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RESUMO

A biotecnologia tem se espalhado por todos os rata@slicultura, especialmente no
que se refere a reversdo sexual e masculinizacgoeidles. O macho da espédetta
splendensapresenta coloracao vibrante em seu corpo e niagsdeaiores em relacdo as
fémeas, caracteristicas essas, procuradas pebdoras ornamentais. Estudos visando a
masculinizacdo, bem como técnicas e protocolos @arversado sexual do beta através de
inducdo hormonal sdo de grande aplicabilidade Gacaliura ornamental. A reversédo se deu
por um unico banho de imersdo com 5@fL do horménio 17 -metiltestosterona (MT)
durante 24 horas em peixes com 2, 4, 10, 30 de indhusive em seus ovos. Apesar da
proporcao sexual fenotipica de 100% de machos tguaais jovens os peixes submetidos ao
tratamento, maior sua mortalidade. Além do cresciméde todos os peixes tratados ter sido
inferior significativamente ao controle. Na maseiziacao foram utilizadas concentragdes de
10, 30 e 60 mg/Kg de MT na racédo em fémeas addédseta. Ao final de 90 dias, todas as
fémeas tratadas apresentaram crescimento do canpdagleiras significativamente maiores
que as do controle, além de apresentarem cardic@sigenotipicas masculinas, inclusive
quanto ao comportamento reprodutivo. O presentealtita demonstrou que ao invés da
reversao sexual, a masculinizacédo de fémeas adidtbsta pode ser utilizada por produtores
que buscam aumentar os seus lucros.



ABSTRACT

Biotechnology has been spread by all branches ab@dture, especially in the
reverse sexual and masculinization of fish. Theenmdlthe specieBetta splendenpresents
vibrant color in your body and fins larger than feenales, these characteristics, sought by
breeders ornamental. Studies aimed at masculiaizasis well as techniques and protocols
for the reversal of sexual beta through hormonduation are of great applicability in
ornamental aquaculture. The reversal occurred gngle bath of immersion with 500 u g/ L
of the hormone 17 - metiltestosterona (MT) during 24 hours in fishha2, 4, 10, 30 to life,
even in their eggs. Despite the sexual phenotypipgrtion of 100% of males, the more
young fish subjected to the treatment, the grdatemortality. Besides the growth of all fish
processed have been significantly lower than thetrob Masculinization were used in
concentrations of 10, 30 and 60 mg / kg of ratioh i adult females in the beta. At the end
of 90 days, all females treated showed growth eftibdy and fins significantly larger than
those of control, in addition to submitting maleepbtypic characteristics, including about the
reproductive behavior. The present study showed imstead of reverting sexual, the
masculinization of adult females of beta can bedusge producers seeking to increase their
profits.
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INTRODUCAO

Na aquicultura os principais interesses para aymda de machos sdo variados de
acordo com a espécie cultivada, estando relaciomado as caracteristicas ornamentais
(GEORGE e PANDIAN, 1995), maiores taxas de creseimes controle da maturidade
sexual (HENDRY, et. al., 2003). Embora o sexo ¢jgnd seja estabelecido no momento da
fertilizacdo do 6vulo pelo espermatozdide, a difer@cdo do sexo fenotipico ocorre em

etapas posteriores do desenvolvimento (PANDIAN).et1994).

A gonadogénese em peixes pode ser um processo couifglexo e maleavel. Embora
a determinacdo sexual esteja sobre controle genétidiferenciacédo das gonadas em peixes
também depende de sinais enddcrinos (ANDERSEN!L,.,e2@03). Substancias indutoras e
horménios foram postuladas como controladoras @@agdo do crescimento cortical no
momento de diferenciacdo, pois a gbnada iniciayiosarater bipotencial de formacgéao dos
dois sexos (LOWE e LARKIN, 1975). A diferenciac@xsgal das gbnadas € bastante labil
nos primeiros dias de vida e a inversdo séxpabe ser faciimente obtida através do

fornecimento de estrégenos ou andrégenos (PANDIAREELA, 1995).

A inducdo hormonal para a inversdo sexual € pdssinel7 espécies (15 familias) de
gonocoristas (34 espécies, 9 familias) e herma#ésdiusando um dos 31 (16 andrégenos, 15
estrogenos) esterdides (PANDIAN e SHEELA, 1995).cantrole sexual é tipicamente
realizado por exposicdo do peixe indiferenciadouakwente a esterdides exdgenos. Esses
tratamentos podem durar dias, meses ou anos, esimiios de esterdides desaparecem em

menos de um més apoés o fim do tratamento (PIFERRER,).
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O horménio esterdide 17-metiltestosterona (MT) tem sido comumente usado em
estudos para masculinizaéa® inversdo sexual em camardes como o gigante dasisla
Macrobrachium rosenbergii(BAGHEL, LAKRA e RAO, 2004),peixes de corte como a
tilapia, Oreochromis niloticus (ABUCAY e MAIR, 1997; WASSERMANN e AFONSO,
2003), Truta,Salmo gairdner(SCHMELZING e GALL, 1991) e peixes ornamentais camo
guppy, Poecilia reticulata (LOW, et. al.,, 1994; TURAN, et. al., 2005), Mdsia preta,
Poecilia  sphenops (GEORGE e PANDIAN, 1998), Bluegill, Lepomis
macrochirutARSLAN e PHELPS, 2003) e bet8etta splendens(KAVUMPURATH e

PANDIAN, 1993; KIRANKUMAR e JEGAJOTHIVEL, 2002).

O peixe de brig8etta splendengertence a familia Osphronemidae, nativo do $edes
da Asia onde habita aguas rasas e com vegetac&a dan plantacées de arroz (Fishbase.
2007). Segundo Jaroensutasinee e Jaroensutasif@g),(d beta selvagem €& pequeno,
imperceptivel e com cores que variam entre marrorerée. Diferente do beta selvagem, o
domesticado apresenta diversas variedades e cowmes, porte maior e apreciado

comercialmente na aquicultura ornamental (MILLS)7)9

Estudos visando a masculinizacdo e inversdo sat@lés de indugdo hormonal, séo
de grande aplicabilidade na aquicultura orname@aglresente trabalho, portanto, investigou
0 uso do hormdnio (MT) na inversdo sexual e masizal¢do de beta, bem como técnicas e
protocolos que podem possibilitar aumento de lup@s 0s piscicultores ornamentais de

todo o mundo.

