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RESUMO

ANALISE DA PORCENTAGEM DE'FERTILIZAC;AO EM DIFERENTES TEMPOS
DE EXPOSICAO AO CHOQUE TI?RMICO NA INDUCAO A TRIPLOIDIA EM
JUNDIA (Rhamdia quelen)

O objetivo deste trabalho foi analisar a porcentagem de fertilizacdo em diferentes tempos de
fecundacdo e exposicdo ao choque térmico na inducdo a triploidia em jundia (Rhamdia
quelen). O experimento foi conduzido durante o0 més de Dezembro, utilizando 6 machos e 6
fémeas. Os peixes passaram por um jejum de 24 horas e foram selecionados para a realizagao
da biometria inicial onde foi tomada a medida de peso total (g). Apds a pesagem, as fémeas
foram submetidas a uma dose preparatoria de HCG (Gonadotrofina Coridénica Humana), com
a quantidade de 40 U.l/ kg e ap6s 12 horas foram submetidas a segunda dose de 360 U.I/kg,
0s machos receberam apenas uma dose de 200U.l1/kg no momento da segunda dose das
fémeas. Posteriormente, foi realizado o processo de extrusdo para a coleta dos materiais
sexuais do macho e da fémea, os quais foram homogeneizados e acrescidos de 10% de agua
para a fecundacdo. Para a obtencao do lote triploide os ovdcitos foram colocados em imersao
em banho-Maria, controlados, e apds 1 e 5 minutos de fecundagdo submetidos a um choque
térmico com duracdo de 5, 10 e 15 minutos, numa temperatura préfixada (36°C), e
posteriormente, conduzidos as caixas de polipropileno com temperatura compativel a espécie
(24°C). Apobs 6 horas, foram coletadas 3 amostras aleatdrias de cada tratamento (1 e 5
minutos de fecundacdo), 100 de cada repeticao( 1;5,1;10,1;15,5;5,5;10,5;15 minutos de
fecundacdo e exposicdo respectivamente) e analisadas na lupa. Os ovos fertilizados eram
separados dos ovos nao fertilizados. Posteriormente, os dois grupos eram contabilizados e
colocados de volta as caixas de polipropileno. Observou-se através da analise estatistica que
houve diferenca significativa entre o tratamento correspondente aos 15 minutos de exposicao
(1 92,33% de ovos fecundados) em relacdo aos outros tratamentos correspondentes, aos 5
(73,33%) e aos 10 minutos de exposicdo (63,33%) com 1 minuto de fecundacdo. Para 0s
resultados obtidos para os diferentes tempos de exposicao (5, 10 e 15 minutos) em 5 minutos
de fecundacgdo, através da andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre 0s
tratamentos, concluindo que com 1 minuto de fertilizacdo e 15 minutos de exposicao obteve-

se a maior taxa de fertilizacdo dos ovocitos de jundid (Rhamdia quelen).

Palavras-chave: Fertilizacdo, Piscicultura, Reproducdo, Triploidizagao



ABSTRACT

ANALYSIS OF THE PERCENTAGE OF FERTILIZATION IN DIFFERENT TIMES
OF EXPOSURE TO THERMAL SHOCK IN THE INDUCTION TRIPLOIDY SILVER
CATFISH (Rhamdia quelen)

The objective of this study was to analyze the percentage of fertilization at different times of
fecundation and exposure to heat shock induction of triploidy in silver catfish (Rhamdia
quelen). The experiment was conducted during the month of december, using six males and
six females. Fish passed through a 24 h fast, and were selected for carrying out the initial
biometric which has been taken the measure of total weight (g). After weighing, the animals
were subjected to a priming dose of HCG (Human Chorionic Gonadotropin), with the amount
of 40 1U/kg and after 12 hours were submitted to a second dose of 360 1U/kg males received
only one dose of 200u Ul/kg at the second dose females. It was subsequently carried out the
extrusion process for the collection of materials sex of male and female, which were
homogenized and added to 10% water for fertilization. To obtain the triploid batch oocytes
were placed in immersion in a water bath controlled and after 1 and 5 minutes of fecundation
subjected to a thermal shock lasting 5, 10 and 15 minutes in a present temperature (36 °C) and
subsequently conducted boxes polypropylene temperature compatible with the species (24
°C). After six hours, three random samples were collected from each treatment, 100 of each
repetition, and analyzed on the magnifying glass. Fertilized eggs were separated from
unfertilized eggs. Later, the two groups were accounted for and put back in polypropylene
boxes. It was observed through statistical significant difference between treatment
corresponding to 15 minutes of exposure (92.33% of eggs fertilized) compared to other
treatments corresponding to five (73.33 %) and 10 minutes of exposure (63.33%) at 1 minute
of fecundation. For the results obtained for different exposure times (5, 10 and 15 minutes) at
5 minutes of fecundation, through statistical analysis, no significant difference between
treatments, concluding that fertilizing with 1 minute and 15 minute exposure yielded the

highest fertilization rate of oocytes of silver catfish (Rhamdia quelen).

