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RESUMO

O jundia Rhamdia quelen possui grande potencial zootécnico para a piscicultura de agua doce
brasileira, entretanto apresenta entraves como a maturagdo precoce e o crescimento heterogéneo.
Para eliminar a maturagdo das gbénadas e potencialmente melhorar outras caracteristicas
zootécnicas, a manipulagdo cromossOmica através da triploidia se tornou uma ferramenta bastante
difundida na piscicultura. Porém, existem diferencgas fisioldgicas e comportamentais entre peixes com
diferentes ploidias. O objetivo deste estudo é estabelecer uma analise comparativa da sobrevivéncia
de jundias dipldides e tripléides submetidos a diferentes niveis de amonia e oxigénio dissolvido (OD).
O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD), onde
foram realizados dois experimentos: 1) Determinagéo separada e simultdnea da CL50 de amoénia para
dipldides e tripldides de jundia; 2) Determinagdo separada e simultdnea da CL50 de OD para
dipldides e triploides de jundia. No teste de tolerancia a aménia as CL50 para os diploides variaram
de 2,99 a 1,91mg L' NHz e para os triploides de 2,39 a 1,91mg L™ NHs, em 96h. Estes resultados
sugerem que inicialmente os tripldides sdo mais sensiveis a exposigao em amdnia, porém com o0
passar do tempo de exposi¢cao, apresentam tolerancia semelhante. Ja no teste de tolerancia ao
oxigénio dissolvido a CL50-96h dos dipldides de jundia foi 0,54mg L OD, enquanto o valor obtido
para os tripléides foi 6% maior, evidenciando uma sensibilidade discretamente superior dos tripldides

a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido.

Palavras-chave: Ploidia, Aménia, Oxigénio dissolvido, CL50-96h.



ABSTRACT

Jundia Rhamdia quelen show great potential for inland aquaculture, but early maturation and
heterogeneous growth are some of the drawbacks still to be solved. Chromosome manipulation via
triploidy has become a widely used tool in aquaculture to eliminate gonad maturation and enhance
other zoo technical characteristics. Studies have demonstrated that there are physiological and
behavioral differences between fish of different ploidies. The objective of this study was to compare
the survival of diploid and triploid jundid catfish under different values of ammonia and dissolved
oxygen (DO). Two 96-hours experiments were carried out at the Laboratory of Biology and Culture of
Freshwater Fish (LAPAD): 1) Separate and simultaneous determination of ammonia LC50 for diploid
and ftriploid jundia; 2) Separate and simultaneous determination of DO LC50 for juvenile diploid and
triploid jundia. In the ammonia tolerance test LC50 for diploid fish vary between 2.99 and 1.91mg L’
NH3 and for triploid fish between 2.39 and 1.91mg L™ NHa, in 96h. The results suggest that, initially,
triploid fish are more sensitive to exposure to ammonia, but as exposure continues, tolerance is similar
and cumulative mortality after 96 h is the same as diploids. In the dissolved oxygen test, diploid jundia
LC50-96h was of 0.54mg L DO and for triploids it was 6% higher, demonstrating that triploid jundia

are slightly more sensitivity to low oxygen concentration than diploids.

Keywords: Ploidy, Ammonia, Dissolved oxygen, LC50-96h.
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1. INTRODUGAO
1.1. O jundida Rhamdia quelen

A piscicultura de agua doce esta em crescente desenvolvimento no Brasil, podendo contar
com uma grande diversidade de peixes nativos que podem se tornar a chave para o sucesso da
atividade. No entanto, atualmente as espécies de peixes mais cultivadas nacionalmente sdo as
espécies exoticas, como as carpas (Cyprinus carpio, Hypophthalmichthys molitrix, Ctenopharyngodon
idella e Aristichthys nobilis) e a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Borghetti et al. 2003). Visando
mudar este quadro, e considerando que as espécies nativas sdo mais bem adaptadas as condigbes
locais, estudos vém demonstrando o grande potencial zootécnico de algumas espécies nativas para a
piscicultura nacional, dentre as quais se destaca para a regido sul o jundida Rhamdia quelen
(Siluriformes: Heptapteridae) (Fracalossi et al. 2004).

Com ampla distribuigdo geografica, o jundia pode ser encontrado desde a regido central da
Argentina até a parte sul do México (Silfvergrip 1996). No ambiente natural o jundia apresenta habito
noturno, sendo normalmente encontrado em aguas |énticas e profundas dos rios (Gomes et al. 2000).
Esta espécie vem chamando a atengdo dos piscicultores da regido sul do Brasil, dentre outras
caracteristicas, por ser uma espécie onivora (Meurer & Zaniboni-Filho 1997), pela sua boa resisténcia
ao manejo e com crescimento satisfatorio mesmo em temperaturas baixas (Carneiro et al. 2002,
Fracalossi et al. 2004), e por apresentar 6tima aceitagdo pelo mercado consumidor, apresentando
carne com auséncia de espinhas intramusculares (Marchioro & Baldisserotto 1999, Barcellos et al.
2001).

O crescimento do cultivo da espécie no sul do Brasil também se explica devido a reproducao
induzida apresentar bons resultados com altas taxas de fecundacdo. Em condi¢des artificiais ocorre
um crescimento larval inicial destacavel, atingindo 5cm em trinta dias de larvicultura (Gomes et al.
2000). As larvas e juvenis de jundia apresentam certa aversdao a ambientes claros, com melhor
desenvolvimento em ambientes mais escuros (Piaia et al. 1999). O melhor desempenho das larvas de
jundia ocorre com pH entre 8,0 e 8,5 (Lopes et al. 2001) e dureza entre 30 e 70mg L™ CaCO;
(Townsend et al. 2003), embora apresente sobrevivéncia semelhante quando expostos por 96h a pH
entre 4,0 e 9,5 e dureza de até 600mg L™ CaCO; (Townsend et al. 2001).

No ano de 2000 foram produzidas 2546 toneladas de jundia no Brasil, correspondendo a
1,4% do total produzido pela piscicultura brasileira (Borghetti et al. 2003). Segundo Meyer &
Fracalossi (2004), a produgcdo de jundia ainda é destinada ao comércio local e a pesca esportiva,
sendo realizada normalmente em sistemas de policultivos. Entretanto, Barcellos et al. (2004), quando
realizaram um estudo visando desenvolver tecnologia para cultivar intensivamente jundia em tanque
rede, obtiveram resultados interessantes e promissores, com crescimento de 600 a 800g em oito
meses de cultivo. Quando comparado o cultivo do jundia Rhamdia quelen com o bagre do canal
Ictalurus punctatus, Souza et al. (2005) verificaram que o jundid apresenta um melhor desempenho
produtivo durante o periodo de outono—inverno na regidao do extremo sul do Rio Grande do Sul.

Apesar da existéncia de uma ampla gama de estudos visando o desenvolvimento tecnoldgico
do cultivo de jundia, alguns entraves ainda ndo foram superados, com destaque para a maturagao

precoce e o crescimento heterogéneo durante a engorda (Fracalossi ef al. 2002). Quando em cultivo,
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0s machos apresentam um menor ganho em peso do que as fémeas, sendo que ambos desviam
energia metabolica para a produgdo de gametas (Fracalossi et al. 2004). Como existe um custo de
produgdo associado ao fornecimento de ragdo, esta caracteristica € altamente indesejavel num
cultivo em que a espécie atinge a maturidade gonadal antes do tamanho comercial, pois ocorre um
desvio de energia da dieta consumida para a produgdo dos gametas em prejuizo do crescimento

corporal.

1.2. Manipulagao cromossémica em peixes

Em piscicultura, quando se pretende eliminar a maturacdo sexual, a manipulagao
cromossOmica através da triploidia € uma ferramenta bastante difundida. Na maturagdo sexual dos
peixes a energia e a proteina da dieta sdo utilizadas principalmente na sintese do tecido gonadal
(Kamler 1992), e caso ocorra uma interrup¢cdo ou auséncia da maturagdo sexual, toda a energia
metabdlica que seria desprendida neste evento passaria a ser utilizada no crescimento somatico dos
peixes (Thorgaard 1986). Peixes tripldides podem ser obtidos por cruzamento interespecifico
(triploidia hibrida), através do cruzamento de fémeas tetrapléides com machos dipldides (triploides
interpléides) ou pela retengédo do segundo corpusculo polar em ovos recém fertilizados e submetidos
a choques quimicos, térmicos ou de presséo (triploidia pura).

