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RESUMO

O presente experimento avaliou o efeito da alta temperatura na frequéncia sexual da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus). A pesquisa utilizou um sistema de recirculag@o para a incubagao de ovos e larvas de
tilapia, permitindo a investigacdo do efeito da temperatura no desenvolvimento dos ovos. A incubagdo ocorreu
em duas condic¢des de temperatura diferentes: ambiente (28°C) e elevada (37°C). O contato dos ovos da tilapia
do Nilo com a alta temperatura promoveu um aumento significativo (p < 0,05) da mortalidade. Os resultados
indicaram que a propor¢do de machos fenotipicos e fémeas nao apresentou diferencas significativas, mesmo
quando os ovos foram incubados em agua a 37°C, em comparagdo com a temperatura ambiente. Portanto, os
resultados sugerem que a alta temperatura de incubagao dos ovos de tilapia afeta a sobrevivéncia, mas ndo se
apresenta como um fator determinante para a propor¢ao de machos e fémeas na prole.

Palavras-chave: proporgdo sexual, aromatase, diferenciacdo sexual.

ABSTRACT

The present experiment assessed the effect of high temperature on the sexual frequency of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus). The research utilized a recirculation system for the incubation of tilapia eggs and
larvae, enabling the investigation of temperature's effect on egg development. Incubation took place under two
distinct temperature conditions: ambient (28°C) and elevated (37°C). Contact with high temperature
significantly increased Nile tilapia egg mortality (p < 0.05). The results showed that the ratio of phenotypic
males to females did not present significant differences, even when eggs were incubated in water at 37°C
compared to ambient temperature. Hence, the findings suggest that high incubation temperature affects the
survival of tilapia eggs but does not act as a determinant factor for the ratio of males to females in the offspring.
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RESUMEN

Este experimento evalu6 el efecto de las altas temperaturas sobre la frecuencia sexual de la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus). La investigacion utilizé un sistema de recirculacion para la incubacidon de huevos y
larvas de tilapia, lo que permiti6 investigar el efecto de la temperatura sobre el desarrollo de los huevos. La
incubacion se llevo a cabo en dos condiciones diferentes de temperatura: ambiente (28°C) y alta (37°C). El
contacto de los huevos de tilapia del Nilo con la temperatura alta produjo un aumento significativo (p < 0,05)
de la mortalidad. Los resultados indicaron que la proporciéon de machos y hembras fenotipicos no difirio
significativamente, ni siquiera cuando los huevos se incubaron en agua a 37°C en comparacion con la
temperatura ambiente. Por lo tanto, los resultados sugieren que la elevada temperatura de incubacion de los
huevos de tilapia afecta a la supervivencia, pero no es un factor determinante de la proporcion de machos y
hembras en la descendencia.

Palabras clave: proporcion de sexos, aromatasa, diferenciacion sexual.

