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RESUMO

A tilapicultura vem se consolidando como um dos principais seguimentos da aquicultura mundial.
Em grande parte, isso se deve ao desenvolvimento e aplicacdo de tecnologias como as que
possibilitaram a produgdo de lotes masculinizados de tildpias por meio do uso do hormoénio 17a-
metiltestosterona (MT). Embora eficaz, a técnica tem um custo importante na larvicultura de tilapias,
representado principalmente pelo uso do alcool etilico como diluente e veiculo para o horménio na
racdo. Diante disso, tivemos como principal objetivo testar a hipotese de que o uso do 6leo de soja
como diluente e veiculo para a MT na ragédo ofertada para tilapias do Nilo é eficaz no processo de
masculinizacdo. Para tanto, seis mil larvas de tilapias do Nilo foram distribuidas em 20 unidades
experimentais, para compor quatro tratamentos, os quais foram caracterizados da seguinte forma: uso
de 2% de Gleo de soja por kg de racdo para a dispersdo da MT na racdo em sistema de agua clara
(HO/CW); uso de 2% de 6leo de soja por kg de racao para a dispersdo da MT na racdo em sistema de
bioflocos (HO/BFT); uso de alcool para dispersar a MT na racdo mais a adi¢do posterior de 2% de
6leo na racdo em sistema de bioflocos (HA+O/BFT) e uso do alcool para dispersar a MT na ragdo em
sistema de bioflocos (HA/BFT). A taxa de masculinizacdo foi avaliada em dois periodos de oferta do
horménio, durante 21 e 28 dias. Além da masculinizacédo, qualidade de agua, desempenho zootécnico,
sobrevivéncia e composicdo corporal foram avaliados durante e ao final do experimento. Os
resultados de masculinizacdo do periodo de 28 dias foram de 100% para os tratamentos HO/CW,
HO/BFT, HA/BFT e de 94% para o tratamento HA+O/BFT. Para o periodo de 21 dias os resultados
foram 89,44; 86,74; 80,94 e 93,60% para os tratamentos HO/CW, HO/BFT, HA+O/BFT, HA/BFT,
respectivamente. Os indicadores de qualidade de agua, em geral, ficaram dentro da faixa recomendada
para a espécie. Os resultados de desempenho, sobrevivéncia e composicao corporal ndo apresentaram
diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes tratamentos. Ao final do ensaio foi possivel
concluir que o oleo de soja é eficaz como veiculo para a distribuigdo do horménio 17a-
metiltestosterona pela racdo, proporcionando resultados satisfatérios com relacdo a taxa de
masculinizacdo. Adicionalmente, constatou-se que o periodo de 28 dias de aplicacdo da MT resulta
em maior quantidade de peixes masculinizados em comparacdo a 21 dias. Destacamos que € a

primeira vez que esta comparagéo é feita em sistema de bioflocos.

Palavras-chave: controle sexual, metiltestosterona, peixe, tilapicultura



ABSTRACT

Tilapiculture has been consolidating itself as one of the main segments of world aquaculture. In large
part, this is due to the development and application of technologies such as those that made it possible
to produce masculine batches of tilapia through the use of the hormone 17a-methyltestosterone (MT).
Although effective, the technique has an important cost in tilapia larviculture, represented mainly by
the use of ethyl alcohol as a diluent and vehicle for the hormone in the feed. Therefore, our main
objective was to test the hypothesis that the use of soybean oil as a diluent and vehicle for TM in the
ration offered to Nile tilapia is effective in the masculinization process. For that, six thousand Nile
tilapia larvae were distributed in 20 experimental units, to compose four treatments, which were
characterized as follows: use of 2% soybean oil per kg of ration for the dispersion of MT in the ration
in clear water system (HO/CW); use of 2% soybean oil per kg of feed for the dispersion of MT in the
feed in a biofloc system (HO/BFT); use of alcohol to disperse MT in the feed plus the subsequent
addition of 2% oil in the feed in a biofloc system (HA+O/BFT) and use of alcohol to disperse MT in
the feed in a biofloc system (HA/BFT) . The masculinization rate was evaluated in two periods of
hormone supply, during 21 and 28 days. In addition to masculinization, water quality, zootechnical
performance, survival and body composition were evaluated during and at the end of the experiment.
The masculinization results for the 28-day period were 100% for the HO/CW, HO/BFT, HA/BFT
treatments and 94% for the HA+O/BFT treatment. For the period of 21 days the results were 89.44;
86.74; 80.94 and 93.60% for treatments HO/CW, HO/BFT, HA+O/BFT, HA/BFT, respectively. The
water quality indicators, in general, were within the recommended range for the species. The results
of performance, survival and body composition showed no significant difference (p<0.05) between
the different treatments. At the end of the trial, it was possible to conclude that soybean oil is effective
as a vehicle for the distribution of the hormone 17a-methyltestosterone in the diet, providing
satisfactory results in relation to the masculinization rate. Additionally, it was found that the period
of 28 days of TM application results in a greater amount of male fish compared to 21 days. We
emphasize that this is the first time that this comparison has been made in a biofloc system.

Keywords: sexual control, methyltestosterone, fish, tilapia



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. RESUMO ESQUEMATICO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS.........cc.couvn... 27

FIGURA 2. MASCULINIZACAO DE LARVAS DE TILAPIA DO NILO ALIMENTADAS COM HORMONIO
MASCULINIZANTE  17A-METILTESTOSTERONA  VIA DIETA DURANTE 21 E 28


file:///C:/Users/frank/Desktop/Correções%20Marcão/CORREÇÕES%20Érika%20e%20Marcão%202/QUALIFICAÇÃO%20FINAL-COM%20TABELAS%20E%20FIGURAS-CORRIGIDA%20-%20Copia.docx%23_Toc79479362
file:///C:/Users/frank/Desktop/Correções%20Marcão/CORREÇÕES%20Érika%20e%20Marcão%202/QUALIFICAÇÃO%20FINAL-COM%20TABELAS%20E%20FIGURAS-CORRIGIDA%20-%20Copia.docx%23_Toc79479362
file:///C:/Users/frank/Desktop/Correções%20Marcão/CORREÇÕES%20Érika%20e%20Marcão%202/QUALIFICAÇÃO%20FINAL-COM%20TABELAS%20E%20FIGURAS-CORRIGIDA%20-%20Copia.docx%23_Toc79479362

LISTA DE TABELAS

TABELA 1. VARIAVEIS DE QUALIDADE DA AGUA NOS SISTEMAS DE BIOFLOCOS E AGUA CLARA
DURANTE A APLICACAO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE MANEJO PARA MASCULINIZACAO DE
LARVAS DE TILAPIA DO NILO EM DIFERENTES PERIODOS DE AVALIAGCAO. ................ 47

TABELA 2. VARIAVEIS DE QUALIDADE DA AGUA NOS SISTEMAS DE BIOFLOCOS E AGUA CLARA
DURANTE A APLICACAO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE MANEJO PARA MASCULINIZACAO DE
LARVAS DE TILAPIA DO NILO E O PERIODO DE AVALIACAO DO DESEMPENHO ATE A FASE DE
JUVENIS .. e 48

TABELA 3. SOBREVIVENCIA (FS), DENSIDADE DE ESTOCAGEM (SD), PESO FINAL (FW), COMPRIMENTO
E GANHO DE PESO FINAL (FWG) APOS APLICACAO DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE MANEJO
PARA A MASCULINIZACAO DE LARVAS DE TILAPIA DO NILO E O PERIODO DE AVALIACAO DO
DESEMPENHO ATE A FASE DE JUVENIS.......ooviieiiieieeeseseeeeses e ses s sesae st essenssnens s, 49

TABELA 4. COMPOSICAO CORPORAL DE LARVAS E JUVENIS DE TILAPIAS DO NILO APOS APLICACAO
DE DIFERENTES ESTRATEGIAS DE MANEJO PARA MASCULINIZACAO EM DIFERENTES PERIODOS
DE AVALIACAO.. ...ttt 50

TABELA 5. PROPORPORCAO DE TILAPIAS DO NILO MASCULINIZADAS APOS APLICACAO DE
DIFERENTES ESTRATEGIAS DE MANEJO PARA MASCULINIZACAO DURANTE 21 E 28 DIAS. 51

TABELA 6. RESULTADOS DE MASCULINIZACAO DE LARVAS DE TILAPIAS ALIMENTADAS COM
HORMONIO MASCULINIZANTE 17A-METILTESTOSTERONA VIA DIETA. ....cooovvvvvrrenae. 57



SUMARIO

1. INTRODUGAO......oooeieeeteeeeeeeteeeeeeeee s ses s, 9
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooovevieeeeeeeeeeveseee s 11
2.1. Atilapia do Nilo e sua larvicultura..........cccccoeveviieiieeiisieie e 11
2.2. Utilizacdo de lotes monossexos machos na tilapicultura...................... 12
2.3.  Masculinizacao por hibridizacao intereSPecies........ccovvvevvereseeieennnns 12
2.4.  Masculinizacdo por iNdUGAO tErMICA .......cccverveiieeiieie e 13
2.5.  Masculinizacdo induzida por hormonios ..........ccccevveveiieeveere e 14
2.6.  Oleo de 50ja NA AQUICUIUTA.............cevveieeeieeeeeee e, 15
2.7, BIOTIOCOS ... .o 16
3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........cooviieeiveeeessereesveseneiensnes 18
4, ARTIGO ettt 27
4.1, INEOTUGED ...ttt 29
4.2, Material € MEOUOS ........cviiriiiiiierieieese e 31
4.2.1. Local e delineamento experimental ..............ccooeveiininineninenenn, 31
4.2.2. Indicadores de qualidade de 4gua...........ccocererirereneineseeeeea 34
4.2.3. Analise de masculiniZaGao............ccceevververeiiciiese e 35
4.2.4. Andlise de desempenho e SObrevivéncia ..........cccccevevveveiieceennne 35
4.2.5. Analise de composiCa0 COrporal ..........ccevvevveieeieiiie e 36
4.2.6. ANALISE ESTAtISTICA .....cvviveeeieiiiiee e 36

4.3. ReSultados € diSCUSSAD...........crvririirieniaiiiieiee sttt 36
4.4, AQradeCIMENTOS .....eeiviiiiieiiie sttt re e beeaneas 42

4.5, REIIENCIAS. .. oo e oo e e 43



1. INTRODUCAO

A populacdo mundial chegara a 9,7 bilhdes de pessoas em 2050 (FAO, 2018), com
aumento da demanda por fontes alternativas de alimento, especialmente proteicas, e a
aquicultura podera assumir um papel importante no atendimento a essa questdo iminente.
As principais espécies de peixes produzidas pela aquicultura mundial sdo de cultivos em
agua doce e seu montante gira em torno de 47,1 milhdes de toneladas. Dentre as espécies
de 4gua doce mais cultivadas no mundo encontra-se a til&pia, cuja produgdo no ano de
2016 foi de 4,2 milhdes de toneladas, ocupando a segunda posic¢ao entre 0s peixes mais
produzidos (FAO, 2018).

