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RESUMO
Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-graduacdo em Zootecnia
Universidade Federal de Santa Maria

CRESCIMENTO E FEMINILIZACAO DE LARVAS DE J UNDIAS Rhamdia quelen
SUBMETIDAS A DIETAS COM HORMONIOS ESTEROIDES FEMININOS
AUTORA: TANISE DOS SANTOS MEDEIROS
ORIENTADOR: BERNARDO BALDISSEROTTO

As técnicas de invers@o sexual servem para destacar vantagens existentes sobre um dos sexos nas
diferentes espécies de peixes, vdrias espécies de interesse comercial ja foram analisadas sob este
aspecto. Pesquisas recentes demonstram crescimento superior da fémea jundid em relagdo ao macho
na fase adulta, mas néo existem ainda dados de dosagens, principios ativos hormonais, nem estagio
de aplicacdo e desenvolvimento da espécie sob o efeito de tratamento de inversdo sexual. Sendo
assim, o objetivo desta pesquisa foi determinar niveis e principios ativos hormonais femininos para
a inversdo sexual de larvas de jundid avaliando o seu crescimento. Foram testados as inclusdes de
10, 20, 40 e 50 mg/kg de racdo de benzoato de estradiol e os principios ativos do estradiol: valerato,
ciprionato e 17B-estradiol no nivel de 30 mg/kg racdo por 20 dias experimentais. A andlise
histolégica das gonadas aos 40 dias experimentais demonstrou até 96% de fémeas nas dosagens 20,
40 e 50 mg/kg de hormdnio na racdo. Larvas alimentadas com o maior nivel de hormoénio (50mg/kg
de racdo) apresentaram menores valores de peso em relacdo aos demais tratamentos. Nao houve
diferenca significativa na sobrevivéncia larval entre os tratamentos. Testando os principios ativos
do estradiol aos sete dias, o peso médio das larvas da dieta sem hormdnio foi maior que os demais
tratamentos. Aos 21 dias do experimento somente o tratamento com ciprionato de estradiol
apresentou peso inferior em relagdo aos demais tratamentos, os quais nio tiveram diferencas entre
si. Nos 40 dias do experimento o ganho de peso por ocasido da inclusdo de 30mg/kg de ciprionato
de estradiol foi superior aos demais. Nao houve diferengas significativas entre os tratamentos na
inversdo sexual das larvas pela inclusdo de 30mg/kg de valerato, ciprionato, 17B-estradiol e sem
hormonio.

Palavras-chave: desempenho, fémeas, inversao sexual, Rhamdia quelen, peixes.
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ABSTRACT
Master dissertation
Postgraduate Program in Animal Husbandry
Universidade Federal de Santa Maria

GROWTH AND SEX REVERSAL OF SILVER CATFISH LARVAE FED DIETS
WITH FEMALE STEROID HORMONES
AUTHOR: TANISE DOS SANTOS MEDEIROS
ADVISOR: BERNARDO BALDISSEROTTO

The techniques of sex reversal serve to highlight existing advantages on one of the sexes in
different fish species, several species of commercial interest have been considered in this respect.
Recent studies show that in silver catfish there is higher growth in female compared to male, but
there is still no data regarding dose, active hormone, or stage of development and application of
hormones for sex reversal. Therefore, the objective of this study was to determine dose and active
principles of female steroid hormone levels for sex reversal in catfish larvae, as well as evaluating
its growth under the effect of these treatments. The inclusion of 10, 20, 40 and 50 mg/kg feed of
estradiol benzoate and the active principles of estradiol: valerate, ciprionate and 17b-estradiol level
of 30 mg/kg was tested for 20 days. Histological analysis of gonads at 40 days showed up to 96%
females at doses 20, 40 and 50 mg/kg feed. Larvae fed the highest hormone level (50 mg / kg feed)
had lower weight values compared to other treatments. There was no significant difference in
survival between the larval treatments. Testing the active ingredients of estradiol up to seven days,
the average weight of larvae of the diet without hormone was higher than the other treatments. At
21 days of the experiment only larvae of the treatment with ciprionate of estradiol showed lower
weight compared to the other treatments, which did not differ between themselves. At 40 days of
experiment the weight gain in larvae fed 30mg/kg of ciprionate of estradiol was superior to the
others. There were no significant differences between treatments on sex reversal of the larvae by
adding 30mg/kg of valerate, ciprionato, 178-estradiol and without hormone.

Key-words:development,feminilization,Rhamdiaquelen,fish



viii

SUMARIO
INTRODUQGAO . ....c.ccuverrreennrssessessessessasssssssessesssssssssssssessssssessessassessasssessessessesssssessoses 12
REVISAO BIBLIOGRAFICA..........ovverrrereresssesssssssssessssssssssssssssssssssssssesssesssssssssssesssens 15
Inducio da iNVersaAo SEXUAL .......ccevveiciseresssnissanissnisssissssnesssnessssessssssssssssssssssssesssssssssssssseses 15
FeminiliZAgA0.....uuiecveriiierinsnissnininiesssncsssncsssnisssnisssscsssnsssssessssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssese 16
MaASCULINIZACAO. c.cueiesurresssressancsssnissrnsssessssnessssessssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 17
OBJETIVO GERAL....uiiiiriciisnininnisnesanssnsisssissessesssssssssssssessassssssssssssssssassassasssssssess 19
OBJETIVOS ESPECIFICOS.......couevsverreessenssssssssssssssssssessssssssssssssssesssesssesssesssesssssssaes 19
RESULTADOS . ...uciitiiiiiiisisssnssissssssississssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 20

Manuscrito 01: Inversao sexual, crescimento e sobrevivéncia em larvas de jundia

Rhamdia quelen submetidas a dietas com diferentes niveis de benzoato de

ESIFAGIOL..ccuneeieeeninniniinntinienseesnenenctecaecsneessesssecssesssnessesssnsssasssnssssesssssssessansssessassssasssssssess 20
RESUIMO...cuciniiiniiiniiniinicsensnesinsenssnnssnnsssesssnssansssssssesssnsssasssssssesssasssasssssssssssassssassassssassasnss 21
ADSEEALC. cceueeieeienrseniseecsnncsancsaeessnesansssnsssnessesssasssasssassssesssssssessassssesssssssssssasssasssasssssssasssnsssae 22
INErOAUCAO...courirrrrirsrrcssarcssanessssesssssssssssssssossssessssassssssssssosssssssasssssssssssssssssossssssssssssassssssssssase 23
MaAteriais € IMELOUO0S....ccueereererrcsrissisensensessessecesessississsssssssssssssssssessssstsssssssssssssssssssssssssssssnes 24

Qualidade da AGUA.....ccceerreerrressecsseessesssanssasssssssasssssssasssssssssssssssssossssssssssssssssssassssssssssss 25

Determinacao A0 SEXO0.....cceeeessresssncsssnissrnssssncsssnessssessssessssessssssssssssssssssssessssssssssssssssss 25

Anadlise do desenVOIVIIMENLO........ccceieverieisinsensuissensanssnnsenssisesssnssnsssssssssesssssssssssssssnes 25

ANALiSe eStAtISICA....cevuirrirriereistinrinitnsissinstisiississistsssissnssssssisstssssssssssssssssssssssssssssssses 25
ReESUILAAOS...ccoueeinenneniennnnssanitensnensnncsaeisaecssessanesseessesssassssssssesssnsssasssssssesssssssasssesssasssassasssns 26
DISCUSSAO. uceeuiesricsricsrncssnessnssnesnssssisssesssnsssessssesssssssessessssssssesssssssssssssssssssssssssssssssasssssssassssss 26
CONCIUSAO...cutieniininsniisninssnnssnnsncsnesssnsssesssssssisssnsssssssessssssssssssessesssassssesssssssssssssssassasssssssssssss 27
A GradeCiIMENLOS. ccovvereessraniessrsasesssrsnessssanesssssssssssssssssssassssssasssssrsssssssrssssssssssssssssessssssesssnasssses 31
REFEIENCIAS. .cuviruierinnistiniitisinsinstisisstisestsssissssssssstsssssssssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssses 31

