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RESUMO

O jundia Rhamdia quelen possui grande potencial econdmico para a industria da aquicultura
brasileira. Entretanto, seu cultivo ainda apresenta alguns entraves, como a maturagéo sexual precoce
e o crescimento heterogéneo. A triploidia € uma técnica de manipulagdo cromossémica que tem
como principal objetivo gerar esterilidade nos peixes. Esta técnica tem sido amplamente empregada
em diversas espécies de peixes de interesse comercial, como carpas, bagres, tilapias e salmonideos.
Contudo, existem diferencgas fisiolégicas e comportamentais entre peixes com diferentes ploidias. O
objetivo deste estudo foi investigar o efeito da triploidia na fisiologia hematolégica e no desempenho
de juvenis de jundia. O estudo foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de Agua
Doce (LAPAD) e no no Nucleo de Estudos em Patologia Aquicola, (NEPAQ), ambos pertencentes a
Universidade Federal de Santa Catarina. Para realizacdo deste estudo foram realizados dois
experimentos: 1) Parametros hematologicos de jundia Rhamdia quelen: comparagdo entre juvenis
dipldides e ftripldides; 2) Comparacdo do desempenho de larvas dipldides e tripldides de jundia
Rhamdia quelen submetidas a diferentes densidades de estocagem. Na avaliagdo hematoldgica
comparativa entre jundids diploides e triploides, os resultados demonstraram que a triploidia
aumentou significativamente (P<0,01) todos os indices morfométricos mensurados nos eritrocitos,
incluindo comprimento, largura e volume. Além disso, como esperado, a triploidia ainda alterou
numericamente (P<0,01) a quantidade de eritrocitos circulantes no sangue periférico do jundia. Por
outro lado, os efeitos da triploidia n&o ficaram evidentes (P>0,05) quando consideradas as contagens
totais de leucdcitos e trombdcitos. Na contagem diferencial dos eritrocitos, os linfécitos foram as
células predominantes nos individuos dipléides (62.5%), enquanto que nos tripldides foram os
mondocitos (49.6%). Além disso, os individuos tripldides apresentaram quantidade de neutréfilos
circulantes (35.2421.9%) significativamente superior (P<0,01) aos dipldides (2.93+5.3%). Essas
diferencas hematoldgicas podem promover um desempenho distinto entre as ploidias de jundia,
sendo recomendados estudos para avaliar o efeito dessas diferengas desempenho do jundia triploide
em condi¢des de cultivo. No segundo estudo, o desempenho no crescimento e na sobrevivéncia de
dipléides e tripldides de jundia R. quelen foram avaliados sob seis diferentes densidades de
estocagem (10, 60, 110, 160 210 e 260 larvas/litro) durante o cultivo em sistema de larvicultura
intensiva. A média de sobrevivéncia dos animais ao final do periodo experimental foi 12.4+3.3% para
os tratamentos dipldides e 27.1+4.3% para os tratamentos tripldides (P<0,01), por outro lado, a
mesma nao foi afetada pelas densidades de estocagem (P>0,05) em ambas ploidias. O ganho em
comprimento nao foi afetado pelas ploidias e pelas densidades de estocagem (P>0,05). O
crescimento em peso das larvas dipldides foi maior do que o observado para os jundias tripléides
(P<0,05). Embora esse crescimento diferencial possa ter sido causado pela maior mortalidade dos
dipldides, reduzindo assim a densidade de estocagem. Essa hipbtese é reforcada pela maior
biomassa das unidades experimentais contendo jundiés tripldides (P<0,05).

Palavras chave: Rhamdia quelen, triploidia, desempenho, densidade de estocagem, hematologia



ABSTRACT

The jundia Rhamdia quelen widely has a great to economic potential for the Brazilian aquaculture
industry. However, its rearing still presents some impediments, as early sexual maturation and
heterogeneous growth. Triploidy is a cromossomic manipulation technique that can produce sterility in
fish. This technique has been used widely in different species of commercial fish, as carps, catfish,
tilapias and salmonideous. Nevertheless, there are physiological and behavioral differences among
fish with different ploidy. The aim of this study was to investe about the triploidy effects in the
hematological physiology and performance of jundid juveniles. The study was conducted at the
Freshwater Fish Biology and Fish Culture Laboratory and at the Nucleus of study in Aquatic
Pathology. Two experiments were conducted: 1) Hematological parameters of jundia R. quelen:
comparison between diploids and triploids juveniles; 2) Performance comparison between diploid and
triploid jundia maintained in different stock densities. In the hematological comparison between diploid
and ftriploid fish the results showed that triploidy increased (P<0.01) the size and volume of the
erythrocytes. Nevertheless, as expected, the triploidy enhanced (P<0.01) the number of circulating
erythrocytes in the blood of jundia. On the other hand, the triploidia did not affect (P>0.05) the total
number of leucocytes and thrombocytes. In the differential counting, lymphocytes were the most
predominant cells in diploid fish (62.5%) while monocytes were predominant in triploid fish (49.6%).
Moreover, triploid fish showed the highest quantity of circulating neutrophils (35.2+21.9%) that was
significantly higher than (P<0.01) the diploid fish (2.9+5.3%). These results suggested differences
between both ploidy of jundia performance, and require studies to evaluate the potential of triploid
jundid in the culture conditions. On the second experiment, the performance on the growth and
survival of jundia diploids and triploids was investigated in six different stocking densities (10, 60, 110,
160, 210, 260 larvael/liter) during an intensive larviculture. The mean survival at the end of this
experiment was 12.4+ 3.3% for diploids and 27.1+4.3% for triploids fish (P<0.01). The survival was not
affected by fish density (P>0.05) . Fish length wasn’t affected by the ploidy or stock density. Diploid
weight gain was bigger than for triploid fish (P<0.05), although these performance difference could be
caused by the lower fish density in diploid treatment as result of the higher mortality for diploid fish.
These hypothesis is strengthened by the higher biomass showed in triploid treatments (P<0.01).

Key Words: Rhamdia quelen, triploidy, performance, stocking density, hematology
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1. INTRODUGAO

Para se obter sucesso no cultivo de peixes, as espécies cultivadas devem atender
determinadas condi¢des, como ser possivel sua reproducdo em cativeiro, apresentar rusticidade,
rapido crescimento, boa eficiéncia alimentar e por fim devem oferecer caracteristicas de carcaga que
sejam desejadas tanto pela industria de processamento como pelo mercado consumidor. Uma vez
atendidas estas caracteristicas, certamente a espécie selecionada exibird grande potencial
econdmico para o cultivo comercial.

O Jundia Rhamdia quelen (Siluriforme: Heptapteridae) € um bagre de agua doce, nativo do
continente americano, presente em bacias hidrograficas que se estendem desde o sudeste do México
até o centro da Argentina (ZANIBONI FILHO, 2003). Esta espécie tem exibido grande potencial
econdmico para a aquicultura brasileira, por apresentar boas caracteristicas zootécnicas e
organolépticas, almejada tanto por produtores como pela industria de processamento. O cultivo deste
peixe é marcado pelo rapido crescimento, boas taxas de conversdo alimentar, rusticidade e,
sobretudo pela tolerdncia a baixas temperaturas, garantindo crescimento continuo inclusive no
inverno (FRACALOSSI et al., 2004). Além disto, o jundia ainda possui uma carne saborosa, livre de
espinhos intramusculares, fatores que conferem sua 6tima aceitagao pelo mercado consumidor.

Devido as vantagens descritas acima, a produgéo de jundia vem se intensificando na regiao
sul do pais (GOMES et al., 2000), onde cada vez mais produtores optam por esta espécie para o
cultivo. No entanto, a maturagdo sexual precoce vem sendo identificada como um problema em
potencial durante a fase de engorda (FRACALOSSI et al.,2004), ja que ambos o0s sexos atingem a
puberdade bem antes de alcangarem o peso comercial (BALDISSEROTTO & NETO, 2004) e com
isto, a energia que poderia ser direcionada para o crescimento somatico, € desviada para o
desenvolvimento das gbnadas, reduzindo substancialmente a taxa de crescimento e a eficiéncia
alimentar neste periodo. Além de prejudicar o desempenho dos animais, também estd demonstrado
que o desenvolvimento das gbnadas ainda pode alterar a qualidade da carcaca de algumas espécies
(PERUZZI et al., 2004), bem como a sobrevivéncia dos peixes (ARAI, 2001). Deste modo, a fim de
aperfeigoar o cultivo do jundia, torna-se indispensavel apurar manejos e/ou técnicas capazes de
reduzir o efeito negativo da sua maturagao precoce.

Buscando uma alternativa para solugao deste entrave, HUERGO & ZANIBONI FILHO (2006)
investigaram a viabilidade de induzir a triploidia no jundid R. quelen. Os autores testaram diferentes
intensidades e intervalos de tempo de aplicagdo de choque de pressao em ovos de R. quelen e
constataram ser possivel a producdo de um lote de larvas tripléides de jundia, induzindo a triploidia
na totalidade dos animais tratados. Para tal, recomendaram a aplicagdo de um choque de presséo 4
minutos apoés a fertilizagdo dos ovos com 5.000psi de intensidade durante 5 minutos, mantendo a
temperatura da agua a 23°C.

