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RESUMEN

La técnica de induccién de triploidia en Rhamdia quelen fue estandarizada mediante la aplicacion de
choques térmicos calientes de diferente duracién y aplicados en distintos momentos pos fecundacién.
La supervivencia al choque térmico fue determinada al momento de la eclosién de las larvas. Para la
identificacién de peces triploides la determinacién del nivel de ploidia se realiz6 a través de recuento
del ntiimero méximo de nucleolos en ntcleos interfasicos. De acuerdo con las variables analizadas se
determiné el mejor tratamiento para inducir triploidia en Rhamdia quelen, como también aquella variable
que produjo mayor tasa de supervivencia al tratamiento térmico elegido en el trabajo - temperatura de
choque: 36 + 1 °C; duracion de choque térmico: 5 minutos; momento de choque térmico: 5 minutos pos
fecundacién, con valores de triploidia del 74,8% y de supervivencia relativa del 33,4%.
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INDUCTION OF TRIPLOIDY IN Rhamdia quelen (PISCES, PIMELODIDAE)

ABSTRACT

The triploidy induction technique in Rhamdia quelen was standardized by the application of heat shocks,
with different durations, and in different moments post fecundation. The survival to the heat shock was
measured at the moment of larvae eclosion. In order to identify the triploid fishes, the rate of ploidy
was calculated by recounting the maximum number of nucleolus in interphase nuclei. The best method
to induce triploidy in Rhamdia quelen was determined based on the values of the variables analysed in
this paper. The variable that produced the greatest rate of survival to the heat shock was also
indicated - temperature of the shock: 36 + 1 °C; duration of the temperature shock: 5 minutes; moment
of the shock temperature: 5 minutes post fecundation, with triploidy and survival rates of 74.8% and
33.4%, repectively.
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INDUCAO DE TRIPLOIDIA EM Rhamdia quelen (PISCES, PIMELODIDAE)

RESUMO

A técnica de inducdo de triploidia em Rhamdia quelen foi padronizada mediante aplicagdo de choques
térmicos quentes de diferentes duragdes, em diferentes momentos pés-fecundacado. A sobrevivéncia ao
choque térmico foi determinada no momento da eclosdo das larvas. Para identificacdo dos peixes
tripléides, a determinacdo do nivel de ploidia foi realizda através da contagem do ntimero maximo de
nucléolos em ntcleos interfasicos. Com base nas varidveis analisadas no trabalho, determinou-se o
melhor tratamento para induzir triploidia em Rhamdia quelen, como também aquele que produziu
maior taxa de sobrevivéncia ao tratamento térmico utilizado no trabalho - temperatura de choque:
36+ 1 °C; duracdo de choque térmico: 5 minutos; momento de choque térmico: 5 minutos pés-fecundacao,
com taxas de triploidia e de sobrevivéncia de 74,8% e 33,4%, respectivamente.

Palavras-chave: triploidia; choque térmico; jundia; Rhamdia quelen
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INTRODUCCION

El jundia, Rhamdia quelen, es una especie de pez
neotropical que se distribuye desde México hasta el
centro - norte de la Argentina (SILFVERGRIP, 1996).
Su cultivo en estaciones de piscicultura se encuentra
en amplia expansion, especialmente en el sur de Brasil,
dado las caracteristicas biolégicas favorables que
presenta la especie como son su buena adaptacién a
los sistemas de cultivo tradicionales y rusticidad
(LUCHINI, 1990; CARVALHO GOMEZ et al., 1999).
El crecimiento de Rhamdia quelen aumenta con la
temperatura del agua y es pronunciado en los primeros
afos de vida. Los machos crecen més que las hembras
hasta el tercer o cuarto afio de vida, posteriormente la
situacion se invierte, llegando las hembras a medir
66,5 cm y pesar 3 kg y los machos 52 cm pesando
aproximadamente 2,5 kg. (NARAHARA et al., 1985a).

Lamadurez sexual es alcanzada tempranamente,
antes del primer afo de vida en ambos sexos
(NARAHARA et al., 1985b). Tal precocidad reduce el
crecimiento somatico, al mismo tiempo, el desarrollo
de las gonadas es acompafiado de una drastica
alteracién endécrina (PEREZ et al., 1999), lo que
supone cambios en la composicién corporal y en el
comportamiento de los peces.