Manuscrito 02:Inversao sexual e crescimento de larvas de jundia, Rhamdia quelen,

alimentadas com racoes contendo diferentes principios ativos de



X

ESEFAMIOL....cuueiiiriersnninsnnicssnncssancssanessnnesssnsssssnsssssossssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssessassssssssssssssse 33
RESUIMO...ccciiirniiiinnininrinssnncssancsssncssssisssssssssessssessasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasssssasssssssssasss 34
ADSITALC. ceiecuriesricssancsssncssaressnsssssnosssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssasessssssssssssssssssassssnseses 35
INErOAUCAO...cuuiieieiierriiisnrissnncsssnissanncsssnessnessssessssssssssssssrsssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssne 36
MaAteriaiS € MELOM0S. cucerrrerseissanssaessersssnssansssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasssssssasssssssssssssssssssasssans 37

Determinacao A0 SEXO0.....cuueeesresssrrssssrcsssrcssssesssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssesssses 38

Analise do desenVOIVIINENTO........cuceeisuiiensenseenensansensenssnssensesssesssssssssessasssessessssssens 38

ADNALiSe eStaAtIStICA....ciiuiriereiseirenseistensensunsissnissessesssnssnesssssnssessasssessssssessessasssssasssessees 38
ReESUILAAOS...ccoueeneeieinnnnnniancnicsnensaensseissnessenssnessesssnsssassssssssesssnsssesssssssesssssssasssssssasssasssasssns 38
QuAalidade da AGUA.....ccceeereererersrcrrcsascssscsssessacssassssssasssasssasssasssssssasssssessssssasssssssssssasssasssasses 38
DISCUSSAO. uceeuresuecseecsuecsanessnnsancssanssnsssassssesssesssnsssessssessesssssssasssasssasssssssasssssssassssasssassassssasssases 39
CONCIUSAO.ccueiiueisnnnrnrnsnecsaensanesenssnssanssnssssessansssnsssesssessansssassssessasssasssasssasssasssassssassassssassanssss 40
A GradeCiMENLOS. ccovvereessraniessrsnsesssssnessssasessssasssssssssssssssssssssssssssrsssssssssssssssssssssssssssssssssssrnasssses 43
REFEIENCIAS. .ccevuierriesresaresressenssanssanssssssssssanssssssasssassssssssssssssssssssssssssssssssasssasssssssssssssssssssssssans 43
CONCLUSOES. .c..cocincsmsissnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 45

BIBLIOGRAFICA GERAL...eeeeeeeeeeeeeeeesesessssssssssssssssssssssssssasasssssssssssssnsassssssssssssnssenens 46



LISTA DE TABELAS

Manuscrito 01

TABELA1- Ragdo base utilizada para as inclusdes de benzoato de estradiol e andlise

laboratorial realizada no Departamento de Zootecnia, Laboratério de Nutricio Animal

TABELA 2- Peso, comprimento, sobrevivéncia, biomassa e taxa de crescimento de larvas
de jundid submetidas a dietas com diferentes niveis de inclusdes de benzoato de

ESTTATIOL. ¢ eeivieeceee ettt ettt e e e e e e e et e ettt e aeeaeet ettt e a bt ——————aaaateeaaea 29

Manuscrito 02

TABELA 3- Peso médio e crescimento total de larvas de jundid, submetidos a dietas com
diferentes principios ativos do eStradiol.........ccocueiiviieiiiiiiiiiiniieieee e 41
TABELA 4- Machos e fémeas da amostra retirada aos 40 dias experimentais nos diferentes
principios ativos de SIradiOl........ccc.eeuieiiiiriiiiiiiieniicieee e 42
TABELAS- Racdo base utilizada para as inclusdes de benzoato de estradiol e andlise

laboratorial realizada no Departamento de Zootecnia, Laboratério de Nutricio Animal



xi

LISTA DE FIGURAS

Manuscrito 01
FIGURA - Porcentagens de machos e fémeas obtidas nas larvas de jundid (Rhamdia

quelen) alimentadas com diferentes niveis de inclusdo na dieta de benzoato de estradiol



12

INTRODUCAO

O estudo da sexualidade em peixes é um assunto de grande importancia na
aquicultura, visto que, de acordo com Yamazaki (1983) h4 diferencas na taxa de
crescimento, padrdo comportamental, época de reprodugdo, colora¢do do corpo, forma e
tamanho entre machos e fémeas. Desta maneira, as técnicas de inversdo sexual em peixes
apresentam um grande potencial para aumentar a produtividade em cultivo, pois permitem
obter beneficios associados ao sexo que apresentam as caracteristicas morfoldgicas,
fisiolégicas ou comportamentais de interesse econdmico.

Nas criagdes comerciais, uma das principais vantagens obtidas pelo cultivo
monossexo ¢ quando um dos sexos apresenta em relacdo ao outro uma marcada
superioridade na taxa de crescimento. Contudo, dependendo da espécie, as técnicas de
controle do sexo podem trazer outros beneficios, tais como supressdo da reprodugdo,
contencao de gastos energéticos com a atividade reprodutiva, uniformidade de tamanho na
despesca, reducdo dos efeitos da maturacdo sexual na aparéncia e na qualidade da carne,
bem como a diminuicdo dos riscos de impacto ambiental decorrente de escapes de peixes
para os sistemas naturais (BEARDMORE et al., 2001)

A inversdo sexual permite que o criador consiga ter nos seus tanques exemplares de
apenas um sexo, preferencialmente o que apresenta melhor crescimento. Por exemplo,
alguns machos de truta arco-iris atingem a maturacdo sexual ja nos primeiros meses de
vida, enquanto as fémeas sé alcancardo a maturacdo em dois anos. Nesta espécie a
maturacgdo estd associada a uma diminui¢do do ganho de peso, perda da qualidade da carne

e maior incidéncia de doengas. Portanto o criador tem interesse em ter a maior quantidade
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de fémeas por grupo, de modo a obter exemplares de maior tamanho. Em algumas espécies
de Cichlidae e Cyprinidae, a inversdo de sexo pode proporcionar espécimes que crescam
duas ou trés vezes mais rdpido que grupos ndo-tratados. Além disso, com apenas
exemplares de um sexo nos tanques, dificilmente haverd desenvolvimento gonadal
completo e a energia que seria destinada para o crescimento das gonadas poderd ser toda
direcionada para crescimento corporal. Esse principio é vélido para espécies que
apresentam alto indice de reproducio, como as tildpias.

A necessidade de producdo de alimentos de qualidade e em quantidade capaz de
atender a crescente demanda mundial faz dos cultivos alternativos, como a aqiiicultura, uma
atividade promissora para a produgdo de proteina animal de alta qualidade e quantidade por
area utilizada.

A produgdo global de peixes tem aumentado vigorosamente nos ultimos anos,
crescendo de 10 milhdes de toneladas (mt) em 1980 para 32,9 mt em 1999, sendo estimada
a producao de 45 mt durante 2006 (FAO).

O conhecimento da biologia e fisiologia reprodutiva das espécies que possuem
interesse econdmico € indispensdvel para acompanhar o avango da piscicultura como
modelo econdmico alternativo. O aproveitamento de dguas publicas esbarra muitas vezes
na legislacdo que proibe o uso de espécies exoticas, assim € de fundamental importancia a
pesquisa e o dominio tecnoldgico sobre os peixes nativos do Brasil, em especial os
adaptados as condic¢des climdticas locais, o caso do jundid (Rhamdia quelen) no sul do
Brasil. Esta espécie apresenta crescente interesse por ser rustica, de bom crescimento e
fornecedora de carne de excelente qualidade e quantidade. zootécnico em termos de

crescimento. E muito importante realizar trabalhos especificos. Em constatagdo de cultivo,
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as fémeas da espécie jundid crescem em torno de 30% que os machos, até a fase da
primeira maturag¢do sexual, em funcdo de que os machos ficam precocemente maduros e as
fémeas atrasam um pouco mais a sua maturidade sexual (GRAEFF et al, 2008).

