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INTRODUCAO GERAL

Com o crescimento da aquicultura, esta ocorrendo grande interesse,
por parte dos produtores, em elucidar duvidas sobre a espécie de peixe a

ser escolhida e qual o melhor manejo visando otimizar os lucros.

Entre as espécies de peixes criadas no Brasil encontra-se o jundia
(Rhamdia quelen). Segundo RADUNZ NETO (1981), esta espécie apresenta
boa aceitacdo no mercado consumidor, alta potencialidade de producdo em
acudes e também alto potencial de comercializacdo, sendo por isso uma 6tima

opcao para cultivo em viveiros.

O jundia (Rhamdia quelen) é um peixe de habitos noturnos, habita
lugares calmos e profundos. Possui habito alimentar omnivoro, com tendéncias
a piscivoro. Quando adulto, pode atingir 50 cm de comprimento e cerca de 3 kg
de peso vivo. Atinge a maturidade sexual logo no primeiro ano de vida e possui
dois picos de reproducdo ao ano (primavera e verdo). E encontrado desde a
Argentina até o sul do México. No Brasil, o jundid estd sendo bastante
produzido nas regides do sul do pais, onde se tem obtido bons resultados com

a reproducao induzida, com alta taxa de fecundacdo (GOMES et al., 2000).

Apesar de todas as vantagens citadas acima para a producdo do
jundia, muitos séo os fatores que podem interferir no sucesso da criacao.
Um desses fatores sdo os agrotoxicos aplicados em lavouras, que podem

alcangar os cursos d’agua.
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Com a utilizacao errdnea desses defensivos agricolas, os corpos d’agua
tornam-se, muitas vezes, recipientes intermediarios ou finais dos agrotéxicos, e,
desta maneira, contribui para o desequilibrio da fauna e flora existentes nos

cursos d’agua, gerando grande risco de contaminag¢ao para o meio ambiente.

Em ambientes aquéaticos degradados, em especial aqueles em que
0S contaminantes encontram-se em doses cronicas e subletais, as
alteracdes na estrutura e funcdo dos organismos ocorrem com maior
intensidade do que as mortalidades em massa. Desta maneira, a analise
dos disturbios ocasionados no organismo dos peixes e outros seres que
habitam esses locais, torna-se um método para a deteccdo dos efeitos dos

poluentes nas 4guas (SOUZA et al., 2004).

Um herbicida que estd sendo muito utilizado atualmente nas lavouras,
principalmente no cultivo da soja, € o glifosato. Segundo dados do Centro de
Controle de Intoxicacdo da Unicamp, o mesmo tem efeito cumulativo e o seu grau de

intoxicagéo depende do tempo de contato com o agente (IDEC, 2004).

O glifosato é um herbicida pés-emergente, pertencente ao grupo quimico
das glicinas, classificado como n&o-seletivo e de agao sistémica. Apresenta largo
espectro de acdo, o que possibilita um excelente controle de plantas daninhas

anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas (MONSANTO, 2006)

Segundo informacbes da Idec - Instituto Brasileiro de Defesa do
Consumidor - (IDEC, 2004), o ROUNDUP® possui ha sua composicdo um
surfactante (tem por objetivo diminuir a tensdo superficial e melhorar a area de

contato com a planta) que é mais toéxico que o proprio glifosato, e sendo assim, a
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combinacdo dos dois aumenta a toxicidade do produto. Neste experimento,
seré utilizado ROUNDUP® WG em p6 molhavel produzido pela Monsanto.

A principal rota de degradacao do glifosato sédo os microrganismos de solo
e dgua (por processos aerobios e anaerdbios), que o decompdem em compostos
naturais. Uma caracteristica importante do glifosato é a sua capacidade de ser
adsorvido pelas particulas de solo e permanecer inativo até sua completa
degradacdo, sendo que sua meia-vida média € de 32 dias. Esse resultado foi
obtido em 47 estudos conduzidos em campos agricolas e éareas de
reflorestamento em diferentes localidades geogréaficas (GIESY et al., 2000)

Outro fator que pode influenciar negativamente a producéo de peixes é o
estresse. O estresse pode ser definido como a alteracdo da funcdo normal do
organismo frente a um distarbio. Na aquicultura, qualquer pratica de manejo ja é
um fator estressante, ndo esquecendo de mencionar os fatores relacionados com
a qualidade de &gua, alimentacdo e também as variacbes ambientais
(BARCELLOS et al., 1997).

O organismo do peixe é capaz de responder fisiologicamente ao agente
estressor para compensar o distdrbio que esta ocorrendo. Porém, quando o
estimulo estressor persiste e ultrapassa as capacidades fisiolégicas de adaptacéo,
ocorrera a exaustao do sistema e incapacidade de responder ao estresse sofrido
(SELYE, 1950).

Atualmente, tanto em ambientes naturais como em ambientes
artificiais, os peixes vém sendo expostos as mais variadas condicdes

ambientais e também a inimeros agentes estressores, e desta maneira,



12

acarretando efeitos negativos para a saude, o desenvolvimento, a reproducéao

e a sobrevivéncia da espécie.

Os agentes estressores podem ser de origem quimica, bioldgica, fisica e
estdo quase sempre, no caso dos peixes, diretamente ligados ao manejo. Muitos
peixes podem estar expostos a mais de um agente estressor (VAL et al., 2004).

Ao se deparar com algum agente estressor ou com mudangas ambientais ou
fisioldgicas, o organismo do peixe € capaz de lancar méo de alguns ajustes bioldgicos
para poder minimizar os efeitos advindo do estresse. Tais respostas podem ser
primérias, secundarias ou terciarias (BARTON & IWANA, 1991). Esse conjunto de
respostas apresenta uma graduacdo desde respostas de baixa relevancia até
respostas de alta relevancia ecolégica, conforme o que demonstra o esquema a

baixo (VAL et al., 2004):
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Baixa relevancia ecoldgica

Respostas Primarias
Hormonios de estresse
ACTH
Catecolaminas
Corticosteroides

Respostas
Secundarias

Mudancas
metabdlicas,
fisiologicas e
estruturais

Respostas
Terciérias
Animal todo
PopulacGes
Crescimento
Reproducéo

Alta relevancia ecologica
Sequéncia de respostas bioloégicas de peixes expostos a agentes

estressores, com indicacdo da relevancia biologica (Fonte: VAL et al., 2004)

Ao perceber a presenca do agente estressor, 0 organismo comega a
promover uma série de adaptacdes para manter o equilibrio do organismo. As

respostas primarias sdo basicamente a liberacdo de horménios para que se possa
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acelerar alguns mecanismos de regulacdo, os chamados hormonios de estresse -
cortisol e catecolaminas. As catecolaminas (adrenalina e noradrenalina) séo liberadas
dos tecidos cromafinicos e das termina¢des dos nervos adrenérgicos (RANDALL &

PERRY, 1992) e o cortisol € liberado pelo tecido interrenal (BALM et al., 1994).

A funcdo das catecolaminas em peixes é estimular a contracao
esplénica, que ira resultar numa maior liberacdo de eritrécitos para a circulacéo
sanguinea; regular o ambiente intraeritrocitario e aumentar a perfusdo
branquial, entre outras a¢cdes que vém otimizar a transferéncia de oxigénio para

os tecidos (VAL, 1993 apud VAL et al., 2004; RANDALL & PERRY, 1992).

