossomatica
(RGS) da tainha Mugil liza tratada com o horménio 17f-estradiol, ao final do primeiro e segundo ano.

Hormonio P C BF RGS P C RGS BF
(mg kg™ (g) (ecm)  (kg) (%) (g) (ecm) (%) (kg
1° ano 2° ano
Controle 153,86 & 23,85+ 15,74 0,01629 + 598,70 £ 37,38+ 145+ 14,71
(0) 26,01 1,43 0,0 90,98 1,56 2,20
60 136,03+ 23,16+ 9,50 0,00767 553,03+ 36,63+ 1,71+ 11,74
20,04 1,12 0,0 81,97 1,53 3,53
R0 136,80+ 23,58+ 14,14 0,01623 % 74529+ 39,71+ 1,06+ 0,73
17,40 1,11 0,0 113,90 1,57 1,13
100 138,39+ 23,51+ 10,47 0,01810% 544,67+ 36,48+ 1,63+ 17,29
24,46 1,33 0,02 64,47 1,57 0,90
120 139,78+ 23,75+ 14,24 0,01267 463,80+ 34,55+ 126+ 18,97
17,67 1,01 0,0 50,27 1,14 1,15
140 125,11+ 23,13+ 14,10 0,01359 % 454,06+ 34,97+ 1,09+ 19,28
17,93 1,22 0,01 74,68 1,91 1,20
y =-0,1565
*
Analise de X +
Regressao 151,3714 NS NS NS NS NS
R?=0,7098
p=0,0353

Os valores estdo apresentados por média e desvio padrio (%). NS: ndo significativo.

Ao final do segundo ano foram identificadas apenas duas fémeas (1,78%), uma no
controle (831,02 g e 40 cm) outra no tratamento de 60 mg kg! (516,34 g e 37,6 cm), com
RGS de 10,22% e 15,98%, respectivamente.

A sobrevivéncia foi alta durante o periodo experimental (ber¢ério), porém nas fases de
engorda foram mais baixas, principalmente no tratamento de 80 mg kg™ no segundo ano
(Tabela 9) o que afetou a biomassa final (Tabela 8). As perdas de peixes foram acidentais

devido a algumas transferéncias de tanque para limpeza.
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Tabela 9. Dados de sobrevivéncia da tainha Mugil liza tratada com o hormdnio 173-estradiol, apds a
fase de bercario (tratamento hormonal) e de engorda (primeiro e segundo ano).

Sobrevivéncia (%)
Horménio (mg kg™!) Bercario Engorda -1°Ano Engorda — 2° Ano

(ni= 150) (ni = 100) (ni = 60)

Controle (0) 95,4 70,4 66,7
60 100 48,7 60,0
80 95,0 71,1 20,0
100 98,6 55,9 78,3
120 97,3 58,9 98,3
140 97,0 61,5 98,3

ni: nimero inicial de individuos por tratamento.

3.3.2 Analise macroscopica e histologica das gonadas

Ao final do segundo ano foi possivel identificar gdbnadas masculinas, femininas, e
intersexuais ou ovotestis, com a presen¢a simultanea de células masculinas e femininas.
Gonadas feminizadas nao foram observadas.

As gonadas masculinas foram a maioria das avaliadas (94,64%) e foram classificadas
em trés estagios de desenvolvimento testicular: A- Imaturo, B- Maturagdo, e C- Maturidade
funcional (Tabela 10), que macroscopicamente correspondem ao estdgio imaturo, em

maturagdo e maduro, respectivamente.

Tabela 10. Numero de machos da tainha Mugil liza em diferentes fases do desenvolvimento testicular,
tratados com o hormoénio 17B-estradiol, com 24 meses de idade.

Doses de 17B-estradiol (mg kg™!)

