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Resumo

A aquicultura é uma das atividades agropecuarias que mais cresce no Brasil e no
mundo. Na Amazodnia, possui grande potencial devido a importancia natural dos
peixes na alimentacdo das populacdes humanas locais, que sempre o0s tiveram em
abundéancia e variedade. Nas ultimas décadas, o crescimento dos centros urbanos,
principalmente Manaus, e 0 aumento da pressao de captura sobre os estoques
naturais foram fatores responséaveis pela diminuicdo da fartura de peixes na regiéo.
Dessa forma, a piscicultura vem crescendo para suprir essa demanda e com isso
gerando emprego e renda para as comunidades rurais. Como consequéncia do
cultivo, surge a necessidade de melhoria e rapidez no processo de criacdo de
peixes, usando técnicas que viabilizem o cultivo em menor tempo e em maior
eficiéncia (produgcdo por area de cultivo). Com a finalidade de fornecer
conhecimentos basicos que possam auxiliar o desenvolvimento de novas
tecnologias para a piscicultura regional e nacional, o objetivo do presente trabalho foi
avaliar a influéncia da temperatura e pH na determinacdo de machos e fémeas de
tambaqui. Para isso, os referidos fatores fisicos foram controlados em laboratorio e
foram realizados dois experimentos independentes, um para pH (6,5, 7,5 — controle
e 8,5) e outro para temperatura (26, 28 — controle e 30 °C), com dois ensaios em
cada um. As larvas de tambaqui (12 dpe) foram mantidas nos tratamentos até
atingirem 4 cm de comprimento padrdo, quando foram transferidas para tanques
rede até alcancarem o tamanho de sexagem. Com base em avaliacdes histologicas
das gbénadas, o tratamento de pH acido produziu mais machos que o tratamento
controle (pH 7,5). A temperatura de 26 °C mostrou-se inviavel experimentalmente
pela alta mortalidade dos animais. A temperatura mais elevada apresentou uma
tendéncia em aumentar a propor¢cdo de machos no lote. O resultado do trabalho
sugere que o pH acido (6,5) pode influenciar na proporcédo de machos e fémeas em
tambaqui, com maior nimero de machos. Os dados certamente poderdo contribuir
para o avanco do conhecimento sobre a biologia do desenvolvimento do tambaqui,
servindo de apoio as pesquisas aplicadas, como em estudos sobre efeitos do
aguecimento global, evolutivos, ecologia da espécie e biotecnologia.

Palavras chave: determinacéo sexual; sexagem; tambaqui; aquicultura; piscicultura
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Resumo

O tambaqui Colossoma macropomum, caracideo da bacia Amazobnica, € a
principal espécie nativa produzida na piscicultura brasileira. A alta demanda
pelo tambaqui e o declinio das populacdes naturais impulsionaram a criacao
comercial da espécie, tanto em quantidade de fazendas produtoras quanto na
intensificacdo da producdo. Como consequéncia, o numero de trabalhos
cientificos e estudos sobre o tambaqui aumentaram demasiadamente nos
ultimos anos, com a finalidade de preservar 0s estogues naturais e/ou
aprimorar sua producdo em cativeiro. Com o objetivo de reunir em um Unico
documento os conhecimentos disponiveis sobre os aspectos fisiologicos que
envolvem sua reproducdo e as caracteristicas do cultivo do tambaqui, a
presente revisao foi produzida baseada em publicacfes cientificas de 1992 até
inicio de 2016. Assim, o trabalho reine um grande numero de dados sobre a
espécie, representando uma valiosa fonte de informacfes basicas e aplicadas

sobre o principal peixe nativo brasileiro.

.Palavras-Chave: peixe; bacia Amazodnica; piscicultura; caracideo
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Abstract

Tambaqui Colossoma macropomum, characid from the Amazon basin is the
main native species produced in Brazilian fish farming. The high demand for
tambaqui and the decline of the natural stocks boosted the commercial
breeding of the species, both in number of farms and in the intensification of the
production. Therefore, the number of scientific papers about tambaqui
increased in the recent years, aiming to preserve natural stocks and/or to
improve its farming. In order to compile the knowledge available on the
tambaqui physiology and farming, this study was produced based on scientific
publications from 1992 to early 2016. Thus, the work brings together a large
number of data on the species, representing a valuable source of basic and

applied information about the main Brazilian native fish.

Key-words: fish; amazon basin; aquaculture; characid
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1. Introducéo

A América do Sul provavelmente abriga a mais diversificada fauna de peixes
de agua doce do mundo, com aproximadamente 8000 espécies na regido
Neotropical (REIS, 2013). Somente na Bacia Amazobnica ocorre 2411 espécies de
peixes, sendo 111 géneros (21%) e 1089 espécies (45%) endémicas da bacia (REIS
et al., 2016). Apesar da grande diversidade, apenas uma parcela pequena destas
espécies é explorada na pescam e aquicultura (SANTOS et al., 2006). E dentre as
espécies com valor comercial encontra-se o tambaqui Colossoma macropomum que
€ apreciado na Regido Amazbnica e por isso muito explorado pela pesca na
Amazénia desde o século XIX (MENEZES et al.,, 2008). Esse peixe tem grande
destaque na piscicultura continental em todo o Brasil, e € a principal espécie nativa
cultivada no pais (LOBO et al., 2015). Segundo dados do IBGE, a producéo total de
peixes de agua doce no Brasil foi de aproximadamente 400 mil toneladas em 2013,
e o tambaqui foi a segunda espécie mais produzida nacionalmente com uma
producéo de 139,21 mil toneladas, ou seja 29,3% do total nacional (IBGE 2014). Na
Regido Norte foi produzido 106 mil toneladas de tambaqui, das quais 9,8 mil foram
produzidas somente no Estado do Amazonas (IBGE, 2013; IBGE, 2014). E um peixe
rastico e de grande porte, conhecido como maior caracideo da Amazonia, sua carne
€ saborosa possuindo baixo acumulo de gordura e por isso importante também para
a pesca comercial na Amazoénia (PENNA et al., 2005; MENEZES, 2010; GARCEZ e
FREITAS, 2010; GOMES et al., 2010). Em sistema intensivo, a espécie apresenta
crescimento rapido, alta produtividade e oOtima adaptacdo aos sistemas de cultivo
tradicionais (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; VAL et al.,, 2000). Diante do
crescente numero de estudos sobre essa importante espécie nativa Amazonica, a
presente revisdo tem como objetivo apresentar um compilado do conhecimento atual

sobre sua biologia e informac8es sobre o seu cultivo.
2. Metodologia

Para a elaboracao deste trabalho, foi realizado um levantamento bibliografico
em referéncias literarias indexadas, através de consulta nos principais portais de

indexacdo de revistas cientificas: Google Académico (www.scholar.google.com.br),
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SciELO (www.scielo.org), e no conjunto de base de dados do portal de periédicos
CAPES (www.periodicos.capes.gov.br). As informagdes foram coletadas de Janeiro
a junho de 2016. Para consulta, utilizamos os termos “tambaqui”, “Colossoma

macropomum”, “engorda de tambaqui” e “reprodugdo de tambaqui” em portugués,
inglés e espanhol, como palavras chaves nas pesquisas, e consideramos 0s artigos
publicados no periodo entre 1992 a inicio de 2016. Para simplificar a leitura o artigo
foi dividido em topicos por temas principais como introducdo, a descricdo da
espécie, biologia e habito alimentar, além dos aspectos da reproducéo e larvicultura.

Clima, agua e cultivo da espécie.
3. Descricdo da espécie

O tambaqui Colossoma macropomum foi descrito por George Cuvier em
1816. A espécie, nativa dos rios Amazonas, Orinoco e seus afluentes, € pertencente
a classe Actinopterygii, ordem Characiformes, familia Serrasalminae (BUCKUP et
al., 2007), € conhecida por outros nomes populares como cachama na Venezuela e
Colébmbia, e gamitama no Peru. No Rio Amazonas, o tambaqui € comumente
encontrado da foz do rio Xingu, no Estado do Paré, até o Médio rio Ucaiali, no Peru
(ARAUJO-LIMA e GOULDING 1998; BALDISSEROTTO e GOMES, 2005).

A espécie € um caracideo redondo de corpo bastante alto, tornando-se mais
alongado e levemente comprimido lateralmente na fase adulta (figura 1). E
considerado um peixe de grande porte podendo alcancar 100 cm de comprimento e
30 kg de peso (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; ARAUJO-LIMA e GOMES,
2005; PENNA et al., 2005). Nao tem espinho pré-dorsal, apresenta nadadeira
adiposa raiada e sua linha lateral € formada por 67 a 76 escamas (VAL e
HONCZARK, 1995; ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998). A coloracdo nos adultos
varia com a cor da agua, sendo mais escura nos individuos que vivem em agua
preta e mais clara nos individuos de agua barrenta (ARAUJO-LIMA e GOULDING,
1998; SANTOS et al.,, 2006; SOARES et al., 2008). Juvenis de até 10 cm de
comprimento apresentam uma mancha escura arredondada na regido mediana do
corpo, ao nivel da nadadeira dorsal, que desaparece completamente apds este

tamanho. Existem diferencas morfométricas no padréo de crescimento entre machos
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e fémeas de tambaqui, indicando a existéncia de dimorfismo sexual em tambaqui na
fase adulta, sendo a fémea maior e mais pesada, na natureza e em cultivo, apés
atingir a fase reprodutiva (MELLO et al., 2015; ALMEIDA et al., 2016).

Figura 1: Tambaqui jovem (Foto: Patricia Maciel, 2016)

O Colossoma macropomum possui dentes molariformes robustos,
implantados fortemente na mandibula o que lhe favorece alimentar-se tanto de
zooplancton quanto de frutos e sementes que caem na agua no periodo de cheia
dos rios (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998; ABELHA et al., 2001; SANTOS et al.,
2006). Os rastros branquiais do tambaqui sdo longos e numerosos, 0 que permite
filtrar pequenos organismos que flutuam na agua (VAL e HONCZARK, 1995;
ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998).

Estima se que no ambiente natural a expectativa de vida do C. macropomum
seja entre 13 e 14 anos ( ISAAC e RUFFINO, 1996; BARTHEM e FABRE, 2004).

3.1 Habito alimentar

As larvas de tambaqui iniciam a alimentacdo exdgena ao atingirem
entre 5 e 7 mm de comprimento, quando passam a consumir zooplancton,
principalmente claddceros, rotiferos, copépodes e larvas de insetos. Com uma
semana de vida (aproximadamente 9 mm de comprimento) passam a consumir

invertebrados maiores, como larvas de quironomideos (ARAUJO-LIMA e
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GOULDING, 1998; SANTOS et al., 2006; GUIMARAES, 2009). No ambiente natural
o tambaqui é onivoro com tendéncia a zooplanctéfago, na fase jovem, e frugivoro
exclusivo na fase adulta (SAINT-PAUL, 1984). No periodo das aguas altas os
adultos se alimentam principalmente de frutas e sementes da floresta inundada nas
margens dos rios e lagos, além de aproveitar a maior disponibilidade de itens
alimentares como pequenos insetos, artropodes, pequenos moluscos, folhas e
caules moles. Por outro lado sua alimentacdo diminui a medida que as aguas
recuam (VILLACORTA-CORREA e SAINT-PAUL, 1999; BARTHEM e FABRE, 2004;
ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005; SANTOS et al., 2006). Sua dieta varia de acordo
com o regime das chuvas, apresentando adaptacBes morfofisiologicas que o
permitem explorar uma ampla gama de itens alimentares (RODRIGUES, 2014). Em
cativeiro devido a espécie ser onivora, tem grande capacidade de digerir proteina
animal e vegetal e apresenta facil adaptacao a racéo artificial (NUNES et al., 2006) e
aceita bem racao e graos (VAL e HONCZARK, 1995). Quando submetido a privacao
alimentar, demonstra crescimento compensatorio com maior deposicao de proteina
corporal (ITUASSU et al., 2004).

3.2 Biologia da espécie

3.2.1 Reproducéo e larvicultura

Em lagos e rios a fémea do tambaqui estd madura aos 58 cm de comprimento
de acordo com Araujo-Lima e Goulding (1998) e com 70 cm segundo Vieira et al.
(1999), o que corresponde a 4 ou 5 anos de idade, embora haja relatos de
individuos maduros aos trés anos (ARAUJO-LIMA e GOULDING, 1998;
VILLACORTA-CORREA e SAINT-PAUL, 1999; ARAUJO-LIMA GOMES, 2005). A
época de reproducdo inicia no periodo em que realizam a migracdo reprodutiva,
conhecida localmente como piracema, cardumes de adultos lentamente deixam a
varzea na vazante e migram contra a corrente subindo o rio principal e seus
afluentes. Essa migracao, entretanto, ndo € continua e cardumes de tambaqui séo
encontrados em remansos nas margens se refugiando entre troncos de arvores
caidas até a época da desova. Desovando nessas areas de pausadas ou em

vegetacdo marginal nas aguas brancas, permanecendo no canal do rio até que a
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enchente inunde as florestas novamente (COX-FERNANDES, 1997; ARAUJO-LIMA
e GOULDING, 1998; COSTA et al., 1999 ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005).
Geralmente a desova ocorre no inicio da enchente, nos rios de aguas brancas, ricas
em nutrientes, conhecidos na Amazonia por rios de aguas barrentas (VIEIRA et al.,
1999; BARTHEM e FABRE, 2004; ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005). As larvas s&o
carreadas pela correnteza para a varzea durante 4 a 15 dias, percorrendo de 400 m
a 1.300 km, depois nadam em direcdo aos lagos de varzea, onde passam a fase
juvenil (GUIMARAES, 2009; SANTOS et al., 2006; ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005).
Naturalmente a propor¢cdo sexual de machos e fémeas de tambaqui é de
aproximadamente 1:1 na Amazonia Central (VILLACORTA-CORREA e SAINT-
PAUL, 1999). Peixes jovens sao encontrados exclusivamente entre capins
aquaticos, tanto enraizados quanto flutuantes, localizados nas margens de rios de
agua branca, em lagos ou enseadas proximas destes rios (SANTOS et al., 2006).

