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RESUMO

O objetivo deste estudo foi identificar neomachos de Rhamdia quelen através de teste de
progénie. Esse € um método indireto para a produgdo de lotes monosexo, que evita a
aplicacdo de hormdnio nos peixes destinados ao consumo humano, uma vez que o esperado
no cruzamento entre neomachos e fémeas normais séo proles 100% femininas. Para os testes
de progénie, machos fenotipicos cultivados por oito meses foram selecionados de um lote
submetido @ masculinizagdo por ingestdao de 17a-metil-testosterona (MT) incorporado na
racdo na dose de 60mg/kg. Cinco machos foram cruzados com um “pool” de ovos de trés
fémeas normais e as proles resultantes de cada cruzamento foram cultivadas por 150 dias para
gue a sexagem das gbnadas pudesse ser realizada através da técnica do imprint. O teste do
qui-quadrado evidenciou que um macho originou prole com maior propor¢do sexual de
fémeas (P<0,05), sendo 75,56%. Apesar de ndo serem proles 100% femininas, existe um forte
indicio de que este macho seja neomacho, porque a proporcdo sexual das demais proles
apresentou maior presenca de machos ou foi balanceada (1:1).

PALAVRAS-CHAVE: Cultivo monosexo, masculinizacéo, teste de progénie.



ABSTRACT

This study aimed to identify Rhamdia quelen neomales through progeny test. This indirect
method of monosex production prevents the use of hormone in fish for human consumption,
since the offspring 100% females it is expected theoretically crossing neomales with normal
females. For progeny tests, 8-month-old phenotypic males were selected from a stock
submitted to masculinization by ingestion of 17a-methyl-testosterone (MT) incorporated in
diet, at dose 60mg/kg. Five males were crossed with an egg pool of three normal female and
the resulting offspring were grown up for 150 days for sex determination through imprint
technique of the gonads. Chi-square test showed that female predominated (P<0.05) in at least
one offspring of each MT dose, representing 75.56%. Although 100% female offspring was
not produced, there is a strong cue that these phenotypic male are neomale, because the sex
ratio of offspring from other males showed greater presence of males or was it balanced (1:1).

KEYWORDS: Monosex culture, masculinization, progeny test.
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1 INTRODUCAO

O Brasil possui imenso potencial para cultivo de peixes de dgua doce, visto que seu
territorio apresenta mais de cinco milhdes de hectares de lamina d’4gua distribuidos entre
lagos naturais e reservatorios de usinas hidrelétricas (AYROZA et al., 2006).

O jundia Rhamdia quelen (Figura 1) vive em lagos e pocos fundos dos rios, preferindo
0s ambientes de dguas mais calmas com fundo de areia e lama, junto as margens e vegetacéo.
E um bagre nativo da América Latina (SILFVERGRIP, 1996) que tem apresentado bom
desempenho em viveiros de piscicultura, principalmente no sul do pais, devido ao
crescimento satisfatério mesmo durante o inverno (CARNEIRO et al., 2002; FRACALOSSI
et al., 2004). Escondem-se entre pedras e troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a
procura de alimento (GUEDES, 1980). Os machos iniciam o processo de matura¢do gonadal
com 13,4cm e as fémeas com 16,5cm, porém, somente a partir de 16,5cm e 17,5cm, todos 0s
exemplares machos e fémeas, respectivamente, estdo potencialmente prontos para reproducéo
(NARAHARA et al., 1985).

Figura 1. O jundia Rhamdia quelen.

A maturacgdo sexual é um dos processos biologicos que mais afetam a produtividade,

pois a energia que poderia ser direcionada ao crescimento é direcionada para a produgdo de
gametas, resultando em menores taxas de crescimento e como consequéncia menor
produtividade (BYE E LINCOLN, 1986). Com relacdo ao crescimento, as fémeas de jundia
crescem em torno de 30% a mais que 0s machos até 0 momento da primeira maturacéo sexual
(GRAEFF et al., 2008).
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Segundo a Planilha de producdo anual da piscicultura de agua doce do estado de Santa
Catarina em 2013, divulgado pela EPAGRI, a producéo total alcancou valores de 37.130 T
sendo que o jundia participa com 998 T.

Sendo uma espécie nativa, pode-se dizer que o seu cultivo em tanque-rede causara o
minimo de impactos ambientais relacionados ao escape de individuos e tera maior aceitacdo
pelo mercado consumidor, que ja conhece 0 seu sabor e a sua caracteristica de carne.

