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RESUMO: Foram avaliados trés métodos de identificagdo do sexo em tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus),
nas idades de 30, 60 e 90 dias que foram revertidas mediante a administracgdo do hormoénio androgénico 17 o-
metiltestosterona incorporado as ragdes fareladas com diferentes granulometrias (0,25, 0,35 ¢ 0,50 mm) na dosagem de 60
mg/kg de racdo. As técnicas de sexagem testadas foram: exame macroscopico da papila urogenital, exame microscopico
das gonadas coradas a fresco com acetato-carmim e exame microscopico das gonadas pela rotina histologica. Perante os
trés métodos de sexagem avaliados, a histologia das gonadas obteve o diagnostico mais seguro. As granulometrias das
ragdes utilizadas ndo interferiram nas caracteristicas morfologicas das gonadas, nem nos caracteres sexuais secundarios

dos peixes.
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INTRODUCAO

A tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
apresenta qualidades favoraveis para a piscicultura,
possuindo grande capacidade adaptativa em
condigdes de cultivo, especialmente em relacdo ao
aspecto nutricional, apresentando amplo espectro
alimentar (CARVALHO; FORESTI, 1996). Podem
ser acrescentados outros atributos, tais como,
rusticidade e precocidade sexual (MACLEAN et al.,
2002) além do oferecimento de carne com boas
qualidades organolépticas, baixos teores de gordura
e auséncia de mioespinhas em forma de “Y” no filé
(MEURER et al., 2002), sendo também bastante
apreciada em atividades de pesca esportiva
(“pesque-pagues”) (MEURER et al., 2003).

A precocidade sexual é um complicador
para o cultivo desta espécie (CAVALCANTE et al.,
2004), pois as fémeas da tiladpia a partir de 30 g de
peso podem iniciar sua vida reprodutiva
(WASSERMANN; AFONSO, 2002). Leonhardt e
Urbinatti (1999) afirmaram que o desvio de
elementos plasticos (proteinas) e energéticos
(lipidios e carboidratos) para a reproducdo em
detrimento do crescimento, rapidamente induz a
uma superpopulagdo nos tanques de cultivo.

Segundo atestaram El Gamal et al. (1999) e
Avila e Romagosa (2005) os peixes competem por
espaco ¢ alimento, afetando negativamente o
rendimento do lote. Para contornar tais problemas,
emprega-se ja hd algum tempo o uso da reversdo
sexual das larvas de tildpia por meio do
fornecimento de racdes contendo hormonios
androgénicos durante a fase de larvicultura
(MACINTOSH; LITTLE, 1995; SANCHEZ;
HAYASHI, 2001).

Segundo Phelps e Cerezo (1992) a
utilizacdo de hormoénios masculinizantes mostrou
ser a técnica mais pratica e efetiva para a produgio
de machos fenotipicos. Esta pratica, além de
eliminar problemas relativos a reprodugdo
descontrolada, proporciona a obtencdo de
populagdes constituidas apenas por machos e com
maior potencial de crescimento (TACHIBANA et
al., 2004). Entre os varios hormonios pesquisados, o
androgeno 17 o-metiltestosterona (MT), tem sido
empregado no processo de reversdo sexual por
apresentar a vantagem de ser facilmente excretado
logo apés o periodo do tratamento hormonal
(POPMA; GREEN, 1990; GUERRERO III;
GUERRERO, 1997, MAINARDES-PINTO et al.,
2000).
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Cavalcante et al. (2004) atestaram que
apesar da difus@o da tecnologia da reversdao do sexo
em peixes, faltam meios eficazes na avaliacdo da
qualidade desta reversdo. Geralmente a eficiéncia do
processo de reversdo ¢é avaliada por técnicas
histologicas das gonadas dos peixes (CARVALHO;
FORESTI, 1996; PALLER; GUERRERO II1, 2001)
e pelo método do acetato-carmim, desenvolvido por
Guerrero e Shelton (1974) e validado para a tilapia-
do-nilo por Wassermann e Afonso (2002). Além
desses, existe o método de sexagem manual das
tilapias por meio do exame da papila urogenital
(AFONSO; LEBOUTE, 1993; BEARDMORE et
al., 2001; TACHIBANA et al., 2004; AVILA;
ROMAGOSA, 2005).