Dentro de las técnicas existentes para controlar la
madurez sexual precoz, principalmente en hembras,
la técnica de induccién de triploidia es el camino
correcto para solucionar el problema en especies
precoces sexualmente. La induccién de triploidia tiene
como objetivo producir esterilidad gamética y/o
gonadal dada la formacién de trivalentes en la
primera divisién meiética de los peces triploides
resultantes del tratamiento. El proceso citolégico
consiste en bloquear la segunda divisién meiética (por
retencién del segundo cuerpo polar) mediante la
aplicacién de choques fisicos y quimicos a huevos
recién fecundados (CHOURROUT, 1987), formando
un cigoto triploide con tres pares de cromosomas. La
presencia de trivalentes en la meiosis impide casi por
completo la maduracién sexual en hembras y
parcialmente en machos (CHERFAS et al., 1981;
BASAVARA]JU et al., 2002).

La disrupcién en la maduraciéon sexual hace
posible la redistribucién de la energia metabdlica
utilizada en la maduracién gonadal, la que pasa a ser
utilizada en el crecimiento somatico (THORGAARD,
1986).

Los tratamientos térmicos son los mas aplicados a
escala comercial e incluyen choques térmicos frios
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(LINCOLN et al., 1974, CHEVASSUS et al., 1984;
PIFERRER et al., 2000) y calientes (CHERFAS et al.,
1981; CHEVASSUS et al., 1983; BENFEY vy
SUTTERLIN, 1984), los que son aplicados a huevos
recién fecundados, obteniendo considerables niveles
de peces triploides y aceptables tasas de supervivencia
al choque térmico.

El objetivo del trabajo es estandarizar la técnica de
induccién de triploidia en Rhamdia quelen mediante
choques térmicos calientes, evaluar el porcentaje de
triploides obtenido en diferentes tratamientos como
asila supervivencia de los cigotos al tratamiento fisico.

MATERIALES Y METODOS

Captura y reproduccion de los animales

Los peces utilizados como reproductores fueron
capturados en lagunas marginales de la ruta Nacional
12 (km 1307), provincia de Corrientes, Argentina,
entre los meses de febrero y diciembre del 2000,
trasladados al laboratorio y alojados en acuarios de
130 L con sistemas de filtracioén biolégica y renovacién
de agua del 10-15% diario. Los mismos fueron
mantenidos a temperaturas entre 25 y 28 °C y
alimentados diariamente con racién balanceada.

Para proceder a la induccién hormonal se modificé
la técnica propuesta por RUDUNZ NETO (1981) y
LUCHINI (1990). Los reproductores fueron
mantenidos en acuarios con agua bien oxigenado a
una temperatura similar en la que fueron incubados
los huevos posteriormente (26 £ 1 °C). Tanto machos
como hembras fueron inducidos hormonalmente a
liberar sus gametas mediante inyecciones
intraperitoneales de Gonadotrofina Coridénica
Humana (HCG), con 1000 UI de hormona por kilo de
peso.

En cada experiencia se utiliz6 el semen de un
macho y los huevos de dos hembras.

Las hembras recibieron una dosis preparatoria de
HCG correspondiente al 10% del total de la dosis.
Transcurridas 12 horas se procedi6 a dar la segunda
dosis con la totalidad de la hormona. Transcurridas
300 °C horas se procedid a extraer los ovocitos
artificialmente. Los machos recibieron una sola dosis
de hormona (con la totalidad de la dosis),
simultdneamente con la segunda dosis de las
hembras.

La obtencién de huevos y esperma se realizé
mediante la aplicacién de masajes abdominales, los
gametas fueron colectados en un recipiente limpio y
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seco donde fueron fecundados y posteriormente
hidratados los huevos. Por daltimo los huevos
fecundados fueron colocados en incubadoras flotantes
individuales de 2 L de capacidad a razén de
300 huevos por incubadora, dando a cada incubadora
un tratamiento diferente.

Induccién de poliploidia y disefio experimental

Se indujo triploidia mediante la aplicacién de
choques térmicos calientes (36 £ 1 °C) sobre huevos
recién fecundados, con un diferencial de temperatura
de 10 °C sobre la temperatura de incubacién.