As catecolaminas séo os primeiros hormonios a serem liberados, sendo
que os maiores niveis sanglineos ocorrem 30 segundos apds a presenca e
percepcao do agente que ira causar o estresse. Logo em seguida, apds ocorrer a
metaboliza¢do das catecolaminas, ocorre a liberagdo do cortisol, que, por sua vez,
tem a maior concentracdo sanguinea cerca de 30 minutos apos o comec¢o das
alteracdes provocadas pelo agente estressor. Apos o aumento desses hormdnios,
h& um aumento consideravel na concentracdo de glicose sanglinea, que serve
COmMO uma reserva energética para pronto uso em uma resposta emergencial

(ROTLLANT & TORT, 1997).

Alguns autores ja realizaram trabalhos, onde peixes foram expostos a
agrotoxicos. RANZANI-PAIVA et at. (1997) sugerem que o organofosforado
Dipterex 500 acarreta uma série de alteragdes fisioldégicas nos individuos que sao

expostos a ele. Aléem das alteragcdes hematoldgicas e de bioquimica sanguinea,
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outros trabalhos demonstram a ocorréncia de efeitos do contaminantes sobre a
morfologia de érgao, tais como figado, baco e branquias.

AYALA et al. (2004) também expuseram exemplares de Rhamdia hilarii a
um acaricida muito utilizado na lavoura e estudaram os efeitos sobre a morfologia
do figado. RODRIGUES et al. (1997) observaram que, apesar de terem utilizado
uma dose considerada subletal do organofosforado Dipterex 500 para P scrofa,
ocorreu prejuizo morfofuncional no baco dos animais expostos.

Outros trabalhos com glifosato demonstraram efeitos em branquias de
bagres Rhamdia hilarii (SOUZA et al., 2004) e alteracées metabodlicas em piavas
Leporinus obtusidens (GIODA et al., 2004).

Em peixes teledsteos, a elevagdo plasmatica do cortisol é reconhecida
como a principal resposta hormonal de estresse sendo muitas vezes utilizada
como indicadora da presenca desta resposta (PATINO et al., 1987 e BALM et al.,
1989). Porém, BARTON & IWAMA (1991) chamam a atencéo para o fato de que
algumas substancias toéxicas, prejudiciais a salde do peixe, ndo provocam
elevacao no nivel de cortisol plasmatico, o que pode levar a concluséo equivocada
de que n&o sao agressores.

Além de todos os disturbios citados acima, h4 uma preocupacédo sobre os
efeitos que os diversos agentes estressores e 0S agentes quimicos possam vir a

desencadear sobre o organismo do animal que se encontra em periodo de reproducéo.

Em fémeas de teledsteos existem diferentes esterdides ovarianos que
desempenham diferentes papéis em diferentes estagios de desenvolvimento

gonadal. O mais conhecido é o 17B-estradiol (E2), produzido pelas camadas
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foliculares, que induz a sintese hepatica do precursor do vitelo, a vitelogenina
(FOSTIER et al., 1983; WALLACE, 1985).

Em fémeas de jundids em primeiro ciclo reprodutivo (puberdade),
BARCELLOS et al., (2001) encontraram aumento progressivo das concentragdes
do estradiol durante os meses antecedentes a desova. O primeiro grande aumento
de estradiol (de 0,4 para 1,7 ng/mL) ocorreu quando apareceram, nos 00citos, as
primeiras vesiculas de vitelo, ocorreu o primeiro.

Como efeitos secundarios do estresse sdo observadas alteragbes no
quadro hormonal reprodutivo dos peixes. Varios autores como PICKERING et al.
(1987) CARRAGHER et al. (1989, 1990) encontraram evidéncias de que o cortisol
afeta negativamente a secrecdo e acdo de hormdnios esterbides sexuais. Por
outro lado, PANKHURST et al. (1995) discordam, afirmando que os indicios do
envolvimento do cortisol neste quadro ndo s&o muito claros.

Em peixes, a influéncia do cortisol na reducdo da atividade reprodutiva
ainda permanece incerta. Segundo CARRAGHER et al. (1989), o cortisol liberado
em situacBes de estresse, tem efeito deletério na reproducédo, evidenciado pela
reducdo de varios parametros reprodutivos de truta arco-iris (O. mykiss) e truta
marrom (S. trutta) tratadas com cortisol exdégeno. Os autores ndo descartam a
possibilidade de que muitos desses efeitos sejam decorrentes da queda de
condicao geral do peixe, quando exposto a elevagao cronica de corticosteroides.
Entretanto, afirmam que o cortisol tem efeitos diretos na liberagdo de hormonios
reprodutivos para os tecidos alvo.

CARRAGHER et al. (1990) encontraram, in vitro, efeito supressivo do

cortisol na secrecdo de 17B-estradiol e testosterona em foliculos ovarianos de
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truta arco-iris (O. mykiss). No mesmo trabalho, algumas preparacfes de foliculos
responderam a doses de cortisol de cerca de 100 ng/mL e outras somente o
fizeram quando esta dose foi aumentada para proximo de 1000 ng/mL. Tomando
estes dados conjuntamente, 0s autores sugeriram que a variabilidade nas
respostas pode ocorrer por outros fatores inerentes aos peixes doadores destes
foliculos, como por exemplo, experiéncia anterior em situacdes estressantes. Os
autores levantaram a hip6tese de que a ac¢do ocorre em algum ponto mais inicial
da via esteroidogénica ou devido a depressdo geral no sistema secretorio dos
peixes e que o efeito pode ser diretamente nos foliculos ou por rota indireta.

POTTINGER & PICKERING (1990) demonstraram em truta arco-iris (O.
mykiss) que o cortisol diminui 0 numero de sitios de ligacdo para o estradiol no
figado, diminuindo assim a vitelogénese.

Por outro lado, PANKHURST et al. (1995) levantam uma davida sobre o
efeito do cortisol na reproducdo. Numa série de experimentos in vitro, onde
foliculos ovarianos de trés espécies, Cyprinus carpio, Carassius auratus e
Pagrus auratus, foram incubados com ou sem cortisol, com GtH, testosterona
ou 25-hidroxicolesterol (250HC), ndo houve evidéncia de que o cortisol inibe
diretamente a esteroidogénese ovariana. Os autores, porém, ndo descartam o
envolvimento do cortisol na inibicdo da reproducdo e especulam que outros
horménios, que sdo secretados em resposta ao estresse, devam estar
envolvidos na inibicdo da reproducéo.

Dentro das alteracbes secundarias, encontram-se também as alteracdes
no quadro hematoldgico, principalmente aquelas relacionadas as células do

sistema imunolégico. O uso da hematologia em peixes € muito util no diagndstico
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e no estabelecimento do prognostico das mais variadas patologias que o0s
acometem (STOSKOPF, 1993). A avaliacdo do sangue € uma rotina em se
tratando de animais de estimacao e de produgdo como gado e equiinos, mas em
peixes, esta avaliacdo esta sendo utilizada a nivel de pesquisa.

Muitos autores enfatizam que o conhecimento prévio sobre os valores
hematologicos normais de peixes, quando deparados com o0s valores
hematoldgicos de peixes submetidos a algum tipo de transtorno (intoxicacgéo,
estresse, jejum) constitui mais uma forma de andlise que vem auxiliar no
diagnostico de possiveis injurias que possam estar acometendo 0s animais
(KAVAMOTO et al., 1983 e RANZANI-PAIVA & GODINHO, 1985).