Para um melhor aproveitamento desta espécie na piscicultura, sdo necessarios mais
estudos relacionados a nutricdo, principalmente na fase da larvicultura. Além disso, o
melhoramento genético também é um campo inexplorado para a espécie (GOMES et al.,
2000).

Vaérias pesquisas vém sendo realizadas nesse intervalo de tempo no objetivo de melhor
conhecer a espécie e suas exigéncias, com o objetivo de melhoras as técnicas de cultivo
desenvolvendo um pacote tecnoldgico para a espécie, fomentando a sua producéo.

Como para esta espécie as fémeas apresentam maior ganho de peso que os machos,
uma alternativa para intensificar a sua producdo seria o cultivo monossexo de fémeas,
gerando também um lote mais homogéneo.

A producgéo de um lote monossexo feminino pela técnica hormonal pode ser conduzida
de duas maneiras, direta, pelo fornecimento de horménios estrégenos durante os estagios
iniciais do desenvolvimento, ou, indireta, pela masculinizacdo de fémeas genotipicas com
horménios andrdgenos para posterior fertilizagdo de 6vulos normais com o sémen dessas
fémeas masculinizadas, denominadas neomachos (PIFERRER e DONALDSON, 1989).

Atualmente é bastante realizada a técnica de inversdo sexual direta para o jundia R.
quelen, utilizando o hormdnio estrégeno 17f3-estradiol nos primeiros 21 dias de larvicultura,
porém, esse método é bastante criticado pelo fato do peixe destinado ao consumo ter recebido
horménio em alguma fase da sua vida. Além disso, alguns paises que importam pescado
brasileiro ndo aceitam tais praticas.

Sendo assim, optou-se pela masculinizagdo dos reprodutores, com o objetivo de gerar
prole 100% fémea, de modo que apenas 0s reprodutores recebam hormonio e ndo os
individuos destinados a alimentacdo humana, método denominado de reversao sexual indireta.

A reversdo sexual indireta é um método bastante difundido, que consiste na
masculinizacdo de fémeas genotipicas com a utilizacdo de horménio 17a-metil-testosterona,
originando os neomachos, e posterior fertilizacdo dos ovdcitos de fémeas normais (fémeas

fenotipicas e genotipicas) com o sémen de neomachos, fazendo com que a progénie resultante
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contenha, teoricamente, 100% de fémeas, uma vez que os neomachos serdo fenotipicamente

machos, porém mantém as caracteristicas genotipicas de fémeas.

2 JUSTIFICATIVA

Obtencéo de prole fémea monossexo através da reversao sexual indireta € um método
muito interessante ja que é aplicado hormdnio apenas nos reprodutores e ndo nos individuos
destinados ao cultivo. J& que a taxa de crescimento do jundia é maior em fémeas do que em
machos, a produgdo monosexo feminino é uma 6tima alternativa para a espécie. Uma
melhoria para o cultivo do jundia seria produzir prole monossexo fémea para obter maior
crescimento e uniformidade de lote, intensificando assim a sua producéo, que possui um
enorme potencial no sul do pais. Sendo assim, se faz necessario induzir e identificar os
individuos neomachos, através da avaliacdo da composicdo da prole quanto a propor¢do

sexual.

3 OBJETIVO

Induzir e identificar exemplares neomachos de jundia Rhamdia quelen através do teste

de progénie.

4 METODOLOGIA

Todos os procedimentos experimentais adotados seguiram o protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFSC (PP00788).

41 LOCALIZACAO

O presente projeto foi realizado no Laboratério de Biologia e Cultivo de Peixes de

Agua Doce (LAPAD) (Figura 2), localizado no bairro do Morro das Pedras, Floriandpolis —
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SC, proximo a Lagoa do Peri. Este trabalho é vinculado ao projeto de tese de doutorado do
MSc. Luciano Augusto Weiss.

O experimento foi realizado em um dos sistemas de recirculagcdo do laboratorio. O
laboratorio possui trés sistemas de recirculagdo independentes, com filtro rotativo, biofiltro,
filtro de areia, trocador de calor e soprador de ar, tornando o ambiente de cultivo passivel de

ser controlado.

Figura 2. Vista aérea do LAPAD.

42 DESOVA

Para a realizacdo do experimento, foram selecionados cinco machos fenotipicos (que
podem ser geneticamente machos ou fémeas) dentro de um lote de individuos que foram
tratados com o hormédnio 17a-metil-testosterona com uma dosagem de 60mg/kg atraves do
fornecimento de racdo durante 21 dias de larvicultura, no inicio do ano de 2014, para induzir a
masculinizacéo do lote.