0 termo masculinizagéo é usado para designar apsrasacteristicas secundarias
masculinas e nao a inversao sexual.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. AQUICULTURA ORNAMENTAL

1.1. Histdrico da aquicultura ornamental

A vida aquatica sempre fascinou o homem, que seflaou na arte do mergulho
para desvendar os segredos e participar, mesm@aueouco tempo, da harmonia das
inUmeras espécies que representam um espetacudorel® Mas, como nem todos podem

gozar dos privilégios do mergulho, o homem cri@agaariofilia (LOURENZI, 2003).

O cultivo de peixes ornamentais € uma pratica argig chinés Chang Chi'En-T€, que
em 1596 escreveu “O livro dos peixes vermelhostdé como o pai da aquariofilia.
Entretanto os maiores estudos feitos com peixeanoentais devem-se a William Innes e
foram realizados no inicio do século XX, Innes é igso considerado o maior aquariologo

gue o mundo ja conheceu.

Além de desempenhar um importante papel na edocpg@nil, servindo como
laboratério de ciéncias naturais, € na psicoterapide atuam como um tipo de calmante, a
aquicultura ornamental é de grande importancia ccalenos paises onde o comércio de
peixes, aquérios e materiais correlatos € intensnpeaticado atingindo cifras de milhdes de

délares (BOTELHO e ARAUJO, 1984; VIDAL JR., 2002).

1.2. Aspecto comercial da aquicultura ornamental
O comércio de peixes ornamentais no mundo propicsustento de milhdes de
pessoas, tanto no mundo industrializado ociderdatoctambém em paises tropicais em

desenvolvimento (LIMA, BERNARDINO e PROENCA, 200Baises que investiram no



12

desenvolvimento da piscicultura ornamental atralegrandes investimentos do governo em
projetos de extensao universitaria, obtiveram éxytos repassavam a tecnologia e manejo

adequado aos produtores.

Cingapura, na Asia, exporta mais de 57 milhdesothrels em peixes ornamentais para
a Europa e os Estados Unidos, o que representa der80% do comércio mundial. Uma
parte significativa desta producdo é formada ppeéass nativas do Brasil que tiveram,
infelizmente para nds, sua tecnologia de produgserd/olvida no exterior (VIDAL JR.,

2002).

O Brasil integra o comércio mundial de peixes org@i@is movimentando
aproximadamente US$ 3 milhfes vindos do cultiveaecaptura em rios, lagoas e oceanos
(LIMA, BERNARDINO e PROENCA, 2001). Embora o maiariatério de peixes
ornamentais ainda seja o ambiente natural, a ofisaes peixes, oriundos de piscicultores
particulares, ja € bastante significativa no mescaacional e internacional, com sinalizacao

para maiores investimentos (SCOOT, 1991).

O numero de agricultores brasileiros interessadofager nas suas terras, o cultivo de
peixes ornamentais vem crescendo continuamentgqugaos custos de investimento sao
relativamente pequenos e a procura desses peiyemée, desta forma o cultivo de peixes
ornamentais torna-se uma boa alternativa econémica.

2.0 PEIXEBetta splendens

2.1. Biologia da espécie
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O beta, conhecido como peixe de briga devido adgragressividade entre os machos,
pertence ao géneletta (Figura 3) da familia Osphronemidae (Fishbase7p00 seja, sdo
peixes pulmonados. Ocorre na peninsula da Malasiail@ndia vivendo em pantanos,

charcos tropicais e arrozais, que contém grandestigades de vegetacdo em decomposicao.

Esses peixes suportam baixos indices de oxigémssmldido, pois apresentam um
mecanismo de respiracao especial para utilizacaar damosférico (SCHIMDT-NIELSEN,
2002). O orgao responsavel pelas trocas gasosdardente com o ar atmosférico se chama
labirinto, formado quando o peixe esta com aprogengente 20 dias de vida e permite que o
animal sobreviva em aguas com baixo ou nenhundieoixigénio dissolvido, facilitando seu

cultivo (VIDAL JR., 2004).

Esses peixes preferem temperaturas entre 25@ 8pH de 6,6 a 7,2 podendo chegar
até os dois anos de vida e tamanhos que variam £trl0 cm (Fishbase. 2007). Sao peixes
territoriais com caracteristica agressivas, sodeegntre os machos que podem lutar até a
morte. Com outra espécie, porém, este peixe potersa timido e dificilmente o agride. De
acordo com Damazio (1991), a anatomia e o dimodisexual no peixe beta se da pelas
seguintes caracteristicas

A espécie caracterizada por reproducdo ovipargsepta a nadadeira dorsal com |

aculeo e 8 a 9 raios e a anal, Il - IV aculeos a 24 raios.

A linha lateral é constituida de 30 a 32 escamasceidado parental é feito pelo

macho, que fica encarregado desde a formacdo dw nmeprodutivo até os trés

primeiros dias de vida dos alevinos.

Os machos possuem coloracédo mais vistosa e colmidanadadeiras maiores (Figura

1).
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Figura 1. Machos adultos @=tta splendens.

As fémeas sd0 menores e apresentam nadadeirasnpscu@uase sem coloracéo,

sendo mais evidente uma faixa transversal acen{iéglara 2).

Figura 2. Fémeas adultas Betta splendens.

2.2. Classificacéo
Classe Osteichthyes
Subclasse Actinopterygii
Superordem Teleostei
Ordem Peciliformes
Subordem Anabantoidei
Familia Osphronemidae
Subfamilia Macropodinae
GénerBetta

EspécieBetta splendenfegan, 1909. (Fishbase. 2007)
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Figura 3. Algumas espécies do génBetta A) Betta akarensi8) Betta fuscaC) Betta
macrostomd) Betta taeniata.