KEYWORDS: Aquaculture, Fertilization, Reproduction
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1. INTRODUCAO

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).

O cultivo dessa espécie vem crescendo progressivamente no sul do Brasil, por ser uma
espécie que apresenta como caracteristica maior tolerancia ao frio e por possuir uma carne
com Otimo sabor, textura e alto rendimento de carcaga conquistando uma boa aceitacdo no
mercado consumidor.

A producdo de jundid vem se intensificando na regido sul do pais (GOMES et al.,
2000), onde cada vez mais produtores optam por esta espécie para o cultivo. No entanto, a
maturagéo 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 alcancarem o peso comercial (BALDISSEROTTO & NETO, 2004)

A inducéo a triploidia em peixes € o tipo de manipulacdo cromossémica mais comum
em piscicultura, sendo normalmente aplicada devido a duas caracteristicas importantes dos
individuos triploides em relacdo aos dipldides: a maior taxa de crescimento e a esterilidade
das gbnadas.

Além de prejudicar o desempenho dos animais, também esta demonstrado que o
desenvolvimento das génadas ainda pode alterar a qualidade da carcaca de algumas espécies
(PERUZZI et al., 2004); bem como a sobrevivéncia dos peixes (ARAI, 2001).

No periodo de maturacdo sexual ocorre um declinio na taxa de desenvolvimento dos
peixes, devido ao desvio de energia destinada a producéo de gametas, o que pode ser evitado
com a técnica da triploidizacdo, uma vez que os triploides apresentam esterilidade.

A técnica de inducdo a triploidia tem como objetivo levar a esterilidade genética e/ou
gonadal. O processo citologico consiste em bloquear a segunda divisdo meiotica através da
aplicacdo de choques fisicos ou quimicos a ovos recém fecundados (CHOURROUT, 1987),
formando um zigoto triploide com trés pares de cromossomos. Estes trés pares de
cromossomos durante a meiose impedem quase por completo a maturacéo sexual em fémeas e
parcialmente em machos (CHERFAS et al., 1981; BASAVARAJU et al., 2002).

Os triploides apresentam células de maior tamanho com o nucleo contendo 33% a
mais de alelos para o crescimento e ndo desviam energia para a producdo de gametas,
reproducdo e cuidado com a prole, pois apresentam esterilidade, desviando esta energia

exclusivamente para crescimento (TAVE, 1993).
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A triploidia constitui num excelente caminho para a utilizacdo de espécies exoticas em
programas de piscicultura, minimizando os possiveis problemas de impacto ambiental a
biodiversidade aquatica.

Essa técnica de manipulagdo cromossdmica em peixes pode ser obtida através do
cruzamento interespecifico (triploidia hibrida), cruzamento entre fémeas tetraplGides e
machos dipléides (originando triploides interpléides) ou pela retencdo do segundo corpudsculo
polar dos ovos, que logo apds a fertilizacdo sdo submetidos a choques térmicos, quentes ou
frios, ou pressao (triploidia pura).

Os choques térmicos sdo mais usados em piscicultura, para a obtencdo dos tripldides,
porque sdo operacionalmente mais faceis de aplicar e mais baratos em termos de aparelhagem
e de produtos quimicos usados. A temperatura exata e a duragdo do choque térmico que séo
necessarias para a producao de tripldides, variam com a especie utilizada e dependem das
caracteristicas climaticas dos habitats originais dos animais envolvidos. Assim, para espécies
provenientes de aguas frias, maiores indices de inducdo de triploidia sdo obtidos com a
utilizacdo de choques térmicos em altas temperaturas, enquanto espécies de aguas quentes, 0s
melhores resultados foram obtidos com choques a baixas temperaturas. (GONZAGA, 2006)

No entanto, esse tipo de generalizacdo nao € aceito por todos especialistas, tendo em
vista 0s excelentes resultados obtidos com choques quentes em espécies de aguas quentes e
vice-versa. Em geral, as temperaturas capazes de produzirem melhores resultados estéo
proximas do limite letal para a espécie (TAVE, 1993).

