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Resumo

A lambaricultura € uma atividade recente cuja tecnologia de producdo estd em desenvolvimento,
mas que representa uma fonte alternativa de renda para pequenos produtores rurais. O lambari
do rabo amarelo (Astyanax lacustris) possui seu préprio nicho de mercado e é apreciado como
aperitivo em restaurantes, como isca viva para a pesca esportiva e é usado na pesca de atuns.
Algumas atividades de manipulacdo cromossdmica viabilizam a produgdo de animais que atingem
resultados de maior crescimento e maior ganho de biomassa. Através da triploidia (3n), espera-se que
0s animais sejam maiores por terem 50% mais material genético que os diploides ou que tenham o
desenvolvimento gonadal comprometido podendo canalizar a energia para o crescimento. Neste
sentido, o objetivo central deste trabalho foi desenvolver um protocolo de manipulagédo
cromossémica para obtencdo de triploides do lambari do rabo amarelo. Os animais adultos foram
coletados nos viveiros da Estacdo Johei Koike (UFRPE), apds a selecdo, os reprodutores foram
aclimatados em dois tanques, uma para cada sexo, com volume Gtil de 200L cada. Os ovocitos foram
extrusados e armazenados em placas de Petri. Em seguida foram retirados os testiculos para
preparacdo de uma solucdo espermatica. Foram realizados trés ensaios com choques térmicos a frio
(5°) e quente (35° e 40°), além de avaliar o0 momento ideal de aplicacdo do choque (1, 2 e 4 mpf),
bem como a duracdo (5, 10 e 15 min). Durante os 10 primeiros dias pés-eclosdo foi ofertado
microalga e nauplios de artémia divididos em trés refei¢cGes. Aos 30 dias pds-eclosdo, n individuos de
cada tratamento foram levados para analise de ploidia por citometria de fluxo. Os tratamentos com
choque de 5°C e 35°C tiveram o0s melhores resultados de taxas de fertilizagdo, ecloséo e
sobrevivéncia, em relacdo ao choque de 40°C. Dos tratamentos realizados, trés foram capazes de
gerar individuos triploides porém apenas o de 5°C teve a maior eficiéncia - 77,8% - cujo choque foi
aplicado um minuto pos fertilizagdo durante 10 minutos). E necessério que sejam realizados testes de
desempenho para o crescimento a fim de avaliar a eficiéncia de triploides sobre o diploide.

Palavras-chave: Aquicultura, ploidia, extrusdao, manipulacdo cromossdmica, Ovopel.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de lambari ou lambaricultura é uma atividade cuja tecnologia de producéo
ainda estd em desenvolvimento, mas que representa uma fonte alternativa de renda para
pequenos produtores rurais (FONSECA et al., 2017), com uma producdo atual de
aproximadamente 600 mil Quilogramas (IBGE, 2021). O lambari, Astyanax lacustris,
popularmente conhecido como sardinha de agua doce ou piaba pertence a ordem Characiforme,
familia Characidae e subfamilia Tetragonopterinae (BARBIERI et al., 1982). Sdo peixes pequenos,
bentopelagicos, onivoros com tendéncia insetivora e ciclo de vida curto (AGOSTINHO et al., 2004;
SILVA etal., 2012).

A aquicultura de peixes de pequeno porte vem recebendo a atencdo mundial sob o slogan
“small fish can solve big problems” (RIZALDO, 2018), por ser capaz de combater a inseguranga
alimentar ao tempo em que oferece um sistema mais eco-friendly de producdo pelo fato de se tratar
de espécies de nivel tréfico basico, notadamente herbivoras ou onivoras, diminuindo sensivelmente o
custo das ragdes, e aumentando a produtividade por unidade de biomassa.

O lambari do rabo amarelo possui seu préprio nicho de mercado e é apreciado como aperitivo
em restaurantes, mas também como isca viva para a pesca esportiva e amplamente usado na pesca de
atuns (VALLADAO et al., 2018; VALENTI et al., 2021), suportando um bom tempo em &gua
salgada, tendo resultados ecoldgica e economicamente vidveis. Alcanca a maturidade sexual aos
quatro meses e desova ao longo de todo o0 ano (GARUTTI, 2003; PORTO-FORESTI et al., 2005;
ABIMORAD AND CASTELLANI, 2011). Estes animais mostram um dimorfismo sexual evidente
durante o periodo reprodutivo em que as fémeas atingem um tamanho maior, entre 9 e 12 cm, com
corpo arredondado e papila urogenital bastante irrigada. Os machos, por outro lado, variam entre 7 e
9cm, com corpo alongado e presenca de espiculas na nadadeira anal quando maduros (PORTO-
FORESTI et al., 2001; GARUTTI, 2003; SUAREZ et al., 2017).

