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Resumo

A manipulacdo cromossémica apresenta-se como uma ferramenta promissora nos programas
de criacao de peixes e de conservacao biologica. Dentre elas, a inducgéo a triploidia apresenta
beneficios que véo desde a otimizacdo da producdo a minimizacdo dos impactos causados
na natureza pelos escapes de peixes cultivados. Tais beneficios ocorrem, principalmente, em
virtude da caracteristica mais provavel dos triploides: a esterilidade; que permite que o gasto
energético antes empregado no desenvolvimento gonadal seja realocado para o crescimento
somatico, podendo resultar em taxas de crescimento mais elevadas e na melhoria da
qualidade do filé. A curimatd-pacu (Prochilodus argenteus) € um peixe endémico do rio S&o
Francisco muito apreciado por sua carne, que tem sua abundancia comprometida pelos
barramentos das hidrelétricas dessa bacia, e que apresenta grande potencial para a
aquicultura extensiva. Nesse trabalho foi avaliado a eficiéncia de choques térmicos quentes
e frios para inducdo a triploidia em curimatd-pacu. Para os choques frios (0 — 4 °C), foram
testadas aplicagdes aos 2,5 min, 5 min, 10 e 12 min pos-fertilizacdo (mpf), com duragdes de
10, 15, 20 e 25 minutos. Os testes com choques quentes (39 e 41°C) foram aplicados também
aos 5 mpf com duracéo de trés minutos. Para cada um dos choques testados foi mantido um
grupo controle para avaliacdo da qualidade gamética. Nenhuma ecloséo foi observada para
0s choques quentes. Para os choques frios, embora as taxas de triploidizacdo ndo tenham
sido obtidas para os testes realizados aos 2,5 e 12 mpf, os choques aplicados aos 5 mpf com
duracdo de 25 minutos produziram 100% de triploides. Para os demais choques com 20, 15
e 10 minutos de duracdo, as taxas de triploidizacdo obtidas foram de 89,12, 76,92 e 63,33%,
respectivamente. Os animais foram mantidos em aquérios por um periodo de 21 dias, no
qual a excecao das taxas de fertilizacdo e sobrevivéncia inicial, peso e tamanho nao foram
significativas entre diploides e triploides. Esse é o segundo protocolo com 100% de
producdo de triploides para uma espécie nativa brasileira e, 0 primeiro a conseguir esse feito
com o uso de choques térmicos.

Palavras chave: biotecnologia; manipulagdo cromossémica; aquicultura.
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Abstract

Chromosomal set manipulation is a promising tool for breeding programs and biological
conservation. Triploidy induction provides benefits that increase fish production and reduces
the impact of escapes from fish farming on wild populations. These benefits are due to the
most probable characteristics of triploid fish: sterility; because of its assumed ability to
increase yield by conducting the energy required from gonadal development to somatic
growth, leading to better growth rates and fillet quality. The curimatd-pacu (Prochilodus
argenteus) is an endemic migratory fish species of the Sdo Francisco River, which
abundance have been compromising by the hydroelectric dams along the river and is known
for its highly appreciated meat, with a great potential for extensive aquaculture, In this study,
the efficiency of thermal shocks (cold and heat) to triploid production was evaluated. Cold
shocks (0-4°C) were tested at 2.5 min, 5 min, 10 and 12 min postfertilization (mpf), lasting
for 10, 15, 20 and 25 minutes. Heat shocks were alsoinvestigated at 5 mpf, lasting for three
minutes at 39 and at 41°C. In each treatment, a control group was maintained to analyze egg
quality. No hatches were observed for the heat shock treatments. For cold shock treatment
applied at 5Smpf and lasting for 25 minutes, 100% triploids were obtained. For others cold
shock treatments also applied at 5Smpf, but lasting for 20, 15 and 10 minutes, triploid rates
were 89.12, 76.92 and 63.33%, respectively. Although fertilization rates were statistically
different between diploid and triploid, survival, weigh and size were similar between
triploids and control groups after being reared for 21 days in tanks. This is the second
protocol for a Brazilian native species with 100% triploidization yield and the first one to
achieve this by means of thermal shocks.

Key words: biotechnology, chromosomal manipulation, aquaculture.
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1. INTRODUCAO

O processo de maturacdo sexual nos peixes pode acarretar algumas consequéncias
indesejadas para aquicultura, como reducdo nas taxas de crescimento, aumento da
mortalidade associada ao periodo reprodutivo e perda da qualidade do filé (FELIP et al.,
1999; KJESBU et al., 1996).

Uma das ferramentas mais promissoras para burlar os problemas associados a
reproducdo é a producdo de lotes estéreis através de manipulacdo cromossémica, sendo a
triploidia o método mais eficiente para producao desses individuos em larga escala (XU et
al., 2015). Além disso, a producdo de triploides pode reduzir ou até mesmo eliminar as
interacdes reprodutivas entre individuos selvagens e oriundos de escapes de cultivos,
impedindo, inclusive, que escapes de espécies exoticas formem populacdes e se estabelecam
em ambiente natural (DONALDSON, 1996).

Os individuos triploides sdo caracterizados por possuirem um conjunto
cromossémico a mais (3n) em relacdo aos diploides (2n). Por essa razdo, sdo organismos
estéreis e, embora alguns machos possam desenvolver gbnadas, sdo incapazes de gerar
proles vidveis (BENFEY, 1999).

A producdo desses individuos consiste na retencdo do segundo corpo polar, ao final
da meiose Il, através de choques térmicos, de pressdo hidrostatica ou até mesmo do uso de
substancias quimicas (BENFEY, 2015). Os corpusculos ou corpos polares sdo subprodutos
da divisdo meidtica do odcito, formados tipicamente pela citocinese assimétrica. Sendo por
muitos anos, desde o seu descobrimento em gastrépodes, confundidos como fragmentos do
ovo ou massas de vitelo expelidas (SCHMELER e WESSEL, 2011)

Outra maneira de obtencdo de triploides é a partir do cruzamento de individuos
tetraploides (4n) com individuos diploides (2n) (CHOURROUT et al. 1986; WEBER et al.
2014). A producéo de tetraploides também é feita com o uso de choques fisicos ou quimicos,
que devem ser aplicados de forma a inibir a primeira clivagem apds a fertilizagdo
(MACLEAN e PENMAN, 1990).

Organismos triploides vem sendo produzidos em inUmeras espécies de interesse
comercial, como carpas, bagres, tilapia, salmonideos e bivalves, como ostras, mariscos,
vieiras e abalones (BEAUMONT e HOARE, 2003).

Dentre as espécies nativas brasileiras candidatas a aplicagdo desta técnica esta a

Prochilodus argenteus, que é uma espécie endémica da bacia do Rio Sdo Francisco com

10
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grande potencial aquicola (SANTOS, 1981; FURUYA et al., 1999; KOBERSTEIN et al.,
2001; FURUYA 2001; SATO et al., 2003;), constituindo um importante recurso pesqueiro
das regides Norte e Nordeste juntamente com os demais do seu género, (IBAMA, 2005). No
entanto, assim como as demais espécies migradoras, tem sua reproducéo prejudicada pelos
barramentos destinados a construcao de reservatdrios de usinas hidrelétricas (AGOSTINHO
etal., 2007).

O presente trabalho teve prop6s-se a desenvolver um protocolo para indugdo a

triploidia na espécie P. argenteus através do uso de choques térmicos.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Breve panorama da aquicultura mundial e brasileira

A aquicultura é uma pratica milenar originada na China, com o registro mais antigo
da manutencdo de peixes em cativeiro atribuido ao periodo da Dinastia Chou (1112 a.C -
221 a.C.) (NASH, 2010). No Brasil, a aquicultura tem seu inicio apenas nos anos 1930, com
os estudos do pesquisador brasileiro Rodolpho Von Ihering, relacionados a reproducéo de
espécies nativas (CASTAGNOLLI, 2004). No entanto, apenas foi firmada como uma
atividade econémica no cenario nacional da producédo de alimentos a partir de 1990, com a
consolidacdo das técnicas de reproducdo natural e artificial de peixes em cativeiro
(ANDRADE e YASUI, 2003).

De acordo com a Food and Agricultural Organization of the United Nations (FAQ),
a aquicultura é uma das industrias agricolas de maior expansdo no mundo, com a demanda
mundial por pescado aumentando ao longo das Gltimas duas décadas (FAO, 2014). No
periodo compreendido entre 2002 e 2012, a producdo aquicola obteve crescimentos a uma
taxa média de 6,1% ao ano no mundo inteiro (FAO, 2014). Os dados mais recentes dessa
organizacdo apontam que em 2014, pela primeira vez, a producdo aquicola mundial
ultrapassou a contribuicéo feita por capturas de pesca para o0 consumo direto. Nesse mesmo
ano, a aquicultura foi responsavel por 44,1% da producdo mundial de peixes, incluindo a
producdo ndo relacionada a fins alimenticios (FAO, 2016).

Esse crescimento vem sendo impulsionado principalmente pelo crescimento
demografico e pela busca dos consumidores por uma dieta mais benéfica a saide humana.

Com a estagnacédo da pesca extrativa, que se encontra estabilizada desde 1990, foi imposta

11
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aaquicultura a tarefa de aumentar a oferta dos produtos desse setor nos proximos anos (FAO,
2014; BRABO, 2016).