Controle (0) 60 80 100 120 140

Imaturo 1 1 1 0 3 3

Maturagao 5 8 3 4 6 8

Maturidade Funcional 13 9 7 16 11 8
Total de machos 19/20 18/20 11/12  20/20 20/20 19/20

Nos testiculos imaturos puderam ser observados apenas espermatogonias, as maiores
células da linhagem espermatica (Figura 5a). Na fase de maturagdo foram observados todos os

estagios de desenvolvimento celular: agrupamento em ninhos de espermatogodnias,
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espermatocitos e espermatides. Alguns animais apresentaram espermatozoides no limen dos
tubulos seminiferos e ductos espermaticos (Figura 5b e ¢).

Os machos com maturidade funcional tinham espermatozoides acumulados nos
tubulos e ductos espermaticos em grande quantidade (Figura 5d), e espermatides mais visiveis
proximas as paredes dos tubulos, embora todos os tipos de célula estivessem presentes
(espermatogodnias, espermatocitos e espermatides).

As gonadas das fémeas estavam na fase madura que corresponde microscopicamente
ao estagio pos-vitelogénico (Figura 6). Nessa fase, as células apresentavam um grande

tamanho, e presenca de muitas vesiculas lipidicas e de granulos de proteina.

Figura 5. Cortes longitudinais do testiculo de machos de tainha Mugil liza com 24 meses de idade. a)
imaturo: corddes de espermatogdnias (EG); b) maturacgdo: presenca de espermatogdnias (EG) e
espermatocitos (EC); c) presenca de espermatocitos (EC) e espermatides (ET) agrupadas nos
espermatocitos, além da presenga de espermatozoides (EZ); d) maturidade funcional: grande nimero
de espermatozoides presentes na luz dos tubulos, as espermatides (ET) sdo mais visiveis proximas as
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Figura 6. Corte longitudinal de ovario maduro de fémea de tainha Mugil /iza com 24 meses de idade.
a) ovocito pos-vitelogénico (opv), detalhe de um ovodcito com nucleo (n) evidente, e presenga de
granulos de proteina (gp) e vesiculas lipidicas (vl). Membrana vitelinica (mv). Coloracéo:
Hematoxilina-eosina.

Na maioria (96,22%) das gonadas masculinas dos peixes que receberam o hormonio
houve alteracdo da morfologia, principalmente nos tratamentos que receberam doses mais
elevadas, causando grandes deformagdes em algumas partes (Figura 7b) ou em toda a gonada
(Figura 7c). Apesar das deformacdes nas gonadas, os machos alcangaram a primeira

maturacao sexual.

Figura 7. Morfologia das gobnadas masculinas de tainha Mugil liza com 24 meses de idade. a) gobnada
com aspecto normal (controle); b) e ¢) gdbnadas com deformagdes (tratamentos com 17f-estradiol).

[ o1 :
b B B
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De acordo com as deformidades encontradas nas gonadas dos machos foi possivel

classificar as deformidades em severa, moderada ou leve (Tabela 11).

Tabela 11. Nivel de deformidades das gonadas masculinas de tainha Mugil liza com 24 meses de idade
apods tratamento com 17-estradiol.

Nivel de deformidades
Hormonio Sem
(mg ke') Severa Moderada Leve deformidade
140 9 6 4 0
120 6 7 7 0
100 5 7 6 1
80 1 5 4 1
60 2 5 9 2

Quatro individuos (3,57%) tinham goénadas intersexos. Uma dessas gonadas ocorreu
na dose mais alta de horménio (140 mg kg!) e as alteracdes morfoldgicas foram
macroscopicamente bem evidentes, com uma metade totalmente feminina conectada a outra
metade masculina (Figura 8). Microscopicamente, a por¢do feminina estava madura, no
estagio poés-vitelogénico e o lado masculino também estava maduro, embora apresentasse
partes em maturacao. Ao analisar a por¢ao da gonada em que estavam conectadas foi possivel
ver simultaneamente ovocitos e espermatozoides (Figura 9a).