A imunodeficiéncia decorrente da resposta ao estresse é confirmada por
diversos autores, entre eles KEBUS et al. (1992) e IWAMA (1993) e esta
comprovadamente correlacionada negativamente a elevacdo do cortisol
plasmatico, que por sua vez leva a diminuicdo do numero de linfécitos circulantes.
McLEAY (1973) demonstrou que peixes (O. kisutch) tratados com ACTH, o
horménio que promove a secrecado do cortisol, apresentam uma diminuicdo no
namero de linfocitos circulantes MAULE et al. (1989) demonstraram que a
aplicacdo de um estressor de apenas 30 segundos (emersdo dos peixes) foi
suficiente para, ap6s quatro horas, suprimir em 25% a funcdo dos linfécitos de
salmédo, O. tshawytscha. Neste estudo, a supressdo e a recuperacado foram
inversamente correlacionadas com a elevacdo e diminuicdo das concentracdes
plasmaticas de cortisol. Acrescentando, SALONIUS & IWANA (1993) sugerem que
a diminuicao da resisténcia as doencas pode ocorrer por modulagéo da atividade

dos macrofagos que esta relacionada a um estresse.
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Varios trabalhos sugerem que sdo os corticosteréides que inibem o
sistema imunoldgico. Por exemplo, trutas arco-iris (O. mykiss) alimentadas com
apenas uma refeicdo com dieta contendo cortisol apresentaram reducao de 65%
no numero de linfocitos circulantes, retornando ao nivel pré tratamento em 24
horas (PICKERING, 1984). Em outro estudo, a alimentacdo diaria com cortisol,
provocou 84% de reducdo no numero de linfocitos, que permaneceu baixo
enquanto o cortisol esteve aumentado. Também, SCHRECK et al. (1991)
afirmaram que a supressdo no sistema imunolégico, provocada pelo cortisol, pode
continuar por até varias semanas apos a ocorréncia do estressor.

Ainda para explicar como ocorre a imunossupressao, BARTON & IWAMA
(1991) citam os trabalhos de TRIPP et al. (1987) e de KAATARI & TRIPP (1987),
onde estes autores encontraram evidéncias de que o cortisol inibe a diferenciacao
dos linfécitos a partir de seus precursores, por inibir as interleuquinas,

responsaveis pela diferenciacao.
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RESUMO

O presente estudo teve o objetivo de analisar os possiveis distarbios que
0 estresse e a contaminagdo da 4gua com herbicida a base de glifosato acarretam
ao organismo de fémeas de jundia (Rhamdia quelen) em periodo de maturacéo
gonadal. Foram utilizados dois tratamentos (glifosato — GG e estresse — GE) e um
grupo controle (GC), todos em duplicata. Os peixes pesavam entre 200 e 600 g, e
tinham idade média de 8 meses. Foram mantidos em tanque escavados de 100m?2,
com densidade de um peixe/2m2 e renovacdo de agua de 6 L/min, que
propiciaram ao experimento condi¢cdes semelhantes as condi¢cdes de producdo. O
estresse utilizado nos peixes foi 0 de agitacdo. A concentracdo de glifosato
aplicada nos tanques foi de 3,6 mg/L. Foram realizadas cinco coletas de sangue a
cada dez dias, para hematologia e perfis hormonal e bioquimico. Na primeira
coleta ocorreu um aumento no namero de eritrocitos do GE com relagdo ao GC e
GG (GE 281,06; GC 217,06 e GG 187,67 10*/uL, respectivamente). Ocorreu a
diminuicdo dos valores da taxa de hemoglobina do GG na terceira e quinta coleta
(GG 7,7 — 8,73; GC 9,56 — 10,75 e GE 9,38 — 9,24 mg/dL, respectivamente). O
hematdcrito demonstrou aumento no GG em relacdo aos demais grupos na quarta
coleta (GG 44,06, GC 34,43 e GE 40 %, respectivamente). O volume globular
médio (VGM) apresentou-se diminuido no GE na primeira coleta quando
comparado com os demais grupos (GE 140,77; GC 164,45 e GG 2002,99 pg,
respectivamente). Os valores da concentracdo de hemoglobina globular média
(CHGM) néo tiveram diferenca significativa entre os grupos. A hemoglobina
globular média (HGM) do GG demonstrou aumento significativo em relacdo ao GC
(GG 42,3; GC 36,56 e GE 39,06 fl, respectivamente). Os indices gonadossomatico
(IGS) e indice hepatossomatico (IHS) ndo demonstraram diferencas significativas
entre 0s grupos testados. Os valores de cortisol no 10° dia diferiram
estatisticamente entre GC e GE (GC 60,71; GE 123,43 e GG 69,37, ng/mL,
respectivamente). No 40° dia de coleta o cortisol do grupo exposto ao glifosato
atingiu o maior aumento (168,87 ng/mL). No que se refere a dosagem de
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testosterona e 17p-estradiol, pode-se observar que, quando a concentragdo de
testosterona esta elevada, a concentragdo de 173-estradiol esta diminuida e vice-
versa. Na analise da AST nao foi observada diferenca estatistica..Apos os 40 dias
iniciais de experimento, 42 fémeas de cada tratamento foram sincronizadas e
induzidas a desova com extrato hipofisario de carpa. No GC 38, no GE 24 e GG
34 fémeas, foram responsivas as inducdes. Apds a extracdo dos ovOcitos, 0s
mesmos foram quantificados. O GE demonstrou diminuicdo do numero de
ovocitos perante os demais grupos (GE 6.480; GC 8.100 3 GG 7.890 ovdcitos
/fémea). Os ovocitos foram fertilizados e incubados segundo o protocolo do
Laboratorio de Aquicultura para producdo comercial de alevinos de jundia. A taxa
de fertilidade do GC se sobressaiu perante o GE e nao diferiu do GG (GC 82,15;
GG 70,69 e GE 61,58%, respectivamente).

Palavras — chave: Rhamdia quelen, glifosato, estresse, hematologia,

perfil hormonal
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ABSTRACT

The present study aimed to analyze the possible disturbs that the stress and
the water contamination of with glyphosate-based herbicides may cause to the
organism of females of jundid (Rhamdia quelen) during the period of gonadal
maturation. Two treatments had been used (glyphosate - GG and stress - EG) and
a group was used as control (CG), all in duplicate. The fish weighed between 200
and 600 g, and had average age of 8 months. They were kept in earthern ponds of
100m?, with a density of one fish/m2, and water renewal in a rate of 6L/min, that
had propitiated to the experiment similar conditions to the field conditions. As
stressor for the fish was used the water agitation. The concentration of glyphosate
based herbicide applied in the tanks was 3.6mg/L. Five blood samples were
collected with 10-day interval and used for hormonal, hematologyc and serum
biochemistry determinations. In the first sample time an increase in the number of
RBC of EG was found in relation to CG and GG (EG 281.06, CG 217.06 and GG
187.67 10*/uL respectively). The reduction of the values of the hemoglobin content
of the GG group was foundin third and fifth sample time (GG 7.7 — 8.73; CG 9.56 —
10.75 and EG 9.38 — 9.24 mg/dL, respectively). The hematocrit had demonstrated
an increase in the GG group in relation to EG and CG groups in the fourth
collection (GG 44.06, CG 34.43 and EG 40 %, respectively). The medium globular
volume (VGM) was diminished in EG in the first sample when compared with other
treatments (EG 140.77; CG 164.45 and GG 2002.99 pg, respectively). The values
of the medium concentration of globular hemoglobin (CHGM) had not
demonstrated significant difference between the groups. The medium globular
hemoglobin (HGM) of the GG demonstrated significant increase in relation to CG
(GG 42.3; GC 36.56 and EG 39.06 fl, respectively). The gonadossomatic index
(GSI) and hepatossomatic index (HSI) had not demonstrated significant differences
between the tested groups. The cortisol concentration in 10" day show statiscally
difference between CG and EG (CG 60.71; EG 123.43 and GG 69.37 ng/mL,
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respectively). In the sample of 40™ day the cortisol concentration of the group
exposed to glyphosate-based herbicide reached the peak increase (168.87 ng/mL).
Regarding testoterone (T) and 17(3-estradiol (E2) concentrations it can be
observed that, when the T concentration is raised, the E2 concentration is
diminished and vice-versa. After the 40 days of experiment, 42 females of each
treatment had induced to the spawning with pituytary carp extract. In the CG group
38, in EG 24 and GG 34 females, had been responsive to the inductions. After the
oocyte striping, they had been quantified. The EG group show a reduction of the
oocyte number in relation to other treatments (EG 6,480; CG 8,100 and GG 7,890
oocytes per female). The oocytes were fertilyzed and incubated according to
routinery protocol of the Laboratory of Aquicultura used for commercial production
of jundia fingerlings. The fertility rate of the CG were higher than found to EG and
not differento to GG (CG 82.15; 70.69 GG and EG 61.58%, respectively).