Nesse cenario de incremento mundial da aquicultura, o Brasil vem ganhando
destaque e subindo posic¢des entre os maiores produtores mundiais, passando da 322 posicao,
em 1994, para a 142 em 2014, com uma producao total de 514.5 mil toneladas por ano, das
quais 474.3 mil toneladas sdo oriundas da piscicultura em &guas interiores (FAO, 2016). De
acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE (2015), a cria¢do de
peixes de agua doce é responsavel por 84% da producdo da aquicultura brasileira. As
expectativas do Estado Mundial da Pesca e Aquicultura 2016 (SOFIA) para o pais sdo de
que até 2025 as producdes pesqueiras e aquicolas registrem um aumento de 104%, bem como
uma elevacao de 32,3% no consumo de peixe per capita, que atualmente encontra-se em 9,6
kg/ano, correspondendo a aproximadamente metade da média global e abaixo do nivel
recomendado pela Organizacdo Mundial de Saude, devendo subir para 12,7 kg.

Todo o potencial acima citado vem da vocacdo do pais para essa atividade. O Brasil
é detentor de um amplo territdrio com &reas favoraveis a construgao de tanques e agudes, 4,2
milhGes de hectares de aguas represadas em grandes reservatorios, 8.500 km de faixa costeira
com potencial para maricultura, disponibilidade hidrica e clima favoravel, possuindo um
forte mercado doméstico com industrias de ragdes estabelecidas e producéo recorde de gréos
(KUBITZA, 2015).

Além disso, o Brasil possui uma ampla diversidade de peixes, com mais de 2500
espécies nativas de agua doce (BUCKUP, et al. 2007), correspondendo a aproximadamente
55% das espécies registradas para a Regido Neotropical (REIS et al. 2003). Pelo menos 40
dessas espécies apresentam potencial para aquicultura em larga escala, 0 que representa
1,5% de suas espécies conhecidas (GODINHO, 2007). No entanto, a aquicultura brasileira
é amplamente dominada por espécies exdticas tanto na piscicultura, com predominancia da
tilapia, responsavel por 45,4% do total da producdo de peixes em 2014, como na
carcinicultura, com o camardo marinho Litopenaeus vannamei sendo a terceira espécie mais
produzida na aquicultura brasileira (IBGE, 2015).

Um dos principais entraves ao cultivo de espécies nativas é a falta de pacotes
tecnoldgicos, que promovam um crescimento competitivo com espécies exéticas com
manejos ja bem estabelecidos, incluindo alimentacdo adequada, dominio da reproducao, alta
sobrevivéncia e disponibilidade de sementes (KUBITZA, 2007). A biotecnologia apresenta
diversas alternativas para superar tais obstaculos com ferramentas bastante promissoras,
como a manipulagdo cromossomica (LAKRA e AYYAPPAN 2003).

12
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2.2 A oogénese e a formacdo dos corpos polares

Nos teledsteos, a oogénese é um processo bastante complexo. Uma das suas
peculiaridades é a continua proliferagdo da oogonia em fémeas sexualmente maduras,
permitindo o recrutamento constante de od6citos quando estdo em periodos férteis
(PANDIAN 2011 e 2013; WOTTON e SMITH, 2014).

As oogonias se multiplicam por mitose e geram células pequenas, que se tornarao os
odcitos primarios. Na transicdo de oogbnia para odcito, cada cromossomo se divide para
produzir duas cromatides irmds, unidas por um centrémero, e a célula entra na préfase | da
meiose I, se tornando um odcito primario. A meiose é pausada no estagio de profase I, e
nesse momento ocorre 0 crescimento primario do odcito, em que o nucleo [nessa fase
denominado de vesicula germinal (VG)] aumenta de tamanho. O odcito cresce bastante em
volume, porém os ovarios continuam ocupando apenas uma pequena por¢do do peso
corporeo do individuo. O crescimento do o6cito continua até que este atinja um ponto critico,
a partir do qual a segunda fase do crescimento se inicia (PANDIAN 2011 e 2013; WOTTON
e SMITH, 2014).

O crescimento secundério do o6cito tem como processo dominante a vitelogénese. O
crescimento nessa fase € medido em termos de massa seca, sendo um reflexo primério da
acumulacdo de vitelo pelo odcito. Nessa fase, o tamanho dos ovarios em relagdo a massa
corporea total dos peixes aumenta consideravelmente, podendo chegar, em algumas
espécies, a 20% da massa corpOrea. Esse crescimento representa um desvio massivo de
recursos energeéticos do crescimento somatico para o crescimento gonadal. Ainda na fase de
crescimento secundario (vitelogénese) € evidenciado a polarizacao do odcito ao longo de um
eixo animal - vegetal, sendo o eixo animal indicado pelo desenvolvimento da micrépila,
local de entrada do espermatozoéide para a fecundacéo do 6vulo (PANDIAN 2011 e 2013;
WOTTON e SMITH, 2014).

A meiose | € retomada quando a vesicula germinal (GP) migra em dire¢do ao polo
animal, posicionando-se proximo a micrépila, e se rompendo. Com a condensacdo dos
cromossomos e formacéo do fuso, a meiose | finaliza com duas células desiguais formadas,
um largo odcito, chamado odcito Il, e o primeiro (e pequeno) corpo polar, que logo se
degenera (PANDIAN 2011 e 2013; WOTTON e SMITH, 2014).

Entre o fim da meiose | e o inicio da meiose 1, 0 odcito entra na fase de maturacgéo,

caracterizada: 1) pelo fim da meiose | e seguindo até a metafase 11, quando novamente é
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suprimida; e 2) por um periodo de hidratacdo do odcito, no qual embora ocorra aumento de
volume ndo ha aumento da massa seca (PANDIAN 2011 e 2013; WOTTON e SMITH,
2014).

O processo de maturacdo do odcito tem fim quando este se torna ovulado no Itmem
ovariano pronto para desova ou extrusdo. A retomada da meiose s6 ocorre quando 0 odcito
é fertilizado (ou ativado por algum estimulo alternativo, como por exemplo, o
espermatozdide de uma outra espécie ou mudanga na osmolaridade do meio), resultando na
formacéo de duas células haploides, o 6vulo e o segundo corpo polar (PANDIAN 2011 e
2013; WOTTON e SMITH, 2014). Dessa forma, a divisdo meiotica produz um unico gameta
funcional haploide. A transicdo de dvulo para ovo é definida pela mudanga do estado
haploide do gameta para o estado diploide, resultante da fusdo dos pré-nacleos do évulo e
espermatozdide (PANDIAN 2011 e 2013; WOTTON e SMITH, 2014).

2.3 Biotecnologia na aquicultura: manipulacdo cromossémica

A biotecnologia pode ser definida como a aplicacdo de técnicas cientificas para
modificar plantas, animais e microrganismos buscando a sua melhoria (WIECZOREK,
2003).

O avanco na biotecnologia tem fornecido as ferramentas necessarias para
manipulacdo artificial de genes e cromossomos em organismos vivos (RASMUSSEN e
MORRISSEY, 2007). Abordagens genéticas, envolvendo tanto a manipulacdo
cromossdémica como marcadores moleculares, passaram a contribuir crescentemente nos
programas de criacdo de peixes e conservacdo bioldgica, extrapolando as fases
experimentais e alcancando patamares que as permitem serem incluidas no ambito da
aquicultura aplicada (HULATA, 2001).

Os primeiros programas geneticos para peixes surgiram nos anos 1900, apos o
estabelecimento dos principios basicos em genética e da genética quantitativa. No entanto,
até a década de 1960 pouco esforco foi direcionado as pesquisas de melhoramento genético,
uma vez que a pratica da aquicultura ainda era realizada em pequena escala e 0s
conhecimentos acerca dos aspectos genéticos dos peixes eram escassos (DUNHAM, 2011).

Ainda de acordo com Dunham (2011), as novas biotecnologias como reverséao sexual
e poliploidia comecaram a ter um maior impacto na produgéo aquicola a partir do final da
década de 80 e inicio da década de 90, ndo s6 aumentando as taxas de crescimento como

também propiciando melhorias na qualidade do filé.
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As técnicas de manipulacdo cromossdémica como ginogénese, androgénese e
poliploidia tém grande aplicagcdo para aquicultura, variando desde a producdo de lotes
monosexo para eliminar as diferencas sexo-especificas relacionadas a maturacdo sexual e
crescimento, a producdo de peixes triploides para a obtencdo de progénies estéreis (ARAI,
2001) diminuindo os impactos causados pelos escapes de organismos cultivados em
ambientes naturais (COTTER et al., 2000; KOZFKAY et al., 2006).

A ginogénese (ou heranca materna exclusiva), que ocorre de forma natural em
algumas espécies de peixes, como na carpa prussiana, Carassius gibelio, e muitas especies
de poecilideos (SCHARTL et al., 1995), permite a criacdo de lotes monosexo feminino a
partir do desenvolvimento de progénies com heranga genética estritamente materna.

Para esse propdésito, os dGvulos precisam ser fecundados por espermatozoides
geneticamente inativos, mas biologicamente funcionais, para que a sua motilidade e
capacidade de penetracdo sejam mantidas. Essa inativacdo pode ser feita por técnicas que
vao desde 0 uso de raios gama, ao uso de substancias quimicas e irradiacdo com luz
ultravioleta. Sendo essa Ultima a mais comumente utilizada por ndo deixar residuos
contaminantes nas amostras e pela conveniéncia e facilidade de manuseio em relacdo as
demais técnicas (THORGAARD 1986; GUO et al., 1993; LUTZ, 2001). Em seguida,
choques térmicos sdo aplicados aos ovos para reestabelecer a diploidia, podendo ser
aplicados ao final da meiose Il, para reter a saida do segundo corpo polar (CP2), gerando
individuos ginogenéticos meidticos, ou quando o zigoto haploide inicia a primeira clivagem
mitotica, blogueando a metafase dessa primeira divisdo ap6s duplicacdo do genoma
haploide, produzindo individuos ginogenéticos mitéticos (PURDOM 1983).