2.2. Importancia econdmica da espécie

Esses peixes apresentam excelentes valores commersendo normalmente
comercializados em casal, onde o macho é quemndatero valor devido aos aspectos
sexuais secundérios, que pode variar de R$1,00 ,@0/t@sal no atacado. Segundo
Nascimento (2003) um pequeno produtor de betasdefbuco chega a produzir cinco mil

betas por més, tendo um lucro mensal de R$ 3.000,00

3. FISIOLOGIA DA DETERMINACAO DO SEXO

Na aquicultura os principais interesses para pr@awde machos sdo variados, de
acordo com a espécie cultivada, estando relacioaadaracteristicas ornamentais (GEORGE
e PANDIAN, 1995), maiores taxas de crescimento etrote da maturidade sexual

(HENDRY et. al, 2003).
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As técnicas que visam a inversao sexual tém petigbjo aparecimento de caracteres
inerentes a um dos sexos, para a obtencédo dedajoeeotimizem a producdo: como atingir
um maior tamanho e peso, diminuicdo do tempo ptngiatamanho comercial, protecéo
contra 0 excesso de prolificidade, ou a obtencacagfgectos estéticos mais valorizado
comercialmente, como € o caso da inversdo sexualpewes ornamentais (LEITE e

MENDES, 1999).

Embora o sexo genotipico seja estabelecido no monaenfertilizacdo do ovulo pelo
espermatozoide, a diferenciacdo do sexo fenotigicorre em etapas posteriores do
desenvolvimento (TABATA, 2004). O sexo fisioloégiados peixes € determinado na
ontogénese por processo bioquimico controlado panetnte e depende do tipo primario de

gbnada, ou seja, do sexo gonadal.

Os individuos sao classificados em dois grupos tguams mecanismos controladores
e determinantes do sexo: hermafroditas e gonoasridtieste trabalho nos interessa os
gonocoristas, aqueles onde os testiculos ou ovédioseparados e formam a gbnada de um

peixe.

O gonocorismo pode ser diferenciado ou indiferaelwidNos peixes gonocoristicos
indiferenciados as gbonadas desenvolvem-se primermoo estrutura semelhante a dos
ovarios, depois metade dos individuos desenvoha¥smachos e a outra metade em fémeas.
Nas espécies diferenciadas as gbnadas desenvolvdiresamente em ovarios ou testiculos

(YAMAZAKI, 1983).



17

Na maioria dos vertebrados, a diferenciacdo sexwaheca com uma gbnada
indiferente que consiste de um cortex e medulaa $derenciacdo ocorrer na direcdo do
macho, ha uma proliferacdo da medula e uma din@oudp cortex. Esse ndo € o caso em
Betta splendensou em teledsteos como um todo. Nesse peixe, uno @rimordio celular
cresce do epitélio peritoneal que corresponde oreoée ao cortex dos outros vertebrados

(ARTZ, 1964).

Substancias indutoras e hormonios foram postuleda® controladoras da iniciacdo
do crescimento cortical no momento de diferenciapéis a gbnada inicial possui carater
bipotencial de formacdo dos dois sexos (LOWE e LARKLI75). A diferenciacdo sexual
das gbnadas é bastante labil nos primeiros diagldee a inversdo sexual pode ser facilmente

obtida através do fornecimento de estrogenos owgados na alimentacao.

4. O HORMONIO NA INVERSAO DE SEXO

Os esterdides mais usados atualmente para a invaséal em peixes sdo o estrégeno
natural 17 -estradiol (E2) e o androgeno sintético tmetiltestosterona (MT) (PANDIAN e
SHEELA, 1995). Entretanto, como o MT é naturalmesaavertido em E2 via aromatase

(BAROILLER, et. al., 1999).

Segundo Carvalho (1985) a inducdo a mudanca de sex@eixes com uso de
diferentes tipos de hormonios esterdides, vém sepekguisada ha varias décadas. O
hormonio 17 alfa-metiltestosterona tém sido utdza&om excelentes resultados no processo
da inducdo da reversdo de sexo masculinizant@ikpia aureg (GUERRERO IlI, 1975) e

em Sarotherodon niloticusitTAYAMEN e SHELTON, 1978). Esses pesquisadoresnds
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doses de 30 ou 60 mg do horménio 17 alfa-metilststona por Kg de racdo, num periodo de

18 a 59 dias de tratamento, obtiveram linhagensroaim de 98% de machos nessas espécies.

Nakamura e lwahashi (1982), demonstraram a impaeéa idade das larvas (que
esta relacionada com o tamanho) para o inicio dtartrento hormonal. Testando a
metiltestosterona entre 12h de nascidos até 1@diagda, durante 30 dias de tratamento, nas
doses de 50 e 100 mg/Kg de racdo em larvas deidildmtica demonstrando que os
tratamentos iniciados entre 5 a 10 dias de viddirdmem individuos machos, fémeas e
intersexos e que os tratamentos iniciados comralevile 12h de nascidos resultaram em

100% de individuos machos.

O hormoénio masculinizante 17-metiltestosterona, € usado freqlientemente em
pesquisas com peixes ornamentais, com o intuitoestEmular o aparecimento das
caracteristicas sexuais secundarias, ja que eatastaristicas dardo o valor comercial do
peixe. Leite e Mendes (1999) testaram a viabiliddalénversdo sexual na criagdo de Guppy,
Poecilia reticulatae Arslan e Phelps (2003) observaram a masculirozegapeixe Bluegill
Lepomis macrochirusom o uso do hormonio 17 alfa-metiltestosteroaagds buscado nesses

peixes ornamentais as caracteristicas secundaassuimas.

A forma de inoculagdo do hormoénio no peixe pode fega geralmente por duas
formas: a primeira e mais prética e feita atravasmistura do horménio com a ragéo,
calculando a concentracdo pelo peso, sendo o haynaisorvido no trato digestorio do
peixe. A segunda forma, que requer um pouco mailsatalho, é a imersdo do peixe em agua

contendo o horménio, ja que a substancia seraatlagelas branquias.
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De qualquer forma a concentracdo do hormonio, rs=jeacao ou na agua, € a chave
para a diferenciacdo do sexo nos peixes. Tabat)20irma que para a masculinizacdo de
fémeas de truta, doses de até 0,5 mg/Kg de hormimicacdo € eficaz sendo fornecida
durante 60 dias. Cunfe. al.(2003), assim como Leite e Mendes (1999) usamseside 20
mg/Kg em GuppyPoecilia reticulatapor um periodo de 30 dias e conseguiram a revelsao

100% dos peixes.