INTRODUCAO

A diferenciacdo sexual em peixes ¢ um processo complexo, regulado por uma série de vias bioquimicas
que envolvem fatores de transcri¢do, enzimas esteroidogénicas, receptoras e sistemas de mensagens
secundarias (Baroiller et al., 1999; Devlin e Nagahama, 2002). Um dos fatores ambientais que podem
influenciar esse processo ¢ a temperatura, que pode afetar a estrutura e a funcdo das proteinas e outras
macromoléculas, bem como a ac¢do génica e a diferenciacdo do sexo fenotipico (Baroiller e D’Cotta, 2001;
Ospina-Alvarez e Piferrer, 2008). A influéncia da temperatura na diferenciagdo sexual tem sido extensivamente
estudada em répteis, onde a diferenciagdo sexual das gonadas ¢ sensivel a temperatura de incubagdo dos ovos
durante o periodo critico de desenvolvimento embrionario (Desprez e Melard, 1998; Kuntz ef al., 2003; Pieau
et al., 1999). Os peixes, como animais pecilotérmicos, desenvolvem-se em um ambiente externo e, portanto,
sd0 suscetiveis a alteragdes fisicas, como variagdes de temperatura. Essas variagcdes podem ter um impacto
significativo na sua diferenciacao sexual (Devlin e Nagahama, 2002). A diferenciagdo sexual em peixes pode
ser classificada em gonocoristica, hermafrodita ou unissexual, de acordo com a presenga e a formagao dos
sexos (Yamamoto, 1969). Na tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, a determinacdo do sexo genotipico ¢
influenciada tanto por fatores de maior acdo contidos nos cromossomos X e Y, quanto por fatores genéticos de
menor ag¢ao contidos nos cromossomos autossémicos (Baroiller ef al., 1999; Devlin e Nagahama, 2002). Os
efeitos da temperatura na diferenciacdo sexual parecem ser mediados pela atividade da aromatase, um
complexo enzimatico responsavel pela conversdo de androgenos em estrogenos (Piecau e Dorizzi, 2004). A
sintese de estradiol nas fémeas e a presenca de receptores de esterdides em ambos os sexos também
desempenham um papel crucial neste processo (Crews e Bergeron, 1994; Manning e Kime, 1984). Em tilapias
do Nilo, altas temperaturas podem causar masculinizacdo ou esterilizagdo das fémeas, um fendmeno associado
a reducgdo dos niveis de mRNA da aromatase e baixos niveis de estradiol (D’Cotta ef al., 2001; Pandit et al.,
2015). A aromatase € essencial para a diferenciacdo dos ovarios e a oogénese, pois controla a sintese de
estrogenos (Pieau e Dorizzi, 2004; Ramsey e Crews, 2009). Durante a diferenciagdo sexual na tilapia, ocorre
um aumento na expressao da aromatase, 9 dias apds a fecundagdo, resultando em altos niveis de estradiol
(Diotel et al., 2010; Guiguen et al., 2010). Alta temperatura, androgenos exdgenos ou inibidores de aromatase
podem substituir a diferenciag@o sexual genética e induzir o desenvolvimento de testiculos através da supressao
da atividade da aromatase ainda no desenvolvimento embrionario (Baroiller et al., 2014; Wang e Tsai, 2006).
Rougeot et al. (2008) foram os primeiros a demonstrar a possibilidade de modificar a via normal de
diferenciagdo sexual durante o desenvolvimento embrionario da tilapia do Nilo, por meio da temperatura, antes
do aparecimento do sistema reprodutivo. Baras et al. (2001) sugeriram a sele¢do de linhagens ou matrizes
termossensiveis. Bombardelli et al. (2004) destacaram a tendéncia de empregar técnicas que nao utilizam
compostos esteroides. Observacdes de maior crescimento e esterilizagdo permanente em peixes tratados com
alta temperatura sugerem que este método pode ser uma ferramenta adequada e ecologicamente correta para
induzir esterilidade em peixes com maior tolerancia térmica (Pandit ez al., 2015). Dessa forma, o objetivo deste
trabalho consiste em avaliar o impacto da temperatura na frequéncia sexual da tilapia do Nilo. Com esta
pesquisa, pretendemos aprofundar a compreensdo dos mecanismos de diferenciacdo sexual nesta espécie,
fornecendo informagdes valiosas para a aquicultura.
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MATERIAL E METODOS

LOCAL E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi realizado no municipio de Parnaiba, Piaui, Brasil durante o periodo do verdo. Foram
utilizados um lote de reprodutores composto de 120 fémeas e 50 machos. Os peixes foram mantidos em quatro
tanques de lona pléstica com capacidade para 5000 L, com recirculagdo de dgua (Guilherme, 2005; Guilherme
e Morelli, 2008), sendo trés piscinas para fémeas ¢ uma para machos. Os peixes foram alimentados diariamente
uma Unica vez até a saciedade, com ra¢do comercial contendo 35% de proteina bruta (PB). Foi avaliado o
efeito de uma alta temperatura (37°C) na incubacdo de ovos da tilapia do Nilo sobre a frequéncia sexual
comparado a temperatura ambiente (28°C). O delineamento experimental completamente casualizado com dois
tratamentos e trés repeticdes, onde uma unidade experimental foi considerada um tubo de ensaio com 50 ovos.
Apo6s o nascimento as larvas foram criadas até a fase de alevino para a verificagcdo do sexo.