Key-words:Rhamdia quelen, stress, glyphosate, hematology, hormonal profile
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INTRODUCAO

O uso da hematologia em peixes é muito utili no diagndstico e no
estabelecimento do prognéstico das mais variadas patologias que os
acometem (STOSKOPF, 1993). A avaliacdo do sangue € uma rotina em se
tratando de animais de estimacdo como cades e gatos, e, de producdo como
gado e equinos, mas em peixes, esta avaliacdo esta sendo utilizada somente
em nivel de pesquisa.

Muitos autores enfatizam que o conhecimento prévio sobre os valores
hematolégicos normais de peixes, quando deparados com o0s valores
hematolégicos de peixes submetidos a algum tipo de transtorno (intoxicacao,
estresse, jejum) constitui mais uma forma de analise que vem auxiliar no
diagnéstico de possiveis injarias que possam estar acometendo 0s animais
(KAVAMOTO et al., 1983 e RANZANI-PAIVA & GODINHO, 1985).

O estudo da hematologia em peixes pode contribuir para a compreensao
da fisiologia comparativa, relacdes filogenéticas, condi¢cdes alimentares e outros
parametros ecoldgicos que estdo envolvidos com estes animais (LARSSON et al.,
1976).

Mesmo os individuos da mesma espécie, que habitam lugares diferentes,
por possuirem tamanhos diferentes liberam energia em quantidades diversas de
acordo com o seu tamanho corporal, podendo assim, interferir com o seu quadro

hematologico (TAVARES DIAS et al., 2000).
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Fatores como o estado nutricional, maturacdo gonadal, sexo,
sazonalidade e variacdo genética podem influenciar expressivamente nas
variaveis hematolégicas (KORI-SIAKPERE, 1985).

Além das alteragBes que podem ser provocadas pelos fatores citados
acima, a forma de coleta de sangue, tipo de anticoagulante utilizado, também
podem atuar como fonte de variacdo dos resultados hematoldgicos em peixes
(TAVARES-DIAS et al., 2002).

SOSO et al. (2002) e TAVARES-DIAS et al. (2002) estabeleceram
valores hematologicos para machos de jundid mantidos em cativeiro. CERICATO
et al. (2002) e BARCELLOS et al. (2004) demonstraram as diferencas que
ocorrem na hematologia quando os peixes sdo submetidos a estresse agudo e
estresse cronico BARCELLOS et al. (2003) observaram os efeitos
imunossupressores do estresse para Rhamdia quelen.

O objetivo do presente estudo foi o de analisar os possiveis distirbios que
0 estresse e a contaminacdo da 4gua com glifosato acarretam ao organismo de
fémeas de jundid em periodo de maturacdo gonadal, através de analises

hematoldgicas.
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MATERIAIS E METODOS

O experimento teve inicio no més de setembro de 2004 e término em
abril de 2005.

O experimento foi realizado no Centro de Pesquisa e Extensao
Agropecuéaria (CEPAGRO) da Universidade de Passo Fundo (UPF), na
cidade de Passo Fundo, estado do Rio Grande do Sul. Foram utilizados
tanques escavados de 100 m?, que propiciaram ao experimento condi¢cdes
semelhantes as condi¢cbes de producdo. As andlises foram realizadas nos
Laboratérios de Ictiopatologia, Laboratorio de Analise Clinicas e Laboratério
de Imunologia e Virologia do Hospital Veterinario da Universidade de Passo
Fundo, na cidade de Passo Fundo.

Foram utilizadas fémeas adultas de jundia (Rhamdia quelen), pesando
entre 200 a 600 g, com idade média de 8 meses, criadas e mantidas no
CEPAGRO.

Os animais foram mantidos nos tanques escavados, com densidade
de um peixe/2m? e renovagado d’agua de 6 L/min. A agua de renovacgéo dos
tanques permaneceu em uma lagoa efluente, por cerca de 30 dias. Os
peixes eram alimentados uma vez ao dia al libitum com racdo comercial
peletizada para peixes (30% de proteina bruta, Alisul Racdes LTDA).

Foi utilizado como produto quimico o ROUNDUP® WG em p6 molhavel
produzido pela Monsanto. O estresse foi provocado por agitacdo da agua

com auxilio de pucéa, fazendo com que houvesse movimentagao no interior
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do tanque. O estressor foi aplicado diariamente e o produto quimico foi
colocado nos tanques a cada nove dias.

A aclimatagcdo dos animais nos tanques foi de 5 dias, nas mesmas
condigcdes que foram mantidas durante o experimento. Foram coletados
quatro animais por tanque por dia de coleta, totalizando 120 fémeas para
coleta de sangue e 6rgaos. Para desova e indices de fertilidade foram
coletadas 21 fémeas por tanque.

ApoOs os peixes terem sido retirados dos tanques, foram anestesiados
com MS222 (Finquel® Sandoz, 300 mg/l) e o sangue imediatamente retirado
por puncdo caudal, com auxilio de seringas descartaveis e acondicionados
em tubos de ensaio contendo EDTA. Foram realizadas as seguintes
analises: numero de eritrocitos em camara de Neubauer; hematdcrito pelo método
do microhematdcrito, segundo GOLDENFARB et al. (1971); taxa de hemoglobina
pelo método da cianometahemoglobina, segundo COLLIER (1944).

Com os resultados da taxa de hemoglobina (Hb), do ndmero de
eritrécitos (Er) e do hematocrito (Ht) foram calculados os indices
hematimétricos absolutos (VGM - Volume Globular Médio, HGM -
Hemoglobina Globular Média e CHGM - Concentracdo de Hemoglobina
Globular Média), segundo WINTROBE (1934).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado (DIC) em
parcelas subdivididas no tempo. As parcelas foram dois tanques controle,
dois tanques de contaminacéo pelo Glifosato, dois tanques para estresse e

as sub-parcelas seis tempos de coleta (0, 1, 10, 20, 30 e 40 dias). A
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distribuicdo dos animais para os diferentes testes foi ao acaso. A
significAncia entre as médias dos tratamentos foram comparadas por ANOVA

seguida pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade (ZAAR, 1996).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os parametros hematoldgicos sdo considerados bons indicadores de
respostas ao estresse em peixes, visto que as catecolaminas e o cortisol induzem

variacdes e mudancas nas células sanguineas (MAZEAUD & MAZEAUD, 1981).