Os outros trés individuos com gonada intersexo ocorreram nas doses de 60, 80 e 100
mg kg!, e apesar de morfologicamente bem diferente de uma goénada normal, apenas na
histologia foi possivel observar a presenca simultdnea de células femininas e masculinas

(Figura 9b).
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Figura 8. Morfologia da gonada intersexo de tainha Mugil liza com 24 meses de idade. A — parte
masculina e B — parte feminina

3.3.3 Analise hormonal

Os valores de estradiol foram altos nas duas fémeas (903,21 e 666,18 pg mL™!) e no
intersexo maduro (465,55 pg mL") (Figura 10). Nos machos o valor do estradiol foi baixo,
independente do estdgio de maturacdo (Tabela 12). Para testosterona, os maiores valores
encontrados foram em machos maduros, entre 1,39 e 4,24 ng mL"! (Figura 11), e em fémeas
maduras (2,64 e 1,88 ng mL'"). Em relagdo ao tratamento hormonal ndo houve diferenca

significativa na concentracao de estradiol e testosterona (Tabela 12).
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Figura 9. Cortes longitudinais de gonada intersexual da tainha Mugil liza com 24 meses de idade. a)
presenca simultanea de espermatozoides (EZ) e ovocitos pds-vitelogénicos (opv). b) presenca de
ovocitos de estoque de reserva (er), ovocitos vitelogénicos (v) e ovocitos de vitelogénese lipidica

(ovl). Actimulos de espermatozoides presentes no espago intralamelar. Ntcleo (n), nucléolo (nc), gota
de o6leo (go). Coloragdo: Hematoxilina-eosina.
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Figura 10. Valores do hormonio estradiol no plasma sanguineo da tainha Mugil liza no segundo ano da
engorda. As linhas sdo as médias de cada tratamento e controle (n= 8).
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Figura 11. Valores do hormoénio testosterona (T) no plasma sanguineo da tainha Mugil liza no segundo
da engorda. As linhas sdo as médias de cada tratamento e controle (n=8).
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Tabela 12. Valores de média, desvio padrio (£ dp), maximo ¢ minimo de testosterona e estradiol no
plasma sanguineo da tainha Mugil liza no segundo da engorda. Machos n = 38; Fémeas n = 2;
Intersexo n = 4; Maduro n = 18; Em matura¢do n = 11; Imaturo n = 8.

MACHOS
Testosterona (ng mL™") Estradiol (pg mL™)
Tratamentos Média = dp Maximo Minimo Média + dp Maximo Minimo
Controle (0) 1,2031 £1,1130 2,5440 0,0934 25,3386 + 9,3062 40,5955 16,8824
60 0,1570 £ 0,2155 0,5423 0,0511 33,5347+ 16,4310 61,6676 19,6985
80 0,5665 = 0,7277 1,6517 0,0476 32,5247+ 13,9536 48,0162 18,3101
100 1,1879 + 1,4919 4,2729 0,0222 35,1557+ 16,3919 48,5338 2,5079
120 0,2960 + 0,2726 0,9009 0,0980 32,6060 + 10,6316 50,0974 18,0425
140 0,1099 £ 0,0830 0,2891 0,0486 18,0930 + 5,1516 26,2234 12,5957
Estagio de Média = dp Maximo  Minimo Média + dp Maximo Minimo
Maturacao
Maduro 1,0576 £ 1,0919 4,2729 0,0476 30,8470 + 13,7033 50,0974 2,5079
Em 0,1318 £0,1271 0,4469 0,0486 25,9290 + 9,9742 45,3604 12,5957
maturacao
Imaturo 0,075+ 0,0294 0,1109 0,0223 31,2642 + 16,0734 61,6676 12,9773
FEMEAS
Tratamentos Testosterona (ng mL™) Estradiol (pg mL™)
Controle (0) 1,8871 903,2105
60 2,6432 686,1875
80 - -
100 - -
120 - -
140 - -
INTERSEXO
Tratamentos Testosterona (ng mL™) Estradiol (pg mL™)
Controle (0) - -
60 0,0985 50,9569
80 0,2618 94,2271
100 0,2250 105,6983
120 - -
140 0,7111 465,5522
3.4  DISCUSSAO