Pesquisas relacionadas a triploidia em peixes foram iniciadas ha aproximadamente 30 anos
(ARAI, 2001), e desde entdo muitos estudos vem sendo conduzidos a fim de averiguar a viabilidade
do cultivo comercial destes animais. Atualmente estes estudos estdo focados nos métodos de
inducdo a triploidia, nas implicagdes fisiologicas e comportamentais do cromossomo extra, bem como

na comparacdo de desempenho zootécnico entre as ploidias. Aspectos positivos e negativos da
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triploidia tem sido registrados para peixes, embora os resultados algumas vezes sejam antagOnicos
para diferentes espécies de peixes.
A seguir é apresentada uma sintese dos efeitos da ftriploidia observados para diferentes

espécies de peixes.

Triploidia em peixes: conceito e importancia dos efeitos fisiolégicos e comportamentais

O emprego de técnicas de manipulagdo cromossOmica vem se constituindo uma eficiente
ferramenta na piscicultura moderna, sendo aplicada com relativa facilidade nos peixes, onde o
manuseio dos gametas é favorecido pelo fato das espécies cultivadas normalmente apresentarem
fecundacao externa.

A triploidia € uma técnica de manipulagcao cromossémica considerada efetiva na solugao dos
problemas gerados pela maturagdo precoce em diversas espécies de peixes (ARAI, 2001). A
produgédo de ftripldides esta focada para as espécies com grande interesse comercial, incluindo
carpas, bagres, tilapias e os salmonideos (BEAUMENT & HOARE, 2003). Esta técnica tem como
objetivo produzir esterilidade genética e/ou gonadal e pode ser faciimente efetuada através da
aplicagcdo de choques térmicos ou de pressdo em ovos recém fertilizados, com o propdsito de impedir
a metafase durante a meiose II (DUNHAM, 2004). Desta forma, o segundo corpusculo polar
permanece retido nos ovos, gerando organismos com um conjunto cromossdmico adicional, i.e.,
tripldides.

Estudos vém demonstrando eficiéncia de 100% na obtencdo de tripldides para algumas
espécies de peixes, dentre elas o bagre do canal Ictalurus punctatus (WOLTERS et al. 1981), truta
arco-iris  Oncorhynchus mykiss (CHOURROUT, 1984), salmdo coho Oncorhynchus kisutch
(TESKEREDZIC et al. 1993), bagre europeu Silurus glanis (LINHART et al. 2001), jundid Rhamdia
quelen (HUERGO & ZANIBONI FILHO, 2006).

Além da triploidia conferir esterilidade gonadal, ainda pode garantir que a taxa de crescimento
destes individuos seja substancialmente maior que a de seus consanglineos dipldides e/ou que seus
caracteres qualitativos possam ser melhorados (PERUZZI et al., 2004). Estudos com diversas
espécies de peixes indicam que os animais tripldides podem possuir melhores taxas de
sobrevivéncia, crescimento, conversao alimentar e maior resisténcia a doengas quando comparados
aos seus complementares dipléides (KERBY et al., 2002). Com isto, a triploidia vem sendo
empregada pela industria da aquicultura como um meio de melhorar o rendimento dos cultivos
tradicionais (CARRASCO et al.,, 1999). Entretanto, de acordo com ARAI (2001) a vantagem da
utilizacédo de peixes tripldides é acentuada quando os animais cultivados maturam antes de atingir o
peso comercial, ja que esta técnica garante crescimento continuo no decorrer do cultivo, bem como
previne a ocorréncia de caracteristicas sexuais secundarias. Desta forma, além de excluir os
contratempos relacionados com a maturagéo precoce, o cultivo comercial de peixes tripldides poderia
melhorar expressivamente a qualidade do peixe comercializado, com fornecimento de um produto
padréo ao longo do ano (PERUZZI et al., 2004).

Além dos aspectos positivos jda mencionados, a esterilidade gonadal nos peixes ainda

possibilita a exclus&o das interagbes genéticas entre as populagdes selvagens e cultivadas (COTTER
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et al., 2000) evitando, desta forma, a ocorréncia de um impacto na estrutura genética e ecoldgica das
populagdes naturais (LUTZ, 2001).

A produgao de animais tripldides possui grande potencial para melhorar o desempenho dos
organismos aquaticos, entretanto, alguns entraves ainda impedem a sua ampla utilizagao. Um deles é
fato de que os triplodides podem ser férteis em alguns casos, eliminando as vantagens da esterilidade,
além disto, a poliploidia, dependendo das condigdes submetidas, pode reduzir o desempenho dos
animais, e tornar o cultivo de tripldides de algumas espécies inviavel economicamente (DUNHAM,
2004).

Fisiologia de Peixes Triploides

A morfologia externa de um peixe tripléide pouco ou nada difere de um dipldide. A principal
diferenca esta relacionada ao reduzido desenvolvimento gonadal dos tripldides, ao tamanho e
quantidade de suas células, e de apresentarem maior indice de heterozigose devido ao incremento
do material genético presente nos nucleos (BENFEY, 1999).

As células dos animais tripléides sdo até 50% maiores que dos dipldides, sendo este
aumento desproporcional nos trés eixos (altura, largura e comprimento). A principal conseqiéncia do
aumento do tamanho das células é a reducdo da relagao entre area superficial e volume celular,
afetando o desempenho dos processos dependentes desta relagdo, tais como as trocas de
nutrientes, metabdlitos, ions, horménios, oxigénio e entre outros (HYNDMAN et al., 2003), além de
poder afetar o equilibrio enzimatico na membrana celular (SADLER et al., 2000). Outro fator que pode
ser alterado é o aumento da distancia de difusdo da superficie da célula ao nucleo, podendo afetar a
transdugao de sinais ao nucleo da célula e a producao de certas proteinas (HYNDMAN et al., 2003).
Estes fatores podem limitar o desempenho celular e causar prejuizos na habilidade dos peixes para
se recuperar de uma condicdo de estresse. De acordo com BENFEY (1999), essas alteragdes
podem resultar na variagcdo do crescimento e do comportamento dos animais tripldides quando
comparados aos dipléides sob mesmas condigdes de cultivo.

Além disto, GUO & ALLEN (1994) observam que se células dos animais tripldides s&o
maiores e precisam de mais nutrientes para crescer e se dividir, de modo que os tripléides podem
nao apresentar melhor desempenho que os dipldides quando cultivados em condi¢gdes subdtimas
para seu crescimento. O'KEEFE & BENFEY (1999) acreditam que diferengas nas caracteristicas
celulares entre as ploidias podem fazer com que os tripléides sejam menos eficientes tanto na
competi¢gao quanto no processamento do alimento.

Diferentes estudos comparativos entre as ploidias observaram que nao ha diferenga no que
diz respeito ao hematdcrito e a concentragédo total de hemoglobina (PURDOM, 1993; GUO et al.,
1996; BENFEY, 1999). Contudo, eritrécitos e trombdcitos foram significativamente maiores nos
organismos ftripldides (BARKER et al., 1983; SEZAKI et al.,, 1991; PARSONS, 1993). Em geral, os
tripldides sao caracterizados pela menor concentracdo de células sanguineas circulantes e pela
menor superficie/volume dessas células, quando comparados aos dipléides (DUNHAM, 2004). Estas
caracteristicas podem proporcionar diferentes respostas fisioldgicas dos organismos tripldides

quando submetidos a condicbes estresse.
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A indugdo a triploidia em peixes foi seguida por alteragdes fisiologicas, podendo reduzir a
resisténcia ao estresse agudo (COTTER et al., 2000). Esta menor resisténcia pode prejudicar o
desempenho produtivo dos tripldides durante o cultivo, que normalmente é caracterizado por altas
densidades e oscilagdes diarias no pH e nas concentragdes de oxigénio. No cultivo comparativo entre
as ploidias com trutas arco-iris Oncorhynchus mykiss, OJOLIK et al. (1995) verificaram que os
exemplares tripldides foram mais suscetiveis a mortalidade em altas temperaturas, quando o
consumo de oxigénio aumentou e sua disponibilidade foi reduzida.

Considerando que a concentracdo de hemoglobina total de dipléides e tripldides sao
semelhantes, alguns autores sugerem que a capacidade de transportar oxigénio entre as ploidias é
similar (BENFEY, 1999) e que o consumo de oxigénio entre dipléides e fripldides € semelhante
(SEZAKI et al., 1991). Por outro lado, GRAHAN et al. (1985), demonstraram que os tripléides do
salmao do Atlantico Salmo salar apresentaram redugao de 1/3 na sua capacidade de carrear oxigénio
em relacdo aos diploides. De modo semelhante, VIRTANEN et al. (1990) reportaram menor
metabolismo aerobico para tripldides de truta arco-iris, levando a maior taxa de deplegdo dos
estoques energéticos.

Apesar dessas diferencas observadas entre as ploidias, semelhante resisténcia ao estresse
foi observada em estudos realizados com o salmao do atlantico (SADLER et al., 2000). Esses autores
concluiram que a elevada mortalidade dos tripldides em viveiros de engorda néo foi causada por
disturbios da homeostase respiratéria em condi¢des de estresse, concordando com resultados
encontrados por BENFEY & BIRON (2000) para truta arco-iris.

