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RESUMO

FRANCA, Igor de Fiuza. Inversao sexual de larvas de betta Betta splendens por meio de
manipulacdo térmica. 21p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias). Instituto de Zootecnia.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Com relagdo as vertentes da Aquicultura, a piscicultura ornamental vem crescendo
exponencialmente nos ultimos anos no Brasil. Dentre as espécies criadas, o betta, Betta
splendens, possui grande importancia comercial no Brasil e no mundo, sendo facilmente
mantido em pequenos recipientes. Dentre suas caracteristicas, 0s machos da espécie possuem
desenvolvimento acentuado das nadadeiras e cores mais vibrantes, atribuindo beleza singular
e agregando valor superior quando comparado as fémeas. O presente experimento objetivou
avaliar a influéncia do fator temperatura durante a larvicultura de Betta splendens, e seus
possiveis efeitos na mortalidade e proporcdo de machos e fémeas obtidos, buscando alcangar
uma maior propor¢do de machos atraves da manipulacdo térmica, visto que sdo de maior
interesse comercial. Para tal, foram utilizados 20 casais adultos para a reproducédo e obtencéo
das larvas utilizadas no experimento. Posteriormente, as larvas recém-eclodidas foram
separadas em grupos de 30 animais sendo cada grupo inserido em 40 béqueres que
representaram as unidades experimentais. Estes foram subdivididos em diferentes regimes
térmicos, denominados: T25, T28, T30 e T33 (25, 28, 30 e 33°C, respectivamente).Seguiu-se
um delineamento inteiramente casualizado (4x10). O tratamento termal foi mantido até os 15
DPE (dias p6s-eclosdao), momento no qual a temperatura de 28°C foi restabelecida para todos
os tratamentos.No encerramento do regime termal e novamente aos 45 DPE foi contabilizado
a mortalidade, objetivando avaliar o efeito direto e residual, respectivamente, das
temperaturas testadas.No final do experimento foi contabilizado o nimero de machos e
fémeas obtidos nos diferentes tratamentos térmicos para analise da proporcdo sexual obtida.
Todos os resultados foram submetidos a ANOVA (5%) e — em caso de diferenga significativa
— ao teste de Tukey a 5%. Houve efeito significativo da mortalidade em funcdo da
temperatura apenas aos 15 DPE (P<0,001) onde os tratamentosT25, T28 e T30apresentaram
0s menores valores para tal pardmetro em comparagdo ao T33. Para a razdo sexual, 0s
tratamentos que apresentaram 0s maiores valores para a proporcdo de machos obtidos
(P=0,037) foram T28, T30 e T33 (45,74; 51,14 e 67,21%, respectivamente).Conclui-se que a
manipulacdo termal durante o periodo larval em Betta splendenspode ser uma estratégia para
0 aumento da propor¢do de machos, devendo ser considerado o aumento da mortalidade em
funcdo da elevacédo da temperatura.

Palavras-chave: piscicultura, ornamental, masculinizagdo, larvicultura.
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ABSTRACT

FRANCA, Igor de Fiuza. Sexual inversion of betta Betta splendens larvae by thermal
manipulation. 21p. Dissertation (Master’sdegrecinScience). Instituto de Zootecnia.
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2020.

Regarding to Aquaculture, ornamental fish farming has grown exponentially in recent years in
Brazil. Among the species reared, the betta, Betta splendens, has great commercial
importance in Brazil and in the world, being easily kept in small containers. Among its
characteristics, the males of the species have marked development of the fins and more
vibrant colors, attributing singular beauty and adding superior value when compared to the
females. The present experiment aimed to evaluate the influence of the temperature factor
during Betta splendens larviculture, and its possible effects on mortality and proportion of
males and females obtained, seeking to achieve a higher proportion of males through thermal
manipulation, since they are of greater commercial interest. For this purpose, 20 couples were
used to reproduce and breed the larvae used in the experiment. Subsequently, the newly
hatched larvae were separated into groups of 30 animals with each group inserted in 40
beakers that represented the experimental units. These were subdivided into different thermal
regimes, named: T25, T28, T30 and T33 (25, 28, 30 and 33 °C, respectively). A randomized
design followed (4x10). The thermal treatment was maintained until 15 DAH (days after
hatching), at which time the temperature of 28 °C was restored for all treatments. At the end
of the thermal regime and again at 45 DAH, mortality was counted, aiming to assess the direct
and residual effect, respectively, of the tested temperatures. At the end of the experiment, the
number of males and females obtained in the different heat treatments was counted to analyze
the sexual proportion obtained. All results were submitted to ANOVA (5%) and - in case of
significant difference - the Tukey test at 5%. There was a significant effect of mortality as a
function of temperature only at 15 DPE (P <0.001) where treatments T25, T28 and T30
showed the lowest values for this parameter compared to T33. For sex ratio, the treatments
that showed the highest values for the proportion of males obtained (P = 0.037) were T28,
T30 and T33 (45.74; 51.14 and 67.21%, respectively). It is concluded that the thermal
manipulation during the larval period in Betta splendens can be a strategy to increase the
proportion of males, and the increase in mortality due to temperature manipulation should be
considered.

Keywords: fish-farming, ornamental, masculinization, larviculture.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura no Brasil é uma atividade em franca expansdo, dados de producédo
demostraram que em 10 anos (2007-2017) a atividade apresentou um crescimento de cerca de
123% (MYHRE et al., 2017). Entre suas vertentes, a criacdo de peixes e outros organismos
aquaticos destinados a fins ornamentais vém ganhando destaque, tendo seu crescimento
alavancado pela popularizagdo do aquarismo no mundo. A atividade apresenta um
crescimento anual médio de cerca de 14% desde 1985, envolvendo mais de 100 paises e 5.400
espécies entre organismos marinhos e de agua doce (ZUANON, SALARO e FURUYA,
2011).