A administragdo do hormonio através da alimenta¢do deve iniciar-se antes que o
tecido da gonada primitiva tenha se diferenciado em tecido ovariano (POPMA E
LOVSHIN, 1996). Por isso, além de mais trabalho que devem ser realizados sobre
crescimento especifico entre os sexos deve-se elaborar uma formulacdo hormonal eficaz e
facil de ser utilizada por criadores para inversao sexual dos jundids, pois ndo existem dados
sobre forma, dose e tempo de aplicacdo dos hormonios e eficdcia dos diferentes tipos de

hormdnios ou bloqueadores hormonais no processo de feminilizagao desta espécie.



15

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Inducio da inversao sexual

Na fase inicial do desenvolvimento embriondrio, os embrides ja tém definido
geneticamente se vao originar machos ou fémeas, mas ainda ndo apresentam sexo definido
morfologicamente. Silva (2004), fazendo um estudo do desenvolvimento morfolégico do
jundid a 24°C, desde a eclosao até os 21 dias de idade, verificou que a abertura da boca se
da apds 24 horas e seus 6rgdos se definem aproximadamente aos 21 dias ap6s a eclosdo, ou
seja, esta definicdo morfoldgica ocorre na fase larval, sob a a¢do de hormonios ou mesmo
por fatores ambientais. Portanto, se o criador alterar o balango hormonal da larva ou alguns
fatores ambientais, poderd induzir uma mudanca do sexo.

A inversdo sexual fenotipica de machos para fémeas ou vice-versa pode ser efetuada
através da aplicacdo de hormonios em duas formas: diretamente na dgua onde as larvas se
encontram ou misturado 2 racdo. E importante conhecer a dosagem correta para a espécie
com a qual se pretende trabalhar, pois doses acima ou abaixo da faixa recomendada
diminuem significativamente a eficiéncia do tratamento, podendo inclusive gerar
individuos estéreis. Dependendo da espécie, idade do peixe e do hormdnio, as doses para
imersdo podem ser de 50 a 5000 pg/L e para administracao oral de 5 a 500 mg/kg de ragao.
A imersdao em agua com hormoénio por apenas algumas horas pode ser suficiente para
promover a inversdao, mas no caso da administrag¢do oral ela se prolonga por 10 - 90 dias. O
periodo mais sensivel para a inversdo € quando se inicia a diferenciacdo da gonada, o que

varia grandemente entre as espécies jad estudadas. Em alguns casos podem ser obtidos
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individuos com inversdo incompleta, gerando hermafroditas (DEVLIN & NAGAHAMA,
2002).

Feminilizacao

A expressdo do sexo depende de dois eventos: da determinacdo sexual e da
diferenciacdo sexual. A determinacdo sexual € responsdvel pelo sexo genético (ou
genotipico), enquanto que a diferenciagdo sexual € responsével pelo desenvolvimento das
gonadas (sexo gonadal ou fenotipico). A interacdo desses dois eventos resulta em dois
fendtipos: macho e fémea, seja morfolégico, comportamental, ou funcional ( PIFERRER,
2001). Contudo, HARRINGTON (1974) comentou que a diversidade entre 20.000 espécies
de teledsteos e o conhecimento limitado sobre sua sexualidade ndo permite generalizagdo

dos mecanismos de determinacao e diferenciacdo de sexo.

Segundo Harper (1990), a diferenciacio sexual envolve uma série de sequéncias de
processos ordenados que podem ser descritos como: cromossomo sexual agindo nas
gonadas sexuais e refletird no fendtipo sexual.

Segundo Yamamoto (1969) e Yamazaki (1983) o sexo fisiolégico dos peixes €
determinado na ontogénese pelo processo biquimico realizado sob controle genético, e vai

depender do tipo primdro de gonada, isto €, do sexo gonadal.

Nos Salmonideos o mecanismo de determinacdo do sexo € similar ao dos anuros,
onde as fémeas sdo homogaméticas (XX), enquanto que os machos sdao heterogaméticos

(XY).

Segundo Cunningham (1992) a organizacdo sexual da genitdlia e do cerébro

depende da presenca, ou auséncia, de testosterona.

Segundo Gallien (1944) citado por Houllien (1972), os hormonios androgénicos
permitem inverter totalmente o sexo das fémeas genéticas nos anuros, pois em seus
experimentos os girinos de Ra Ruiva criados em presenga de propionato de testosterona

apresentam testiculos na época da metemorfose, até mesmo varios meses mais tarde.
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Segundo este autor, os hormonios estrogénicos, em doses fracas na ra, tem uma
acdo feminilizante, ou seja,um efeito ortodoxo, até a época da metamorfose, mas depois,
haverd sempre uma volta ao sexo genético inicial, mesmo se continuar o tratamento
hormonal. Entretanto, se os girinos de rd sdo criados em presenca e uma grande dose de
hormonio feminino (250 até 1000 micrograma de hormdnio por litro de d4gua de criacdo, ao
invés de 50 micrograma no caso precedente), observam-se unicamente machos ou

intersexuados na época da metemorfose.

A adi¢do de 17B-estradiol (20 e 50 mg/kg) na dieta de alevinos de peixe-rei
Odontesthes bonasiensis no periodo entre 28 a 49 dias (16 - 23°C) apds a eclosdo (pelo
menos) produz 100% de fémeas (STRUSSMANN et al., 1996). Doses de 20 e 40 mg/kg
provocam 90 e 100% de feminilizagdo do lote, respectivamente, em Pelteobagrus
Jfulvidraco, mas aumenta a mortalidade das larvas (até 22% com dose de 40 mg/kg racdo)

(PARK et al., 2004).

Masculinizaciao

As doses efetivas de metil-testosterona na racao para esta transformagdo variam: na
truta arco-iris doses de 0,5 a 1,0 mg/kg de rag@o sdo suficientes para provocar a inversao,
mas em tildpias € necessario utilizar 30 a 60 mg/kg. Doses altas de andrégenos podem levar
a uma feminilizacdo paradoxal, pois reagem com receptores de esterdides e também porque
pode haver uma grande conversdo de andrégenos a estrogenos por causa de uma maior
ativacdo da aromatase (DEVLIN & NAGAHAMA, 2002). Imersdo de tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus) de 14 dias por 4 horas em metil-testosterona, metil-
dihidrotestosterona ou etinil-testosterona sé causa masculinizacdo com doses acima de 600
pg/L no caso de metil-dihidrotestosterona ou 1800 pg/LL para os outros andrégenos
(WASSERMANN & AFONSO, 2003). Em alguns casos a metil-testosterona pode ndo ser

efetiva, como no caso do ‘“‘sunshine bass”, um hibrido (Morone saxatilis x Morone
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chrysops). A imersdo de larvas deste hibrido (4 dias ap6s eclosdo) em 400 pg/L de metil-
testosterona por 8 h ndo alterou a proporcdo de sexos. Alimentagdo com ragdes com 100
mg/kg por 21 dias em larvas a partir de 50 dias ou 30 mg/kg em larvas com 60 ou 103 dias
(periodos e doses efetivos para induzir a feminilizacdo com estradiol neste hibrido) também
ndo alterou a proporcdo de sexos (DAVIS & LUDWIG, 2004). Para a perca prateada
(Pomoxis nigromaculatus), uma espécie utilizada na pesca esportiva nos Estados Unidos e
Canadd, a administracdo oral de metil-testosterona (60 mg/kg de ragdao) em peixes com 40
dias de idade durante 45 dias também ndo aumentaram a propor¢do de machos, mas a
imersdo de espécimes da mesma idade em 1 mg/LL metiltestosterona ou acetato de
trembolona (andrégeno sintético) por 5 h (7 vezes, em intervalos de 3-5 dias) produziu 96-
100% de machos (ARSLAN & PHELPS, 2004).