Quando comparados aos diploides, os peixes tripldides geralmente sdo mais heterozigotos
(Allendorf & Leary 1984, Leary et al. 1985), apresentam esterilidade reprodutiva em determinadas
espécies (Thorgaard 1986, Tiwary et al. 2000, Cotter et al. 2000), convertem melhor o alimento
(Wolters et al. 1982), possuem grande variedade de tecidos com células maiores, porém em numero
reduzido (Swarup 1959a, Small & Benfey 1987, Aliah et al. 1990), e apresentam uma taxa de
crescimento maior (Wolters et al. 1982, Arai 2001).

Trabalhos vém demonstrando eficiéncia na produgao de lotes 100% tripldides para algumas
espécies de peixes, como € o caso para bagre do canal Ictalurus punctatus (Wolters et al. 1981), truta
arco-iris Oncorhynchus mykiss (Chourrout 1984), salmao coho Oncorhynchus kisutch (Teskeredzic et
al. 1993), bagre europeu Silurus glanis (Linhart et al. 2001), e o proprio jundia Rhamdia quelen
(Huergo & Zaniboni-Filho 2006), dentre outras. Importante salientar que a triploidia ocorre
naturalmente em certas espécies de peixes selvagens e, portanto, os individuos tripldides ndo devem
ser considerados organismos geneticamente modificados (Fauaz et al. 1994, Maistro et al. 1994).

Para algumas espécies de peixes, também pertencentes a ordem dos Siluriformes, a triploidia
garante um ganho em peso maior, uma conversao alimentar mais eficiente e a desejada esterilidade
reprodutiva. Segundo Wolters et al. (1982), tripldides de bagre do canal Ictalurus punctatus
apresentam taxa de crescimento maior e convertem mais eficientemente o alimento do que os
dipldides. Fast et al. (1995) trabalharam com o bagre asiatico Clarias macrocephalus e concluiram
que apos oito meses a média de peso dos tripldides foi superior a dos dipléides. No bagre indiano
Heteropneustes fossilis, foi verificada uma redugdo do indice gonadosomatico e das células
germinativas nos tubulos seminiferos dos tripldides, caracterizando sua esterilidade (Tiwary et al.
2000).
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De acordo com Cotter et al. (2000), a triploidia potencialmente elimina as possiveis interagdes
genéticas entre as populagdes cultivadas e selvagens. Desta forma, a triploidia também pode mitigar
0 possivel impacto causado nos ecossistemas naturais pelos escapes acidentais de peixes oriundos
das estagbes de piscicultura. Existe uma forte critica sobre a aquicultura pelo possivel impacto
negativo causado através dos escapes de organismos cultivados sobre as estruturas genética e
ecologica das populagdes naturais (Lutz 2001). Esta critica € pertinente, uma vez que s6 durante uma
época de cheia forte na bacia do rio Tibagi, estado do Parana, registrou-se o escape de mais de um
milhdo de peixes provenientes das pisciculturas locais (Orsi & Agostinho 1999).

A mistura de genes, causada pelo intercambio entre espécies cultivadas em diferentes
estacdes de piscicultura, gera uma homogeneizagdo genética entre populagdes geograficamente
diferentes e, desta forma, quando um peixe cultivado conseguir se reproduzir no ambiente natural
pode estar comprometendo a rusticidade genética dos peixes selvagens (Skibinski 1998). Atualmente
a ftriploidia também vem sendo utilizada na intengdo de esterilizar sexualmente os peixes
transgénicos, para evitar possiveis interagbes genéticas indesejadas (Nam et al. 2004).

Contudo, estudos mostram que existem diferencgas fisioldgicas e comportamentais dos peixes
tripldides em relagéo aos dipléides. Para o ayu Plecoglossus altivelis, os tripldides apresentam menor
sensibilidade ao som e a luz do que os dipldides (Aliah et al. 1990), porém, com relagdo ao consumo
de oxigénio ndo existe diferenca entre eles (Aliah et al. 1991). Segundo Small & Benfey (1987), para
salmdo coho Oncorhynchus kisutch e salmdo do Atlantico Salmo salar ocorre uma mudancga
fisiologica e de comportamento nos tripldides. Kavumpurath & Pandian (1992) observaram que em
tripldides do peixe de briga Betta splendens o comportamento agressivo diminuiu. Vale salientar que
nada foi relatado sobre as possiveis diferengas fisiolégicas e comportamentais entre dipldides e
tripldides de jundia, carecendo de informag¢des que documentem a viabilidade do jundia triploide na

piscicultura comercial.

1.3. Importancia da aménia e do oxigénio dissolvido na piscicultura

Dentre os parametros de qualidade da agua considerados essenciais para aquicultura, os
compostos nitrogenados e o oxigénio dissolvido (OD) na agua estdo entre os maiores limitantes de
produtividade nos sistemas de cultivo (Boyd & Watten 1989, Boyd 1990). De acordo com Person-Le
Ruyet et al. (1997), em sistemas de cultivos com altas densidades de estocagem ocorre um acumulo
crescente de amodnia e de sélidos em suspensao, seguido pelo decréscimo de OD e pH da agua.
Geralmente a mortalidade massiva de peixes cultivados ocorre devido a combinagao sinérgica entre
baixo nivel de oxigénio dissolvido e alta concentragdo de amoénia presentes na agua (Krom et al.
1985, Serafini 2005).

Em tanques de aquicultura o OD na &gua provém normalmente da fotossintese, da difusao
com o ar atmosférico, da renovagéo de agua e pelo uso de aeradores mecanicos (Arana 1997). Em
agua doce o oxigénio tem sua solubilidade influenciada principalmente pela pressao atmosférica e
pela temperatura, onde um aumento de temperatura e/ou uma diminuicdo da pressao atmosférica

geram uma redugéo na sua solubilidade (Esteves 1998). A deplegdo de OD na agua é causada, de
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forma geral, pela respiracdo dos organismos presentes, decomposi¢cao da matéria organica e perda
para a atmosfera (Rantin & Marins 1984, Baldisserotto 2002).

Peixes expostos continuamente a baixas concentragdes de OD (condicdo de hipdxia)
diminuem o crescimento (Chabot & Dutil 1999, Karim et al. 2002, Wu 2002, Wilhelm et al. 2005,
Maffezzolli & Nufier 2006), apresentam prejuizos nos tecidos branquiais (Wu 2002), ndo consomem e
nao convertem o alimento tao eficientemente (Bergheim et al. 2006, Maffezzolli & Nufer 2006), tém a
sobrevivéncia prejudicada (Braun et al. 2006) e sua capacidade reprodutiva afetada (Karim et al.
2002). No entanto, algumas espécies conseguem desenvolver mecanismos e estratégias adaptativas
para sobreviver em condicbes de hipdxia, dentre as quais se encontram as modificacoes
comportamentais, morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas (Almeida-Val et al. 1995, Moraes et al.
1997, Wu 2002, Wilhelm et al. 2005, Braun et al. 2006).

A aménia é encontrada no meio aquoso nas formas ionizada (NH,") e ndo ionizada (NHs),
sendo o principal produto nitrogenado gerado pelo metabolismo de proteinas em peixes teledsteos
(Foster & Goldstein 1969). A forma NH; representa de 75 a 90% da excreg¢ao nitrogenada dos peixes
(Handy & Poxton 1993, Dosdat et al. 1996), sendo excretada em quase sua totalidade (90%) através
das branquias por difusdo passiva (Cameron & Heisler 1983). Conforme Baldisserotto (2002), além
da excregdo dos peixes, a concentragdo da amodnia também € influenciada pela decomposigcédo do
alimento nédo ingerido e através da introdugao de fertilizantes no preparo dos tanques de cultivo.

A forma nédo ionizada (NH3) da amoénia é lipossolivel e difunde-se mais facilmente pelas
membranas celulares, sendo responsavel pelo efeito téxico da aménia (Thurston et al. 1981). O
equilibrio do balango entre NH," e NH; depende do pH, da temperatura e da composi¢éo idnica da
agua (Thurston et al. 1986, Wajsbrot 1991). Uma concentracdo elevada de amdnia na agua dificulta a
excregdo dos peixes, aumentando o nivel de aménia no sangue e nos tecidos, causando prejuizos
fisiolégicos (Arana 1997, Boyd & Tucker 1998). Diferentes tipos de estudos ja foram realizados
visando determinar os efeitos toxicos causados pelos compostos nitrogenados em animais aquaticos,
mostrando que as altas concentragdes destes compostos diminuem o crescimento, causam danos as
branquias, reduzem o pH sanguineo, aumentam a demanda de oxigénio, dentre outros prejuizos (Colt
& Armstrong 1981).