Em sistema intensivo de criagdo, foi constatado que individuos machos
iniciam a puberdade mais precocemente que as fémeas, podendo apresentar
desenvolvimento testicular aos cinco meses de idade , enquanto que as fémeas
comecam maturacdo ovariana aos sete meses (SOUZA e ALMEIDA, 2012,
ALMEIDA et al., 2016).

Em sistema de criacdo controlada a reproducao artificial do tambaqui pode
ser induzida até duas vezes por ano por fémea (VAL e HONCZARK, 1995 ). Os
reprodutores percebem os fatores ambientais como a temperatura da agua e
alteracdes nas taxas pluviométricas que exercem forte influéncia na producdo de
gametas durante a estacdo reprodutiva da espécie (RIBEIRO e MOREIRA, 2012;
GALO et al., 2015).

A fecundidade do tambaqui € considerada alta (quase 13% do seu peso Vivo -
PV) aumentando com o tamanho e peso das fémeas (SANTOS et al.,, 2006). A
desova € do tipo total, com producéo de grande niumero de odcitos por desova, sem
o cuidado parental (VAZOLLER, 1996; BARTHEM e FABRE, 2004; LIMA et al.,
2013a). Cada grama de ova de tambaqui contém de 1000 a 1500 oécitos (STREIT Jr
et al., 2012; LEITE et al., 2013), que sdo de tamanho pequeno (< 1,5 mm), livres

(ndo adesivos) e quando em contato com a agua hidratam e aumentam muito de
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tamanho formando grande espaco perivitelinico (WOYNAROVICH e HORVATH,
1983).

Sendo um peixe que realiza migragao reprodutiva, com deslocamento do local
de alimentacdo e crescimento para o de reproducdo, quando em condi¢cdes de
cultivo necessita de receber estimulo hormonal exdgeno para inducdo a
espermiacdo e ovulagcdo (WOYNAROVICH, 1993; ZANIBONI e BARBOSA, 1996;
STREIT Jr et al., 2012; LIMA et al., 2013b).

Assim, a producdo de larvas se da através das técnicas de reproducédo
induzida artificialmente por hipofisacdo, quando geralmente € utilizado macerado de
hipo6fise de carpa. Para realizar a inducdo é necessario selecionar reprodutores que
estejam com caracteristicas externas indicativas de maturidade reprodutiva. Nas
fémeas isso significa a presenca de papila genital altamente vascularizada
(coloracdo avermelhada) e ventre distendido. E os machos aptos sado aqueles que
liberam sémen sob leve pressdo abdominal (WOYNAROVICH, 1993; ZANIBONI-
FILHO e NUNER, 2004; STREIT Jr et al., 2012; LIMA et al., 2013a). A dosagem
hormonal baseia-se em aplicacdo intramuscular, intrabdominal ou intrapeitoral do
horménio, principalmente na base das nadadeiras peitorais e pélvicas (ANDRADE e
YASUI, 2003). O produto mais utilizado € o extrato bruto de hipofise de carpa. A
inducdo € realizada em duas doses de hipofise macerada e diluida em soro
fisiol6gico 0,7 - 0,9%. Nas fémeas, a primeira dose € de 0,5 mg/kg de peso vivo (PV)
(10% da dose total), e a segunda, chamada de aplicacdo decisiva, € de 5 mg/kg PV.
O intervalo entre as duas aplicacfes € de 12 horas. Para o0 macho, em geral, usa-se
uma dose Unica de 1 mg/kg para peixes pequenos e 2,5 mg/kg para peixes maiores,
junto & segunda dose da fémea (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; STREIT Jr et
al., 2012). A desova ocorre por volta de 210 horas-graus (multiplicacdo do tempo em
horas pelo valor médio da temperatura da &gua) apO6s a segunda dose
(WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; CAVALCANTE-FILHO et al., 2009; STREIT Jr
et al., 2012; SOUSA e CASTRO, 2014).

O processo de extrusao é realizado pela compressdo abdominal dos animais
com a coleta do sémen e odcitos em recipientes separados e isentos de agua. Para
a fecundacéo geralmente se utiliza a propor¢cdo de 1,0 ml de sémen para fecundar

80 g de odcitos (STREIT Jr et al., 2012). Apoés fertilizados, os ovos devem ser
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hidratados com um volume de &gua em torno de 10 vezes o volume do oécito, com
trés trocas de agua e repouso a cada dois minutos (STREIT Jr et al., 2012). Em
seguida, estes devem ser levados para incubadoras na densidade de 100 a 200 g
para cada 200 litros de 4gua. Os ovos devem permanecer nas incubadoras até a
eclosdo ou por 3 a 6 dias, dependendo do manejo da estacdo de larvicultura.
Durante a incubacdo dos ovos de tambaqui, a velocidade da vazdo da agua que
abastece as incubadoras pode dividir-se em trés partes: no primeiro tergo, de 1 a 2
litros/minuto; no segundo terco, de 3 a 4 litros/minuto; no terco final, de 5 a 6
litros/minuto (WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; STREIT Jr et al., 2012).

O tempo de desenvolvimento embrionério € 14 a 18 horas em temperatura de
25 a 29 °C. No entanto, a ecloséo pode ocorrer com 12 horas ap0s a incubacéo. As
larvas abrem a boca com cerca de 36 horas pos eclosdo, quando comecam a se
alimentar de zooplancton filtrado (PEDREIRA et al., 2015).

3.2.2 Climae agua

O tambaqui tem habito diurno e se desenvolve bem em criacdes em todas as
regides do pais com clima quente e boa luminosidade. Varios autores tém relatado
efeitos da luminosidade e temperatura no crescimento e desenvolvimento dos
peixes, sendo que tanto fotoperiodo longo quanto temperaturas mais elevadas
estimulam o crescimento dos juvenis de tambaqui (MENDONCA et al., 2009;
MENDONCA et al., 2012).

Na natureza, os locais de preferéncia do tambaqui sdo as aguas ricas em
nutrientes, com condi¢des fisico-quimicas estaveis em toda a coluna de &agua,
préxima a margem, com temperaturas variando de 25 a 34 ° C e pH entre 7 e 8
(WOYNAROVICH e HORVATH, 1983; ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005; IZEL et al.
2014). A concentracdo de oxigénio dissolvido nestas aguas é superior a 4 mg/L
(ARAUJO-LIMA e GOMES, 2005). O animal demonstra boa resisténcia e tolera
niveis baixos entre 3,0 até 1,0 mg/L de oxigénio dissolvido e apresenta adaptacdes a
condicdo de hipdxia, por exemplo, os labios deste peixe ficam espessos e

hiperemiados, assim a espécie € capaz de sobreviver durante certo periodo em
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areas com baixos teores de oxigénio dissolvido na agua (KOHLA et al., 1992; VAL,
1995; Val et al., 1998). Situacdes de hipoxia sGo comumente observadas em lagos
de varzea, igapés e pocas temporarias, devido as altas taxas de decomposicéo,
principalmente de macrdfitas e liteira, acarretando na reducdo dos niveis de oxigénio
dissolvido (JUNK, 1983; VAL, 1995). Ja em ambientes de cultivo, o tambaqui
apresenta bom desenvolvimento em aguas com alcalinidade e dureza superior que
30 mg/L e em temperaturas entre 27 e 30 °C (IZEL et al. 2014) e a faixa de pH
considerada boa para a espécie em cultivo € entre 4,0 e 6,5 (ARIDE et al., 2004).
Segundo Aride et al. (2007), o tambaqui possui tolerancia relativa ao ambiente de
agua acida com estratégias adaptativas que envolvem ajustes hematolégicos,

regulacao idnica e producao de muco.
3.2.3 Cultivo

O investimento na producdo de tambaqui tem surtido efeito em aumento da
produtividade e atualmente de cada cinco tambaquis consumidos, quatro Sao
provenientes de cativeiros (INOUE e BOIJINK, 2010). Embora alguns fatores
estressantes ocorram em condi¢cdes de cativeiro como alteracdes na quimica da
agua, altas densidades de estocagem e manuseio excessivo (WENDEMEYER,
1996; WENDELAAR BONGA, 1997), o tambaqui apresenta bons indices
zootécnicos de crescimento com o fornecimento de alimentos artificiais.

Na regido Norte, o cultivo do tambaqui é facilitado e vantajoso pelas
condicBes climaticas locais. Diversos sistemas de producdo vém sendo propostos
para o cultivo da espécie no Amazonas, como o cultivo em viveiros escavados, em
tanques, em canais de igarapé e em barragens (MELO et al., 2001; IZEL e MELO,
2004; IZEL et al., 2014). No Amazonas, os empreendimentos distribuem-se pelo
Estado em funcdo do escoamento da producéo para a cidade de Manaus, principal
mercado consumidor e uns dos principais poélos geradores e fornecedores de
tecnologia e insumos (IZEL et al., 1996). Em regifes do semiarido nordestino tém
sido usado também os canais de irrigacdo para o cultivo de tambaqui como uma
alternativa de baixo custo para a regido, e ainda por manter a boa qualidade da agua

dentro dos padrées adequados para o multiuso (SILVA et al., 2013).
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Regularmente o cultivo de tambaqui é dividido em trés fases: i) larvicultura ii)
recria e iii) engorda (LIMA et al., 2013a). A maioria dos produtores praticam somente
as duas Ultimas fases e para isso adquirem juvenis (nomenclatura sugerida por
GOMES et al., 2003) com cerca de 2 a 5 cm, ou juvenil avangado (nomenclatura
sugerida por GOMES et al., 2003) com 6 a 8 cm, por serem mais resistentes as
adversidades dos viveiros (GOMES et al., 2004; LIMA et al., 2013b; IZEL et al.,
2014). Porém o numero de fases varia de duas a trés conforme alguns autores, por
exemplo, para Gomes (2011) existem duas fases de criacdo, a recria e a engorda,
compreendendo como recria animais de 2 a 50 g de peso, e a fase de engorda
peixes acima de 50 g até 3 kg. Melo et al. (2001), também falam na criacdo de
tambaquis em duas fases, (i) a de producao de juvenis que dura em torno de dois
meses, (ii) e a de engorda que dura em torno de dez meses. Ja Dairiki e Silva
(2011), dividem a criacédo de tambaqui em trés fases, (i) a larvicultura onde os peixes
séo criados desde a eclosdo até o peso médio individual de 0,5 a 1g com duracgao
de 30 a 45 dias, (ii) a producéo de juvenis que dura em torno de 60 dias e 0 peso
médio individual é entre 40 e 50 g, e (iii) a fase de engorda em que o tempo varia
dependendo do peso desejado para abate.

Além da agua rica em plancton, produtores de tambaqui fornecem racéo
farelada (55% de proteina bruta - PB), ofertada a vontade como fonte de alimento as
larvas, pois proporciona melhor desempenho produtivo e sobrevivéncia (PEDREIRA
et al., 2015). A densidade para as fases de recria e engorda também varia entre

alguns autores e conforme o sistema de producdo como indica a Tabela 1.