As tilapias sdo conhecidas por sua elevada rusticidade e capacidade de adaptacédo
a diferentes condicbes ambientais. Esses peixes apresentam tolerancia a baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido, ampla faixa de temperatura e salinidade, além de
concentracgdes relativamente altas de compostos nitrogenados. Seu rapido crescimento e
caracteristicas atrativas de sua carne como, auséncia de espinhas intramusculares e sabor
agradavel, ajudaram a impulsionar o mercado desse peixe no Brasil e no mundo. No
entanto, embora as tilapiculturas nacional e mundial estejam em franca expansao, 0s
custos de producdo ainda permanecem elevados, com impacto nos diferentes setores da
cadeia produtiva da tilapia, incluindo a larvicultura.

Como as tilapias sdo peixes que apresentam precocidade sexual e elevada
prolificidade, sua larvicultura € uma das etapas da cadeia produtiva que mais requerem
atencdo. Para evitar que os peixes se reproduzam durante a fase de recria e engorda, a
maior parte das pisciculturas trabalham com lotes monossexo machos, uma vez que estes
apresentam melhor desempenho zootécnico do que as fémeas (El-Sayed, 2006; Baroiller
e D'Cotta, 2018). O método mais empregado atualmente para a producéo de lotes machos
é a masculinizacdo de larvas recém eclodidas pela alimentacdo com dieta enriquecida
com o horménio 17a-metiltestosterona (MT), distribuido apds sua diluicdo em &lcool
etilico, o qual representa um custo importante na larvicultura de tilapias, além de risco a
satide dos trabalhadores responséaveis por esse manejo. E possivel que esse manejo seja
otimizado a partir da substituicdo do &lcool como diluente e veiculo da MT, sendo o 6leo

de soja um potencial candidato para substitui-lo.
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O 6leo de soja ja € muito empregado na aquicultura, inclusive como diluente e
veiculo para substancias que se deseje ministrar aos peixes por meio da alimentacéo,
como medicamentos e probioticos (Nakandakare, 2013). Logo, € possivel que o 6leo de
soja também seja eficiente para diluir e veicular a MT pela dieta no processo de
masculinizacdo de tilapias, porém essa hipdtese ndo foi confirmada cientificamente,
embora alguns autores indiquem a possibilidade dessa aplicacdo (Popma e Green, 1990;
Galvez, 1995; Phelps e Popma, 2000).

O manejo de masculinizacdo com MT geralmente ocorre em sistema de tanques
escavados. Essa pratica pode representar riscos ambientais relacionados aos metabdlitos
da metiltestosterona, liberados na &gua pela excrecdo dos peixes e sobras de racdo
(Fitzpatrick, 2000; Contreras-Sanchez et al., 2001; Baroiller ¢ D'Cotta, 2018). Além
disso, o sistema mencionado faz uso de grandes volumes de agua. Uma das alternativas
para mitigacdo dos impactos ambientais provocados pela aquicultura tem sido proposta a
partir do uso do sistema de bioflocos.

O referido sistema, também conhecido pela sigla BFT (biofloc technology) €
baseado na reciclagem de nutrientes oriundos das excretas dos peixes e de sobras de
alimento. Os nutrientes produzidos sustentam comunidades de bactérias e algas, as quais
metabolizam compostos nitrogenados potencialmente tdxicos para 0s peixes e
contribuem, desta forma, para uma menor necessidade de troca de agua do sistema
(Avnimelech, 2009; Crab et al., 2012). Além disso, 0S micros e macroorganismos que se
desenvolvem no BFT sdo uma fonte adicional para a alimentagdo das tilapias na
larvicultura (Avnimelech, 2009; Crab et al., 2012).

Considerando a importancia econdmica da tilapia na aquicultura e a necessidade
de se otimizar os processos na sua cadeia produtiva observa-se que sua larvicultura
apresenta pontos criticos que devem ser sanados. Diante disso, o presente estudo buscou
avaliar a masculinizacdo de larvas de tilapias do Nilo alimentadas com dieta enriquecida
com MT utilizando dleo de soja como diluente e veiculo do horm6nio, comparado ao

alcool, por um periodo de 21 e 28 dias, em sistemas de BFT e agua clara.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Atilapia do Nilo e sua larvicultura

Pertencentes a familia Cichlidae (Perciformes), as til&pias do Nilo (Oreochromis
niloticus) sdo peixes de agua doce oriundos da Africa, que foram introduzidos em muitas
regides tropicais, subtropicais e temperadas ao longo da segunda metade do seculo 20
(Pillay, 1990), visando seu cultivo comercial. Sua larvicultura, assim como da maioria
dos peixes, é uma das fases mais delicadas e importantes na cadeia produtiva, pois esta
relacionada a oferta continua para as etapas seguintes (Andrade e Yasui, 2003).

Embora a tildpia do Nilo seja conhecida por sua elevada prolificidade, e ndo
apresentar canibalismo como as espécies carnivoras, sua larvicultura também exige muita
atencdo, pois € fundamental que haja regularidade na producdo de larvas, que estas
tenham potencial genético que favoreca a velocidade do crescimento, além da
necessidade de individuos saudaveis e com tamanho padronizado.

Apos a fecundacdo, a tilapia nilotica incuba os ovos na boca até a eclosdo das
larvas e absorcéo do saco vitelino, periodo que pode durar de 7 a 8 dias, dependendo da
temperatura (EI-Sayed, 2006). As estratégias utilizadas na maioria das larviculturas séo
baseadas na coleta de “nuvens” de larvas nos sistemas de reprodu¢do, assim que termina
a incubacdo ou coleta de ovos na boca das fémeas (Kubitza, 2011), os quais sé&o
transferidos para sistemas de incubacéo artificial.

A larvicultura da tilapia do Nilo tem sido objeto de muitas pesquisas, que tem por
objetivo otimizar a producdo de larvas. Sdo exemplos os estudos relacionados a nutricdo
(Deng et al., 2022; Shourbela et al., 2021), manejo alimentar (Alves et al., 2020),
qualidade de agua (Alvarenga et al., 2018; Ekasari et al., 2019) e melhoramento genético
(Turra et al., 2016, Alvarenga et al., 2020). Dentre os avancos que foram logrados ap6s
anos de estudos, pode-se citar aqueles alcancados na producdo de lotes machos, em
detrimento aos lotes mistos com machos e fémeas (El-Sayed, 2006; Baroiller e D'Cotta,
2018).
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2.2. Utilizacao de lotes monossexos machos na tilapicultura

Paradoxalmente, as caracteristicas positivas da tilapia para producdo podem se
transformar em problemas graves nos cultivos comerciais. Com cerca de 20 a 30 gramas,
as tilapias ja sdo capazes de se reproduzir, e embora sua fecundidade seja baixa, isso é
compensado pela caracteristica de desova assincrona e alta sobrevivéncia de sua prole, o
que pode culminar no superpovoamento dos tangques em pouco tempo (Guerrero, 1975).
A elevacdo inesperada do numero de individuos desencadeia a competicéo entre 0s peixes
por espaco, alimento e oxigénio disponivel, além de aumento na producdo de compostos
nitrogenados téxicos (Shelton et al.,1981; Popma e Green,1990). Outro aspecto
importante € o fato de que as tilapias fémeas possuem crescimento significativamente
inferior ao dos machos (Tachibana et al., 2004), devido a mobilizacdo de energia para o
desenvolvimento gonadal e reproducédo, além de ndo se alimentar no periodo de incubacéo
oral dos ovos e das larvas (Gale et al., 1999; Beardmore et al., 2001). Essas peculiaridades
das tilapias fémeas impedem a formacdo de um lote padronizado e uniforme, resultando
em menor valor comercial (Cnaani e Levavi-Sivan, 2009; Turra et al., 2010).

Para tentar solucionar essas questdes, grande parte das pisciculturas no Brasil e no
mundo comecaram a produzir populagdes monossexo macho por meio de selecdo de
machos e fémeas submetidas a exame macroscopico da papila urogenital, uma vez que a
espécie possui dimorfismo sexual. A técnica é baseada na identificacdo a olho nu da
papila urogenital e, ao se determinar o sexo da tilapia, descarta-se se for fémea. No
entanto, esta técnica ndo € totalmente eficaz, uma vez que pode haver erros quanto a
identificacdo do sexo pela papila, além de promover estresse dos animais (Popma e
Lovshin, 1996; Beardmore et al, 2001) e o descarte de grande quantidade de peixes.
Diante das desvantagens desta técnica, ela caiu em desuso nos cultivos comerciais de

tilapia (Desprez et al., 2003), a medida que métodos mais eficientes surgiram.

2.3. Masculinizagéo por hibridizagdo interespécies

A técnica de hibridizac&o de tilapias, iniciada nos anos 60, foi uma esperanca para
a producdo de lotes 100% machos. Contudo, apesar do sucesso da hibridizagdo para
diferentes propdsitos, como para produzir linhagens de tilapias resistentes ao frio (Hulata
etal., 1993), ndo se obteve éxito na aplicacdo da técnica para lotes masculinizados. Vérias

pesquisas buscaram sucesso a partir de diversos cruzamentos, mas a variacdo nas
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proporcdes de machos a partir dessa técnica é muito ampla (Beardmore, 2001; Hulata,
2001), o que inviabiliza sua aplicacdo em cultivos comerciais de grande escala. O
insucesso da producao de lotes 100% machos por meio da hibridizacéo pode estar atrelado
a uma combinacdo de fatores: dificuldade de manutencdo de estoques de reprodutores
puros desta espécie; possivel existéncia de genes autossémicos epistaticos envolvidos na
determinacdo sexual (Mair et al., 1991) e a influéncia de fatores ambientais (Herbst,
2002).

2.4. Masculinizacao por inducéo térmica

Posteriormente, buscando mais eficiéncia na producdo de machos, pesquisadores
descobriram que altas temperaturas poderiam induzir a masculinizacdo de Oreochromis
spp, anulando a determinacdo genética do sexo fenotipico, desde que o tratamento fosse
iniciado a partir da abertura da janela temporal de sensibilidade das gonadas (Baroiller et
al., 1995a, 1995b). A partir de entdo diversos estudos foram conduzidos com o objetivo
de identificar a faixa de temperatura que fosse capaz de induzir a maior proporcao de
individuos ao sexo fenotipico masculino.

No entanto, logo foi constatado que a temperatura capaz de induzir a
masculinizacdo fenotipica estava em torno de 37°C (Baroiller et al., 1996) e o sucesso de
masculinizacdo de 99 a 100% ndo seria possivel em temperaturas inferiores a 39°C,
considerada letal para tilapias (Baras, 2001). A exposicdo das larvas de tilapias do Nilo a
temperaturas “masculinizantes”, além de prejudicar a sobrevivéncia, prejudica também o
crescimento, comparado aos animais cultivados na faixa de temperatura ideal (27 a 28°C)
(Baroiller et al. 1995, Abucay et al.; 1999; Baras, 2001).