Outro modo de induzir a inversdo sexual é a adi¢do de inibidores da sintese de
estrogenos, como o fadrozole, um inibidor da enzima aromatase, na ra¢do de larvas. A
adicdo desta substancia na racdo de larvas de tildpia nilética com 9 dias, durante 15-30 dias
nas doses de 50, 75 e 100 mg/kg, aumentou significativamente a masculiniza¢dao do lote,
chegando a 100% nas doses mais altas (com alimentacdo por 30 dias) (AFONSO et al.,
2001). O tamoxifen, um antiestrogeno, se aplicado na racdo de larvas do bagre
Pseudobagrus fulvidraco nas doses de 100 e 200 mg/kg de ragdo do terceiro ao vigésimo
dia pés-eclosdo provoca a masculiniza¢do de 74 e 90% do lote, respectivamente (54% no
controle), mas o aumento da dose também aumenta a mortalidade das larvas (até 14% com
dose de 200 mg/kg de racdo) (PARK et al., 2004).

Os machos de jundid crescem mais que as fémeas no primeiro ano de vida no

ambiente natural (BENADUCE et al., 2006), mas at€é o momento ndo se sabe se esta
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diferenca ¢ devido a uma maturacdo mais precoce nas fémeas ou por menor desempenho

zootécnico em termos de crescimento.

OBJETIVOS
Objetivo geral
Induzir a feminilizacdo no jundi4, considerando o tipo e dose de hormonios
conhecidos por influenciarem a inducdo da feminilizacdo sexual em outras espécies de

peixes e avaliar o desempenho das larvas.

Objetivos especificos

1) Induzir a feminilizacdo de machos de jundid com diferentes doses de benzoato de
estradiol na ragdo (10,20,40 e 50mg/Kg de racdo);

2) Comparar o efeito de diferentes principios de estradiol (17p-estradiol, valerato de
estradiol e cipionato de estradiol) na ragdo sobre a inversdo sexual de jundi§;

3) Verificar o efeito destes hormonios no crescimento e sobrevivéncia de larvas de
jundia.

A seguir estdo os artigos que compdem a dissertacao.
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Manuscrito 01

Feminilizacao, crescimento e sobrevivéncia
em larvas de jundia Rhamdia quelen
submetidas a dietas com diferentes niveis de

benzoato de estradiol
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FEMINILIZACAO, CRESCIMENTO E SOBREVIVENCIA EM LARVAS DE
JUNDIA Rhamdia quelen SUBMETIDAS A DIETAS COM DIFERENTES NIVEIS DE
BENZOATO DE ESTRADIOL

T.S.Medeiros, V.Corréa, K. P. Barreto, F. W. Ferreira, B. Baldisserotto

Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal de Santa Maria ,97105-
900 Santa Maria, RS, Brasil

Resumo

O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de diferentes niveis de benzoato de estradiol
na dieta e inversdo sexual, crescimento e sobrevivéncia de larvas de jundid, Rhamdia
quelen . Para o experimento foram utilizados lotes de larvas (300 larvas/caixas de 30L)
alimentadas com racdo a partir do momento em que aceitaram alimentacdo exdgena (3 dias
pos-eclosdo). A dieta foi acrescida de benzoato de estradiol nas doses de 0, 10, 20, 40 ou
50mg/kg de ragdo, e o periodo de tratamento com hormdnio durou 20 dias. Todos os
tratamentos foram feitos em triplicata. As larvas receberam alimento em excesso 4 vezes
por dia com uma racdo baseada em levedura de cana e figado de ave. No final dos 20 dias
foram feitas as contagens, pesagens e medi¢des das larvas, as mesmas foram mantidas
separadas nas suas respectivas caixas sob condi¢des normais de cultivo por mais 40 dias
para coleta e andlise histoldgica das gonadas visando a determinagdo do sexo. Observou-se
uma porcentagem de fémeas de até 96% nas dosagens 20, 40 e 50 mg/kg de hormoénio na
racdo. Larvas alimentadas com o maior nivel de hormdnio (50mg/kg de ragdo)
apresentaram menores valores de peso em relacdo aos demais tratamentos. Nao houve
diferenca significativa na sobrevivéncia larval entre os tratamentos. Pode-se concluir que a
inversdo sexual foi satisfatéria a partir da inclusdao de 20mg/kg de ra¢do de benzoato de
estradiol e o nivel maior de hormoénio feminino adicionado na dieta prejudicou as larvas no
ganho de peso durante o periodo do tratamento hormonal, mas doses mais baixas ndo
alteraram o crescimento nem a sobrevivéncia das mesmas.

Palavras-chaves: Desempenho de larvas, feminilizacio, peixes, principio hormonal.
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SEX REVERSAL, GROWTH AND SURVIVAL OF SILVER CATFISH, Rhamdia
quelen, LARVAE SUBMITTED TO DIETS WITH DIFFERENT LEVELS OF
ESTRADIOL BENZOATE.

T.S.Medeiros, V.Corréa, K. P. Barreto, F. W. Ferreira, B. Baldisserotto
Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Universidade Federal de Santa Maria ,97105-
900 Santa Maria, RS, Brazil

Abstract

The purpose of this study was to analyze the effect of different levels of estradiol benzoate
in the diet on sex reversal, growth and survival of silver catfish, Rhamdia quelen, larvae.
The diet was added with estradiol benzoate in the dosis of 0, 10, 20, 40 or 50 mg/kg feed,
and the time of feeding with hormones was 20 days. All treatments were made in triplicate.
Larvae were fed in excess four times a day with feed based on sugar cane yeast and chicken
liver. After 20 days larval biometry was performed, but larvae were maintained in their own
boxes under normal conditions of cultivation for additional 40 days, to the histological
analysis procedures to sex determination. The doses of 20, 40 and 50 mg/kg yielded up to
96% females, and there was no significant difference on survival. Larvae that were fed with
the highest hormone level (50mg/kg feed) presented lower weight compared to the other
treatments. The obtained results allow concluding that sex reversal was satisfactory with
the addition of 20mg/kg of estradiol benzoate in the feed, and the highest level of this
hormone reduced weight gain throughout the hormonal treatment, but lower doses did not

change growth or larval survival .

Key-words: larval growth, feminilization, fish, steroid hormone.



23

Introducao

O controle da diferenciacdo sexual, utilizando esterdides, tem sido realizado em
diversas espécies de peixes teledsteos, em que os andrégenos levam a masculinizagdo e
estrogenos a feminilizagdo (YAMAMOTO, 1969). A incorporacdo de estrégenos na racao €
uma técnica eficiente na feminilizagio de Oreochromis aureus (MELARD, 1995) e
Odontesthes bonariensis (STRUSSMANN et al., 1996). Contudo, existe tendéncia de
reducdo do nivel de interven¢@o dos tratamentos hormonais no controle da diferenciagdo
sexual (PIFERRER, 2001).

Na aqiiicultura, os principais interesses pela producao de fémeas variam de acordo
com a espécie cultivada, como as caracteristicas ornamentais (GEORGE & PANDIAN,
1995), maiores taxas de crescimento que os machos e controle da maturidade sexual
(GOETZ et al., 1979; STRUSSMANN et al., 1996; HENDRY et al., 2003; SPECKER &
CHANDLEE, 2003).

Segundo Blazquez et al. (1995) e Piferrer (2001), a determinacdo do periodo de
desenvolvimento ontogénico de maior sensibilidade dos animais aos tratamentos com
hormonios exdgenos estabelece regimes efetivos para a reversdao sexual. Parametros como
duracdo dos tratamentos, dose entre outros poderdo ser ajustados para maior eficiéncia dos
tratamentos (STRUSSMANN et al., 1996).