O presente trabalho desenvolvido com
larvas de tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus)
submetidas ao processo de reversdo sexual com
racdes de diferentes granulometrias teve o intuito de
validar a idade e o método de sexagem que
confirmem o diagndstico mais seguro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Biotério
do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias
(FCAV) e no Setor de Tilapicultura do Centro de
Agqiiicultura (CAUNESP), ambos da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de Jaboticabal, SP,
durante um periodo de 90 dias.

As analises laboratoriais foram conduzidas
no Laboratdrio de Histologia de Peixes associado ao
CAUNESP e sediado no Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da FCAV/UNESP.

Foram utilizadas 900 larvas de tilapia-do-
nilo com dois dias de idade pos-eclosdo (DPE),
distribuidas em um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com trés tratamentos e trés
repetigdes em um esquema de parcelas subdivididas,
tendo como parcelas as trés granulometrias de racao
e como subparcelas as trés idades analisadas. Os
tratamentos foram constituidos pelas granulometrias
0,25, 0,35 ¢ 0,50 mm.

Considerou-se como unidade experimental
um aquario contendo 100 larvas. Durante o
experimento foram ocupados nove aquarios com
capacidade de 130 L, com volume de 100 L de 4gua,
equipados com sistemas de aeracdo e abastecimento
hidrico continuos. A vazdo da mesma foi de 400
mL/min, possibilitando 100% de renovacdo a cada
duas horas. Os aquarios foram sifonados
diariamente pela manha e a tarde para eliminagao de
residuos, com o intuito de preservacdo da qualidade
aquatica. As temperaturas da agua (maxima e
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minima) eram registradas diariamente pela manha,
antes da sifonagem dos mesmos. Os outros
parametros fisicos e quimicos analisados no inicio
do experimento foram pH, oxigénio dissolvido,
alcalinidade, dureza e amoénia. A determinagdo da
alcalinidade seguiu a metodologia de Goltermann et
al. (1978) e os demais pardmetros foram obtidos por
meio o aparelho HORIBA U - 10.

A racdo utilizada para o periodo
experimental continha a seguinte composi¢do: 35%
PB, 5,19% FB, 6,22% EE e 4130 Kcal EB/Kg,
diferindo apenas nos tamanhos das particulas, sendo
triturada e peneirada nas trés granulometrias
testadas que foram 0,25, 0,35 e 0,50 mm. No
momento do preparo das ragdes adicionou-se o
andrégeno 17 a-metiltestosterona  (Fish-Braz,
Botucatu, SP) na dosagem de 60 mg/kg de racao,
diluido em 500 mL de alcool etilico. Os animais
foram alimentados com ragdo na forma farelada,
fazendo-se o uso do regime de alimentagdo ad
libitum, com freqiiéncia de arracoamento de trés
vezes ao dia, em horarios pré-determinados (9h, 14h
e 17h30min) durante 30 dias, que é o periodo usual
do processo de reversdao sexual. Apos este periodo,
utilizou-se ragdo sem hormonio de granulometria
0,35 mm para crescimento até os 90 dias de idade,
com o mesmo regime de alimentacao.

Procedeu-se com as amostragens dos peixes
aos 30, 60 e 90 dias de idade, sendo os animais
anestesiados em solug¢do de benzocaina a 0,1%,
sacrificados por aprofundamento do plano
anestésico ¢ fixados inteiros em solugdo de formol
tamponado a 10% com pH 7,4, durante 24 horas.
Vencido o tempo de fixagdo os peixes foram
colocados em solucdo de alcool 70%. Para as
analises dos métodos de sexagem foram coletados
30 peixes/tratamento de cada idade proposta.

Os métodos de sexagem testados foram:
exame macroscopico da papila urogenital, exame
microscopico das gonadas pela colorag@o a fresco
com acetato-carmim € exame microscopico das
gonadas pela rotina histologica.

O método da identificagdo macroscopica do
sexo foi realizado por meio da evidenciagdo da
papila urogenital com solugdo de Azul de Metileno
a 1%. Tal diagnostico é possivel devido ao fato da
tilapia ser sexualmente dimodrfica (AFONSO;
LEBOUTE, 1993).