Outro aspecto ainda mais complexo é o fato de a sensibilidade a masculinizacao
pela temperatura estar associado a um efeito parental (Baroiller e D'Cotta, 2001; Tessema
et al., 2006), tanto que essa sensibilidade pode ser selecionada como uma caracteristica
quantitativa com herdabilidade de 0,69 (Wessels e Horstgen-Schwark, 2007). Logo,
protocolos de masculinizagdo baseados na inducdo por temperatura, em tese, ndo
poderiam ser elaborados sem antes haver um programa de “melhoramento genético”
baseado na sele¢do de reprodutores que produzissem prole sensivel & masculinizagdo pela

temperatura.
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2.5. Masculinizagéo induzida por horménios

Em tilapias do Nilo, o sexo fenotipico pode ser diferente do sexo genotipico, sendo
que sua determinacdo esta ligada a eventos bioquimicos influenciados pelo ambiente
(Chan e Yeung, 1983). Durante a fase inicial do desenvolvimento embrionério, as células
germinativas primordiais séo similares nos dois sexos (Fostier et al., 1983) e permanecem
indiferenciadas e indeterminadas até que o estimulo de hormdnios esteroides determinem
o0 desenvolvimento para ovogbnias ou espermatogdnias, que vao dar origem aos ovarios
ou testiculos, respectivamente. O fator chave para a diferenciacdo das gonadas esta ligado
ao papel da enzima aromatase, produzida pelas células granulosas dos foliculos
ovarianos. Produto do gene CYP19, a aromatase realiza a clivagem de testosterona em
estradiol (Li et al., 2014). Desta forma, em niveis baixos ha uma menor biossintese de
estrogénio e consequente inducdo do desenvolvimento de testiculo em fémeas de tilapias
genotipicas, ao passo que 0 aumento de estrogénio induz a formacao de ovario em tilapias

genotipicamente machos (Baroiller e D'Cotta, 2018).

Essa susceptibilidade das células germinativas primordiais aos esteréides permite
a inducdo do sexo fenotipico. Uma possibilidade para induzir o sexo fenotipico € a partir
da aplicacdo de andrégenos, quando se pretende masculinizar os peixes (Hunter &
Donaldson, 1983), e estrdgenos quando se pretende induzir a feminizacéo (Desprez et al.,
1995).

A masculinizacdo de tilapias pode se dar através de esterdides masculinizantes
administrados a larvas recém eclodidas para que o tecido gonadal indiferenciado de
fémeas genéticas se desenvolva em testiculos, produzindo individuos que crescem e
funcionam reprodutivamente como machos (Popma & Lovshin, 1996). Dentre o0s
hormbnios avaliados para tanto, além da 17a-metiltestosterona (MT), mais comum
(Pandian e Varadaraj, 1990), avaliou-se, por exemplo, a eficicia da 17a-etiniltestosterona
(Shelton et al., 1981) com O. aureus; 17a-metilandroestendiol (\aradaraj e Pandian,
1987) com O. mossambicus; mibolerona (Torrans et al., 1988) com O. aureus; acetato de
noretisterona (Pandian e Varadaraj, 1990) com O. mossambicus; fluoximesterona com O.
niloticus (Phelps et al., 1992) e acetato de trembolona com O. aureus (Galvez et al., 1996)
para promover a reversao sexual de tilapias.

A estratégia de reversdo por meio da administragdo da 17a-metiltestosterona na

dieta permite a pratica em larga escala e proporciona a diminui¢do ou eliminacdo da
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reproducdo das tilapias (Maclntosh e Little, 1995). Dessa forma, as fémeas ndo sdo
descartadas como ocorre em cultivos monossexo que lancam méo da sexagem, e ha
aumento da producéo, ocasionado pelo maior crescimento dos machos (Guerrero, 1975).

A dosagem que proporciona maior sucesso na taxa de masculinizacdo de tilapias
foi avaliada em diversos estudos. Vera-Cruz e Mair (1994) obtiveram 99% de machos
com 60 mg MT/kg de dieta alimentados com 20% do peso corporal durante 25 dias.
Romerio et al. (2000) obtiveram 98% de masculinizacdo com 60 mg de 17a-
metiltestosterona/kg de dieta. Smith e Phelps (2001), relataram 99-100% de machos de
tilapia do Nilo quando receberam 60 mg/kg de 17a-metiltestosterona no alimento durante
28 dias. O uso do horménio 17a-metiltestosterona passou entdo a ser recomendado a
partir do primeiro dia de alimentacéo exdgena até 21 ou 28 dias, na dosagem de 60 mg/kg
(Popma e Green, 1990; Kubitza, 2000), logrando-se 95,7 a 100% de machos (Hiott e
Phelps, 1993).

2.6. Oleo de soja na aquicultura

O 6leo de soja é produzido através de um complexo processo industrial que se
divide em duas etapas basicas: a producdo do 6leo bruto a partir dos gréos de soja, e 0 seu
refino (Embrapa, 2005). Os diferentes usos do 6leo de soja se estendem desde a
alimentacdo humana e animal até a producdo de combustivel, como o biodiesel (Ferrari,
2004). Na aquicultura, o 6leo de soja também tem sido utilizado para uma gama de
propdsitos no manejo alimentar de peixes, sendo sua inclusao nas dietas, como fonte de
energia, a aplicacdo mais frequente e importante (Izquierdo et al., 2003). Determinados
niveis de inclusdo podem proporcionar melhor crescimento e desempenho em tilépias,
além de contribuir para a melhora de seus niveis nutricionais (Godoy et al., 2019),
rendimento de carcaca e filé (Boscolo et al., 2004). O éleo de soja tem sido utilizado,
ainda, para conferir palatabilidade aos péletes de racao, deixando o alimento mais atrativo
para os peixes (Moreira et al., 2015). No manejo alimentar de reprodutores de tilapia, a
inclusdo de bleo de soja é capaz de melhorar os indices das fémeas desovantes, bem como
a sobrevivéncia das larvas (El-Sayed, 2006; Bombardelli et al., 2009).

Para além das aplicacOes citadas, o 0leo de soja € muito util como diluente e
veiculo para substancias que se deseje ministrar aos peixes por meio da alimentacéo,

como medicamentos e probioticos (Nakandakare, 2013). Também € possivel que o 6leo
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de soja seja eficiente para diluir e veicular a metiltestosterona pela dieta no processo de
masculinizacdo de tilapias, porém essa hipotese ainda ndo foi confirmada por relatos
cientificos. No passado, 6leo de peixe ou de origem vegetal foram sugeridos como
alternativa ao alcool como diluente e veiculo para horménios masculinizantes (Popma e
Green, 1990; Galvez, 1995; Phelps e Popma, 2000). Contudo, o risco de rancificagdo da
dieta ocasionado pelo 6leo (Clemante e Cahoon, 2009) pode ter impedido seu uso nas
pisciculturas (Popma e Green, 1990; Phelps e Popma, 2000) devido aos longos periodos
que as racOes preparadas com horménio ficavam estocadas até serem totalmente
consumidas. Porém, o consumo de dieta atualmente nas larviculturas é elevado, com curto
tempo de armazenamento de racOes preparadas para 0 manejo de reversdo sexual. As
observacBes de campo corroboram essa ideia, pois muitas fazendas de tilapia ja fazem
uso do oleo de soja como diluente e veiculo da metiltestosterona na dieta.

No manejo de inversdo sexual, ha décadas o &lcool etilico é a substancia mais
empregada como veiculo para 0os hormoénios masculinizantes ou feminilizantes na dieta
ofertada as larvas de peixes (Baroiller e D'Cotta, 2018). No entanto, seu uso para esse
fim tem sido questionado, devido ao custo envolvido e aos potenciais riscos a satde dos
profissionais que preparam a dieta e manipulam o alcool (Grant et al., 2004; Falk et al.,
2006). Diante dessas questdes, a utilizacdo do Gleo de soja para este manejo, como

diluente e veiculo para o hormdnio, volta a ser cogitada.

2.7. Bioflocos

Ao longo do desenvolvimento da aquicultura, os cultivos de organismos agquaticos
tiveram como principal solucdo para remocdo de compostos tdxicos aos animais
confinados a troca parcial ou total de agua dos tanques de criacdo. Embora eficiente, sob
a perspectiva ambiental a préatica se tornou preocupante, devido aos grandes volumes de
agua utilizados e ao efluente produzido, com elevado potencial poluidor, além da escassez
de &4gua de determinadas regides.

Neste contexto, as atengdes se voltaram para um sistema de produgdo denominado
de tecnologia de bioflocos (BFT, das siglas em inglés biofloc technology). O conceito do
sistema de bioflocos, inicialmente também conhecido como Active Suspension Pond
(Chamberlain e Hopkins, 1994; Avnimelech, 2006), comegou a ser difundido por meio
de publicacgdes cientificas a partir da decada de 80 e 90 nos Estados Unidos (Hopkins et
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al., 1993; Chamberlain e Hopkins, 1994) e Israel (Avnimelech, 1993; Avnimelech et al.,
1994), e tinham o camardo marinho e a tilapia como organismos de interesse para 0S
estudos.

Se no primeiro momento, o efluente rico em nutrientes representava um problema,
nos sistemas de bioflocos ele é a base do sistema. O carbono e nitrogénio provenientes
das dietas e da excrecdo dos organismos aquaticos sustentam uma comunidade
microbiana que formam agregados denominados flocos, dai o nome bioflocos (Crab et
al., 2007, 2012; Liu et al., 2018a). O nitrogénio oriundo da quebra das proteinas e
aminoacidos resulta em amdnia, que pode ser utilizada no inicio da formag&o do sistema
por bactérias fotoautotroficas e heterotréficas na sua composicdo celular e crescimento
(Avnimelech, 1999, 2006; Green et al., 2019a) e/ou por bactérias quimioautotroficas,
também conhecidas como nitrificantes, as quais oxidam a aménia (NHz3) a nitrito (NO>)
e este a nitrato (NOs), sendo a ultima forma nitrogenada menos téxica para 0s peixes
(Ebeling et al., 2006). A presenca e proliferagdo das bactérias heterotroficas e nitrificantes
esta atrelado a relacdo carbono/nitrogénio, e com o tipo de carbono (Avnilemech, 1999,
2009; Crab et al., 2010). Enquanto as bacteérias heterotréficas se multiplicam na presenca
de carbono organico, as nitrificantes, que sdo autotréficas, utilizam carbono inorgéanico
(Avnimelech, 2009).