O periodo mais sensivel para a inversdao € quando se inicia a diferenciacdo da
gbnada, o que varia grandemente entre as espécies ja estudadas. Em alguns casos podem ser
obtidos individuos com inversdo incompleta, gerando hermafroditas (DEVLIN &
NAGAHAMA, 2002).

A espécie utilizada para o desenvolvimento deste trabalho serd o. O jundid (R.
quelen) é um bagre nativo da América Latina, habita lagos e rios, sendo muito apreciado
para consumo nos paises deste continente (SALHI et al., 2004). A aceitacdo de diferentes
alimentos, boa adaptag@o a criacdo em cativeiro, rapido crescimento e excelente sabor da
carne fazem desta espécie uma das mais promissoras da piscicultura brasileira
(COLDEBELLA E RADUNZ NETO, 2002; BARCELLOS et al., 2004).

Diante da caréncia de informacdes sobre dosagens hormonais e o desempenho da

espécie sobre o principio ativo hormonal aplicado na feminilizacdo de jundids, torna-se
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necessario a realizacdo de investigacdes da resposta das larvas sobre acdo hormonal de
esterdides femininos na inversdo sexual de jundids. Desta forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar a inversdo sexual e o desempenho produtivo de larvas de jundia,
alimentadas com diferentes niveis de inclusdo do principio ativo benzoato de estradiol na

dieta.

Material e métodos:

As larvas utilizadas no experimento foram obtidas do Laboratério de piscicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria, através de uma
desova induzida utilizando-se extrato hipofisario de carpa, nas doses de 4mg/Kg de para as
fémeas e 2,00mg/Kg para os machos, dois casais reprodutores foram induzidos, com
dosagem hormonal Unica e a desova ocorreu diretamente nas incubadoras cilindro conicas
sem a extrusdo dos gametas sexuais. Os ovos permaneceram nas mesmas incubadoras, com
aeracdo e circulacdo constante da dgua, em circuito fechado possuindo biofiltro de pedra
com substrato para bactérias que degradam amonia e nitrito, em temperatura média de 25°C
até a eclosdo. As larvas foram retiradas das incubadoras 2 dias ap6s a eclosio.

Diferentes doses de benzoato de estradiol (0, 10, 20, 40 e 50mg/kg ragdao) foram

acrescidas em racao basal preparada conforme descrito por Silva et al (2005) (Tabela 1).
Os ingredientes foram homogeneizados e o benzoato de estradiol (dissolvido em dleo de
canola) foi incluido nesta mistura imida. Na seqiiéncia, a ragdo imida foi submetida a
secagem em estufa de circulacdo, regulada com temperatura de 60°C +2°C. A ragdo seca
foi dividida em granulometrias de 100-200, 200-400 e 400-600um, as quais foram
administradas na primeira, segunda e terceira semanas experimentais, respectivamente.
Todas as fragdes foram embaladas em sacos pldsticos e mantidas em refrigerador até o
momento de consumo.

Todos os tratamentos foram feitos em triplicata. As larvas foram distribuidas
aleatoriamente em aqudrios de 35 L e alimentadas em excesso quatro vezes por dia, por 20
dias. Os aqudrios continham circuito aberto da dgua com renovagdo constante (vazdo de
20mL/min), e a limpeza foi realizada diariamente através de sifonagem. No final dos 20

dias de tratamento hormonal os peixes ainda foram mantidos nas suas respectivas caixas
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por mais 40 dias, até que pudessem ser utilizadas 20 larvas por caixa para os procedimentos
de andlise histoldgica, visando a determinac¢do do sexo. As medidas de peso, comprimento
e sobrevivéncia foram realizadas aos 20 quando acabou fase hormonal e aos 40 dias

experimentais utilizaram-se 20 larvas por caixa.

Qualidade da dgua

Diariamente, pela manha, foi mensurada a temperatura da dgua das caixas com termometro
de mercurio, escala de 1°C e, oxigénio dissolvido com oximetro digital e, realizada a
sifonagem da 4dgua das unidades experimentais, para a retirada das excretas e restos de
alimento. Semanalmente, foi verificada a dureza, alcalinidade, pH, amodnia e nitrito obtidos

por métodos de titulagdo e colorimétrico da dgua das caixas.

Determinagdo do sexo

Os peixes foram fixados em formol neutro (5%), para extracdo das visceras, as quais
passaram por processo de desidratacdo em dlcool etilico 70, 80, 90 e 100% e xilol. Na
seqiiéncia, foram incluidas em parafina para o corte, coradas com hematoxilina eosina
conforme Mellito de Silveira et al. (1995), a fim de verificar em microscépio o tecido
gonadal e o sexo. As andlises foram realizadas no nicleo de Andlise de Imagens Biol6gicas
(NAIMB) - Laboratério de Ictiopatologia, do Departamento de Biologia e Quimica da
Universidade Regional do Noroeste do Rio Grande do Sul, UNIJUL

Andlise do desenvolvimento

Com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia e o crescimento dos jundids foram
estimados parametros como: taxa de sobrevivéncia (%), peso médio individual e
comprimento total médio das larvas /tratamentos, taxa de crescimento especifico (TCE)=
(In peso médio inicial - In peso médio final)/tempo em dias x 100, e a biomassa total obtido

do peso médio individual x nimero de jundids restantes apds final do periodo avaliado.

Analise estatistica

Para a andlise dos dados retirados das amostras nos diferentes tratamentos foi



26

aplicado o teste de homogeneidade das variancias de Levene. Como as variancias foram
homogéneas, utilizou-se andlise de variancia de um fator seguida do teste de Tukey. Os
calculos foram efetuados com o programa Statistica 5.1. O nivel minimo de significancia

foi de 95% (P < 0,05).

Resultados

Todos os parametros de qualidade da dgua se mantiveram dentro das faixas ideais
para cultivo de jundias.

Ap6s 20 dias as larvas alimentadas com racdo contendo 50mg/kg de benzoato de
estradiol apresentaram peso médio significativamente inferior em relacdo aos demais
tratamentos, mas aos 40 dias ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. A
adicdo de benzoato de estradiol ndo alterou significativamente o comprimento € a
sobrevivéncia das larvas (Tabela 2).

As larvas alimentadas com ragdes contendo 20, 40 e 50mg/kg benzoato de estradiol
ndo tiveram diferencgas entre si na porcentagem de fémeas obtidas, mas esta porcentagem ¢é
significativamente superior aos tratamentos sem e com 10mg/kg de benzoato de estradiol

(Figura 1).

Discussao

As evidéncias da existéncia de um periodo de maior sensibilidade aos tratamentos
hormonais com estrogenos e andrégenos, t€ém sido constatadas em diferentes espécies como
Oncorhynchus kisutch (PIFRRER & DONALDSON, 1989), Oncorhynchus mykiss
(KRISFALUSI & NAGLER, 2000), Oryzias latipes (KOGER et al., 2000) e Oreochromis
niloticus (APPLE & LEBOUTE, 1995).

As existéncias de diferenga significativa entre os tratamentos para inversdo sexual,
podem ser comprovados, pelas evidéncias histolégicas da completa diferenciacdo sexual
nas fémeas ocorrer antes que nos machos (STRUSSMANN et al., 1996; PIFRRER, 2001).

Os resultados de feminilizagdo, ao contrdrio dos tratamentos com andrdégenos,
mostram uma melhor resposta nas larvas mais jovens. Em Oncorhynchus kisutch, a
sensibilidade ao 17 B -estradiol ocorre alguns dias antes (aproximadamente 12 dias) que

para a 17 o -metiltestosterona (PIFRRER & DONALDSON, 1989), sendo entdo uma das
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suposicdes do resultante desta pesquisa apresentar inversdo satisfatéria para fémeas de
jundia.