A maior mortalidade dos tripldides de S. salar durante o cultivo tem sido registrada
(QUILLET & GAIGNON, 1990; SADLER et al., 2000). Por outro lado, CAL et al.(2006) observaram
que tripldides de linguado Scophthalmus maximus apresentaram sobrevivéncia 10% superior que 0s
dipldides apds a maturagcdo sexual. Outras espécies tem apresentado sobrevivéncia semelhante
entre dipldides e tripldides durante o cultivo, entre elas a tilapia azul, Oreochromis aureus
(BYAMUNGU et al., 2001), os hibridos de catfish (chanel x blue e chanel x white) (LILYESTROM et
al., 1999), os hibridos white bass x striped bass (KERBY et al., 2002) e a carpa comum Cyprinus
carpio (BIENIARZ et al., 1997).
Desempenho de peixes tripldides

Teoricamente, a vantagem no crescimento dos peixes tripldides é esperada a partir do inicio
do desenvolvimento gonadal, quando o crescimento somatico dos individuos dipléides & suprimido
pelo processo reprodutivo. Estudos realizados com varios teledsteos demonstram crescimento
semelhante entre as ploidias durante a fase juvenil (BENFEY et al., 1989; FELIP et al., 2001;
CARRASCO et al., 1999). Resultado semelhante foi observado para o linguado S. maximus, embora
os testes de crescimento realizados ap6s a maturagcdo gonadal tenham revelado crescimento em
peso 10% superior nos tripléides (CAL et al., 2006). Contudo, estudos conduzidos investigando o
crescimento de peixes tripldides apresentam resultados conflitantes. Alguns autores verificaram que o
crescimento dos animais tripldides foi significativamente favorecido pela manipulagdo cromossémica
que possibilitou a inser¢do de um conjunto adicional de cromossomos (FELIP et al., 1999; OPPEDAL
et al., 2003; PERUZZI et al., 2004). Por outro lado, ha estudos que indicam que peixes triploides
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apresentaram crescimento similar ou ligeiramente inferior que seus complementares dipldides,
sugerindo que o conjunto extra de cromossomos nao resulta em vantagens metabolicas (BONNET et
al., 1999; BASAVARAJU et al., 2002). De acordo com O’KEEFE & BENFEY (1999), essa divergéncia
nos resultados de crescimento & provocada pelas distintas alteragbes causadas pela ftriploidia
realizada em diferentes espécies, sendo ainda influenciada pelo método de indugédo a ftriploidia
empregado e pelas condi¢gbes de cultivo impostas.

Estudos conduzidos com siluriformes demonstraram que a triploidia melhorou o desempenho
dos peixes em relagdo aos dipléides (WOLTERS et al., 1982; FAST et al., 1995; QIN et al, 1998;
OLUFEAGBA et al., 2000), mostrando ser uma técnica capaz de propiciar redugdo do tempo de
engorda destas espécies e, consequentemente a amortizacdo dos custos de producdo. Alguns
autores consideram que os tripléides de bagre do canal convertem o alimento mais eficientemente
que os dipléides e apresentam melhor taxa de crescimento em tanques experimentais (WOLTERS et
al., 1982; CHRISMAN et al., 1983).

A existéncia de resultados conflitantes quanto ao melhor desempenho de peixes tripldides
requer a realizagdo de testes para avaliar as vantagens associadas ao cultivo de tripléides de
diferentes espécies. Apesar disso, tem sido recorrente na literatura os trabalhos demonstrando o
melhor desempenho dos tripléides de siluriformes, estimulando assim a realizagcdo de experimentos
com tripléides do jundia Rhamdia quelen.

O trabalho esta sendo apresentado em dois Artigos cientificos, redigidos na forma de artigos
cientificos para serem publicados nos periédicos Pesquisa Agropecuaria Brasileira — Artigo 1 (Efeito
da triploidia na hematologia de juvenis de jundia Rhamdia quelen (Siluriforme: Heptapteridae)),
e Ciéncia Rural — Artigo 2 (Comparagao do desempenho de larvas dipléides de jundia Rhamdia

quelen (Quoy e Gaimard 1824) submetidas a diferentes densidades de estocagem).
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2. OBJETIVOS DO ESTUDO

Objetivo Geral:

Contribuir para o desenvolvimento tecnoldgico necesséario ao cultivo comercial do jundia
Rhamdia quelen.

Objetivos Especificos:
Avaliar os efeitos da triploidia sobre os parametros hematolégicos de juvenis de jundia.

Comparar o desempenho de larvas dipldides e triplodides de jundia sob diferentes densidades
de estocagem
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Efeito da triploidia sobre a hematologia de juvenis de jundia Rhamdia quelen (Siluriforme:

Heptapteridae)

Effect of tripoidy on the hematology of Rhamdia quelen juveniles (Siluriformes: Heptapteridae)

Hirla Fukushima', Ricardo Lacava Bailone', Luciano Augusto Weiss®, Mauricio Laterca Martins® e
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RESUMO

Este estudo comparou as caracteristicas hematoldgicas de juvenis de jundid Rhamdia quelen
dipldide e tripléide, importante peixe de agua doce cultivado no Sul do Brasil. Os pardmetros
morfométricos dos eritrécitos foram determinados a partir de extensdes sanguineas em microscopia
de luz. Os resultados demonstraram que a triploidia aumentou significativamente (P<0,01) todos os
indices morfométricos mensurados nos eritrécitos, incluindo comprimento, largura, area superficial e
volume. Além disso, como esperado, a triploidia ainda alterou numericamente (P<0,01) o nimero de
eritrécitos circulantes no sangue periférico do jundia. Por outro lado, os efeitos da triploidia ndo
ficaram evidentes (P>0,05) quando consideradas as contagens totais de leucdcitos e trombdcitos. Os
linfocitos foram as células predominantes na contagem diferencial de leucécitos dos individuos
dipléides (62,5%), enquanto que nos tripldides foram os mondcitos (49,6%). Além disso, os individuos
tripldides apresentaram numero de neutréfilos circulantes (35,2+21,9%) significativamente superior
(P<0,01) do que os diploides (2,93+5,3%). Essas diferencas hematolégicas podem promover um
desempenho distinto entre as ploidias de jundia, sendo recomendados estudos futuros para avaliar o
efeito dessas diferengas no desempenho do jundia tripldide, bem como sua resisténcia a doencgas em
condigdes de cultivo.

Termos pra Indexagao: Rhamdia quelen, triploidia, hematologia.
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ABSTRACT

This study compared the hematological characteristics of diploid and triploid of jundia, Rhamdia
quelen juveniles, an important freshwater fish cultured in South Brazil. Hematological morphometry of
erythrocytes were determined in blood smears under light microscope. The results showed that
triploidy increased (P<0.01) the size and volume of the erythrocytes. Nevertheless, as expected, the
triploidy decreased (P<0.01) the number of circulating erythrocytes in the blood of jundia. On the other
hand, the triploidy did not affect (P>0.05) the total number of leucocytes and thrombocytes.
Lymphocytes were the most predominant cells in the differential counting of diploid fish (62.5%) while
monocytes were predominant in triploid fish (49.6%). Moreover, triploid fish showed the highest
number of circulating neutrophils (35.2+21.9%) that was significantly higher than (P<0.01) the diploid
fish (2.9+5.3%). These results suggest performance differences between ploidys of jundia, and require
future studies to evaluate the potential of triploid jundia in the culture conditions and resistance to
infection.

Index terms: Rhamdia quelen, triploidy, hematology



20

1.INTRODUGAO

O jundia, Rhamdia quelen (Siluriformes: Heptapteridae) € uma espécie nativa da regido e
seu cultivo esta aumentando no sul do Brasil devido as caracteristicas zootécnicas e organolépticas
favoraveis da espécie (Gomes et al., 2000), e, sobretudo pela sua tolerancia a baixas temperaturas,
garantindo crescimento continuo inclusive no inverno (Fracalossi et al., 2004). Contudo, a maturagao
sexual precoce vem sendo identificada como um problema que acarreta redugcéo do crescimento dos
animais, devido ao redirecionamento da energia que seria utilizada para o crescimento soméatico para
sintese do tecido gonadal. Essa condigdo induz o crescimento heterogéneo dos peixes, aumentando
o tempo de cultivo e aos custos de produgao.

A técnica de indugao a triploidia tem sido amplamente difundida como solugao efetiva para os
entraves gerados pela maturagao sexual precoce de peixes na industria da aquicultura moderna
(Dunham, 2004). O principal beneficio gerado pela triploidia € a condigdo de esterilidade, que evita
gastos energéticos com a maturagdo sexual, resultando em crescimento continuo nos peixes
tripldides. Além disso, diversos estudos indicam que os animais tripléides podem possuir melhores
taxas de sobrevivéncia, crescimento, conversao alimentar e maior resisténcia a doencas quando
comparados aos diploides (Kerby et al., 2002). Com isto, a triploidia vem sendo empregada pela na
aquicultura como um meio de melhorar o rendimento dos cultivos tradicionais (Carrasco et al., 1999)
de diversas espécies de peixes que apresentam relevancia econdmica, inclusive siluriformes
(Bealmont & Hoare, 2003). Além disto, o cultivo de peixes tripldides na aquicultura tem sido proposto
como meio eficaz de minimizar os efeitos de escapes de peixes cultivados sobre as populagdes de
peixes selvagens (Lutz, 2001).