1.4. Testes de toxicidade em peixes

Através dos testes de toxicidade é possivel determinar o tempo e os niveis em que o agente
téxico é potencialmente prejudicial. Independente da toxicidade do agente presente na agua, o
contato com o peixe pode nao produzir um efeito negativo quando a concentragéo € muito baixa ou o
tempo de contato ¢ insuficiente. Desta forma, concentragao e tempo de exposi¢ao estdo diretamente
relacionados ao efeito toxico, uma vez que altas concentragdes poderao ter efeitos letais em tempos
curtos de exposi¢ao, enquanto que baixas concentragdes podem produzir efeitos cronicos sub-letais,
ou até mesmo letais, durante longos periodos de exposi¢ao (César et al. 1997).

Quando um grande estresse é exercido em peixes, como niveis altos de NH3 ou baixos de
OD presente na agua, e esta condicéo excede o limite de tolerancia fisiologica dos mesmos, a taxa

de sobrevivéncia vai diminuir drasticamente (Wedemeyer 1996). Uma forma de avaliar este efeito
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toxico de NH; e de OD na sobrevivéncia de peixes consiste em utilizar como estimativa de
mortalidade o valor de CL50, que é a concentragao letal responsavel pela morte de pelo menos 50%
dos peixes (Alpha 1992).

O valor de CL50 ¢ obtido através dos testes de toxicidade de curta duragado, normalmente de
24 a 96 horas, gerando uma faixa segura da concentragao téxica em questdo que pode nortear outro
teste de médio e longo prazo (Alpha 1992). A interpretagdo deste valor vai depender da toxicidade
testada. Por exemplo, no caso do OD um valor baixo de CL50 indica uma maior resisténcia do peixe
a falta de oxigénio, ja para o caso da NH3 um valor baixo vai indicar uma grande sensibilidade do
peixe a este composto (Boyd & Tucker 1998).

Valores da CL50 de OD e de NHj; para jundia diploide ja foram determinados, porém nao ha
informagado para ftripldides desta espécie. De acordo com Braun et al. (2006), a CL50-96hs de
oxigénio dissolvido para juvenis dipléides de jundia Rhamdia quelen é 0,52mg L". Conforme Miron
(2004), os valores da CL50-96hs de NH; para diploides de jundia s&do 0,44; 1,45 e 2,09mg L1, em pH
6,0; 7,5 e 8,2, respectivamente. Estes valores citados de CL50-96hs foram considerados para a
determinagao das concentragcbes testadas de NH; e OD no presente estudo, buscando avaliar

possiveis diferencas de sobrevivéncia entre as ploidias de jundia.
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO
2.1. Objetivo geral

Estudos demonstram que os peixes tripldides possuem células maiores, porém em menor
numero, principalmente no sistema nervoso central e nos 6rgdos sensoriais, sugerindo que estes
peixes apresentam percepgdes e respostas ambientais diferenciadas em relagdo aos peixes
dipléides. Uma vez que o baixo nivel de oxigénio dissolvido e a alta concentracdo de amonia
presentes na agua estdo entre os maiores limitantes da produtividade e causadores de mortalidade
em piscicultura, este trabalho objetiva realizar uma analise comparativa do desempenho quanto a

sobrevivéncia entre jundias dipldides e triploides.

2.2. Objetivo especifico

Avaliar a sobrevivéncia dos dipléides e tripldides de jundia Rhamdia quelen expostos a
diferentes niveis de aménia e de oxigénio dissolvido, através da determinagdo das concentragdes

letais apds 96 horas de exposi¢ao (CL50-96h).
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce
(LAPAD), pertencente ao Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina,
em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil. O LAPAD possui um plantel de reprodutores selvagens de
jundia capturados no alto rio Uruguai que estao estocados na fazenda Mapiju, localizada no municipio
de Santo Amaro da Imperatriz (SC).

Exemplares selecionados do plantel de reprodutores, de acordo com os critérios de
maturacéo das génadas descritos por Woynarovich & Horvath (1980), foram transportadas ao LAPAD
para o tratamento de indugdo hormonal. As fémeas receberam duas doses (0,5mg Kg'1 e 5,0mg Kg'1)
de extrato de pituitaria da carpa (EPC), em intervalo de 12 horas, e os machos receberam apenas a
segunda dose. A extrusao de ovulos e espermatozoéides ocorreu 234°h (grau-hora) apds a aplicagéao
da segunda dose. Os gametas foram recolhidos separadamente e posteriormente misturados, em
seguida foi adicionada agua para que ocorresse a fertilizagao.

A obtengdo dos tripléides de jundia seguiu o protocolo desenvolvido por Huergo & Zaniboni-
Filho (2006). Foi aplicado choque de pressao (5000psi) nos ovos recém fertilizados, através da agéo
de uma prensa hidraulica sobre uma camara de ago com volume de 800mL. Os choques foram
aplicados 4 minutos apo6s a fertilizagdo, com duragdo de 5 minutos Esse tratamento garantiu a
producéo de 100% de tripldides. Simultaneamente a produgao dos tripldides, os 6vulos para obtengéo
de dipléides foram fertilizados e mantidos até o final do tratamento de indugao a triploidia.

Apods a obtencdo dos dois lotes de ovos (dipldides e tripldides) ambos foram estocados
separadamente em incubadoras do tipo cilindro-cénico (56L), abastecidas por um sistema de
recirculacdo de agua. Depois do periodo de incubagéo, os dois lotes foram mantidos separados em
tanques de larvicultura intensiva (1000L). Para evitar problemas de patologia, parasitismo e facilitar a
primeira alimentagdo com nauplios de Artemia sp., a larvicultura foi conduzida a uma salinidade de
3%o na agua.

Antes da estocagem dos peixes para a realizagdo dos experimentos, a triploidia foi
comprovada em todos os peixes do lote triploide através do método descrito por Phillips et al. (1986)
com modificagbes (Huergo & Zaniboni-Filho 2006), onde foi quantificado o niumero de nucléolos (3 no
caso dos tripléides) em nucleos celulares corados com nitrato de prata (AgNO;).

Foram realizados dois experimentos com duracdo de quatro dias cada (96 horas): 1)
Determinacdo separada e simultdnea da CL50 de aménia para juvenis dipldides e triploides de jundia
Rhamdia quelen, 2) Determinagdo separada e simultdnea da CL50 de oxigénio dissolvido para
juvenis dipléides e triploides de jundid Rhamdia quelen.

A seguir, estes dois experimentos serao apresentados separadamente na forma de artigo

cientifico.
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4. PRIMEIRO ARTIGO REFERENTE AO EXPERIMENTO “DETERMINAGAO SEPARADA E
SIMULTANEA DA CL50 DE AMONIA PARA JUVENIS DIPLOIDES E TRIPLOIDES DE JUNDIA

Rhamdia quelen”

Sobrevivéncia dos juvenis diploides e triploides de jundia Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard
1824), expostos a diferentes niveis de amoénia