A produgdo de ginogenéticos ja foi aplicada para espécies comercialmente
importantes como salmonideos (CHOURROUT, 1982; PURDOM et al., 1985), carpas
(KOMEN et al., 1991), catfish (GOUDIE et al., 1995); tilapias (HUSSAIN et al., 1995a),
linguado japonés (YAMAMOTO, 1999), linguado do Senegal (MOLINA-LUZON et al.,
2015), dentre outros.

Os mecanismos de realizacdo da androgénese sdo semelhantes aqueles utilizados na
producdo de ginogenéticos mitoticos. A grande diferenca consiste no fato de que para esta,
0 material genético materno é que deve ser inativado, sendo a radiacdo aplicada nos odcitos
maduros. Apés a fecundagdo, os choques térmicos ou de pressdo sdo utilizados para
interromper a mitose e gerar um individuo 2n com heranca genética apenas paterna (LUTZ,
2001).

15



VASCONCELOS, L. M. Inducéo a triploidia em curimat&-pacu ...

Em alguns paises, organismos androgenéticos de algumas espécies ja vem sendo
utilizados em programas de reprodu¢do, como a truta arco iris, no Japdo e nos Estados
Unidos, salmao amago, no Japdo e a carpa comum, no Jap&o e nos Paises Baixos (HULATA
2001).

O método mais popular de manipula¢do cromossdmica é a producao de peixes com
conjuntos cromossémicos além do esperado para sua espécie, 0os denominados poliploides
(ARAI, 2001). Enquanto a maioria dos organismos tipicamente possuem dois conjuntos de
Cromossomos, e por isso recebem a classificacdo de diploides (2n), organismos poliploides
sdo caracterizados por possuirem conjuntos cromossomicos extras além do seu numero
diploide, sendo a triploidia uma forma de poliploidia na qual a célula possui um conjunto a
mais (3n) (LUTZ, 2001).

A ocorréncia espontanea da triploidia em peixes ja foi relatada para algumas
espécies, como a truta arco iris (Oncorhynchus mykiss) (AEGERTER e JALABERT, 2004),
salméo prateado (DEVLIN et al., 2010), bagre europeu (Silurus glanis) (VARKONY! et al.,
1998), enguia japonesa (Anguilla japonica) (NOMURA et al., 2013), tenca (Tinca tinca)
(FLAJSHANS et al., 1993) ¢ o piau Leporinus elongatus (MOLINA et al., 2007).

No entanto, essa forma de poliploidia também pode ser induzida. Para isso, duas
formas de producdo podem ser empregadas: uma delas é a producdo de individuos
tetraploides (4n) para que a partir do cruzamento com diploides originem organismos 3n,
sendo estes chamados de interpldides-triploides (MACLEAN E PENMAN, 1990). No
entanto, esse € um método menos frequente de obtencdo de triploides, uma vez que sdo
poucas as espécies que apresentam adultos tetraploides viaveis e férteis (YOSHIKAWA et
al., 2008).

A segunda forma de obter individuos triploides é a mais comum e também a utilizada
neste trabalho. Nela, choques de temperatura, pressdo hidrostatica ou até mesmo substancias
quimicas (ex. cafeina, citocalasina B), sdo aplicadas logo apos a fecundacdo, impedindo a
saida do segundo corpusculo ou corpo polar (CP2) ao final da meiose Il (Figura 1)
(PIFERRER et al., 2009; TURAN e GURAGAC, 2014). Os mecanismos envolvidos na
retencdo do CP2 estdo associados ao desarranjo dos aparatos do fuso meidtico ou dos
filamentos de actina responsaveis por separar o pré-nucleo do ovo e o CP2, como sugerido
por Mair (1993).

Os choques térmicos sdo um modo eficiente de producdo de triploides por
apresentarem baixo custo e facilidade de execucdo (RUSTIDJA, 1989). O sucesso da técnica

é diretamente influenciado pelo momento apds a fertilizacdo em que o choque é aplicado, e
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pela sua duracdo e a temperatura (quente ou fria) (FELIP et al. 2001). Geralmente, espécies
de &guas quentes sdo mais suscetiveis a choques térmicos frios, enquanto os choques
térmicos quentes sdo mais eficazes em espécies de &guas frias (CHOURROUT 1980).
Alguns dos trabalhos utilizando choques térmicos ja desenvolvidos para algumas espécies,

bem com as taxas de triploidizacéo obtidas estdo reunidos na tabela 1.

Fertilizagdao normal Dipléide

Fibras do fuso
meidtico

Fertilizacao normal Triploide

Fibras do fuso
meiotico

b

Figura 1. Processo de fecundacédo a) em individuos diploides; b) retencdo do 22 corpo polar para produgdo de
organismos triploides. Imagem retirada de Moreira et al., 2014 (Adaptado de Triploid Salmon by hydrostatic
pressure, AUMS — Coastal and Offshore Biologists).
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Tabela 1. Alguns trabalhos envolvendo a producéo de triploides a partir do uso de choques térmicos.

Espécie Tipo do Taxa de Referéncia
chogue  yinjoidizago

Ictalurus punctatus frio 100% Wolters et al., 1981

Oncorhyncus kisutch Quente 58-84% Utter et al., 1983

Oncorhyncus mykiss Quente 100% Solar et al., 1984

Oreochromis niloticus Quente 100% ] )
Don e Avtalion, 1986; Hussain
etal., 1991

Danio rerio frio 100% Marian 1997

Scophtalmus maximus frio 90% Piferrer et al., 2000

Perca fluviatilis quente 100% Rougeot et al., 2003

Astyanax altiparanae quente ~92% Adamov et al., 2016

tilapia vermelha (hibrido) frio 82,10% Pradeep et al., 2013

Rhamdia quellen frio ~97% Da Silva et al., 2007

Clarias gariepinus frio 55% Hammed et al., 2010

Takifugu niphobles frio 90% Hamazaki et al. 2013

Solea senegalensis frio 100% Molina-Luzén et al., 2015

Siniperca chuatsi quente 40% Xu et al., 2015

A principal caracteristica da condicdo triploide é a esterilidade, causada pelo
pareamento cromossdmico irregular durante a meiose, uma vez que 0s trés conjuntos
cromossémicos sdo incapazes de progredirem no evento de recombinacdo que ocorre na
primeira divisdo meiotica (GRIFFITHS et al., 2013). Como o processo de formacdo de
gametas difere entre fémeas e machos, estes Gltimos podem ainda apresentar algum
desenvolvimento gonadal e até produzir espermatozoides aneuploides, que por sua vez ndo
sdo capazes de gerar proles viaveis a partir do cruzamento com fémeas diploides (BENFEY
et al. 1986; UEDA, 1987).

Durante o periodo de maturagdo sexual, os individuos ficam mais propensos a niveis
elevados de estresse, maior susceptibilidade a doencas e apresentam reducdo da qualidade
da carne. Com a condicéo estéril, a triploidia pode contribuir com a melhoria da qualidade
do filé, aumento da taxa de conversdo alimentar, rendimento de carcaca, e permitindo que o
gasto energeético direcionado ao crescimento gonadal seja realocado para o crescimento
somatico, podendo gerar individuos com tamanhos maiores (PURDOM e LINCOLN, 1973;
HUSSAIN et al., 1995b; MOREIRA et al., 2014; GOO et al., 2015). Além disso, permite o
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confinamento genético dos animais criados em cativeiro, evitando a introgressdo de
individuos cultivados, incluindo ndo nativos, em popula¢fes naturais e também o
estabelecimento de espécies ndo nativas (LIDDER e SONNINO, 2012).

No entanto, o desempenho dos triploides em relacdo aos diploides pode variar por
diversos fatores, a exemplo da espécie analisada, do local de criacdo dos peixes, da
temperatura e da idade dos individuos (WOLTERS, et al., 1982; DUNHAM e
SMITHERMAN, 1987; QIN et al., 1998; FELIP et al., 1999; CAL et al., 2006).

De forma geral, alguns exemplos em que o crescimento de triploides se sobressai ao
dos diploides sdo apontados por Florence e Harrison (2013), que identificaram taxas de
crescimento superiores para triploides de Clarias anguillarias, assim como Lawson e Ishola
(2010), que também verificaram esse mesmo padrdo para Clarias gariepinus, apesar das
baixas taxas de sobrevivéncia, e Bramick et al. (1995) para Oreochromis niloticus, dentre
outros.

Os maiores esforgos relacionados ao estudo dos desdobramentos da condigédo
triploide estdo, provavelmente, voltados ao salmdo (BENFEY e SUTTERLIN, 1984a;
BENFEY e SUTTERLIN, 1984b; CARTER et al., 1994; GALBREATH et al., 1995;
LANGSTON et al., 2001; COTTER et al., 2002; COTTERELL et al., 2004; LANGSTON
et al., 2001; ATKINS e BENFEY, 2008; LIJALAD et al., 2009), impelidos néo s6 pelos
problemas enfrentados com a maturagéo sexual desses animais (MAZEAUD et al., 1977),
mas principalmente pela necessidade de confinamento genético dos individuos de cativeiro,
devido as dezenas de milhares de escapes anuais de tangques para ambientes naturais
(THORSTAD et al., 2008). A interacdo desses individuos com os de populacdes selvagens
vem trazendo impactos genéticos, tendo como exemplo as alteragdes nas frequéncias alélicas
de populacdes nativas de alguns rios da Noruega (GLOVER et al., 2012), com registros de
niveis de introgressdo de até 47% (GLOVER, et al., 2013), Irlanda (CLIFFORD et al., 1998),
e América do Norte (BOURRET et al. 2011).