Inicialmente acreditava-se que a reciclagem dos nutrientes permitiria manter a
mesma agua dos tanques, sem trocas, mesmo que parciais, 0 que levou o sistema a ser
denominado de “troca zero” (MCneil, 2000; Chamberlain et al., 2001). No entanto,
posteriormente, estudos mostraram que o acimulo de sélidos resultantes da proliferacdo
bacteriana, especialmente heterotroficas (Azim e Little, 2008; Liu et al., 2018a;)
prejudica o desempenho dos organismos cultivados (Hargreaves, 2006; Luo et al., 2014;
Ludson et al., 2020), assim como o acumulo de nitrato que, embora menos toxico, em
elevadas concentracdes, pode ocasionar queda no desempenho e até mesmo morte dos
peixes (Luo et al., 2020; Manduca et al., 2021). Contudo, o sistema ndo deixou de ser
interessante pois, mesmo com a necessidade de drenagem e reposi¢do do volume, a
quantidade de agua requerida ¢ muito menor quando comparado aos sistemas de “agua
clara”.

Dentre as principais vantagens do sistema de bioflocos esté a possibilidade da sua
utilizacdo como fonte adicional de nutrientes para os organismos cultivados,
especialmente filtradores, como a tilapia (Azim e Little, 2008; Luo et al., 2014; Ahmad

etal., 2017). Mas, além disso, a biosseguranca, tanto com relacao a se evitar a entrada de
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patdégenos no sistema, como a liberagdo de substancias que podem ser prejudiciais ao
meio ambiente (Avnimelech, 2012; Crab et al., 2012), bem como a economia de agua, se
tornaram fatores relevantes que fomentam as inciativas em pesquisas e aplicacdo da

tecnologia de bioflocos.
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Resumo

A producéo de lotes masculinizados de tilapias por meio do uso do horménio 17a-
metiltestosterona (MT) é eficaz, entretanto, a técnica ainda tem um custo importante na
fase de larvicultura, representado principalmente pelo uso do alcool etilico como diluente
e veiculo para o horménio na dieta. Diante disso, tivemos como principal objetivo testar
a hipotese de que o uso do 6leo de soja como diluente e veiculo para a MT na dieta,
ofertada para larvas de tilapias do Nilo € eficaz no processo de masculinizacdo. Para tanto,
um quantitativo de seis mil larvas de tilapias do Nilo foi dividido em 20 unidades
experimentais, para compor 4 tratamentos, os quais foram assim caracterizados: uso de
2% de 6leo de soja por kg de dieta para a dispersdo da MT na dieta em sistema de agua
clara (HO/CW); uso de 2% de 6leo de soja por kg de dieta para a dispersdo da MT na
dieta em sistema de bioflocos (HO/BFT); uso de alcool para dispersar a MT na dieta mais
a adicdo posterior de 2% de dleo na dieta em sistema de bioflocos (HA+O/BFT) e uso do
alcool para dispersar a MT na dieta em sistema de bioflocos (HA/BFT). A taxa de
masculinizacédo foi avaliada em dois periodos de aplicacdo do horménio, durante 28 e 21
dias. Além da masculinizacdo, qualidade de &agua, desempenho, sobrevivéncia e
composicédo corporal foram avaliados. Os resultados de masculinizacéo do periodo de 28
dias foram de 100% para os tratamentos HO/CW, HO/BFT, HA/BFT e de 94% para o
tratamento HA+O/BFT. Para o periodo de 21 dias, os resultados foram 89,44, 86,74,
80,94 e 93,60% para os tratamentos HO/CW, HO/BFT, HA+O/BFT, HA/BFT,
respectivamente. Em geral, os pardmetros ficaram dentro da faixa recomendada para a
espécie. Os resultados de desempenho zootécnico, sobrevivéncia e composigdo corporal
ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os diferentes tratamentos. Ao
final do ensaio foi possivel concluir que o éleo de soja é eficaz como veiculo para a
distribuicdo do horménio 17a-metiltestosterona pela dieta, proporcionando resultados
satisfatorios com relacdo a taxa de masculinizacdo. Constatou-se que o periodo de
aplicacdo do horménio que resulta em maior quantidade de peixes masculinizados é de
28 dias, comparado aos resultados de 21 dias. E a primeira vez que esta comparagio é
feita em sistema de bioflocos.

Palavras-chave: controle sexual, metiltestosterona, peixe, tilapicultura
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4.1. Introducao

O sucesso na producdo de tilapias se deve ao desenvolvimento tecnologico da sua
cadeia produtiva. Dentre 0s avangos alcancados, destaca-se a técnica para a producéo de
lotes masculinizados, que permite explorar vantagens do cultivo monossexo, como a
uniformidade do tamanho entre os animais, a inibicdo da reproducdo indesejada e o
melhor desempenho dos machos (Baroiller e D'Cotta, 2018; Silva et al., 2022). Varias
técnicas foram propostas para a producao de lotes 100% machos, como a masculinizacéo
por hibridizagdo interespécies (Beardmore, 2001; Hulata, 2001), inducdo térmica
(Baroiller et al., 1996) e a masculinizagdo induzida por hormonios (Pandian e Varadaraj,
1990; Singh, 2018; Silva et al., 2022). Sendo a ultima a que promoveu melhores
resultados a partir da aplicacdo do hormonio 17a-metiltestosterona (MT) na dieta ofertada
as larvas no inicio da alimentacdo exdgena, pelo periodo de 21 a 28 dias (Hiott e
Phelps,1993; Guerrero e Guerrero, 1988; Silva et al., 2022).

A masculinizacdo induzida pela MT ¢ a técnica mais empregada na tilapicultura
(El-Sayed, 2006; Baroiller e Cotta, 2018). No entanto, o alcool etilico utilizado como
diluente e veiculo para o horm6nio na dieta impacta significativamente os custos com o
manejo, além de ser um possivel problema para a saide dos trabalhadores que fazem o
preparo das racdes com MT, devido aos vapores de alcool produzidos durante o processo
(Grant et al., 2004; Falk et al., 2006).

O o6leo de soja ja é utilizado na aquicultura para diluir e veicular substancias como
medicamentos e probioticos por meio da dieta para os peixes (Nakandakare, 2013). Logo,
é possivel que esta aplicacdo também seja efetiva com a metiltestosterona no processo de
masculinizacdo de tilapias. Porém, essa hipo6tese, ao que conseguimos constatar, ainda
ndo havia sido confirmada por relatos cientificos. No passado, 6leos de peixes ou de
origem vegetal foram sugeridos como alternativa ao alcool como diluente e veiculo para
hormdnios masculinizantes (Popma e Green, 1990; Galvez, 1995; Phelps e Popma, 2000).
Contudo, o risco de rancificacdo da dieta ocasionado pelo 6leo (Clemante e Cahoon,
2009) pode ter impedido seu uso nas pisciculturas (Popma e Green, 1990; Phelps e
Popma, 2000) devido aos longos periodos que as racdes preparadas com hormoénio
ficavam estocadas até serem totalmente consumidas. Porém, atualmente, o consumo de
dieta nas larviculturas é elevado, com curto tempo de armazenamento de ragdes
preparadas para o0 manejo de masculinizacdo. Diante disso, a utilizagdo do 6leo de soja

para esse manejo pode ser novamente cogitada.
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O manejo de masculinizagdo com MT geralmente ocorre em sistema de tanques
escavados. Essa prética pode representar riscos ambientais relacionados aos metabélitos
da metiltestosterona, liberados na agua pela excrecdo dos peixes e sobras de alimento
(Fitzpatrick, 2000; Contreras-Sanchez et al., 2001; Baroiller e D'Cotta, 2018). Além
disso, o sistema de tanques escavados faz uso de grandes volumes de agua. Uma das
alternativas para mitigacao dos impactos ambientais provocados pela aquicultura tem sido
proposta a partir do uso do sistema de bioflocos (BFT).

O BFT comecou a ser desenvolvido na década de 70, visando a producéo de
organismos aquéticos (Avnimelech, 2009; Browdy et al., 2012; Crab et al., 2012; Ahmad
et al., 2017). Contudo, houve nos ultimos anos uma intensificagdo nos estudos
relacionados ao sistema. Isso se deve, principalmente, as questdes ambientais que
impulsionam cada vez mais a busca pela producéo sustentavel de alimentos. O BFT tem
como principal atrativo a economia de &gua, ja que microrganismos, base do sistema,
removem a amonia e o nitrito, toxicos para a maioria dos peixes e crustaceos e, desta
forma, dispensa a necessidade de renovacao de grandes volumes de dgua (Avnimelech,
2009; Crab et al., 2012).

O sistema ja foi explorado em diversos contextos, apresentando resultados
satisfatorios, como aqueles relacionados ao desempenho zootécnico de tilapia do Nilo
cultivada em BFT (Rakocy et al., 2004; Green et al., 2019a; Manduca et al., 2021) e
reducdo do tempo de cultivo e conversao alimentar de tilapias do Nilo (Cavatti Neto et
al., dados nédo publicados) oriundas de programa de melhoramento em BFT (Turra et al.,
2012a; Turraetal., 2012b ; Fernandes et al., 2015 ; Turraetal., 2016 ; Turraetal., 2018).
No entanto, poucos estudos abordaram a masculiniza¢ao por metiltestosterona no sistema
de BFT, sendo possivel citar os trabalhos de David-Ruales et al. (2019) que compararam
os resultados de masculinizacdo de tilapias (Oreochromis sp.) obtidos em bioflocos e
sistema de recirculacdo, Silva et al. (2022) que avaliaram a masculinizacdo de tilapias do
Nilo em diferentes niveis de metiltestosterona em BFT e duas frequéncias de alimentacéo,
e o trabalho de Valle et al. (Dados ndo publicados) que avaliaram diferentes salinidades
durante a masculinizagdo de tilapias do Nilo em sistema de bioflocos.

Diante dessas questdes, tivemos como objetivo testar a hipotese de que o uso do
oleo de soja como diluente e veiculo para a MT na dieta ofertada para larvas de tilapias
do Nilo é eficaz no processo de masculinizacdo em BFT. Além de avaliar o crescimento
e desempenho zootécnico das larvas de til&pia ap6s o periodo de administracdo do

horménio até a fase de recria; avaliar o sucesso da masculinizacdo com 21 e 28 dias de



31

fornecimento de 17a-metil testosterona e avaliar dois sistemas de producdo, agua clara e

bioflocos, sobre a taxa de masculinizacgéo das larvas de tilapia.

4.2. Material e Métodos

4.2.1.Local e delineamento experimental

O presente experimento foi realizado em estufas agricolas, localizadas no
Laboratorio de Aquacultura (LAQUA) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte — MG, Brasil. Todos os procedimentos foram
revisados e aprovados anteriormente pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais sob o protocolo de nimero 225/2020.

O experimento contou com trés momentos de analises, sendo a primeira analise
referente ao periodo de 28 dias de alimentacdo com MT, a segunda analise referente ao
periodo de 21 dias de alimentagdo com MT, mas realizada ap6s um periodo de 120 dias,
e aterceira analise foi realizada ap6s o periodo entre o fim da administracdo do horménio
aos 28 dias até 154 dias de cultivo, para verificar o desempenho e a composi¢éo corporal

dos peixes dos diferentes tratamentos (Figura 1).