O Brasil é considerado um dos principais exportadores da América do Sul, com uma
média de 5 milhdes de exemplares exportados em 10 anos, e um recorde de 41 milhdes de
peixes ornamentais exportados no ano de 2008 (SISCOMEX, 2018). A exportagdo se
restringe a espécies nativas que, por sua vez, sdo obtidas atraves da pesca, sendo a principal
fonte de renda de pequenas comunidades pesqueiras pelo pais (ANJOS et al., 2009). Em
contrapartida, a producdo em cativeiro é muitas vezes limitada a producdo de espécies
exoticas, de baixa exigéncia tecnolégica e amplamente difundidas no aquarismo. Com isso, 0
ramo da piscicultura ornamental — que hoje abastece quase que exclusivamente o mercado
interno — é um dos ramos da aquicultura que, se melhor organizado e coordenado, possui
grande potencial de crescimento para os proximos anos (RIBEIRO et al., 2008).

A grande popularidade e disseminacdo de determinadas espécies voltadas para o
aquarismo tem caracteristicas analogas como: exoticidade, facil manutencdo, adaptacdo a
diferentes condigdes ambientais e mercado consumidor j& consolidado. Dentre estas, o betta
(Betta splendens) se destaca pela sua exuberancia — com uma variedade de formatos e cores
de nadadeiras. Capaz de respirar o oxigénio atmosférico,o betta esta entre as espécies de peixe
gue possuem 6rgdo de respiracdo acessorio chamando labirinto, que permite trocas gasosas do
peixe com 0 ar, 0 que viabiliza sua manutencdo em recipientes de pequeno volume. Além
destas caracteristicas, o betta € extremamente prolifero, sendo facilmente reproduzido em
cativeiro (FARIA et al, 2007).

Entre as condi¢bes para o sucesso da atividade, a priorizacdo de producdo de
individuos machos de Betta splendens é de extrema importancia, pois estes apresentam
desenvolvimento acentuado das nadadeiras e cores mais vibrantes em relacdo as fémeas,
atingindo maiores valores de mercado (THONGPRAJUKAEW et al., 2014). Com o0 objetivo
de aumentar o numero de machos obtidos a partir de uma Unica prole, técnicas de inversao
sexual com o uso de hormbdnios foram anteriormente investigadas na espécie (REIS,
ALMEIDA e PIFERRER, 2016; KIPOUROS et al., 2011; KAVUMPURATH e PANDIAN,
1994; KIRANKUMAR e PANDIAN, 2002).

No entanto, alguns fatores podem limitar o uso de hormdénios em pisciculturas
ornamentais — como o custo elevado e dificil acesso ao esteroide — e, além disso, existem
riscos para a salude humana associado ao manuseio e possivel liberacdo de residuos no
ambiente quando n&o utilizados de forma adequada (BUDD et al., 2015).

Técnicas alternativas e mais sustentaveis ja sdo empregadas com sucesso na obtengédo
de popula¢Ges monossexo em peixes. Fatores como a temperatura, pH e manipulacdo social
podem influenciar diretamente na propor¢do sexual em diversas espécies, sendo entre estas a
manipulagdo termal a mais elucidada e de simples aplicacdo pratica até 0 momento, podendo
ser empregada em alternativa ao uso de horménios (BUDD et al., 2015).



O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes tratamentos
térmicos durante o desenvolvimento larval de Betta splendens, verificando a sobrevivéncia
dos animais e a proporcao sexual obtida.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Determinacgéo Sexual

O processo de determinacdo sexual transcorre por uma série de mecanismos
fisiologicos e quimicos, podendo ser distintos de acordo com a espécie em questdo. Na maior
parte das vezes, € coordenado primordialmente pelo cddigo genético. Contudo, em alguns
casos, fatores ambientais podem influenciar diretamente na determinacdo, sobrepondo o efeito
dos genes. Em muitas espécies de répteis, por exemplo, a determinacdo sexual estd
diretamente ligada & temperatura experimentada durante a embriogénese (MODI e CREWS,
2005).

Entre os vertebrados, os peixes sdo 0s que apresentam maior variabilidade de
mecanismos de determinacao sexual, podendo ser classificados em diferentes grupos. Os GSD
— genetic sex determination — onde se encontram as espécies que tem seu sexo determinado
por genes; ESD — environmental sex determination — onde o sexo € definido por efeitos do
ambiente (temperatura, pH, entre outros); e 0s que apresentam interagdo entre os dois
mecanismos supracitados (GSD+ESD) (SANTOS, LUZIO e COIMBRA, 2017). Acredita-se
que os mecanismos de ESD foram desenvolvidos durante o processo evolutivo de
determinadas espécies com o propdésito de manipulacdo populacional, podendo ser vantajoso
em determinadas condigdes ambientais especificas (MANK, PROMISLOW e AVISE, 2006).