Com a presenca do estimulo estressor, ocorre a liberacdo de
catecolaminas e cortisol. Um dos efeitos observados apds a liberacdo destas
substancias € o aumento de consumo de oxigénio pelos tecidos (MORGAN &
IWANA, 1996) e, sendo assim, ha necessidade de rapida diferenciacdo e
proliferacdo de eritrécitos. Por outro lado, o aumento da concentragdo de
catecolaminas pode resultar na liberagdo de eritrocitos na circulagdo (MCDONALD
& MILLIGAN, 1997). Assim, pode-se acreditar que ocorre aumento nos niveis de
hemoglobina, porcentagem de hematdcrito e nimero de células vermelhas na
circulacdo sanguinea ap0s um evento estressor.

Em posse destas informacdes e dos resultados obtidos no presente
trabalho, no primeiro dia de coleta o nimero de eritr6citos no grupo estresse
comportou-se como o padrdo esperado para esta situacao (figura 1). Ou seja,
ocorreu aumento significativo nos valores médios deste parametro no 1° dia apos

a exposicao ao estresse. Alteracdes na contagem de eritrocitos apds estimulos

estressantes podem indicar hemoconcentracédo ou hemodiluico.

A hemoglobina é uma proteina conjugada, composta por quatro
grupamentos protéicos, a globina, e por um grupamento heme, onde seu

principal composto quimico é o ferro (GARCIA-NAVARRO & PACHALY,
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1994). Nos peixes, o heme ¢é idéntico para todas as espécies, j4 a globina
difere de espécie para espécie (VAL & ALMEIDA-VAL apud. TAVARES-DIAS

& MORAES, 2004).

Nos peixes do grupo glifosato, a hemoglobina mostrou valores diminuidos

na terceira e quinta coleta, quando comparado com os demais grupos (figura 2).

A funcao da hemoglobina é fazer o transporte de oxigénio e gas carbénico
pelo organismo (BERNARD et al., 2000). Desta maneira, a taxa de hemoglobina
indica como esta sendo o transporte de oxigénio pelos tecidos corporais. Com
posse dos valores de hemoglobina, nimero de eritrocitos e hematdcrito, pode- se
observar se o organismo do animal esta passando por um processo anémico ou
por um estado de policitemia (aumento do namero de eritrécitos). Muitos sao
os fatores que podem estar relacionados a processos anémicos, entre eles
podemos citar: parasitoses, perdas de sangue por ferimento, diminuicdo da
producdo medular. A diminuicdo da producdo medular pode estar
relacionada a alguma neoplasia ou por intoxicacdes quimicas, que causaram

uma deficiéncia de producado medular.

Em plantas, o glifosato atua como um potente inibidor da atividade da 5-
enolpituvilshiguimato-3-fosfato sintetase (EPSPS), que é catalisadora de uma das
reagOes de sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano,
influencia também em outros processos, como a inibicdo da sintese de clorofila
(COLE, 1985; RODRIGUES, 1994 apud MONSANTO, 2006).

Pelo hematocrito pode-se observar a porcentagem de células sanguineas

em relacdo a parte liquida do sangue (soro). Com base nos dados de referéncia do
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padrdo normal para a espécie, pode-se confirmar, através do hematdcrito, se esse
animal encontra-se desidratado (o percentual de células € superior ao percentual de
soro), ou ainda, se este animal estd com alguma deficiéncia sangiinea.

O hematécrito dos animais do GG demonstrou diminuicdo na quarta
coleta, isso pode ser atribuido a um desequilibrio osmaético que possa estar
acometendo esses animais, levando os mesmos a um estado de

desidratacéao (figura 3).

O volume globular médio (VGM) expressa o tamanho médio dos
eritrocitos. No grupo estresse, no primeiro dia de coleta, o VGM apresentou-
se diminuido (figura 4). Isso sugere que estd ocorrendo uma liberacdo de
eritrocitos na corrente sanguinea pelo estimulo estressor (MCDONALD &
MILLIGAN, 1997), visto que houve o aumento do numero de eritrécitos e
diminuicdo do hematdcrito. Nas extensdes sanglineas, pode-se observar
varias eritrocitos imaturos, que por sua vez apresentavam tamanho menor
(eritroblasto ortocromético) que o eritrécito adulto e coloracdo mais
acentuada. Essa coloragcdo mais acentuada deve-se a basofilia do RNA, que
se sobrepbe a acidofilia do pigmento da hemoglobina (TAVARES-DIAS &
MORAES, 2004).

A hemoglobina globular média (HGM) indica o peso meédio da
hemoglobina dentro dos eritrécitos. A HGM encontra-se diminuida no grupo
estresse na primeira coleta (figura 5). Esta diminuicdo pode ser explicada pelo fato
de estar presente entre os eritrocitos adultos, formas imaturas, que possuem

guantidade menor de hemoglobina no seu interior.
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A concentracao de hemoglobina globular média (CHGM) determina o
peso da hemoglobina em 100 mL de sangue (RANZANI-PAIVA, 1993). Neste

trabalho, ndo foi observada diferenca estatistica para este indice.

Com os resultados obtidos no presente estudo e comentados acima,
podemos ressaltar que tanto o estresse como a contaminacdo da agua por
glifosato, podem acarretar distirbios na hematologia de fémeas de jundia.

Podendo assim conferir prejuizos a salde dos animais.
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Figura 1: Namero de eritrocitos (10%/uL) de fémeas de Rhamdia quelen, do grupo
controle, do grupo exposto ao estresse e do grupo exposto ao glifosato.
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Figura 2: Taxa de hemoglobina (mg/dL) de fémeas de Rhamdia quelen, do grupo

controle, do grupo exposto ao estresse e do grupo exposto ao glifosato.



P [6)]
al ol
1 1

w
ol
1

hematocrito (%)
= N
(6] (6}
1 1

a1
1

B controle O estresse B glifosato

a1
L
o

dias de exposi¢ao

40

44

Figura 3: Hematocrito (%) de fémeas de Rhamdia quelen, do grupo controle, do

grupo exposto ao estresse e do grupo exposto ao glifosato.
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Figura 4 : Volume Globular Médio (fl) de fémeas de Rhamdia quelen, do grupo

controle, do grupo exposto ao estresse e do grupo exposto ao

glifosato.
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Figura 5: Hemoglobina Globular Média (pg) de fémeas de Rhamdia quelen, do
grupo controle, do grupo exposto ao estresse e do grupo exposto ao

glifosato.
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Figura 6: Concentracdo de hemoglobina globular média (%) de fémeas de
Rhamdia quelen, do grupo controle, do grupo exposto ao estresse

e do grupo exposto ao glifosato.
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VITELLOGENESIS DISRUPTION IN RHAMDIA QUELEN CAUSED BY

CHRONIC STRESS BUT NOT BY EXPOSURE TO GLYPHOSATE-

BASED HERBICIDE: A FIELD CONDITIONS APPROACH.