22 anadlise

Retirada de 45
peixes/hapa-

Transferéncia
para 20 hapas

em um tanque Sexagenf- €
com dgua clara composigac
corporal
12 andlise 32 analise
- )
Distribuigdo Retirada Retirada Retirada de 60
300 peixes/caixa 60 peixes/caixa 110 peixes/caixa- peixes/caixa-
nos tratamentos sexagem e desempenho e
composi¢cdo composigdo
corporal corporal
\_ y. P P
Dias 0 21 28 141 154

12 andlise: 282 dia (0 — 282 dia COM MT)
22 analise: 1412 dia (0 — 212 dia COM MT)
32 anélise: 1542 dia (292 — 1542 dia SEM MT- Crescimento)

Figura 1- Resumo esquematico dos procedimentos experimentais. No dia 0 ocorreu a distribuicdo dos peixes nas 20 unidades experimentais
dos quatro tratamentos (HO/CW, HO/BFT, HA+O/BFT, HA/BFT); Aos 21 dias foi feita a retirada de 60 peixes/ caixa da alimentacdo com
MT e transferéncia para 20 hapas em tanque com &gua clara, onde permaneceram até a sexagem e analise de composicao corporal no 141°
dia de alimentacdo sem MT; Apds 28 dias de alimentacdo com MT foi feita a retirada de 110 peixes para sexagem e analise de composicao
corporal; No 154° dia ap6s 126 dias de alimentacdo sem MT foi feita a retirada de 60 peixes para analises de desempenho e composicao
corporal. BFT- Tecnologia de bioflocos, CW- Agua Clara, HO — horménio diluido em 6leo, HA+O — horménio diluido em &lcool e
subsequente adicdo de 6leo, HA — hormdnio diluido em alcool. MT- metiltestosterona.
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Para a realizacéo do experimento, foi utilizado um pool de 6.000 larvas de tilapias
do Nilo com sete dias pos-eclosdo, nascidas na mesma semana, com peso médio inicial
de 0,011 g. As larvas foram oriundas de desovas contemporaneas, provenientes de 10
fémeas, visando controlar possiveis efeitos de familia sobre os tratamentos. O esquema
de reproducédo que deu origem as larvas, contou com 30 fémeas e 10 machos, alocados
em tanques que comportaram 3 fémeas e 1 macho, cada. As matrizes da linhagem
Chitralada (peso médio de 600 g) utilizadas para a producdo das larvas do experimento
foram obtidas do biotério NGT-Aqua (Nutricdo, Genética e Tecnologia para Aquacultura)
pertencente ao Laboratdrio de Aquicultura da UFMG.

As larvas foram distribuidas em 20 tanques retangulares de polipropileno de 180
L, preenchidos com 150 L de &gua de bioflocos previamente maturado no laboratério ou
agua clara proveniente de poco artesiano. As unidades experimentais foram equipadas
com aquecedores termostatos de 300 Watts, de modo a manter a temperatura constante e
dentro da faixa de conforto térmico dos animais. A aera¢do foi mantida por sopradores
radiais conectados a mangueiras microporosas instaladas em cada tanque para manter 0s
niveis adequados de oxigénio para a especie.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente ao acaso com quatro
tratamentos, com cinco repeticdes. Totalizando 20 unidades experimentais, cada uma
comportando 300 larvas (2 larvas/L), as quais foram submetidas aos tratamentos a partir
do primeiro dia de alimentacdo apds absorcdo do saco vitelinico. Cada tratamento foi
caracterizado pela inclusdo da MT na dieta utilizando 6leo de soja como veiculo na
proporcao de 2% em sistema de agua clara (HO/CW); inclusdo da MT na dieta utilizando
6leo de soja como veiculo na proporcdo de 2% em sistema de bioflocos (HO/BFT);
inclusdo da MT na dieta utilizando alcool etilico como veiculo mais adi¢do posterior de
2% de 6leo de soja em sistema de bioflocos (HA+O/BFT); e inclusdo da MT na dieta
utilizando alcool etilico como veiculo em sistema de bioflocos (HA/BFT). As racdes com
horménio foram ofertadas aos animais diariamente, cinco vezes ao dia (8, 10, 12, 14 e
16h), sequindo uma taxa de arragoamento de 30, 25, 20, e 15%, na 17, 22 3% e 42 semana,
respectivamente. Durante o periodo de masculinizacdo, a porcentagem de dieta foi
corrigida para niveis mais baixos semanalmente, como descrito por Luthada e Jerling
(2013), Daudpota et al. (2016), e recomendacdes de Phelps e Popma (2000) e El-Sayed
(2006). O calculo de dieta para as larvas de todos os tratamentos a cada semana foi feito
com base em resultados de experimentos anteriores, considerando o peso médio

individual de 0,01 g na primeira semana, 0,15 g na segunda semana, 0,4 g na terceira
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semana e 0,8 g na quarta semana, considerando uma mortalidade de 2% de uma semana
para outra. Desta forma, na primeira semana foram ofertados 3 mg de dieta / dia, contendo
180 ng de MT (1.260 ng na primeira semana) para cada larva; na segunda semana foram
ofertados 37,5 mg de dieta / dia, contendo 2.250 ng de MT (15.750 ng na segunda
semana); na terceira semana foram ofertados 80 mg de dieta / dia, contendo 4.800 ng de
MT (33.600 ng para a terceira semana), e na quarta semana, 120 mg de dieta / dia,
contendo 7.200 ng de MT (50.400 ng para a quarta semana) foram ofertados para cada
larva.

As dietas com hormdnio de cada tratamento foram preparadas com dieta extrusada
comercial farelada (Racdo Propescado-Nutriave) contendo 12% de umidade, 55% de
proteina bruta, 10% de extrato etéreo e 15% de material mineral. A concentracdo de MT
utilizada nas racbes de cada tratamento foi de 60 mg/kg de dieta (Guerrero, 1975;
Tayamen e Shelton, 1978; Baroiller e D'Cotta, 2018). Os tratamentos HO/CW e HO/BFT
receberam o horménio masculinizante MT utilizando como veiculo 2% de 6leo de soja
por kg de dieta, enquanto no tratamento HA+O/BFT o hormdnio foi distribuido usando
alcool etilico absoluto P.A. 99,5% como veiculo (200 mL/kg de dieta) e, apds a secagem,
foram adicionados 2% de Gleo de soja por kg de dieta. J& a dieta do tratamento HA/BFT
recebeu a MT na dieta unicamente por meio do alcool etilico absoluto P.A. como veiculo
(200 mL/kg de dieta). A distribuicdo da solu¢do com a MT pela dieta foi feita por um
borrifador de 500 mL de volume seguida por homogeneizacdo. Ap6s um periodo de dois
dias de secagem do alcool ao abrigo da luz, as ragdes foram armazenadas em potes
escuros em freezer a -20 °C, de forma a preservar a metiltestosterona.Ao final da terceira
semana, 21 dias de tratamento com horménio, foram retiradas 60 larvas de cada unidade
experimental para a segunda analise apds periodo de crescimento. Estas foram pesadas e
transferidas para um tanque suspenso de geomembrana PEAD de 4 m3 com &gua clara
(troca diaria de 20%) instalado em estufa agricola. Sendo acondicionadas em 20 hapas de
polipropileno de malha de 5 mm (0,15 m®), de modo a preservar a referéncia da unidade
experimental de origem, bem como o tratamento. As unidades experimentais foram
equipadas com sistema de aeragdo por meio de sopradores radiais conectados a
mangueiras microporosas para 0 provimento de oxigénio para os animais. Estas larvas
foram alimentadas com dieta sem horménio durante 120 dias. Ao final do periodo, 45
peixes de cada hapa foram coletados para verificar a taxa de masculinizacdo de peixes

alimentados com dieta com horménio por 21 dias e a composicao corporal.
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Para as larvas que permaneceram nos tanques, ao final da quarta semana de
experimento, 28 dias de tratamento com MT, a oferta de dieta com hormonio foi cessada
em todos os grupos experimentais. Os animais de todos os tratamentos foram pesados e
amostras de 110 animais por unidade experimental foram coletadas para a realizacdo da
segunda anélise, para verificar a taxa de masculiniza¢do (50 animais) e composicao
corporal (60 animais).

Apos 28 dias, foram mantidos vivos 60 animais nas unidades experimentais de
cada tratamento, durante mais 126 dias, para a terceira analise experimental. Os animais
foram alimentados com dieta extrusada comercial farelada (55% PB) livre de horménio
ou Gleo adicional e posteriormente alimentadas com dieta extrusada comercial (0,8 mm
com 45% PB; 1,5 mm com 40% PB e 2-4 mm com 36% PB) de acordo com a fase de
crescimento. Nesta etapa, foram avaliados possiveis efeitos dos tratamentos sobre o
desempenho zootécnico e composi¢do corporal dos animais ap6s o periodo de

masculinizacéo.

4.2.2.Indicadores de qualidade de &gua

Durante os trés periodos até cada analise experimental, os parametros de oxigénio
dissolvido, pH, salinidade e temperatura foram mensurados duas vezes ao dia (8:00 e
16:00h) com sonda multiparametros AKSO modelo AK88 (AKSO, RS, Brasil). A
alcalinidade e o volume de solidos sedimentaveis (SS) foram medidos duas vezes por
semana, de acordo com as metodologias propostas por APHA (1998) e Avnimelech
(2009), respectivamente. O oxigénio permaneceu acima de 5 mg/L. O pH foi mantido
em torno de 6,5 e a alcalinidade acima de 50 mg/L de CaCOz/L, para isso foi utilizado
calcério agricola (CaCOs3) na agua dos tanques dos tratamentos em bioflocos, efetuando
correcdes sempre que necessario de CaCOs (Avnimelech, 2009).

Os compostos nitrogenados, nitrogénio amoniacal total (N-AT) e nitrogénio
nitrico (N-NO2) foram mensurados duas vezes por semana de acordo com as
metodologias estabelecidas pela UNESCO (1983) e Bendschneider e Robinson (1952),
respectivamente. Foi adotado como procedimento padréo de adicao de carbono organico
proveniente de agUcar de cana pela manh@ sempre que as concentracbes de N-AT
atingiam valores superiores a 1 mg/L, mantendo sempre uma propor¢cdo de

carbono/nitrogénio (C/N) de 6/1 (Ebeling et al., 2006). Para prevenir possiveis efeitos da
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toxicidade do nitrito a salinidade foi mantida entre 2 e 3 g/L (Alvarenga et al., 2018) do
inicio ao fim do experimento, com uso de sal agricola (NaCl).

Durante o periodo até a primeira analise experimental houve troca diaria de 50%
do volume de agua no tratamento agua clara (HO/CW), por agua previamente aquecida.
E nos tratamentos com bioflocos, a &gua era reposta somente para compensar a
evaporacdo. Durante o periodo até a segunda analise experimental, um volume de 20%
era renovado de modo a manter a boa qualidade da agua. No periodo até a terceira analise
experimental foi estabelecido uma taxa de renovacao de 17,5% de gua duas vezes por
semana nos tanques de bioflocos, com o intuito de prevenir o acimulo excessivo de

s6lidos sedimentaveis e nitrato.