A triploidia em peixes tem sido acompanhada por modificagdes na fisiologia dos animais que
podem reduzir sua resisténcia ao estresse agudo e/ou crénico (Cotter et al., 2000), podendo
influenciar o desempenho produtivo dos individuos tripldides durante o cultivo, normalmente
caracterizado por altas densidades de estocagem e/ou redugdo subita do oxigénio dissolvido na
agua. Varios estudos tém buscado caracterizar o desempenho e a producao de individuos tripléides
(Mair, 1993; Purdom, 1993; Dunham, 1990; Arai, 2001; Felip et al., 2001). Huergo & Zaniboni Filho
(2006) conseguiram induzir a triploidia para o jundia de modo eficaz, possibilitando o uso da triploidia
como alternativa para solucionar os problemas decorrentes da maturagao precoce do jundia.

A avaliagdo hematoldgica é fundamental para compreensdo e andlise de fatores ambientais,
alimentares, otimizagéo de praticas de manejo e/ou estresse, além de ser essencial para proposito de
diagnostico (Tavares Dias & Moraes, 2004). Comparagao de parametros hematolégicos entre peixes
dipldides e triploides tem sido feita para salmonideos (Benfey & Sutterlin, 1984; Small & Benfey,
1987; Cogswell et al., 2002), esturjao Acipenser sturio (Flajshans & Vajcova, 2000), bagre do canal,
Ictalurus punctatus (Wolters et al., 1982), carpas, Ctenopharyngodon idella e Hypophthalmichthys
nobilis (Barker et al., 1983), tenca, Tinca tinca (Flajshans, 1997; Svobodova et al., 1998), perca,

Umbrina cirrosa (Ballarin et al., 2004) e Misgurnus aguillicaudatus (Gao et al., 2007).
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No presente estudo, pardmetros hematolégicos e morfolégicos das células sanguineas
periféricas de juvenis de jundia dipléide e tripldide foram comparados buscando prover conhecimento

para estimular o cultivo dos tripléides de jundia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material Biolégico

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixe de Agua doce
(LAPAD) e no Nucleo de Estudos em Patologia Aquicola, (NEPAQ), ambos pertencentes ao
Departamento de Aquicultura, da Universidade Federal de Santa Catarina; Florianépolis, SC.

Larvas foram obtidas por indugdo hormonal de matrizes de jundia descendentes de
populagdes selvagens da bacia do rio Uruguai e pertencentes ao plantel de reprodutores mantido
pelo LAPAD. Oito fémeas e dois machos de R. quelen receberam aplicacao de extrato de pituitaria de
carpa e os gametas foram obtidos por extrusdo decorridas 234 grau-hora apds o término do
tratamento hormonal. Utilizando um pool de gametas, quatro minutos apds a ativagdo dos gametas
uma parte dos ovos foi submetida a um choque de pressado, através da acdo de uma prensa
hidraulica sobre uma camera de ago com volume de 800mL, com intensidade (5.000psi) e duracéo (5
minutos), seguindo procedimento proposto por Huergo & Zaniboni Filho (2006) para a mesma
espécie. Simultaneamente a produgao dos triploides, a outra parte dos gametas foi utilizada para
produgdo dos dipléides, seguindo procedimento idéntico, exceto pela aplicagdo do choque de
pressao.

Os ovos dipléides e triploides foram mantidos separados em incubadoras do tipo cilindro-
cbnico com volume de 56L e abastecidas por um sistema de recirculacdo de agua, garantindo
constante movimentagcdo € a manutengao da temperatura em torno de 26°C. A eclosdo ocorreu
depois de 36 horas da fertilizagao e as larvas foram mantidas nas incubadoras até a abertura da boca
e o inicio da alimentagdo exodgena. Posteriormente, os animais foram estocados e cultivados em
tanques circulares de larvicultura intensiva (1000L), mantidos com salinidade de 2,5ppmil, 26°C e
recebendo alimentagdo diaria composta por nauplios de artémia no primeiro més e posteriormente
racao (56%PB) ofertada duas vezes ao dia até a saciedade aparente.

Os parametros de qualidade da agua apresentaram valores semelhantes entre os
tratamentos durante o periodo experimental, com valores médios (+ desvio padréo): oxigénio
dissolvido (5,910,8 mg/l), temperatura (25+0,4°C), pH (7,3£0,3) e salinidade (2,5 £0,4ppmil). A
triploidia dos animais foi comprovada em todos os peixes do tratamento tripldide através do método
descrito por PHILIPS et al.(1986) com modificagdes (Huergo & Zaniboni Filho, 2006), onde foi

quantificado o numero de nucléolos em nucleos celulares corados com nitrato de prata (AgNO3).
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2.2 Manejo dos animais e unidades experimentais

Para a coleta do sangue, 30 juvenis de jundia de cada ploidia foram selecionados e
estocados em tanques de 50 litros. Os valores médios de comprimento e peso dos jundias dipléides
(8,7+0,8cm; 20,3+1,2 g) e tripldides (8,5+1,3cm; 19,2+1,4 g) ndo apresentaram diferenca entre as
ploidias (P>0,05). Os peixes foram anestesiados com benzocaina (50mg/L) para retirada de uma
alicota de 2,0 mL de sangue por pungdo do vaso caudal com auxilio de seringas contendo
anticoagulante EDTA 10%.

2.3 Anélises hematoldgicas

A contagem total de leucdcitos e trombdcitos: realizadas a partir de extensdes sanguineas de
30 animais de cada ploidia em duplicata, coradas com May-Grunwald/Giemsa pelo método de
Rosenfeld (1947), estes parametros foram contabilizados a partir do método indireto proposto por
Martins et al. (2004). Nas mesmas extensdes sanguineas foi realizada a contagem diferencial dos
leucécitos com auxilio de um microscopio Optico, com objetiva de imersdo e aumento de mil
vezes,seguindo orientagbes de Tavares-Dias et al. (2002) que caracterizaram essas células do
jundia.

A contagem total de eritrocitos foi obtida mediante a contagem manual em hemocitémetro
apos diluicdo de 1:200 em solugdo de cloreto de sodio (0,65%). Enquanto a medigdo dos eixos
maiores € menores dos eritrocitos e seus nucleos foram mensuradas a partir do desenho da imagem
do contorno de 50 eritrocitos e seus nucleos, utilizando para isto 15 peixes de cada ploidia; foram
determinados a partir de esfregagos sanguineos com auxilio de um microscopio 6ptico e camera
clara. Além disto o volume dos eritrocitos e dos seus nucleos foram calculados considerando a
equacao proposta por Cal et al. (2005), onde: V=4/31 v a x b?, onde a e b sdo os semieixos maiores e

menores das células ou dos nucleos, respectivamente.

2.4 Analise Estatistica
Os dados obtidos com o experimento foram submetidos a analise de variancia (unicaudal) e

teste de Tukey (0=0,05) para verificar possiveis diferengas entre as médias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Dimensdes eritrocitarias

Os resultados do presente estudo demonstraram que a triploidizagcéo alterou todas as variaveis
mensuradas nos eritrocitos dos jundias (P<0,01), incluindo comprimento (eixo maior), largura (eixo
menor) e volume. (Tabela 1). Os eritrocitos dos jundias tripléides apresentaram-se em média 16,4%
mais longos e 30,6% mais largos do que de seus consangiineos dipléides (P<0,01). Este perfil
hematoldgico é condizente com os estudos que avaliaram a hematologia de siluriformes tripléides e
demonstraram que os eritrocitos e seus nucleos sdo significativamente aumentados com a triploidia
(Wolters et al., 1982; Krasznai et al., 1884; Goudie et al., 1985; Krasznai & Marian, 1986; Richter et

al., 1987; Cormier et al., 1993). Este fato & tdo bem aceito que as medidas do tamanho dos eritrécitos
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sao frequentemente usadas como um parametro criterioso, rapido e barato para determinagao da
triploidia em teledsteos (Sezaki et al., 1988; Yamamoto & Lida, 1994; Benfey, 1999; Ballarin et al.,
2004). Dessa forma, os resultados apresentados garantem a possibilidade da utilizagao das variaveis
dos tamanhos dos eritrécitos para comprovagéao da triploidia em jundia.

Muitas pesquisas tém chamado atengédo para o entrave tedrico gerado pela alteracdo da
relagao area superficial/volume celular no metabolismo basal das células dos organismos triploides,
especialmente nos processos fisiolégicos mediados pela membrana plasmatica destas células. Os
eritrécitos sdo as células mais numerosas no sangue dos peixes, e sua fungéo consiste no transporte
de oxigénio e de gas carbbnico, desempenhado pelo seu componente principal, a hemoglobina.
Graham et al., (1985) relatam que simultaneamente ao aumento do volume dos eritrocitos ocorre
redugédo da concentracdo da hemoglobina e aumento da concentragao de ATP. Estes dois fatores
reduzem a afinidade da hemoglobina ao oxigénio e podem gerar danos na oferta de oxigénio aos
tecidos e 6rgaos, reduzindo a capacidade aerdbica dos peixes tripldides (Graham et al., 1985). Sadler
et al. (2001) consideram que a alteragdo das dimensbes eritrocitarias ainda poderia afetar a
viscosidade do sangue, prejudicando o fluxo sanguineo e a distribuicdo do oxigénio.