ABSTRACT

Stressful breeding conditions and chemical contamination of water can
negatively modulate fish reproduction. Thus, the aim of the present work was to
determine the cortisol (F) response to chronic handling stress (HS) or exposure to
glyphosate-based herbicide (HE) and its relationship with 17p-estradiol (E2) and

testosterone (T) concentrations, during the vitellogenesis period in Rhamdia quelen

females. The experimental design aimed to reproduce the environment and
management of hatcheries in southern South America in which most ponds are
located close to agricultural areas and might eventually become contaminated due
to aerially application of herbicides in soybean culture during summer. Eight
females of each treatment, control (CT), HS and RE, were sampled at day 0 and at
the 1%, 10", 20™, 30™ and 40™ day after stress or exposure to herbicide. Stress
provoked a typical F response; in the 10" day, the HS group presents higher F
level in contrast to CT. The correlation between F and E; levels in this day was
higher (r = - 0.9838). This fact indicates an endocrine disrupted E, production
and/or release. The concomitant reduction on E; and increase in T levels probably
implies inhibition of cytochrome P450-aromatase (P4504,0m), Which catalyses the T
to E, conversion step, that appears to be reversible, since the E; and T levels tend

to normalize at the 20" and consecutive days following stress. The hormonal
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profile verified in 10" day in HS females probably was the cause of the lower
number of oocytes stripped and swim-up fry from these females due to inhibition of
E,-dependent processes during early vitellogenesis. Based on the results
presented herein, the stressful non-planed management of hatchery seems to be
more armful to R. quelen reproduction than eventual entrance of sub lethal doses
of glyphosate-based herbicide in the ponds in which brood stock were maintained.
Also, since the E; levels were lower at the exact moment that T levels increased,
data also suggest that, at least in part, the disruption in E, appears to be generated
by inhibition of P4504,m activity, and also seems to be reversible. At this stage,
more studies, including in vitro assays, are necessary the complete elucidation of
stress-induced inhibition of R. quelen steroid profiles and this will be the focus of

continuing studies.

INTRODUCTION

The jundia (Rhamdia guelen) is a Siluridae fish commonly found in rivers

and natural or artificial ponds in the southern part of South America. Because of its
high prolific rates and high weight gain in the warmer months, jundid has become
intensively cultured and have even been used as a model to improve management
of several fish of this family (Gomes et al., 2000). However, most ponds are
located near or inside agricultural areas or are fed with water springs that runs
through cultivated areas; thus, water contamination with herbicides associated with
poor management and stressful raising conditions are amongst the main cause of

reduced productivity in many farms.
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Stress response is the reaction of the organism to a variety of adverse
factors, called stressors, and comprises a number of physiological processes
coordinated by the hypothalamus — pituitary — interrenal cells (HPI) axis. Cortisol
(F), as the main end product of the HPI axis in teleost fish, exert several
physiological actions (as reviewed by Barton and lwama, 1991 and Wendelaar
Bonga, 1997) and has been measured in fish blood to evaluate the stress
response to several stimuli. In R. guelen, stress response has already been
evaluated in several ages and phases of life cycle (Barcellos et al. 2001a, b; 2002;
2003, 20044, b, and in press).

Besides stress, the environment in which fish are raised is continuously
loaded with foreing chemicals originated from agricultural activities (Van der Oost
et al., 2003); classical laboratory tests for endpoints ecotoxicity are based on
survival, growth and reproduction of individual. Herbicides have the potential to
cause a large disruption of the ecological balance causing damage to a variety of
non-target organisms including fish (reviewed by Crestani et al., in press). Several
types of herbicides are used in summer cultures (soybean and corn) in South
America but glyphosate is the most widespread mainly following the introduction of
glyphosate-resistant transgenic soybean.

Glyphosate is a herbicide used in several cultures for the selective control of
mono and dicotyledonous and has been considered relatively secure (Giesy et al.,
2000); however, in native species as the jundia, studies aiming to evaluate
eventual effects of this herbicide are scarce. Glyphosate may reach water bodies
because of its use in agriculture and/or direct application in the water to control

macrophyte plants (Szarek et al., 2000).



49

In teleost females, there are several different ovarian steroids that play
different roles at different stages of oocyte development. The best known is 178-
estradiol (E;), produced by the follicular layer, which induces the production and
secretion of vitellogenin (Vtg), a yolk precursor protein synthesized by the liver
(Wallace, 1985). In addition, testosterone (T) has been reported in the plasma of a
number of female teleosts (Rinchard et al., 1993), acting as substrate for Ey;
testosterone production is explained by a two-cell type model, where the thecal cell
layer, under influence of gonadotropins, secrete T which is converted to E; by the
cytochrome P450-aromatase (P45040m) in the granulosa cell layer (Nagahama,
1987). The P450,,m is also the key enzyme in ovarian differentiation and sex
determination and also in sex reversal of protogynus fish species (as reviewed by
Waitts et al., 2004). The pattern of E; and T secretion and the phases of the productive
cycle, in R. guelen, have already been determined (Barcellos et al., 2001b).

Regarding chemical pollutants, Kime (1995) postulated that the sub lethal
pollution might result in a disturbance of the reproductive endocrine systems. The
hormone regulation of reproduction may be impaired as a consequence of
exposure to environmental pollutants (Spies et al., 1990) and the physiological
response of a female to stress could have considerable consequence in their
reproductive performance (Schreck et al., 2001), including a suppressive effect on
reproductive endocrinology (Carragher and Sumpter, 1990; Pottinger and
Pickering, 1990).

Considerable work has been done on acute stress responses and its effects

on fish reproduction (Pankhurst, 2001); however, very few studies have been
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conducted with chronic stressors and chronically effects on fish reproduction.
Suppressive effects of F on E, synthesis and/or secretion have been related by
several authors (Carragher and Sumpter,1990; Pottinger and Pickering, 1990). In
contrast other authors as Pankhurst et al. (1995) not founded any evidence for F
suppression in vitellogenesis.

Since stress and chemical contamination can negative modulates fish
reproduction, the aim of the present work was to determine the F response to chronic
handling stress and to exposition to glyphosate-based herbicide and its relationship

with E; and T concentrations during the vitellogenesis period in field conditions.

METHODS
The objective of the experimental design of this study was to reproduce the exact
environment (earthen ponds, 100 m? 1.2m deep) and management conditions
(noise, crowding, chasing, daily handling for capture of females to induce
reproduction) of R. quelen hatcheries in southern South America. The fish group
exposed to sub lethal glyphosate concentration aimed to reproduce the entrance of
this herbicide in culture ponds, similar to that caused by aerially application in
soybean cultured near to ponds during R. quelen reproductive cycle (Sept-Apr,
Barcellos et al., 2001b; 2002).

This study was conducted between September 2004 and April 2005, at the

facilities of the University of Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brazil (28°15’S /

52°24”W, 687 m asl).
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The fish used in the present study were adult females jundia (2"
reproductive cycle) weighing between 200 and 600g. They were kept in 100m?
tanks with one meter of maximum depth at a rate of 1 fish/2m?. The water flow rate
was 6 I/min and the level of dissolved oxygen varied from 5.0 to 7.0 mg/l and the
pH from 7.0 to 7.2. The fish were fed once a day ad libitum with commercial fish
pellets (30% of crude protein, Alisul Rac¢des Ltda. Brazil).

To prevent deleterious effects of glyphosate on natural water bodies, the
water exchanged in each tank remained by at least 30 days on an isolated,
impermeable lagoon for evaporation and ghyphosate turnover, and after that it was
percolated in the soil.

The treatments tested were: chronic handling stress (HS), provoked by daily
handling with a pen net, and to chemical contamination (RE) with glyphosate-
based herbicide (RoundupWG®) at a concentration of 3.6 mg/L corresponding to
50% of the CLsg.gen for R. quelen (7.2 mg/L; Kreutz et al., 2006, submitted). To
maintain the glyphosate concentration, the product was reapplied in the ponds with
9 days intervals, based on estimated half-life of the active principle (Rodrigues and
Almeida, 1998). A third treatment was the control group (CT) that did not receive

any physical or chemical challenges.