4.2.3. Andlise de masculinizacéo

Os animais destinados a primeira e a segunda analise experimental foram submetidos a
eutanasia por meio de overdose induzida por eugenol (180 mg/L) (Vidal et al., 2008). Os
animais foram fixados em liquido de Bouin por 24 horas e conservados em &lcool etilico
70%. Posteriormente suas gbnadas foram retiradas e analisadas em microscopio 6tico por

meio da técnica de aceto-carmim (Guerrero e Shelton, 1974).

4.2.4. Anélise de desempenho e sobrevivéncia

O desempenho zootécnico, densidade de estocagem e a sobrevivéncia foram
determinados da seguinte forma:

a) Densidade de estocagem final = biomassa final (kg) / volume (til do tanque (mq);

b) Peso medio final (PF) = peso total de peixe em cada tanque (g)/ nimero de peixes
em cada tanque;

c) Ganho de peso final = peso médio final (g) — peso médio inicial (g);

d) Sobrevivéncia até a primeira analise = [(Nf + N21) / No] x 100, e sobrevivéncia
no periodo até a terceira analise = (Nf / N2g) x 100, onde N representa o nimero
final de peixes por tanque, N21 representa o numero de peixes retirado aos 21 dias
do tanque, N2g representa 0 numero inicial de peixes por tanque aos 28 dias e No

representa o nimero inicial de larvas no comeco de todo o experimento.
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4.2.5. Anélise de composicao corporal

No momento da primeira, segunda e terceira analise foram coletados
respectivamente 60, 2 e 2 animais de cada unidade experimental e congelados em freezer
a -18°C para andlise da composicdo da carcaca. Posteriormente as carcagas foram
colocadas em estufa ventilada a 55°C por 72h para retirada de umidade das amostras. Em
seguida, foram moidas em peneira de 1 mm. A composicado da carcaca (matéria seca,
proteina bruta, extrato etéreo e cinzas) foi determinada de acordo com a metodologia
padrdo da AOAC (2005).

4.2.6. Analise estatistica

As variaveis relacionadas a qualidade de 4gua, desempenho zootécnico e taxa de
masculinizacdo foram submetidas aos testes de normalidade dos residuos (Shapiro-Wilk)
e homocedasticidade (Bartlett). As variaveis que apresentaram residuos com distribuicéo
normal e homocedasticidade foram submetidas a anélise de variancia (ANOVA) e teste
de médias. O teste de médias foi escolhido conforme o coeficiente de variagdo (CV) da
variavel de interesse, sendo aplicados os testes de Tukey (CV < 10%), teste Student-
Newman-Keuls (SNK) (CV de 10 a 15%) ou teste de Duncan (CV > 15%). As variaveis
ndo-paramétricas foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis. A comparacao entre as
taxas de masculinizagdo de 21 e 28 dias foi feita pelo teste de Wilcoxon. Todas as analises
estatisticas consideraram um nivel de significancia de 5% e foram realizadas com o
auxilio do programa InfoStat (Di Rienzo et al., 2015) e do software R (R Core Team,
2016).

4.3. Resultados e discussao

A masculinizagao de tilapias do Nilo por meio do uso do hormoénio 17a-
metiltestosterona tem se consolidado cada vez mais nas pisciculturas (Baroiller e D'Cotta,
2018). O sucesso de producao de machos tem sido satisfatdrio, superando na maioria dos
casos 95% de eficiéncia (Marjani, 2009; Beaven e Muposhi, 2012; Khanal, 2014; Silva
et al., 2022). Em geral, este estudo apresentou taxa de masculinizacdo minima de 94% no

tratamento que teve pior resultado e de 100% nos demais, com fornecimento de dieta com
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horménio durante 28 dias, e tivemos resultados razoaveis até mesmo nos tratamentos que
receberam hormonio durante 21 dias. Utilizamos 60 mg de MT na dieta, como
recomendado pelos melhores protocolos de masculinizacdo de tilapias (Guerrero, 1975;
Tayamen e Shelton, 1978; Baroiller e D'Cotta, 2018, Silva et al., 2022). No que se refere
ao veiculo para a distribuicdo do horménio, utilizamos um protocolo tradicional com
alcool etilico (Baroiller e D'Cotta, 2018) e um protocolo alternativo com 6leo de soja. Ao
que conseguimos constatar, este € o primeiro trabalho a avaliar o 6leo de soja como
veiculo para a dispersdo da metiltestosterona em dieta para larvas de tilapia no manejo de
masculinizacdo em BFT.

Os dados relacionados aos parametros de qualidade de agua estdo apresentados
nas Tabelas 1 e 2. Em geral, as variaveis de qualidade de agua ficaram dentro da faixa
recomendada para a espécie (Wedemeyer, 1996; El-Sayed, 2006; Avnimelech, 2009;
Monsses et al., 2017). N6s ndo observamos diferenca significativa para as médias de
oxigénio dissolvido e temperatura entre os diferentes tratamentos em nenhum dos
periodos analisados. A tendéncia de acidificacdo do pH e consumo de alcalinidade,
percebida no presente trabalho, sdo comportamentos esperados em sistemas BFT, assim
como o aumento de solidos em suspensdo (Azim e Little, 2008; Long et al., 2015; Liu et
al., 2018a; Green et al., 2019a; Kim et al., 2020). No caso do pH, a acidificacdo se deve
principalmente a producdo de didxido de carbono pelas comunidades microbianas
presentes no sistema devido ao processo de respiracao aerdbia (Ebeling et al., 2006). Ja a
reducdo na alcalinidade esta relacionada ao consumo de carbonatos, principalmente por
bactérias quimioautotréficas. Enquanto o aumento de sélidos suspensos €é resultante da
proliferacdo da comunidade de bactérias presentes no sistema BFT, mas, especialmente
de bactérias heterotroficas (Ebeling et al., 2006; Avnimelech, 2009). Nao houve diferenca
significativa para N-AT entre os tratamentos. Os valores de N-AT durante o periodo até
a terceira andlise experimental ficaram acima de 1 mg/L. No entanto, a concentracdo de
amonia toxica ficou abaixo de 0,05 mg/L, como recomendado para a espécie (El-Sayed,
2006). Com relacdo ao nitrito, durante o periodo até a primeira andlise, foram verificados
valores mais altos nos tratamentos com bioflocos, devido ao processo de estabilizagéo do
floco (Ebeling et al., 2006). No periodo até a terceira analise ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, e a concentracdo de nitrito permaneceu estavel, uma
vez que as bactérias quimioautotroficas ja se encontravam estaveis. Pequenas oscilagdes
de nitrogenados costumam ser comuns em sistema de bioflocos, principalmente nas

primeiras semanas de producao (Silva et al., 2018). Por isso, estudos com larvas podem
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n&o ter tempo suficiente para estabilizacdo do sistema. Nao houve diferenca significativa
para os parametros de sobrevivéncia, densidade de estocagem, peso final, comprimento e
ganho de peso final entre os diferentes tratamentos (Tabela 3).

Sabe-se que os 6leos vegetais, incluindo o 6leo de soja, desempenham importantes
fungdes relacionadas ao crescimento, eficiéncia alimentar, salubridade, fungéo renal e
branquial, desenvolvimento neural e visual, reproducdo e qualidade dos filés quando
implementados a dietas de peixes, incluindo a tilapia do Nilo (Wilson, 1998; Hayashi et
al., 2000; Lim e Webster, 2001; Godoy et al., 2019). No entanto, limites de inclusdo de
lipideos na dieta sdo recomendados para que se evite problemas como reducdo no
consumo da dieta, crescimento e deposi¢cdes indesejaveis de gordura visceral (Chou e
Shiau, 1996). Em nosso experimento, nos tratamentos em que o 6leo de soja foi 0 veiculo
paraa MT, utilizamos 2% por kg de dieta, com base na quantidade normalmente aplicada
para inclusdo de medicamentos (Nakandakare, 2013), coincidindo também, com niveis
descritos como ideais para melhor ganho de peso de juvenis de tilapias, ao redor de 12%
de lipideos na dieta (Chou e Shiau, 1996). Embora diversos trabalhos apontem diferencas
significativas relacionadas ao desempenho entre grupos tratados com diferentes niveis de
inclusdo de 6leo (Stickney, 1983; Stickney e Wurtz, 1986; Silva,1991; Chou e Shiau,
1996; Xie, 2017), nds ndo observamos esta diferenca entre os tratamentos com 2% a mais
de inclusdo de 6leo de soja. Além disso, n6s ndo verificamos diferenca significativa na
composicdo corporal entre os tratamentos (Tabela 4). Provavelmente a quantidade de
lipideos presente na dieta esteja dentro da exigéncia minima para a espécie. Corroborando
com este estudo, Huang et al. (2001) n&o verificaram aumento na deposigéo de gordura
na carcaca de Zacco barbata alimentados com diferentes niveis de éleo. Por outro lado,
Chou e Shiau, (1996) e Meurer et al. (2002) apontaram aumento no teor de gordura
corporal de juvenis de tilapia com o0 aumento da inclusdo de dleo nas racdes. Com relacdo
a deposicdo de proteina, os resultados de Justi et al. (2003) divergem dos nossos,
apontando diferencas significativas ao trabalhar com tilapias alimentadas com dieta
enriquecida com &cidos graxos. Os nossos resultados referentes a umidade e cinzas nédo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos, tal como no trabalho de
Godoy et al. (2019), no qual se avaliou diferentes niveis de incluséo de 6leo de soja em
dietas para tilapias do Nilo.

A masculinizagdo de tilapias por meio da metiltestosterona fornecida aos peixes
via alimentacdo tém sido orientada pela aplicacdo do tratamento por pelo menos 21 dias

com aproximadamente 50 mg de hormdnio/kg de dieta a partir do inicio da alimentagéo
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exogena, sendo 28 dias 0 mais indicado (Baroiller e D'Cotta, 2018). Nossos resultados
confirmam isso, uma vez que a administragdo da MT durante 21 dias resultou em taxa de
masculinizacéo significativamente inferior (p<0,05) a estratégia de administracao durante
28 dias em todos os tratamentos com diferentes métodos de diluicdo do horménio e
sistemas de cultivo (Figura 2). Corroborando com o presente estudo, Jensi (2016) obteve
93,3% de masculinizacdo com metodologia semelhante a do nosso trabalho, utilizando
metiltestosterona (60 mg/kg de dieta) na alimentacéo de larvas de trés dias de vida em
sistema de agua clara durante 21 dias. As diferentes estratégias de diluicdo da MT néo
diferiram significativamente entre si durante 21 dias de administracdo de dieta com
metiltestosterona para as larvas de tilapia com relacdo ao sucesso de masculinizacéo,
independentemente do sistema de producéo (Tabela 5).