Entre os mecanismos evolutivos de determinacdo sexual por efeito do ambiente, o
mecanismo associado aacdo da temperatura, chamado também de TSD — temperature sex
determination — esta entre os evidenciados em peixes. Foi inicialmente descrito em um peixe
marinho da familia Atherinopsidae,Menidiamenidia. Foi verificada a modificacdo da razéo
sexual — ou nimero de machos e fémeas — ao longo do ano no ambiente natural e em ensaio
laboratorial com temperatura controlada, demonstrando um aumento significativo de fémeas
durante regimes de temperatura fria. A partir desta pesquisa, uma série de estudos foram
desenvolvidos objetivando identificar a predominancia de tal mecanismo em diferentes
espécies de peixes (CONOVER e KYNARD, 1981).

Em espécies expostas a condicdes de temperatura que de fato seriam verificadas na
natureza, a oscilacdo da razdo sexual de acordo com a temperatura € menos comum do que se
pensava, gerando discussdes acerca de sua abundancia e prevaléncia(OSPINA-ALVAREZ e
PIFERRER, 2008). Boa parte das espécies investigadas com a presenca de tal mecanismo ndo
sdo consideradas de potencial produtivo para a aquicultura, salvo algumas exce¢Ges como o
peixe-rei (Odontesthes bonarienses) (STRUUSSMANN et al., 1996).

Contudo, espécies de carater produtivo podem ser muitas vezes expostas a condi¢des
ambientais diferentes das condigdes observadas em seu meio natural. Por exemplo, quando
peixes sdo criados e reproduzidos em pisciculturas, é desejavel que varidveis como:
temperatura, pH e oxigénio dissolvido sejam monitoradas e, se possivel, controladas
artificialmente com a implementacdo de tecnologias, atingindo assim melhores resultados
produtivos. Desta forma, algumas especies que tém seu sexo determinado primariamente pelo
efeito genético, podem ser expostas a condi¢es que permitam a modificacdo intencional do
sexo, que ndo ocorreria de outra forma que ndo em um ambiente artificial, como por exemplo
a utilizacdo de diferentes temperaturas que ndo ocorreriam no ecossistema natural de uma
determinada espécie de peixe.Espécies que se enguadram nessa categoria possuem o
mecanismo chamado GSD + TE — Genetic sexual determination + temperatureeffect(BUDD
et al., 2015).



O mecanismo fisioldgico envolvido na determinacdo sexual pelo efeito genético
associado a acdo da temperatura ainda é pouco elucidado. Sabe-se que a concentracdo de
hormdnios andrdgenos e estrégenos durante o periodo labil — periodo no qual as génadas
seguem indiferenciadas — € crucial na determinacdo do sexo em peixes. A temperatura é capaz
de modular a expressdo do gene cypl9a do complexo enzimatico da aromatase, que por sua
vez tem como produto a conversdo de hormonios andrégenos em estrégenos. Neste
mecanismo, temperaturas elevadas tém a capacidade de inibir a expressdo do gene cypl9a,
através de sua desnaturacdo, consequentemente os niveis de hormdénios estrogenos sao
momentaneamente reduzidos e o animal tende a se diferenciar como macho durante o periodo
termo sensivel, ocorrendo a masculinizacdo de fémeas genéticas, os chamados neomachos
(NAVARRO-MARTIN et al., 2011).

Pesquisadores identificaram tal comportamento em tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus), onde obtiveram até 81% de machos submetidos a temperatura de 36,5°C durante os
primeiros 20 dias ap0s a absorcao do saco vitelinico (AZAZA, DHRAIEF e KRAIEM, 2008).

Em contrapartida, em estudo com salmdo vermelho Oncorhynchus nerka, foi
verificado aumento significativo no ndmero de fémeas quando determinada populacdo —
obtida previamente por inseminacao artificial — foi submetida a um aumento de temperatura
de cerca de 2°C durante a fase embrionaria (8,4-10,5°C). A propor¢do variou de 62% nas
populagbes que ndo receberam nenhum tipo de tratamento térmico para84% (CRAIG,
FOOTE e WOOD, 1996). O mesmo foi verificado em bagres (Ictalurus punctatus) expostos a
temperatura de
34°C, com uma proporcdo de 1 macho:1,68 fémeas, quando comparado ao grupo de
20 e 27°C, onde ndo houve variagio significativa na razdo sexual(PATINO et al., 1996). No
robalo europeu (Dicentrarchus labrax), foram obtidos apenas machos em animais mantidos a
15°C, sendo que no mesmo periodo, na temperatura de 25°C, nao foi observada flutuagédo da
razdo sexual entre machos e fémeas (BLAZQUEZ et al., 1998).

Os presentes estudos evidenciam que a temperatura pode ser fator crucial na
determinacdo sexual, e que ainda, outros mecanismos ndo elucidados podem atuar
concomitantemente,influenciando de forma direta na proporcdo de machos e fémeas obtidos,
variando de acordo com a espécie.

2.2 Periodo Labil

O tipo, duracdo e momento do tratamento utilizado para a reversdo sexual pode variar
muito de acordo com a espécie em questdo. Fatores abidticos e hormoénios exdgenos, podem
ser utilizados individualmente ou em conjunto para a obtencdo de populagdes monossexo,
contudo, 0 momento e a duracdo correta do tratamento sdo importantes fatores a serem
considerados na execugao.

O momento ideal para execugdo ¢ conhecido como “periodo labil” — intervalo
especifico durante o desenvolvimento do animal onde as génadas ainda estdo indiferenciadas
— neste momento ndo ha definicdo do sexo e os tratamentos utilizados tendem a ser mais
efetivos (BAROILLER, COTTA e SAILLANT, 2009).

O conhecimento prévio acerca do desenvolvimento gonadal bem como do periodo
labil é imprescindivel para o desenvolvimento de protocolos mais eficazes de manipulacédo
sexual, sendo particular de acordo com a espécie estudada.