Sampling schedule and procedures

Four females (eight per treatment) of each pond were sampled at day 0 and
1, 10, 20, 30 and 40 days following the beginning of exposure to the stressors. The
fish were captured with a pen net in the early morning (0800h) and immediately

anaesthetized with buffered MS222 (Finquel® Sandoz, 300 mg/l). After the
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anesthetic immobilization of the fish, blood samples (2-5 ml) were taken from the
caudal vein using sterile syringes, and transferred to assay tubes with and without
EDTA. The biochemical analyses were made with fresh samples, and part of
plasma was stored at —25°C.

Cortisol (F), 17p-estradiol (E;) and testosterone (T) were measured in
duplicate samples in serum samples using a commercial EIA kits. These kits were
validated for jundia serum samples in a previous work (Barcellos et al., 2004).

After blood collection, the fish were killed by spinal section and decapitation
and both ovaries removed and weighed (+ 0.001g) and the gonado-somatic index
(GSI) calculated as the gonad weigh (GW) divided by total body weight (BW)
multiplied by 100 (GSI= GW/BW x 100). Simultaneously, the liver was also
removed, weighed (+ 0.001g) and the liver-somatic index (LSI) calculated as the
weight of liver (LW) divided by total body weight (BW) and multiplied by100 (LSI =
LW/BW x 100).

Histological analysis — a small piece of ovaries removed for GSI calculation,
was fixed in Bouin’s solution for 24 h for histological examination. Tissues were
embedded in paraplast®, cut into 5um sections and stained with hematoxylin-eosin.

Fertility - after the 40™ day of experiment, all remaining females of each
treatment were captured for hormonal induction, oocyte stripping, fertilization and
incubation, following the protocol used by the Aquaculture Laboratory for R. quelen
commercial production of fingerlings; the semen of several males, not stressed
neither exposed to glyphosate-based herbicide, were mixed in order to diminish the

“‘male effect” on fertility rate. Fertility was observed as the number of swim-up fry at
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the time they were transferred to external ponds, divided by the number of oocytes
stripped out of each female, counted immediately before fertilization, as number of
oocytes/g multiplied by oocyte mass weight. The diameter of the oocyte was not
measured. Data are expressed in percentile.

Data Analysis

All data are expressed as means = S.E.M. Data was statistically analyzed
by an analysis of variance (ANOVA) followed by the comparison of means using
Tukey’s multiple range tests (Zaar, 1996), at a significance level of 0.05. A Hartley
test was carried out to verify the homogeneity of variance, and a log-transformation

was performed when necessary.

RESULTS

Gonado-somatic Index and Liver-somatic Index (GSI, LS| Table 1)

GSl values varies from 3.97 + 0.32% to 9.27 + 0.98% in control group; in the
HS and HE groups, GSI values ranged from 5.79 + 1.12% to 12.64 + 1.05% and
5.07 + 1.37% to 9.61 + 1.48%, respectively. Statistically, there was no difference
between groups in any specific sampled days. LSl followed a similar pattern,
overall varying from 1.22 + 0.49% to 2.36 + 0.40%. Although no statistical
difference could be observed, the LSI was higher in the HE group, except in the

30" day of the experiment.

Maturational Stages

In the histological examination, perinucleolus at primary and secondary
stages, cortical alveoli and vitellogenic oocytes were found. Based in this features

and the macroscopic appearance of ovary and on the Gonadosomatic Index (GSlI),
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the experimental females stage was considered as “vitellogenesis”, following the
classification proposed previously (Barcellos et al., 2001a).

Hormonal profiles

Cortisol (Fig.1A)

A typical stress response was observed ten days after the beginning of
handling (physical stress), with F values reaching 123.43 + 21.12 ng/mL, much
different from CT values (P<0.001). After this day, F values from CT increased not
significantly, but approximate of HG and RE values, did not differ between three
treatments in all sample days (Fig. 1A). Cortisol concentrations in HE group
increased up to 168.87 + 36.70 ng/mL in 40" day, significantly higher than other
days (P<0.01).

17B-estradiol (Fig. 1B)

Levels of E, were statistically different among groups only at the 10" day in
which HS E; values decreased to 1.99 + 0.55 ng/mL, a value significantly lower
than CT and HE groups. After the 10™ day values did not differ between treatments
(Fig. 1B). High negative correlation (r = - 0.9838) was found between F and E;
concentrations at the 10™ day in HS group.

Testosterone (fig. 1C)

Similarly to E,, T levels showed statistic differences among groups only at
the 10™ day, in which T values of the HS group increased to 12.5 + 1.49 ng/mL, a
value significantly higher than that observed for the CT and HE groups. After this

day, values did not differed among treatments (Fig. 1C). High negative correlation
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(r = - 0.90182) was found between E, and T concentrations at 10" day in the HS

group.

Fertility, table 2

The females that were subjected to chronic handling stress (HS group) had
a lower response to hormonal induction than the females from the CT and HE
group. Also, from the HS females, a lower number of oocytes were stripped in
relation to CT and HE females and, from these oocytes, a lower number of swim-
up fry reached the stage to be transferred to earthen larviculture ponds than from

the CT and HE female groups.

DISCUSSION

Animal reproduction is regulated by a complex interplay of several
hormones that might be, individually of collectively, up or down regulated by
management and environmental factors. Amongst well-known reproduction-
interfering management factors are stressful raising conditions that induce an
increase in cortisol response and might interfere with reproduction parameters.
Report on disrupted reproduction caused by acute stress have been frequent for
several fish species (Carragher and Sumpter, 1990; Pottinger and Pickering,
1990;Pankhurst, 2001), however, were few study have been conducted aiming to
investigate the effect of chronic stress or chemical pollutants on fish reproduction
(Watts et al., 2004).

The GSI has been used as a useful index for monitoring the progression of
the gametogenesis in female teleost fish. In the present study, the GSI of Rhamdia

quelen females reached similar values in the three treatments tested (chronic
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stress, glyphosate exposure and control group), without differences between
control and treatment groups. The higher value of 12.64 + 1.05% of the body
weight was very similar to previously found in the same specie (12.28 + 0.76%,
Barcellos et al., 2001a). As expected, values of E, were also very similar to those
previously reported (Barcellos et al., 2001a), typical of the vitellogenesis stage.

Considering the macroscopic appearance of ovary, the GSI and the types of
oocytes found in histological examination, the reproductive stage of experimental
females were considered as “vitellogenesis” following a classification proposed by
Barcellos et al. (2001a). Even though no statistical difference was observed on the
LSI between treatments, the higher numerical levels found in the HE group, in all
days (except 30™) tested, is consistent with data reported previously (reviewed by
Slooff et al., 1983) that established a relationship between liver enlargement,
caused by hepatocyte hypertrophy, and exposure to chemical pollutants.