ESTRUTURA EXPERIMENTAL

Duas incubadoras com sistema de recirculagdo de agua foram estruturadas para o desenvolvimento de ovos
e larvas de tilapia, operando com tubos de ensaio suspensos sobre uma bacia de 15 litros, como ilustrado na
Figura 1.

A

Figura 1. Desenho esquematico da incubadora utilizada para a incubagdo de ovos e larvas de tildpia. A configuragio
inclui uma bacia de 15 litros como reservatorio de dgua (A), tubos de ensaio suspensos acima da dgua (B), um sistema de
recirculagdo de dgua com uma bomba submersa (C), um aquecedor de barras para controle de temperatura (D), e um
termOmetro para controle da temperatura (E).
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A diferenga entre as duas incubadoras estava no controle de temperatura. Em uma das incubadoras, a
temperatura da agua foi controlada por um aquecedor de barras, que foi posicionado proximo a bomba de
recirculagdo do sistema. A outra incubadora ndo possuia controle de temperatura. Estas configuracdes
permitiram um ambiente controlado para a incubag@o de ovos e larvas de tilapia, possibilitando a investigagdo
do efeito da temperatura no desenvolvimento dos ovos.

Para o desenvolvimento de pos-larvas até alevinos, implementou-se um sistema de recirculagdo utilizando
caixas de 11 litros para cultivo, conectadas a um reservatdrio central de 70 litros. O sistema integrou um filtro
mecanico composto por uma manta acrilica sobre uma tela circular concava e um biofiltro de cordas desfiadas,
assegurando a purificacdo da agua recirculada por uma bomba submersa. A distribuicdo da 4gua as caixas foi
controlada por valvulas e tubulagdes ajustaveis, com o retorno da agua ao reservatorio facilitado por
sifonamento e conduzido por tubulagoes PVC. Na fase de crescimento dos alevinos, foi implementado um
sistema de recirculagdo em caixas de 1000 litros, com um sedimentador de 80 litros e um filtro de s6lidos
invertido de 16 litros, ambos auxiliando na remogao de detritos. A recirculagdo foi mantida por uma bomba
submersa que enviava a agua a um biofiltro flutuante dentro da caixa de cultivo, garantindo a filtragem
bioldgica. A drenagem operava pelo principio de vaso comunicante, removendo agua do fundo do tanque e a
enviando para o sedimentador. A aeragao foi assegurada por uma bomba equipada com venturi, otimizando a
oxigenacdo da agua.

SELECAO DOS REPRODUTORES E REPRODUCAO

A conformacao corporal, coloracdo e tamanho da papila urogenital foram utilizadas como critérios para a
selecdo das fémeas para a reproducdo (Herbst, 2002). Dez aquarios de 150 L foram preparados, cada um
recebendo uma fémea. A agua dos aquarios ndo foi aquecida, sendo mantida na temperatura ambiente, com
média de 28 °C, até o término da maturagdo dos ovdcitos. Os aqudrios foram instalados em uma area coberta,
com fotoperiodo natural de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo (12 L:12 E). A alimentacdo das matrizes
ocorreu trés vezes ao dia, baseando-se em 3% de seu peso vivo, com ragao extrusada contendo 40% de proteina
bruta. Os machos, mantidos separadamente em um tanque de lona plastica com sistema de recirculacao, foram
alimentados uma vez ao dia até a saciedade, com racao de 35% de proteina bruta, sendo considerados maduros
sexualmente quando expeliam sémen apds leve compressdo abdominal. A reprodugdo foi realizada
artificialmente, procedendo-se a extrusdo dos gametas, apos a sedagdo dos peixes com o6leo de cravo a 80
mg/L, para minimizar o estresse durante a manipulagdo (Delbon, 2006). Os ovocitos e os espermatozdides
foram misturados manualmente, ¢ a fecundagao seguida de substituigoes de dgua para eliminac¢do dos residuos
de sémen.