A manipulacdo cromossémica viabiliza a producgéo de animais que atingem resultados de maior
crescimento e maior ganho de biomassa, resultando em altos ganhos econémicos, ja que produz mais
carne de peixe por hectare de lamina d’agua (LAKRA E AYYAPPAN, 2003). Além da ginogénese,
que produz populagbes monossexo femininas, a triploidia ¢ uma forma comum de manipulagdo na
aquicultura que pode ser obtida pela retencéo do segundo corpusculo polar logo apos a fertilizagdo dos
0vos, 0 que gera individuos com trés conjuntos cromossdmicos (3n). Do ponto de vista técnico, a
triploidia é mais simples de ser obtida do que a ginogénese, que possui uma etapa de eliminacdo do
conteudo genético do espermatozoide sem matar a célula. Triploides ndo sdo transgénicos, eles
possuem um conjunto cromossémico a mais enquanto os transgénicos (OGM) sdo animais que
possuem uma alteracdo genética ao nivel do gene, que ndo ocorrem na natureza. Existem animais em
gue o processo de triploidia sdo aplicados de forma eficiente, como com o Salmé&o e no repovoamento
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da carpa Capim. Algumas hipoteses explicam o melhor crescimento do triploide: 1) a esterilidade do
triploide faz com que a energia dos alimentos seja dirigida ao crescimento e ndo a maturar as gbnadas
(ALLEN et al. 1986; HAND & NELL 1999); 2) os animais triploides tém 50% mais material genético
que os diploides (Guo & Allen 1994); 3) o terceiro conjunto cromossdmico oferece maior diversidade
genética (ALLENDORF & LEARY 1984; GUO et al. 1992) e 4) o terceiro conjunto cromossémico
também faz com que o triploide faca transcricdes génicas mais rapidamente (MAGOULAS et al.
2000). Na pratica, essas hipoteses se traduzem em animais de melhor crescimento e € uma das formas
mais comuns de se aumentar a produtividade de cultivo de espécies aquaticas. A retencdo do segundo
corpo polar que resulta em triploides pode ser obtida por choques térmicos, a frio ou a quente,
dependendo da espécie, empregado logo apds a fertilizacdo dos gametas em varias tentativas que
gerem um ndmero consistente de triploides sem comprometer a sobrevivéncia dos embrifes
(TIWARY et al., 2004). O sucesso da técnica depende de trés variaveis principais de acordo com
Dunham (2011): temperatura do choque, tempo de aplicacdo desse choque e duracdo dele. Assim,
empregar a técnica e avalia-la quanto a viabilidade, dependendo se encontrar um protocolo que
garanta um alto namero de triploides e uma alta taxa de sobrevivéncia, uma vez que 0s choques

térmicos podem causar danos aos embrides.
2. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um protocolo para a obtencédo de triploides em Astyanax lacustris.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar a melhor temperatura, momento pos-fertilizacdo e duracao do choque térmico para
a retencdo do segundo corpusculo polar;
¢ Avaliar as taxas de fertilizacdo, ecloséo e sobrevivéncia;

¢ Avaliar deformacoes larvais.

3. METODOLOGIA

Os exemplares da espécie Astyanax lacustris que formam a populagdo basal foram
provenientes da Estacdo de Piscicultura de Paulo Afonso (EPPA) — Chesf, localizada no municipio de
Paulo Afonso, Bahia. Esses animais foram mantidos na Estacdo de piscicultura Prof. Johei Koike, do
Departamento de Pesca e Aquicultura (DEPAQ) da Universidade Federal Rural de Pernambuco —
Campus Dois Irmdos (UFRPE/SEDE). Os ensaios foram realizados no Laborat6rio de Maricultura
Sustentavel (LAMARSU) da UFRPE.

11



Selecéo de reprodutores

Os animais adultos foram coletados nos viveiros da Estacdo Johei Koike e 60 animais (40
fémeas e 20 machos) foram selecionados ap6s sexagem e avaliacdo quanto ao estagio de maturacao,
fémeas abaloadas e com abdémen macio ao toque, ja e 0s machos apresentam espiculas na regido da
nadadeira anal. Apos a selecdo, os reprodutores foram aclimatados em dois tanques, um para cada
sexo, com volume util de 200L cada.