Koger et al. (2000), estudando o estddio de maior sensibilidade de Oryzias latipes a
testosterona e 17 B-estradiol, ndo verificaram diferencas significativas quanto a mortalidade
e peso corporal, porem dados sobre a acdo do benzoato de estradiol sdo inexistentes, como
o nivel mais elevado diminuiu o peso das larvas aos 7 dias significativamente em relacdo
aos demais tratamentos da pesquisa e a resposta de inversao nao foi superior do que os
niveis 10 e 20 mg/kg de ragdo, recomenda-se usar niveis menores para inversao feminina

de jundids.

Conclusao

Pode-se concluir que a inversdao sexual foi satisfatoria a partir da inclusdao de 20mg/kg
de racdo de benzoato de estradiol e o nivel maior de hormoénio feminino adicionado na dieta
prejudicou as larvas no ganho de peso durante o periodo do tratamento hormonal, mas

doses mais baixas ndo alteraram o crescimento nem a sobrevivéncia das mesmas.
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Tabelas
TABELA 1- Racdo base utilizada para as inclusdes de benzoato de estradiol e anélise
laboratorial realizada no Departamento de Zootecnia, UFSM, Laboratério de Nutricdo

Animal (LNA)

INGREDIENTES % MS

Figado de aves (in natura) 33

Levedura de cana 57

Farelo de arroz desengordurado 6

Lecitina de soja 2

Premix Vitaminico 1

Premix mineral 1

% MS

AMOSTRA MS MO PB EE FB ENN
RACAO 86,95 91,59 48,33 7.94 4.92 30.45

MS = Matéria Seca; MO = Matéria Organica; PB = Proteina Bruta; EE = Extrato Etéreo;
FB = Fibra Bruta; ENN = Extrativos Nao Nitrogenados; NDT = Nutrientes Digestiveis
Totais (estimado);
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TABELA 2- Peso, biomassa e taxa de crescimento de larvas de jundid submetidas a

dietas com diferentes niveis de inclusGes de benzoato de estradiol.

Tempo Niveis de hormonio (mg/kg ragao)
(dias) 0 10 20 40 50
Peso(g)
20 0,77°+0,01 0,89°10,01 0,79°£0,03 0,86"10,02 0,47°+0,01
40 1,8620,09 1,7240,07 1,91140,05 1,8740,09 1,77+0,08

Biomassa (g)

20 57,06" 66,55" 58,25 63,15" 31,28°
40 129,51 117,34 134,96 128,99 115,61

Taxa de Crescimento Especifico (%/dia)

40 5,46 4,14 5,62 5,07 6,51

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si por
teste de Tukey (P<0,05).
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FIGURA 1- Porcentagens de machos e fémeas obtidos nas larvas de jundid
(Rhamdia quelen) alimentadas com diferentes niveis de inclusdo na dieta de benzoato de

estradiol .

Diferentes letras minudsculas indicam diferenca significativa na porcentagem de machos entre os tratamentos
(P<0,05). Diferentes letras maiusculas indicam diferenca significativa na porcentagem de fémeas entre os

tratamentos (P<0,05).



31

Agradecimentos

Os autores agradecem a CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Nivel Superior) pela
bolsa de mestrado para T.S. Medeiros e ao CNPq (Conselho Nacional de DEsenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico) pelo financiamento desta pesquisa e pela bolsa produtividade

para B. Baldisserotto.

Referéncias

BARCELLOS, LJ.G.; KREUTZ, L.C.; QUEVEDO, R.M. et al. Nursery rearing of jundia,
Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard) in cages: cage type, stocking density and stress
response to confinement. Aquaculture, v.232, p.383-394, 2004.

BLAZQUEZ, M.; PIFERRER, F.; ZANUY, S. et al. Development of Sex control
techniques for European sea bass (diacentrarchus labrax L.) aquaculture: effects of dietary
17 B - metiltestosterone prior to sex differentiation. Aquaculture, v.135, p.329-342,

1995.

COLDEBELLA, LJ.; RADUNZ NETO, J. Farelo de soja na alimentacdo de alevinos de
jundia (Rhamdia quelen). Cienc. Rural, v.32, p.499-503, 2002.

GEORGE, T.; PANDIAN, T.J. Production of ZZ females in the female — heterogametic
black molly, Poecilia sphenops, by endocrine sex reversal and progeny testing.

Aquaculture, v.136, p.81-90, 1995.

GOETZ, F. W.; DONALDSON, E.M.; HUNTER, G.A. et al. Effects of estradiol 17 and
17 o methyltestosterone on gonadal differentiation in the coho salmon, Oncorhynchus

kisutch. Aquaculture, v.17, p.267-278, 1979.

GOETZ, F. W.; DONALDSON, E.M.; HUNTER, G.A. et al. Effects of estradiol 17 and

17 a methyltestosterone on gonadal differentiation in the coho salmon, Oncorhynchus



32

kisutch. Aquaculture, v.17, p.267-278, 1979.

MELARD, C. Production of a high percentage of male offspring with 17 o
ethynylestradiol sex-reversed Oreochromis aureus. 1 — Estrogen Sex-reversal and

production of F2 pseudofemales. Aquaculture, v.130, p.25-34, 1995.

MELLITO DA SILVEIRA, M.P: Y.A. TABATA E M.G. RIGOLINO. 1995. Analise
macro e microscopica de gonadas de Oncorhynchus mykiss esterilizadas ou masculinizadas

pela 17-a metiltestosterona. Boletim do Instituto de Pesca 22(1):93-102.

PIFRRER, F. Endocrine sex control strategies for the feminization of teleost fish.

Aquaculture, v.197, p.229- 281, 2001.
SPECKER, J.L.; CHANDLEE, M.K. Methodology for estradiol treatment in marine larval
and juvenile fish: uptake and clearance in summer flounder. Aquaculture, v.217, p.663-

672, 2003.

STRUSSMANN, C.A.; TAKASHIMA, F.; TODA, K. Sex differentiation and hormonal

feminization in pejerrey Odontesthes bonariensis. Aquaculture, v.139, p.31-45, 1996.

YAMAZAKI, F. Aplication of hormones in fish celulare.

YAMAMOTO, T. Sex differentiation In: HOAR, W.S.; RANDALL, D.J. (Eds.) Fish
physiology. New York: Academic Press, v.3. 1969. p.117-175.



33

Manuscrito 02

Inversao sexual e crescimento de larvas de
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INVERSAO SEXUALE CRESCIMENTO DE LARVAS DE JUNDIA, I/?hamdia quelen,
ALIMENTADAS COM RACOES CONTENDO DIFERENTES PRINCIPIOS ATIVOS
DE ESTRADIOL

T. S. Medeiros, C. Colpo, D. Grigoletto, D. I. Martins, F. W. Ferreira , K. P. Barreto,
B. Baldisserotto

Resumo

O objetivo deste trabalho é acompanhar a inversdo sexual, crescimento e
sobrevivéncia de larvas de jundid Rhamdia quelen, submetidas a diferentes principios
ativos de estradiol (valerato, cipionato e 17pB-estradiol). Para o experimento foram
utilizados lotes de larvas (300 larvas/caixa de 30L) alimentadas com racdo a partir do
momento em que aceitaram alimentacdo exdgena (3 dias pos-eclosdo). A dieta foi acrescida
pelos principios ativos de estradiol na dose de 30mg/kg de racdo, e o periodo de tratamento
com hormonio durou 20 dias. Todos os tratamentos foram feitos em triplicata. As larvas
receberam alimento em excesso 4 vezes por dia com uma ragdo baseada em levedura de
cana e figado de frango. No final dos 20 dias foram feitas as contagens, pesagens e
medi¢des das larvas, as mesmas foram mantidas separadas nas suas respectivas caixas sob
condi¢cdes normais de cultivo por 40 dias, para os procedimentos de andlise histoldgica,
visando a determina¢@o do sexo. O peso médio das larvas da dieta sem horménio foi maior
que os demais tratamentos aos sete dias. Aos 21 dias do experimento somente o tratamento
com cipionato de estradiol apresentou peso inferior em relacdo aos demais tratamentos, 0s
quais nao tiveram diferencas entre si. Nos 40 dias do experimento o ganho de peso por
ocasido da inclusdao de 30mg/kg de cipionato de estradiol foi superior aos demais. Nao

houve diferencas significativas entre todos os tratamentos na inversao sexual das larvas.