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 implicacdes fisiologicas e comportamentais do
cromossomo extra, bem como na comparacdo de desempenho zootécnico entre as ploidias.

Aspectos positivos e negativos da triploidia tém sido registrados para peixes, embora
os resultados algumas vezes sejam antagdnicos para diferentes espécies .

A primeira tentativa de inducédo a triploidia em Rhamdia quelen foi realizada através
da aplicacdo de choques térmicos quentes, e ndo avaliou o desempenho zootécnico (VOZZI et
al., 2003). Apos aplicagdo do procedimento de inducéo a triploidia, ou qualquer outra técnica,
h& necessidade de verificacdo dos resultados, pois a taxa de triploides é variada e depende de

inimeros fatores como o momento ideal ap6s a fecundagcdo para se efetuar o tratamento,
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tempo de exposicdo ao choque, temperatura da &gua no caso de choque térmico, espécie
trabalhada, dentre outros.

O método da inducdo a triploidia esta sendo aplicado em outras espécies de peixes,
gerando dados que demonstram o grande potencial da técnica de inducdo a triploidia. No
entanto somente através da exaustiva experimentacdo € que se poderé observar se a inducdo a
triploidia geraré resultados positivos com a espécie em questdo (Rhamdia quelen), pois ndo se
pode estabelecer uma regra geral, ja que cada espécie, devido ao seu habitat e caracteristicas
fisioldgicas, apresenta comportamentos distintos que redundam em diferentes eficiéncias para
o crescimento (HENKEN et al., 1987).

A fim de aperfeicoar o cultivo do jundia, torna-se indispensavel apurar manejos e/ou
técnicas capazes de reduzir o efeito negativo da sua maturagdo precoce (FUKUSHIMA,
2009).

Portanto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a porcentagem de fecundacéo
em diferentes tempos de exposicdo ao choque térmico na inducdo a triploidia em jundia
(Rhamdia quelen), e com isso determinar o melhor procedimento para a técnica de

triploidizacao para a espécie.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local e periodo

O experimento foi realizado no laboratorio de Piscicultura e Aquicultura — LAPA, da

Universidade Federal do Pampa, Campus Dom Pedrito, no més de Dezembro de 2011.

2.2. Instalacdes

Os peixes reprodutores foram acomodados em 2 tanques de alvenaria, revestidos
com azulejo branco e com capacidade de dgua para 4000 litros, com aeracdo continua. Apés a
fecundacdo e exposicdo ao choque térmico, os ovos foram depositados em caixas de
polipropileno com capacidade de 50 litros, num sistema de circulacdo fechado
termorregulado, acoplado a um biofiltro de fibra com as seguintes dimensdes: 0,5m x 0,5m x
2m. As unidades experimentais foram dispostas numa bancada moével de ferro galvanizado,
organizadas em dois andares com oito unidades por bancadas, dotadas de um sistema de

entrada e saida de agua individual. O abastecimento é realizado por torneiras de ¥ polegada, e
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a saida da agua ocorre através de um sifao, que vai do centro até o fundo da caixa, retirando
agua do fundo e mantendo o nivel. A circulacdo da &gua nas unidades experimentais é
mantida com um volume de 1,87 litros por minuto, durante as 24 horas do dia. O sistema tem
capacidade de 948,8 litros, sendo 500 litros de &gua na caixa de fibra e 448,8 litros no total de
oito unidades experimentais de 50 litros cada, que sdo abastecidas através de uma bomba
submersa instalada no biofiltro, formando o sistema de circulacdo fechada. A &gua é
proveniente da rede de saneamento e estocada em um tanque de concreto localizado no
laboratorio de Piscicultura e Aquicultura do Campus Dom Pedrito — UNIPAMPA, onde fica

armazenada, para evaporacdo do cloro, até sua possivel utilizacao.

2.3. Animais e unidades experimentais

O experimento utilizou 6 machos e 6 fémeas de jundid (Rhamdia quelen) com pesos
médios de 408,79 e 705,39 respectivamente. Das fémeas foram retiradas 47,29 de ovos, 0 que
corresponde a aproximadamente 9.260 ovos, estes foram divididos em 6 unidades
experimentais, em 6 tratamentos (1-5; 1-10; 1-15 e 5-5; 5-10; 5-15 minutos de fecundacéo e
exposicdo, respectivamente). Antes do experimento, os reprodutores foram mantidos durante
uma semana nos tanques de alvenaria, com aeragdo continua e temperatura de 24°C, sendo
alimentados com racdo comercial para a adaptacdo ao ambiente do laboratério. Apos este
periodo 0s peixes passaram por um jejum de 24 horas e foram selecionados para a realizacdo

da biometria inicial onde foi tomada a medida de peso total (g).