Para a execucdo das técnicas microscopicas
de sexagem, as gonadas foram retiradas da cavidade
celdomica dos peixes seguindo a metodologia de
Wassermann e Afonso (2002) e com o auxilio de
uma tesoura, cada peixe foi incidido ventralmente,
da papila urogenital até a base da nadadeira peitoral.
Realizou-se uma abertura lateral no antimero
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esquerdo do peixe, por onde as visceras foram
cuidadosamente  retiradas, conservando-se  as
gbonadas. Algumas gotas de solucdo de Bouin foram
colocadas  topicamente sobre as  gonadas,
enrijecendo e evidenciando o tecido gonadal,
facilitando a sua retirada com o auxilio de uma
pinca. A fim de que fosse possivel a realiza¢do do
exame microscopico das gonadas de um mesmo
peixe, convencionou-se que uma das gonadas,
direita ou esquerda, seria destinada para a técnica do
acetato-carmim e a outra para a sexagem
histologica.

A gobnada (esquerda ou direita) apos a
retirada foi imediatamente estendida sobre uma
lamina de vidro onde foram instiladas algumas gotas
da solugdo de acetato-carmim. Em seguida, uma
laminula foi colocada sobre este material fazendo-se
uma leve pressao e examinada ao microscopio de
luz em toda a sua extensao.

A outra gonada (esquerda ou direita)
destinada ao processamento histologico foi
desidratada em séries de etanol com concentragdes
crescentes e depois diafanizada em xilol, incluida
em parafina, seccionada ao micrétomo em cortes de
5,0 um de espessura, montada em ldminas de vidro
e corada em H-E. Estas foram analisadas em
microscopio de luz e os melhores cortes foram
fotomicrografados em fotomicroscopio Axioskop —
ZEISS.
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As andlises estatisticas dos dados de
granulometrias ¢ propor¢do entre os sexos foram
realizadas utilizando-se o programa estatistico SAS
(Statistic Analysis System), versdo 8.0 (SAS
INSTITUTE, 2004). Nas analises de sexagem
utilizou-se a estatistica descritiva.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos parametros fisicos e
quimicos da agua nos tanques experimentais foram:
254+1,36 °C a 28+0,62 °C (temperaturas maxima e
minima), 7,7£0,1, 8,840,5 mg/L (pH), 8§,8+0,5
mg/L  (oxigénio dissolvido), 146+11 mg/L
(alcalinidade), 34+5 mg/L (dureza) e 0,12+0,1
mg/L (amonia), valores estes preconizados para a
pratica da aqtiicultura e para o cultivo da espécie por
(POPMA; LOVSHIN, 1996; TACHIBANA et al.,
2004).

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

Figura 1. Papila urogenital (seta grossa) e orificio anal (seta fina) de tilapia-do-nilo macho com 60 dias de

idade.

Este tipo de sexagem requer certa pratica da
pessoa que a realiza, pois ela pode induzir a erros de
diagndstico, especialmente para tildpias com
propor¢des corporais reduzidas. Desprez et al.
(2003) afirmaram que tal técnica estd em processo
de desuso, por ser pouco pratica e altamente

estressante para os animais durante a captura.
Wassermann e Afonso (2002) acrescentaram que a
técnica de sexagem macroscopica ¢ adequada para
identificar o sexo de tilapias nildticas com peso
corporal acima de 0,5 g, informag@o que corrobora
com os dados obtidos no presente trabalho, pois foi
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somente a partir dos 60 dias de idade, que este
método obteve sucesso. Nakamura et al. (1998)
afirmaram que durante o processo de reversdo
sexual em peixes, a masculinizagdo da papila
urogenital pode acontecer antes da masculinizagdo
gonadal. Assim, um peixe pode aparentar ser macho
externamente, € internamente apresentar Ovarios.
Nesse experimento houve ocorréncia deste tipo,
especialmente em peixes com 30 e 60 dias de idade
que, ao exame da papila urogenital mostraram
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externamente serem machos e ao realizar o exame
microscopico das gonadas, resultaram ser fémeas.

Na andlise microscopica das gdnadas
utilizando-se a técnica de coloragdo com acetato-
carmim, observou-se que nos peixes com 30 dias de
idade (= 31,65 mm de comprimento) estas se
mostraram indiferenciadas, sem contornos definidos
no parénquima e com a predominante presenca do
tecido de natureza conjuntivo-fibrosa densa (Figura
2).

Figura 2. Fotomicrografia de gonada de tilapia-do-nilo com 30 dias de idade (acetato-carmim). Obj= 40x.
Sexo: Indiferenciado. As setas indicam a rica presenga de tecido fibroso.