Luciano Augusto Weiss e Evoy Zaniboni Filho

Resumo

Uma concentragao elevada de amodnia na agua dificulta a excre¢cdo dos peixes, aumentando o nivel
de aménia no sangue e nos tecidos, causando prejuizos fisioldgicos que podem levar a morte. O
jundia Rhamdia quelen é um peixe nativo sul americano com grande potencial zootécnico para a
piscicultura de agua doce. Contudo ainda existem entraves para seu cultivo, com destaque para a
maturagcédo sexual precoce e o crescimento heterogéneo. A manipulagdo cromossdmica, através da
triploidia, € bem difundida na piscicultura quando se pretende eliminar a maturagédo das gbénadas e
potencialmente melhorar outras caracteristicas zootécnicas. Entretanto, estudos demonstram que
tripldides possuem células maiores, porém em menor numero, principalmente no sistema nervoso
central e nos 6rgdos sensoriais, sugerindo que estes peixes apresentam percepgdes e respostas
ambientais diferenciadas. Desta forma o objetivo do estudo foi avaliar a sobrevivéncia dos dipldides e
tripldides de jundia expostos a quatro concentragées de ambnia durante quatro dias (96h), através da
determinacdo separada e simultdnea das concentracdes letais (CL50). Para a obtengcdo das
concentragdes de amdnia nos diferentes tratamentos foi adicionado cloreto de aménio (NH,4CI) em
agua tamponada com bicarbonato de sédio (NaHCO;). Os dipldides de 10,66 + 2,43g e 12,09 +
0,87cm (média + desvio padrao) foram submetidos a 0,87; 1,80; 2,72 e 3,42mg L' de NH;, em agua
saturada de oxigénio a 25,02°C e pH 8,06. Em condi¢bes similares, os tripldides de 10,36 + 2,77g e
11,39 £ 1,21cm foram expostos a 0,87; 1,86; 2,66 e 3,40mg L' NH3, em agua também saturada de
oxigénio, com 25,03°C e pH 8,07. As CL50 para os dipldides foram de 2,99; 2,26; 2,00 e 1,91mg L"
NH; e para os tripldides 2,39; 2,03; 1,96 e 1,91mg L™ NH, em 24, 48, 72 e 96h respectivamente. Os
resultados indicam uma maior sensibilidade dos tripldides nas primeiras 48 horas de exposi¢cao a
amoénia, porém, com o passar do tempo de exposi¢do apresentam tolerancia semelhante e valor

idéntico de mortalidade acumulada ao final das 96 horas.

Palavras-chave: Larvicultura, Aménia, Sobrevivéncia, CL50.
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Survival of diploid and triploid juvenile jundia catfish Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824)
exposed to different ammonia levels

Luciano Augusto Weiss and Evoy Zaniboni Filho

Abstract

High ammonia concentration in the water impairs fish excretion due to increased ammonia
concentration in the blood and tissues, which can cause physiological damage and even death. Jundia
catfish Rhamdia quelen is a fish species indigenous to South America with high zootechnical potential
for inland aquaculture. However, some drawbacks in husbandry such as early sexual maturation and
heterogeneous growth still remain. Triploidy, a chromosome manipulation is well known in aquaculture
when it is aimed at eliminating gonad maturation and enhances other characteristics. Nevertheless,
studies have demonstrated that triploid fish have bigger cells in smaller numbers, mainly in the central
nervous system and in sensory organs, suggesting that they can perceive and respond differently to
the environment. In this way, the objective of the study was to assess the survival of diploid and
triploid jundia catfish exposed to four ammonia concentrations for four days (96h), by separate and
simultaneous determination of lethal concentrations (LC50). Ammonium chloride (NH4Cl) was added
in sodium carbonate (NaHCO3) buffered water to obtain the ammonia concentrations. Diploid fish of
10.66 + 2.43g and 12.09 + 0.87cm (mean * standard deviation) were tested in 0.87; 1.80; 2.72 and
3.42mg L™ NHs in oxygen saturated water at 25.02°C and pH 8.06. Similarly, triploid fish of 10.36 +
2.77g and 11.39 + 1.21cm were exposed to 0.87; 1.86; 2.66 and 3.40mg L™ NH; in oxygen saturated
water at 25.03°C and pH 8.07. LC50 for diploids were 2.99; 2.26; 2.00 and 1.91mg L' NH; and for
triploids, 2.39; 2.03; 1.96 and 1.91mg L NH; in 24, 48, 72 and 96h, respectively. Results indicate high
sensitivity of triploids in the first 48h of exposure to ammonia, however, tolerance was similar and

cumulative mortality was the same after 96 hours exposure.

Keywords: Larviculture, Ammonia, Survival, LC50.
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Introdugao

Com ampla distribuicdo geografica, o jundia Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824,
Siluriformes: Heptapteridae) € um bagre que pode ser encontrado desde a regido central da Argentina
até a parte sul do México (Silfvergrip 1996). Esta espécie vem chamando a atengéo dos piscicultores
da regiao sul do Brasil nos ultimos anos, dentre outras caracteristicas, pela sua boa resisténcia ao
manejo, crescimento satisfatério mesmo em temperaturas baixas (Carneiro et al. 2002, Fracalossi et
al. 2004) e por apresentar 6tima aceitagdo pelo mercado consumidor, devido a sua carne com
auséncia de espinhas intramusculares (Marchioro & Baldisserotto 1999, Barcellos et al. 2001). Porém,
ainda existem entraves para o seu cultivo em larga escala, com destaque para a maturagéo precoce
e crescimento heterogéneo durante a engorda (Fracalossi et al. 2002).

Uma pratica bastante difundida em piscicultura para evitar a indesejada maturagdo gonadal
durante o cultivo € a manipulagdo cromossOmica através da triploidia, além de poder gerar outras
vantagens zootécnicas. Em algumas espécies de peixes, também pertencentes a ordem dos
Siluriformes como o jundia, a triploidia garante um maior ganho em peso (Wolters et al. 1982, Fast et
al. 1995), uma conversdo alimentar mais eficiente (Wolters et al. 1982) e a desejada esterilidade
reprodutiva (Tiwary et al. 2000). Peixes tripldides possuem células maiores e em menor numero,
principalmente no sistema nervoso central e nos 6rgdos sensoriais, sugerindo que estes peixes
apresentam percepgdes, comportamento e respostas a variagbes ambientais distintas dos dipléides
(Small & Benfey 1987, Aliah et al. 1990, Aliah et al. 1991, Kavumpurath & Pandian 1992, Benfey
1999).

A presencga de uma concentragao elevada de NH; na agua acaba dificultando a excregao dos
peixes, aumentando o nivel de ambnia no sangue e nos tecidos, causando prejuizos fisiolégicos que
podem causar grande mortalidade em piscicultura (Arana 1997, Boyd & Tucker 1998). O objetivo
deste estudo é investigar a sobrevivéncia dos dipldides e tripldides de jundid Rhamdia quelen
expostos a diferentes niveis de NHj;, através da determinacdo separada e simultanea das

concentracdes letais (CL50) apds 24, 48, 72 e 96 horas de exposi¢ao.

Material e métodos

Local do estudo e obtencdao do material biolégico

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD),
que esta vinculado ao Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), em Floriandpolis, Santa Catarina, Brasil.

As larvas foram obtidas através da indu¢do hormonal de machos e fémeas de jundia Rhamdia
quelen selvagens capturados na bacia do alto rio Uruguai e que fazem parte do plantel de
reprodutores do LAPAD. Os gametas de dois casais foram misturados para formagao de um pool e
posteriormente separados para producéo de diploides e tripldides. A obtenc&o dos tripléides de jundia
foi de acordo com o protocolo desenvolvido por Huergo & Zaniboni-Filho (2006), aplicando-se um
choque de pressédo (5000psi), com duragao de cinco minutos, quatro minutos apoés a fertilizacao dos

OVvos.
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A incubagao dos ovos dipléides e tripléides ocorreu separadamente em incubadoras cilindro-
conicas. Apos a eclosao as larvas foram mantidas separadas em tanques de 1000L acoplados a um
sistema fechado de recirculagao de agua. Nesse periodo foram mantidas em agua salinizada a 3%. e
alimentadas com nauplios de Artemia sp.

Foi realizada a comprovagédo da triploidia de todos os peixes submetidos ao choque de
pressao. Para tal foi utilizado o método descrito por Phillips et al. (1986), com modificagdes (Huergo &
Zaniboni-Filho 2006), que consiste na quantificagdo do numero de nucléolos corados com nitrato de
prata (AgNO3;) em nucleos celulares. O tratamento de inducdo a triploidia foi eficiente para produzir

100% de jundias tripldides.

Desenho e procedimento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, onde foram testadas separada e
simultaneamente quatro concentragbes de aménia para cada ploidia, com trés repeticbes por
tratamento, durante quatro dias (96h). As unidades experimentais (UE) utilizadas eram retangulares,
de coloragédo escura e continham um volume util de 30L de agua. Foram estocados 10 juvenis de
jundia por UE, sendo mantida biomassa semelhante entre as ploidias e tratamentos. Os dipldides
apresentaram peso e o comprimento total (média + desvio padréo) de 10,66 + 2,43g e 12,09 + 0,87cm
e os tripldides de 10,36 £ 2,77g e 11,39 £ 1,21cm, respectivamente.