Tabelal. Manejo para o tambaqui nas fases de cultivo

Sistema de Tanque Rede

Tamanho  Peso . T axa de .
o o Densidade alimentacdo  Refeicdes Proteina ,
médio médio ixe/m? : di 0 Referéncia
(cm) @ (Peixe/m?) em peso vivo por dia Bruta (%)
dia (%)
. la3- Refei¢cbes :
Recria 20 - 40 - >10 por dia 34 Silva et al., 2007
25 60 Até saciedade 2 32 Sens et al.,2012
aparente
55 -
- 200 15 5 2 34 Chagas et al., 2005
100 - R
14 500 30 3 3 28 Corréa et al., 2009
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~18 200 15 1 2 28 Chagas et al, 2007

Até saciedade Brandao et al.,
2,47 0,24 400 aparente 3 36 2004
0,35
Recria 73 - 300 3 32 Silva e Fujimoto,
Engorda 1Kg 20 - 1,2 32 2015
Sistema semi intensivo em viveiro de argila/barragens
15 0,3 10 5-10 4 32 Melo et al., 2001
10,5 45 3.250 leb 2 28
Recria 1-2 10 10 4a6 40 Izel et al., 2014
Sistema intensivo em viveiro de argila com aeracéo
E 160 — 40
ngorda 1Kg 4 3 32
. 3 2 28 Izel et al., 2013
1-2 Kg 7 mil/ha > 1 o8
> 2 Kg

Em sistemas semi-intensivos podem ser adensados 2500 peixes/ha, entretanto em
criacao intensiva com uso de aeradores essa densidade sobe para 7000 peixes/ha (IZEL
et al.,, 2014). Em sistema de cultivo intensivo, o tambaqui apresenta bom desempenho,
podendo alcancar de 2,7 - 3,3 kg ao final de 12 meses de criagdo em viveiros (MELO et
al., 2001; IZEL et al., 2013; LIMA et al., 2013b; IZEL et al., 2014). Para fazer os calculos
de arragoamento, devem ser realizadas biometrias em amostras da populacdo a cada 15
ou no maximo 30 dias para verificar a biomassa do plantel (MELO et al., 2001; IZEL e
MELO 2004; IZEL et al., 2014).

O tambaqui € comumente comercializado in natura, como peixe fresco ou
congelado. Um dos principais problemas no processamento € a presenca de espinhos
intramusculares em forma de Y (PERAZZA et al., 2016). No beneficiamento, o tambaqui
mostrou um rendimento total de carcaca de 63,71% em peixes com média de 40,23 cm e
com peso meédio de 1,54 kg (CARTONILHO e JESUS, 2011), sem grande variacao
durante o ano (SOUZA e INHAMUNS, 2011). Cortes congelados de tambaqui mantém
bom estado de conservacéo por até 180 dias a -25 °C. (CARTONILHO e JESUS, 2011).
A comercializagdo como sous vide, a vacuo, € uma excelente alternativa para a insercao
do produto no mercado pois aumenta a vida de prateleira do produto (RAMOS et al.,
2016).
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3.2.4 Pesca

A producédo de tambaqui pela pesca comercial tem sofrido consideravel reducéo
em toda a Amazé6nia em virtude do grande esforgo de pesca (BATISTA e PETRERE Jr.,
2003), do total de peixes capturados para pesca comercial, 0 tambaqui apresentava o
maior volume de captura (BOISCHIO, 1992). Petrere Jr. (1983) afirma que no final da
década de 1970, cerca de 40% do desembarque de pescado em Manaus era de
tambaqui, sendo a espécie mais explorada na Amazénia Central na época, mas sua
captura declinou durante os anos 80 e a espécie entrou na sobrepesca (MERONA e
BITTENCOURT, 1988). O que levou o IBAMA a colocar a espécie a lista de protegidos
no periodo de defeso (1° de novembro a 28 de fevereiro), fica proibida a pesca da espécie
para ajudar na recuperacao dos estoques, que coincide com a época de migracdo para
reproducao, (BOISCHIO, 1992; VAL e HONCZARK, 1995; IBAMA,2003). Além do periodo
de defeso, o IBAMA estabeleceu também restricdes para pesca em qualquer época por
meio de portarias (Portaria 65 e 67 de 30/10/2003) que regulam o tamanho minimo para
captura e comercializagdo da espécie seja de individuos maiores de 55 cm de
comprimento total (BATISTA et al., 2004).

Embora o tambaqui possa alcancar até 100 cm de comprimento, 50% dos peixes
capturados em embarcacOes de pesca tinham o tamanho de 28,5 cm no ano de 1992
(ISAAC e RUFFINO, 1996). Ja entre 2000 e 2005 foi registrado que o tamanho mais
comum dos peixes capturados era de 40 a 50 cm (SANCHEZ-BOTERO e GARCEZ,
2005). Ap6s esse periodo houve uma drastica reducdo no tamanho de tambaquis
selvagens, pois dentre os animais capturados em 2007 e 2008 apenas 1% encontrava-se
com tamanho igual ou acima do limite permitido pelo IBAMA (SOUSA et al., 2008;
GARCEZ e FREITAS, 2010). Assim, fica evidente que os valores de taxa de exploragéo e
mortalidade pela pesca no Baixo Amazonas S80 excessivos e acima do rendimento
maximo sustentavel, indicando uma sobre pesca nos estoques remanescentes (ISAAC e
RUFFINO, 1996; SANCHEZ-BOTERO e GARCEZ, 2005; SOUSA et al., 2008).

4. Concluséao

Originalmente obtido pela pesca extrativista, hoje com as medidas de protecdo aos

estoques naturais o tambaqui € criado na maioria dos estados do pais. A criacdo de
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tambaqui vem se intensificando constantemente nos ultimos anos e hoje é a segunda
espécie mais produzida comercialmente no Brasil. Esse fato tem impulsionado os estudos
voltados a espécie, desde sua fisiologia, genética, preservacao, ecologia a tecnologias de
producdo. Certamente em futuro breve novos conhecimentos embasardo o
desenvolvimento tecnolégico da producdo sustentavel do tambaqui, agregando valor ao

produto, e preservando suas populacdes selvagens remanescentes.
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1 Introducéo

Determinacdo sexual € o mecanismo que estabelece o sexo (género) de um
organismo ainda em desenvolvimento, enquanto que diferenciacdo sexual é o
processo morfolégico pelo qual uma génada indiferenciada passa ao se transformar

em ovario ou testiculo.

O processo de determinacdo do sexo nos mamiferos, jA bem elucidado, é
decidido no momento da fertilizacdo, com a presenca dos cromossomos X e Y. Os
genes presentes neste par de cromossomos definem o sexo do zigoto através de
fatores transcricionais, horménios e receptores hormonais, que levam entdo ao
desenvolvimento do sexo masculino ou feminino, pela especializacdo da gonada
indiferenciada em testiculo ou ovario (DOMENICE et al., 2002; MELLO et al., 2005).
Para ocorrer a diferenciacdo das gonadas Sao necessarios varios mecanismos
bioquimicos resultantes da expressdo de genes especificos que atuam desde a
formacdo da gbnada ainda bipotencial até a diferenciacdo dos genitais internos e
externos (DOMENICE et al., 2002; MELLO et al.,, 2005). Assim, engquanto a
determinacdo sexual em mamiferos ocorre no momento da concepcdo, a
diferenciacdo das gdnadas ocorre em tempos diferentes, dependendo da espécie.
Em humanos, por exemplo, a formacdo das génadas acontece na 7% semana, com o
sexo fenotipico e cerebral, e por ultimo a ativacdo do comportamento sexual, que
ocorre durante a puberdade (CAMARGO, 2012).

Em peixes, embora existam muitos estudos sobre determinacdo e
diferenciacdo sexual, pouco foi esclarecido até 0 momento, pois existe uma grande
variedade de mecanismos que controlam a formacdo e identidade sexual em
teledsteos (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; PENMAM e PIFERRER, 2008). No caso
de teledsteos, existem diferentes mecanismos determinantes do sexo que variam de
genético (cromossdmico ou poligénico) a ambiental (interacdo gendtipo-ambiente;
DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; PENMAN e PIFERRER, 2008). Quanto as alteracdes
morfoldgicas, também néo esta claro se o destino da gbnada em desenvolvimento &
determinado em nivel bioquimico ou celular e nem mesmo se € iniciada nas células

germinativas ou nas células somaticas presentes nas gonadas, ou ainda se

36



acontece nas duas ao mesmo tempo (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Ademais, 0s
eventos que culminam com a diferenciacdo sexual em teledsteos ocorrem de forma
e em momentos distintos em diferentes grupos, havendo grandes diferencas mesmo
entre espécies proximas. Como resultado, existe uma ampla variedade nos tipos de
determinacdo sexual, bem como nos processos de diferenciagcdo sexual entre as
espécies de teledsteos.

Tao importante quanto identificar o mecanismo de determinacdo sexual de
peixes, € identificar o sexo dos peixes quando ndo ha um dimorfismo sexual
aparente. A sexagem é de extrema importancia na piscicultura, seja nos laboratorios
de reproducdo ou programas de melhoramento genético. Em sua maioria, quanto
mais cedo o sexo de um peixe é identificado, maiores sdo as vantagens, seja na

selecdo e manejo de reprodutores ou na producao de lotes monosexo.

2 Tipos de determinagéo sexual
2.1 Genética

Muitas espécies de peixes apresentam sistema de determinacdo sexual
genético. Este sistema decide o sexo do individuo no momento da fertilizacdo
(DEVLIN e NAGAHAMA, 2002), semelhante aos mamiferos. Nestes casos, 0S genes
responsaveis pela formacdo de ovarios e testiculos podem estar alocados
restritamente em um ou mais pares de cromossomos, conhecidos por Cromossomos
sexuais (determinacdo cromossdmica) ou espalhados nos autossomos

(determinacéao poligénica).
2.1.1 CromossOmica

A determinacdo sexual de uma dada espécie € dita cromossdmica ou
monofatorial quando 0s genes responsaveis pela formacdo de ovarios e testiculos
se concentram em um ou mais pares de cromossomos, geralmente heteromérficos.

Alguns peixes possuem o0 sistema de determinacdo sexual marcado pela
presenca dos cromossomos sexuais XX/XY, onde os machos sdo heterozigotos. O

medaka Oryzias latipes e outras espécies do género, O. curvinotus e O. luzonensis,
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sdo exemplos de espécies que possuem esse sistema de determinacdo. Também o
linguado japonés Paralichthys olivaceus € um tele6steo com um sistema de
determinacdo de sexo cromossomico XX/XX (YAMAGUCHI et al., 2010; CNAANI et
al., 2008). Outro grupo que de modo geral apresenta cromossomos sexuais XX/XY é
o dos Salmonideos (IJIRI et al., 2008; WILSON et al., 2014; DEVLIN et al., 1994;
HAYASHI et al., 2010).

As tilapias apresentam duas formas de determinacdo cromossdmica. Nas
espécies Oreochromis niloticus e Tilapia zilli os machos sdo dominantes,
identificados como heterogamético simples XY e nas espécies de Oreochromis
karongae e Tilapia mariae as fémeas sdo dominantes (sistema WZ/ZZ; CNAANI et
al., 2008; VALDIVIA et al., 2014). Wilson et al. (2014) observaram que o paulistinha
Danio rerio selvagem possui o sistema cromossémico ZW/ZZ, e que nas populacdes
de laboratério o genoma de referéncia ndo possui 0S mesmos componentes de
determinacdo do sexo que a linhagem selvagem, sugerindo que pode ter ocorrido
variagdo no mecanismo de determinacdo nas espécies manejadas durante duas
décadas em cultivo induzido em laboratorio.

Outra espécie curiosa € a traira Hoplias malabaricus, peixe neotropical, que &
bem conhecido por sua diversidade cariotipica e variaGio Nnos Cromossomos
sexuais, possuindo cerca de sete cariomorfos (CIOFFI e BERTOLLO, 2010). A
tabela 1 apresenta espécies de peixes cujo sistema de determinacdo sexual ja foi

identificado.

Tabela 1. Teledsteos com sistema de determinacéo sexual conhecido. (Adaptado de

Reis, 2015).
Espécie Determinacao sexual Referéncias
Brachyhypopomus
) C - XIX1IX2X2/X1X2Y Mendes et al., 2012
gauderio
Cynoglossus semilaevis C Chen et al., 2007
Cyprinus carpio C Davidson et al., 2009
_ . C - ZW/ZZ (estirpe Wilson et al., 2014
Danio rerio
selvagem) Liew et al., 2012
Dicentrarchus labrax P—ESD Koumoundouros et al., 2002
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Gasterosteus aculeatus

Gymnotus carapo
Gymnotus coropinae

Gymnotus sp. “Negro”

Hippoglossus hippoglossus
Hoplias malabaricus

Leuresthes tenuis
Odontesthes bonariensis
Odontesthes hatcheri
Oncorhynchus mykiss

Oncorhynchus tshawytscha

Oreochromis aureus
Oreochromis hornorum

Oreochromis karongae

Oreochromis niloticus

Oryzias curvinotus

Oryzias latipes

Oryzias luzonensis

Paralichthys lethostigma

Paralichthys olivaceus

Poecilia reticulata

C - X1X2Y

C - XX/IXY
C - X1X1X2X2

C - XX/XY
C

C - XIX1IX2X2/X1X2Y

P— fotoperiodo
TSD
C—TDS
C

C - XX/XY

C-Wz/zz
C-Wz/zz

C-Wz/zz

C - XX/XY—-TDS

C - XXIXY

C - XXIXY

C - XXIXY

C - XXIXY -»TDS
C - XXIXY —-TDS

C

Vandeputte et al., 2007
Kitano e Peichel., 2012

Da Silva et al., 2014
Da Silva et al., 2014

Da Silva et al., 2014
Palaiokostas et al., 2013
Cioffi e Bertollo, 2010
Bertollo et al.,1983
Brown et al., 2014
Yamamoto et al., 2014
Koshimizu et al., 2010
Yano et al., 2012

Devlin et al., 1994
Piferrer et al.,1994
Desprez e Mélard, 1998
Desprez et al., 2003
Lee et al., 2004

Cnaani et al., 2008
Valdivia et al., 2014

Lee et al., 2004

Cnaani et al., 2008
Valdivia et al., 2014
Yamaguchi et al., 2010
Cnaani et al., 2008
Tanaka, 1995

Nanda et al., 2002
Hayashi et al., 2010
Yamaguchi et al., 2010
Cnaani et al., 2008
Luckenbach et al., 2003

Yamaguchi et al., 2010
Kavumpurath e Pandian, 1993
Nanda et al., 1993
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Poecilia sphenops C Nanda et al., 1993

Pseudobagrus ussuriensis C - XX/ XY Pan et al., 2015
Oncorhynchus nerka Genético -TDS Azuma et al., 2004
Oncorhynchus mykiss C - XX/ XY Valdivia et al., 2014
_ Martinez et al., 2009
Scophthalmus maximus C-2ZZ/1ZW
Haffray et al., 2009
Sebastes schlegeli P—TDS Ospina-Alvarez e Piferrer, 2008
o . Cnaani et al., 2008
Tilapia mariae C-Wz/zz
Valdivia et al., 2014
L Cnaani et al., 2008
Tilapia zillii C - XX/XY

Valdivia et al., 2014

C - sistema de determinag&o sexual cromossdmico; P - sistema de determinacao sexual poligénico;

ESD - sistema de determinag&o sexual ambiental; (seta) — Influéncia.