INCUBACAO DOS OVOS, SEXAGEM, CRIACAO E ANALISE ESTATISTICA

Seis unidades experimentais, cada uma com 50 ovos fecundados, foram submetidas a diferentes condi¢des
de incubag@o. O grupo controle incubou a 28°C, temperatura ambiente. Para o tratamento de alta temperatura,
a agua foi aquecida progressivamente até 37°C, aumentando 4,5°C a cada 12 horas, e mantida assim até o
término do terceiro dia de incubacgdo. A sexagem dos alevinos utilizou a avaliagdo macroscopica da papila
urogenital, conforme Anderson ¢ Smitherman (1978), ¢ analise microscopica de gonadas fixadas em formol a
5%, seguindo Guilherme (1992), sem realizar cortes histologicos. Apds o quinto dia, as larvas foram
transferidas para caixas de 11 litros, permitindo a reabsor¢@o do saco vitelinico. Foram alimentadas com ragao
especifica (50% PB) e microverme da aveia (Adnguilula silusiaes) a vontade. Apos 34 dias, com caracteristicas
morfologicas de alevinos, foram realocados para caixas de 1000 litros e alimentados com ragao extrusada (40%
PB). A sobrevivéncia e as variagdes de temperatura foram analisadas via ANOVA bidirecional. Resultados
finais de sobrevivéncia e sexagem foram avaliados pelo teste Exato de Fisher, com confianca de 95%. Anélises
estatisticas e graficos foram feitos usando RStudio (RStudio Team, 2023).

RESULTADOS

Diferencas significativas foram observadas na sobrevivéncia dos peixes durante as trés fases iniciais de
desenvolvimento. A analise indicou que a manutenc¢do da temperatura ambiente (28°C) proporcionou uma
sobrevivéncia significativamente maior (p < 0.05) durante esses periodos, conforme ilustrado na Figura 2.

Conforme demonstrado na Tabela 1, a andlise de varidncia (ANOVA) bidirecional indicou que tanto a
fase de desenvolvimento (p < 0.0001) quanto a temperatura (p = 0.00237) exerceram um impacto
significativo na sobrevivéncia dos peixes. Contudo, a interagdo entre a fase de desenvolvimento ¢ a
temperatura ndo apresentou significancia estatistica (p = 0.0929).
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Figura 2. Boxplot que apresenta a sobrevivéncia dos peixes durante as fases de incubagdo dos ovos, desenvolvimento
larval em tubos de ensaio e crescimento dos alevinos em caixas plasticas. Os numeros antes dos pontos representam as
fases 1, 2 e 3 para incubag@o dos ovos e desenvolvimento larval em tubos de ensaio e crescimento em caixas plasticas,
respectivamente. Os niimeros apds os pontos representam a temperatura da agua (1 —28°C e 2 — 37°C).

Tabela 1. Analise de varincia entre fases e temperatura sobre a sobrevivéncia dos peixes.