Las jaulas de incubacion fueron trasladadas a un
bafio termostético a una temperatura de 36 °C en el
momento de aplicacién del choque térmico,
permaneciendo alli durante diferentes tiempos
(tratamientos). Concluido el choque térmico los
cigotos retornaron a la temperatura de incubacion
normal de26 £1 °C.

Dos variables fueron analizadas para una
temperatura de choques térmicos constante de
36£1°C:

a) Duracién de choque térmico: 5y 10 minutos

b) Momento de choque térmico: comenzando al
minuto 1 pos fecundacién y concluyendo al
minuto 25, con 5 minutos de intervalo entre cada
tratamiento (1, 5, 10, 15, 20, 25 minutos pos
fecundacién).

El analisis de supervivencia fue realizado en larvas
al momento de la eclosién, la cual denotd
principalmente la resistencia de los huevos al choque
térmico, dado que la menor supervivencia de los
triploides respecto a los diploides se debe al stress
producido durante el choque térmico y no por la
condicién triploide per se (THORGAARD, 1986).

Cada experiencia fue realizada con 5 réplicas. El
analisis estadistico fue realizado mediante la
aplicacién de Analisis de Variancia (ANOVA).

Determinacion del nivel de ploidia

El nivel de ploidia de las larvas fue determinado
mediante el recuento del ndmero maximo de nucleolos

por ntcleo, siguiendo la técnica propuesta por
PHILLIPS et al. (1986) para la identificacién de peces
triploides a partir de nticleos interfasicos en especies
que presentan una sola Region Organizadora de
Nucleolos (NOR) por complemento haploide.

Para la obtencién de suspensiones celulares se
modificé la técnica propuesta por KLIGERMAN y
BLOOM (1977). Las larvas fueron colocadas en
solucién hipotoénica (KCl al 0,075 M) durante 10
minutos a temperatura ambiente. Se fijaron en
metanol-acido acético (3:1) en frio por dos horas,
realizando dos cambios de fijador.

Individualmente, el saco vitelino de cada larva fue
removido y posteriormente fueron colocadas en un
portaobjetos excavado con una solucién de acido
acético al 50% agitando suavemente durante 2-3
minutos a fin de obtener una suspension celular. Con
un capilar para microhematocrito se goted sobre un
vidrio precalentado a 40-50 °C, coloreandose con
Giemsa al 10% durante 10 minutos.

Para denotar la presencia de nucleolos se siguié
la técnica propuesta por HOWEL y BLACK (1980).

Se analizaron 10 larvas por tratamiento y un total
de 50 ntcleos por larva.

Para cada reproductor fue analizado el ntimero
maximo de nucleolos presentes por nicleo a partir de
suspensiones celulares de rifién para comprobar la
ausencia de Regiones Organizadoras Nucleolares
multiples (NORs), evitando falsos positivos.

RESULTADOS

Identificacion y obtencion de triploides

Se determiné como triploide aquellos individuos
que mostraron en sus nucleos hasta 3 nucleolos
(Figura 1) y como diploides aquellos individuos que
presentaron como méximo 2 nucleolos por ndcleo
(Figura 2).

En la tabla 1 se indica el resultado del ANOVA
entre los diferentes bloques.

El Analisis de Variancia demostré un
comportamiento y resultados similares en las 5

Tabla 1. Resultado del Anélisis de Variancia entre Bloques, en Rhamdia quelen

MS gl MS
Efecto Efecto Error Error F P
Bloque 0,535113 362 0,310675 1,722418 0,144381

MS: Suma de cuadrados
gl: Grados de libertad

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 29(1): 87-94, 2003
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Figura 1. Nucleos interfasicos triploides (3X) tefidos con nitrato de plata, en Rhamdia quelen

Figura 2. Ntcleos interfasicos diploides (2X) tefiidos con nitrato de plata, en Rhamdia quelen

experiencias (bloques) realizadas (p > 0,05), por los
que resultados y comportamientos similares fueron
observadas en la obtencion de triploides realizando
las mismas experiencias con distinto material
genético.

Enla figura 3 se indica el porcentaje de triploides
obtenidos en diferentes tratamientos.

Como se observa en la figura 3, el mayor porcentaje
de triploides fue obtenido aplicando choques térmicos
entre el minuto 1y 10 pos fecundacion, tanto con 5
como con 10 minutos de duracién del mismo,
respectivamente con valores de 74,8 y 53,2% de peces
triploides obtenidos.