Os nossos resultados confirmam os protocolos atuais com relacdo ao tempo de
administracao durante 28 dias e a dosagem de MT de 60 mg/kg de dieta (Guerrero, 1975;
Tayamen e Shelton, 1978; Baroiller e D'Cotta, 2018; Silva et al., 2022). Observamos que
0s Nnossos resultados de masculinizacdo, com excec¢do do tratamento HA+O/BFT, estdo
entre os melhores relatados na literatura comparados a trabalhos similares (Tabela 6). E
notorio que existe uma variacdo nos resultados de masculinizacdo entre diferentes
trabalhos, mesmo seguindo protocolos parecidos, como tempo de administracdo e
concentracdo do horménio masculinizante. Essas diferencas podem ser atribuidas a outros
fendmenos que também influenciam a determinacédo do sexo fenotipico, como a heranca
genética mais susceptivel a reversdo promovida pela temperatura (Baroiller, 2009) e/ou
o tamanho do animal (Hiott,1993), que tem relacdo com a susceptibilidade das gbnadas a
diferenciacdo fenotipica (Pandiam e Koteeswaran,1999). NGs procuramos aplicar os
protocolos recomendados quanto ao sucesso de masculinizacdo de forma a tentar isolar
variaveis que pudessem confundir os nossos resultados.

Na aplicagdo do hormonio masculinizante por 28 dias houve diferenca
significativa entre o tratamento HA+O/BFT e os tratamentos HO/CW e HO/BFT, com
uma taxa de sucesso de masculinizacdo maior nos dois ultimos, mas nédo se diferenciou
significativamente do tratamento HA/BFT, embora este também ndo tenha apresentado
diferenca significativa em relacdo a HO/CW e HO/BFT (Tabela 5). O tratamento
HA+O/BFT foi proposto para evidenciar possivel efeito do 6leo na diferenciagdo gonadal
ao serem seus resultados de masculinizagdo comparados aos demais tratamentos, de
forma que se pudesse distingui-lo do seu papel como veiculo para o horménio,

exclusivamente, uma vez que os lipidios tém influéncia no desenvolvimento das gonadas
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(Santiago e Reyes, 1993; Bahurmiz e Ng, 2007, Ng e Wang, 2011). Diante disso, ndo era
esperado que o tratamento HA+O/BFT apresentasse resultado de masculinizacgéo inferior
aos tratamentos HO/CW e HO/BFT, especialmente porque néo foi identificada diferenca
significativa em termos de desempenho zootécnico. Ndo conseguimos encontrar na
literatura respostas para o ocorrido, mas imaginamos que a aplica¢do posterior do 6leo
pode ter causado uma lixiviagdo do horménio masculinizante e diminuido sua
concentracdo na dieta, resultando em uma taxa de masculinizacdo inferior, fato esse que
necessita de mais estudos para elucidagéo.

A tecnologia de bioflocos tem se tornado uma interessante alternativa na cadeia
produtiva de tilapias, em especial na fase de larvicultura e recria (Ekasari et al., 2015;
Alvarenga et al., 2018). Apesar disso, 0 manejo de masculinizacdo tem sido pouco
explorado nesse sistema, sendo 0 nosso estudo, ao que conseguimos constatar, um dos
primeiros a avaliar o BFT no processo de producdo de machos por meio da inducdo
hormonal com a 17a-metiltestosterona (David-Ruales et al., 2019; Silva et al., 2022). Os
nossos resultados relacionados a masculinizacdo nos sistemas de agua clara e bioflocos
apontaram auséncia de diferenca entre os dois (p<0,05) (Tabela 5). Contudo, tilapias
tratadas com 17a-metiltestosterona em recirculagdo apresentaram maior taxa de
individuos machos do que em BFT (Ruales et al., 2019). Esses autores inferem que a
oferta alternativa de alimento natural no BFT pode ter prejudicado o consumo da dieta
com hormonio e refletido no processo de masculinizacdo. No entanto, no referido
trabalho, a taxa de alimentacéo inicial foi de 10%, enquanto em nosso estudo 0s peixes
comecaram a ser alimentados na primeira semana a uma taxa de alimentacdo de 30%.
Assim como no estudo realizado por Silva et al. (2022), ao trabalharem com diferentes
concentragoes de 17a-metiltestosterona para larvas de tilapia do Nilo em BFT obtiveram
resultados de masculinizacdo aos 28 dias de aplicacdo da MT semelhantes aos nossos.
Logo, isso pode ter sido a causa da diferenca entre os dois resultados, ja que o consumo
do horménio masculinizante esta relacionado ao consumo de dieta. Acreditamos que 0
sistema de bioflocos favorece a interacéo das larvas com o horménio masculinizante por
mais tempo, seja pela ingestdo da dieta retida no tanque de cultivo ou pelo contato
tegumentar do peixe com a agua (Gale, 1999), uma vez que parte do horménio acaba
sendo lixiviado (Mair, 1997) e permanece em contato com o animal devido a reduzida
troca de agua nesse sistema, o que contribuiria adicionalmente para a masculinizagdo das

larvas.
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Alguns estudos sugerem que a MT pode néo ser prejudicial ao meio ambiente
(Contreras-Sanchez et al., 2001; Contreras-Sanchez et al., 2002; Green e Teichert-
Coddington, 2007). Contudo, o debate permanece aberto, com trabalhos que indicam o
contrario (Murray, 2016, 2016, 2017), mostrando que o descarte de dgua dos sistemas
tradicionais pode ser danoso para a fauna do ambiente natural. A reduzida troca de &gua
no BFT (Crab et al., 2007; De Schryver e Verstraete, 2009; Ray et al., 2010a; Crab et al.,
2012; Hargreaves, 2013; Pérez-Fuentes et al., 2016; Liu et al., 2018a) pode favorecer a
retencdo de grande parte dos metabdlitos da MT nos tanques de masculinizacéo, de forma
a prevenir potenciais prejuizos ambientais eventualmente causados pela
metiltestosterona.

O sucesso na utilizacdo do 6leo de soja como veiculo para a MT na dieta ofertada
a larvas de tilapia do Nilo evidenciado pelos resultados de masculinizacdo fornece mais
uma opcao de diluente para esse hormdnio. No entanto, no cenario produtivo, o parametro
econdmico é fundamental para apoiar a tomada de decisdo entre um e outro produto. O
volume de 6leo de soja necessario para dispersar a MT na dieta € muito inferior ao do
alcool, 20 e 200 mL, respectivamente, e 0 primeiro possui um valor médio no mercado
de 33,7% do valor do segundo. Neste contexto, o 6leo de soja se torna mais viavel que o
alcool etilico, conferindo uma economia de 96,6% no custo referente ao veiculo para a
dispersdo da MT na dieta.

Outro aspecto importante do manejo de masculinizacdo baseado na utilizacdo da
MT esté relacionado a seguranca dos trabalhadores que fazem o preparo da dieta para as
larvas. A aplicacdo do alcool com horménio na dieta produz vapores que podem trazer
problemas a salde do aplicador. Pesquisas com roedores expostos a vapores de alcool
apontaram lesdes hepaticas, no tecido pulmonar e alteracdes cardiovasculares nesses
animais (Mouton et al., 2016), o que pode indicar risco a seres humanos. Outros trabalhos
concluiram que a inalagdo constante de vapores de &lcool pode desencadear a
dependéncia da substancia e ainda predispor o individuo a dependéncia da nicotina (Grant
et al., 2004; Falk et al., 2006). E possivel que a substituicdo do &lcool pelo dleo de soja
elimine este risco ao trabalhador que se expde por longos periodos e com frequéncia nas
pisciculturas.

A elevada taxa de masculinizacdo obtida tanto nos tratamentos com 6leo de soja
guanto com alcool permite que a escolha do diluente/veiculo da MT seja tomada com
base em outros beneficios, como econémicos e seguranca dos trabalhadores que fazem a

aplicacéo da solugéo na dieta. Além disso, foi possivel concluir que o sistema de bioflocos
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pode ser cogitado para 0 manejo de masculinizacdo de larvas de tilapias do Nilo com uso
da 17a-metiltestosterona na dieta, uma vez que sua aplicagdo ndo trouxe prejuizos a
reversdo sexual dos peixes e dado seu beneficio ligado a economia de agua e possibilidade
de retencdo dos metabolitos produzidos pelo hormoénio em questdo. A aplicacdo da
metiltestosterona por 28 dias promove maior taxa de larvas masculinizadas do que a
aplicacdo durante 21 dias, portanto, a primeira estratégia deve ser preconizada. Com
relacdo ao desempenho, 2% de 0Oleo de soja adicionados a dieta ndo promove nenhuma
diferenca comparada ao alcool, ndo configurando vantagem nesse sentido. Considerando
a efetividade do 6leo de soja sob varios aspectos no manejo de masculinizagdo de larvas
de tilapia, podemos recomendar o seu uso para este fim.
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Tabela 1. Variaveis de qualidade da 4gua (média ou mediana) e seu coeficiente de variacdo (CV) ou maximo ou minimo de sistema de bioflocos e agua clara durante a
aplicacdo de diferentes estratégias de manejo para masculinizagdo de larvas de tilapia do Nilo em diferentes periodos de avaliagdo. Os animais de todos os tratamentos
destinados a segunda andlise ficaram em tanque com agua clara. BFT- Tecnologia de bioflocos, CW- Agua Clara, HO — horménio diluido em 6leo, HA+O — hormdnio diluido

em alcool e subsequente adicdo de 6leo, HA —hormdnio diluido em alcool.

T(°C)

T (8 am)
Min-max

T (4 pm)
DO (mgL?)