2.1.2 Poligénica

A determinacdo sexual poligénica ou multifatorial ou ainda multigénica é
considerada instavel do ponto de vista evolutivo e ocorre quando a decisdo quanto a
determinacao sexual é feita pela combinacdo de genes alelos, presentes em varios
loci que estdo ao longo do genoma animal (VANDEPUTTE et al.,, 2007; LIEW e
ORBAN, 2013). Entretanto, em alguns teledsteos, esses alelos podem localizar-se
em um unico par de cromossomos (LIEW e ORBAN, 2013).

O sistema poligénico pode surgir através de modificacdes nos cromossomos
sexuais que criam um terceiro cromossomo sexual funcional no mesmo locus, ou por
modificacdes no loci autossdbmico em outras partes do genoma que possibilita novos
arranjos da regulacdo do desenvolvimento gonadal (MOORE e ROBERTS, 2013).
Nesse tipo de determinacéo, ocorre maior variacdo de genotipos (LIEW e ORBAN,
2013). O mecanismo evolutivo de diferenciacdo das gdénadas do paulistinha citado
acima, é compativel com a determinacdo poligénica (LIEW e ORBAN, 2013;
WILSON et al., 2014; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). O robalo Dicentrarchus labrax,

€ um exemplo de teledsteo com sistema de determinacdo poligénica, sendo ainda
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influenciado pela temperatura (KOUMOUNDOUROS et al., 2002; VANDEPUTTE et
al., 2007).

2.2 Ambiental
2.2.1 Temperatura

Para muitos répteis, peixes e anfibios a identidade gonadal depende da
temperatura experimentada ao inicio da vida (HATTORI et al., 2009). As espécies
gue se encontram termo-adaptadas sofrem com as alteragbes ocasionadas pelas
mudancas bruscas de temperatura da agua (YAMAMOTO et al., 2014). O contato
corporal e metabdlico do animal com a agua pode desencadear reacfes diretas e
indiretas tornando-se um mecanismo chave para sobrevivéncia e adaptacdo das
espécies as condicdes ambientais (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2014; RIBEIRO e
MOREIRA, 2012). Sabe-se que na natureza acontecem diariamente os ciclos de
temperatura da agua, com o aquecimento depois de nascer o sol, e resfriamento ao
final da tarde, e é de se esperar que 0s organismos dependentes de efeitos
ambientais para determinacdo sexual sejam adaptaveis, devido a essa variacao
sazonal natural (BROWN et al., 2014; RIBEIRO e MOREIRA, 2012; OLIVEIRA e
OLIVEIRA, 2014). Estudos mostram que mesmo mudancas pequenas de 1 a 2 °C
na temperatura da agua podem alterar de modo significativo a proporcao sexual de
1:1 até 3:1 em espécies de agua doce e de aguas marinhas (OSPINA-ALVAREZ e
PIFERRER, 2008).

Assim como o robalo, o medaka recebe interferéncia de fatores genéticos e
ambientais na determinacédo sexual. Embora apresente o sistema de determinacéo
sexual genético cromossémico XX/XY, foi observado que fémeas de medaka XX
podem ter o sexo revertido para machos fenotipicos em aguas com temperatura alta
(HAYASHI et al., 2010).

Estudos recentes mais detalhados sobre a masculinizacdo em altas
temperaturas foram realizadas com o medaka e o peixe rei Odontesthes bonariensis
(FERNANDINO et al., 2012; HAYASHI et al., 2010) e correlacionados com altos
niveis de cortisol durante a diferenciacdo sexual gonadal. Este horménio suprime

diretamente a aromatase, levando ao desenvolvimento testicular nestas espécies.
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Como o cortisol, principal horménio resultante do estresse, é o mediador entre a
temperatura e a diferenciacéo sexual no peixe rei, Hattori et al. (2009), sugerem uma
possivel ligacdo entre o estresse e a diferenciacao testicular nesta espécie. Nesses
casos a temperatura é considerada o fator estressante.

O cortisol € um horménio glucocorticbide presente nos vertebrados
relacionado principalmente ao estresse. Em peixes também causa o aumento de 11-
cetotestosterona, principal andrégeno bioativo em peixes (FERNANDINO et al.,
2012; HATTORI et al., 2009). Diferentes estudos indicam que a temperatura € um
determinante ambiental da atividade reprodutiva em peixes, afetando diretamente a
fisiologia reprodutiva. Ainda s@o necessarios mais estudos para desvendar
exatamente em que momento iSSO acontece e quais sao os fatores que tornam o0s
teleosteos termossensiveis (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2014; DEVLIN e NAGAHAMA,
2002; BAROILLER et al., 2001; RIBEIRO e MOREIRA, 2012).

No periodo de diferenciagdo sexual do linguado japonés, aguas em
temperaturas extremas (tanto alta quanto baixa) induzem a producéo de machos
enquanto que aguas de temperaturas intermediarias produzem uma proporgcao
sexual de 1:1 (BAROILLER e D'COTTA, 2001). Portanto, Luckenbach et al. (2009),
concluem que os linguados do género Paralichthys sp. tém o fator temperatura como
0 Unico modo de determinacdo do sexo, visto que tanto baixas como altas
temperaturas induzem a masculinizacéo.

Assim como nos exemplos acima, o paulistinha (VILLAMIZAR et al., 2012) e a
truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (VALDIVIA et al., 2014), embora tenham uma
determinacdo sexual primariamente genética, a mesma pode ainda ser modulada
pela temperatura. E larvas geneticamente fémeas de tilapias do Nilo Oreochromis
niloticus, variedade supreme, foram masculinizadas quando expostas a
temperaturas de 32 e 34°C (ZANONI et al., 2013). Entretanto, vale ressaltar que as
temperaturas induzidas no laboratorio para esse estudo ndo sado encontradas nas
aguas naturais abertas.

Vérios trabalhos mostram que dentre os fatores ambientais, a temperatura da
agua € um dos mais importantes por interferir nos fenbmenos quimicos e biolégicos
do ambiente aquéatico, estando ligada diretamente a fisiologia dos peixes (SILVA et

al., 2001). A temperatura pode afetar o futuro das populacdes aquaticas, devido ao
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fato dos vertebrados ectotérmicos serem influenciados diretamente pela condi¢do da
temperatura da agua e de diferentes maneiras, inclusive na propor¢cdo sexual da
populacdo (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2014).

2.2.2 pH

O pH é de fundamental importancia para o bem estar animal e para assegurar
uma boa producdo de peixes. A concentracdo de bases e &cidos na agua
determinam o pH e os peixes sobrevivem e crescem melhor em dgua com pH entre
6 a 9 (SILVA et al., 2001a). Porém o ideal é que o pH fique entre 6,5 e 8,0, pois
interfere principalmente em nivel branquial, envolvido na regulagédo iénica e na
manutencdo do equilibrio 4cido-base dos peixes (FERREIRA et al., 2009; GRAEFF
et al., 2007; MURGAS et al., 2012). Melo e colaboradores (2001) consideram que pH
entre 6.5 a 8.5 seja a faixa de conforto para juvenis de tambaqui criados em viveiros
sem troca de agua, enquanto Aride e colaboradores (2007) citam valores entre 6.8 e
7.5. Em jundia Rhamdia quelen, foi verificada a importancia do pH para seu
desenvolvimento em todas as fases de vida do peixe (BALDISSEROTTO e GOMES,
2005).

Os animais sofrem interferéncias na fisiologia corporal ocasionadas pelas
mudancas do pH do meio (YAMAMOTO et al., 2014). Uma destas interferéncias é a
influéncia do pH sobre a diferenciacdo sexual nos peixes, que tem sido investigada
em varias espécies de poecilideos, como por exemplo o espada Xiphophorus helleri,
o limia blackbelly Poecillia melanogaster, em ciclideos Apistogramma spp. € 0
kribensis Pelvicachromis pulcher (RUBIN, 1985; FERNANDINO et al., 2013). Em sua
maioria, aguas acidas levam ao surgimento de mais machos e 4gua mais alcalinas
ocasionam fémeas na populacdo, embora o contrario tenha sido observado em

molinésia preta Poecillia sphenops (BARON et al., 2002).

3 Métodos de sexagem em peixes

Os processos de determinacdo e diferenciacdo sexual em peixes

compreendem uma area da fisiologia reprodutiva bastante complexa, abordando
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muitas questdes ainda desconhecidas (COSTA et al., 2013). A identificacdo do sexo
dos peixes, por exemplo, pela sua importancia no manejo de reprodutores é o foco
de varias pesquisas ao redor do mundo.

3.1 Amplificagdo de DNA

Marcadores moleculares sdo ferramentas utilizadas em laboratério de
biologia molecular para identificacdo, caracterizacdo e avaliagdo de recursos
genéticos. Os marcadores genéticos sexo-especificos tém sido isolados e
caracterizados com o objetivo de obter a identificacdo de machos e fémeas para
organismos vegetais e animais (WONG et al., 2005; GASQUES et al., 2014,
GALINDO et al., 2011). Empregada em mamiferos e aves ha bastante tempo, a
sexagem com uso de DNA tém sido recentemente utilizada também em peixes. Os
marcadores moleculares especificos do sexo representam um recurso util para
estudar gene determinante do sexo, assim como mecanismos de controle do sexo
dos peixes (MCCORMICK et al., 2008; CHEN et al., 2007).

A sexagem através da avaliacdo do DNA é realizada por métodos diferentes
de genética molecular, incluindo RAPD (DNA Polimorfico Amplificado ao Acaso),
hibridizacdo e AFLP (Analise Amplificada Polimorfismo de Fragmento; BERED et al.,
1997; MCCORMICK et al., 2008).

3.1.1 RAPD

O RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA — polimorfismo de DNA
amplificado ao acaso) € um marcador molecular dominante muito utilizado em
estudos moleculares. A técnica consiste em amplificar DNA genémico em PCR
(Polymerase Chain Reaction — reacdo em cadeia da polimerase) utilizando primers
com um padrdo de sequéncias curtas e arbitrarias de até 10 nucleotideos. Os
produtos da amplificacdo podem ser visualizados em gel de agarose ou
poliacrilamida em forma de bandas, separadas de acordo com seus tamanhos. E o
gue permite diferenciar dois ou mais individuos com caracteristicas herdadas
geneticamente € exatamente a presenca ou auséncia das bandas geradas na
reacdo de amplificacdo. Nos casos em que a espécies possui 0S Cromossomos

sexuais XY, por exemplo, o primer iniciador de nucleotideos, amplifica uma regiao
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homologa de XY que é sua sequéncia alvo desconhecida. Ambas as sequencias X e
Y podem ser amplificadas ao mesmo tempo resultando em fragmentos de
comprimentos diferentes. O sexo € identificado pela presenca ou auséncia de uma
banda especifica Y ou X (NAKAHORI et al., 1991; FALEIRO, 2007; BERED et al.,
1997; MCCORMICK et al., 2008; LACERDA et al., 2002; MARQUES, 2002;
HILSDORF e KRIEGER,1998). O RAPD é bastante utilizado em estudos de
diversidade de populagéo e para sexagem de plantas ou animais (MARQUES, 2002;
KUMAR e GURUSUBRAMANIAN, 2011).

A desvantagem da técnica é apresentar pouca consisténcia. Por ser um
marcador dominante, ele detecta apenas um alelo em cada loco, ndo detectando
heterozigocidade. Outra desvantagem é a baixa repetitividade e reprodutibilidade,
por ser muito sensivel a mudancas na qualidade do DNA, as condicdes e aos
componentes do PCR (KUMAR e GURUSUBRAMANIAN, 2011). A vantagem da
técnica € da obtencdo dos resultados de forma rapida com baixo custo e facil
implementacéo do procedimento, além de ndo ser necessario o conhecimento prévio
da sequéncia do DNA que se quer estudar (LACERDA et al.,, 2002; MARQUES,
2002; CASTIGLIONI et al., 2003; KUMAR e GURUSUBRAMANIAN, 2011).