Palavras-chaves:, desenvolvimento, fémeas ,hormonio feminino, peixes
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SEX REVERSAL AND GROWTH OF SILVER CATFISH Rhamdia quelen, FED DIETS
WITH DIFFERENT ACTIVE PRINCIPLES OF ESTRADIOL.

T. S. Medeiros, C. Colpo , D. Grigoletto, D. I. Martins, F. W. Ferreira ,K. P. Barreto, B.
Baldisserotto.
Abstract
The purpose of this study was to analyze the sex reversal, growth and survival of

silver catfish, Rhamdia quelen, larvae submitted to diets with different active principles of
estradiol. The diets were added with the active principles in the dosis of 30 mg/kg feed, and
the time of feeding with hormones was 20 days. All treatments were made in triplicate.
Larvae were fed in excess four times a day with feed based on sugar cane yeast and chicken
liver. After 20 days larval biometry was performed, but larvae were maintained in their own
boxes under normal conditions of cultivation for additional 40 days, to the histological
analysis procedures to sex determination. Larvae fed diet withou hormone showed
significantly higher weight after seven days. After 21 days larvae fed ciprionate of estradiol
presented lower weight compared to other treatments, but after 40 days this treatment
showed higher weight gain. There was no significant differences on sex reversal between

all treatments.

Key-words: development, female, female hormone, fish
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Introducao

Jundia € o nome comum dado aos peixes pertencentes ao género Rhamdia formado
por 11 espécies, tendo presentes no Brasil: Rhamdia foina, Rhamdia itascaiunas, Rhamdia
laukidi, Rhamdia muelleri, Rhamdia poeyi, Rhamdia jequitinhonha e Rhamdia quelen,
sendo esta ultima a mais encontrada, desde o sudeste do México até o centro da Argentina
(BALDISSEROTTO,2004).

O cultivo de Rhamdia quelen estd aumentando no sul do Brasil, por apresentar boas
caracteristicas zootécnicas e excelente aceitacdo no mercado consumidor (GOMES et al.,
2000). A inversdo sexual permite que o criador consiga ter nos seus tanques exemplares de
apenas um sexo, preferencialmente o que apresenta melhor crescimento. Por exemplo,
alguns machos de truta arco-iris atingem a maturac¢io sexual ja nos primeiros dias de vida,
enquanto as fémeas sé alcangardo a maturacdo em dois anos. Nesta espécie a maturagao
estd associada a uma diminuicdo do ganho de peso, perda da qualidade da carne e maior
incidéncia de doengas. Portanto o criador tem interesse em ter a maior percentagem de
fémeas por grupo, de modo a obter exemplares de maior tamanho.

Segundo experimentos recentes realizados no laboratério de piscicultura da
Universidade Federal de Santa Maria as fémeas de jundia crescem cerca de 30% a mais que
os machos, mas até o momento ndo se sabe se esta diferenca é devido a uma maturagdo
mais precoce nos machos ou por menor desempenho zootécnico em termos de crescimento.
Devido a importancia de realizar novas técnicas de cultivo da espécie faz-se necessario
estudo aprofundado sobre principios hormonais ativos que ndo interfiram no crescimento
dos peixes e tenham respostas satisfatorias na inversao sexual.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a feminilizacdo de jundids através da
administra¢do dos principios 17 B-estradiol, de valerato de estradiol cipionato de estradiol,
adicionados na dose de 30 mg/kg de racdo por tratamento e o desempenho produtivo das

larvas sobre acao hormonal.
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Material e métodos:

As larvas utilizadas no experimento foram obtidas na Piscicultura Bela Vista,
através de uma desova induzida com extrato hipofisario de carpa. Os ovos ficaram em
incubadoras até a eclosdo, e apds as larvas foram transportadas para o Laboratério de
Endocrinologia Animal da UFSM.

Foram utilizados lotes de larvas (300 larvas/ caixas de 30L) alimentados com racao
a partir do momento de aceite da alimentacdo exdgena (2-3 dias pds-eclosdo).

Diferentes principios ativos de estradiol (17 B-estradiol, valerato de estradiol,
cipionato de estradiol) na dosagem de 30 mg/kg racdo foram acrescidas em ragdo basal
preparada conforme descrito por Silva et al (2005) (Tabela 5).

Os ingredientes foram homogeneizados e os principios ativos (dissolvido em 6leo
de canola) foram incluidos nesta mistura imida. Na seqiiéncia, a racdo imida foi submetida
a secagem em estufa de circulacdo, regulada com temperatura de 60°C +2°C. A ragado seca
foi dividida em granulometrias de 100-200, 200-400 e 400-600um, as quais foram
administradas na primeira, segunda e terceira semanas experimentais, respectivamente.
Todas as fracdes foram embaladas em sacos plasticos e mantidas em refrigerador até o
momento de consumo.

Todos os tratamentos foram feitos em triplicata. As larvas foram distribuidas
aleatoriamente nos aqudrios e alimentadas em excesso quatro vezes por dia, por 20 dias. Os
aqudarios continham circuito aberto da 4gua com renovagao constante (vazao de 20mL/min),
e a limpeza foi realizada diariamente através de sifonagem. No final dos 20 dias de
tratamento hormonal os peixes ainda foram mantidos nas suas respectivas caixas por mais
40 dias, até que pudessem ser utilizadas 20 larvas por caixa para os procedimentos de
andlise histolégica, visando a determinacdo do sexo. as medidas de peso, comprimento e
sobrevivéncia foram realizadas aos 7, 14, 21 e 40 dias experimentais também se utilizaram
20 larvas por caixa.

Diariamente, pela manhd, foi mensurada a temperatura da dgua das caixas com
termOmetro de mercurio, escala de 1°C e, oxigénio dissolvido (mg.L'l) com oximetro
digital e, realizada a sifonagem da dgua das unidades experimentais, para a retirada das

excretas e restos de alimento. Semanalmente, foi verificada a dureza (rng.L'ICacz),
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alcalinidade (mg.L'CaC;,), pH, aménia e nitrito (mg.L™) obtidos por métodos de titulagio e

colorimétrico da dgua das caixas.

Determinagdo do sexo

Os peixes foram fixados em formol neutro (5%), para extracdo das visceras, as quais
passaram por processo de desidratacdo em dlcool etilico 70, 80, 90 e 100% e xilol. Na
seqiiéncia, foram incluidas em parafina para o corte, coradas com hematoxilina eosina
conforme Mellito de Silveira et al. (1995), a fim de verificar em microscépio o tecido
gonadal e o sexo. As andlises foram realizadas no Nucleo de Andlise de Imagens
Bioldgicas (NAIMB) — Laboratério de Ictiopatologia, do Departamento de Biologia e
Quimica da Universidade Regional do Noroeste do Rio Grande do Sul, UNIJUL

Andlise do desenvolvimento

Com a finalidade de avaliar a sobrevivéncia e o crescimento dos jundids foram
estimados parametros como: taxa de sobrevivéncia (%), peso médio individual e
comprimento total médio das larvas /tratamentos, taxa de crescimento especifico (G)=
(peso médio inicial -peso médio final)/tempo em dias x 100, e a biomassa total obtido do

peso médio individual x nimero de jundids restantes apds final do periodo avaliado.

Andlise estatistica

Para a andlise dos dados retirados das amostras nos diferentes tratamentos foi
aplicado o teste de homogeneidade das variincias de Levene. Como as variincias foram
homogéneas, utilizou-se andlise de variancia de um fator seguida do teste de Tukey. Os
calculos foram efetuados com o programa Statistica 5.1. O nivel minimo de significancia

foi de 95% (P < 0,05).