Entretanto, na pratica, alguns teledsteos tripldides ndo demonstram alteracdo da sua
capacidade aerdbica (Benfey E Sutterlin 1984; Olivia Teles & Kaushik, 1990; Sesaki et al., 1991;
Parsons; 1993; Yamamoto & Lida, 1994). Duas razbes podem justificar a semelhanga no
desempenho, uma delas é que essa reducdo na eficiéncia de oxigenagao dos eritrécitos ndo seja
suficiente para afetar os requerimentos de oxigénio destes animais, ou ainda, que essa redugao seja
suprimida por mecanismos compensatorios, tais como o aumento da freqiéncia cardiaca, volume de
ventilagdo e/ou eficiéncia de natagdo (Cogswell et al., 2002). Por outro lado, Stillwell & Benfey (1996)
afirmam que, na verdade, os individuos tripldides apenas possuem menor demanda de oxigénio para
manter as mesmas taxas metabodlicas que seus consanguineos dipléides, e que estariam em
desvantagem em um ambiente deficiente em oxigénio. De acordo com Benfey (1999), estas
caracteristicas podem resultar na variagdo do crescimento e comportamento dos animais tripldides
quando comparados aos dipldides sob mesmas condicdes de cultivo, ja que sdo animais
fisiologicamente distintos.

TABELA 1 — Valores médios (+ desvio padrdo) das dimensbes eritrocitarias de juvenis dipléides e
tripldides de jundid, Rhamdia quelen.

VARIAVEIS (unidades) Diploides (n=30) Triplodides (n=30) Nivel de Significancia
Eixo maior da célula (um) 11,45 £ 0,92 13,33 £1,03 P<0,01
Eixo menor da célula ((um) 8,37 £ 0,77 10,93 £ 0,99 P<0,01
Volume celular (fL) 421,56+ 78,89 838,89+ 169,7 P<0,01
Eixo maior do nucleo (um) 4,41+ 0,54 5,13 +0,48 P<0,01
Eixo menor do nucleo (um) 2,90 £ 0,29 3,40 £ 0,36 P<0,01
Volume nuclear (fL) 19,85z 4,86 31,49+ 7,59 P<0,01

3.2 Contagem total de eritrocitos
Os eritrécitos foram as células mais freqlentes nas extensdes sanglineas do jundia.
Contudo, independente da ploidia analisada, os valores da contagem total de eritrocitos (Tabela 2)
sao inferiores aos descritos para a mesma espécie oriunda de cativeiro: 1,7 x 106/|JL (Foresti et al.,
1977); 1,585 x 10°%/uL (Kavamoto et al., 1983); 1,950 x 10°/uL (Tavares Dias et al., 2002).
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O numero de eritrocitos no sangue dos peixes dipléides (0,83 x 10° células/ul) foi
significativamente superior (P<0,05) ao dos individuos tripldides (0,63 x 10° células/ul) (Tabela 2).
Varios estudos relatam que o aumento no tamanho dos eritrocitos em teledsteos ftripldides é
proporcional a sua redugao numeérica (Sadler et al., 2001; Felip et al., 2001; Rehulka et al., 2004). De
acordo com Benfey (1999) a redugdo numérica das células dos organismos tripldides é resultado de
um mecanismo homeostatico dos individuos tripléides para compensar o aumento do volume celular,
causado pela acomodagéo do material genético extra.

Houston (1997) destaca que tanto o numero quanto o volume dos eritrcitos sdo parametros
hematoldgicos indicativos da capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue. Na comparacdo da
CL50-96h de oxigénio dissolvido entre dipldides e triploides de jundia Weiss & Zaniboni-Filho (2009)
observaram uma sensibilidade dos ftripldides, com valor da concentragdo letal 6% maior que a

apresentada pelos dipldides.

3.3 Contagem total de leucocitos e trombdcitos
Enquanto os eritrocitos sanguineos do jundia sdo encontrados em abundéncia, os
leucécitos e trombdcitos do sangue periférico de ambas ploidias apresentaram-se difusos ou em
pequenos grupos entre os densos eritrocitos (Figura 1 e 2).

A contagem total de trombdcitos e leucécitos foram semelhantes no sangue periférico dos
jundias de ambas ploidias (P>0,05), apresentando grandes amplitudes de variagao (Tabela 2). Essa
grande variagdo individual observada para estes parametros também foram relatadas em outros
estudos com jundia R. quelen dipléides (Foresti et al., 1977; Kavamoto et al., 1983; Soso et al., 2002).
A semelhanga numérica entre trombdcitos e leucécitos observada entre dipldides e tripldides neste
trabalho, corrobora o estudo comparativo entre as ploidias de Tinca tinca (Svobodova et al., 1998;
Svobodova et al., 2001).

Leucdcitos sdo células essenciais para o sistema imune dos peixes, contudo os efeitos das
mudancgas do tamanho dos leucécitos e do seu niumero na imunocompeténcia dos tripldides ainda
nao foram estudados. Small & Benfey (1987) sugerem que o maior tamanho destas células pode
levar ao aumento da atividade fagocitica por célula, mas esta vantagem pode ser suprimida devido a
sua redugao numérica (Yamamoto & Lida, 1995). O presente estudo ndo constata diferenga numérica
dos leucécitos entre as ploidias, apesar de néao ter sido avaliada a dimensao das células da série
branca.

As contagens total e diferencial de leucdcitos séo importantes indices de atividade de defesa
nao especifica (Ellis, 1976). Comparagdes do perfil de leucdcitos de individuos dipldides e tripldides
sao raras (Svobodova et al., 2001). Em trutas, Oncorhynchus mykiss, Ranzani Paiva et al. (1999a)
observam que os linfocitos sdo os leucdcitos dominantes no sangue periférico de ambos, tripldides e
dipldides. Enquanto Svobodova et al. (1998) ndo encontraram diferenga significativa na contagem
total de leucdcitos quando avaliados individuos dipléides e tripléides de tenca. Estes resultados
podem indicar que a atividade de defesa nao especifica de individuos tripléides pode nao ser
influenciada pela manipulagdo cromossdmica, com isto a triploidia ndo afetaria a susceptibilidade dos

peixes a doengas (Svobodova et al., 1998).
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Os trombdcitos sdo células sanguineas com fungdo de hemostasia e homostasia encontradas
em aves, répteis, anfibios e peixes (Roberts, 1981; Penha et al., 1996; Beletti et al., 1998). Os
trombdcitos circulantes de Carassius auratus possuem meia vida de cinco dias, sugerindo que estas
células necessitam ser removidas e substituidas com freqliéncia para garantir a homostasia e manter
a capacidade de coagulagado sanguinea (Fischer et al., 1998). Em peixes estas células ainda atuam
em resposta a situagdes mérbidas de modo semelhante as plaquetas nos mamiferos (Stoskopf, 1993)
e reduzam a predisposicao as infecgbes (Kozinska et al., 1999). Apesar da existéncia de poucos
estudos, o numero médio de trombdcitos totais em teledsteos de agua doce pode variar de 2.000 a
68.400 microlitros de sangue , com amplitude de variagéo de 870 a 100.800 microlitros (Tavares Dias
& Moraes, 2004).

3.4 Contagem diferencial de leucécitos

Na contagem diferencial de leucécitos foram identificados linfécitos, neutréfilos, basdfilos,
eosinofilos e células granulociticas especiais (CGE). As células de ambas ploidias apresentaram-se
morfologicamente similares entre si e com aquelas descritas por Tavares Dias et al. (2002) para a
mesma espécie.

Apesar da semelhanga morfolégica das células sangilineas entre as ploidias, houve
diferenga numérica na contagem diferencial feita entre dipldides e tripldides (Tabela 2). Dentre os
leucdcitos, os linfocitos foram as células predominantes nos individuos dipléides (62,5%), enquanto
que nos ftripléides foram os mondcitos (49,6%). Além disso, jundias tripldides apresentaram uma

quantidade de neutrdfilos circulantes (35,2%) superior aos diploides (2,9%).

TABELA 2 - Valores médios (xdesvio padrdo) da contagem total de eritrdcitos, trombécitos e da
contagem diferencial de leucécitos de dipléides e triplodides de jundid Rhamdia quelen.

VARIAVEIS (unidades) Dipléides (n=30) Tripldides (n=30) Nivel de Significancia
Eritrécito total (106/uL) 0,83 + 0,45 0,63 + 0,23 P<0,05
Trombdcito total (cel/pL ) 14.167,58+12.995,56 7.038,45+11.708,24 P>0,05
Leucécito total (cel/pL) 23.229,66+16.145,87 16.890,69+12.065,32 P>0,05
Contagem diferencial de leucécitos
Linfécitos (%) 62,52+20,22 15,07+£13,11 P<0,01
Mondcitos (%) 35,93+18,91 49,62+17,43 P<0,05
Neutréfilos (%) 2,9345,34 35,21+21,88 P<0,01
Basdfilos (%) 0,17+0,66 0,00 P>0,05
Eosindfilos (%) 0,28+0,59 0,00 P<0,05
CGE (%)' 0,17 + 0,47 0,00 P>0,05

1 - CGE: células granulociticas especiais.