Nos Estados Unidos, onde a carpa capim € comumente utilizada para controle da
vegetacdo, 19 estados o uso de carpas capim diploides, pelo fato de serem espécies invasoras,
gue quando estabelecidas no ambiente podem trazer prejuizo ndo sé a fauna nativa, como
também a vegetagdo aquatica local. Cerca de 12 estados permitem ainda a reproducéo e
estoque desses individuos na sua forma diploide, no entanto, sdo mantidas em pequeno
nimero e utilizadas em sistemas fechados, para fins de policultivo (PIPALOVA 2006). No
Reino Unido, estoques monosexo feminino de truta arco iris sdo cultivados pelo seu

crescimento superior aos diploides perto do periodo de maturacéo sexual (DUNHAM 2011).
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Além do salméo do Atlantico comercializado no Canada, da carpa capim nos Estados
Unidos e da truta arco-iris no Reino Unido, peixes triploides de outras espécies sao
comercializados ao redor do mundo, como a truta marrom, comercializada na Franca e o
salmdo amago, salmdo masu e o linguado japonés, comercializados no Japdo (HULATA,
2001).

No Brasil, alguns estudos sobre triploidia vem sendo desenvolvidos para algumas
espécies nativas e seus hibridos, como é o caso do tambaqui e do pacu, com taxas de
triploidizacdo de 29,4% e 11,8%, respectivamente, e do seu hibrido, o tambacu, 57,8% de
triploides, todos detectados na fase juvenil e obtidos a partir do uso de choques térmicos
quentes (SATO, 2015). Para outras espécies, como o lambari (Astyanax altiparanae), 92%
de triploides foram produzidos também com o uso de choques térmicos quentes (ADAMOV
etal., 2016; DO NASCIMENTO et al., 2017). Os trabalhos mais consolidados de triploidia
em espécies nativas estdo concentrados no jundid, Rhamdia quelen, com protocolos que
permitem a obtencdo de 100% de triploides utilizando choques de pressdo hidrostatica
(VOZZI et al., 2003; HUERGO e ZANIBONI-FILHO, 2006; DA SILVA et al., 2007,
WEISS e ZANIBONI-FILHO, 2009, 2010). No entanto, a excecdo da ostreicultura, esses
trabalhos estdo restritos ao ambito académico. Em Santa Catarina triploides da ostra
Crassostrea gigas j& vém sendo comercializados por apresentarem maior resisténcia ao
aquecimento da agua durante o verdo, possuirem mais carne e pelo fato de serem estéreis,

inibindo seu estabelecimento como uma espécie invasora (MOREIRA et al., 2014)

2.4. Verificacdo da ploidia: aplicacdo da citometria de fluxo

A andlise dos niveis de ploidia obtidos nas popula¢fes submetidas a manipulacéo
cromossémica € de suma importancia para a verificacdo do sucesso da metodologia
empregada e validacdo do protocolo de inducéo a triploidia.

Varios métodos podem ser empregados para tal verificagdo, como cariotipagem,
contagem das regiGes organizadores de nucléolos, (HARRELL et al., 1995), medida do
didametro nuclear de eritrocitos (BENFEY, 1999), além do uso de marcadores moleculares
polimorficos para realizagéo de testes de paternidade, como os marcadores microssateélites,
e da citometria de fluxo (SLABBERT et al., 2012).

A citometria de fluxo permite determinar a ploidia dos individuos pela andlise do
conteldo de DNA das células (THORGAARD et al., 1982), sendo uma das metodologias

mais seguras e aceitaveis para essa finalidade (HARRELL et al., 1998).

20



VASCONCELOS, L. M. Inducéo a triploidia em curimat&-pacu ...

O citémetro de fluxo analisa as particulas em movimento em uma suspenséo celular
a partir da adigéo de um fluorocromo que se liga especificamente e estequiometricamente ao
DNA em uma suspensdo de nucleos, que podem ser isolados por cortes, pipetagens
consecutivas, através da passagem por seringas de diferentes tamanhos, ou a partir do sangue
dos animais. Esses fluorocromos, como o iodeto de propideo (Pl) que se intercala
quantitativamente a dupla fita (LEPECQ e PAOLETTI, 1967) ou o 4, '6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI), que tem maior afinidade com as regides ricas em A-T (PORTUGAL e
WARING, 1988), sdo excitados por uma fonte de luz (UV ou laser) e, como principio da
analise, o material corado deve incorporar 0 corante e emitir uma fluorescéncia
correspondente ao seu contetido de DNA (EWING et al., 1991; NUNEZ, 2001).

2.5. Caracterizacdo da espécie: Prochilodus argenteus (Characiformes:
Prochilodontidae)

A ordem Characiformes engloba cerca de 1700 espécies de peixes exclusivamente
de &gua doce, divididos em 270 géneros e 18 familias, com representantes na Africa, sul da
América do Norte (sul dos Estados Unidos e México), América Central e América do Sul
(exceto sul da Argentina e o Chile) (NELSON, 2006; BUCKUP, 2007), sendo, juntamente
com os Siluriformes, uma das ordens mais representativas da ictiofauna dulcicola
neotropical (LOWE-McCONEELL, 1999). Muitos Characiformes apresentam grande
importancia comercial, como é o caso da familia Prochilodontidae, uma das principais
componentes da pesca de dgua doce da América do Sul, seja para finalidades comerciais ou
de subsisténcia (CASTRO e VARI, 2004).

Os membros desta familia sdo facilmente distinguiveis pela sua morfologia singular.
Exceto na fase larval, possuem labios grossos contendo duas fileiras de dentes relativamente
pequenos, em formato falciforme ou de espatula, unidos aos labios protateis ao invés dos
0sso0s da maxila, formando uma espécie de disco oral quando o maxilar se protrai (CASTRO
e VARI, 2003 e 2004).

A familia é composta por trés géneros: Ichthyoelephas, com apenas duas espécies,
Semaprochilodus, com seis espécies conhecidas e 0 género Prochilodus, com treze espécies,
considerado o mais abundante e disperso dentre a fauna neotropical dos rios sul americanos,
dentre elas a Prochilodus argenteus, espécie alvo desse estudo (CASTRO e VARI, 2003 e
2004).
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O género Prochilodus possui representantes nas grandes bacias sul-americanas,
como as Bacias Amazonica, Araguaia-Tocantins, Prata e Sdo Francisco (CASTRO e VARI,
2004; COSTA, 2006). Os integrantes desse género sao considerados 0s mais conspicuos
migradores de longa distancia dentre os Prochilodontidae (DUQUE et al., 1998), com tais
migracdes associadas a alimentacao e, principalmente, a reproducdo (CASTRO e VARI,
2004). Possuem hébito alimentar detritivoro e desempenham um papel ecoldgico
fundamental, participando da reciclagem de nutrientes através da pré-mineralizacdo da
matéria organica presente no lodo, tornando-a mais facilmente degradavel pelos
microrganismos ambientais (LOWE-McCONNEL, 1999), e atuando como condutores de
energia e biomassa de areas ricas em nutrientes para areas mais pobres, especialmente
quando migram de um sistema hidrico para outro (WINEMILLER AND JEPSEN, 1998;
LUCAS e BARAS, 2001; CASTRO e VARI 2004).

Prochilodus argenteus (Spix e Agassiz 1829) (Figura 2) é um peixe endémico da
bacia do rio Sd8o Francisco, embora existam registros de introducGes em vérios rios do
Nordeste brasileiro pelo Departamento Nacional de Obras Contra as Secas - DNOCS
(CASTRO e VARI, 2004). E popularmente conhecido como curimba, curimaté-pacu, Xira,
bamba ou zulega (CASTRO e VARI, 2003), sendo a espécie de maior tamanho da familia,
podendo atingir até 15 kg de peso corporal (SATO et al., 1996; GODINHO e GODINHO,
2003).

Quanto a sua reproducao, € um peixe reofilico que realiza longas migracdes durante
0 periodo reprodutivo de novembro a janeiro, atrelado aos periodos de chuvas e altas
temperaturas (FONTENELE, 1953). As fémeas atingem a maturidade sexual mais
tardiamente que os machos (BONCOMPAGNI-JR et al., 2013). N&o apresentam cuidado
parental e 0s ovos possuem caracteristicas peculiares aos peixes migratorios e de desova
total: sdo livres, demersais e cinzas. Durante a fase de hidratacéo, o didmetro aumenta de 1.6
+0.1mm para 3.1 £ 0.2mm (SATO et al., 1996).

Historicamente na bacia do rio S&o Francisco, 0s peixes migratorios de porte elevado
estdo entre os mais valorizados para o comércio e pesca esportiva (PETRERE et al., 2002),
sendo também presas importantes para espécies piscivoras (DUQUE et al. 1998). No
entanto, os barramentos e construcdes de reservatorios ao longo dessa bacia, transformando
trechos do rio em ambientes Iénticos, possuem impacto negativo para a reproducgdo dessas
especies migradoras (AGOSTINHO et al., 2007), levando ao declinio dos estoques naturais.