Os resultados de peso e comprimento, apds fase de bergario, sugerem que o hormonio

estradiol afetou negativamente o crescimento, embora a sobrevivéncia ndo tenha se

diferenciado entre os tratamentos € o controle. No entanto, ao fim do primeiro ano, as

diferengas de crescimento foram mais uma consequéncia das variagdes de sobrevivéncia, e

consequentemente da biomassa de cada tanque, do que do tratamento hormonal. Isso foi

observado de forma mais clara no segundo ano, quando o tratamento de 80 mg kg' de

estradiol teve o maior ganho de peso, acima do préprio controle, provavelmente como

consequéncia da menor densidade.

De acordo com Piferrer (2001), o hormoénio 17B-estradiol (Ez), além de alterar a
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proporcao dos sexos, também pode modificar a morfologia das gonadas, afetar negativamente
a sobrevivéncia e prejudicar o crescimento. No presente estudo foi possivel observar que em
condi¢gdes favordveis de cultivo houve uma recuperagdo no desempenho zootécnico das
tainhas, 24 meses apos o tratamento com hormoénio. Carvalho et al. (2014a ¢ b), também
verificaram para os robalos (Centropomus paralelus ¢ C. undecimalis) um menor crescimento
dos peixes durante o fornecimento da ragcdo com estradiol, porém, apés o periodo
experimental, os peixes recuperaram o crescimento, nao havendo mais diferenga em relagdo
ao controle depois de 8 meses.

Para M. liza, assim como para a maioria das espécies, aceita-se que a propor¢ao sexual
seja equilibrada (1:1), mas essa propor¢do pode ser alterada ao longo do ciclo de vida em
fun¢do de eventos sucessivos, que atuam de modo distinto sobre os individuos de cada sexo
(Albieri e Araujo, 2010; Vazoller, 1996). Para as tainhas desse estudo houve uma frequéncia
muito superior de machos (94,64% das gonadas analisadas), indicando que além dos fatores
genéticos, fatores ambientais, podem estar atuando nos mecanismos de determinagdo do sexo.
Rocha et al. (2023, submetido a publicagdo) também observaram uma frequéncia 100%
masculina em tainhas submetidas a diferentes temperaturas na larvicultura. Para o jundié
criado em cativeiro, Weiss et al. (2018) e Sulis-Costa, Jimenez Weingartner ¢ Nufier (2013)
também relataram uma maior frequéncia de machos (mais de 70%), sendo ambos trabalhos
realizados com a mesma linhagem de jundia.

Os baixos valores de RGS encontrados em todos os tratamentos e no controle no
primeiro ano de engorda indicam que os peixes eram sexualmente imaturos. No segundo ano,
houve aumento do RGS, e observamos macroscopicamente que 0s animais estavam
sexualmente maduros ou em maturagdo. As duas fémeas encontradas apresentavam alto RGS
e estavam na fase madura com ovocitos pos-vitelogénicos. Nas tainhas capturadas na
natureza, o maior valor observado de RGS foi de 11,5% nas fémeas e nos machos, que sao
comumente menores, foi de 4,5% (Lemos et al., 2014). No presente trabalho, as duas fémeas
apresentaram valores de RGS de 10,2 e 15,9%, enquanto nos machos os valores variaram
entre 1,0 e 1,7%. Esses resultados indicam que a condi¢do experimental, incluindo o
tratamento hormonal, ndo interferiu no pleno desenvolvimento das gonadas.

O periodo em que os peixes estdo sexualmente indiferenciados € quando estdo mais
sensiveis ao tratamento hormonal para a inversdo, e difere de uma espécie para outra,
podendo ser na fertilizacdo, na fase larval ou juvenil (Piferrer, 2001). Nas espécies que

apresentam diferenciagao sexual logo apds a eclosdo, a duracdo desse periodo ¢ curta, de 10 a
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40 dias, e nas que se diferenciam na fase de juvenil, a duracao ¢ mais longa, de 100 a 500 dias
(Pandian e Sheela, 1995).