Cortisol levels were higher in HS group only at the 10" day. After this day,
CT fish also showed elevated F levels, probably because of human interference of
management and of stress application in adjacent ponds. From the data obtained,
it seemed that the pattern of F secretion did not interfered with the E2 and T levels
in all other sampled days. Pickering and Pottinger (1989) reported that the F
concentrations in truly unstressed fish could be < 1 ng/ml. Such low concentrations
can only be achieved, however, if the fish are removed from all forms of human
interference (including sight and sound) for at least two weeks. These were far
from the conditions used in the present study — which accounts for the high F

values of the CT group and the even higher values in the experimental tanks.
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Only in the 10" day of consecutive handling the E, levels were significantly
lower in comparison to control and HE group. Interestingly, just in this day the HS
females presented higher F level in contrast to CT ones. The correlation between F
and E; levels in this day was higher than 98%. This fact is an indication of
endocrine disrupted E, production and/or release. The suppression of E; synthesis
and/or secretion by cortisol has been reported previously for rainbow trout

(Oncorhynchus mykiss; Carragher and Sumpter, 1990), which also postulated that

the cortisol might act directly in the follicle or in the steroidogenic pathway. In the
same fish, Pottinger and Pickering (1990) reported that the suppressive effect of F
on vitellogenesis might be due to a reduction of ligand sites for E, in the liver. In
contrast, Pankhurst et al. (1995) working with in vitro conditions, found no

evidence for F suppression of vitellogenesis in Cyprinus carpio, Carassius auratus

and Pagrus auratus.

The T levels found in the present study were very similar to that previously
determined for R. quelen females that were not in the first reproductive cycle
(puberty); an increasing pattern of T secretion is in accordance with the
progression of the vitellognesis (Barcellos et al., 2001b).

The chronic pattern of our experiment combined with the field condition
employed, provoked a wide range of systemic effects of F and made unclear
whether this reflected a direct effect on reproduction, or secondary effects of
immune suppression and metabolic changes provoked by continuously elevated F
levels (reviewed in Pankhurst and Van Der Kraak, 1997).

However, the concomitant reduction on E, and increase in T levels implies

inhibition of cytochrome P450-aromatase (P45040m), Which catalyses the T to E»
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conversion step (Simpson et al., 1994), that appears to be reversible, since the E,
and T levels tend to normalize at the 20™ day. The inhibition of P4504.m caused by
thermal stress is reported in Salmo salar, also with concomitant reduction of E; and
increase of T levels (Watts et al., 2004).

In an extensive review, Kime (1995) indicated that sub lethal pollution might
result in a disturbance of the reproductive endocrine system; however, analyzing
the data herein reported, this hypothesis does not apply to R. guelen exposed to
glyphosate-based herbicide. Giesy et al. (2000) postulated that glyphosate-based
herbicide does not show bioaccumulation in terrestrial and aquatic animals; thus,
because of those features and of low cost and low environmental toxicity, this type
of herbicide is used worldwide. Nonetheless, an eventual disruption of the
endocrine system of R. quelen, using higher glyphosate doses for prolonged period
of time shall not be discharged; however, because of the herbicide dosage and
biodegradability characteristics, fish exposure to higher doses should be a rare
event.

Regarding fertility, chronic stress and consequent E, disruption, appeared to
affect both the number and the quality of the gametes, since a lower number of
oocytes were stripped from HS and from these fertilized eggs, a lower number of
viable swim-up fry were transferred to earthen larviculture ponds. This decreased
reproductive efficiency may have occurred due to inhibition of E,-dependent
processes during early vitellogenesis (10™ day of experiment) that might be, at
least partially reversible, in that several HS females concluded the vitellogenesis

and successful spawn.



59

Oocyte diameter was not measured but they were highly homogeneous
(data not shown); however, the poor reproductive performance of the HS group of
females could be related to decreased vitellogenin (Vtg) synthesis caused by E;
decrease in early vitellogenesis and, consequently to smaller eggs, as also found

for Salmo salar (Watts et al., 2004) and for Oncorhynchus mykiss (Campbell et al.,

1992; Contreras-Sanchez et al., 1998), however, repeated stress application
during the entire vitellogenic period caused no effect on egg size and egg fecundity
(Contreras-Sanchez et al., 1998). The effect of stress verified in R. quelen
appeared to be more related to absolute number of oocytes and egg viability,
expressed as small number of swim-up fry from HS females.

The percentile of swim-up fry from CT group females was very similar to that
obtained during routine production of jundia fingerlings (80-85%, unpublished
data). In addition, chronic exposure to glyphosate-based herbicide had no effect on
the oocyte and swim-up fry number and viability.

Based on the results presented herein, the non-planed stressful
management of hatchery seems to be more armful to R. quelen reproduction than
the eventual entrance of sub lethal doses of glyphosate into the tanks; furthermore,
the chronic and/or repeated exposure to stress can negatively alter jundia
reproduction, pointing to the need of well planed management of brood stocks in
order to prevent the deleterious effects of cumulative stress, mainly during the
vitellogenesis period. Also, since the E; levels decreased at the exact moment that
T levels increased, it suggest that, at least in part, the disruption in E, appeared to
be generated by inhibition of P4504,n activity, which could be reversible. At this

stage, more studies, including in vitro assays, are necessary to the complete
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elucidation of stress-induced inhibition of R. quelen steroid profiles, and this will be

the focus of continuing studies.
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Figure captions
Figure 1. Serum levels (mean + SEM, n = 8) of cortisol (A), 17p-estradiol (B) and

testosterone (C) in Rhamdia quelen submitted to chronic stress or to chronic exposition to

an glyphosate-based herbicide, and control group, at the 1%, 10", 20", 30" and 40" day
after beginning of stress and herbicide exposure. Different capital letters within the same
day indicates statistical difference between treatments in this specific day and different
small letters within treatments indicates statistical differences between different days of

experiment. Anova, followed by Tukey’s multiple range test, (P<0,05).
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Tables

Table 1. Values (mean + S.E.M.) of Gonado-Somatic index (GSI) and Liver Somatic Index (LSI) in percentile (%), in control,

handling stressed, and glyphosate-based herbicide exposed groups, at the 0, 1%, 10", 20", 30™ and 40™ day of the experiment.

Days after exposition

Treatment* 0 1 10 20 30 40
GSI (%) CT 6.75+1.30 3.97 £0.32 6.39 £1.32 8.85 £ 0.68 7.41+1.63 9.27+0.98
HS 6.54 + 1.07 579+1.12 7.30+1.25 10.02 +£1.50 12.64 +£1.05
HE 5.07+£1.37 6.48 £0.76 8.46 £1.89 9.35+1.89 9.61+148
LSI (%) CT 1.99+0.31 1.70+0.17 1.82+0.12 1.74 +0.22 1.76 £0.31 1.46 £0.13
HS 1.22 +£0.19 1.81+£0.35 2.04 +£0.38 2.02+0.18 1.36 £ 0.08
HE 1.81+£0.17 2.36 £ 0.40 2.09+0.39 1.73+£0.15 1.63+£0.15

* CT, control group; HS, handling stressed group; HE, glyphosate based herbicide exposed group.



Table 2. Females responsible to hormonal induction (%), mean number of oocytes stripped and mean number and % of swim-up fry

transferred to larviculture ponds in control, chronic stressed and glyphosate based herbicide chronic exposed females.

CT HS HE
Females induced 42 42 42
Females responsive 38 24 34
to induction (%) (90%) (57%) (80%)
Oocytes stripped by

8,100 £ 250 A 6,480 £ 250 B 7,890 £ 190 A

female
Transferred swim-up 6,654 + 168 A 3,990 + 489 B 5577 +497 A
fry (%) (82.15% + 2.1) (61.58% =+ 7.55) (70.69% + 6.03)

* CT, control group; HS, handling stressed group; HE, glyphosate based herbicide exposed group.

Different capital letters in the line indicated statistically different means (Anova, Tukey’s multiple range test).
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