Dados do Ministério da Pesca e Aquicultura (2011) revelaram que o grupo dos

curimatds (Prochilodus spp.) apresentou o maior volume de desembarque da pesca
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continental, com 28.643,0 toneladas, um valor quatro vezes maior do que as 7.143,1
toneladas obtidas com a sua producao.

No entanto, embora os valores da pesca extrativa sejam bastante elevados em relacéo
a criacdo em cativeiro, sendo as regides Norte e Nordeste as maiores produtoras (IBAMA,
2005), esse grupo apresenta um enorme potencial aquicola, devido a caracteristicas como
boa aceitacdo a racdo (FURUYA, 2001), rapido crescimento em sistema intensivo de
producdo (FURUYA et al., 1999), rusticidade e alta prolificidade (SANTOS, 1981,
KOBERSTEIN et al., 2001), excelentes candidatos ao policultivo e resposta positiva a
inducdo hormonal (SATO et al., 2003).

Além disso por apresentar desova total, P. argenteus € um excelente candidato a
manipulagdo cromossémica. Peixes que apresentam desova parcelada liberam poucos ovos

de uma Unica vez, dificultando a producdo de triploides em escala industrial.

Figura 2. Exemplar de Prochilodus argenteus.
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3- OBJETIVOS

Geral

Gerar individuos triploides de Prochilodus argenteus através de manipulacao
cromossémica, elaborando uma metodologia viavel para execucdo dessa técnica no contexto

da aquicultura aplicada.

Especificos

e Gerar lotes triploides a partir do uso de choques térmicos para retencéo do segundo
corpo polar;

e Determinar a ploidia e a origem da heranca genética herdada pelos embriGes através
de citometria de fluxo;

e Avaliar o crescimento dos triploides em relacdo aos diploides nos primeiros dias de

vida.
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5. ARTIGO CIENTIFICO

Manipulagdo CromossGmica em curimata-pacu Prochilodus argenteus:
Indugao a triploidia
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INTRODUCAO

A familia Prochilodontidae constitui um dos principais componentes da pesca de
agua doce da América do Sul, seja para finalidades comerciais ou de subsisténcia (CASTRO
& VARI, 2004).

Dentre os integrantes dessa familia, Prochilodus argenteus Agassiz 1829 € um peixe
endémico da bacia do rio S&o Francisco e popularmente conhecido como curimba, curimata-
pacu, xira, bamba ou zulega (CASTRO & VARI, 2004). Dentre os membros da sua familia,
essa € a espécie de maior tamanho, podendo pesar até 15 kg (SATO & GODINHO, 2003;
SATO et al.,, 2003). Possui habito alimentar detritivoro e no que diz respeito a sua
reproducdo, € um peixe reofilico, realizando migracdes de longas distancias, apresentando
desova total e ovos livres (SATO & GODINHO, 2003; BONCOMPAGNI-JR et al., 2013).

Devido ao seu carater migratdrio, essa espécie encontra-se negativamente impactada
pelos barramentos e construcfes de reservatérios ao longo do rio S&o Francisco, uma vez
que essas construgdes transformam ambientes 1énticos em 16ticos, prejudicando assim a
reproducdo ndo sO da curimatd-pacu, como também de outros peixes de piracema
(AGOSTINHO et al., 2007).

Trata-se de uma espécie com notdrio potencial aquicola, sendo excelente candidato
ao policultivo por apresentar resposta positiva a inducdo hormonal (SATO et al., 2003), boa
aceitacdo a racao (FURUYA, 2001), rapido crescimento em sistema intensivo de producéo
(FURUYA et al., 1999), rusticidade e alta prolificidade (SANTOS, 1981; KOBERSTEIN e
DURIGAN, 2001). Devido as inumeras espécies de peixes e aves predadoras que se
alimentam desta espécie, pode ser considerada a ‘“sardinha” dos rios brasileiros
(BERNARDES e PUBLIO, 2012). Contudo, assim como muitas outras espécies nativas, P.
argenteus carece de um pacote tecnoldgico que otimize e incentive a sua producéo.

Uma das questdes chave na aquicultura € o controle da reproducdo (BOBE &
LABBE, 2010), principalmente relacionado a algumas consequéncias negativas trazidas pela
fase de maturacdo sexual, como a reducdo no crescimento, na sobrevivéncia e na qualidade
da carne (FELIP etal., 2001). A triploidia constitui uma alternativa para minimizagéo desses
impactos, atraveés da producdo de lotes estéreis.

Individuos triploides possuem um conjunto cromossémico a mais (3n), diferente da
maioria dos vertebrados diploides que possuem apenas dois conjuntos (2n). A grande
vantagem da triploidia esta na esterilidade dos individuos, gerada pelo conjunto de

Cromossomos a mais, que restringe o pareamento cromossdémico durante a meiose e leva a

39



VASCONCELOS, L. M. Inducéo a triploidia em curimat&-pacu ...

divises irregulares, resultando em crescimento gonadal reduzido e formacdo de gametas
aneuploides (BASANT et al., 2004). Ainda por serem estéreis, os triploides podem
apresentar maiores taxas de conversdo alimentar e crescimento somatico continuo (GOO et
al., 2015). Além disso, a triploidia pode ser aplicada na reducdo dos impactos dos escapes
de animais de cativeiro em ambiente natural (LIDDER e SONNINO, 2012).

Embora a ocorréncia de triploidia de forma natural tenha sido registrada para algumas
espécies, 0 uso de choques térmicos, pressdo hidrostatica e substancias quimicas podem
produzir individuos triploides através da retencdo do segundo corpo polar ao final da meiose
I (ROTTMAN et al.,, 1991). Organismos triploides podem ainda ser obtidos pelo
cruzamento de individuos tetraploides com diploides (GUO et al., 1996), sendo um método
mais laborioso, uma vez que os tetraploides que deveriam ser previamente produzidos
possuem baixa viabilidade na maioria das vezes (ROTHBARD et al., 1997).

O objetivo desse trabalho foi estabelecer uma metodologia de obtencéo de triploides
a partir de choque térmico em curimaté-pacu, um importante recurso pesqueiro do nordeste

do Brasil com elevado potencial aquicola.

METODOLOGIA

2.1. Reprodutores utilizados

Os reprodutores de curimatéd-pacu foram obtidos nas estacdes das Companhias de
Desenvolvimento dos Vales do Sdo Francisco e Parnaiba (CODEVASFs) em Betume
(Sergipe) e Ititba (Alagoas), durante o0 més de maio de 2016 e no periodo de outubro a
dezembro deste mesmo ano. Um total de 10 machos e 10 fémeas foram utilizados tendo
como critério de escolha, o formato do abdémen e papila urogenital vascularizada e dilatada
no momento da captura - para as fémeas; enquanto a sele¢cdo dos machos se deu mediante a
liberacdo de sémen, sob leve pressdo abdominal.

As desovas foram induzidas utilizando extrato bruto de hipofise de carpa-comum
(EBHC) dissolvido em solugdo salina (0,9% NaCl) e aplicados em duas doses para as
fémeas, sendo a primeira dose de 0,5 mg/Kg™ e a segunda de 5 mg/kg?, aplicadas em um
intervalo de doze horas. Para 0os machos uma dose Gnica de 2,5 mg/kg™ foi aplicada no
momento da aplicacdo da segunda dose das fémeas. O tempo entre a injecdo da segunda dose

e a extrusdo dos ovocitos foi contabilizado em horas-grau.
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Os ovdcitos foram extrusados manualmente e coletados em bacias secas (Figura 1a)
para evitar que fossem ativados antes do momento desejado. As mesmas precauc¢des também
foram tomadas durante a coleta do sémen (Figura 1b), evitando que entrasse em contato

prévio com a agua.

Figura 1. Extrusdo manual dos ovdcitos (a) e do sémen (b). Foto: Acervo LAGA/UFRPE.

Para cada tratamento testado, 20 gramas de ovécitos (de uma mesma fémea) foram
misturados a 200 pl de sémen (de um Unico macho), homogeneizados e ativados com 500
ml da mesma &gua do tanque em que 0s reprodutores estavam sendo mantidos
(aproximadamente 29°C). O momento da adicdo de agua a mistura foi determinado como
tempo 0 e a partir dai foram contabilizados os minutos referentes ao momento do choque de
cada tratamento. Uma vez atingido o momento desejado, os ovos foram transferidos para
outro recipiente com agua dos tanques previamente aquecida ou resfriada (Figura 2),
conforme o teste a ser realizado. Durante todo o tempo, os ovos foram gentilmente agitados
para que ndo houvesse decantacdo. Em todos os testes realizados, um grupo foi estabelecido
como controle para verificacdo da qualidade gamética, e ndo foi submetido aos choques
térmicos. No entanto, esses grupos foram submetidos aos mesmos chogues mecanicos
(transferéncias de recipientes e movimentagdo mecéanica) que seus respectivos tratamentos,
para avaliar o impacto negativo que estes poderiam trazer.