Em algumas espécies, como a tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus), a diferenciagao
morfologica das gonadas ocorre cedo, entre 23-26 dias apos a fertilizagao (Giusti et al., 2016),
e a maturacdo sexual entre 90 e 120 dias (Bhatta et al. 2012). No robalo-europeu
(Dicentrarchus labrax), as gonadas permanecem indiferenciadas por um periodo
relativamente longo (Blazquez, Piferrer, Zanuy, Carrillo e Donaldson, 1995), com a
diferenciagdo sexual ocorrendo por volta de 168 dias apods a fertilizagdo (machos com 8,3-9,5
cm e fémeas com 7,9-9,0 cm) e a maturagdo sexual iniciando a partir de 12 meses em machos
e mais tarde em fémeas (Saillant et al., 2003).

No presente estudo, peixes com mais de 20 cm estavam macroscopicamente
indiferenciados e a identificacdo do sexo foi verificada apenas ao final do segundo ano de
vida, quando os peixes tinham de 34,97 a 39,71 cm com a presenga de animais imaturos, em
maturacdo e maduros. Para M. cephalus, McDonough, Roumillat ¢ Wenner (2005)
descreveram que as gonadas em espécimes com menos de 5 cm ndo apresenta nenhuma
caracteristica definidora de macho ou fémea, e que na classe de tamanho de 15 a 20 cm 0,2%
das fémeas e 37,3% dos machos iniciam a diferenciagdo inicial, mas a maioria (62,5%)
permanece indiferenciada e somente na classe de tamanho > 20 cm, 83% dos espécimes
tornam-se sexualmente diferenciados. Os mesmos autores também relatam que a
espermatogénese na tainha inicia em peixes com comprimento > 25 cm, enquanto a
ovogénese em peixes acima de 29 cm. Dessa forma, ¢ possivel que a administragdo do
hormo6nio em juvenis com apenas 33 dias apos a eclosdo (0,15 g e 2,1 cm), tenha iniciado
numa fase muito inicial do ciclo de vida, e por isso ndo houve efeito feminizante.

No robalo-flecha, a administracdo do hormonio estradiol foi em peixes com 14 g e 12
cm (Carvalho et al., 2014b), resultando em altos indices de inversdo do sexo. Passini et al.
(2016) usando implantes de etileno-vinil-acetato (EVAc) em robalos com peso inicial de 383
+ 83 g (média + SD), também encontraram maior nimero de fémeas em todos os tratamentos.
Para a tainha Mugil cephalus o uso do hormonio sintético 17a-ethinylestradiol (EE2) na dieta
quando os juvenis selvagens tinham 11 meses, com 8,10 g ¢ 7,4 cm (Aoki, Hatsuyama,
Hiramatsu e Soyano, 2011) e 30 meses com 70,0 g e 15,9 cm (Mushirobira et al., 2021) teve
um forte efeito sobre a feminizagao.

Além do periodo mais sensivel dos peixes para alcancar o sexo gonadal desejado, a
combina¢do de dosagem e duracdo do tratamento deve ser levada em consideracdo. Para o

jundia, doses altas de 105 e 115 mg kg™ de estradiol aplicadas a ra¢do por 21 dias apds a
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eclosdo, obtiveram respectivamente, 100% e 87,5% de feminizacdo (Amaral-Junior et al.,
2008b). Enquanto para o barramundi (Lates calcarifer) uma dose mais baixa de 20 mg
durante 4 semanas foi suficiente para obter 83% de fémeas (Banh, Domingos, Pinto, Nguyen
e Jerry, 2021). Para M. cephalus, Chang et al. (1995) testaram por um periodo longo doses
baixas de horménio (1 mg E> kg de ragdo por 4 meses e de 15 mg E, kg'! por mais 4 meses)
e doses altas (8 mg E kg!' de racdo por 4 meses e 120 mg E, kg! por mais 4 meses), e
observaram que todos os tratamentos estimularam o desenvolvimento de juvenis para fémeas.
No entanto, para M. liza os tratamentos realizados com juvenis logo apos a metamorfose com
duracdo de 2 meses, ndo foram suficientes para a inversdo sexual, sendo necessario um
periodo maior de exposi¢do ao estradiol.