Os valores de amoénia testados no presente estudo foram baseados nos resultados obtidos
por Miron (2004), onde foi determinada a CL50-96h da amdnia para juvenis dipléides de jundia em
distintos valores de pH da agua (pH = 8,2 — CL50-96h = 2,09mg L'1). Para a obtencdo das
concentragdes de NHs, nos diferentes tratamentos, foram adicionados 0,04; 0,08; 0,12 e 0,16g L™
NH,4CI (cloreto de aménio). Os calculos da quantidade adicionada de NH,CI foram realizados para pH
8 e temperatura da agua em 25°C, onde 5% da aménia total manifesta-se na forma NH;. Antes da
adicdo de NH4Cl a agua foi tamponada com 5g L' NaHCO; (bicarbonato de sédio). A temperatura da
agua nas UE foi mantida estavel através de aquecedores Hot — 30W (SARLO Better) controlados por
termostatos digitais (Full Gauge). Todas as UE possuiam aeragdo constante, através de pedras
porosas abastecidas por um compressor radial de 7,5¢cv (ELAM).

Cada UE foi continuamente abastecida com agua previamente tratada permitindo uma taxa
de renovagao de 50% do volume das UE a cada 12 horas. O oxigénio dissolvido, a temperatura,
salinidade e o pH foram monitorados a cada 6 horas com o auxilio de oximetro (YSI 55, Yellow
Springs, OH, USA) e uma sonda multi-parametros (YSI 63, Yellow Springs, OH, USA). A cada 6 horas
foi verificada e quantificada a mortalidade dos peixes nos diferentes tratamentos. A cada 24 horas foi
coletada agua de todas UE e realizada uma analise laboratorial em duplicata da amoénia total pelo
método do indofenol (Koroleff 1975), aplicando-se a formula descrita por Emerson et al. (1975) para a
obtencao da fragdo de NHj. A alcalinidade e o nitrito (ambos em duplicata) foram determinados no
inicio e no final do experimento através de um kit volumétrico (Alfa Tecnoquimica) e pelo método

descrito por Golterman et al. (1978), respectivamente.
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Andlises estatisticas empregadas

A determinacao da CL50-96hs de NHj para dipldides e tripléides de jundia Rhamdia quelen
foi realizada pela analise de regressao de probit através do “Probit Analysis Program” desenvolvido
pela U.S. Environmental Protection Agency (EPA).

Para a verificagdo da existéncia de diferencas estatisticas dos parametros de qualidade da
agua nos diferentes tratamentos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de

Tukey (P<0,05), com o auxilio do software GraphPad InStat.

Resultados e discussao

Os parametros de qualidade de agua se mantiveram semelhantes entre os tratamentos e
dentro do limite de conforto para a espécie, exceto pela ambnia (Tabela 1). Apesar da pequena
variagdo de pH (7,82 a 8,26), houve diferenga entre os tratamentos, porém, ndo impossibilitou a
comparagao entre dipléides e tripldides que sempre apresentaram semelhanga de condigbes
experimentais dentro de cada tratamento. Os valores médios (+ desvio padrdo) de alcalinidade, nitrito
e salinidade foram 105,00 + 7,07mg L' CaCOg3; 0,001 + 0,001mg L™ NO, e 0,2%o, respectivamente.

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo) dos pardmetros de qualidade da agua dos diferentes
tratamentos para cada ploidia de jundia.

Ploidia NH; (mg L'1) pH Temperatura (°C) OD (mg L'1)
2n 0,87 £ 0,06 a 8,08 +0,08 a 25,01+0,13 a 7,87 +£0,24 a
(0,76 — 0,93) (7,93 - 8,20) (24,80 — 25,20) (7,40 — 8,31)
n=8 n =48 n =48 n =48
3n 0,87+ 0,06 a 8,11 +0,10 ac 25,04 £0,08 a 7,82+0,33a
(0,74 -0,93) (7,82 - 8,26) (24,80 — 25,20) (7,10 - 8,33)
n=8 n =48 n =48 n =48
2n 1,80+ 0,12 b 8,07 +0,08 a 25,01+0,11a 7,90+ 0,26 a
(1,61-1,99) (7,86 — 8,18) (24,80 — 25,20) (7,35 - 8,44)
n=8 n =48 n =48 n =48
3n 1,86+0,11b 8,09 + 0,06 ac 25,03+0,11a 7,93+0,21a
(1,64 —1,99) (7,92 - 8,19) (24,80 — 25,20) (7,51 -28,27)
n=8 n =48 n =48 n =48
2n 272+0,16 ¢ 8,05+0,07 a 25,01+0,12a 7,94 +0,28 a
(2,40 -2,88) (7,90 — 8,15) (24,80 — 25,20) (7,49 — 8,44)
n=8 n=48 n=48 n=43
3n 2,66 + 0,08 ¢ 8,06 + 0,08 a 25,01 +£0,09 a 8,02+ 0,27 a
(2,51-2,75) (7,94 - 8,16) (24,80 — 25,20) (7,54 — 8,48)
n=8 n =48 n =48 n =48
2n 3,42+0,27d 8,00 + 0,04 bd 25,04+0,10 a 791+0,32a
(3,13-3,72) (7,96 — 8,10) (24,80 — 25,20) (7,51 -8,40)
n=4 n=18 n=18 n=18
3n 3,40+£0,19d 8,01 £ 0,04 ad 25,03+0,11a 7,97 £0,32 a
(3,18 -3,63) (7,94 — 8,08) (24,80 — 25,10) (7,70 — 8,54)
n=4 n=15 n=15 n=15

Na mesma coluna as letras mindsculas indicam diferencas estatisticas, através da ANOVA e do teste de Tukey
(P>0,05). Entre parénteses estéo indicados os menores e maiores valores encontrados no periodo experimental.
O “n” representa o numero de medidas realizadas para cada pardmetro durante o periodo experimental.
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N&o ocorreu mortalidade de jundids dipldides e tripldides submetidos ao tratamento com
menor concentragdo de NH;. No maior nivel de NH; testado ocorreu mortalidade total dos triploides

apos 30 horas de exposigao e dos dipléides depois de 36 horas (Figura 1).
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Figura 1. Porcentagem da mortalidade média acumulada dos dipléides e tripléides de jundid Rhamdia quelen
expostos a distintas concentragbes de amédnia por 96 horas. Acima das barras uma representacdo grafica, no
sentido horario, da mortalidade média acumulada (%) de cada tratamento em intervalos de 24 horas de
exposigao.

A presenca de elevados niveis de NH3 na agua desencadeia uma série de reagdes por parte
dos peixes para tentar preservar a homeostase, surgindo alteragbes morfolégicas (Val & Almeida-Val
1995), fisiolégicas e alguns reajustes moleculares (Hochachka & Somero 1984). Esta toxicidade
também pode fazer com que a NHj; substitua o potassio presente nos musculos e membranas
nervosas, alterando e até mesmo inibindo o correto funcionamento destes tecidos (Raabe & Lin 1985,
Cooper & Plum 1987), causando consequéncias como redugéo da velocidade natatéria (Shingles et

al. 2001).

Para buscar conhecer a viabilidade do uso de tripldides em piscicultura comercial é
importante verificar a resisténcia fisiolégica e imune destes individuos quando comparados com seus
respectivos dipléides. Os diversos trabalhos comparativos da sobrevivéncia de dipldides e tripldides
revelam que o desempenho superior de uma ploidia varia de acordo com a espécie de peixe (Kerbya
et al. 2002).
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Nas primeiras 24 e 48 horas ocorreu uma mortalidade mais acentuada dos tripldides, no
entanto, aumentando o tempo de exposicdo, a mortalidade acumulada foi similar entre as ploidias
(Figura 2). A mortalidade mais acentuada dos triploides de jundia nas primeiras horas de exposicéo a
NH; pode ser justificada por uma resposta fisiolégica mais lenta. O comportamento dos peixes &
controlado e estimulado pelo sistema nervoso central e pelos horménios. Entretanto, como nos
tripldides ocorre uma diminui¢do do numero de células no sistema nervoso central e uma redugao dos
niveis hormonais, estes peixes apresentam uma reagcédo mais lenta a estimulos ambientais e também

reagem de maneira diferenciada com relagao aos respectivos diploides (Benfey 1999).
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Figura 2. Porcentagem da mortalidade média total dos dipléides e triploides de jundia Rhamdia quelen ao longo
do periodo de exposi¢do. Acima das barras uma representagéo grafica, no sentido horario, da influéncia de cada
tratamento na mortalidade média total (%) de cada ploidia no decorrer do periodo experimental.