O tempo de duracéo do tratamento hormonal tamb#u lrastante na frequéncia de
reversao. Sheltoat al.(1981) afirmaram que a duracéo do tratamento adeidas larvas séo
fatores mais criticos para o sucesso da inverdénm daqueles que afetam diretamente o

crescimento (como a densidade e a temperatura).
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RESUMO

Atualmente a biotecnologia tem se espalhado poostamk ramos da aquicultura,
especialmente no que se refere as técnicas des@ieveexual. O macho da espéBitta
splendensapresenta coloragéo vibrante, corpo e nadadeigases em relacdo as fémeas, o
gue o torna tdo procurado no comércio de peixeanoentais. No presente trabalho, foram
submetidos a imersdo com 50§/L do horménio 17 -metiltestosterona (MT) durante 24h,
betas com 2, 4, 10, 30 dias pés eclosdo e ovos, tatahde 150 peixes por tratamento
inclusive o controle. Ao final do experimento osxpe em cada tratamento foram separados,
pesados, medidos quanto ao comprimento total, d#tados sexualmente através dos
caracteres secundarios externos e determinada ravadncia final. Foi atingida uma
propor¢édo de 100% de machos nos tratamentos hoisnale acordo com 0s caracteres
secundarios fenotipicos. Os peixes tratados cormdmp apresentaram baixo peso e
pequeno comprimento total. A sobrevivéncia foi adexmda baixa para os peixes tratados
com hormdnio. O valor aproximado da idade inicia¢ gpoderia produzir individuos machos

com maior peso e comprimento total seria de 19 desida segundo os modelad=sso =
1.3389 + 0.0625*x-0.0016*x"2 R2= 67.38% e Compritoetotal = 4.2647+0.1343*x-0.0035*x"2 R2= 40,50%
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INTRODUCAO

Atualmente a biotecnologia tem se espalhado poostamk ramos da aquicultura,
especialmente no que se refere a reproducdo despeixnanipulacdo de suas proles. A
inducdo hormonal para a inversado sexual tem semaeoo uma valiosa ferramenta para o
entendimento do processo de diferenciacao sexei,domo para a producdo de populacdes
monosexuais para a industria aquicultora (Pandi&héela, 1995).

A producdo de proles monosexuais de peixes tem agtloada pela diferenciacéo
gonadal em alevinos por administracéo de ester@xiégenos (Arslan & Phelps, 2003). Essa
administracdo de esterdides atualmente se faz narianalos casos por inoculacdo do
horménio na racdo (George & Pandian, 1998; Henldigrtin-Robichaud & Benfey 2003;
Arslan & Phelps, 2003), banhos de imersdo em agomalormonio diluido(Andersen , et. al.
2003; Wassermann & Afonso 2003; lwamatsu, et.@62 e em alguns casos por implantes
contendo doses hormonais (Benton & Berlinsky, 2006)

A busca na producédo de proles mosexuais depentggaimente da espécie de peixe
cultivada, devido aos atrativos comercias que feeece: podendo ser pelo consumo da carne
ou apenas ornamentacdo em aqudrios. Muitas espiEipgixes ornamentais exibem um
dimorfismo sexual e na maioria dos casos 0 macksyp@oloragcdo mais evidente no corpo,
e tipicamente maior desenvolvimento nas nadadeirgsie 0s tornam mais preferidos sobre
as fémeas pelos compradores (Piferrer, 2001).

O Betta splendengertence a familia Osphronemidae e sao peixegoteais com
caracteristica agressivas, sobretudo entre os magh® podem lutar até a morte. Mas, com
outra espécie este peixe pode se tornar timiddicrdente o agride (Fishbase, 2007). Nas
variedades domeésticas, 0 macho apresenta colovégé@mte e seu corpo e nadadeiras sao
maiores em relagdo as fémeas, 0 que o torna taourpdd no comércio de peixes

ornamentais.
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Pesquisas na tentativa de inversdo sexualBetita splendengoram feitas com
empenho por Kavumpurath & Pandian, 1993 e KirankugnBandian 2002, mas obtiveram
influéncia negativa dos tratamentos hormonais almente no crescimento dos peixes. O
horménio masculinizante 17metiltestosterona tém sido utilizado no processanducao a
inversdo sexual em peixes ornamentais, mas nodm&eta, ndo se atingiu ainda técnicas
para a producao de lotes 100% masculinos.

Estudos visando a inversdo sexual através de indhg@monal, sdo de grande
aplicabilidade na aquicultura ornamental. O presemabalho, portanto, investigou a
influéncia da idade inicial de tratamento do bethrs a inversdo, com o uso do horménio

(MT).

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Laboratorio de Agliiwra da UFPE. Os tratamentos
hormonais consistiram de somente um banho por &nedsrante 24h, com agua na
concentracdo de 50Q/L (Pandian & Sheela, 1995; Kirankumar & Pandi2002) de 17
-metiltestosterona (MT). A preparacdo da solucamnboal seguiu metodologia descrita

por Kirankumar & Pandian (2002).

Para a reproducdo d@. splendens foi usada a técnica adaptada descrita por
Jaroensutasinee & Jaroensutasinee (2003). Os asetamam alimentadoad libitum 2
vezes por dia com nauplios de arténai® 30 dias de vida e depois com ragdo comercial.
O tratamento hormonal foi feito transferindo osvales para aquarios de 1L contendo

agua com MT.

Cinco tratamentos, cada um de proles diferenteanfaitilizados, de acordo com a idade

dos peixes: ovos fertilizados (0 dia de vida) lar{&adias de vida) e pos-larvas com 4, 10 e
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30 dias de vida poés-eclosdo. Houve um grupo ndadiwmamantido como controle. foram

usadas 3 réplicas e 150 peixes por tratamentasivel o controle.