Em trabalhos usando a técnica de amplificacdo RAPD com a matrinxa Brycon
cephalus, observou-se a presenca de uma banda em gel visualizado em eletroforese
com uso de amostras coletivas (pool) e individuais de DNA de fémea que estavam
ausentes em amostras de machos (WONG et al., 2005; SILVA et al., 2012). Desta
forma, os autores conseguiram identificar um marcador de DNA associado ao sexo
para a matrinxa fazendo uso de RAPD. A andlise usando digestdo enzimatica de
DNA revelou um fragmento de RAPD de 535 pb, presente nas fémeas de matrinxa.
Esse método associado a outras técnicas moleculares confirmaram a especificidade
deste fragmento a fémeas desta espécie e revelaram sua auséncia em duas outras

espécies do género, B. orbignyanus e B. lundii (SILVA et al., 2011).

3.1.2 AFLP

AFLP é uma técnica para estudar polimorfismo genético em populacdes e tem
a vantagem de detectar multiplos locos por reacdo além de apresentar alta
repetibilidade (HILL et al., 1996).
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A andlise de sexo do peixe rei da Patagbnia Odontesthes hatcheri permitiu
identificar um marcador de AFLP (ACG / AAC-217) determinante do sexo especifico
do macho (KOSHIMIZU et al.,, 2010). Em analise de polimorfismo e para
identificacdo do sexo em Cynoglossus semilaevis foram encontrados marcadores
AFLP especifico de fémeas (CseF382 e XF305) que apods ser recuperado foi
amplificado, clonado e sequenciado usando os iniciadores SCAR (CHEN et al.,
2007; CHEN et al., 2008). Para a identificacéo de marcadores AFLP ligados ao sexo
na truta arco-iris Oncorhynchus mykiss, Felip e colaboradores (2005) abordaram
impressOes digitais de DNA utilizado em AFLP e encontraram amplificacdo
associada ao sexo ligada ao cromossomo Y. No bagre Pseudobagrus ussuriensis foi
utilizado AFLP para isolar um fragmento de DNA especifico do macho com 10.569

pb, que possibilitou identificar o sexo genético nessa espécie (PAN et al., 2015).

3.1.3 Histologia

E definida como sendo a ciéncia, parte da biologia, que estuda os tecidos.
Consiste na visualizacdo das estruturas celulares por microscopia. Para isso, séo
necessarias coleta e fixacdo da amostra do tecido para o processo de preparacdo de
uma lamina, que finalmente € visualizada ao microscopio. O processamento passa
pelas etapas de fixacdo para inibir ou cessar a autdlise tecidual, desidratacdo para
retirada da agua dos tecidos e diafanizacédo ou clarificacdo, comumente realizada
com xilol. A inclusdo (impregnacao) é feita na parafina, paraplast ou resina e tem a
finalidade de preparar o material para os cortes histolégicos. Apdés montagem dos
cortes em laminas histolégicas e coloracdo, a sexagem pode ser feita através da
identificacdo morfolégica das estruturas ovarianas ou testiculares. E um método
muito barato, mas trabalhoso, demorado, e implica no sacrificio dos peixes. Embora
seja uma técnica bastante antiga, oferece seguranca no diagnostico final (MOORE,
1979).

3.1.4 Vitelogenina

Os animais oviparos produzem a vitelogenina (Vtg), que compde o vitelo
presente nos odcitos, a partir de estimulos dos horménios estrogénicos sintetizados
pelas fémeas durante seu ciclo reprodutivo (MARCANTONIO e VIEIRA, 2011). A Vtg
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€ uma fosfoglicoproteina sintetizada no figado apenas das fémeas em maturacao.
Sé&o transportadas na corrente sanguinea durante a fase de vitelogénese para servir
como reserva durante a embriogénese e para as larvas ap0s eclosdo, antes de
comecarem a ingerir alimento externo. A vitelogenina tem, portanto, uma relagéo
especifica com a puberdade feminina e com o desenvolvimento dos odécitos em
peixes sexualmente maduros durante o ciclo reprodutivo nas espécies de desova
total e durante todo o ano nas espécies de desova parcelada (MANANOS et al.,
1994; RODRIGUEZ et al., 1995; GUEVEL et al., 2000; NILSEN et al., 2004; CHU-
KOO et al., 2009; NUNEZ et al., 2011).

Com a finalidade de verificar o sexo, para algumas espécies de peixes foram
desenvolvidos testes que detectam a presenca de vitelogenina nas fémeas. A
sexagem é realizada por testes bioquimicos, com base na deteccdo da vitelogenina
a partir do sangue do peixe (CHU-KOO et al., 2009). A identificacdo sexual do
pirarucu através da vitelogenia por teste enzimatico foi obtido com sucesso em
peixes a partir de trés anos de idade e ao longo de todo o ano (CHU-KOO et al.,
2009; NUNEZ et al., 2011). Testes enzimaticos quantitativos (ELISA) para Vtg
também ja foram desenvolvidos para as espécies Cyprinus carpio, Pimephales
promelas, Danio rerio, Solea senegalensis e Oryzias latipes (NILSEN et al., 2004;
GUZMAN et al., 2008; CHU-KOO et al., 2009).

3.1.5 Dimorfismo sexual

A presenca da gbnada masculina ou feminina € considerada como um
dimorfismo sexual priméario (TURRA et al., 2010). Alguns animais podem ter o sexo
identificado através de alguma caracteristica fisica externa aparente, chamado de
dimorfismo sexual secundario (PY-DANIEL e COX FERNANDES, 2005; TURRA et
al., 2010). Ainda, a existéncia dessas caracteristicas pode ser permanente ou
temporaria (TURRA et al., 2010).

Entre os peixes, varias espécies sdo conhecidas por apresentarem
caracteristicas morfologicas que permitem a diferenciacédo entre individuos machos
e fémeas sem a necessidade de observar suas gbnadas (CHELLAPA et al., 2003;
KULLANDER e FERREIRA, 2006). Uma diferenca bastante comum € o tamanho do
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corpo que possivelmente ocorre devido a competicdo entre os machos pelas
fémeas, sendo que 0os machos maiores levam vantagem em confrontos e sao mais

atraentes para as fémeas (GURGEL et al., 2011).
3.15.1 Exemplos de espécies com dimorfismo

Varias espécies se diferenciam pelo tamanho do corpo, em algumas sendo a
fémea maior, como ocorre com a corvina Pachyurus bonariensis (DUFECH e
FIALHO, 2006), em Aspidoras fuscoguttatus (ARAUJO e GARUTTI, 2002),
Trichomycterus bahianus e Characidium aff. Zebra (CETRA et al., 2011),
Moenkhausia intermedia (HOJO et al., 2004), e com Oligosarcus jenynsii (FIALHO
et al., 1998). E em outras espécies os machos sdo maiores como no Cichlasoma
orientale (GURGEL et al., 2011) e no cara Gymnogeophagus laeuslris (HARTZ et al.,
1998).

Outras espécies apresentam uma ou mais variacdes dimorficas, como o
padrao de coloracdo, modificacfes nas nadadeiras ou adornos exaticos. Chu-Koo et
al. (2009) verificaram dimorfismo sexual de cor nos adultos de pirarucus Arapaima
gigas no periodo reprodutivo. O fundulo Fundulus heteroclitus, as fémeas sé&o
praticamente despigmentadas e os machos bem coloridos com intensificacéo na cor
azul na época da desova. Outra diferenca ocorre nas nadadeiras quanto a forma e
resisténcia, sendo mais prolongadas nos machos, e com uma inflamacédo e
consequente espessamento da nadadeira anal nas fémeas (NEWMAN, 1907). Em
Hypsolebias antenori, peixe anual do semiarido que ocorre em pocas temporarias,
0S machos possuem corpo com coloragédo azul-esverdeado com pontos brancos e a
parte ventral mais clara, enquanto que as fémeas tém o corpo na cor cinza clara,
com manchas pretas (NASCIMENTO et al., 2012). O Pira-brasilia Simpsonichthys
boitonei Carvalho, 1959 (Cyprinodontiformes, Rivulidae) o macho € maior e de cor
avermelhada com pintas azuis no corpo e nadadeiras e a fémea é castanha com
nadadeiras hialinas (SHIBATTA e GARAVELLO, 1992).

H4 ainda as espécies em que machos e fémeas diferem somente na
formacdo da nadadeira, como Aphyocharax anisitsi (GONCALVES et al., 2001) e

Paedocypris progenetica (KOTTELAT et al., 2006), ou até mesmo na cabeca, como
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no género Cichla onde os machos adultos e maduros apresentam uma
protuberancia cefélica pés-occipital formada por goticulas de lipidios que desaparece
logo apos a liberacdo dos espermatozéides (CHELLAPA et al., 2003; KULLANDER e
FERREIRA, 2006). No popularmente conhecido como “cascudo de espinhos”
Hemiancistrus punctulatus, os machos ndo possuem tentaculos, além de serem de
tamanho maior que as fémeas, sugerindo a existéncia de um comportamento
territorialista (HIRSCHMANN et al., 2011). Em peixes elétricos Gymnotiformes, o
dimorfismo sexual em algumas espécies € verificado por modula¢des da descarga
do o6rgéo elétrico, conhecido como silvos, que sdo emitidos durante a corte e nos
Apteronotus leptorhynchus os machos gorjeiam mais forte do que as fémeas
(DUNLAP et al., 1998).

4 Concluséo

Em se tratando de sistemas de determinacado sexual, formas de diferenciacao
sexual e sexagem em peixes, muito ainda ha que ser investigado. Devido a grande
variedade e labilidade sexual dos teledsteos, esses estudos devem ser praticamente
espécie-especificos, pois existem diferencas mesmo entre espécies da mesma
familia ou género. Muitos sdo os estudos e grupos de pesquisa focados nessa area,
0 que pode ser verificado pelo grande numero de publicacées sobre do assunto. A
cada dia novas metodologias e ferramentas de investigacdo tém sido empregadas
nos estudos que envolvem a formacdo da identidade sexual dos peixes,
desvendando cada vez mais esse misterioso campo da fisiologia reprodutiva dos

peixes.
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Capitulo 3.

Avaliacdo da influéncia da temperatura e do pH na
determinacdao sexual do tambaqui Colossoma

macropomum
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Resumo

pY

Devido a importancia econdmica do tambaqui Colossoma macropomum,
pesquisadores e produtores tém buscado melhorias na sua producédo. Para isso,
estudos envolvendo a biologia da espécie buscam informagfes importantes para
fundamentar o desenvolvimento de novas tecnologias de producéo. O processo de
diferenciacdo sexual, por exemplo, ainda né&o foi caracterizado no tambaqui. Visando
identificar fatores envolvidos nesse processo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia de dois fatores ambientais, pH e temperatura da agua, na determinacéo
sexual do tambaqui. Foram realizados dois experimentos independentes, um para
pH (6,5, 7,5 — controle e 8,5) e outro para temperatura (26, 28 — controle e 30 °C),
com dois ensaios em cada um. As larvas de tambaqui (12 dpe) foram mantidas nos
tratamentos até atingirem 4 cm de comprimento, quando foram transferidas para
tanques rede até alcancaram o tamanho de sexagem. Com base na avaliacéo
histol6gica das gbnadas, o tratamento de pH mais acido produziu mais machos que
o tratamento controle. Com o experimento de temperatura o tratamento de 26 ‘C
mostrou-se inviavel pela alta mortalidade dos animais e o tratamento de 30 °C no
teve influéncia na formacdo de machos ou fémeas na populacéo original de ambos
ensaios. O resultado do trabalho sugere que pH mais acido 6,5 pode influenciar na
producdo de machos no cultivo de tambaqui. Os dados certamente irdo contribuir
para o avanco do conhecimento sobre a biologia do desenvolvimento do tambaqui,
servindo de apoio a pesquisas mais aplicadas, como em estudos sobre efeitos do

aquecimento global, evolutivos, ecologia da espécie e biotecnologia, por exemplo.

Palavras chaves: diferenciacdo sexual, peixe, aquicultura, sexagem
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Abstract

Due to the economic importance of tambaqui Colossoma macropomum for the
Brazilian aquaculture, researchers and farmers have sought for improvements on its
production. Therefore, studies about the biology offer important information that
support the development of new farming technologies. The process of sexual
differentiation has not been characterized in tambaqui. To identify factors involved in
this process of gonad formation, the aim of this study was to evaluate the influence of
two environmental factors (pH and temperature) on the sex determination of
tambaqui. The factors were controlled in the laboratory to carry out two independent
experiments, one for pH (6.5, 7.5 - control and 8.5) and one for temperature (26, 28 -
control and 30 ‘C), with two trials each. Tambaqui larvae (12 dph) were maintained in
the treatments until they reached 4 cm total length, when they were transferred to net
cages until they reached the size for sex identification. Based on the histologic
evaluation of the gonads, the acidic pH treatment produced more males than the
control treatment. Regarding the temperature, the treatment 26 ‘C was not possible
to be evaluated by the high mortality of the fish. The treatment of 30 °C had no
influence on the determination of male and female in the original population of both
trials. The results of the study suggest that the pH 6.5 can influence the production of
male tambaqui. The data will certainly contribute to the advancement of knowledge
about the developmental biology of tambaqui, supporting applied research, such as
studies on effects of global warming, evolution, ecology of the species and

biotechnology.