Cada um dos cinco individuos foi identificado através da incorporacédo de transponder
do tipo PIT-Tag. Foram realizados cruzamentos desses individuos utilizando o sémen de cada
macho para fertilizar com um “pool” de ovos originarios de duas fémeas.

Previamente a desova as fémeas receberam duas doses (0,5 mg/kg e 5,0 mg/kg) de

extrato de pituitaria da carpa (EPC) (Figura 3), com intervalo de 12 horas. Ja 0s machos
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receberam apenas uma dose do mesmo hormoénio (0,4 mg/kg) no mesmo momento de

aplicacdo da segunda dose das fémeas.

Figura 3. Aplicacdo do hormonio extrato de pituitaria da carpa (EPC) para indugdo a maturagdo final e
espermiacao/desova.

1

N

Os gametas foram obtidos pelo método de extrusdo a seco (Figura 4). Os dvulos e
espermatozoides foram recolhidos separadamente para posterior mistura ainda a seco, sendo
que a fertilizacdo ocorre através da adicdo de agua. Os ovos fertilizados foram posteriormente
incubados em incubadoras (cilindro-conicas) de 10L abastecidas pelo sistema de recirculacdo

de agua.

Figura 4. Método de extrusdo a seco. Macho a esquerda e fémea a direita.

"

Durante a realizacdo da extrusdo foi tomado bastante cuidado para aumentar as

chances de sucesso na reproducdo, tais como manter 0s recipientes e as maos secos para que
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ndo haja ativacdo dos espermatozoides ou a hidratacdo dos ovécitos prematuramente,

podendo reduzir as taxas de fertilizacdo.

43 LARVICULTURA

A larvicultura ocorreu em tanques circulares de 100L (Figura 5) e a densidade de
estocagem foi de 40 larvas por litro. Foram monitorados os parametros de qualidade da agua
(oxigénio dissolvido, pH, salinidade e condutividade) através das medicGes realizadas

diariamente nos sistemas de recirculagdo do LAPAD.

Figura 5. Tanques circulares de 100L onde foi realizada a larvicultura e a recria.

A alimentacdo das larvas foi feita pela adicdo de nauplios de artémia fornecida nos
primeiros 20 dias. Posteriormente foi realizada a transi¢do alimentar e fornecida a racdo
comercial microfloculada da Alcon com 45% PB (proteina bruta), somada a adicdo de farinha
de figado de boi, produzida dentro do préprio laboratério. Apos aproximadamente 30 a 45
dias, dependendo do crescimento dos peixes, passou a ser ofertado como alimento a ragéo
comercial de 1mm da Guabi 45% PB.
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Figura 6. Juvenis de jundid Rhamdia quelen prontos para a realiza¢do do teste de progénie.

A artémia foi preparada em incubadoras de 1,5L (Figura 7) em uma densidade de 29
de cistos por litro, em salinidade 30g/L e pH 8. Além disso, apo6s a eclosdo os nauplios de
artémia foram submetidos a um processo de enriquecimento, utilizando para isso uma
emulsdo preparada no proprio laboratorio. Esse processo de enriquecimento parece ter sido
fundamental para o sucesso na larvicultura, que é uma fase considerada critica para diversas
espécies devido a falta de conhecimentos de exigéncia nutricional nessa fase de vida. Alguns
trabalhos ja foram realizados com o jundid comparando ganho em peso e crescimento para
larvas alimentadas com nauplios de artémia e alimento inerte, sendo que e 0s tratamentos
envolvendo os nauplios de artémia mostraram resultados superiores (BORGES NETO et
al.,2013).
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Figura 7. Incubadoras para a ecloséo dos cistos de artémia.

44  AVALIACAO DO NEOMACHO

Ap0s cinco meses de cultivo (um més de larvicultura e quatro meses de recria) ja foi
possivel a realizacdo do teste de progénie dos individuos (Figura 6). O teste de progénie
consiste basicamente na verificagdo do sexo de cada um dos individuos da prole através da

observacgdo das gonadas (Figura 8).
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Foram eutanasiados sessenta peixes de cada cruzamento através da imersdo em
solugdo com eugenol (60 ppm). Posteriormente foi procedida a abertura da cavidade
abdominal, para a retirada das gonadas e observacdo do sexo. Quando ndo foi possivel
identificar o sexo macroscopicamente, o tecido gonadal foi colocado entre laminas e

observado no microscépio Leica® DM 3000 utilizando a técnica do imprint, possibilitando

assim a verificacdo do sexo (Figura 9).