Até o 30° dia de vida, os peixes foram mantidosagmarios de vidro de 30x15x20 e
capacidade 9L sem aeracdo e nenhum filtro, conadrparciais de agua a cada 2 dias.
Apo6s o 30° dia os peixes foram transferidos pangues de alvenaria com capacidade de
3000L e cultivados até 140 dias de vida (Bustam&ntBalas, 2002). Os parametros
hidrolégicos foram monitorados e medidos quantcer@peratura e concentracdes de

amonia e pH.

Ao final do experimento, os peixes em cada trataonfemam separados, pesados, medidos
quanto ao comprimento total, determinados sexudbregravés dos caracteres secundarios

externos (Snekser, et. al.,2006) e determinadar@wwéncia final.

Para analise estatistica dos dados e comparagaoéathas de peso e comprimento foi
utilizado o teste nédo parameétrico KRUSKAL-WALLISuvildo a ndo normalidade dos dados,

e para a proporcado sexual o testedEmbos com = 5% (Calegari-Jacquged004).

RESULTADOS

Os parametros hidrolégicos apresentaram-se estavieieais para o cultivo do beta
durante o tratamento hormonal com temperatura média28+1,5°C. Os machos do
tratamento controle foram significativamente maogee os machos revertidos de todos os
tratamentos hormonais quanto ao peso e ao compon@al, ao final de 140 dias de vida
(Tabela 1).

Todos os peixes tratados com hormdnio apresentdrsaixo peso e pequeno

comprimento total quando comparados aos machosatintento controle. Apesar disso,
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entre os tratamentos hormonais, 0os que obtiveraior meédia de peso e comprimento total

foram os peixes tratados por imerséo aos 10° €ialde vida (Tabela 1).

Tabela 01. Resultados da Sobrevivéncia e Médiaesi®, comprimento total, com seus
respectivos erros padrdes, ao final dos tratamentos
Inicio do tratamento em dias

Controle

(machos) 0 2 4 10 30
Peso (g) 2.31+0.04 1.3+0.02 1.45+0.02 1.64+0.0%f 1.76+0.0f 1.76+0.0%
Comprimento total
(cm)* 6.47+0.07 4.1+0.05 4.66+0.08 4.94+0.08 5.12+0.04 5.17+0.04
Sobrevivéncia (%) 73.3 48 50.7 54.7 58 74
Proporc¢ao de machos
(%)° 38.18 100° 100° 100° 100° 100°

1- Letras diferentes diferem significativamente eaganédias de cada parametro, segundo o teste

Kruskal-wallis, =5%.
2- Letras diferentes diferem significativamente eas@roporcdes observadas de cada parametro segundo

o teste de X =5%.

A sobrevivéncia foi significativamente menos pasgeixes tratados com horménio com
excecao dos peixes com idade de 30 dias de vibdeetidos ao banho hormonal. O gréfico
da Figura 1, mostra o aumento da sobrevivénciaed@gdo ao aumento da idade inicial de

tratamento hormonal.

74.0

58.0

Sobrevivéncia (%)

54.7

Sobrevivéncia = 49.4567+0.8286*x R2= 98.51%
50.7

48.0

-5 0 5 10 15 20 25 30 35

Idade de inico do tratameno em dias

Figura 1. Regresséo linear da sobrevivéncia emrela  ¢&o a idade de inicio do
tratamento hormonal.
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Foi atingida uma proporcéo de 100% de machos atenentos hormonais, de acordo
com os caracteres secundarios fenotipicos apresnpelos mesmos ao final de 140 dias de
cultivo.

A regressao polinominal quadratica (Figura 2), destra a melhor idade para inicio
do tratamento hormonal com a concentracédo usada reetudo. Através do uso da derivacéo
mediante 0 modelo da regressdo para o peso e eoemta total, a melhor idade de inicio de

tratamento seria de aproximadamente 19 dias de vida

2.0 6.2
6.0
5.8
5.6
5.4
5.2
5.0
4.8
4.6

4.4

1.4 . g ‘o . Peso 42
o Comprimento total '

° 4.0

3.8

3.6

Pgso = 1.3389+0.0625*x-0.0016*x"2 R2= 67.38% 3.4

Comprimento total = 4.2647+0.1343*x-0.0035*x"2 R2= 40,50% 3.2

1.0 3.0
-5 0 5 10 15 20 25 30 35

1.9

18

17

16

15

Peso (9)

Comprimento Total (cm)

13

1.2

D oo oOooOoo
®

11

Tempo de vida em dias

Figura 2. Regresséao polinominal quadratica do cresc ~ imento em relacdo ao
peso e comprimento total sobre a idade inicialdet  ratamento.

DISCUSSAO
Em estudos de Kirankumar & Pandian (2002), Bettadias com doses de 500 a 1000
g/L de hormo6nio MT com discretas imersdes de 3dutacédo no segundo, quinto e oitavo
dia, apresentaram atrofiamento no seu crescim&@#orge & Pandian, (1998) observaram
em Poecilia sphenopa diminuicdo do peso corporal em relagdo ao awrgantoncentracao

de MT administrada atraves da ragéo.
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Em nosso estudo, peixes tratados com 5@ com um banho de 24h obtiveram
influencia negativa em seu crescimento quando coadpa ao controle, mas a atrofia foi
mais evidente nos tratamentos com peixe de Oia@s2lé vida.

O uso de esterodides na inducdo da masculinizagéo grocesso mais estressante que
a feminizacado, o que evidencia a alta mortalidadprdle ou seu baixo crescimento (Pandian,
Sheela & Kavumpurath, 1994). Kirankumar & Pandi2aD0@) observaram que o aumento da
dosagem de MT diminui a sobrevivéncia final Betta splendens Kim, Nam & Jo (1997)
relataram que o aumento das dosagens de MT e ootelaptratamento, diminuem a
sobrevivéncia enMisgurnus mizolepisA idade inicial afetou a sobrevivéncia nos betas
estudados, 0 que nos leva a crer que quanto mas m@eixe submetido ao tratamento
hormonal de imers&o, menor sera sua sobrevivéncia.