No existieron diferencias significativas en la
aplicacion de choques térmicos entre los minutos 1y
10 pos fecundacién (p > 0,05), mientras que mediante
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la aplicacion a posteriori del Teste LSD entre los
minutos 1 - 10 y los minutos 15 - 25 se determin¢ la
existencia de diferencia significativa en lo que respecta
al porcentaje de triploides obtenidos aplicando
choques térmicos en diferentes momentos pos
fecundacion (p <0,05).

Diferentes duraciones de choque térmico (5 y
10 minutos) no afectaron significativamente la
obtencién de triploides entre los minutos 1 y 10 pos
fecundacion (p > 0,05) (Tabla 2), determindndose
a posteriori diferencias significativas mediante la
aplicacion del Teste LSD cuando el choque térmico
fue aplicado entre los minutos 15 y 25 (p < 0,05).

En la tabla 2 se presentan los resultados del
ANOVA para Duracion de choque térmico, Momento
de choque térmico y la Interaccién entre los dos
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Porcentaje de friploides

= B

1 5 10
Momento de choque térmico (minuto)

15 20 25

E 5 min de choque térmico

B 10 min de choque térmico

Figura 3. Porcentaje de triploides obtenidos mediante la aplicacién de choques térmicos calientes de distinta
duracién en diferentes momentos pos fecundacién, en Rhamdia quelen

Tabla 2. Resultado del Analisis de Variancia (ANOVA) dentro y entre variables, en Rhamdia quelen

MS Gl MS
Efecto Efecto Error Error F P
Duracién de 0,882612 353 0,237699 3,71314  0,054788
choque
Momento de 3,374472 353 0,237699  14,19639  0,000001
choque
Interaccion 0,382796 353 0,237699 1,61042  0,143183

tratamientos. La interaccién entre ambos tratamientos
resulté no ser significativa, por lo que el efecto de cada
tratamiento en sus diferentes aplicaciones actu6 de
manera independiente del otro.

Analisis de supervivencia

Como se observa en la figura 4, el choque térmico
caliente afect6 significativamente la supervivencia de
las larvas tanto cuando fue aplicado en diferentes
momentos pos fecundacién como cuando se aplicaron
diferentes duraciones de choque térmico (p < 0,05)
(Tabla 3). El mayor porcentaje de supervivencia
(33,40%) respecto al control fue observado cuando se
aplicaron choques térmicos de 5 minutos de duracién,
5 minutos después de la fecundacion.

Respecto al momento pos fecundacion de
aplicacién del choque térmico no existieron
diferencias significativas cuando se aplicaron
choques térmicos al minuto 1, 5, 10, 15 (p > 0,05),
aunque mostraron mayor tasa de supervivencia las
larvas que tratadas a los 5 minutos.

Si bien en la variable Duracién de choque existieron
diferencias significativas (p < 0,05), mediante la
realizacién a posteriori del teste LSD se determiné que
tales diferencias existieron entre el control y los
tratamientos de 5 y 10 minutos de duracion de choque
térmico, indicando que cualquiera de estos
tratamientos reduce significativamente la
supervivencia de los embriones, no existiendo
diferencias significativas la supervivencia de las
larvas aplicando choques térmicos de 5 y 10 minutos
(p>0,05).

Respecto a la variable Momento de choque también
fueron observadas diferencias significativas (p > 0,05),
evidenciando a posteriori mediante la aplicacion del
Test LSD que esta diferencia ocurrié entre el control y
todos los tratamientos, observandose nuevamente el
efecto nocivo del choque térmico sobre la
supervivencia de las larvas. En tanto los choques
térmicos aplicados entre el minuto 1y 15 fueron mejor
tolerados por los embriones respecto a los tratados
entre el minuto 20y 25 (p > 0,05).