Key words: sexual differentiation, fish, aquaculture, sexing
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1 Introducéo

A determinacéo sexual € o mecanismo que estabelece o sexo dos individuos de uma
espécie, e a diferenciacdo sexual é o processo morfoldgico pelo qual uma gbénada
indiferenciada se desenvolve em ovéario ou testiculo. Em teledsteos, esses dois
processos variam muito de espécie para espécie. Quanto a determinacdo, 0 sexo
dos peixes pode ser determinado: geneticamente (determinagdo cromossdmica ou
poligénica), ou por influéncia ambiental, quando h& interagdo do gendtipo com o
ambiente (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; PENMAN e PIFERRER, 2008).

Na determinacdo sexual genética (GSD), o sexo de cada individuo € estabelecido no
momento da fertilizagdo (DEVLIN e NAGAHAMA, 2002). Neste sistema, 0S genes
responsaveis pela formacdo de ovarios e testiculos podem estar alocados em um
Unico par de cromossomos, 0S cromossomos sexuais (determinagdo cromossomica),
ou podem estar espalhados nos autossomos, caracterizando a determinagcéao sexual
poligénica ou multigénica. Muitas espécies de peixes apresentam o sistema de
determinacdo sexual cromoss6mico, como o medaka Oryzias latipes e outras
espécies do género, O. curvinotus e O. luzonensis, o linguado japonés Paralichthys
olivaceus (YAMAGUCHI et al., 2010; CNAANI et al.,, 2008), os salmonideos
(SHIGEHO et al., 2008; WILSON et al., 2014; HAYASHI et al, 2010), as tilapias
Oreochromis niloticus, O. karongae, Tilapia zillii, e T. mariae (CNAANI et al., 2008;
VALDIVIA et al., 2014) e a traira Hoplias malabaricus (CIOFFI e BERTOLLO, 2010).
A determinacdo sexual poligénica ocorre quando a decisdo quanto ao sexo é
resultante do efeito da combinacéo de diferentes genes alelos presentes em varios
loci ao longo do genoma animal (VANDEPUTTE et al., 2007; LIEW e ORBAN, 2013).
Este sistema pode surgir por meio de modificacdes nos cromossomos sexuais que
criam um terceiro cromossomo sexual funcional no mesmo locus, ou por
modificacdes no loci autossbmico em outras partes do genoma formando novos
arranjos da regulacdo do desenvolvimento gonadal, ocasionando maior variacao de
gendtipos (LIEW e ORBAN, 2013; MOORE e ROBERTS, 2013). Alguns peixes
possuem esse tipo de determinacdo, como o paulistinha Danio rerio (DEVLIN e
NAGAHAMA, 2002; LIEW e ORBAN, 2013; WILSON et al., 2014;) e o robalo

Dicentrarchus labrax, que € poligénico com um certo grau de influéncia ambiental
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(KOUMOUNDOURGOS et al., 2002; VANDEPUTTE et al., 2007).

A temperatura da 4gua € um fator ambiental determinante para a atividade
reprodutiva em peixes, afetando diretamente a fisiologia da reproducéo (BAROILLER
et al., 2009). Em alguns répteis, anfibios e peixes, a diferenciacdo gonadal depende
da temperatura em que os individuos sao expostos ao inicio da vida (HATTORI et
al., 2009). Essas espécies sdo conhecidas como termo-adaptadas e sofrem com as
alteracbes ocasionadas pelas mudancas bruscas de temperatura da agua. Ainda
nao se sabe exatamente em que momento iSSO acontece e quais o0s fatores
especificos tornam os teledsteos termossensiveis (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2014;
NAVARRO-MARTIN et al., 2011; DEVLIN e NAGAHAMA, 2002; BAROILLER et al.,
2001; RIBEIRO e MOREIRA, 2012). Devido ao contato corporal direto do animal
com a agua, alteracdes na temperatura desencadeiam reacdes diretas e indiretas,
tornando-se um mecanismo chave para sobrevivéncia e adaptacédo das espécies as
condi¢cbes ambientais (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2014; RIBEIRO e MOREIRA, 2012).
Mudancas de 1 a 2 °C na temperatura da agua pode alterar a proporcdo sexual de
1:1 para até 3:1 em espécies de aguas doce e marinhas (OSPINA-ALVAREZ e
PIFERRER, 2008). Sdo exemplos classicos de peixes que podem sofrer a
interferéncia de fatores ambientais na determinacdo sexual genética: o robalo, o
medaka, o linguado japonés do género Paralichthys, o peixe rei Odontesthes
bonariensis e outros aterinopsideos do género Menidia sp. (VANDEPUTTE et al.,
2007; HAYASHI et al., 2010; YAMAMOTO et al., 2014; LUCKENBACH et al., 2009;
DUFFY et al., 2010).

A determinacao sexual influenciada pela temperatura esta relacionada a altos niveis
de cortisol durante a diferenciacdo sexual gonadal. O cortisol € um hormdénio
glucocorticéide presente nos vertebrados relacionado ao estresse e a regulacao
ibnica (SAKAMOTO e McCORMICK, 2006). Em peixes, o cortisol causa 0 aumento
de 11-cetotestosterone, principal androgeno bioativo em peixes (FERNANDINO et
al., 2012), além de inibir a expressdo da aromatase (enzima que converte
testosterona em estradiol; HATTORI et al., 2009).

O paulistinha e a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss tém a determinacdo sexual
genética, que pode ainda ser modulada pela temperatura da agua (VILLAMIZAR et

al.,, 2012; VALDIVIA et al., 2014), assim como larvas geneticamente fémeas de
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tilapias do Nilo Oreochromis niloticus, podem ser masculinizadas quando expostas a
altas temperaturas (ZANONI et al., 2013).

Assim como a temperatura, outro fator ambiental com efeito na determinagéo sexual
€ o0 pH da agua, por estar diretamente relacionado ao bem estar animal e bom
desenvolvimento em todas as fases de vida. Melo et al. (2001) considera que pH
entre 6,5 a 8,5 estdo na faixa de conforto para juvenis de tambaqui criados em
viveiros sem troca de 4gua, e Aride et al. (2007) observa que os valores de pH entre
6,8 e 7,5 mantém se dentro dos limites aceitaveis para criagdo de tambaqui, pois
ndo cria condi¢cdes quimicas na agua que favorecam a formacdo da amdnia ndo
ionizada, que é toxica para muitas espécies. Entretanto pH em nivel muito baixo
reduz o crescimento e a reproducéo dos peixes (LOPES et al., 2001).

Os animais sofrem interferéncias na fisiologia corporal ocasionadas pelas mudancas
do pH do meio (YAMAMOTO et al., 2014). Uma destas interferéncias é a influéncia
do pH sobre a diferenciacdo sexual nos peixes, que tem sido investigada em varias
espécies de poecilideos, como por exemplo o espada Xiphophorus helleri, o limia
blackbelly Poecillia melanogaster, o P. sphenops, o kribensis Pelvicachromis pulcher
e em ciclideos Apistogramma spp. (RUBIN, 1985; BARON et al., 2002;
FERNANDINO et al., 2013; REDDON e HURD, 2013). Na maioria destas espécies,
pHs acidos e basicos induzem a machos e fémeas, respectivamente, na populagéo.
Naturalmente os peixes suportam uma variacdo no pH entre levemente alcalino a
levemente acido. Os peixes brasileiros, de modo geral, apresentam sobrevivéncia de
100% em aguas com pHs entre 4,0 e 9,0, mas 0s que vivem nas aguas pretas e
acidas da Amazonia resistem até em pH 3,5 (BALDISSEROTTO, 2014).

O tambaqui Colossoma macropomum é um peixe de destaque na piscicultura
continental brasileira, sendo a principal espécie nativa cultivada no Brasil (MATOS et
al., 2015) com elevado valor de mercado (MENEZES, 2010). Devido a sua
importancia para a aquicultura nacional, o tambaqui tem sido alvo de diferentes
pesquisas nas diversas areas do conhecimento. Apesar de ja exisitirem estudos
sobre a fisiologia da espécie, poucas sdo as informacfes existentes acerca da sua
fisiologia reprodutiva. A prOpria ontogenia e desenvolvimento gonadal sé&o
informacfes ainda desconhecidas. O sistema de detemirnac¢do sexual do tambaqui

também néo foi identificado, embora estudos preliminares tenham demonstrado a
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auséncia de cromossomos sexuais na espécie (Foresti, comunicagdo pessoal).
Buscando contribuir com conhecimento sobre qual(is) fator(es) determinam o sexo
do tambaqui, o presente trabalho abordou a possivel influéncia de dois fatores
ambientais (pH e temperatura) sobre a determinagédo sexual do tambaqui, visto que
ndo ha estudos com essa abordagem para a principal espécie nativa da piscicultura

nacional.

2 Material e Métodos

O estudo foi realizado em dois experimentos, um abordando pH e o outro
temperatura, cada um com trés tratamentos, realizados em dois ensaios diferentes,
conforme tabela 1. Em cada ensaio foram utilizadas larvas de diferentes

procedéncias.

Tabela 1. Ensaios com 0 numero de animais por tratamento

Ensaio/Tratamento Temperatura (°C) pH
26 28 30 6,5 75 85
1 350 350 350 350 350 350
1 350 350 350 350 350 350

2.1 Animais e condi¢cdes experimentais

No primeiro ensaio, as larvas de tambaqui foram produzidas no setor de
piscicultura do Campo Experimental km 29 da Embrapa Amazdnia Ocidental, atraves
de reproducao induzida de duas fémeas e trés machos. Apds a fertilizacdo, os ovos
foram colocados em incubadoras de 200 L, onde ficaram até dez dias apés a
ecloséo (dpe). Depois desse periodo, as larvas foram distribuidas aleatoriamente em
06 caixas de agua de 310 L (n = 350/caixa), com renovacédo diaria de um terco da
agua e aeracao constante, no Setor de Piscicultura da Embrapa para realizacao dos
experimentos (conforme descricdo abaixo). Inicialmente os animais foram
alimentados com nauplios de Artemia salina até se adaptarem a racdo comercial

farelada contendo 55 % de proteina bruta.
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Para o segundo ensaio foram adquiridas larvas de tambaqui da Estacdo de
Piscicultura de Balbina, localizada no municipio de Presidente Figueiredo. Este
ensaio foi desenvolvido com larvas de outra Estacdo com o proposito de utilizar
animais com genética diferente do primeiro, evitando assim a influéncia deste fator
nos resultados. As larvas (aproximadamente 7 dpe) foram adaptadas a racado
comercial e distribuidas co mo descrito para o primeiro ensaio.

Os parametros de qualidade da &gua foram avaliados quinzenalmente durante
todo o periodo experimental. A dureza (mg/L CaCQO3) foi determinada pelo método
titrimétrico do EDTA (APHA, 1992), a alcalinidade (mg/L CaCOs3) por titrimetria com
alaranjado de metila (APHA, 1992), e a amdnia total pelo método de endofenol
(APHA, 1992). Diariamente os valores de pH foram aferidos em cada tanque com
auxilio de peagametro (YSI Enviromental; Modelo 100). As medidas de temperatura
(°C) e oxigénio dissolvido (mg/L) foram feitas eletronicamente com oximetro digital
(YSI 550-A).

3 Tratamentos Experimentais
3.1 Experimento 1

Foram realizados trés tratamentos com diferentes pHs: 6,5, 7,5 (controle) e
8,5, totalizando trés caixas de 250 litros de volume Util, distribuidas em delineamento
inteiramente casualizado. Em cada caixa foram colocadas 350 larvas, que foram
mantidas nos tratamentos até os animais atingirem 04 cm de comprimento padrao
(CP), quando o tambaqui ja diferenciou sexualmente (dados ndo publicados), esse
periodo experimental variou de 40 a 90 dias. O pH foi aferido trés vezes ao dia e
ajustado sempre que necessario ou no momento em que era feita a renovacao diaria
da agua. Para ajuste do pH foram utilizados hidroxido de sodio a 10 % e &cido
cloridrico 10 %, para aumentar ou reduzir o pH, respectivamente.