Apbs os choques térmicos, os individuos foram transferidos para incubadoras de 120
L de fibra de vidro do tipo funil e com fluxo ascendente (Figura 3). A taxa de fertilizagéo foi
calculada cerca de 10 horas apds a fecundacdo, e apenas os ovos e embrides que

41



VASCONCELOS, L. M. Inducéo a triploidia em curimat&-pacu ...

apresentavam desenvolvimento normal (de acordo com NAKATANI et al., 2001) foram
contabilizados como vidveis (Figuras 4 e 5). Para a estimativa dessa taxa, duas amostragens
foram realizadas em cada incubadora e cerca de 100 ovos foram avaliados em estereoscopio

binocular. Foi considerada a taxa de fertilizacdo media entre cada amostragem, a partir da
seguinte férmula:

iy ~ n2 de ovos e embrides viaveis
Taxa de fertilizagdo = x 100

n2 de ovos e embrides viaveis + n? de ovos e embrides inviaveis

Figura 2. Recipientes com agua dos tanques pré aquecida (A) e resfriada (B) conforme o tratamento aplicado.
Foto: LAGA/UFRPE
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Figura 3. Incubadoras de fibra de vidro com capacidade de 120 L utilizadas no estudo. Foto: LAGA/UFRPE

Figura 4. Ovos para contagem das taxas de ecloséo

Figura 5. EmbriGes com desenvolvimento normal contabilizados durante a analise das taxas de eclosao.
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2.2 Inducdo a triploidia

No intuito de elucidar o momento, a duracdo e a temperatura em que 0s choques
térmicos deveriam ser aplicados, trés testes foram realizados utilizando diferentes
temperaturas quentes (39 e 41°C) e frias (0 a 4°C). Na ocasido, todos os choques foram
aplicados aos cinco minutos pos-fertilizacdo (mpf) com diferentes duragdes (Tabela 1;

Esquema 1). Para cada teste, foi utilizado um unico macho e uma unica fémea.

Tabela 1. Tratamentos inicialmente testados para obtencdo de triploides de P. argenteus com choques térmicos

aplicados aos cinco minutos pés fertilizacdo)

Duracéo do choque

Teste Tratamento Temperatura (°C)

(min)
Teste 1
Controle - -
T1 20 0-4
T2 25 0-4
Teste 2
Controle - -
T3 10 0-4
T4 15 0-4
Teste 3
Controle - -
T5 3 39
T6 3 41

Teste 3 - 5 mpf

Teste 1 - 5 mpf

Fémea 1

o 0K

'd _’ '—n’
y — ._nml _Omm‘.’

Pl

Teste 2 - 5 mpf
Fémea 2 F2C

o 0

b

¥ — ‘Fm-lomm.]

Fémea 3

F3C

-1

o 0

— ’T.-F3T5 ~3min

X
d l\- 4(\ d l\- 4(\ d ‘\_ 4(\. & .
| FIT2- 25 min | F2T4-15min | | E3T6-3min |
Macho 1 S Macho 2 gy iy T Macho 3 e

Esquema 1. Testes iniciais realizados para determinagdo do momento, duracgéo e temperatura dos choques térmicos. Os dois
primeiros algaritmos na frente da identificacdo do tratamento refere-se a nomenclatura estabelecida para cada teste. Logo,
F1C significa controle da fémea 1, F1T1 significa fémea 1, tratamento 1; F2T2, fémea 2, tratamento 2, e assim por diante.
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Diante dos resultados obtidos a partir dos testes elencados na Tabela e Esquema 1,

outras tentativas foram realizadas buscando o aprimoramento dos choques frios (0-4°C) em

detrimento aos quentes (39 e 41°C). Esses testes podem ser vistos na Tabela e Esquema 2.

Tabela 2. Choques frios aplicados em diferentes momentos e duragdes para a obtengdo de triploides.

Momento da aplicacdo do

Teste Tratamento choque (m!nutgs apos a cﬁg(;izafmc:ﬁ) Tem(pi%r;;l tura
fertilizacao)
Teste 4
Controle - - -
T7 10 m.p.f 10 0-4
T8 10 m.p.f 15 0-4
Teste 5
Controle - - -
T9 12 m.p.f 10 0-4
T10 12 m.p.f 15 0-4
Teste 6
Controle - - -
T11 2,5m.p.f 20 0-4
T12 2,5 m.p.f 25 0-4
Teste 4 - 10 mpf Teste 5 - 12 mpf
Femead .~ | FC Femea5 . | FC |

o i

X — ﬁﬂ.‘--lomﬂ

¢ i€

X — |F5T9-10min|

- N
s ™ (F5T10-15 mim]
Macho 5 |

Teste 6 - 2,5 mpf

N
d l\~ 4( e o
| FATS - 15 min |
Macho 4 \ :
Fémea 6 P
=
9 A\_ l(

o €k~

rsc\

—_ 'Fsm-zomm\

Macho 6

| F6T12-25 min |

Esquema 2. Testes para inducao a triploidia com choques aplicados em outros momentos e duragdes.
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A fase final dos experimentos ficou restrita & repeticdo do tratamento T2, afim de

comprovar a sua eficiéncia. Para cada réplica, assim como para os testes anteriores, foram

utilizados diferentes casais de reprodutores, como pode ser visto na Tabela e Esquema 3.

Tabela 3. Tabela com as repeticGes finais para o T2, com choques aplicados aos 5 m.p.f por 25 minutos.

Momento da aplicacdo do

Teste Grupo choque (m!nutgs apos a Cﬁg(;ﬁ(éafmc:ﬁ) Tem{?ﬁé;" tura
fertilizacao)
Repeticao
Controle - - -
T2 5m.p.f 25 0-4
Repeticéo
Controle - - -
T2 5m.p.f 25 0-4
Repeticao
Controle - - -
T2 5m.p.f 25 0-4
Repeticéo
Controle -
T2 5m.p.f 25 0-4
Repeticoes - T2
Fémea 7 Fémea 8

, @
X

™y
. FIT2-25min
d ‘\ = 4(
Macho 7
Fémea @

=
o @ ()
X -

¢ @K

Macho 9

2 @ _-
X

G
A F8T2 - 25 min
o ¢
Macho 8
Fémea 10

"
o @ [ )
X -

¢ @K

Macho 10

Esquema 3. Esquema referente & fase final do experimento, com todas as repeti¢des feitas para o T2.
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2.3. Manejo das larvas e alevinos

As larvas oriundas dos choques frios dos experimentos iniciais (F1T1 a F2T4 e seus
controles) foram transferidas para viveiros escavados de 500 m3 ao terceiro dia apds a
eclosdo, onde foram mantidas por cerca de trés meses. Nos experimentos posteriores (F7T7-
F12T12 e seus controles) e nas repeticbes de T2, 200 larvas de cada tratamento foram
contadas e transferidas para aquérios de aproximadamente 40L (Figura 6)

Os individuos permaneceram nos aquérios por 21 dias e, entdo, sacrificados
utilizando-se oleo de cravo, para que um fragmento de musculo pudesse ser removido sem

contaminacdo estomacal, prejudicial as analises de ploidia.

Figura 6. Unidade experimental utilizada para os tratamentos T7-T12 e repeti¢fes do T2. Foto: LAGA/UFRPE.

Até o0 15° dia, as larvas foram alimentadas vezes ao dia: as 6, 10, 14 e 17 horas com
racdo comercial, na quantidade de 5% da biomassa presente no aquario, e cerca de 600
nauplios de artémias recém-eclodidas/larvas, sendo estes divididos nas 4 refei¢cdes. Do 152
dia em diante, embora a alimentacdo continuasse a mesma, o0 alimento passou a ser
ofertado 3 vezes ao dia, &5 9, 13 e 17 horas.

Os parametros de qualidade da agua, tais como nitrito e amonia, foram monitorados
a cada trés dias. A temperatura da agua foi mantida a 30° C com auxilio de termostatos e
cada unidade experimental era sifonada diariamente para remocéo dos dejetos. Até 0 13° dia,

a renovacdo de agua consistiu em 40% do volume, sendo 20% pela manha e 20% a tarde. A
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partir do 14° dia, as trocas de agua aumentaram para aproximadamente 70%, sendo 30% pela
manhd e 40% a tarde.

Apos 21 dias, 60 a 80 individuos de trés grupos das repeti¢des do tratamento T2, incluindo
seus controles, foram remanejados para hapas de 1 x 1 x 10 m de comprimento, divididas em 2
tanques de 4x10 m e protegidas com tela anti-passaro (Figura 7). Uma nova biometria foi conduzida

nesses individuos no 432 dia de vida, para monitoramento do crescimento.

Figura 7. Hapas em tanques de alvenaria para engorda dos individuos oriundos dos T2 e seus
controles.

2.3. Anélise de ploidia

Apos trés meses, 30 individuos de cada um dos tratamentos iniciais (T1-T4) tiveram
um fragmento de musculo removido para analise de ploidia por citometria de fluxo. Nos
experimentos subsequentes, 60 individuos de cada tratamento foram amostrados para a
mesma finalidade.

Inicialmente, as amostras foram digeridas com o tampao WPB (1400 ul), coradas
com iodeto de propideo (20 pl) e posteriormente processadas no citdmetro CyFLOW®
Space, com auxilio do software FloMax. A cada trés ou quatro corridas, amostras referentes
ao grupo controle eram utilizadas como padrdo interno diploide para compara¢do com 0s
triploides e calibragcdo do citdmetro.

As analises foram realizadas no Laboratdrio de Citogenética e Evolucao Vegetal, na

Universidade Federal de Pernambuco.
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2.4. Andlise estatistica

Os dados biométricos iniciais e finais foram apresentados na forma de média + desvio
padrdo. Os de sobrevivéncia, por sua vez, em porcentagem em relagao aos seus respectivos
controles.

Para as andlises de peso e comprimento, cada tratamento foi comparado com o seu
respectivo controle no intuito de minimizar as diferengas de crescimento atreladas aos
fatores parentais. As analises foram feitas com o software Statistica 8.0 (STATSOFT, 2008),
com a normalidade dos dados calculada pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov. Para 0s grupos
com apenas um tratamento e controle as diferencas foram calculadas com o teste t-student.
Os testes foram considerados significativos quando seus resultados demonstraram um nivel
de p < 0,05.