Em estudo de Andersen et. al. (2003); Wassermaafofiso (2003) e Iwamatsu et.
al. (2006), o calculo da concentracdo hormonalsed@o no volume de agua e seu inicio e
duragcdo segue a teoria que, o principio fundamematontrole sexual em peixes € que 0
tratamento precisa comecar antes da diferenciag@mbkdas gonadas (Yamamoto, 1969),
simplesmente porque com a ndo diferenciagdo, otecasexual bipoténcial pode ser
explorado com o uso de terapia hormonal.

Kavumpurath & Pandian, (1993) administrando hormématravés da racao,
conseguiram a masculinizagdo de individuos com @S de vida. Apesar do uso de
concentracdo constante neste trabalho, as difsréfddes para inicio do tratamento foram
postuladas como melhor forma de se achar o pedediadiferenciacdo gonadal. No presente
trabalho, todos os tratamentos hormonais apresemtproles com 100% de machos, o que
nos leva a crer que até o 30° dia de vida, as g@nacthBetta splendengstejam ainda

indiferenciadas.
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Fatores como o tipo de esterdide usado, sua dosdgema de inoculacdo, o tempo
de comeco e término do tratamento (Piferrer, 2008 temperatura (Karayucell, Ak &
Karayucell, 2005), sdo fundamentais para a revesesé@aal. A maioria das técnicas néo leva
em conta a biomassa do peixe tratado e seu estadesénvolvimento fisiologico interno. A
concentracdo de horménio esta diretamente ligadade inicial de tratamento ndo sé pelo
carater gonadal indiferenciado, mas também pelmdssa apresentada pelas larvas e pos-
larvas e seu desenvolvimento fisiolégico interno.

Por se tratar de um peixe de porte pequeno eparalihormoénios esterbides podem
promover uma alta mortalidade e ou influenciar tiegeente o crescimento do beta quando
administrados a individuos com idades inferiore30adias. O valor aproximado da idade
inicial para o tratamento com 50@/L e banho de MT de 24h, que poderia produzir
individuos machos com maior peso e comprimentd, te¢gia de 19 dias de vida. Contudo,
Lowe e Larkin (1975) evidenciaram o carater bipo@ndas gbnadas de fémeas de betas
adultas. Possivelmente a reversdo sexual do bekariposer aplicada em individuos mais
velhos, ndo usando banhos discretos, e sim umanadia¢do continua dos hormoénios para

0S peixes por mais tempo.
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RESUMO

Os motivos para o controle sexual em peixes s@veati€as de crescimento entre os
sexos, controle de populagéo e caracteristicagnamiais. O uso de hormdnios andrégenos e
seus efeitos em fémeas dgetta splendensadultas ainda s&o desconhecidos. Trés
concentracbes de 17-metiltestosterona (MT) foram usadas (10, 30 e GRBig)g
administradas na alimentacdo de fémeas durantaa80 @s parametros analisados foram:
peso, comprimento total e comprimento das nadaleaadal, dorsal, ventral e anal. Para a
analise comportamental foram foi observado o nunder@aberturas do opérculo, mordidas,
perseguicdes e rabadas que os machos do tratamentmle e fémeas tratadas com
horménio faziam sobre as fémeas. Todos os tratamsidmirmonais apresentaram medias
iguais entre si e diferentes significativamentdones para os parametros observados de
crescimento, em relacdo ao controle. N&o houveretif@as significativas entre as
sobrevivéncias. A comparacao entre as regress@snd&rou o melhor crescimento para o
tratamento de 30mg/Kg. Quanto aos parametros cdamentais, a abertura de opérculo e a
perseguicdo ndo apresentaram diferencas. Paraodstgres de beta, essa técnica pode ser
utilizada ao invés da reversao.
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INTRODUCAO

No mundo, as técnicas de producdo de proles mounaisede peixes, através do uso
de horménios, é bastante difundida. Os motivos pa@ntrole sexual em peixes sao
principalmente: diferencas de crescimento entree@ss, controle de populagcéo (Schmelzing
e Gall., 1991; Abucay e Mair,1997; Wassermann e nédo 2003) e -caracteristicas
ornamentais (Low, et. al., 1994; Arlan e Phelp§3duran, Cek e Atik, 2005).

O controle sexual é tipicamente realizado por egfosdo peixe indiferenciado
sexualmente a esteroides exdgenos. Esses tratameémtam dias, meses ou anos, e 0S
residuos de esteroides desaparecem em menos désapos o fim do tratamento (Piferrer,
2001).

Em alguns casos, 0 uso de esterdides na induc@éeadeulinizacdo € um processo
mais estressante que a feminilizacdo, o que evi@analta mortalidade da prole ou seu baixo
crescimento (Pandian, Sheela e Kavumpurath, 1%%ta o peixdBetta splendensa pratica
de técnicas de reversdo sexual com uso de hormdnasculinizantes obteve baixos
crescimentos, apesar de uma taxa de machos prodand00% (Pandian, Sheela e
Kavumpurath, 1994; Kirankumar e Pandian, 2002).

As caracteristicas mais procuradas no beta sécoseportamento pacifico com outras
espécies de peixes e sua coloracdo. Nas variedadessticas, 0 macho apresenta coloracao

vibrante e seu corpo e nadadeiras sdo maioreslagdoeas fémeas. O uso do hormonio 47
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metiltestosterona (MT), tem acdo anabdlica e ar&iog em peixes, porém, seus efeitos no
crescimento e comportamento reprodutivo, em fémedas betas adultas ainda sao

desconhecidos.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Aquioaltda Universidade Federal de
Pernambuco de maio a julho de 2007. Os exempléamesas dé. splendengsoram obtidos
através de criador comercial, com idade em tornbd@edias de vida.

Para analisar os efeitos do hormdnio lihetiltestosterona (MT) em fémeas Be
splendens trés concentracdes foram usadas (10, 30 e 60 ghg/&dministradas na
alimentacdo dos peixes durante 90 dias, Havendbé&aumum grupo nédo tratado mantido
como controle. Foi utilizada racdo comercial, coB=¥5%, usando metodologia descrita
Hendry, Martin-Robichaud e Benfey (2003) para g#éioi do hormdnio na ragao.