A funcdo de cada componente celular sanguineo em peixes ainda é pouco esclarecida
(Tavares Dias & Moraes, 2004). Os linfocitos dos peixes participam do processo inflamatério (Lamas
et al.,, 1994), atuando como células imunocompetentes (Ruiz et al., 2003). Lewis et al. (1979)
reportam a presenga de receptores de superficie para eritrocitos nos linfécitos, além de
imunoglobulinas de superficie. O presente estudo constata reducdo significativa destas células no
sangue periférico dos tripldides de jundia (P<0,01). Adicionalmente ha o efeito da triploidia na redugao

da relacdo entre a area superficial e o volume celular, que pode interferir na imunocompeténcia do
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jundié tripléide. Dessa forma, sdo recomendados estudos que avaliem o efeito dessas altera¢des no
desempenho de tripldides da espécie.

Por outro lado, os jundias tripldides apresentaram aumento significativo de neutrofilos
circulantes. Os neutroéfilos tém papel importante na defesa contra infecgdes e possuem um sistema
de agentes microbicidas (Vale et al., 2002), sendo os leucécitos de maior atividade migratéria (Griffin,
1984). Estudos com diversas espécies de peixes demonstram a capacidade fagocitica dos
neutréfilos sanguineos ou teciduais ao englobar particulas antigénicas (Suzuki, 1986) e bactérias
(Lamas et al., 1994; Vale et al., 2002). Além disso, os neutréfilos apresentam grande quantidade de
peroxidase (Ellis, 1999), enzima lisossémica presente em células fagociticas e que promove a
oxidagao de certos compostos pelo perdéxido de hidrogénio no processo de fagocitose (Oliveira et al.
1997). Por outro lado, a neutrofilia verificada em jundia tripléide foi observada por Martins et al. (2004)
em tilapia Oreochromis niloticus apenas quando sujeitas a condi¢gdo de estresse provocado pelo
manejo.

A proporgdo de mondcitos circulantes em individuos tripldides também foi superior ao
observado em dipldides. Estas células também possuem atividade fagocitaria, além da habilidade de
se transformarem em macréfagos e migrarem para o foco inflamatério (Griffin, 1984), apresentando
um importante papel no sistema imune de peixes (lwama & Nakanishi, 1996). O maior nimero de
mondcitos no sangue circulante dos animais tripldides possivelmente mantenha o seu sistema de
defesa melhor preparado para as condigdes adversas do cultivo. Apesar disso, a comprovagao dessa
vantagem deve ser feita por meio de ensaios com desafios experimentais com bactérias ou agentes
inflamatérios, conforme procedimentos realizados por Martins et al. (2008).

No presente estudo, as freqiéncias de basdfilos, eosindfilos e CGE foram menores a 1% em
todos os jundias avaliados, dentre estes pardmetros, apenas a freqiiéncia de eosindfilos apresentou
diferenga estatistica entre as ploidias (Tabela 2). Resultados semelhantes foram observados no
sangue periférico de varios teledsteos (Tavares Dias & Moraes, 2004). Os eosindfilos muitas vezes
estdo ausentes no sangue periférico dos peixes mas quando aparecem apresentam frequiéncia
relativamente baixa (Saunders, 1966). Este autor observou a presenga de eosinoéfilos em cerca de
40% das 166 espécies de peixes avaliadas. A fungdo dos eosindfilos em peixes ainda ndo é bem
conhecida. Alguns estudos demonstram correlagdo positiva entre o aumento de eosindfilos
circulantes com algumas doencgas (Ranzani Paiva, 1999a; Tavares Dias et al. 2000). Os baséfilos
estdo igualmente presentes no sangue periférico dos peixes em baixa freqliiéncia e raramente sao
encontrados (Campbell, 1988). Dentre as 20 espécies de peixes estudadas na planicie de inundagao
do rio Parana, Ranzani Paiva et al. (2000) encontraram a presenga de baséfilos em 14 destas. Nao
ha estudos que esclaregam a fungéo especifica dos basoéfilos em peixes. Em mamiferos, os basofilos
estdo envolvidos em processos alérgicos e resposta imunolégica (Bochner & Schleimer, 2001).

Finalmente, o presente estudo demonstra que a triploidia esta associada a mudangas nos
paradmetros hematoldgicos, os quais podem afetar a fisiologia do jundia, e a resposta dos peixes as

condic¢des de cultivo e eventualmente a infecgdes.
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4. CONCLUSAO

Estudos futuros considerando o desempenho dos tripldides de jundia quando submetidos a
desafios experimentais devem prover melhor entendimento da capacidade fisiolégica e adaptativa

destes animais frente a situagdes adversas.
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RESUMO

O desempenho no crescimento e na sobrevivéncia de dipléides e tripldides de jundia Rhamdia quelen
foram avaliados sob seis diferentes densidades de estocagem (10, 60, 110, 160, 210 e 260
larvas/litro) durante 31 dias de cultivo em sistema de larvicultura intensiva. Houve diferenga na
sobrevivéncia média final entre as ploidias (P<0,01), com valor de 12,4% para os jundias diploides e
27,1% para os tripléides, por outro lado, a mesma néo foi afetada pelas densidades de estocagem
(P>0,05) em ambas ploidias. O ganho em comprimento ndo foi afetado pelas ploidias e pelas
densidades de estocagem (P>0,05). O crescimento em peso das larvas dipldides foi maior do que o
observado para os jundias tripléides (P<0,05). Embora esse crescimento diferencial possa ter sido
causado pela maior mortalidade dos dipléides, reduzindo assim a densidade de estocagem. Essa
hipétese é reforgada pela maior biomassa observada nas unidades experimentais contendo jundias
tripldides (P<0,01).

Palavras chave: Rhamdia quelen, triploidia, desempenho, densidade de estocagem.
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ABSTRACT

The performance on the growth and survival of jundia Rhamdia quelen diploid and triploid was
investigated in six different stocking densities (10, 60, 110, 160, 210, 260 larvae/liter) during 31 days
after rearing in intensive larviculture system. Difference in the average survival was found between
ploidies (P<0.01), presenting 12.1+ 3.3% for diploid and 27.1+4.3% for triploid fish. On the other hand,
this one was not affected by stocking density (P>0.05). The length wasn’t affected by both ploidies and
stocking densities. Diploid weight gain was bigger than for triploid fish (P<0.05), although these
performance difference could be caused by the lower fish density in diploid treatment as result of the
higher mortality for diploid fish. These hypothesis is strengthened by the higher biomass showed in
triploid treatments (P<0.01). These hypothesis is strengthened by higher biomass showed in triploids
treatments (P<0.01).

Key Words: Rhamdia quelen, triploidy, performance, stocking density.
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1. INTRODUGAO

O Jundia Rhamdia quelen (Siluriforme: Heptapteridae) € um bagre de agua doce, nativo do
continente americano, presente em bacias hidrograficas que se estendem desde o sudeste do México
até o centro da Argentina (Zaniboni Filho, 2003). Esta espécie tem exibido grande potencial
econdmico para a aquicultura brasileira, por apresentar boas caracteristicas zootécnicas e
organolépticas, almejada tanto por produtores como pela industria de processamento. O cultivo deste
peixe é marcado pelo rapido crescimento, boas taxas de conversdo alimentar, rusticidade e,
sobretudo pela tolerdncia a baixas temperaturas, garantindo crescimento continuo inclusive no
periodo de inverno (Fracalossi et al., 2004). Além disto, o jundia ainda possui uma carne saborosa e
livre de espinhos intramusculares, fatores que conferem sua 6Otima aceitagdo pelo mercado
consumidor.

Devido as vantagens descritas acima, a produgao do jundia vem se expandindo na regido sul
do pais (Gomes et al., 2000). No entanto, a maturagao sexual precoce vem sendo identificada como
um problema em potencial durante a fase de engorda (Fracalossi et al., 2004), ja que ambos 0s sexos
atingem a puberdade bem antes de alcangarem o peso comercial (Baldisserotto & Neto, 2004). Apés
a maturacédo, parte da energia que poderia ser direcionada para o crescimento somatico é desviada
para o desenvolvimento das gbnadas, reduzindo substancialmente a taxa de crescimento neste
periodo. Deste modo, a fim de otimizar o cultivo do jundia, torna-se necessario apurar manejos e/ou
técnicas capazes de reduzir o efeito negativo da sua maturagéo precoce.

A triploidia € uma técnica de manipulagdo cromossdmica que tem sido usada para resolver
problemas gerados pela maturagéo precoce em diversas espécies de peixes de interesse comercial
(ARAI, 2001), incluindo carpas, bagres, tilapias e salmonideos (Beaumont & Hoare, 2003). Esta
técnica tem como objetivo produzir esterilidade genética e/ou gonadal e pode ser facilmente efetuada
através da aplicacdo de choques térmicos ou de pressdo em ovos recém fertilizados, com o propdsito
de impedir a metafase durante a meiose Il (Dunham, 2004). Recentemente, Huergo & Zaniboni Filho
(2006) demonstraram a viabilidade da producgéo de larvas de R. quelen tripldides, obtendo a triploidia
da totalidade dos peixes tratados.