Os animais foram anestesiados com eugenol (80 mg/L) e foi realizado uma biometria
(comprimento total e peso) com os 60 reprodutores previamente selecionados, destes, 25 exemplares
foram selecionados para inducdo hormonal de acordo com o estdgio maturacional, 0s mais
desenvolvidos, sendo 10 fémeas com peso médio de 12,6g + 5,3 e comprimento total médio de 9,7cm
+ 1,2, e 15 machos com peso médio de 4,3g + 1,2 e comprimento total médio de 6,8cm + 0,7.

Inducéo hormonal

As desovas foram induzidas utilizando horménio sintético Ovopel® [(D-Ala6, Pro9-Net) —
mGnRH + metoclopramide] (5 mg kg-1 para machos e fémeas), com duas doses para as fémeas,
sendo uma dose preparatéria de 10%, e entre 180 e 220 horas-grau (SATO et al., 2006; LOPES,
2011) foi aplicada a segunda dose (Figura 1). No mesmo momento da segunda dose das fémeas, foi
aplicada a dose Unica nos machos. Apo6s a aplicacdo do hormodnio, as fémeas foram estocadas
individualmente, para que se pudesse avaliar a evolucdo e identificar momento de desova cada
fémea, em unidades experimentais de polietileno de 15L de volume util, as quais foram dispostas
dentro da uma calha de 200L de volume util (Figura 2). J& os machos foram mantidos juntos em uma
calha com volume atil de 200L.

Os ovdcitos foram extrusados a seco por massagem abdominal seguindo o protocolo de
ROTTMANN et al. (1991), quando a fémea estava liberando espontaneamente o0s ovocitos, e
armazenados em placas de Petri (Figura 3) até 0 momento de uso. Devido ao pequeno tamanho dos
machos e a dificuldade de extrusdo do esperma, 0s animais selecionados foram sacrificados em dose
letal de eugenol e em seguida foram retirados os testiculos para preparacdo de uma solugédo
espermatica, diluida em soro fisiologico, transferida para tubos de 1,5 mL e armazenada a 4°C. Foi
observada a motilidade espermatica através de um microscépio optico, comparando a velocidade entre

0s animais selecionados e foram escolhidos os animais que tinham maior velocidade espermatica.
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Figura 3: Ovdcitos recém extrusados separados em placas de Petri
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Inducéo a triploidia - choques térmicos

Foram realizados trés ensaios com choques térmicos a frio (5°C) e quente (35°C e 40°C),
abaixo e acima do limite de temperaturas da espécie (8°C e 32°C) (GARUTTI, 2003). Além de
avaliar o momento ideal de aplicacdo do choque (1, 2 e 4 minutos pds-fecundacdo — mpf) e a duracéo
do choque (5, 10 e 15 minutos) (Tabela 1), a fim de descobrir o melhor momento para retencdo da
saida do 2° corpusculo polar, o qual ocorre aproximadamente aos 6 mpf para esta espécie
(PEREIRA-SANTOS et al., 2016).

Tabela 1: Temperaturas, momentos de aplicacéo e duragdes dos choques testados para indugdo a triploidia em lambari do
rabo amarelo (Astyanax lacustris).

Tratamentos Temperatuora do choque Momento do choque Duragao do Choque
(°C) (mpf) (min)
T515 5 1 5
T5110 5 1 10
T5115 5 1 15
T525 5 2 5
T5210 5 2 10
T5215 5 2 15
T545 5 4 5
T5410 5 4 10
T5415 5 4 15
Controle 5°C - - -
T3505 35 1 5
T35010 35 1 10
T35015 35 1 15
T3525 35 2 5
T35210 35 2 10
T35215 35 2 15
T3545 35 4 5
T35410 35 4 10
T35415 35 4 15
Controle 35°C - - -
T4005 40 1 5
T40010 40 1 10
T40015 40 1 15
T4025 40 2 5
T40210 40 2 10
T40215 40 2 15
T4045 40 4 5
T40410 40 4 10
T40415 40 4 15

Controle 40°C
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Para os testes em cada uma das trés temperaturas de choque (5, 35 e 40°C), foi utilizada uma
mistura dos ovocitos de trés fémeas e uma mistura de esperma de trés machos, que foram divididos
igualmente em dez partes, sendo nove tratamentos e trés controles. Apos a divisdo dos ovacitos, foi
feito a adicdo de 200ul da mistura de solucbes de esperma, em um tratamento por vez, seguido da
hidratacdo com agua, na mesma temperatura da calha dos parentais (26°C+0,5°C), para ativacdo do
processo de fertilizacdo. O momento da adicdo de dgua aos gametas foi considerado como o tempo 0
e a partir dai se iniciou a contagem dos minutos pés-fertilizagdo (MPF) para a aplicacdo do choque
térmico.