2.3 Uso de Hormoénios e Seus Desafios

Entre as técnicas conhecidas e utilizadas na manipulacdo sexual de peixes, a
administracdo de horménios tem sido a frequentemente utilizada devido sua facil aplicacédo
em escala comercial e consisténcia na producdo de popula¢bes monossexo. A técnica foi
inicialmente descrita no medaka (Oryzias latipes), onde houve sucesso na inducéo artificial do
sexo através do uso de horménios estrégenos e andrdgenos em peixes indiferenciados
sexualmente, resultando respectivamente, em fémeas e machos funcionais (YAMAMOTO,
1953; YAMAMOTO, 1958).

A utilizacdo de hormdnios se mostra a técnica mais efetiva na geracdo de populacbes
monossexo em peixes,sendo sua aplicacdo eficiente também em espécies com determinagédo
cromossémica presente (GSD), como a tilapia, salmdo do atlantico e truta arco-iris
(TAYAMEN e SHELTON, 1978; SOWER et al., 1984; e PADOA, 1939). Contudo, deve ser
levado em consideracdo todo o risco associado a utilizacdo de tal técnica, que, se mal
executada, pode ser prejudicial para o produtor, consumidor e até o meio ambiente, através da
geracdo de residuos poluentes.

O uso excessivo de hormonios pode levar muitas vezes a deformidades nos animais ou
até mesmo inverter o efeito desejado, levando ao aumento do nimero de animais do sexo ndo
objetivado (CHATAIN,SAILLANT e PERUZZI, 1999). Existem 0s riscos associados ao
manuseio de tais substancias, que muitas vezes podem ser prejudiciais a saude de produtores
inexperientes. Danos a0 meio ambiente também devem ser avaliados, como por exemplo o
descarte indevido da agua utilizada em meios naturais, podendo causar diversos impactos
negativos (FAWELL et al., 2001).

Considerando todos os fatores negativos associados ao uso de horménios em
pisciculturas, técnicas alternativas vém ganhando espaco nos ultimos anos, como a
manipulacdo dos fatores ambientais (BUDD et al., 2015).

2.4 Obtencao de populagdes monossexo e limitacoes

Em paises onde a aquicultura é consolidada ndo é recente o uso de técnicas para a
producdo de populacbes monossexo, sendo uma tecnologia que permite melhores resultados
produtivos e maiores indices de lucratividade (REIS, ALMEIDA e PIFERRER, 2016).
Existem diversas vantagens associadas a obtencdo de popula¢bes monossexo na producdo de
peixes, como: melhores indices de desempenho ligados ao sexo, evitar reproducdes
indesejadas durante o ciclo produtivo, reducdo de risco de introducdo de espécies nao-nativas
em ambientes naturais e, como no caso do betta Betta splendens, a obtencdo de um maior
namero de individuos machos que possuem maior valor de mercado (KAVUMPURATH e
PANDIAN 1994).

Pesquisadores vém investigando o efeito direto da temperatura sobre a sobrevivéncia e
desenvolvimento de diferentes espécies de peixes, identificando as faixas ideais para melhores
resultados produtivos.

Em pesquisa com diferentes espécies de tilapia (O. niloticus; O. aureus; hibrido O.
niloticus x O. aureus e tildpia vermelha), larvas foram submetidas a trés regimes de
temperatura distintos (25, 30 e 35°C). O autor obteve os melhores valores de crescimento —
em peso e tamanho — e maior taxa de sobrevivéncia na temperatura intermediaria (30°C) até
os 35 dias de vida, estabelecendo a faixa adequada para o cultivo (ABDEL-HAKIM, et al.,
2014).



Pesquisadores demonstraram o efeito de diferentes temperaturas (23, 26, 29 e 32°C)
associadas a dois regimes alimentares (700 e 1300 nauplios de artémia/L) em larvas de
Lophiosilurus alexandri (pacamd), sendo que, para a espécie, ndo houve efeito das
temperaturas testadas na taxa de sobrevivéncia a dos animais. Por outro lado, a temperatura
influenciou significativamente no comprimento total e taxa de crescimento especifico, sendo
31,4 e 31°C consideradas 6timas para tais parametros (P700 e P1.300, respectivamente)
(TAKATA et al., 2014).

Foi demonstrado relacdo direta entre diferentes temperaturas (0, 2, 4, 6, 8°C) e a
duracdo do periodo de incubacdo de ovos de Gadus macrocephalus, observando piores
resultados de eclosdo na temperatura mais baixa (0°C) em comparacdo as demais faixas. A
temperatura influenciou no tamanho das larvas recém-eclodidas e no tamanho maximo obtido
das larvas pré-alimentacao exogena. Estas pesquisas corroboram que a temperatura tem papel
fundamental nas fases iniciais de desenvolvimento, impactando de forma significativa tanto
na sobrevivéncia quanto no crescimento dos peixes, sendo um fator limitante para a utilizacéo
de protocolos de reversdo por temperatura (LAUREL et al., 2008).

2.5 Reversao Sexual em Betta splendens

Buscando aumento na proporcdo de machos, estudos anteriores verificaram a
eficiéncia do uso de hormonios na reversdo sexual de Betta splendens. Inicialmente,
pesquisadores obtiveram até 100% machos com o uso de horménios sintéticos e naturais na
alimentacdo em diferentes concentracGes, até os 40 dias poOs-eclosdo. Posteriormente, 0s
machos obtidos no experimento foram reproduzidos com outras fémeas, tendo como resultado
a geracdo de proles de até 100% fémeas, provando a presenca de machos revertidos ou
homogaméticos (XX) (KAVUMPURATH e PANDIAN, 1994).