O tempo de exposicdo nos diferentes niveis de amdnia influenciou a concentragao letal,
diminuindo os valores de CL50 para ambas ploidias. Nas primeiras 72 horas os valores de CL50 para
os dipldides foram maiores revelando uma maior sensibilidade dos tripléides de jundia a aménia,
porém, ao final das 96 horas os valores foram similares entre as ploidias (Tabela 2). O valor da CL50-

96h encontrado no presente estudo, tanto para dipléides quanto para tripldides de jundia, foi préximo
ao encontrado para dipléides de jundia por Miron (2004).
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Tabela 2. Valores das CL50 (média + desvio padrdo) para dipldides e tripléides de jundia Rhamdia
quelen, a cada 24 horas de exposigao nos quatro niveis de NH; e com seus respectivos limites de
confianga (95%).

jundia dipléide jundia tripléide
Limites de confianga (95%) Limites de confianca (95%)
Horas CL50 CL50
(mg L™ NH3) Minimo Maximo (mg L™ NH3) Minimo Maximo
(mgL"NH;)  (mgL"NH;) (mg L' NH;) (mg L™ NH;)
24 2,99 2,54 3,72 2,39 1,94 2,80
48 2,26 1,91 2,58 2,03 1,77 2,36
72 2,00 1,64 2,32 1,96 1,59 2,28
96 1,91 1,42 2,23 1,91 1,39 2,21

Valores gerados pelo “Probit Analysis Program”, desenvolvido pela U.S. Environmental Protection Agency (EPA).

Avaliando os valores da CL50 de amodnia para diferentes espécies de Siluriformes, verifica-se
uma grande variagdo de sensibilidade. Enquanto a CL50-24h para o bagre do canal Ictalurus
punctatus é de 2,36mg L’ (Robinette 1976), o bagre africano Clarias gariepinus apresenta CL50-96h
de 3,80mg L’ (Aguigwo 2003). Jundids de ambas ploidias apresentam maior sensibilidade, com valor
da CL50-96h de 1,91mg L™, Apesar disso, os jundias dipldides e tripldides mostram resisténcia a
amébnia semelhante a observada para o dourado Salminus brasiliensis (CL50-96h = 1,83mg L' -

Gazzola 2003), que divide com o jundia a mesma bacia hidrografica do rio Uruguai.

Durante o periodo experimental, os tripléides apresentaram um comportamento mais passivo
durante a exposigao nos niveis crescentes de NHj;. Por sua vez, os dipléides demonstraram uma
maior agitagao, inclusive com saltos para fora da agua durante a exposi¢cdo nos maiores niveis de
NHs;. Em ambas ploidias, com excecéo da exposicdo ao menor nivel de NHs, foi sintomatica a perda
de coloragdo, natagao proxima a superficie, movimento opercular acelerado, perda do equilibrio,
convulsdes e morte de alguns individuos. Os peixes mortos apresentaram opérculo excessivamente

abertos, sugerindo uma morte por asfixia.

Diferengas comportamentais e fisioldgicas entre peixes triploides e diploides foi registrada
para salmonideos (Small & Benfey 1987) e para outras espécies de peixes, mostrando menor
sensibilidade dos triploides de ayu Plecoglossus altivelis ao som e a luz (Aliah et al. 1990) e menor
agressividade dos tripléides do peixe de briga Betta splendens (Kavumpurath & Pandian 1992). Os
jundias tripléides apresentaram maior sensibilidade a exposicdo da aménia durante as primeiras
horas, indicando maior dificuldade fisiolégica para atingir a homeostase, porém, decorridas 96 horas

de exposi¢cdo mostraram desempenho semelhante a dos jundias dipldides.
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5. SEGUNDO ARTIGO REFERENTE AO EXPERIMENTO “DETERMINAGAO SEPARADA E
SIMULTANEA DA CL50 DE OXIGENIO DISSOLVIDO PARA JUVENIS DIPLOIDES E TRIPLOIDES
DE JUNDIA Rhamdia quelen”

Sobrevivéncia dos juvenis diploides e triploides de jundia Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard
1824), expostos a diferentes concentragdes de oxigénio dissolvido

Luciano Augusto Weiss e Evoy Zaniboni Filho

Resumo

Niveis adequados de oxigénio dissolvido (OD) na agua s&o necessarios para garantir uma melhor
produtividade em piscicultura. O limite de tolerancia a baixas concentragbes de OD varia bastante
entre as espécies de peixes. Quando submetidos a valores abaixo desse limite os peixes ficam
estressados na busca da homeostase do organismo, podendo ocorrer grande mortalidade. O jundia
Rhamdia quelen é um peixe nativo sul americano com grande potencial zootécnico para a piscicultura
de agua doce no sul do Brasil. Contudo ainda existem entraves para seu cultivo, com destaque para a
maturacdo sexual precoce e o crescimento heterogéneo durante a engorda. A manipulagéo
cromossOmica, através da triploidia, € bem difundida na piscicultura quando se busca eliminar a
maturacdo das gbdnadas e potencialmente melhorar outras caracteristicas. Entretanto, quando
comparados aos dipléides, peixes tripldides possuem células maiores € em menor nimero no sistema
nervoso central e nos 6érgdos sensoriais, sugerindo que estes peixes apresentam percepcdes e
respostas ambientais diferenciadas. O objetivo do estudo foi avaliar a sobrevivéncia dos dipldides e
tripldides de jundia, expostos em quatro concentragdes de OD em friplicata durante quatro dias (96h),
através da determinagéo separada e simultdnea das concentragdes letais (CL50). Peixes dipldides e
tripldides com cerca de 4g de peso foram submetidos a distintas concentragdes de OD variando entre
0,4 e 1,3mg L™ de OD, mantendo a agua a 27°C e pH de 6,3. A CL50-96h dos diploides de jundia foi

0,535mg L' oD, enquanto o valor obtido para os triploides foi 6% maior.

Palavras-chave: Poliploidia, Oxigénio dissolvido, Sobrevivéncia, CL50.
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Survival of diploid and triploid juvenile jundia catfish Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824)
exposed to different concentrations of dissolved oxygen
Luciano Augusto Weiss and Evoy Zaniboni Filho

Abstract

Adequate dissolved oxygen (DO) levels in the water are required for best productivity in fish
aquaculture. Resistance to low DO concentration varies among fish species. When submitted to
minimum concentrations fish become stressed searching for homeostasis and great mortality can
occur. Jundia catfish Rhamdia quelen is a fish indigenous to South America with great zoo technical
potential for inland aquaculture in Southern Brazil. However, drawbacks such as early sexual
maturation and heterogeneous growth still remain during grow out. Chromosome manipulation via
triploidy is well known in fish aquaculture to eliminate gonad maturation and enhance other
characteristics. But when compared to diploid fish, triploids have bigger cells in small number in the
central nervous system and sensory organs, suggesting that they present different environmental
perceptions and responses. The objective of this study was to assess the survival of diploid and
triploid jundia catfish exposed to four DO concentrations in triplicate during four days (96h) by
separate and simultaneous determination of the lethal concentrations (LC50). 4-g diploid and triploid
fish were submitted to DO concentrations varying between 0.4 and 1.3mg L" DO, at water
temperature of 27°C and pH of 6.3. Diploid jundia LC50-96h was of 0.535mg L™ DO, whereas it was
6% higher for triploids.

Keywords: Polyploidy, Dissolved oxygen, Survival, LC50.
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Introdugao

Dentre os parametros de qualidade da agua, o oxigénio dissolvido (OD) na agua é
considerado um dos maiores limitantes de produtividade nos sistemas de cultivo (Boyd & Watten
1989, Boyd 1990). Peixes expostos continuamente a baixas concentragdes de oxigénio (condigdo de
hipdxia) diminuem o crescimento (Chabot & Dutil 1999, Karim et al. 2002, Wu 2002, Wilhelm et al.
2005, Maffezzolli & Nufier 2006), apresentam prejuizos nos tecidos branquiais (Wu 2002), nao
consomem e nao convertem o alimento tao eficientemente (Bergheim et al. 2006, Maffezzolli & Nufier
2006), tém a sobrevivéncia influenciada (Braun et al. 2006) e sua capacidade reprodutiva afetada
(Karim et al. 2002).