No momento de aplicacdo do choque, os ovos foram transferidos para outro recipiente
acondicionado em banho-maria (choques quentes) ou em bandeja com gelo (choque frio) (Figura 4).
Apos a aplicacdo do choque, os ovos foram retirados e armazenados na mesma temperatura inicial
(26°C+0,5°C). No controle, ndo foi aplicado nenhum tipo de choque de temperatura, contudo esses

0VO0S receberam 0 mesmo manejo que 0s tratamentos (ex.: transferéncia de recipientes etc.).

Sl

Figura 4: Tratamentos com o choque frio (5°C+0,5°C)

Larvicultura

Foram utilizadas unidades experimentais de polietileno com volume util de 5L (Figura 5) para
cada tratamento realizado. As unidades foram devidamente etiquetadas e os tratamentos submetidos as
mesmas condicdes fisicas.

Aos trés dias pos-eclosdo (dpe), iniciou-se a alimentagdo das larvas. Durante os 10 primeiros
dias (3° aos 12° dpe) foi ofertado microalga (Chlorella vulgares) e nauplios de artémia (Artemia
franciscana) recem eclodidos, na densidade de 500 nauplios/larva/dia, divididos em trés refeicdes. No
13° dpe, iniciou-se a substituicdo gradativa da dieta pelo alimento inerte, sendo ofertada racdo em pé
contendo 55% de proteina bruta (PB) “ad libitum”. Durante o periodo experimental, foram aferidos
diariamente os valores de oxigénio dissolvido, temperatura e pH, e a cada trés dias, amonia e nitrito.

Trocas parciais de agua foram feitas diariamente de 1/3 do volume dtil.
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Figura 5: Unidades experimentais utilizadas na manutencéo das larvas

Taxa de fertilizacéo, ecloséo e sobrevivéncia

Taxa de fertilizacdo (TF%o)

Apbs 8 horas da fertilizacdo (fechamento do blastéporo) (SATO et al., 2006; WEBER et al.,
2012), foi feita a analise de 100 ovos de cada fémea em triplicata, e verificados os ovos férteis (ovos
transllcidos) e os inférteis (opacos) com auxilio de uma lupa simples de 5x de ampliacdo. Os valores
obtidos foram transformados em porcentagem (ROMAGOSA et al., 1990).

TF = (NUmero de ovos viaveis / Total de ovos) *100

Taxa de ecloséo (TE %)

Foram coletadas trés amostras contendo 100 ovos férteis de cada fémea, e 13 horas apds a
desova procedeu-se a contagem das larvas eclodidas e dos ovos ndo eclodidos com auxilio de uma
lupa simples de 5X de ampliacdo. Os valores obtidos foram transformados em porcentagem (AFZAL
KHAN, 2005).

TE = (NUmero de ovos eclodidos /ovos férteis) * 100

Taxa de sobrevivéncia (TS %)

A taxa de sobrevivéncia foi avaliada 30 dias ap0s a eclosdo, dada pela quantidade de animais
no final do periodo dividido pelo nimero inicial de individuos, o céalculo foi dado da seguinte

formula;

TS = (NUmero final de individuos / Namero inicial de individuos) * 100
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Taxa de malformados (%)

Foi realizada uma avaliacdo do desenvolvimento larval da prole para verificar a presenca de
larvas com deformidades logo apOs a eclosdo. Foram excluidos os animais mortos para nao
influenciar na sobrevivéncia. Foram coletadas trés amostras contendo 100 larvas e colocados em uma

Idamina e observados com o auxilio de um microscopio 6tico:

TM = (Numero de larvas malformadas / Numero inicial de individuos) * 100

Poliploidia

Aos 30 dias pos-ecloséo, n individuos de cada tratamento foram levados para analise de ploidia
por citometria de fluxo. Para isso, cada amostra foi digerida em tampao WPB (2000 pl), a suspenséo
nuclear foi filtrada em malha de 25 pm, corada com iodeto de propideo (20 pl) e em seguida lida no
citbmetro Accuri C6 (BD Biosciences, USA), com auxilio do software FlowJo. As amostras
referentes aos respectivos grupos controles, foram utilizadas como padréo interno diploide (2n) para
comparagdo com as amostras dos tratamentos e calibracéo do citdbmetro. As analises foram realizadas

no Laboratorio de Immunopatologia Keizo Asami-LIKA/UFPE.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todo o periodo experimental, as médias de temperatura (25,03 °C + 1,01), pH (7,58 +
0,32), oxigénio dissolvido (6,68 mg/l + 0,04), ambnia total (1,62 ppm % 1,20) e nitrito (0,88 ppm *
0,87) se mantiveram entre 0s valores aceitaveis para a espécie em todos os tratamentos. As maiores
variagfes nas concentracdes de amonia e nitrito foram observadas apés inicio da oferta de alimento
inerte, possivelmente devido a rapida lixiviacao da racdo em p6 de alto indice proteico na agua.

Os tratamentos com choque de 5°C e 35°C tiveram os melhores resultados de taxas de
fertilizacdo, eclosdo e sobrevivéncia, em relacdo ao choque de 40°C (Tabela 2). Num estudo feito por
Adamov (2017) altas porcentagens de animais triploide foram obtidos no tratamento de choque a
40°C, porém com duragédo de 2 minutos para fertilizacdo e tempo de choque. Isso indica que o para
essa temperatura choques com duragbes maiores inviabiliza o processo de desenvolvimento larval,
como também foi percebido nos nossos resultados.

Para o choque frio, os tratamentos T515 e T545 tiveram taxa de sobrevivéncia equivalentes ao
controle (~88%), e a taxa de triploidizagdo foi a mesma entre eles, sendo 0%, esse resultado
indicando individuos diploides. Dentre os tratamentos de 35°C o T35010 foi o que obteve melhor
taxa de eclosdo e sobrevivéncia quando comprado ao respectivo controle, mas ndo obteve o resultado
esperado (triploides). J& nos tratamentos de 40°C, o T4045 e o T4025 obtiveram resultados de
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sobrevivéncia maiores que o controle, ao passo que 0s outros ndo obtiveram resultados proximos
devido a ecloséo e sobrevivéncia negativa dos outros tratamentos. Para 0os choques quentes é possivel
verificar que quanto maior a temperatura e a duracdo do choque, menor sera a taxa de eclosdo,
enquanto o choque frio obteve resultados mais proximos do esperado (semelhante ao controle frio).

O n € o namero de individuos que foi analisado.

Tabela 2: Efeito do choque de temperatura nas taxas de fertilizacdo, eclosdo e triploidizacdo em lambari do rabo amarelo
(Astyanax lacustris).

Tx de Tx de Tx de A Taxa de
e x ~ Sobrevivéncia R
Tratamentos  fertilizagdo  eclosdo  malformacgdes (%) * n  triploidizacdo

(%) (%) (%) (%)
T515 37,7 82,3 2,5 88,0 13 0

T5110 39,3 46,0 19,6 84,6 9 77,8

T5115 55,7 44,1 30,0 85,3 6 66,7
T525 45,0 43,4 7,1 75,0 13 0
T5210 42,3 34,9 8,6 85,4 13 0
T5215 42,7 23,8 3,4 75,2 1 0
T545 38,3 72,5 0,0 88,8 2 0

T5410 33,3 50,9 4,8 78,1 5 14,3
T5415 37,3 22,4 7,1 78,0 7 0
Controle 5°C 53,3 64,8 0,5 88,3 20 0
T3505 38,3 58,1 2,1 92,4 15 0
T35010 55,3 87,4 2,4 88,5 5 0
T35015 33,3 31,5 7,2 87,0 15 0
T3525 17,3 35,5 1,0 83,4 15 0
T35210 22,3 29,9 0,0 74,5 15 0
T35215 46,0 10,2 21,3 85,3 12 0
T3545 13,3 14,1 19 88,5 15 0
T35410 18,0 21,8 1,1 86,2 15 0
T35415 16,0 0,7 0,0 0,0 - -

Controle
35°C 56,7 74,4 0,0 83,4 30 0
T4005 8,5 0,4 60,0 40,0 1 0
T40010 11,0 0,0 - - - -
T40015 0,0 0,0 - - - -
T4025 16,5 3,1 59,1 56,1 2 0
T40210 7,0 0,0 - - - -
T40215 0,0 0,0 - - - -
T4045 39,5 21,4 41,4 71,4 13 0
T40410 9,0 0,0 - - - -
T40415 0,0 0,0 - - - -
Controle