Trés meses apos o inicio do experimento foi montado o segundo ensaio com

as mesmas condi¢cdes de manejo.
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3.2 Experimento 2

Foram realizados trés tratamentos com diferentes temperaturas: 26, 28
(controle) e 30 °C, totalizando trés caixas de 250 litros de volume (til, em
delineamento inteiramente casualizado. Em cada caixa foram colocadas 350 larvas,
que foram mantidas nos tratamentos até os animais atingirem 04 cm CP. A
temperatura foi aferida trés vezes ao dia e ajustada sempre que necessario ou no
momento em que era feita a renovacdo diaria da agua. A temperatura da agua foi
ajustada e mantida com o uso de aquecedor com termostato. Para garantir a
manutencdo constante da temperatura de 26 °C, esse tratamento foi desenvolvido
em ambiente climatizado.

Trés meses apos o inicio do primeiro ensaio foi montado o segundo com as

mesmas condi¢des de manejo.

3.3 Coleta e amostragem

Ao atingirem em média 04 cm de comprimento padrdo (tamanho em que a
diferenciacao sexual ja ocorreu - dados nao publicados) os peixes foram transferidos
para tanques-rede para acelerar o crescimento. A coleta para sexagem por histologia
foi realizada a partir dos seis meses de idade, quando 0os animais atingiram o
tamanho minimo de 15,5 cm CP. Foi usada uma amostragem média de 25 animais
por tanque rede, em cada ensaio.

Na coleta foi realizada a biometria individual dos peixes e a retirada das
gbnadas para identificacdo do sexo. Para a sexagem, as gonadas foram dissecadas
e imediatamente imersas em Bouin por 12 horas para posterior processamento
histolégico. Para melhor visualizacédo e coleta das génadas, foi adicionado algumas
gotas de Bouin na cavidade abdominal com o peixe em decubito dorsal. Todos os
peixes foram previamente anestesiados com Benzocaina (100 mg/mL) antes de

serem sacrificados por seccdo medular.

3.4 Sexagem por processamento histolégico

O fragmento gonadal fixado em solucédo de Bouin foi desidratado em séries

crescentes de alcool, clareado com xilol, incluido e emblocado em parafina para
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corte transversal em micrétomo na espessura de 5 pm. As secc¢des foram montadas
em laminas histologicas e coradas com hematoxilina e eosina. Finalizado o processo
histologico, procedeu a visualizagdo em microscopio éptico para identificacdo do
sexo e quantificagdo de machos e fémeas em cada tratamento. O estudo
morfologico consistiu em verificar as estruturas dos tecidos, onde foram observadas
lamelas ovarianas e/ou a presenca de ninhos de oogonias, para as fémeas. E a
presenca de espermatogdnias e/ou espermatozolides dispostos em corddes
testiculares, nos machos. Com base na identificacdo histologica das gbnadas (ovario
ou testiculo) foi estimada a influéncia de cada tratamento em comparacdo com seu

grupo controle.

3.5 Andlise estatistica

O delineamento de cada experimento foi inteiramente casualizado, com trés
tratamentos/experimento (pH e temperatura) feitos em dois ensaios. Cada peixe foi
considerado uma repeticdo e para cada tratamento foi realizada a sexagem de 4 a
42 animais, com uma meédia de 24 peixes/tratamento/ensaio. O reduzido nimero de
peixes amostrados nos tratamento de 26 °C (n = 4) e pH 6,5 (n = 14) ocorreu devido
a alta mortalidade dos animais nesses dois grupos. O teste estatistico utilizado foi o
Qui-quadrado (x?) para avaliar a proporcdo sexual e comparar com o tratamento

controle em cada experimento.

4 Resultados
4.1 Condicdes Experimentais

As condi¢cdes de manejo e qualidade da agua em todos os tanques de ambos
os ensaios foram consideradas adequadas. No entanto as condicbes de pH 6,5 e
temperatura 26°C, apresentaram alta mortalidade (95,7 e 99,3 %, respectivamente,
somados ambos ensaios), desde a primeira semana de tratamento.

Os parametros médios de qualidade da agua durante os experimentos de pH
e temperatura nos dois ensaios, expressos em média e = desvio padrdo, foram:
amonia total 0,5 £ 0,4 mg/L, alcalinidade 20,7 + 0,3 mg/L de CaCO3 e dureza 16,6 +
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2,9 mg/L de CaCOs. No experimento de temperatura, o pH médio nos tanques nos

dois ensaios foi de 7,2 + 0,7 e 0 oxigénio dissolvido de 7,9 £ 1,8 mg/L e no

experimento de pH a temperatura média da agua em todos os tanques de ambos os

ensaios foi de 28 £ 1,3 °C e o0 oxigénio dissolvido 8,6 + 1 mg/L (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Parametros da qualidade da agua (média + desvio padrdo) durante o

experimento com pH (aménia mg L™, dureza e alcalinidade mg L™ de CaCOs,

temperatura °C e oxigénio mg L™)

. Ensaio 1 Ensaio 2 Valores médios
Parametro
6,5 7,5 8,5 6,5 7,5 8,5 6,5 7,5 8,5
Amonia 0,3t0 0,5+0,3 0,4+0,1| 0,6+0,3 0,841 0,4+0,5 |0,5+0,3 0,7+0,7 0,4+0,3
Dureza O+4 4+1 6,5+5 | 30+0,1 34+0,1 22+0,5 19,5+2 19+0,7 14,2+2,7
Alcalinidade 26,7¢7 50,7t16 72+1 | 16,5+0,1 12,1+1 11,5+1 21,53 31,44 41,7+1

pH 6,8+0,9 7,5+0,7 8,4+0,8
Temperatura| 28+1,9 28+19 28+2,1

Oxigénio 8,91

8,3+1,5 9,4+1,5

6,8+0,6 7,504 8,8+1,2

28+1
7,910,

28+1
9 8,6%1

20+1.4
8,4+0,5

6,8+0,7 7,5+0,6 8,6+1
28+1,4 28+1,4 28,5+0,7
8,4+0,9 8,5+1,3 8,9+1

Tabela 3. Parametros da qualidade da agua (média = desvio padrdo) durante o

experimento com temperatura (amdnia mg L™, dureza e alcalinidade mg L™ de

CaCOs, temperatura °C e oxigénio mg L™)

Parametro Ensaio 1 Ensaio 2 Valores médios
26 28 30 26 28 30 26 28 30
Amdnia 0,8+0,1 0,4+0,1 0,5%0,8 - 1,2+0,8 0,8+0,3 |0,8+0,1 1+0,4 0,7+0,5
Dureza 2,5£0,7 8,5+0,7 9,5+2 - 11,1+10 22+14 |2,5+0,7 18+4,6 11,748
Alcalinidade 22,5+10 16,410 10,37 - 27+8 19+0,3 |22,5+10 13,8+6,5 14,6+3,6
Temperatura 27+1,5 29+1,2 30%1,9 - 29+1,2 30,7£0,9 | 27+1,5 29+1,2 30,3t1,4
pH 70,9 7,3%0,8 7,545 - 7,3+£0,7 70,5 7+0,9 7,3x0,7 7,3x2,7
Oxigénio 8,834 7,4+1,1 7,7#1.1 - 7,6£1,3 79+1 |8,8+34 7,5+1,2 7,8+1

4.2 Sexagem

As fémeas foram identificadas primariamente pela presenca de ninhos de

7

oogbnias e pela estrutura de lamelas ovarianas, que € um arranjo estrutural

caracteristico de ovario (Fig. 1a). Algumas apresentavam odcitos primarios (Fig. 1b).

68



Os machos identificados apresentaram estrutura de tdubulos seminiferos contendo
espermatogbnias A associadas a células de Sertoli, formando cistos
espermatogénicos iniciais, caracteristico de machos imaturos (Fig. 1c). Alguns
testiculos mais desenvolvidos apresentavam ou cistos de espermatdcitos (meiose) e
espermatides (Fig. 1d), além de espermatozoides livres no lumem (Fig. 1e).
Nos tratamentos de temperatura 28 (controle) e 30 °C haviam animais considerados
intersexo, ou seja, apresentavam tecido ovariano e testicular na mesma gbnada,
com células germinativas caracteristicas de fémeas e de machos bem evidentes ao

longo do tecido (Fig. 1f).
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Figura 1. Cortes histolégicos de gbnadas de tambaqui. a) ovario imaturo com lamelas
ovarianas (L) visiveis; b) ovario imaturo com a presenca de odcito primario (OP); c) testiculo
imaturo com espermatogonias (SG) em arranjo de corddes; d) testiculo imaturo, com cistos
de SG, espermatocitos (SC) e espermatozoides livres (SZ); e) testiculo em maturagcdo, com
SZ livres nos tabulos seminiferos; f) gdbnada intersexo, com presenca de OP entre corddes

testiculares (CT). CPF — célula pré-folicular; NOg — ninho de oogobnias.
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4.3 Efeito dos tratamentos na proporgéo de machos e fémeas

Nos grupos controle de ambos os ensaios houve uma variagcao na proporgao
de machos e fémeas nas populacdes. No ensaio 1 (pH e temperatura) a proporcao
foi muito semelhante a 1:1, enquanto que no ensaio 2 (pH e temperatura) a
proporcdo de macho:fémea foi de 2,3:1. Ja dentro de cada ensaio, os controles de
pH (7,5) e temperatura (28) nao diferiram entre si nos controles do ensaio 1 (x* =
3,33 e p 0,06) e nos controles do ensaio 2 (x* = 0,19 e p 0,66), demonstrando que 0s
controles foram bem escolhidos. As tabelas 4 e 5 apresentam a porcentagem total
de machos, fémeas e intersexos em cada ensaio.

No experimento de temperatura, devido a grande mortalidade no tratamento
de 26 °C, ndo foi possivel realizar o teste estatistico. E ndo houve diferenca
significativa entres os grupos controle e de 30 °C (x* = 2,3, p 0,12, e x* = 2,8, p 0,09
para 0s ensaios ensaio 1 e 2, respectivamente).

No experimento de pH, embora a taxa de sobrevivéncia do grupo de pH 6,5
tenha sido baixa, 0 nimero de animais restantes e analisados permitiram que todos
os grupos fossem avaliados. Nesse experimento, somente o pH &cido (6,5)
apresentou diferenca em relacdo ao seu controle, em ambos ensaios (x’= 12,54 e p
0,0003, x>= 6,87 e p 0,00 para os ensaios 1 e 2, respectivamente). O pH bésico
(8,5) ndo apresentou diferenca do controle em ambos ensaios (x’= 0 e p 1, x°=

5,4958 e p 0,01906 para os ensaios 1 e 2, respectivamente).

Tabela 4. Percentual de machos e fémeas de tambaqui por tratamento de

temperatura em cada ensaio

Ensaio 1 Ensaio 2
Temperatura
26 28 30 26 28 30
Machos 100 41,7 53,4 - 67,9 84
Fémeas - 58,3 45,2 - 25 16
Intersexo - 2,4 - 7,1 -
n 4 25 44 - 28 25
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Tabela 5. Percentual de machos e fémeas de tambaqui por tratamento de pH em

cada ensaio
Ensaio 1 Ensaio 2
pH
6,5 7,5 8,5 6,5 7,5 8,5
Machos 80 55,6 56,2 85,7 69,2 52
Fémeas 20 44 4 43,8 14,3 30,8 48
n 15 27 32 14 26 27

5 Discussao

O presente estudo abordou a possivel influéncia de fatores ambientais na
determinacdo sexual do tambaqui, como parte de um projeto que visa caracterizar
todo o processo de diferenciacdo e desenvolvimento gonadal nessa espécie. Dois
experimentos foram realizados abordando temperatura (trés tratamentos) e pH (trés
tratamentos), em dois ensaios cada (cada ensaio com peixes de diferentes
procedéncias).

Estudos sobre a influéncia de fatores ambientais (temperatura, pH, densidade
e interacdes sociais) sobre a diferenciacdo sexual de peixes sdo relativamente
recentes (BAROILLER e D'COTTA, 2001). Para algumas espécies de peixes que
tém a heranca cromossémica do sexo, a determinacdo do género pode ser flexivel e
influenciada por fatores ambientais, que de alguma forma se sobrepdem a base
genética do sexo (COLEMAN, 1998; BAROILLER e D'COTTA, 2001). Pesquisas
mostram que a temperatura pode acionar um gatilho para a determinacdo do sexo,
agindo sobre os genes que codificam enzimas esteroidogénicas e receptores de
hormbénios esterdides sexuais (CREWS, 1996; FERNANDINO et al., 2011; 2009;
YAGAMUCHI et al.,, 2010). Peixes jovens sdo mais vulneraveis a influéncia de
fatores ambientais (fisicas e quimicas) podendo afetar o eixo endécrino-endégeno,
alterando ou até substituindo o caminho original de desenvolvimento
(STRUSSMANN e NAKAMURA, 2002). Da mesma forma, o pH pode ter um certo

grau de influéncia na formacdo de ovario e testiculos em algumas espécies de
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teledsteos, como em alguns poecilideos e ciclideos (revisado em FERNANDINO et
al., 2013). O tambaqui (Colossoma macropomum) representa hoje a principal
espécie nativa produzida pela piscicultura continental brasileira, seja na forma de
peixes puros ou hibridos. Como reflexo dessa importancia, hoje existe um crescente
namero de estudos cientificos abordando aspectos da ecologia, fisiologia e sistemas
de producdo da espécie.