Resultados
Testando os principios ativos do estradiol aos sete dias, o peso médio das larvas da
dieta sem hormonio foi maior que os demais tratamentos (Tabela 4). Aos 21 dias do

experimento somente o tratamento com cipionato de estradiol apresentou peso inferior em
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relacdo aos demais tratamentos, os quais ndo tiveram diferencas entre si. Nos 40 dias do
experimento o ganho de peso por ocasido da inclusao de 30mg/kg de ciprionato de estradiol
foi superior aos demais (Tabelas5).

Nao houve diferengas significativas entre os tratamentos na inversao sexual das
larvas pela inclusdo de 30mg/kg de valerato, cipionato, 173-estradiol e sem hormonio

(Tabela 6).

Qualidade da dgua
Todos os pardmetros de andlise da qualidade da dgua se mantiveram dentro das

faixas ideais para cultivo de jundiéas.

Discussao

As evidéncias da existéncia de um periodo de maior sensibilidade aos tratamentos
hormonais com estrogenos e andrégenos, t€ém sido constatadas em diferentes espécies como
Oncorhynchus kisutch (PIFERRER & DONALDSON, 1989), Oncorhynchus mykiss
(KRISFALUSI & NAGLER, 2000), Oryzias latipes (KOGER et al., 2000) e Oreochromis
niloticus (APPLE & LEBOUTE, 1995). Essa afirmacdo pode explicar o insucesso da
inversdo sexual, observando também outros aspectos que poderiam atuar isolados ou
simultaneamente para este fato, como a dosagem e o principio ativo utilizado.

Ao contrdrio dos andrégenos, a obtengdo do sucesso dos tratamentos com
estrogenos parece ser mais dificil de ser alcancado (MCANDREW, 1993), porque os
andrégenos sdo agentes alteradores de sexo mais potentes que os estrogenos, fato que leva a
necessidade da utilizacdo de maiores dosagens hormonais para feminilizar efetivamente os
peixes (HENDRY et al., 2003). Contudo, mesmo utilizando altas dosagens, em algumas
espécies como as carpas, o emprego de 17 B-estradiol foi completamente ineficiente
(KOMEN & RICHTER, 1993).

Os resultados de 63,33%, 66,66% e 50% nos tratamentos de cipionato de estradiol,
valerato de estradiol e 17 B-estradiol consecutivamente para feminiliza¢do, obtidas neste
experimento, confirmaram as afirmacOes referentes a ineficiéncia dos tratamentos com
niveis pequenos de horménio na ragdo, principalmente quando sdo comparados com

resultados de outros autores. Mélard (1995), obteve 100 % de feminilizagdao utilizando
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suplementacio dietética de 200 mg de 17 o -etinilestradiol.kg' na dieta, em O. aureus.
Scott et al. (1989) obtiveram bons resultados de feminilizacdo em proles de O. niloticus,
geneticamente monossexuais masculinas. Estes autores alcangaram resultados de 51,6 e
83,9% em fémeas, em dois ensaios, respectivamente, utilizando 100 mg de
dietilstilbestrol.kg ™ de dieta.

Resultados de comprimento total superiores aos do presente trabalho foram
verificados por Lazzari et al. (2004), testando diferentes freqii€éncias de alimenta¢do para
larvas de jundid, em que o CT aos 21 dias variou de 14,18 até 15,53 mm. Utilizando 1,5%
de pré-misturas vitaminicas para aves de postura, com ra¢do a base de figado bovino e
levedura de cana, Piaia & Radiinz Neto (1997) obtiveram comprimento total aos 21 dias
para larvas de jundid de 28,83mm, resultado este também superior aos encontrados neste
trabalho.

Koger et al. (2000), ao estudarem o estddio de maior sensibilidade em Oryzias
latipes, a testosterona e 17 B -estradiol, ndo verificaram diferengas significativas quanto a
mortalidade e peso corporal. Mélard (1995) também verificou altas taxas de sobrevivéncia
(97%) de larvas de Oreochromis aureus, submetidas a tratamentos com estrégeno a partir
de suplementacdo dietética. Apesar desses resultados e do presente experimento nao
indicarem a existéncia de toxidade dos tratamentos, evidenciada por Phelps & Popma
(2000), este efeito pode nao ter sido verificado, em decorréncia das reduzidas dosagens
hormonais.

A partir dos resultados observados neste estudo, ajustes de pardmetros como dose,
duracdo dos tratamentos, densidade e manejo, deverdo ser executados a fim de melhorar a

efici€ncia e viabilidade da inclusdo de diferentes principios ativos do estradiol.

Conclusao
Nos 40 dias do experimento o ganho de peso por ocasido da inclusao de 30mg/kg de
cipionato de estradiol foi superior aos demais. Nao houve diferencas significativas entre

todos os tratamentos na inversao sexual das larvas.
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Tabelas

TABELA 3- Peso médio e crescimento total de larvas de jundid, submetidos a dietas

com diferentes principios ativos do estradiol

Principio Hormonal (30mg/kg racao)

Tempo Ciprionato Valerato

. Sem
(dias) . de de 17B-estradiol
Hormonio
estradiol estradiol
Peso(g)

7 0,076bi0,001 0,050°+0,002 0,052%+0,001 0,048°+0,003
14 0,086+0,005 0,080+0,003  0,08410,008 0,086+0,007
21 0,19"4+0,08 0,16b +0,09 0,18%+0,10 0,19%+0,07
40 1,19°40,14 1,24°40,19 1,18°+0,18 1,20°+0,09

Crescimento Total (cm)

7 0,49+0,01  0,48+0,008  0,52+0,008 0,540,007
14 0,5340,07 0,53%0,08 0,5740,03 0,5620,04
21 0,8+0,09 0,69+0,09 0,730,07 0,740,05

40 1,76°+0,12 1,78°40,19 1,80°+0,25 1,88%+0,18

Meédias seguidas de letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si
(P<0,05) por teste de Tukey.
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TABELA 4- Machos e fémeas da amostra retirada aos 40 dias experimentais nos

diferentes principios ativos de estradiol.

Principio Hormonal (30mg/kg racao)

Sem Ciprionato Valerato de
17B-estradiol
horménio de Estradiol  Estradiol

%
MACHOS 40 36,66 33,33 50
FEMEAS 60 63,33 66,66 50

TABELA 5- Racdo base utilizada para as inclusdes de benzoato de estradiol e andlise

laboratorial realizada no Departamento de Zootecnia, UFSM, Laboratério de Nutricdo

Animal (LNA)
INGREDIENTES % MS
Figado de aves (in natura) 33
Levedura de cana 57
Farelo de arroz desengordurado 6
Lecitina de soja 2
Premix Vitaminico 1
Premix mineral 1
% MS
AMOSTRA MS MO PB EE FB ENN
RACAO 86,95 91,59 48,33 7.94 4.92 30.45

MS = Matéria Seca; MO = Matéria Organica; PB = Proteina Bruta; EE = Extrato Etéreo;
FB = Fibra Bruta; ENN = Extrativos Nao Nitrogenados; NDT = Nutrientes Digestiveis

Totais (estimado);
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CONCLUSOES

Niveis hormonais de benzoato de estradiol na dieta das larvas de jundid na faixa de
20 a 50mg/kg por 20 dias a partir do momento da primeira alimentacdo apresentam
inversdo satisfatoria para fémeas .

Os demais principios ativos do estradiol ndo demonstraram inversdo feminina
satisfatéria com a inclusdo de 30mg/kg na dieta das larvas de jundia.

Os principios ativos testados no segundo experimento diminuiram o peso das larvas
no inicio do periodo experimental, mas no término dos 40 dias obteve-se melhor ganho de
peso com o cipionato de estradiol em relacdo aos demais que também ndo tiveram

diferencas entre si.
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