Na maioria dos casos pode ser verificado o sexo do individuo apenas ao abrir a
cavidade abdominal e observar a gbnada macroscopicamente, que se mostra esbranquicada
nos machos e amarelado-transparente nas fémeas. Porém, algumas vezes foi necessaria a
aplicacdo da técnica do imprint, que consiste em prensar o tecido gonadal entre duas Iaminas
e observa-lo no microscépio. Apds isso, fica evidente a diferenca entre as gbdnadas
masculinas e femininas. Enquanto nos machos é observado um aspecto parecido com

“franjas”, nas fémeas os ovocitos se tornam bem visiveis.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos cinco individuos machos selecionados para a realizacdo dos testes de progénie
apenas quatro obtiveram sucesso na reproducdo e geraram descendentes. Um dos individuos
n&o espermeou mesmo depois da inducdo hormonal.

O comportamento normal nas proles de jundia visto até entdo é a prevaléncia de

machos em relacdo as fémeas ou mesmo um equilibrio na proporcéo de machos e fémeas. A
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avaliacdo da proporcdo entre os sexos foi feita com o uso do teste qui-quadrado (p<0,05),
considerando uma proporcao esperada de 1:1. De maneira geral, o objetivo do teste qui-
quadrado é comparar diferentes propor¢des ocorridas em um determinado caso, verificando o
desvio entre a frequéncia ocorrida em relacdo aquela esperada.

Apos a realizacdo da sexagem da prole originaria dos quatro cruzamentos, foi
verificado que apenas uma das proles apresentou proporcdo sexual predominante de fémeas
(p<0,05), sendo que duas das proles apresentaram predominancia sexual de machos (p<0,05)
e a outra prole apresentou igualdade na proporcéo sexual.

Este resultado evidencia a dependéncia entre a proporcdo sexual da prole e o macho
doador de sémen (Tabela 1), j& que as fémeas utilizadas foram as mesmas para todos 0s
cruzamentos com cada um dos machos.

Segundo Piferrer (2001) peixes que apresentam proporcdes sexuais na prole diferentes
do esperado de 1:1 possuem mais de um par de cromossomos na determinacdo do sexo, ou
ainda, sdo identificados através da presenca de genes determinantes do sexo em cromossomos
autossdémicos, como ocorre com Pseudoplatystoma corruscans. A influéncia que esses genes
autossémicos tém sobre a determinacdo sexual é a principal dificuldade encontrada quando se
objetiva a producao de lotes monossexo para qualquer espécie.

Para o jundia, reversdo sexual direta através da feminilizacdo utilizando horménio
estrogeno ministrado na dieta durante os primeiros 21 dias de larvicultura, nas dosagens de
90, 100 e 110 mg/kg de dieta, constatou maior proporcdo de fémeas para a dosagem de
100mg/kg, com 79,4% (AMARAL JUNIOR et al., 2008).

Ja para a Tilapia do Nilo, 40mg/kg de 17a-metil-testosterona ministrado atraves da
racdo durante os primeiros 40 dias de larvicultura, reverteu sexualmente para machos 90 a
99% da populagéo (CESAR et al., 2015).

A presenca de cromossomos sexuais e o sistema de determinacdo do sexo ndo esta
relatada para R. quelen. O resultado do presente trabalho sugere que a determinacdo do sexo
do jundia se dé através da presenca de genes autossdmicos, ja que ndo foi obtida uma prole
100% feminina, além disso, houve diferenca significativa tanto para maior propor¢do de

machos quanto para fémeas em distintos cruzamentos realizados neste trabalho.
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Tabela 1. Sexagem da prole resultante do cruzamento entre fémeas normais e machos provenientes
dos tratamentos de masculinizagdo com 60 mg/kg MT.

Peixe Macho (%) Fémea (%)
1 53,33 46,67

2 76,67* 23,33

3 24,44 75,56*

4 70,00* 30,00

5 - -

* Diferenca significativa na proporgédo sexual pelo Teste do qui-quadrado (P<0,05), considerando uma
propor¢édo esperada de 1:1.

6 CONCLUSAO

A diferenca apresentada com relacdo a proporcéo sexual com predominio de fémeas
na prole gerada por um macho, que recebeu dosagem de 60mg/kg de 17 a-metil-testosterona,
¢ um forte indicativo de que este animal seja neomacho, embora a prole gerada por esse
individuo ndo seja 100% fémea. Dessa forma, é de enorme importancia a continuidade e o
desenvolvimento dessa pesquisa para que sejam caracterizados 0s cromossomos sexuais da
especie, possibilitando o desenvolvimento de métodos que permitam a producdo indireta de

lotes monossexo de fémeas para o jundia Rhamdia quelen.
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