Baixas concentragdes de OD induzem a uma maior utilizacdo da via metabdlica anaerébica
(Cooper 2002, Wu 2002), podendo gerar alguns efeitos toxicos sobre o organismo do peixe. Essa
condi¢ao, além de causar estresse, pode provocar aumento da mortalidade (Madenjian et al., 1987).
A determinagéo da concentragéo letal responsavel pela morte de pelo menos 50% dos peixes (CL50)
€ utilizada como estimativa de mortalidade em testes de curta duragédo, gerando uma faixa segura
desta concentragéo toxica para outros testes de médio e longo prazo (Alpha 1992).

Com ampla distribuicdo geografica, o jundia Rhamdia quelen (Quoy & Gaimard 1824,
Siluriformes: Heptapteridae) € um bagre que pode ser encontrado desde a regido central da Argentina
até a parte sul do México (Silfvergrip 1996). No ambiente natural apresenta habito noturno e é
encontrado em locais lénticos e profundos dos rios, sugerindo suportar amplas flutuagdes de OD
(Gomes et al., 2000). Esta espécie vem atraindo piscicultores da regido sul do Brasil nos ultimos
anos, dentre outras caracteristicas, pela sua boa resisténcia ao manejo com crescimento satisfatorio
mesmo em temperaturas baixas (Carneiro et al. 2002, Fracalossi et al. 2004) e por apresentar 6tima
aceitagao pelo mercado consumidor (Marchioro & Baldisserotto 1999, Barcellos et al. 2001).

Porém, ainda existem entraves para o cultivo em larga escala de jundia, com destaque para a
maturagéo precoce e seu crescimento heterogéneo durante a engorda (Fracalossi et al. 2002).
Quando cultivados, os machos apresentam um menor ganho em peso do que as fémeas, sendo que
ambos desviam energia metabdlica para a produgdo de seus gametas (Fracalossi et al. 2004). A
manipulagdo cromossémica através da triploidia vem sendo utilizada para eliminar a maturagao
sexual, podendo ainda gerar outras vantagens zootécnicas. Em algumas espécies de Siluriformes a
triploidia garante um ganho em peso maior (Wolters et al. 1982, Fast et al. 1995), uma conversao
alimentar mais eficiente (Wolters et al. 1982) e a desejada esterilidade reprodutiva (Tiwary et al.
2000).

Peixes triploides possuem células maiores e em menor numero, principalmente no sistema
nervoso central e nos 6rgaos sensoriais, sugerindo que estes peixes apresentam percepcoes,
comportamento e respostas a variagdes ambientais distintas dos dipldides (Small & Benfey 1987,
Aliah et al. 1990, Aliah et al. 1991, Kavumpurath & Pandian 1992, Benfey 1999). O objetivo deste
estudo foi investigar a sobrevivéncia dos dipldides e tripldides de jundia Rhamdia quelen expostos a
diferentes niveis de OD, através da determinacdo separada e simultdnea das concentragdes letais
(CL50) em 24, 48, 72 e 96 horas de exposigao.
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Material e métodos

Local do estudo e obtengcdao do material biolégico

O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua Doce (LAPAD),
que esta vinculado ao Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC), em Florianodpolis, Santa Catarina, Brasil.

As larvas foram obtidas através da indugao hormonal de machos e fémeas de jundia Rhamdia
quelen selvagens capturados na bacia do alto rio Uruguai e que fazem parte do plantel de
reprodutores do LAPAD. Os gametas de dois casais foram misturados para formagéo de um pool e
posteriormente separados para produc¢ao de dipléides e tripldides.

A obtencao dos tripldides de jundia foi de acordo com o protocolo desenvolvido por Huergo &
Zaniboni-Filho (2006), aplicando-se um choque de pressao (5000psi), com duragéo de cinco minutos,
quatro minutos apés a fertilizagdo dos ovos. A incubagdo dos ovos dipldides e tripldides ocorreu
separadamente em incubadoras cilindro-conicas. Apos a eclosao as larvas foram mantidas separadas
em tanques de 1000L acoplados a um sistema fechado de recirculagdo de agua. Nesse periodo
foram mantidas em agua salinizada a 3%. e alimentadas com nauplios de Artemia sp.

Foi realizada a comprovagédo da triploidia de todos os peixes submetidos ao choque de
pressao. Para tal foi utilizado o método descrito por Phillips et al. (1986), com modificagdes (Huergo &
Zaniboni-Filho 2006), que consiste na quantificagdo do numero de nucléolos corados com nitrato de
prata (AgNO3) em nucleos celulares. O tratamento de inducdo a triploidia foi eficiente para produzir

100% de jundias tripldides.

Desenho e procedimento experimental

O delineamento experimental foi realizado inteiramente ao acaso, para expor separada e
simultaneamente cada ploidia a quatro concentracdes de OD (0,4; 0,7; 1,0 e 1,3mg L™ de OD), com
trés repeticbes para cada tratamento, durante quatro dias (96h). As unidades experimentais (UE)
utilizadas eram retangulares, de coloragao escura e continham um volume util de 30L de agua. Foram
estocados 10 juvenis dipléides, 3,91 + 0,98g e 9,55 + 0,78cm (média + desvio padrao), por UE,
buscando manter biomassa semelhante. Procedimento idéntico foi realizado nas UE estocadas com
juvenis tripldides (4,28 + 1,27g e 9,50 + 0,92cm).

As concentragbes de OD usadas foram baseadas no estudo realizado por Braun et al. (2006),
que determinou a CL50-96hs de OD para juvenis diploides de jundia. Na execugéo do experimento foi
utilizado um sistema estatico sem renovagdo de agua. Para manter as concentracbes desejadas de
OD, as UE receberam abastecimento de ar atmosférico e/ou de nitrogénio gasoso por meio de pedras
porosas. Cada unidade experimental estava vedada por um plastico em contato com toda a superficie
da agua, evitando a troca gasosa com o ar atmosférico.

A alcalinidade, a aménia ndo ionizada (NHj3) e o nitrito foram determinados, em duplicata, no
inicio e no final do experimento, através de um kit volumétrico (Alfa Tecnoquimica), pelo método do
indofenol (Koroleff 1975) e pelo método descrito por Golterman et al. (1978), respectivamente. O

oxigénio dissolvido e a temperatura foram monitorados a cada quatro horas com o auxilio de um
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oximetro (YSI 55, Yellow Springs, OH, USA). O pH foi medido a cada oito horas por meio de um
pHmetro (YSI 60, Yellow Springs, OH, USA). A mortalidade dos peixes foi quantificada a cada quatro
horas.

Andlises estatisticas empregadas

A determinagdo da CL50-96hs de OD para ambas ploidias foi realizada pela analise de
regressdo de probit através do “Probit Analysis Program” desenvolvido pela U.S. Environmental
Protection Agency (EPA).

Para a verificagdo da existéncia de diferengas estatisticas dos parametros de qualidade da
agua e mortalidade nos diferentes tratamentos, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) seguida

pelo teste de Tukey (P<0,05), com o auxilio do software GraphPad InStat.

Resultados e discussao

Os pardmetros de qualidade de agua se mantiveram semelhantes entre os tratamentos e
dentro do limite de conforto para a espécie, exceto pelo OD (Tabela 1). A alcalinidade registrada foi
de 27,50 + 2,89mg L CaCO; (média + desvio padrao).

Tabela 1. Valores médios (+ desvio padrdo) dos parametros de qualidade da agua dos diferentes
tratamentos para cada ploidia de jundia.