DO (8m)
Min-max
DO (4 pm)

pH
Min-max

pH (8 am)*
Min-max

pH (4 pm)
Min-max

12 anélise 22 andlise 32 analise

CW BFT CwW BFT CW BFT

HO HO HA+O HA cvV HO HO HA+O HA HO HO HA+O HA Ccv

27.2 27.1 27.2 26.9 ns® 1.23 28.4 28.4 28.8 28.8 28.6 ns 0.7

26.0 26.0 26.0 25.6 NS 1.60 28.1 28.0 28.4 28.4 28.2 NS 1.0

25.7-26.3 25.6-26.4 25.7-26.3 24.3-26.0 27.7-28.5 28.2-28.8 28.2-28.8 27.9-28.7

28.4 28.3 28.4 28.2 ns® 1.18 28.7 28.9 29.3 29.3 29.2 ns® 0.5

6.2 6.1 6.1 6.1 ns* 3.27 5.1 6.5 6.3 6.2 6.3 ns" 5.1

6.6 6.4 6.4 6.4 ns*  2.63 5.2 6.3 6.1 6.2 6.1 NS 5.1
5.8-6.6 5.2-6.3 5.2-6.3 5.4-6.4

5.9 5.8 5.7 5.8 ns*  4.09 5.0 6.1 5.7 5.7 5.8 ns* 5.3

7.28 7.078 7.0~ 7.0A 1.22 6.8 6.3 6.3 6.2 6.3 NS 75
5.8-7.0 5.8-7.0 5.7-7.0 5.7-7.0

7.2b 7.02 6.92 7.02 1.00 6.6 6.2 6.2 6.2 6.2 NS 5.3
5.9-7.1 5.9-7.1 5.8-7.1 5.8-7.1

7.38 7.0~ 7.0~ 7.0A 1.44 6.8 6.4 6.4 6.3 6.3 NS 8.6
5.6-7.1 5.6-7.1 5.6-7.0 5.5-7.0

Valores de referéncia.: T (°C): 27-32 (El-Sayed, 2006); OD: > 4 and pH: 6-9 (Wedemeyer, 1996)

Valores sdo médias ou medianas de cinco repeti¢bes para cada tratamento.Medianas com letras maitsculas diferentes na mesma linha diferem de acordo com o teste de Kruskal-Wallis
(p<0.05). Médias com letras minusculas diferentes na mesma linha diferem pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey (*) p<0.05. Medianas seguidas por NS no final da linha ndo
diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0.05). Médias com ns* no final da linha ndo diferem pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey p>0.05. T- Temperatura, DO - oxigénio

dissolvido.
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Tabela 2. Variaveis de qualidade (média ou mediana) e seu coeficiente de variagdo (CV) ou maximo ou minimo de sistema de bioflocos e agua clara durante a aplicacdo de
diferentes estratégias de manejo para masculinizacdo de larvas de tilapia do Nilo em diferentes periodos de avaliacdo. Os animais de todos os tratamentos destinados a segunda
analise ficaram em tanque com &gua clara. BFT- Tecnologia de bioflocos, CW- Agua Clara, HO - Hormanio diluido em 6leo, HA + O - Horménio diluido em &lcool e posterior
adicdo de 6leo, HA - Horménio diluido em &lcool.

12 anélise 22 andlise 32 analise

cw BET cw BFT cwW BET

HO HO HA+O  HA CV HO HO HA+O HA  HO HO HA+O HA cV
ALC (mgof  101.9>° 5878 5418 69.1° 14.8 ; 19.3 24.5 211 184 NS 492
CaCOs L)~ 14.0-24.4 138388 10.6-463 13.1-32.5
Min-max
SS(mliLY)™ 088 3.2b 3.4P 2.8b 45.4 ] 22.9 23.0 27.4 250 NS 860
Min-max 4452  46-47 5459  6.2-63
sal. (g LY 22 24 24 24 NS 31 0.87 1.7 1.8 1.8 1.8 NS 60.6
Min-max 2224 2424 2426 2426 1617 1619 1618 1519
N-AT (mgL?)  0.73 0.72 0.68 068 ns™ 204 0.94 1.4 1.3 13 15  ns™ 468
NOr (mgL?) 174~  7.068  7.02®  6.82° 51.0 0.73 0.4 0.68 0.44 047  ns™ 629

Ref.: Alcalinidade: > 50", Sélidos Suspensos: <100", Salinidade:1-8'", TAN:< 1!, NHs. < 100', NO;™: < 8!
'El-Sayed (2006). "Wedemeyer (1996). "' Avnimelech (2009). 'V Alvarenga et al. (2018)

Valores sdo médias ou medianas de cinco repeticdes para cada tratamento.

Medianas com letras maiusculas diferentes na mesma linha diferem de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p<0.05). Médias com letras minusculas diferentes ha mesma linha diferem
pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey (*), Student-Newman-Keuls (**) ou Duncan (***), p<0.05. Medianas seguidas por NS no final da linha ndo diferem pelo teste de Kruskal-
Wallis (p>0.05). Médias com ns*- ns** ou ns*** no final da linha ndo diferem pela ANOVA seguida pelo teste de Tukey, Student-Newman-Keuls ou Duncan, respectivamente, p>0.05.
ALC - Alcalinidade, N- AT- Nitrogénio amoniacal total, SS- Sélidos sedimentaveis, NH; - Amonia ndo ionizada, NO_ Nitrito.
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Tabela 3. Variaveis de desempenho (média ou mediana) e seu coeficiente de variagdo (CV) ou maximo ou minimo de tilapias do Nilo apos aplicacdo de diferentes
estratégias de manejo e periodo de masculinizacdo. Os animais de todos os tratamentos destinados a segunda analise ficaram em tanque com agua clara. BFT- Tecnologia

de bioflocos, CW- Agua Clara, HO - Horménio diluido em 6leo, HA + O - Horménio diluido em alcool e posterior adicdo de 6leo, HA - Horménio diluido em alcool.

FS (%)
Min-max

SD (gL
1)
FW(9)
Min-max

Length
(cm)

FWG (g)

12 andlise 22 analise 32 analise

CW BFT cw BFT Cw BFT

HO HO HA+O HA Cv HO HO HA+O HA CVv HO HO HA+O HA Cv

74.3 76.0 80.8 778 NS 26.6 51.6 62.0 63.0 69.3 NS 201 703 75.6 66.6 63.3 ns™ 26.6
16.7-76.7 58.3-66.7 51.7-75.0 63.3-73.3

2.10 2.18 2.06 154 ns™ 271 13.22 16.26 16.60 16.90 ns™ 192 969 964 9.12 8.78 ns 21.8

1.06 0.90 0.99 0.71 NS 230 44.8 43.7 441 40.7 NS 116 37.1 322 347 356 ns™ 204
35.4-54.8 36.7-49.6 39.2-49.2 39.4-42.1

12.6 125 12.7 12.2 ns® 3.33 3.6 3.6 3.6 3.2 ns* 8.33

0.95 0.92 0.91 0.69 ns™ 23.1 43.8 427 43.2 40.0 ns™ 120 36.2 31.3 338 349 ns™ 21.0

Valores sdo médias ou medianas de cinco repeti¢cdes para cada tratamento.
Medianas seguidas por NS no final da linha ndo diferem pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0.05).Médias com ns*- ns** ou ns*** no final da linha nao diferem pela ANOVA seguida
pelo teste de Tukey, Student-Newman-Keuls ou Duncan, respectivamente, p>0.05.
Sobrevivéncia (FS), densidade de estocagem (SD), peso final (FW) e ganho de peso final (FWG)



Tabela 4. Composicdo corporal (média ou mediana) e seu coeficiente de variacdo (CV) ou maximo ou minimo de larvas e juvenis de tilapias do Nilo apos aplicacédo de
diferentes estratégias de manejo e periodos masculinizacdo. Os animais de todos os tratamentos destinados a segunda analise ficaram em tanque com agua clara. BFT-
Tecnologia de bioflocos, CW- Agua Clara, HO - Horménio diluido em 6leo, HA + O - Horménio diluido em &lcool e posterior adi¢o de 6leo, HA - Horménio diluido
em alcool.

12 analise 22 analise 32 analise

cw BFT C_VV BFT Cw BFT

HO HO HA+O HA CVv HO HO HA+O HA CV HO HO HA+O HA
MS(% - - - - - 70.1 69.3 69.5 69.5 ns 1.8 70.60 70.7 70.2 70.1 ns

)
PB(%0) 56.7 55.7 57.6 584 NS 44 51.0 51.68 50.6 52.8 NS 53 51.07 53.4 525 51.2 ns
Min-max 52.2-58.7 54-56.7 56.4-58.8 53.9-61.5 48.2-55 48.1-54.8 50.6-51.7 46.5-55.7
EE(%) 32.2 33.7 32.1 31.1 ns 45 35.3 35.2 36.1 34.6 NS 49 33.49 33.3 33.2 355 NS
Min-max 34.6-36.4 33.1-36.3 32.5-39.9 33.6-35.7 31.42-36.26 31.7-35.9 29.9-39.0 22.3-39.7
Cinzas 16.3 16.0 16.3 16.7 ns 4.8 134 13.3 13.0 14.0 NS 6.5 14.19 13.8 13.3 13.1 ns
(%) 12.0-14.3 11.7-140 11.7-13.7 13.2-146

Min-max

Valores sdo médias ou medianas de cinco repeti¢fes para cada tratamento.
Médias com ns no final da linha ndo diferem de acordo com ANOVA e o teste de Tukey (p<0.05). Medianas com NS no final da linha ndo diferem de acordo com o
teste Kruskal-Wallis (p>0,05). MS - Matéria seca, PB - Proteina bruta, EE - extrato etéreo, Cinzas.
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Tabela 5. Proporcao de tilapias do Nilo masculinizadas apos aplicacao de diferentes estratégias de manejo e periodo de masculinizagdo. BFT- Tecnologia de bioflocos,
CW- Agua Clara, HO - Hormonio diluido em éleo, HA + O - Hormonio diluido em alcool e posterior adi¢do de 6leo, HA - Horménio diluido em alcool.

21DIAS

CW BFET

HO HO HA+O HA CVv
Analisados 140 167 166 200
Machos (%) 89,44 86,74 80,94 93,60 NS 9,69
Min-Max
Machos(n) 122 145 137 187
Fémeas(n) 14 16 18 6

28 DIAS
CW BFT
HO HO HA+O HA CV
251 243 251 251
100 100 94 100 431
96-100 96-1004 79-98%  98-100°8
249 239 231 249
0 2 2 0

Valores sdo médias ou medianas de cinco repeti¢bes para cada tratamento.

Meédias seguidas por ns ndo diferem de acordo com ANOVA e o teste de Tukey (p<0.05).

Medianas com letras mailsculas diferentes na mesma linha diferem de acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p<0.05).



Tabela 6. Resultados de masculinizagdo de larvas de tilapias alimentadas com hormdnio masculinizante 17a-metiltestosterona via dieta.

Espécie MT (mg kg™ de dieta)  TA (dias) % machos Reférencia
Oreochromis sp 60 112 90 Zaki (2021)
Oreochromis niloticus 60 28 94,28 Ferdous e Ali (2011)
Sarotherodon niloticus 60 28 100 Tayamen e Shelton (1978)
Oreochromis niloticus 60 28 95,7 Hiott e Phelps (1993)
Oreochromis niloticus 30 21 99 Guerrero e Guerrero (1988)
Oreochromis mossambicus 60 18 98 Guerrero (1975)

MT (17a-metiltestosterona); TA (Tempo de Aplicacao)
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Figura 2. Masculinizagdo de larvas de tilapia do Nilo alimentadas com horménio masculinizante 17a-metiltestosterona via racdo durante 21 e 28 dias. O grupo
alimentado 21 dias (21 D) apresentou pontos de minimo e maximo de 69 e 100% de masculinizagdo, respectivamente. Enquanto o grupo 28 dias (28 D)

apresentou pontos de minimo e maximo de 79 e 100% de masculinizagdo, respectivamente. Medianas com letras diferentes diferem significativamente pelo
teste de Wilcoxon (p<0,05).
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