Cada tratamento foi composto por 30 réplicas, aégdica era composta de uma
fémea, colocada separadamente em recipientes stecpltransparente com uso util de 1.5L,
para evitar brigas entre os peixes. A racéo foiegida 3 vezes ao dia (10h, 12h, 14h)
libitun e o fotoperiodo natural de (12C:12E). A cada 3 diam feitas a limpeza e troca total
da agua dos recipientes.

Realizou-se uma biometria inicial com a finalidatke homogeneizar os parametros
iniciais quanto as diferencas significativas eosdratamentos. Mais 3 biometrias realizadas
a cada 30 dias até o final do experimento, totadleade quatro biometrias. Os parametros
analisados para determinacao do crescimento fqggasa, comprimento total e comprimento

das nadadeiras caudal, dorsal, ventral e anal.
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Para a analise comportamental reprodutiva foraeceelados 10 individuos de cada
tratamento hormonal, ao final dos 90 dias de tratdo) e colocados separadamente em
aquarios de vidro (30x15x20 e capacidade utilizddadL) sem aeracado e filtro, segundo
meétodo descrito para reproducdo da espécie poerfarnasinee e Jaroensutasinee (2003).
Dez machos normais adultos foram usados como d¢entro

No mesmo dia, ao final da tarde, eram colocadasama aquario uma fémea adulta
normal separada do macho (tratamento controle) & f@mea masculinizada, separada da
fémea normal (tratamentos hormonais). A fémeas nforseparadas por divisérias
transparentes, com finalidades de evitar brigas. Nmh& seguinte eram retiradas as
divisérias e contados durante 15 minutos o numeraalgerturas do opérculo, mordidas,
perseguicdes e rabadas que os machos normais asfémasculinizadas, faziam sobre as
fémeas normais (Jaroensutasinee e Jaroensutasié@. 2evou-se em conta também a
producao do ninho de bolhas e o sucesso na ref@oduc

Para andlise estatistica dos dados foram utilizaddsstes ANOVA complementado
com teste de Tukey, ANCOVA e?para sobrevivéncia e proporcdes observadas, tamios c

= 5%. Para comparacao do crescimento foi utiliRegressdo polinominal quadrética.

RESULTADOS

Ao final de 90 dias de cultivo, todos os tratamsertiormonais apresentaram medias
diferentes significativamente maiores em relacaaratamento controle, segundo o teste
ANOVA, para os parametros de peso, comprimentol tetaomprimento de todas as
nadadeiras (Tabela 1). Quanto a sobrevivéncia, htdiwe diferencas significativas entre
todos os tratamentos de acordo com o teste’d&abela 1).

Tabela 1. Resultados da Sobrevivéncia e Médiagsie, pomprimento total e nadadeiras com
seus respectivos erros padrdes, ao final dos testias

Comprimento das
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Nadadeiras (cm)

Sobrevivéncia Comprimento
(%)? Peso(g) Total(cm)  Caudal Dorsal  Ventral Anal

Controle 96.67  1.72+0.08" 5.03+0.04 1.24+0.03 1.02+0.04 1.03+0.06 1.07+0.04
10mg/Kg  96.67 2.32+0.08 6.56+0.13 2.55+0.08 2.10+0.08 1.75+0.04 2.26+0.04
30mg/Kg  96.67  2.24+0.08 6.48+0.10 2.57+0.07 2.08+0.07 1.84+0.08 2.23+0.08
60mg/Kg  93.33 2.23+0.08 6.56+0.07 2.5+0.08 2.15+0.08 1.73+0.08 2.14+0.08

1- Letras diferentes diferem significativamente easenédias de cada parametro segundo ANOVA,
complementado com teste de Tukeyb%.
2-Letras iguais n&o diferem significativamente ets sobrevivéncias segundo o teste de=$%.

As quatro biometrias foram usadas para a constrde&egressoes de crescimento de
peso e comprimento total para todos os tratameAtosmparagdo entre as regressdes duas a
duas(MENDES, 1999) foi feita a fim de evidenciague demonstrou o melhor crescimento,
sendo a curva do tratamento de 30mg/Kg a que obtelikores crescimentos de peso e

comprimento total (Figura 1).
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Figura 1. Regressdes polinominais quadratica dsconento em relacdo ao peso e
comprimento total do tratamento 30mg/Kg.

1.0

A curva da regressao polinominal quadratica daurBig2, demonstra a melhor

concentracdo de hormonio para se atingir maiorafiasnée peso e comprimento total. De
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acordo com o calculo de derivacdo do modelo estati® melhor concentracdo de horménio

na racao para ambos os parametros, seria de apidanente 32 mg/Kg.
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Figura 2. Regressao polinomial quadratica, para peomprimento total em relacdo a
concentracdo de MT.

Quanto aos parametros comportamentais analisadaertura de opérculo e a
perseguicao, ndo apresentaram diferencas sigiiisagntre todos os tratamentos segundo a
ANOVA. Para mordidas o unico tratamento diferersgecdntrole foi o de 30mg/Kg e para a
rabada, somente o tratamento de 60mg/Kg foi satifiamente igual ao controle (Tabela 2).

A producéo de ninho de bolhas nao foi difereng@icativamente entre o controle e
o tratamento de 10mg/Kg e o sucesso na reproducéam atingido no tratamento controle,
com a desova de 5 proles (Tabela 2), todos sequiekie X.

Tabela 2. Médias dos parametros comportamentalisatas e seus respectivos erros
padroes.

Abertura do Producdo Sucesso na

Opérculo  Mordida  Rabada Perseguicde Ninhd Reproducid
Controle 20.9 +1.262 7.3 +0.822 6.3+0.922 13.8 +2.102 102 5
10mg/Kg 21.9+3.9123.3+0.96° 2.7+0.79 12.7+2592 o* o
30mg/Kg 19.1+2.612 3+0.98 2+0.68 11.3+2.332 4 o
60mg/Kg 23.9+4.972 5+188 33+1.16° 13+3.932 i o

1- Letras diferentes diferem significativamente eageanédias de cada parametro segundo ANOVA,
complementado com teste de Tukeyb%.
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2- Letras diferentes diferem significativamentereigis propor¢cdes observadas de cada parametradsegun
teste de X =5%.