2.4. Inducéo a desova

Apos a pesagem, as fémeas foram submetidas a uma dose preparatoria de HCG
(Gonadotrofina Coriébnica Humana), com dosagem de 40 Ul/ kg e ap6s 12 horas foram
submetidas a segunda dose de 360Ul/kg. Os machos receberam apenas uma dose de 200

Ul/kg no momento da segunda dose das fémeas.

2.5. Coleta de material sexual e inducéo a triploidizacao

Os reprodutores foram retirados dos tanques e secados com toalha para melhor
manipulagdo, apoés isto, foi realizado o processo de extrusdo do material sexual da fémea

pressionando levemente seu abdémen para a saida dos ovos e posteriormente feito 0 mesmo
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processo nos machos para a retirada do sémen. Os materiais sexuais foram homogeneizados
em uma bacia, e posteriormente acrescidos de 10% &gua para a fecundac&o.
Para a obtencdo do lote triploide os ovdcitos foram colocados em imersdo em banho-

Maria, controlados e apds 1 e 5 minutos de fertilizagdo submetidos a um choque térmico com
duragdo de 5, 10 e 15 minutos, numa temperatura prefixada (36°C), e posteriormente,
conduzidos as caixas de polipropileno com temperatura compativel a espécie (22°C). A
exposicdo dos ovocitos ao choque térmico impede a liberacdo do segundo corpusculo polar, e
como consequéncia, 0 ovo resultante ird conter trés nicleos haploides: dois provenientes do
ovdcito e um do espermatozoide. Os trés nicleos hapldides se fundem para formar um zigoto

triploide.

2.6. Contagem dos ovocitos fecundados e ndo fecundados

Seis horas ap0s a exposicdo térmica, os ovocitos foram coletados do local de
incubacgdo, com o uso de uma pipeta. Foram coletados 300 ovos aleatorios de cada repeticéo
(1,5, 1;10, 1;15 e 5;5, 5;10, 5;15), e analisados em lupa estereoscopica com aumento em 40
vezes. A confirmacdo da fecundacdo foi a observacdo do polo germinativo em
desenvolvimento, os ovos ndo fecundados apresentavam cor esbranquicada opaca e
desenvolvimento desuniforme. Posteriormente, os dois grupos eram contabilizados e
colocados de volta as caixas de polipropileno. Foram utilizados 1800 ovos para verificagdo da

fecundacéo.

2.7. Analise estatistica

O delineamento experimental foi o delineamento inteiramente casualizado para testar
o efeito entre os diferentes tempos de fecundagdes. O mesmo delineamento também foi usado
para avaliar os diferentes tempos de exposicdes ao calor dentro de cada periodo de
fecundacdo. Para as comparacfes de médias usou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
O pacote estatistico utilizado foi 0 SAS (versdo 4.2), de acordo com o procedimento PROC
ANOVA.



18

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para qualidade quimica e fisica da agua estdo descritos na
Tabela 1. Pode-se afirmar que esses parametros analisados ndo influenciaram na fertilizacéo
dos ovos e estdo de acordo com Boyd (1997), para o desenvolvimento dos peixes e por

Chippari-Gomes et al. (2000) e Piedras et al. (2004) para a espécie Rhamdia quelen.

TABELA 1 - Pardmetros de qualidade da 4gua observados durante o tempo experimental

Parametros da qualidade da 4gua Média
Oxigénio dissolvido (mgL™) 5,4
Temperatura (°C) 22,3
Amonia total (mgL™) 0,14
Nitrito (mgL™) 0,05
Ph 7,56

A porcentagem de ovos fecundados durante os diferentes tempos de fecundacédo de 1 e
5 minutos, foram de 76,33%, e 89,11% respectivamente e apresentaram diferenca

significativa entre os tratamentos (P<0,05), conforme apresentado na tabela 2.

TABELA 2 — Resultados obtidos entre os tratamentos de inducdo em diferentes tempos de

fecundacéao
Tratamentos Ovos fecundados(%) Ovos ndo fecundados(%)
(tempo de fecundacéo - min)
1 76,33 +£0,13 23,67 £0,13
5 89,11 + 0,06 10,78 £ 0,06
P =0,0004
Cv =747

Provavelmente, o tempo de fecundacdo de 5 minutos obteve melhor porcentagem de
ovos fecundados porque os produtos sexuais ficaram em contato por mais tempo. Estes
resultados contrastam com o experimento realizado por Carrillo (2005), que utilizou tempos

significantemente maiores, como 50, 55 e 60 minutos, e obteve menores resultados nas taxas
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de fertilizacdo de ovos de tilapias (Oreochromis niloticus), isso provavelmente se deve ao fato
de que, segundo afirmagdes de Rana (1988); Bhujel (2000); e Shelton (1998;2000;2002) , as
tilapias ndo respondem positivamente a indugdo hormonal.