Em cada ensaio, os tratamentos controles (para pH e temperatura) tiveram a
mesma proporgédo de machos e fémeas, indicando que nao houve alteragédo do sexo
induzida pelo pH controlado (7,5) nem pela temperatura de 28 °C, parametros
escolhidos como controle. Entretanto, entre os ensaios houve diferenca, sendo que
as larvas produzidas na Embrapa (periferia de Manaus) teve igual proporcao de
machos e fémeas no lote, e a populacao oriunda de Balbina teve alta percentagem
de machos.

No estudo de temperatura, a condicdo experimental de 26 °C mostrou-se
inviavel, pois ocorreu uma mortalidade de praticamente 100% das larvas. Muito
provavelmente a temperatura de 26 °C esteja abaixo da faixa de conforto para
criacdo de larvas da espécie, uma vez que juvenis e adultos de tambaqui tem seu
crescimento 6timo na faixa de 25 a 30°C (IZEL, 1995). A baixa sobrevivéncia das
larvas se assemelha ao observado em jundid Rhamdia quelen, que quando exposto
a temperaturas mais baixas no periodo de incubacéo apresenta reducdo no niumero
final de larvas (LONGO e NUNER, 2010). De qualquer forma, os quatro peixes
sobreviventes a essa temperatura eram machos, diferente de outras espécies
tropicais aonde baixas temperaturas direcionam a formacéo de até 100% de fémeas
no lote (STRUUSSMANN et al., 1996; ITO et al., 2005; BAROILLER e D'COTTA,
2001).

Quanto ao tratamento de 30 °C, nos dois ensaios as larvas apresentaram
excelente crescimento e desenvolvimento, considerando que esta temperatura esta
dentro da faixa de conforto descrita por Izel (1995) e por Kubtza (1998), de 28 a 32
°C. Também Sousa e colaboradores (2012) observaram um crescimento elevado e
linear para tambaquis expostos a temperaturas de 31 °C da fase larval até juvenil.
Apesar de estimular um crescimento mais rapido, a temperatura de 30 °C nao teve

influéncia na determinacao sexual do tambaqui, ndo sendo diferente a proporcao de
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machos e fémeas nos lotes estudados, em ambos 0s ensaios, em relagdo aos seus
controles. Nos principais rios amazo6nicos, os parametros fisico-quimicos da agua
indicam que a Bacia do Alto rio Madeira possui uma variagcdo na temperatura da
agua de 29,5 na cheia e 28 °C na seca, e no Rio Mamoré de 28,4 na cheia e 30,5 °C
na seca (BERNARDI et al., 2009). A proporcao sexual de machos e fémeas de
tambaqui é de aproximadamente 1:1 na Amazbnia Central e um pouco maior o
namero de machos na bacia do rio Mamoré (VILLACORTA-CORREA e SAINT-PAUL,
1999; SANTOS et al, 2006). Por ser uma espécie tropical e portanto termoadaptada,
muito provavelmente essa maior porcentagem de machos se deve mais a fatores
genéticos do que a uma variacdo de 1 °C na temperatura da agua na apoca de cheia
(periodo reprodutivo) se compararmos as duas bacias.

Em espécies de determinagéo sexual ambiental (ESD) como bluegill Lepomis
macrochirus (WANG et al., 2014), Menidia menidia (CONOVER e FLEISHER, 1996),
peixe rei Odontesthes bonariensis (STRUUSSMANN et al., 1996; ITO et al., 2005) e
na truta arco-iris (VALDIVIA et al., 2014) a proporcédo de machos é significativamente
maior em temperaturas elevadas. J4 o linguado japonés (género Paralichthys)
abrange os dois extremos pois tanto em aguas com temperaturas mais elevadas
guanto mais baixas induzem a producao de machos (BAROILLER e D'COTTA, 2001;
LUCKENBACH et al., 2009). Entretanto, a temperatura também pode influenciar a
determinacdo sexual de espécies com determinacdo genética e se sobrepor a ela,
como o goldfish Carassius auratus (GOTO-KAZETO et al., 2006), o paulistinha
Danio rerio (VILLAMIZAR et al., 2012), salmdo Oncorhynchus nerka (AZUMA et al.,
2004), robalo (Dicentrarchus labrax L.), (PAVLIDIS et al., 2000), medaka Oryzias
latipes (HAYASHI et al., 2010; SATO et al., 2010) e tilapia do Nilo Oreochromis
niloticus (ZANONI et al., 2013). Nessas espécies, fémeas genotipicas sao
masculinizadas fenotipicamente quando os ovos e/ou larvas sdo incubados em altas
temperaturas.

De modo geral, a elevacdo da temperatura na criagdo de peixes com
determinacdo sexual dependente da temperatura aumenta a propor¢do de machos
(BAROILLER e D’COTTA, 2001; OSPINA-ALVAREZ e PIFERRER, 2008). Estudos
mais detalhados sobre o efeito de altas temperaturas com o medaka e o peixe rei

Odontesthes bonariensis correlacionam a masculinizacdo com altos niveis de
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cortisol durante a diferenciacdo gonadal. Este hormdnio suprime diretamente a
aromatase e provavelmente também media a sintese de 11-cetotestosterona, ambas
vias levando ao desenvolvimento testicular nestas espécies (HAYASHI et al., 2010;
FERNANDINO et al., 2012; WANG et al., 2014). Pelo fato do cortisol ser o mediador
entre a temperatura e a diferenciagdo sexual no peixe rei e estar relacionado ao
aumento da atividade metabdlica, os autores inferem uma possivel ligagdo entre o
estresse (no caso térmico) e a diferenciacao testicular nesta espécie (HATTORI et
al., 2009).

Animais intersexo foram observados no tratamento 30 °C do primeiro ensaio e
no tratamento controle 28 °C do segundo ensaio. O animal € considerado intersexo
guando se verifica através da histologia a presenca simultadnea de tecido gonadal do
macho e da fémea, em espécies gonocoricas, ou seja, nado hermafroditas.
Entretanto, essa é uma situacdo muito comum em teledsteos e portanto ndo a
consideramos como resultado de influéncia da temperatura (BAHAMONDE et al.,
2013).

Para o experimento de pH, foram escolhidos um valor ligeiramente acido, um
pH neutro e outro ligeiramente alcalino, mas dentro dos limites de tolerancia da
espécie, visto que naturalmente o0s peixes suportam uma variacdo no pH entre
levemente alcalino a levemente acido. Sendo assim, a faixa de pH utilizada no
experimento é considerada adequado para a espécie tambaqui, que tolera valores
entre 4,0 e 6,5 (ARIDE et al., 2004; GRAEFF et al., 2007; FERREIRA, 2009).

No tratamento de pH, o valor de 8,5 ndo apresentou diferenca na proporcao
de machos e fémeas em relacdo ao controle (7,5) em nenhum dos ensaios. Ja o pH
mais acido estimulou a diferenciacdo de machos nos dois ensaios. A mesma
situacdo ocorre nas espécies ornamentais espada, no Poecillia melanogaster,
kribensis Pelvicachromis pulcher e Apistograma sp (revisados em FERNANDINO et
al., 2013), que apresentam mais machos em &aguas mais acidas. Como em
ambiente natural as larvas de tambaqui se desenvolvem em aguas de pH levemente
acido a levemente alcalinas (aguas brancas), ndo podemos afirmar que essa
influéncia observada em nosso estudo aconteca realmente na natureza, ou seja, que
a determinacdo sexual do tambaqui seja dependente do pH. Até porque o pH 6,5

levou a um alto indice de mortalidade das larvas, ndo sendo adequado para o

75



desenvolvimento normal desses peixes durante o periodo de diferenciacéo sexual. O
fato do pH &cido elevar a mortalidade das larvas indica que houve um estresse muito
grande nos lotes que receberam esse tratamento. E como o cortisol é mediador do
estresse, além de estar normalmente envolvido na regulagdo idnica de peixes
(SAKAMOTO e McCORMICK, 2006), nos acreditamos que 0 estresse idnico causou
uma elevacao nos niveis de cortisol, levando a diferenciacdo de machos, por vias ja
estudadas em outras espécies de teledsteos. Assim, suspeitamos que houve um ou
mais dos seguintes efeitos do cortisol: i) inibicdo direta da aromatase, ii) inducéao da
producdo de 1l-cetotestoestorna e iii) inducédo de apotose das células germinativas.
Todas essas vias levam a diferenciacdo testicular (HAYASHI et al.,, 2010;
YAGAMUCHI et al., 2010; FERNANDINO et al,. 2015).

Esse € o primeiro estudo envolvendo a determinacao sexual do tambaqui. De
acordo com nossos resultados, a diferenciagdo sexual do tambaqui parece ser
genética (peixes de diferentes procedéncias tém diferentes relacbes macho:fémea
nas populacdes), com certo grau de influéncia do pH, mas ndo da temperatura.
Aguas com pH 6,5 induzem a diferenciacdo de machos, enquanto que Aaguas
neutras e de pH mais alcalino ndo tém influéncia na determinacdo sexual da
espécie. Como o pH testado € muito abaixo do encontrado naturalmente nas aguas
de reproducao do tambaqui, ligeiramnete neutro, provavelmente essa influéncia ndo
tenha relevancia em ambiente natural, até porque a sobrevivéncia € muito baixa
nesse ambiente acido. Nossos dados indicam ainda que muito provavelmente um
estresse i6nico seja o0 causador direto dessa masculinizacdo, via producédo e

liberacdo de cortisol.
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CONSIDERACOES FINAIS

O continuo crescimento da populacdo mundial e a tendéncia das pessoas em
buscar alimentos mais saudaveis, tém feito da aquicultura a atividade agropecuaria
gue mais cresce no planeta (MURGAS et al., 2009; ANDRADE e YASUI, 2003).
Embora nosso pais e a regido Amazodnica em especial relnam caracteristicas
climaticas e hidricas para se tornarem grande produtores de pescado (ANDRADE e
YASUI, 2003; FERREIRA, 2009), a contribuicdo do Brasil na aquicultura mundial
ainda € muito pequena. A producéo de peixes de dgua doce no Brasil foi em torno
de 400 mil toneladas em 2013, sendo cerca de 72 mil toneladas produzidas na
regiado Norte, e destas, 11 mil toneladas foram de tambaqui produzidos em
pisciculturas no Amazonas (IBGE, 2013). Portanto, o tambaqui se destaca como
principal espécie nativa produzida na piscicultura do Amazonas, representando a
maior parcela da producéo estadual.

Embora ja se exista o dominio das técnicas de manejo, producédo e
reproducao, a producao atual de tambaqui é adaptada de outras espécies e pouco
tecnificada, deixando espaco para melhorias e desenvolvimento de novas
tecnologias espécie-especificas. O proprio aproveitamento de reprodutores ainda
estd muito aguém do esperado, sendo que cada fémea e macho atualmente s6 sao
utilizados uma vez por periodo reprodutivo. Também a producédo de populacdes
monosexo de fémeas de tambaqui aumentaria a produtividade por area de cultivo,
uma vez que as fémeas aos 3 kg sdo mais pesadas que os machos (ALMEIDA et
al., 2016) e portanto, com maior producao de carne.

Procurando conhecer a fisiologia reprodutiva da espécie, a formacédo e
desenvolvimento inicial de ovarios e testiculos de tambaqui, o presente trabalho teve
como principal objetivo verificar a possivel influéncia dos principais fatores
ambientais na determinacdo sexual do tambaqui. Esse representa o primeiro estudo
envolvendo a determinacdo sexual do tambaqui, embora outros grupos tenham
buscado indentifcar um possivel par de cromossomos sexuais para a espécie
(comunicacéao pessoal).

De acordo com nossos resultados, a diferenciacao sexual do tambaqui parece

ser genética, pois peixes de diferentes procedéncias tém diferentes relactes
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macho:fémea nas populacdes, podendo ser de 1:1 até 2,3:1 (macho:fémea). A
temperatura (alta) ndo apresentou nenhuma influencia na diferenciacdo, muito
provavelmente pelo fato da espécie ser tropical e portanto, termoadaptada a
variacbes consideradas normais de temperatura. Ja o pH apresentou uma certa
sobreposicao de influéncia sobre os comandos genéticos do sexo dos individios da
espécie. O pH &cido levou a diferenciacdo de mais machos nas duas populactes
estudadas (Balbina versus Manaus). Aguas com pH 6,5 induziram a diferenciagéo
de machos, enquanto que aguas neutras e de pH mais alcalino ndo tiveram
influéncia na determinacdo sexual da espécie. Como o pH testado € muito abaixo do
encontrado naturalmente nas aguas de reproducdo do tambaqui, provavelmente
essa influéncia ndo tenha relevancia em ambiente natural, até porque a
sobrevivéncia € muito baixa nesse ambiente acido. Nossos dados indicam ainda que
muito provavelmente o estresse idnico seja o causador direto dessa masculinizacao,
via producéo e liberacdo de cortisol. O ideal, seria, portanto, numa proxima etapa
realizar estudos mais detalhados sobre a possivel medicdo do cortisol nesse

processo de inducéo testicular do tambaqui.
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