40°C 51,3 21,9 0,7 43,6 20 0

* Sobrevivéncia aos 30 dias pos-eclosao
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A citometria de fluxo auxilia na determinacdo de ploidia analisando o DNA celular
(Thorgaad et al., 1982). De todos os tratamentos realizados, apenas trés foram capazes de gerar
individuos triploides (Figura 6), todos os trés foram com o choque frio (5°C). Dentre eles, o que
obteve a maior taxa de triploidizacéo (77,8%, valor encontrado a partir da anélise de citometria de
100% dos animais do respectivo tratamento) foi o tratamento frio cujo choque foi aplicado um
minuto pos fertilizagdo durante 10 minutos. Esse € um fator que difere entre espécies (momento e

duracéo do choque).
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Figura 6: Perfil de citometria de fluxo do contelido de DNA celular de lambari do rabo amarelo (Astyanax lacustris)
diploide (a) e triploide (b)

As taxas malformacdes encontradas foram diferentes entre os tratamentos, sendo vistas na
coluna do animal (lordoses e cifoses) (Figura 7). De acordo com os dados, observa-se que a duragao
do choque pode influenciar no desenvolvimento dessas malformacdes, sendo que os tratamentos com
maior duracdo tiveram taxas mais altas e os de menor duracdo as taxas foram menores. Os
tratamentos com choques a 40°C tiveram as taxas mais altas, podendo estar associado a interagdo dos
ovos com a alta temperatura dos choques que estd muito acima do limite estabelecido para a espécie
(32°C).

Malison (1993) descreve que os choques podem afetar a sobrevivéncia e o desenvolvimento
dos organismos triploides negativamente, entdo talvez a solucdo seria desenvolver protocolos para a
19



obtencdo de tetraploides (4n). Assim, como este produziria gametas 2n, seriam simplesmente
cruzados com fémeas diploides, evitando a aplicacdo de choques, gerando individuos triploides (3n)

interploides (reprodutor 4n X reprodutor 2n).

LORDOSE

LA

Figura 7: Larvas normais (mais a esquerda) e larvas com malformacdes (lordoses e cifoses)

Figura 8: Larva normal (A) e larva anormal T525 com um grau acentuado de lordose

De acordo com Adamov et al (2017), para o A. altiparanae no choque a 40°C a taxa de nédo
fertilizados foi de 5%, ao passo que para A. lacustris essa taxa aumenta para quase 50%, Piferrer et al.
(2000) diz os choques sdo para cada espécie sdo bem especificos e devem ser analisados.
Considerando os testes e as analises realizadas, o choque frio é o método melhor aplicado para o
lambari do rabo amarelo, com a duragdo de 10 minutos apos 1 minuto de fertilizacdo, visto que foi o
tratamento com o melhor resultado (77%). Contudo, o primeiro passo é levar os triploides do melhor
tratamento aos 120 dias de crescimento para uma avaliagdo ndo s6 da esterilidade como do
crescimento em si. Caso os triploides cresgam o suficiente para suplantar o decréscimo nas taxas de
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fertilizacdo e eclosdo, o protocolo voltara a ser otimizado com novas possibilidades de aplicacdo e
duracdo do choque a fim de gerar um protocolo eficiente que gere 100% de triploides. Pretende-se
ainda aumentar o quantitativo de reprodutores e, consequentemente, de gametas para que 0S novos
testes sejam confirmados em nimeros mais consistentes. Por hora, é possivel descartar para essa

espécie a possibilidade de choques térmicos quentes.
5. CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia aplicada no trabalho obteve o controle da desova por extrusdo, conseguindo
aplicar os choques de temperatura para realizar a manipulagédo cromossomica e avaliar a fertilizagéo,
eclosdo e sobrevivéncia da prole. E necessario que sejam realizados testes de desempenho para o
crescimento a fim de avaliar a eficiéncia de triploides sobre o diploide. Caso isto seja comprovado,
novos testes serdo conduzidos dentro da melhor temperatura aqui detectada, mas em tempos de
aplicacéo e duracdo diversos a fim de ndo s6 aumentar o numero de triploides obtidos (>77%) como
melhorar as taxas de fertilizacdo e ecloséo e diminuir as deformidades.
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