Em outro estudo, pesquisadores administraram na alimentacdo diferentes doses de
17a-metiltestosterona,sendo ofertado do 4° ao 11° dia pos-ecloséo nas concentragoes de, 1, 2,
3 e 4 mg/Kg de alimento inerte. Os resultados obtidos foram de até 100% de machos nas
doses mais elevadas (KIPOUROS et al., 2011).

Outra forma de administragdo de hormonio é através de imersdo por banho.
Pesquisadores demonstraram que banhos de 17a-metiltestosterona, com duragdo de 3 hs/dia,
no 2°, 5° e 8° dia p6s-eclosdo e na concentracdo de 900u/L, levaram a obtencao de até 98% de
machos, entretanto o tratamento influenciou na sobrevivéncia que foi de 71% na maturidade
sexual (KIRANKUMAR e PANDIAN, 2002).

Podemos observar que nos estudos anteriores houve mortalidade significativa de
animais que receberam hormonios, sendo que, concentracbes maiores levaram a maiores
indices de mortalidade e a maiores taxas de reverséo.

Testamos no presente experimento o uso de metodologia alternativa ao uso de
hormdnios para a masculinizagdo do peixe betta Betta splendens. Para tal, larvas recem-
eclodidas foram submetidas a diferentes tratamentos térmicos com a hipotese de que a
elevacdo da temperatura — a partir da temperatura ideal de criacdo da espécie —propicia um
aumento na proporc¢éo de individuos machos revertidos.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Etica, Local e Duragio do Experimento

O presente trabalho foi submetido e aprovado na Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRRJ, sob o processo n® 0042-04-2019. O experimento foi realizado
nas instalacdes da Estacdo de Biologia Marinha (EBM), localizada em Itacuruca, distrito de
Mangaratiba/RJ, pertencente a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (Latitude:
-22.92930151; Longitude: -43.90697569), tendo duracéo total de 180 dias.

3.2 Manutencéo dos Reprodutores

Inicialmente, foram obtidos 20 casais adultos de Betta splendens da variedade longtail
de linhagem comercial, cedidos por produtores registrados na Associacao dos Aquicultores de
Patrocinio de Muriaé e Bardo do Monte Alto-MG (AQUIPAM - BMA), com cerca de 4 meses
de idade. Os animais foram identificados, pesados (peso médio (g): machos = 1,78+0,18;
fémeas = 1,03+0,07) e distribuidos em recipientes de vidro individuais contendo 2 litros de
agua cada (Figura 1).

Figura 1. Recipientes de vidro utilizados para a manutencdo dos reprodutores no laboratério. (esg.
machos e dir. fémeas).

O laboratorio foi climatizado a 28°C com auxilio de condicionador de ar, onde 0s
animais permaneceram em quarentena por 60 dias até a obtencdo das proles por reproducéo
natural. A cada 2 dias, cerca de 50% da agua dos recipientes era renovada e 0s dejetos eram
sifonados com o auxilio de uma mangueira. Foi utilizada racdo comercial, ofertada duas vezes
ao dia (09:00 e 18:00), e duas vezes na semana foi oferecido bloodworm (larvas de mosquitos
da familia Chironomidae, congelados) para os adultos.

Durante todo o periodo experimental foi utilizada agua declorada, previamente filtrada
com filtro de luz UV (CUBOS®©, 75W, HO, Cristal de Quartzo) e armazenada em caixas
d’agua com capacidade de 2000L até a utilizacdo. O pH da agua era monitorado através de
teste colorimétrico (LABCON®, pH tropical) e corrigido para neutralidade com bicarbonato
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de sodio comercial, quando necessério, sendo a faixa ideal para a espécie entre 6-8 (RIEHL e
BAENSCH, 1993).

3.3 Obtencéao das Larvas

Apos o periodo de quarentena, os casais foram formados e distribuidos em aquarios de
vidro convencionais, previamente higienizados, com volume util de cerca de 19L (Figura 2).
Inicialmente os casais foram mantidos em contato visual durante as primeiras 24 horas, com a
posterior liberacdo da fémea para reproducdo, que ocorreu nas 24 horas subsequentes. Apds
esse periodo a fémea foi retirada e 0 macho seguiu com a incubagdo dos ovos até a ecloséo,
que ocorreu até as 48 horas posteriores. O protocolo completo teve duracdo de
aproximadamente 96 horas, onde foram obtidas as larvas utilizadas nos tratamentos térmicos.

Figura 2. Aquarios utilizados para reproducdo dos peixes. As fémeas foram mantidas inicialmente
dentro de recipientes plasticos transparentes perfurados estimulando o processo reprodutivo. A fim de
evitar interferéncias entre casais, foram alocadas barreiras visuais entre 0s aquarios.

3.4 Delineamento Experimental

3.4.1 Etapa inicial: banho termostatizado (0 — 15 DPE)

As larvas recém-eclodidas (D0) de cada casal foram distribuidas em béqueres de
300mL, com &gua tratada, em grupos de 30 animais/cada, sendo cada béquer considerado uma
unidade experimental (Figura 3).Foram formados grupos de cada casal para atender a cada um
dos tratamentos.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado de acordo com o modelo
matematico: Y;; = u+ T; + e;;; em que Yij sdo as variaveis observadas; p € a média
geral;T;é o efeito fixo de tratamento em quatro niveis de temperatura, sendo: 25, 28, 30 e 33
°C(T25, T28, T30 e T33, respectivamente) e e;; € o efeito aleatdrio do erro, sendo as
temperaturas obtidas através de banhos termostatizados.