Graus de Soma dos Quadrado

. liberdade  quadrados médio Valor-F Valor-p

Fonte de variacdo
(Df) (Sum Sq) (Mean Sq) (F value) Pr(>F)

Fase 5 2815.3 563.1 84.46 0.0000178***
Temperatura 1 169.0 169.0 25.35 0.00237**
Fase:Temperatura 5 107.7 215 3.23 0.09293
Residuos 6 40.0 6.7
Codigos de 0 *xx 0.001 ** 0.01* 0.05 0.1

significancia

As larvas recém nascidas permaneceram nas incubadoras durante 5 dias. Periodo necessario para as larvas
passassem a nadar livremente. Durante a fase 2, uma ocorréncia notavel de larvas defeituosas foi observada,
conforme ilustrado na Figura 3. Este resultado destaca uma possivel implicacdo da temperatura elevada no
desenvolvimento anormal dos peixes.
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Figura 3. a) larvas defeituosas encontradas na fase 2 para peixes em desenvolvimento a 37 °C. b) larvas incubadas a
28°C consideradas normais.

A sobrevivéncia dos peixes durante esta etapa, denominada como fase final, foi monitorada e registrada.
A Figura 4 apresenta o percentual de sobrevivéncia de alevinos ao final do experimento.
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Figura 4. Boxplot que apresenta o percentual de sobrevivéncia de alevinos ao final do experimento. O niimero 1 antes

do ponto representa a fase final do experimento. Os numeros apds 0s pontos representam a temperatura da agua (1 —

28°Ce2-37°C).

A analise da mortalidade dos alevinos sob diferentes temperaturas foi realizada através do Teste Exato de
Fisher, comparando condi¢des de temperatura ambiente (28°C) e elevada (37°C). Os resultados mostraram uma
diferenca significativa (p = 0.0123), com a mortalidade maior a 37°C, evidenciada por uma razao de chances
de 3.1471, com um intervalo de confianca de 95% para 1.1983 a 9.7870. Os resultados da sexagem sao
apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Numero de individous resultantes da sexagem.

Amostra (Caixa 1000 L) CondicGes de Individuos Machos Fémeas % Machos
temperatura sexados
Caixa 1 - origem: tubo 1 27 27 0 100,0
Caixa 2 - origem: tubo 2 Ambiente 27 26 1 96,3
Caixa 3 - origem: tubo 3 37 11 26 29,7
Caixa 4 - origem; tubo 4 16 15 1 93,8
Caixa 5 - origem: tubo 5 37°C 20 17 3 85,0
Caixa 6 - origem: tubo 6 12 8 4 66,7