Os individuos diagnosticados como sendo
machos nesta fase, apresentaram estruturas
semelhantes a  tibulos seminiferos  muito
rudimentares e pouco caracteristicos enquanto que,
aqueles identificados possivelmente como fémeas
exibiram estruturas ovoides que se assemelhavam a
ovocitos rudimentares, mergulhados numa matriz
altamente fibrosa de natureza conjuntiva. Estes
dados concordam com o trabalho de Carvalho e
Foresti (1996), onde em Oreochromis niloticus
somente aos 48 dias pdde ser evidenciada a presenga
de células germinativas da linhagem feminina em
atividade meidtica e a formagdo da cavidade
ovariana, demonstrando que a diferenciagdo
morfologica da gonada para a formagdo dos ovarios
ocorre neste periodo. Concordando com os mesmos
autores, a diferenciagdo morfologica dos testiculos é
evidenciada aos 68 dias de vida, pela presenca de
cistos germinativos contendo espermatogdnias.
Paller e Guerrero III (2001) encontraram resultados
semelhantes, onde a diferenciagdo morfologica dos
ovarios nas tilapias-do-nilo  ocorre = mais
precocemente que os testiculos. Em Oreochromis
mossambicus o inicio da diferenciagdo entre os

sexos morfologicamente visivel é mais precoce,
ocorrendo aos 37 dias de idade (CHMILEVSKIY,
1995). Babiker e Ibrahim (1979) demonstraram que
o desenvolvimento das gonadas em tilapias-do-nilo
estd associado ao crescimento corporal. Esta
afirmacdo corrobora com os resultados obtidos neste
trabalho, pois, nos peixes com 60 e 90 dias de idade,
0s caracteres sexuais apresentaram-se mais
evidentes. Os testiculos apresentaram tubulos
seminiferos bem caracterizados que continham
células da linhagem germinativa isoladas ou
agrupadas em cistos (Figura 3).

As fémeas exibiram ovarios contendo
ovocitos em diferentes fases de maturagdo (Figura
4), especialmente nas tilapias com 90 dias de idade.
Podendo-se dizer o mesmo dos machos nesta idade
(Figura 5).

O método de sexagem da coloragdo a fresco
das gonadas com acetato-carmim mostrou ser mais
eficiente nos peixes com idades maiores que 60
dias, pois como foi visto ao término do experimento,
tanto os machos quanto as fémeas estavam bem
definidos.
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Figura 3. Testiculo de tildpia-do-nilo com 60 dias de idade (acetato-carmim). Obj.= 40x. As setas indicam
tabulos seminiferos. TCD: tecido conjuntivo denso.

Figura 4. Ovario de tilapia-do-nilo com 90 dias de idade (acetato-carmim). Obj.= 20x. As setas indicam
ovocitos.

Figura 5. Testiculo de tildpia-do-nilo com 90 dias de idade (acetato-carmim). Obj.= 10x. As setas indicam
lobulos seminiferos.
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Os individuos intersexos foram encontrados
com 60 dias, cujas gonadas apresentaram
caracteristicas morfologicas masculinas e femininas
coexistindo simultaneamente. Pandian e Sheela
(1995); Carvalho e Foresti (1996) e Neumann
(2004) relataram que a intersexualidade em tilapias
pode ser resultante de altas dosagens de androgenos
(acima de 60 mg/kg de racdo), ou pela
administracdo destes por periodos prolongados
(acima de 30 dias).
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A andlise histolégica das gonadas em
tilapias com 30 dias de idade confirmou a fase de
gbnadas indiferenciadas, apresentando abundéncia
de tecido conjuntivo denso fibroso, ndo sendo
possivel o diagnéstico do sexo (Figura 6). Babiker e
Ibrahim (1979), Carvalho e Foresti (1996) e Paller e
Guerrero III (2001) também encontraram estas
mesmas caracteristicas em tildpias niloticas nesta
idade.

Figura 6. Fotomicrografia de gonada de tilapia-do-nilo com 30 dias de idade. Obj.= 40x (HE). Observar a
riqueza de tecido conjuntivo denso e de células germinativas indiferenciadas.

Para os peixes com 60 ¢ 90 dias de idade, a
identificacdo entre machos e fémeas foi evidente,
pois as gbnadas apresentaram-se bem definidas,
especialmente aos 90 dias. Nos machos, os cortes
histologicos longitudinais dos testiculos mostraram-
se envolvidos por uma delgada capsula de tecido

conjuntivo contendo em seu interior tabulos
seminiferos, onde cada um deles mostrou células da
linhagem germinativa isolada ou em cistos,
organizacdo morfologica também observada no
trabalho de Babiker e Ibrahim (1979) e Paller e
Guerrero III (2001) (Figuras 7 e 8).