Para os banhos termostatizados, os béqueres eram imersos em &gua e em seguida
aclimatados a 1°C/hora até a temperatura desejada. Para a manutencdo da temperatura no
tratamento T25 foi utilizada incubadora tipo B.O.D. (SP LABOR®, SP-225), onde o0s
béqueres foram mantidos imersos dentro de bacia retangular no interior da cadmara de
incubacédo. Para os tratamentos T28, T30 e T33foram instalados termostatos com aquecedor
(BOYU®, HT8200, 200W) dentro de caixas térmicas, sendo a imersdo realizada no interior
da mesma. Além disso, foram instaladas bombas submersiveis (SARLO BETTER®, MINI A,
60L/h) que mantinham a &gua em constante circulacdo, mantendo a homogeneidade de
temperatura no interior dos béqueres (Figura 4).

Figura 3.Processo de separacdo das larvas com auxilio de pipeta descartavel.



Figura 4.Caixa térmica utilizada para os tratamentos de 28, 30 e 33°C. Termostatos e bombas foram
utilizados para a manutencdo da temperatura da agua durante o experimento, a cada 6 horas, a
temperatura era mensurada nos recipientes.

O banho termostatizado teve duragéo total de 15 dias a partir do momento de eclosdo
das larvas (0-15 DPE), sendo o periodo ontogénico correspondente ao surgimento das
primeiras gbnias em Betta splendens (DUARTE et al., 2012). Durante o periodo de
tratamento térmico, as temperaturas foram monitoradas diariamente com auxilio de um
medidor multipardmetro digital (AKSO®©, AK-88), apresentando as seguintes médias ao final
da etapa: 25,0 + 0,2; 27,9+0,1; 30,0+0,2 e 33,0+0,2°C, dentro das temperaturas propostas
inicialmente em cada tratamento.

A partir dos 3 DPE as larvas receberam alimentagdo exdgena, sendo composta de
nauplios de artémia salina recém eclodidos (<24 h de eclosao). A alimentacdo foi ofertada até
a saciedade aparente dos animais trés vezes ao dia (08:00, 13:00 e 19:00) com o auxilio de
pipeta descartavel. A cada dois dias, 40% do volume total de agua foi renovada com agua
tratada e climatizada para a reposicdo em cada tratamento. Os residuos decantados no béquer
eram sifonados com o uso de mangueira plastica. Ao final da primeira etapa (15 DPE) foi
contabilizado o nimero de larvas sobreviventes em cada recipiente para posterior analise
estatistica da mortalidade dos animais (%).
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3.4.2 Etapa intermediaria: periodo pos-regime térmico (15 — 45 DPE)

Posteriormente ao periodo de tratamento térmico, os peixes foram aclimatados a
temperatura de 28°C, respeitando-se a variacdo de 1°C/hora, e entdo foram redistribuidos em
recipientes circulares com volume total de 3L de agua (figura 5). O protocolo para
manutencdo dos animais foi similar ao da etapa inicial, sendo que a partir do 30° DPE foi
iniciado o fornecimento de racdo em p6 comercial em coalimentacdo com nau+plios de
artémia.

A coalimentacdo foi gradativamente reduzida e substituida por racdo na dieta dos
animais. A etapa intermediaria teve duracdo total de 30 dias (até os 45 DPE) onde, ao final,
foi feita nova contagem de animais sobreviventes para identificar um possivel efeito residual
do tratamento térmico sobre a sobrevivéncia dos animais.

Figura 5.Recipientes utilizados na etapa intermediaria.

3.4.3 Etapa final: periodo de identificagdo do sexo (ap0s os 45 DPE)

Na dltima etapa, foram utilizados dois tanques retangulares com capacidade total de
1000L, onde os animais foram distribuidos aleatoriamente em hapas, cada uma com
identificacdo respectiva ao tratamento térmico submetido (Figura 6). As hapas permitiam a
troca livre de &gua, que era recirculada através de uma bomba submersivel (2700L/h). Aos
tanques foi acoplado sistema de filtragem mecanica com o uso de manta acrilica, com
circulacdo continua de agua. Semanalmente, a manta acrilica era substituida e cerca de 60%
da agua dos tanques renovada, com o sifonamento dos residuos. Nesta etapa a racao em pé foi
gradativamente substituida por racdo comercial extrusada, sendo oferecida duas vezes ao dia.
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Ao longo da ultima etapa, animais que pudessem ser identificados pelo sexo eram
removidos e contabilizados para posterior analise estatistica. A determinacdo do sexo na
espécie é evidenciada pelo surgimento de caracteristicas sexuais secundérias (Figura 7). Nos
machos, ocorre 0 crescimento acentuado das nadadeiras dorsal, caudal e ventral, além de
comportamento agressivo caracteristico. As fémeas podem ser determinadas pelo
abaulamento do ventre e o surgimento de um ponto branco no abddémen denominado
ovipositor (FARIA et al., 2007). A etapa final durou até os 180 dias de experimento.

Figura 6.Piscina de 1000L utilizada na fase final. Cestos onde os animais foram alocados até a
determinag&o sexual.
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Figura 7.Dimorfismo sexual em Betta splendens. (@) Macho pode apresentar prolongamento das
nadadeiras e cores mais vibrantes em comparacdo a fémea (de acordo com a variedade), geralmente
agressivo com outros machos da espécie. (b) FEémea apresenta o ventre abaulado,além de ponto branco
na regido denominado ovipositor. Fonte: Arquivo pessoal.