RESULTADOS

A extrusdo dos ovdcitos das fémeas ocorreu em torno de 200 horas-grau apés a
aplicacdo da segunda dose hormonal.

Os resultados dos tratamentos iniciais para avaliacdo dos parametros relacionados a
aplicacdo dos choques térmicos estdo reunidos na tabela 4, a excecdo daqueles realizados

com choques quentes, em que ndo se observou nenhum ovo fecundado.

Tabela 4. Resultados obtidos a partir dos testes iniciais. Os dados biométricos estdo apresentados na forma de
média + desvio padréo e as taxas de fecundacéo e triploidizagdo em porcentagem

Biometria final

Grupo/ Taxa de Taxa de n? de individuos
Tratamento  fertilizacio  triploidizacdo analisados Peso (q) C.P (cm)
F1C 63,57% - 5 11,41 +£1/44 19,18 £ 2,96
F1T1 29% 89,12 30 160 £ 13,1 20,92 £ 0,67
F1T2 40,83% 100% 30 62,18+ 7,30 16,57 +0,79
Controle 33,94% - 5 1741+£114 2436+ 1,77
F2T3 22,8% 63,33% 30 128,36 £ 12,19 20,29 + 0,63
F2T4 29,33% 76,92% 26 162,54 +1291 21,27 0,66

Para esses tratamentos iniciais (T1 - T4), embora as diferencas entre diploides e

triploides relacionadas ao comprimento ndo sejam significativas (p= 0,058), quando
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analisado o peso dos dois grupos (3n e 2n), os triploides apresentaram valores mais elevados
(p<0,00).

Nenhuma eclosdo foi observada nos tratamentos T5 a T10, exceto para 0S Seus
controles. Para os tratamentos T11 e T12 ndo foi possivel realizar as analises de ploidia,
provavelmente por problemas relacionados ao armazenamento e ao processamento das
amostras (corte para separa¢do do estdbmago etc.), que quando submetidas a citometria de
fluxo apresentaram uma alta quantidade de debris celulares. Para as demais amostras, a

verificacdo da ploidia foi bem sucedida (Figura 8).
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Figura 8. Contetido de DNA em diploides (acima) e triploides (abaixo) de Prochilodus argenteus
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Os dados referentes a biometria dos individuos dos demais tratamentos, taxas de
fertilizacdo e sobrevivéncia e a quantidade de triploides produzidas por tratamento, podem
ser vistos natabela 5. N&o houve diferenca significativa para 0s pesos e comprimentos desses
tratamentos e dos seus respectivos controles, diferente dos dados referentes a taxa de
sobrevivéncia até o 212 dia. E importante ressaltar que no célculo de sobrevivéncia realizado
ao 43° dia foi contabilizado a partir do periodo em que os individuos foram transferidos para
as hapas (212 ao 432 dia). Para essa segunda fase de sobrevivéncia, ndo houve diferencas
significativas entre os tratamentos e seus grupos controle.

Embora ndo tenha sido realizado nenhum tipo de quantificacdo, pelo censo visual foi
perceptivel a presenca de embrifes e larvas deformadas em todos os tratamentos
empregados. No entanto, nos tratamentos T11 e T12, cujos choques foram aplicados antes
dos 5 m.p.f., foi observado um aumento no numero de individuos que apresentaram esse
quadro de deformidades, como embrides siameses, com deformacéo lateral na notocorda e
encurtamento no corpo com algumas curvaturas. Como essas caracteristicas inviabilizam o
individuo, apenas os animais sadios foram levados adiante no experimento.

Ao todo, 12 tratamentos (incluindo choques quentes e frios) foram testados para
obtencdo de triploides. Dentre esses, 0 Unico tratamento em que a taxa de triploidizacédo
alcancou 100% foi o T2, com choques térmicos frios aplicados aos 5 minutos apos a
fertilizacdo com duracgéo de 25 minutos. Este resultado foi confirmado nas quatro repeticdes

gue se seguiram apos a realizacdo do teste inicial.
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Tabela 5. Dados obtidos com as repeti¢cdes do T2 (choque térmico frio aplicado aos 5mpf com 25 min de duracdo). Valores relacionados a taxa de fertilizacéo e
biometrias realizadas ao 212 e 432 dia

Biometria (212 dia) Biometria (432 dia)

Grupo/ Taxa de
Tratamento fertilizacdo Peso (g) C.P (cm) Sobrevivéncia Peso (g) C.P (cm) Sobrevivéncia

F15C 62,23% 0,13 +0,09 1,63+0,38 94,50% - - -

F15T2 15,69% 0,12 +0,10 1,61+0,39 43% - - -

F16C 78,19% 0,12+0,10 1,65+0,41 88,50% 7,14 £ 2,67 6,16 + 7,68 80%
F16T2 36,11% 0,11 £0,08 1,62+ 0,37 79% 7,32 +,01 6,02 £ 10,7 83%
F17C 71% 0,016 £ 0,09 1,80+0,30 72,50% 9,41 £ 4,39 6,28 £ 14,63 87%
F17T2 45,97% 0,18+0,12 1,82+0,41 55% 8,98 £5,43 5,91 +£17,63 92%
F18C 45% 0,15+0,8 1,76 £ 0,43  83,50% 8,26 +2,71 6,35+ 6,94 93%
F18T2 16,52% 0,17+0,1 1,78 +0,39 75% 7,44 £ 2,45 6,04 £7,81 90%
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DISCUSSAO

Embora alguns autores defendam que a inducdo a triploidia através de choques
térmicos néo seja 100% eficiente (LUTZ, 2001; ALCANTAR-VAZQUEZ et al., 2016), 0s
resultados aqui obtidos comprovaram que choques aplicados aos 5 minutos pds-fertilizacao
com duracdo de 25 minutos se mostraram eficazes na produgdo de lotes completamente
triploides para essa espécie. Rougeot et al. (2003) encontraram resultados semelhantes para
a Perca fluviatilis, utilizando choques com a mesma duracdo e aplicados no mesmo
momento que os choques aqui utilizados. Outras espécies também ja alcancaram 100% de
triploidizacdo com choques térmicos aplicados em outros momentos e duragfes, como o0
bagre americano (Ictaulurus punctatus) (WOLTERS et al.,, 1982) e a tildpia azul
Oreochromis aureus (DON e AVTALION, 1986; HUSSAIN et al. 1991).

Além disso, o uso de choques térmicos também € uma alternativa mais viavel quando
uma grande quantidade de ovos precisa ser manipulada ao mesmo tempo, por ser mais barato
em relacdo as outras metodologias, como os sistemas que fazem uso de pressao hidrostética,
por exemplo (THORGAARD, 1986; IHSSEN et al., 1990; MALISON et al., 1993).

O momento da aplicacdo dos chogues é um dos principais parametros para obtengéo
de altas porcentagens de triploides (FELIP et al., 1997), sendo especificos para cada espécie
(PIFERRER et al., 2000) em virtude das variagdes no desenvolvimento embrionario de cada
uma delas. Ha espécies em que os choques térmicos podem durar horas, como é o caso do
bacalhau do atlantico Gadus morhua, cujo choque térmico é aplicado aos 40 mpf com
duragéo de duas horas (KETTUNEN et al, 2004), e do peixe-rei Odontesthes bonariensis
com choques de 80 minutos de duracdo aplicados aos seis minutos apés fertilizacdo
(STRUSSMANN et al., 1993).

Nesse trabalho, os fatores que culminaram nas baixas taxas de fertilizacédo e elevados
numeros de deformacdes encontrados em alguns tratamentos ndo foram investigados.
Porém, o estabelecimento de um grupo controle permitiu comparar 0s resultados
encontrados para os individuos que foram submetidos aos choques e os que ndo foram e, por
consequéncia, inferir se tais ocorréncias estavam associadas a qualidade gamética ou aos
tratamentos utilizados.

As baixas taxas de eclosdo encontradas no segundo teste (T3 e T4) estdo
provavelmente associadas a ma qualidade gamética, uma vez que tais desovas foram
conduzidas fora do periodo reprodutivo da espécie, e o baixo desempenho também esteve

presente no grupo controle. No entanto, para os demais tratamentos, esses acontecimentos
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provavelmente estdo relacionados aos efeitos dos choques frios, ja que os grupos controles
apresentaram resultados satisfatorios.

As deformidades dos embrides observadas nesse estudo foram atribuidas ao uso dos
choques térmicos e ndo a condicdo triploide em si, uma vez que tais deformidades foram
apresentadas tanto em individuos diploides (cujo tempo de choque néo foi suficiente para
induzir a triploidia) quanto em triploides.

Os choques térmicos por si s6 apresentam efeitos colaterais atrelados a sua pratica,
como o agrupamento de ndcleos e formacao de fusos polipolares. Essas alteracdes geram
embrides com deformacdes que inviabilizam o individuo (KOBAYASHI, 1997). Em estudos
com zebrafish, os choques térmicos para destrui¢cdo dos microttbulos do citoplasma do ovo
para retencdo do CP2 também geraram individuos inviaveis, uma vez que esses filamentos
sdo responsaveis por carrear particulas e fatores citoplasmaticos. Esses fatores regulam a
diferenciacédo celular dos blastbmeros dos hemisférios vegetal para animal (ou vice-versa)
dos embrides durante a formacg&o do blastodisco, gerando individuos com anomalias dorsais
(JESUTHASAN e STRAHLE, 1996). Para o peixe japonés Carassius auratus, choques de
pressdo e térmicos em ovos fertilizados acarretaram em anomalias no desenvolvimento como
formacdo de um blastodisco delgado, atraso na epibolia e deficiéncia de estruturas dorso-
anteriores (YAMAHA et al., 2002).