Ploidia oD (mg L") Temperatura (°C) pH NHs (mg L™ NO, (mg L")
2n 0,44 £0,04 a 27,02 £ 0,07 a 6,40+ 0,06 a 0,015+£0,015a 0,079 £ 0,089 a
(0,34 - 0,49) (26,77 — 27,17) (6,35 - 6,49) (0,002 - 0,029) (0,001 - 0,156)
n=75 n=75 n =36 n=4 n=4
3n 0,44 £0,04 a 27,05+0,04 a 6,38+ 0,07 a 0,014 £ 0,014 a 0,079 £ 0,089 a
(0,36 - 0,49) (26,97 — 27,13) (6,30 — 6,46) (0,002 - 0,027) (0,001 -0,156)
n=75 n=75 n =236 n=4 n=4
2n 0,70£0,05b 27,04 £ 0,07 a 6,33+£0,08 a 0,017 £0,017 a 0,074 £ 0,084 a
(0,60 -0,79) (26,87 — 27,20) (6,26 — 6,44) (0,002 - 0,032) (0,001 - 0,146)
n=75 n=75 n=236 n=4 n=4
3n 0,70+£0,05b 27,01 £0,06 a 6,34 £+ 0,08 a 0,017 £ 0,017 a 0,076 £ 0,087 a
(0,59 -0,79) (26,93 — 27,20) (6,28 — 6,45) (0,002 - 0,032) (0,001 -10,151)
n=75 n=75 n =236 n=4 n=4
2n 1,01 £0,08 ¢ 27,01 £0,07 a 6,26 £ 0,04 a 0,021 £ 0,022 a 0,096 £0,110 a
(0,83 - 1,16) (26,90 — 27,20) (6,21 — 6,30) (0,002 — 0,040) (0,001 -0,191)
n=75 n=75 n=236 n=4 n=4
3n 1,00+ 0,08 ¢ 27,03+ 0,05a 6,25+0,07 a 0,021 £0,022 a 0,096 £ 0,110 a
(0,84 - 1,16) (26,93 — 27,20) (6,19 -6,34) (0,002 — 0,040) (0,001 -10,191)
n=75 n=75 n =236 n=4 n=4
2n 1,30£ 0,07 d 27,05+ 0,06 a 6,32+ 0,08 a 0,019+£0,020 a 0,128 £ 0,147 a
(1,19 - 1,49) (26,93 — 27,20) (6,22 — 6,39) (0,002 — 0,036) (0,001 —0,255)
n=75 n=75 n=236 n=4 n=4
3n 1,33+£0,07d 27,01 £0,07 a 6,33+0,05a 0,017 £0,017 a 0,122 £ 0,139 a
(1,20 - 1,50) (26,87 — 27,15) (6,26 — 6,38) (0,002 - 0,032) (0,001 -0,242)
n=75 n=75 n =236 n=4 n=4

Na mesma coluna as letras minusculas indicam diferengas estatisticas, através da ANOVA e do teste de Tukey
(P>0,05). Entre parénteses estio indicados os menores e maiores valores encontrados no periodo experimental.
O “n” representa o numero de medidas realizadas para cada parametro durante o periodo experimental.
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Nao ocorreu mortalidade de peixes na exposi¢gao a maior concentracdo de OD, tanto para
dipléides quanto para tripldides de jundia. A mortalidade média acumulada foi similar entre as
ploidias, com excec¢do do nivel testado de 0,70mg L' oD, quando os tripldides apresentaram maior

sensibilidade (Figura 1).

Média da mortalidade acumulada (%) no decorrer das % horas.
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Figura 1. Porcentagem da mortalidade média acumulada dos dipléides e tripléides de jundia Rhamdia quelen
expostos a distintos niveis de OD por 96 horas. Letras diferentes indicam diferenga estatistica (P<0,05). Acima
das barras uma representagdo grafica, no sentido horario, da mortalidade média acumulada (%) de cada
tratamento em intervalos de 24 horas de exposigao.

A viabilidade do uso de tripléides na piscicultura comercial depende do resultado da analise
da resisténcia fisiolégica e imune destes individuos em comparagao com os dipldides da espécie.
Sabidamente o sistema imune é similar entre as ploidias, sendo que o menor numero de leucdcitos
encontrados nos tripldides € compensado pelo seu maior tamanho e maior atividade celular (Budifo
et al. 2006). Estudos comparativos que avaliam a sobrevivéncia de diploides e tripldides revelam
resultados conflitantes e que variam com a espécie (Kerbya et al. 2002).

Foi observado comportamento semelhante dos jundias de ambas ploidias, & exceg¢édo do
tratamento submetido a maior concentragdo de OD, foi sintomatica a perda de coloragido, natagcao
proxima da superficie, movimento opercular acelerado, perda do equilibrio, convulsdes e morte de
alguns peixes. Os peixes mortos apresentaram uma abertura excessiva do opérculo. Considerando a
mortalidade média observada apds 96 horas em todos os tratamentos, os tripldides revelaram uma

mortalidade 17,2% maior que os dipldides (Figura 2).
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de OD (mg L") na mortalidade média total (%) de cada ploidia
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Figura 2. Porcentagem da mortalidade média total dos dipléides e triploides de jundia Rhamdia quelen ao longo
do periodo de exposi¢éo nos diferentes niveis testados de OD. Acima das barras um esquema representativo, no
sentido horario, da influéncia de cada tratamento na mortalidade média total de cada ploidia no decorrer do
periodo experimental.
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A maior mortalidade dos tripléides expostos a hipdxia pode ser resultado de uma resposta
fisiologica mais lenta. O comportamento dos peixes é controlado e estimulado pelo sistema nervoso
central e pelos horménios. Os ftriploides apresentam uma diminuicdo do numero de células no
sistema nervoso central e uma redugao dos niveis hormonais, mostrando uma reagao mais lenta a
estimulos ambientais e uma reacgao diferenciada com relagao aos dipléides (Benfey 1999).

Estas diferengcas no numero e tamanho das células também podem afetar o comportamento e
a fisiologia dos peixes tripldides de algumas espécies, produzindo peixes menos sensiveis ao som e
a luz (Aliah et al. 1990) e que apresentam menor agressividade (Kavumpurath & Pandian 1992).

O tempo de exposi¢ao elevou os valores de CL50 de modo semelhante para as distintas
ploidias, com aumento aproximado de 10% entre o valor estimado entre 24 e 96 horas de exposi¢ao
(Tabela 2). O valor da CL50-96h obtido no presente estudo para exemplares diploides foi proximo aos

0,52mg L™ OD estimado por Braun et al. (2006) para dipléides de jundia.
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Tabela 2. Valores das CL50 (média + desvio padrdo) para dipldides e tripléides de jundia Rhamdia
quelen, a cada 24 horas de exposicdo nos quatro niveis de OD e com seus respectivos limites de
confianga (95%).

jundia dipléide jundia tripléide
Limites de confianga (95%) Limites de confianca (95%)
Horas CL50 CL50
(mg L™ OD) Minimo Maximo (mg L™ OD) Minimo Maximo
(mg L' OD) (mg L' OD) (mg L' OD) (mg L™ OD)
24 0,485 0,299 0,594 0,516 0,265 0,655
48 0,531 0,386 0,644 0,540 0,275 0,696
72 0,535 0,366 0,658 0,554 0,326 0,707
96 0,535 0,366 0,658 0,567 0,366 0,717

Valores gerados pelo “Probit Analysis Program”, desenvolvido pela U.S. Environmental Protection Agency (EPA).

A maior sensibilidade dos tripléides de jundia a hipoxia pode estar associada ao menor
numero de células corporais observada em peixes tripléides. De acordo com Benfey (1999), a menor
concentracdo de hemoglobina observada nos ftripldides justifica a alteragdo na capacidade de
transporte de oxigénio pelo organismo.

Numa analise comparativa do desempenho de peixes com diferentes ploidias, no tocante ao
OD, ha registros de que os tripléides apresentam uma reducdo na capacidade de transporte do
oxigénio em salméo do Atlantico Salmo salar (Grahan et al. 1985), um menor consumo de oxigénio
em ftruta Salvelinus fontinalis (Stillwell & Benfey 1996) e que os ftripldides de trutas arco-iris
Oncorhynchus mykiss possuem menor capacidade aerobica (Virtanen et al. 1990). Dessa forma, &
maior a mortalidade de truta arco-iris Oncorhynchus mykiss tripldide quando ha elevagdo da
temperatura da agua e menor disponibilidade de OD (Ojolick et al. 1995).

Resultados distintos s&o registrados para outras espécies de peixes, tais como o consumo
semelhante de oxigénio pela truta Oncorhynchus masou macrostomus (Nakamura et al. 1989) e pelo
ayu Plecoglossus altivelis, embora os tripldides de P. altivelis tenham mostrado tendéncia de maior
consumo (Aliah et al. 1990). Neste trabalho os tripléides de jundia Rhamdia quelen demonstraram
maior sensibilidade a exposicdo a baixos niveis de OD quando comparados aos respectivos
dipldides.
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6. CONCLUSAO GERAL

Os jundias tripléides demonstraram maior sensibilidade a aménia nas primeiras horas de
exposicdo, sugerindo uma organizagao fisiolégica mais lenta que os dipléides para atingir a
homeostase, uma vez que decorridas 96 horas de exposi¢cao apresentaram sobrevivéncia semelhante
a dos jundias dipldides.

Os tripldides de jundia apresentaram uma maior sensibilidade a exposigao a baixos niveis de

oxigénio dissolvido quando comparados aos respectivos dipldides.
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