B. Inst. Pesca, Sao Paulo, 29(1): 87-94, 2003
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Porcentaje de supervivencia

Control 1 5 10 15 20 25
Momento de choque térmico (minuto)

‘ E 5 min de choque térmico 10 min de choque térmico ‘

Figura 4. Efecto del choque térmico caliente pos fecundacién sobre la supervivencia de las larvas (respecto al
control) al momento de la eclosién, en Rhamdia quelen

Tabla 3. Resultados del Analisis de Variancia para Duracién de choque térmico y Momento de aplicacién y su
efecto sobre la supervivencia de las larvas de Rhamdia quelen

MS Gl MS
Efecto Efecto Error Error F P
Duracién de choque  0,2383 0,377 0,17701 13,4399 0,00001
Momento de choque  0,081471 72 0,017661 4,61301 0,000263

Distribucién nucleolar en reproductores y larvas

En las tablas 4 y 5 se indica la distribucién
nucleolar (en porcentaje) para larvas al momento de
la eclosién y para reproductores, respectivamente.

Como se observa en la tabla 4, la frecuencia de
ndcleos con 3 nucleolos en larvas triploides fue

menor a la frecuencia observada de nicleos con
1y 2. Resultados similares fueron encontrados por
PHILLIPS et al. (1986) en salmoénidos. La
frecuencia de nucleolos observada en larvas diploides
y en reproductores (tablas 4 y 5) fue aproxi-
madamente 1:1.

Tabla 4. Distribucion nucleolar en larvas diploides y triploides de Rhamdia quelen

Ploidia Numero de nucleolos Media Minimo Maéaximo Desv. Standard
o 1 23,80 15 37 3,68
Diploide 2 26,01 13 35 3,77
1 20,94 10 36 3,68
Triploide 2 22,05 6 32 3,77
3 6,97 2 2 2,43

Tabla 5. Distribucién nucleolar observada en niicleos de suspensiones celulares de rifién en reproductores de
Rhamdia quelen

Ploidia Numero de nucleolos Media Minimo Maéaximo Desv. Standard
. 1 23,9 11 30 3,54
Diploide 2 26,1 2 31 2,99

B. Inst. Pesca, Sdo Paulo, 29(1): 87-94, 2003
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DISCUSION

Escasos relatos en la literatura existen respecto a
la induccién de poliploidia en especies neotropicales
(FORESTI et al., 1994), siendo las variables usadas en
el trabajo variantes de las utilizadas en estudios
realizados en salménidos (CHOURROUT, 1987) y
ciprinidos (BASAVARAJU et al., 2002) donde se indujo
poliploidia aplicando choques térmicos calientes.

Futuros trabajos deberdn ser concentrados en
aumentar el porcentaje de triploides inducidos y
también la supervivencia al tratamiento térmico dentro
de los tiempos pos fecundacién analizados en el
trabajo, ya que a una similar temperatura de trabajo,
VALCARCEL et al. (1994) observaron que la liberaciéon
del segundo cuerpo polar en Rhamdia sapo ocurria
aproximadamente 10 minutos después de la
fecundacién. Tal resultado es concordante con la
frecuencia de triploides encontrado en el trabajo, ya
que la mayor cantidad de los mismos se obtuvo
cuando los choques térmicos fueron aplicados entre
el minuto 1y 10 después de ocurrida la fecundacion,
por tanto antes de que se produzca la liberacion del
segundo cuerpo polar. La utilizacién de choques
hipotérmicos o hiperbaricos puede ser el camino para
aumentar la frecuencia de triploides y Ila
supervivencia de los huevos al tratamiento fisico.

Dada la presencia de un solo par de NORs (por
tanto dos nucleolos como maximo en ntcleos
interfédsicos), ausencia de polimorfismos numéricos
respecto a las NORs (FENOCCHIO et al., 2000) y la
presencia maxima de dos nucleolos por nucleo
interfasico en los reproductores usados en el trabajo,
el protocolo para identificar peces triploides
constituyo un método econdémico y rapido para
identificar triploidia en Rhamdia quelen.

Segun PHILLIPS et al. (1986), la distribucion
nucleolar en larvas diploides y triploides varia entre
especie y principalmente con la edad del individuo
por lo que las frecuencias de distribucién nucleolar
obtenidas en el trabajo corresponden a larvas
vitelinas pos eclosién y no deben ser considerados
como padrén para la especie.

CONCLUSIONES

Las primeras informaciones para inducir
triploidia en Rhamdia quelen son presentadas en este
trabajo. Se obtuvieron niveles de triploides similares
a los encontrados en la bibliografia aunque con
niveles de supervivencia de mediana a baja magnitud.
Choques hipertérmicos aplicados momentos después

de la fecundacion afectaron significativamente el
desarrollo de los huevos en todas las variables
analizadas.
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