3.5 Analise Estatistica

Inicialmente, os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk e
de Bartllet para verificar a homocedasticidade. A partir desta analise os valores em
percentuais foram transformados em arco seno. Posteriormente, os dados foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA), quando detectadas diferencas entre as médias, foi aplicado o
teste de Tukey a 5% de significancia. Todas as analises foram realizadas no software R.

Ao longo do experimento, dois béqueres (repeticdes) reduziram drasticamente a
propor¢do de machos sem nenhuma razdo aparente. Todas as demais repeticbes se
mantiveram com padrdo de resposta para a propor¢do de machos e fémeas, logo decidiu-se
por remover os dados considerados como outliers.

A remocao dos outliers foi baseada no residuo estudentizado fora do intervalo de + 1,5
usando a ferramenta de boxplot do software R (SCHWERTMAN, 2004).
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4 RESULTADOS

Na Tabela 1, encontram-se os valores de mortalidade referentes a duas etapas do
experimento. Para a primeira varidvel, foi avaliada a mortalidade em porcentagem até os 15
DPE, com o0 objetivo de identificar o efeito direto da temperatura na sobrevivéncia dos
animais. Para a segunda variavel — mortalidade (%) aos 45 DPE — avaliou-se um possivel
efeito residual da temperatura na segunda etapa do experimento.

Tabela 1. Valores médios de mortalidade (%) em funcdo dos diferentes niveis de temperatura
até os 15 e 45 DPE. Sendo que, T25, T28, T30 e T33 equivalem a 25, 28 30 e 33 °C,
respectivamente.

Tratamentos térmicos (°C)

Variaveis T25 T28 T30 T33 EPM  p-valor
MORT (15 DPE) 13,33a 6,29 15,27a 45,00b 2,95 <0,001
MORT (45 DPE) 4,00 0,43 1,63 4,41 0,49 0,08

MORT = mortalidade; 15 DPE = 15 dias pds-eclosdo; 45 DPE = 45 dias pds-eclosdo; EPM = Erro
padrdo médio. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de tukey a 5% de
significancia.

Houve diferenca estatistica para mortalidade aos 15 DPE (P<0,001). Os tratamentos
T25, T28 e T30 apresentaram menor taxa de mortalidade quando comparado aoT33. Para a
mortalidade aos 45 DPE, correspondente ao efeito residual dos tratamentos térmicos, néo foi
observada diferenca estatistica (P=0,08). Portanto, a mortalidade frente aos 4 tratamentos
térmicos (T25, T28, T30 e T33) foi similar nesta etapa.

Na Tabela 2, encontram-se os valores referentes a razdo sexual (%) obtida ao final do
experimento em funcdo das temperaturas testadas.

Tabela 2.Valores médios para a razdo sexual de machos e fémeas (%) em funcdo dos
diferentes niveis de temperatura até o final do experimento.

Tratamentos térmicos (°C)
Variaveis T25 T28 T30 T33 EPM p-valor
MACHOS (%) 43,43b 45,74ab 51,14ab 67,21a 3,349 0,037
FEMEAS (%) 56,56a 54,26ab 48,86ab 33,00b 3,349 0,037

EPM = Erro padrdo médio. Médias seguidas por letras diferentes na mesma linha diferem entre si ao
nivel de 5% de significancia.

Houve diferenca estatistica para a propor¢do de machos e fémeas obtidos ao final do
experimento (p=0,037). No tratamento T33, houve significativamente uma maior proporgao
de machos em relagdo ao T25, contudo, este ndo diferiu dos tratamentosT28 e T30. O
resultado foi inversamente proporcional quando levado em consideracdo a proporcdo de
fémeas, sendo superior no tratamento T25 em relacdo ao T33, ndo diferindo dos demais
tratamentos (T28 e T30).
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5  DISCUSSAO

A temperatura € um dos principais parametros ambientais que afetam o meio aquatico
por influenciar direta e indiretamente outros parametros, como o teor de oxigénio dissolvido,
concentra¢do de amdnia toxica, a distribuicdo de organismos, a produtividade natural na agua,
periodos reprodutivos, crescimento, e em caso de algumas espécies de teledsteos, a razéo
sexual (BUDD et al. 2015; BOYD e TUCKER, 2012).

No presente estudo, a sobrevivéncia dos animais foi influenciada diretamente pelos
regimes térmicos propostos, sendo observadas as menores taxas de mortalidade para o
tratamento T28 durante o periodo de exposicdo. Esse resultado era esperado, dado que na
literatura foi anteriormente demonstrado que a temperatura ideal de criacdo de Betta
splendens adulto é de cerca de 27,5°C (FARIA et al, 2007).

Entretanto, durante a segunda etapa (15DPE aos 45DPE), ndo verificamos diferenca
entre os resultados de mortalidade nos tratamentos. Isso demonstra que o protocolo de
adaptacdo térmica de 1°C/hora para 28°C foi efetivo e que ndo ocorreu efeito residual de
mortalidade, mesmo no tratamento onde houve maior variacdo termal (33-28°C).