Quanto aos parametros comportamentais observadas, houve diferengas
significativas para a rabada e perseguicdo, somentatamento de 10mg/Kg foi igual
significativamente ao controle para as mordidagreham tratamento hormonal foi igual ao
controle para a abertura de opérculo (Tabela 3).

Tabela 3. Coeficientes de variacdo para os par@medmportamentais.
Abertura do

Opérculo Mordida Rabada Perseguicao
Controle 18.11%% 35.4% 46.16% 48.16%
10mg/Kg 56.52%  85.77%°  92.47% 64.49%6
30mg/Kg 43.21%  103.0498  102.74% 65.179%
60mg/Kg 65.7%  100.2298  105.02% 95.53%

1- Letras diferentes diferem significativamente easeovariancias de cada parametro segundo ANCOVA
=5%.

DISCUSSAO

Pesquisas com o peiBetta splendentem demonstrado os efeitos do hormoénio metil-
testosterona (MT) na producédo de proles monossexuasculinas, que em geral atingem
taxas de reversao proximas a 100%, mas com infle€ntegativas no crescimento e
sobrevivéncia dos individuos (Kavumpurath e Pan@l288; Kirankumar e Pandian 2002). A
masculinizacdo de fémeas adultas no presente edamdonstrou um alto grau de influéncia
nas caracteristicas sexuais secundarias, bomroessici e baixa mortalidade.

Sabe-se que o hormoénio testosterona pode aumerggsoimento na maioria dos
vertebrados, mas retarda o crescimento em outras €CJohn-Alder 2005). Os parametros
aqui observados tais como peso, comprimento tatahgrimento das nadadeiras das fémeas
tratadas com o MT apresentaram-se maiores quenes$edo controle.

O anabolismo que a testosterona propicia é o eslddoenciado de acumulo de
nitrogénio, que pode estar associado a producgwateinas (Kuhn 2002). Certamente, o0s

efeitos androgénicos do horménio MT possibilitaram aumento do SSD (Sexual Size
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Dimorphism) das fémeas adultas tratadas, deixasdom fenotipos secundarios masculinos
bastante expressivos.

Altas doses de MT, porém, podem comprometer o icnesto e sobrevivéncia de
peixes (Pandian, Sheela e Kavumpurath 1994; Paed&reela 1995; Kirankumar e Pandian
2002). As regressdes polinominais demonstraram qse melhores resultados em
masculinizacdo fenotipica em fémeas adultas defdmetam ser alcancados com doses entre
30 e 32 mg/kg do MT.

Aspectos comportamentais na reproducdo (Jaroemmeas Jaroensutasinee 2001,
Jaroensutasinee e Jaroensutasinee 2003; Sneks&obbktt e Clotfelter 2006) e da
agressividade (Halperin et. al. 1998; Higa e Sin042 Verbeek, lwamoto e Murakami
2007) foram amplamente estudados. Com base nestgd0® O presente experimento
demonstrou que fémeas adultas tratadas com MT eapgagam aspectos comportamentais
reprodutivos de machos.

Observou-se uma maior heterogeneidade nos par@ntEngportamentais analisados
para as fémeas tratadas com MT, quando comparadetos normais durante o periodo
reprodutivo. Nao houve, porém, o sucesso do atsodefivo e desova das fémeas
masculinizadas, provavelmente devido a uma néo-ngadaorfolégicas de suas gbnadas.

Poucos séo os trabalhos cientificos sobre a inflaéde esterdides sexuais na
expressdo fenotipica de vertebrados. Em seres losnan tentativa de inducdo das
caracteristicas sexuais trans-géneros em transekoa 0 uso de horménios, geralmente
homens e mulheres normais em idade adulta, bi@owate diferenciados, é incompleta
(Assheman e Gooren 1992).

A alta labilidade gonadal apresentada pelo betavél.d.arkin 1975), provavelmente
nao se assemelhou a de peixes, que por influentizeatal, mediada panputsfisioldgicos,

controlam a mudanca de sexo em individuos aduteston e Berlinsky 2006).
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O presente trabalho demonstrou que, a masculirzisgidtipica de fémeas adultas
por meio do andrégeno 1-fmetiltestosterona foi bastante eficiente no pbed&, ao contrario
das reversdes sexuais tradicionais por inclusdwdodnio na racdo ou por imersdo na agua.

As fémeas masculinizadas apresentaram fenotiposmgortamentos masculinos,
deixando-as mais atraentes e consequentementevalarizadas no comércio de peixes
ornamentais. Produtores ligados ao ramo da pisereubrnamental, que buscam aumentar os
seus lucros, podem usar facilmente esta técnicaadeulinizacdo fenotipica do beta descrita

no presente trabalho.
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CONSIDERACOES FINAIS

A técnicas de inversdo sexual e masculinizagizamdo o horménio 17 -
metiltestosterona, sdo utilizadas para peixes de emn todo o mundo. As mesmas técnicas
podem ser aplicadas na aquicultura ornamental, @wamuito de melhorar as caracteristicas
fenotipicas dos peixes e assim possibilitar um atoneos lucros dos produtores. A inversao
sexual do beta foi possivel, apesar do hormoénimterferido no crescimento dos mesmos, 0
que pode ser mito proveitoso do ponto de vistalégico, mas ndo comercial devido a
mortalidade e baixo crescimento. A continuidadsegunda pesquisa procurou uma forma de
masculinizar fémeas adultas ao ponto que ndo seeddiassem as mesmas de um macho
normal. Isso foi atingido, dando de certa formanespaldo para os produtores, que podem

usar essa técnica em suas proles de fémeas.
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correct taxonomic disposition, should be given wheganisms are first mentioned in the
text and in tables, figures and key words togetvigr authorities in brackets, e.g. 'rainbow
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