Figura 7. Testiculo de tilapia-do-nilo com 60 dias de idade. Obj.= 40x (HE). As setas indicam os tabulos

seminiferos.
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Figura 8. Testiculo de tilapia-do-nilo com 90 dias de idade. Obj.= 20x (HE). As setas indicam os tibulos
seminiferos com espermatozdides maduros em seu interior.

Nas fémeas com 60 ¢ 90 dias de idade, os e 10). Coward e Bromage (1999) também
cortes histologicos longitudinais dos ovarios observaram este padrdo de organizacdo morfoldgica
exibiram ovarios bem diferenciados e caracteristicos dos ovocitos em Tilapia zilli.

e em varias fases de maturagdo ovocitaria (Figuras 9

fases de desenvolvimento, desde a fase imatura até a maturacao final (vitelogénese).
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A presenca de intersexos foi notada em
peixes analisados com 60 dias. O tipo de intersexo
observado foi em sua maioria, composto por
testiculos contendo alguns ovdcitos dispersos no
parénquima das goénadas, corroborando com os
resultados de Carvalho e Foresti (1996) e Neumann
(2004) para peixes desta espécie, que foram
submetidos ao processo de reversdo do sexo
induzida por hormdnios androgénicos.

Faz-se necessario considerar que houve
muitas dificuldades na disseccdo, coleta e analise
das gonadas nas tilapias com 30 dias de idade,
devido as pequenas dimensoes corporais e também
ao alto grau de imaturidade do tecido gonadal. A
indiferenciagdo morfologica das gbnadas
impossibilitou o diagnostico sexual correto destes
animais, especialmente para o método de preparagio
das gbénadas com o acetato-carmim. No
processamento histologico das gonadas, devido aos
finos cortes realizados (5,0 pm), houve uma melhor
identificagdo do sexo nesta fase. Wassermann e
Afonso (2002) e Bombardelli et al. (2004)
preconizaram que para a execugdo da técnica usando
0 acetato-carmim, os peixes devem apresentar
tamanhos maiores que 2,5 cm € pesar mais que meio
grama.

A partir dos 60 dias de idade, a identificagdo
do sexo dos peixes tornou-se mais evidente, visto
que o desenvolvimento e a maturacdo gonadal na
tilapia-do-nilo estdo fortemente relacionados com o
desenvolvimento corporal (BABIKER; IBRAHIM,
1979), tanto no aspecto macroscopico, onde a papila
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urogenital mostrou-se facilmente distinguivel,
quanto no aspecto microscopico, pois as gonadas
apresentaram-se mais diferenciadas, culminando aos
90 dias com a completa defini¢do do sexo. Nesta
idade, houve maiores acertos no processo de
sexagem, independentemente do método de analise
utilizado.

Como ja relatado em trabalhos anteriores, os
diametros de grio das ragdes-tratamento utilizadas
nao interferiram nas caracteristicas morfologicas das
gbnadas e nem nos caracteres sexuais secundarios
dos peixes (MAKINO, 2005).

CONCLUSAO

Nao se recomenda a sexagem das tilapias
aos 30 dias de idade (comprimento de +31,65 mm)
por nenhum dos métodos estudados, estando a
eficiéncia da sexagem relacionada mais ao tamanho
e peso dos peixes (acima de 3,0 cm e 0,5 g) do que
propriamente a idade avaliada. Tal como era
esperado, o método de analise histologica das
gonadas permitiu um diagnoéstico mais seguro,
frente aos outros métodos.
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ABSTRACT: Three methods of sexual identification were evaluated in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) at

ages of 30, 60 and 90 days that were submitted to sexual reversion under administration of androgen hormone 17 a-
methyltestosterone added to crumble diets with different granules sizes (0.25, 0.35 and 0.50 mm) in dosage of 60mg/kg.
The techniques of sexual identification employed were: a) Macroscopic examination of urogenital papilla; b) Microscopic
examination of gonads through stain with carmine-acetate and c) Microscopic examination of gonads through histological
routine. In the presence of three methods of sexual identification evaluated, histology of gonads has shown the most
confident diagnosis. The grain diameters of rations did not interfere in morphological characteristics of gonads, neither in
secondary sexual characters of fish.

KEYWORDS: Oreochromis niloticus. Histology. Gonads. Sex reversal.
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