A anélise do efeito da temperatura sobre a diferenciacao sexual dos alevinos foi realizada por meio do Teste
Exato de Fisher, comparando grupos incubados em temperatura ambiente 28°C e a 37°C. Este teste foi aplicado
aos dados de sexagem para determinar se havia diferenca significativa na propor¢ao de machos e fémeas entre
os grupos. Os resultados indicaram que ndo existiu diferenca significativa na distribuicao de géneros entre os
dois ambientes térmicos (p = 0.1043). A razdo de chances calculada foi de 0.4765, indicando uma tendéncia
de menor ocorréncia de machos a 37°C. O intervalo de confianga de 95% para essa razdo de chances estendeu-
se de 0.1698 a 1.2133, reforcando a auséncia de impacto significativo da temperatura testada sobre a sexagem
dos alevinos.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sobre a diferenciacdo sexual dos alevinos, realizado em diferentes regimes de
temperatura, ndo revelou variagdes estatisticas significativas na propor¢do de machos e fémeas, alinhando-se
com os achados de Wessels et al. (2011), que também ndo identificaram efeito masculinizante de temperaturas
elevadas em tilapias do Nilo. Tais resultados contrastam com os de Rougeot et al. (2008), que sugeriram a
possibilidade de inversdo sexual sob temperaturas de incubagdo elevadas. A literatura também sugere uma
complexidade na interagdo entre a temperatura e fatores genéticos na diferenciacdo sexual de tilapias do Nilo,
com estudos indicando variagdes na sensibilidade térmica entre diferentes progénies (Baroiller et al., 2009;
Bezault et al., 2007). Essa variagdo sugere que, além de fatores genéticos, a temperatura tém importante
relevancia na determinag@o do sexo em tilapias do Nilo. Em contrapartida, a variagdo na propor¢ao de machos,
observada tanto em condi¢des de temperatura ambiente quanto elevada, destaca a complexidade da influéncia
térmica nessa diferenciagdo. Em nossos estudos, a amplitude dessa proporcao, de 29,7% a 100% em
temperatura ambiente, reflete achados similares de Tessema et al. (2006), que observaram uma propor¢ao de
machos entre 44% e 100% apds exposi¢do a 36°C, e de 55,4% a uma temperatura de 18°C. Nivelle ef al. (2019)
também identificaram uma ampla gama de termossensibilidade, com a propor¢do de machos variando de
25,6% a 96,7% apos exposicdo a 36,5°C. Embora a genética exerca forte influéncia na determinagao do sexo
em tilapias do Nilo, é cada vez mais reconhecido que outros elementos também contribuem para esse processo.
Estudos tém demonstrado que a temperatura pode influenciar a atividade da aromatase e a sintese de estradiol
em peixes, possivelmente mediando efeitos dependentes da temperatura na diferenciagdo sexual (Devlin e
Nagahama, 2002; Manning e Kime, 1984). A compreensdo de como a temperatura afeta a diferencia¢do sexual
em tilapias do Nilo é complexa e multifatorial. Estudos destacam a reducdo de mRNA de aromatase e estradiol
sob temperaturas elevadas, sugerindo que o aumento térmico pode promover a masculinizagdo ao inibir genes
como o cypl9b da aromatase cerebral (Baroiller e D’Cotta, 2001; Kitano ef al., 1999; Chang et al., 2005). Esta
hipotese ¢é sustentada pela identificagdo precoce de estruturas cerebrais, implicando que a determinagdo sexual
pode iniciar no cérebro antes da diferenciacao gonadal (Arnold, 2004; Francis, 1992; Morrison et al., 2001).
Em paralelo, a metilagdo do DNA ¢ discutida como um mecanismo regulador, com o gene nr0Obla
influenciando a transcri¢do da aromatase ¢ a producdo de estrogénio, sugerindo que alteragdes epigenéticas
induzidas por altas temperaturas podem ter um papel na inversdo sexual (Laurent ef al., 2010; Li et al., 2012;
Maunakea et al., 2010). Esta sequéncia de eventos destaca a complexidade dos mecanismos que regem a
diferenciagdo sexual em peixes, onde fatores genéticos e ambientais interagem de maneira complexa. Estudos

Oliveira et al. (2024): ActaPesca 12(2), 81-90 DOI 10.46732/Actafish.2024.12.2.81-90



Acta of Fisheries and Aquatic Resources

anteriores fornecem evidéncias de que a temperatura pode desempenhar um papel crucial no desenvolvimento
embrionario da tilapia do Nilo. Morrison et al. (2001) sugerem que a exposi¢do a altas temperaturas durante a
embriogénese pode afetar diretamente as células gonadais, tanto somaticas quanto germinativas, ja presentes
46 horas apos a fertilizacdo, em embrides mantidos a temperaturas de 27°C — 29°C. Estas hipdteses destacam
a interacdo precoce entre temperatura e desenvolvimento gonadal, sugerindo um papel significativo do
ambiente térmico na orientacdo da diferenciagdo sexual desde os primeiros momentos do desenvolvimento
embrionario. Embora a temperatura seja reconhecida como influente na diferenciag@o sexual de peixes, este
estudo aponta que, na tilapia do Nilo, outros fatores podem ter maior impacto. Isso sugere a necessidade de
pesquisar além da temperatura para entender a diferenciagdo sexual na aquicultura, enfatizando a importancia
de explorar a interagdo entre fatores genéticos e ambientais.

CONCLUSAO

A incubacdo de ovos de tilapia do Nilo em 4gua com alta temperatura afeta negativamente a sobrevivéncia
dos peixes e ndo se apresenta como um fator determinante para a propor¢do de machos e fémeas na prole.
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