Além de evitar os problemas relacionados com a maturagéo precoce (Peruzzi, 2004), diversos
estudos tém demonstrado que peixes tripldides podem possuir melhores taxas de sobrevivéncia,
crescimento, conversao alimentar e maior resisténcia a doengas quando comparados aos dipléides
(Kerby et al., 2002). Com isto, a triploidia vem sendo empregada pela industria da aquicultura como
um meio de melhorar o rendimento dos cultivos tradicionais (Carrasco et al., 1999).

A esterilidade ainda possibilita a exclusdo das interagbes genéticas entre as populagdes
selvagens e cultivadas (Cotter et al., 2000) evitando, desta forma, a ocorréncia de um impacto na
estrutura genética e ecoldgica das populagdes naturais (Lutz, 2001).

Apos o estabelecimento de protocolo que permite a obtengéo de tripldides de R. quelen faz-
se necessario o desenvolvimento de tecnologia para a larvicultura dos exemplares tripléides,

possibilitando a producdo macica das formas jovens que poderdo ser destinadas ao cultivo. O
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presente estudo busca avaliar comparativamente o efeito da densidade de estocagem de larvas

tripldides e dipléides de jundia sobre o crescimento e sobrevivéncia.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Material Biolégico

Larvas foram obtidas por indu¢do hormonal de matrizes de Rhamdia quelen descendentes de
populagbes selvagens da bacia do rio Uruguai e pertencentes ao plantel de reprodutores mantido
pelo Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixe de Agua doce, pertencente a Universidade Federal de
Santa Catarina. Oito fémeas e dois machos de R. quelen receberam aplicagdo de extrato de pituitaria
de carpa e os gametas foram obtidos por extrusdo decorridas 234 grau-hora apos o término do
tratamento hormonal. Foi utilizada uma mistura de gametas provenientes de varios reprodutores,
sendo que apds quatro minutos da ativagdo dos gametas uma parte dos ovos foi submetida a um
choque de pressao. A aplicagao desse choque foi feita por meio da acdo de uma prensa hidraulica
sobre uma cémara de ago com volume de 800mL, com intensidade (5.000psi) e duragdo (5 minutos),
seguindo procedimento proposto por Huergo & Zaniboni Filho (2006) para a indugéo a triploidia da
mesma espécie. Simultaneamente a producao dos tripldides, a outra parte dos gametas foi utilizada
para producdo dos dipléides, seguindo procedimento idéntico, exceto pela aplicacdo do choque de
pressao.

Os ovos dipléides e tripldides foram mantidos separados em incubadoras do tipo cilindro-
cbnico com volume de 56L e abastecidas por um sistema de recirculagdo de agua, garantindo
constante movimentagdo e a manutencao da temperatura em 26°C. A eclosao ocorreu depois de 36
horas da fertilizacdo e as larvas foram mantidas nas incubadoras até a abertura da boca e o inicio da

alimentacao exdgena.

2.2 Delineamento Experimental
O delineamento experimental adotado foi inteiramente ao acaso, fatorial 3x2, composto de 12
tratamentos em triplicata. Para cada ploidia foram testadas seis densidades de estocagem entre 10 e

260 larvas por litro (Tabela 1)por um periodo experimental de 31 dias de larvicultura.

TABELA 1 — Desenho experimental dos tratamentos utilizados durante a larvicultura intensiva de
jundids Rhamdia quelen dipldides e tripldides sob diferentes densidades de estocagem.
Ploidia 2n 3n
Densidade de estocagem (larvas/L) 10 60 110 160 210 260 10 60 110 160 210 260

2.3 Manejo dos Animais e Unidades Experimentais

Apos o periodo de incubacéo, larvas de ambas ploidias foram quantificadas e distribuidas ao
acaso nas 36 unidades experimentais de acordo com o tratamento. Simultaneamente, 30 larvas de
cada ploidia foram fixadas em formalina tamponada 4% para posterior biometria. Os peixes foram

alimentados duas vezes ao dia (8h e 16h) com nauplios de Artemia sp. durante os primeiros 18 dias
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de tratamento, quando a dieta foi acrescida de ragao farelada contendo 56% de proteina bruta e

fornecida ad libitum (Tabela 2).

TABELA 2 - Alimentagado das larvas de jundia Rhamdia quelen dipléides e tripldides durante o
periodo experimental.

Periodo experimental (dias) 1-3 4-6 79 10-12 13-18 19-30
Alimentagao (nauplios/larva) 50 100 150 200 300 400+ragao*

*ragao farelada 56%PB fornecida ad libtum

As unidades experimentais foram compostas por tanques retangulares de coloragédo clara,
volume util de 5 litros de agua com aeragéo constante e vinculadas a um biofiltro, compondo um
sistema fechado de recirculagao de agua. Cada unidade experimental foi continuamente abastecida
com agua salinizada a 2,5ppmil de NaCl e temperatura de 26°C, mantendo uma taxa de renovagao
de 200% ao dia.

Duas vezes ao dia foram monitorados os parametros de qualidade de agua de cada uma das
unidades experimentais; Os valores de pH, oxigénio dissolvido, temperatura e condutividade foram
medidos com sonda multipardmetros (YSI63, Yellow Springs, OH, USA). Semanalmente foram
medidos os valores de amonia, nitrito e dureza pelo método colorimétrico (Alpha Tecnoquimica). Além
disso, diariamente foi verificada e quantificada a mortalidade dos peixes nos diferentes tratamentos,
bem como realizada limpeza das caixas para retirada dos excrementos fecais e sobra de alimento

acumulado.

2.4 Variaveis Analisadas

Ganho em peso médio (g): GP = (Pmedio final — Predio inicial);

Ganho em comprimento (mm) : GC= (Cpegiofinal — Cragicinicial);

Sobrevivéncia (%): S = 100xNf/Ni, onde: Nf= ndmero de peixes no final do ensaio
experimental; Ni= numero de peixes no inicio do ensaio experimental;

Taxa de mortalidade diaria:

2.5 Verificagdo da Triploidia

Ao final do experimento, foram coletadas e fixadas amostras de nadadeiras de 30 peixes de
cada unidade experimental contendo peixes tripldides, totalizando 540 amostras, para posterior
analise da ploidia. A triploidia foi verificada pelo método de coloragdo de nucléolos com AgNO;

(Phillips et al., 1986) evidenciando que a totalidade dos peixes tratados eram tripldides.

2.6 Analise Estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e quando verificada interagcao
entre densidade de estocagem e a ploidia foi realizado desdobramento da interagéo (Sliced, SAS)
seguido por analise de regresséao e teste de Tukey (a=0,05) para verificar a existéncia de diferencas
entre as médias. Os valores de biomassa final de cada ploidia foram correlacionados com a

densidade de estocagem inicial e submetidos a andlise de regresséo linear.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sobrevivéncia
A taxa de sobrevivéncia dos jundias tripléides foi superior aquelas observadas para os

dipldides em todas as densidades testadas (P<0,01), apresentando valores em média 120% maiores

(Figura 1 e 2).
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FIGURA 1 — Taxa de sobrevivéncia (média + desvio padrédo) das larvas de jundia Rhamdia quelen
dipléides e tripldides submetidas a diferentes densidades de estocagem durante 31 dias de cultivo.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre as médias (P<0,01).

Os valores de sobrevivéncia observados neste trabalho estiveram abaixo do esperado para a
espécie em condigdes ideais de cultivo, quando de acordo com Silva (2004) sao esperados valores
de sobrevivéncia entre 80 e 95% durante os primeiros 21 dias de cultivo. O bem estar dos peixes
ainda é afetado pelo manejo, luminosidade, circulagdo de pessoas, cor do tanque, dentre outros
(Behr et al.,, 1999). Diferentemente das condi¢des empregadas na larvicultura do jundia, neste
trabalho foram utilizados tanques de cor clara, pequeno volume e elevada taxa de renovagao de
agua, que podem ter contribuido para reduzir a taxa de sobrevivéncia. Apesar disso, as condigbes
experimentais foram idénticas entre os distintos tratamentos e permite a comparagao dos resultados.

A larvicultura é considerada a fase critica para a produgdo das formas jovens de peixes
nativos brasileiros (Luz & Zaniboni Filho, 2002) e a densidade de estocagem é um fator que pode
afetar o crescimento e a sobrevivéncia das larvas de jundia (Piaia & Baldisserotto, 2000). A
densidade de estocagem indicada para a larvicultura de jundia dipléide é em torno de 10 larvas/L
(Baldisserotto & Neto, 2004). Entretanto, neste trabalho a sobrevivéncia de jundias de ambas ploidias
nao foi afetada pela densidade de estocagem (P>0,05).