As deformacgdes observadas no presente estudo e a ocorréncia de individuos com
gonadas intersexo em diferentes doses hormonais indicam que a administracdo do hormonio
agiu na formacao das gonadas, porém nio foi suficiente para estimular a inversdo sexual. De
acordo com Wang et al. (2008) e Piferrer (2001), a presenca de gonadas intersexo, assim
como as deformacgdes, pode ser o resultado de doses subotimas ou muito altas de hormonio,
de periodos ou duracdo do tratamento inadequados. Individuos intersexo também foram
relatados para a tainha (M. cephalus) por Dhanasekar, Selvakumar e Munuswamy (2018) e
Mushirobira et al. (2021) e para o bacalhau (Gadus morhua) por Lin et al. (2012), e gonadas
com deformacdes foram encontradas para o robalo-peva (Carvalho et al., 2014a), e para o
barramundi (Banh et al., 2021) apds exposi¢do ao hormdnio feminino.

No presente trabalho, os valores encontrados para estradiol e testosterona nas fémeas
maduras da tainha foram maiores que os encontrados por Yelghi, Shirangi, Ghorbani e
Khoshbavar Rostami (2012) para M. curema de cativeiro (estradiol, 420 pg mL' e
testosterona, 0,37 ng mL™), sendo esses valores maiores com o avango da matura¢do. De
forma similar, Kumar et al. (2015) avaliaram para fémeas de M. cephalus selvagens, niveis de
estradiol e testosterona maiores com o avango da maturagdo com pico de estradiol (323 pg
mL!) e testosterona (93,8 ng mL') no estigio maduro. De acordo com Honji e Moreira
(2017), o hormonio 17-estradiol € convertido a partir da testosterona, e o E> por sua vez, age
no figado via corrente sanguinea, promovendo a sintese de proteinas da zona radiata e
vitelogenina, o crescimento do ovocito e a incorporacao de vitelo, o que explica os niveis de
estradiol maiores em fémeas maduras e superiores aos de testosterona.

Nos individuos do sexo masculino, a T influencia a espermatogénese, como a
multiplica¢do das espermatogdnias e a formacao dos espermatozoides (Billard, Fostier, Weil e

Breton, 1982), o que explica valores maiores em machos com maturagdo avancada, enquanto
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E> € menor. Para machos maduros de tainha, os valores de T foram maiores que os imaturos,
mas muito inferiores aos (182 ng mL™), encontrados na tainha (Kumar et al., 2015). Nos
individuos intersexuais, encontramos o mesmo padrao hormonal observado nas fémeas, com

maior valor de E> e T nos peixes maduros € menor nos imaturos.

3.5 CONCLUSAO

Os tratamentos hormonais afetaram as gonadas da tainha Mugil liza, porém nenhum
teve efeito feminizante. Como a espécie apresenta diferenciacdo sexual varios meses apos o
inicio do estagio juvenil, outros testes devem ser realizados, alterando o tamanho inicial dos
individuos e a duragdo do tratamento. A frequéncia superior de machos, indica que além dos
fatores genéticos, fatores ambientais, podem estar atuando nos mecanismos de determinagao

do sexo.
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4 CONCLUSOES GERAIS

A primeira maturagdo sexual da tainha Mugil liza ocorreu ao final do segundo ano nos
dois experimentos. As temperaturas utilizadas na larvicultura ndo causaram nenhum efeito
feminizante para a tainha. Ja os tratamentos hormonais, apesar de afetarem o desenvolvimento
das goOnadas, também ndo apresentaram efeito feminizante. Outros estudos devem ser
realizados alterando o tamanho inicial dos individuos e a duragdo do tratamento, bem como
averiguando os fatores ambientais e/ou genéticos que podem atuar nos mecanismos de

determinagdo sexual desta espécie.
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