No entanto, 0 aumento no numero de embrides com desenvolvimento anormal nos
tratamentos T11 e T12, cuja aplicacdo do choque se deu em um curto intervalo de tempo
apos a fertilizacdo, também foi relatado em outras espécies. Experimentos de triploidia
conduzidos em dojos Misgurnus anguillicaudatus (MORISHIMA et al., 2011) e lambaris
Astyanax altiparanae (ADAMOV et al., 2016) demonstraram que quando os choques
térmicos sdo aplicados muito cedo no desenvolvimento provavelmente levam a destruicdo
do nacleo materno, gerando individuos haploides com caracteristicas da chamada sindrome
do haploidismo, como corpo mais curto e curvado, cavidade pericardial inchada e olhos néo
desenvolvidos (CHERFAS, 1981). Assumindo que a curimata-pacu segue a cronologia do
desenvolvimento embrionario de Prochilodus brevis descrita por Alves et al. (2016) e de
outros Prochilodontidae, relatada por Ninhaus-Silveira et al. (2006), espera-se que até o 152
minuto pos-fecundacgdo os ovos de P. argenteus estejam no estagio de zigoto, com o corpo
polar sendo expelido no 14 minuto apos a fertilizacdo, como indicado por Freire-Brasil
(2001) para Prochilodus brevis. E assim, é possivel especular que os tratamentos T11 e T12

desse trabalho tenham inativado o material genético materno dos ovos, gerando condi¢des
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de haploidismo, uma vez que os choques foram aplicados muito precocemente. Entretanto,
nenhuma analise de ploidia foi conduzida para os embrifes deformados.

Ainda que a formagdo de individuos androgenéticos haploides a partir da aplicacdo
de choques precoces ndo explique totalmente as deformagdes encontradas nesses
tratamentos, outros autores apontam outras consequéncias relacionadas aos choques
aplicados nos momentos iniciais do desenvolvimento do individuo. Em diferentes espécies
de linguado, submetidos a choques térmicos, que alteracbes no padrdo de crescimento
simétrico dos blastdmeros, que sdo formados por sucessivas divisdes mitoéticas no inicio da
embriogénese, podem ser consideradas um risco para o embrido (AVERY e BROWN, 2005).
De acordo com Kjarsvik et al. (1990), danos ao crescimento dos blastdmeros sdo mais
prejudiciais do que deformacfes em uma ou duas células em momentos posteriores do
desenvolvimento.

Todavia, ndo s os choques precoces apresentaram inviabilidade dos individuos, pois
0s choques tardios (T7 a T10) também apresentaram resultados insatisfatorios, nos quais
nenhum individuo eclodiu ou sequer foi observado formacao das larvas. Os efeitos negativos
dos choques aplicados em estagios mais avancados do desenvolvimento embrionério sdo
corroborados por outros autores, como Zhang e Onozato (2004), que demonstraram que 0sS
ovos de trutas arco-iris submetidos a choques de presséo hidrostatica ou térmico em estagios
mais avancados (segunda divisdo mitética) tiveram a formacéao de dois fusos monopolares e
a divisdo abortada, ndo permitindo o desenvolvimento dos individuos. Vallin e Nissling
(1998), em estudos com salmonideos, também apontam que as anormalidades de
crescimento em estagios embrionérios mais tardios sdo mais severas do que aquelas
apresentadas no comeco do desenvolvimento, uma vez que nessa fase inicial alguns graus
de deformidade podem ser reversiveis, mas em fases mais adiantadas ha menos tempo para
recuperacao antes que os tecidos e 0rgaos vitais comecem a se desenvolver.

Além dos fatores relacionados ao desenvolvimento embrionario, a qualidade do
o0cito e 0 seu grau de maturacdo no momento da extrusdo também podem afetar os
resultados dos choques (LEVANDUSKI et al., 1990; DIAZ et al., 1993). Nesse aspecto, é
importante ressaltar o cuidado empenhado tanto na observagdo do momento ideal para
extrusar os ovocitos da fémea quanto no tempo entre a extrusdo e a mistura dos ovocitos
com sémen, uma vez que quando a ovulagdo é induzida por meio de horménios, os ovdcitos
de P. argenteus perdem a sua viabilidade rapidamente, diminuindo ndo s6 a fecundidade,

como aumentando a deformidade nas larvas (R1ZZO et al., 2003).
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A janela de tempo para aplicacdo do choque varia ainda dentre os individuos de um
mesmo tratamento. Deve-se observar a possibilidade de ocorréncia de ovos em diferentes
estagios de desenvolvimento, mesmo que sob a 6tica de um curto espago de tempo. Afinal,
a ativacdo dos ovulos pode ndo ter acontecido coletivamente, de forma que os pontos que
entraram em contato com a agua primeiro podem ter sido fecundados antes dos demais, e,
até mesmo o breve intervalo de tempo em que a micrépila permaneceu aberta para entrada
do espermatozoide e 0 momento em que a fecundagéo ocorreu, provavelmente ndo foram
simultaneos para todos os ovos, explicando assim a ocorréncia de diploides e triploides
dentro do mesmo tratamento. Isso significa que ha diversos aspectos criticos relacionados
ao tempo que podem variar em funcédo da especificidade da cronologia dos eventos celulares
também em cada individuo.

A excecdo do primeiro teste, ndo houve diferencas significativas entre tamanho e
peso de diploides e triploides nesse estudo. Acredita-se que essas diferencas encontradas
estejam bem mais relacionadas as densidades em que os individuos se encontravam do que
ao estado 3n. Como ndo foi feito monitoramento da mortalidade enquanto esses individuos
estavam nos viveiros, as densidades no momento da despesca estavam bem diferentes. Essa
diferenca por si s6 permite o0 maior crescimento dos animais, como mostrado por Koberstein
e Durigan (2001) em que individuos de Prochilodus argenteus cultivados em densidades de
estocagem mais baixas apresentaram crescimento superior aqueles cultivados em densidades
mais elevadas.

De uma forma geral, afirmar categoricamente sobre o crescimento de triploides em
relacdo a diploides deve ser bastante cauteloso, posto que diversos fatores tém influéncia
sobre isso. Para o bagre americano Ictalurus punctatus, os triploides apresentaram
performances superiores aos diploides em tanques experimentais (WOLTERS, et al., 1982),
mas em condi¢Ges comerciais, como viveiros escavados, apresentaram taxas de crescimento
inferiores (DUNHAM e SMITHERMAN, 1987). Os triploides do bagre
Clarias fuscus apresentaram tamanho e taxas de crescimento maiores quando cultivado em
temperaturas acima de 25 °C (QIN et al., 1998).

H& um consenso de que a disparidade de performances entre diploides e triploides se
iniciam perto do periodo de maturacéo final do odcito (ARALI, 2001), por ser a fase de maior
crescimento gonadal e desvio energético do crescimento somatico. Até os dois primeiros
anos de vida, individuos diploides e triploides do robalo europeu Dicentrarchus labrax
apresentaram performances iguais relacionadas ao crescimento (FELIP et al., 1999). Para o

linguado Scophtalmus maximus, as diferencas de performance entre diploides e triploides

56



VASCONCELOS, L. M. Inducéo a triploidia em curimat&-pacu ...

ocorreram sé ap6s o primeiro ano de vida, com ambos apresentando crescimentos iguais até
entdo. SO a partir da primeira maturagdo sexual que os triploides obtiveram sobrevivéncia
maior em relagdo aos diploides por ndo apresentarem mortalidades relacionadas a desova,
como também exibiram taxas de crescimento mais elevadas, com as diferencas se
acentuando ainda mais a cada estacéo reprodutiva (CAL, et al., 2006).

Embora a avaliagdo dos pardmetros zootécnicos ndo possa ainda ser realizada para
os triploides de P. argenteus obtidos, a eficiéncia de um protocolo que produza 100% de
triploides para uma espécie amplamente utilizada no policultivo e com grande potencial
aquicola pode representar um ganho significativo de producdo desse importante recurso
pesqueiro. Inclusive, por ser uma metodologia de simples aplicagdo do ponto de vista
tecnoldgico, permite que até as pisciculturas localizadas longe de centros urbanos consigam
utiliza-la, uma vez que um balde de gelo é tudo o que é necessario para aplica-la.

No presente trabalho, foi gerada uma metodologia que permite a producéo de 100%
de triploides para uma espécie nativa, um feito até entdo s6 alcancado para o jundid (Rhamdia
quellen) com o uso de choques de pressdo hidrostatica (VOZZI et al., 2003; HUERGO e
ZANIBONI-FILHO, 2006; DA SILVA, et al. 2007; WEISS e ZANIBONI-FILHO 2009,
2010). Se avaliado pelo método de inducdo, este é o primeiro protocolo com 100% de

triploidizacdo por meio de choques térmicos para uma espécie brasileira.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos complementares estdo sendo realizados com 0s animais que permanecem
nas hapas na Estacao de Piscicultura de Betume (Codevasf), com a realizacdo de biometrias
mensais e analises de sobrevivéncia, para que a performance de diploides e triploides de P.
argenteus possa ser comparada.
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