Os resultados obtidos neste experimento para os diferentes tempos de exposicdo ao
choque térmico a 36 °C (5, 10, 15 minutos), com 1 minuto de fertilizagdo, estdo descritos na
tabela 3. Observou-se através da analise estatistica que houve diferenca significativa (P< 0,05)
entre o tratamento correspondente aos 15 minutos de exposicéo (92,33% de ovos fecundados)
em relacdo aos outros tratamentos correspondentes, aos 5 minutos (73,33%) e aos 10 minutos
de exposicdo (63,33%). Na figura 1, observam-se de uma forma mais dindmica os dados
expressados na tabela 3.

TABELA 3 - Tempo de exposic¢do ao choque térmico em 1 minuto apos a

fecundacdo.
Tempo de exposicdo ao calor Ovos fecundados* Ovos ndo fecundados
(min)
5 73,33° 26,67°
10 63,33° 36,7
15 92,33° 7,67°
CVv=28,38
P =0,0040

* Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05)

FIGURA 1 — Porcentagem de ovos fecundados em relacdo ao tempo de exposi¢do em

1 minuto apds a fecundacao
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Estes resultados discordam dos apresentados por Vozzi (2003), que testou diferentes
duracBes de choque térmico (5, 10, 15 e 25 minutos) em jundids, com 1 e 10 minutos de
fecundacéo, e encontrou menores taxas de fertilizacdo aos 15 minutos, encontrando diferenca
significativa em relagdo aos 5 e 10 minutos.

Segundo Cesar et al, a temperatura exata e a duragdo do choque térmico, que sdo
necessarias para a producdo de tripldides, devem ser estabelecidas inicialmente por tentativa e
erro, que é alguns graus mais frios ou mais quentes que a temperatura normal de cada espécie.
O tempo exato em que o choque deve comecar e terminar depende do tempo apds a
fecundacdo, no decorrer do qual o segundo corpusculo polar é eliminado, devendo comecar
antes do evento da eliminagdo e continuar por tempo suficiente até que seja improvavel a
extrusdao do segundo corpusculo polar.

Os resultados obtidos para os diferentes tempos de exposicdo ( 5, 10 e 15 minutos) em
5 minutos de fertilizacdo estdo descritos na tabela 4. PGde-se observar através da analise

estatistica que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (P >0.05).

TABELA 4 — Tempo de exposicao ao choque térmico em 5 minutos apos a

fecundacdo.
Tempo de exposicdo ao calor Ovos fecundados Ovos nao fecundados

(min)

5 90,332 9,672

10 85,00 15,00

15 92,00 8,00
CV =6,68
P =0,3828

* Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P <>0,05)

Na figura 2 é possivel observar melhor os dados descritos na tabela 4, onde ndo houve

diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).
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FIGURA 2 — Porcentagem de ovos fecundados em relacéo ao tempo de exposi¢cdo em

5 minutos apos a fecundacao
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Arai (2001), descreveu que as técnicas para inibir a primeira clivagem nos ovos
geralmente resultam em baixas taxas de sobrevivéncia, o que confronta com o observado por
Kerby (2002, apud Fukushima), que diz que estudos com diversas especies de peixes indicam
que os animais tripldides podem possuir melhores taxas de sobrevivéncia. Essa vai ao
encontro dos resultados obtidos neste trabalho, o qual alcangou altas taxas de ovos fecundados

em todos os tempos de exposicéo utilizados.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados das andlises realizadas, concluiu-se que com 5 minutos de
fecundacdo a média de ovos fecundados de jundia (Rhamdia quelen) mostrou ser melhor que
em 1 minuto.

Entretanto, quando este tempo de fecundagéo esta relacionado ao tempo de exposigéo
ao choque térmico, com 1 minuto apo6s a fecundacdo e 15 minutos de exposi¢do ao calor,
obtiveram-se maiores taxas de fertilidade dos ovacitos.

Ha a necessidade de mais pesquisas sobre este assunto, tendo em vista que € o
primeiro passo apds a indugdo a triploidia, o qual determina todas as etapas posteriores.
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