Peixes sdo organismos pecilotérmicos (ou exotérmicos), tendo a taxa metabdlica
governada pela temperatura do ambiente onde se encontram. Temperaturas elevadas aceleram
a taxa metabdlica, e temperaturas reduzidas, por sua vez, diminuem a atividade fisioldgica.
Contudo, se a temperatura se eleva ou reduz além do limite fisioldgico, existem
consequéncias negativas para o animal, esses limites sdo chamados limite critico inferior e
limite critico superior (BOYD e TUCKER, 2012). Os principais efeitos relacionados ao
desbalanco termal €, primeiramente, reducdo da ingestdo de alimento, retardo do crescimento,
passando por reducdo da resposta imune, podendo ocasionar 0 aparecimento de patdégenos
oportunistas, até culminar na morte do animal.

Nos resultados obtidos no presente experimento em Betta splendens, podemos afirmar
que a faixa ideal de temperatura para a fase de larvicultura estd compreendida entre 25 e 30°C.
Esse resultado corrobora com outros estudos que investigaram a temperatura ideal durante a
larvicultura de algumas espécies de peixes, como tilapia Oreochromis niloticus (RANA,
1990), kinguioCarassius auratus (KESTEMONT, 1995) e tambaqui Colossoma macropomum
(SOUZA, GUALBERTO e O’SULLIVAN, 2013).

Neste estudo, as caracteristicas de dimorfismo sexual puderam ser observadas a partir
de 45 DPE, independente da temperatura a qual foram submetidos. Foi verificada uma maior
proporcdo de machos com a elevacdo da temperatura, com pouco mais de 65% de machos
obtidos no tratamento T33. Além disso, ndo foi observada a presenca de anormalidades
anatdmicas externas que possam ser atribuidas aos tratamentos térmicos.

Pesquisadores obtiveram resultados superiores na masculinizagdo de tilapia-do-Nilo
(Oreochomis niloticus), onde tratamentos de 32 e 34°C levaram a 98 e 91% de machos,
respectivamente (ZANONI et al., 2013). Para a espécie, a reversao para machos é essencial no
aspecto produtivo, pois 0s machos possuem desenvolvimento acelerado quando comparado as
fémeas. Além disso, a tilapia € extremamente prolifera e precoce, podendo se reproduzir nos
viveiros e consequentemente gerando lotes heterogéneos em peso e idade (REIS, ALMEIDA
e PIFERRER, 2016).

Experimentos com a carpa comum Carassius carassius, demonstraram o efeito em
larvas expostas a duas temperaturas distintas (24 e 30°C). As larvas utilizadas no experimento
foram obtidas através de fertilizacao artificial, onde a fémea recebeu espermatozoides de um
neomacho induzido por hormodnio. Foi verificado que a temperatura de 30°C propiciou 0
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aparecimento de individuos machos (21,7% de machos) frente ao tratamento a 24°C (0% de
machos), demonstrando o papel crucial que a temperatura exerce na razdo sexual em peixes,
além de sobrepor mecanismos genéticos priméarios (FUJIOKA, 2000). Em estudo similar,
pesquisadores identificaram 0 mesmo padrdo no peixe japonés, Carassius auratus. As larvas
foram obtidas previamente através do cruzamento de individuos homogaméticos (XX) e entdo
expostas a diferentes temperaturas. Para esta espécie, o efeito foi ainda mais perceptivel, nas
larvas expostas a temperatura de 15°C obteve-se 94,6% de fémeas, frente a 7,7% obtidas a
30°C (GOTO-KAZETO, 2006). Estes trabalhos corroboram a complexidade da determinacao
sexual em peixes e o papel fundamental que a temperatura pode exercer nesse processo, Como
verificado no presente estudo.

A teoria que melhor explica o comportamento de aumento de machos frente aos
diferentes regimes térmicos, como foi observado no presente estudo (43-67%), € a da inibicéo
da aromatase. A enzima est4 envolvida na catalise da conversdo da testosterona em estradiol.
Com isso0, a exposicdo a temperaturas elevadas — fora da faixa experimentada naturalmente
pela espécie — pode levar a deshaturacdo dessa enzima. O aumento da proporcdo de machos
pode ser explicado pela baixa conversdo de testosterona em estradiol, que esta associada a
desnaturacdo da enzima. Além disso, é essencial que a exposi¢cdo ocorra durante o periodo
labil, periodo no qual o sexo fenotipico ainda € indefinido.

No bagre europeu, Dicentrarchus labrax, as fémeas séo mais desejadas, pesquisadores
consideram que deve-se levar em conta 0 momento correto para o tratamento térmico
utilizado, como foi considerado no presente estudo (NAVARRO-MARTIN et al., 2009). Em
seu trabalho o autor obteve até 90% de fémeas, obtidas a partir de diferentes reprodutores e de
diferentes progénies expostos a apenas um regime térmico, mas em periodos distintos na pds-
fertilizacdo. Anteriormente, outros pesquisadores obtiveram resultados similares, concluindo
que em nenhuma faixa de temperatura foi possivel a producéo de 100% de fémeas na espécie,
associando o resultado a fatores genéticos ndo ligados a influéncia do ambiente (MYLONAS
et al., 2005). De forma similar, ndo conseguimos obter 100% de animais de um Unico sexo em
Betta splendens nas temperaturas experienciadas, demonstrando que para a espécie, outros
fatores associados aos reprodutores podem estar associados a definicdo do sexo gonadal
durante o periodo labil.
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6 CONCLUSAO

Pelos resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que na faixa de
temperatura entre 25 e 30 °C pode-se obter sobrevivéncia satisfatoria na larvicultura do Betta
splendens. Além disso, conclui-se que a manipulacdo térmica permitiu uma proporcao de até
67% machos e 43% fémeas, dentro do periodo de 15 dias pds-eclosdo e utilizando
temperatura de 33 °C.
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