Peixes mantidos em atas densidades sédo geralmente expostos a um complexo conjunto de
fatores que interagem entre si, como qualidade da agua, alteragdes comportamentais devido a
interagcdes sociais e disponibilidade de alimento diminuida (Urbinati & Carneiro, 2004). Contudo, no
presente estudo, a alimentagdo das larvas manteve-se controlada de acordo com a biomassa de

cada tratamento experimental. Além disto, a qualidade da agua manteve valores semelhantes entre
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as distintas ploidias e densidades testadas durante todo periodo experimental. A temperatura foi de
25+0,7 °C e a concentragdo de oxigénio dissolvido se manteve acima de 6mg/l. O pH da agua
apresentou valor de 7,6+0,8, enquanto a alcalinidade foi de 103,0+6,9mg/LCaCO;. Os niveis de
amonia e nitrito permaneceram inferiores a 0,5 e 0,01mg/L, respectivamente.

Avaliando a taxa de mortalidade diaria das larvas com distintas ploidias, verifica-se que
ambas apresentam um padrdao semelhante, onde as maiores taxas foram observadas entre o

segundo e o sétimo dia apds o inicio da alimentacao exdgena (Figura 2).
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FIGURA 2 — Taxa média de mortalidade diaria de larvas diploides e fripléides de jundia Rhamdia
quelen durante larvicultura intensiva.

De acordo com SILVA (2004), a larvicultura do jundia € marcada pela existéncia de intenso
canibalismo entre as larvas, que comega quando as larvas iniciam a alimentagado exdégena e se torna
mais acentuado no sexto dia. Comportamento semelhante foi observado neste trabalho para ambas
as ploidias, exceto pelo fato de que o comportamento canibal se estendeu até o sétimo dia depois do
inicio da alimentacao externa.

Um dos efeitos da triploidia em peixes € a redugao da agressividade dos animais (Carter et al., 1994;
Garner et a., 2008; O’Keefe & Benfey, 1997; Wagner et al., 2006), podendo justificar que as maiores
taxas de sobrevivéncia observadas na larvicultura de R. quelen tripléides seja decorrente da reducao
do canibalismo caracteristico da fase inicial. Além disto, a diferenga no comportamento dos tripldides
pode estar relacionada a redugdo numérica das células sensoriais e do cérebro dos triploides,
fazendo com que esses individuos tenham menor sensibilidade a luz e ao som (Aliah et al., 1990),
reduzindo dessa forma o estresse dos peixes causado pelo manejo da larvicultura. A reducéo da
agressividade evita hierarquias e consequentemente reduz as efeitos fisiolégicos nos peixes

subordinados.



3.2. Crescimento

39

Comparando a biomassa final entre as ploidias, foi verificado que, exceto na menor

densidade (10 larvas/litro), as unidades com peixes tripldides apresentam maior biomassa em todas
as densidades testadas (P<0,01)(Tabela 3).

TABELA 3- Resultados de desempenho (média +desvio padrao) de larvas de jundia Rhamdia quelen
dipldides e tripléides submetidos a diferentes densidades de estocagem (DE) durante o cultivo em
larvicultura intensiva.

VARIAVEIS
DE Biomassa final (g)' Ganho em peso(g)" Ganho em comprimento (mm)’
(larvas/litro) 2n 3n 2n 3n 2n 3n

10 3,41+0,87a 4,06+1,43a 0,384+0,02a  0,29+0,03b 34,51+0,90 33,43+0,42

60 6,50+ 2,6a 14,83+6,8b 0,30+0,02a  0,29+0,03a 31,2140,82 33,44+1,28

110 13,44+9,8a 33,4844,73b 0,26+0,02a  0,21+0,02b 30,49+1,3 30,40+0,50

160 29,41+2,74a 39,1948,7b 0,284+0,05a  0,22+0,03b 31,33+1,95 32,58+3,37

210 38,88+4,41a 53,07+8,06b 0,294+0,02a  0,23%0,07b 33,0040,12 35,1410,93

260 43,39+3,01a 71,6315,40b 0,26+0,02a  0,20+0,02b 32,70+0,70 30,16+0,0,80
MEDIA? 22,5+17,06 36,04+24,68 0,30+0,04 0,24+0,04  32,21+1,48A  32,53+1,93A

" Diferentes letras ab indicam diferenca significativa (P<0,05) entre ploidias, comparando sempre a mesma densidade de
estocagem. 2 Média: representa o valor médio de cada ploidia quando se considera todas as densidades testadas. Letras
maiusculas diferentes indicam diferenca significativa (P<0,05) entre o valor médio observado para dipléides e triploides.

Esse incremento na biomassa dos triploides variou entre 19 e 150%, havendo uma correlagao

positiva entre a biomassa e a densidade de estocagem de ambas as ploidias (Figura 3).
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FIGURA 3 — Relagdo entre a biomassa final de dipldides (2n) e tripldides (3n) de jundida Rhamdia
quelen e as diferentes densidades de estocagem durante 31 dias de larvicultura intensiva.

Os diploides apresentaram em média um maior ganho em peso quando comparado aos
tripldides (P<0,05), enquanto o ganho em comprimento nao foi afetado pela ploidia e pela densidade
de estocagem (P>0,05) (Tabela 3). Diversos estudos indicam que peixes ftriploides raramente
apresentam crescimento superior aos dipldides durante a fase juvenil, e que os beneficios da

triploidia ficam evidentes durante a maturagdo sexual, quando apresentam maior crescimento e
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eficiéncia na conversdo alimentar (Purdom, 1973; Wolters et al, 1982; Chourrout, 1984, 1986;
Taniguchi et al.,, 1986; Dunham 1990, 1996). Embora em alguns casos a indugdo mecéanica a
triploidia pode gerar efeitos adversos no crescimento inicial dos individuos triplédides (Dunham et al.,
2004).

Por outro lado, algumas espécies apresentam melhor desempenho dos tripldides desde a
fase inicial de desenvolvimento (Valenti, 1975; Woters et al., 1982; Taniguchi et al., 1986), que pode
ser explicado pela suposta vantagem causada pela maior heterozigose destes animais. Os tripldides
apresentam dois conjuntos cromossdmicos maternos e um paterno. Essa composi¢cao cromossémica
permite um aumento da heterozigose que varia entre 30% e 60% em relagdo aos homodlogos
dipléides (Dunham, 2004), podendo induzir uma melhora no desempenho fenotipico causada pelo
vigor hibrido, tornando os individuos ftripldides mais vigorosos e adaptaveis que os homdlogos
dipldides (Beaumont & Hoare, 2003).

Neste trabalho o desempenho comparativo dos peixes foi prejudicado pela diferenga na taxa
de sobrevivéncia observada entre as ploidias, afetando desta forma a densidade em que os peixes
foram cultivados. A correlagdo negativa entre a densidade de estocagem e o crescimento é
amplamente conhecida (Esquivel et al., 1997; Zaniboni Filho, 2000; Inoue et al., 2003). Os valores de
ganho em peso de ambas ploidias apresentaram correlacdo negativa com a densidade de estocagem
(Figura 4).
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FIGURA 4 — Relagdo entre o ganho em peso de dipldides (2n) e tripléides (3n) de jundid Rhamdia
quelen e as diferentes densidades de estocagem durante 31 dias de larvicultura intensiva.

Testes comparativos do crescimento entre dipldides e tripldides realizados com Siluriformes
apresentam resultados conflitantes, enquanto alguns revelam crescimento superior dos tripléides
(Wolters et al., 1982; Chrisman et al., 1983; Krasznai & Marian, 1986; Fast et al., 1995; Qin et al.,
1998; Olufeagba et al., 2000), outros revelam crescimento semelhante (Henken et al.,1987; Richter et
al., 1987; Lilystrom et al., 1999) e até mesmo crescimento inferior dos tripldides (Na-Nakorn &

Legrand, 1992). Ha situagcdes onde o desempenho de tripldides da mesma espécie (Clarias
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macrocephalus) apresenta crescimento superior aos dipléides (Fast et al., 1995) ou inferior (Na-
Nakorn & Legrand, 1992).

De acordo com O’ Keefe & Benfey (1999), essa divergéncia nos resultados de crescimento é
provocada pelas distintas alteragdes causadas pela triploidia realizada em diferentes espécies, sendo
ainda influenciada pelo método de indugédo a triploidia empregado e pelas condi¢gdes de cultivo

impostas.

4. CONCLUSAO

Os melhores resultados de sobrevivéncia e a maior biomassa observada no cultivo de jundias
tripldides sao indicadores de um distinto potencial de desempenho entre as duas ploidias da espécie.
Sao recomendados estudos que busquem conhecer as condigbes ideais de cultivo dos jundias

tripldides, de modo a permitir a maximizagéo do seu potencial de cultivo.
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6. CONCLUSAO GERAL

Os jundias tripldides apresentaram caracteristicas hematologicas distintas dos homodlogos
diploides, sendo recomendados estudos posteriores para avaliar o efeito dessas diferencas
desempenho do jundia tripldide em condigbes de cultivo e frente a infecgbes experimentais..

Durante a larvicultura, os jundias tripldides apresentaram a maiores taxas de sobrevivéncia.
Contudo, o crescimento em peso das larvas dipléides foi maior do que o observado para os jundias
tripldides, provavelmente pela menor densidade de estocagem estabelecida durante o cultivo. Essa
hipétese pode ser reforgada pela maior biomassa final nas unidades experimentais contendo jundias

triploides.
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