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CONSIDERACOES GERAIS

1. Espécie Estudada

A tilapia, Oreochromis niloticus, espécie de peixe pertencente a familia
Ciclidae, € nativa da Africa, do Vale Jordan e da costa do rio Palestina
(PHILIPPART & RUWET, 1982 em HERBST, 2002). S&o peixes que se encontram
em aguas calidas subtropicais, distribuindo-se em &guas que variam de
temperatura de 25,0 a 30,0 °C; entretanto, sdo sensiveis a baixas temperaturas,
com limites letais entre 9,0 a 13,0 °C, dependendo da espécie. A maioria das
tilapias é eurihalina e pode viver em aguas salobras e marinhas (BARDACH et al.,
1986; ESPEJO & TORRES, 2001). Quanto a forma do corpo, pode ser oval, com
23 a 31 espinhas ou raios na nadadeira dorsal, 19 a 22 rastros branqueais no arco
inferior do 1° arco branquial, 31 a 33 escamas na série longitudinal e 3 a 4 fileiras
de dentes (HEPHER & PRUGININ, 1989). A coloracéo geralmente é cinza escura,
com nadadeiras caudais apresentando listas pretas delgadas e verticais. Os
machos, durante o periodo reprodutivo, apresentam a superficie ventral do corpo e
as nadadeiras anais, dorsais e pélvicas pretas, a cabeca e o corpo com manchas

vermelhas.

2. Reproducéo

A til4pia inicia o processo de 12 maturacdo gonadal com 2 ou 3 meses de
idade, atingindo médias de comprimento 6,0 a 10,0 cm. Os machos procuram
ocupar um territorio particular, constroem os ninhos que atingem 35,0 cm diametro
X 6,0 cm profundidade e o vigiam constantemente. A fémea libera os ovocitos em
parcelas (75 a 250) entdo, o macho libera o sémen sob estes e, em seguida, ela
recolhe todos os ovos fertilizados na boca, incubando-os durante o periodo de 3 a
5 dias. As larvas eclodem e permanecem na boca da mée até que o saco vitelinico
seja totalmente reabsorvido, o que geralmente ocorre no periodo entre o 10° e 15°
dia de vida. Neste periodo, se as larvas sentem-se ameacgadas, entram



rapidamente na boca da mae (BARDACH et al., 1986). Devido ao grande numero
de desovas das fémeas durante um ciclo de producgdo, ocorre uma rapida
superpopulacdo dos viveiros, nos quais as larvas e alevinos competirdo por
espaco e alimento afetando negativamente o rendimento do lote (TORRES, 1993;
El GAMAL et al., 1999; BYAMUNGU et al.,, 2001; SHELTON, 2002; MYERS,
2003).

A tilapia nilética criada em cativeiro tem demonstrado ser um peixe de facil
manejo, atingindo o valor de conversdo alimentar aparente recomendado, alta
produtividade, e excelente desempenho reprodutivo (GUERRERO, 1982). No
entanto, o processo de maturacao final requer um consumo de energia elevado
para o desenvolvimento dos gametas, principalmente por parte das fémeas,
enquanto, os machos atingem melhores taxas de crescimento (LOPEZ & TORO,
1990; PEREZ, 1996; FELIP et al., 1997, 1999). Conseqiilentemente, o criador tem
optado por criar tilapias estéreis ou populacbes monosexo de machos, gerando

uma producédo maior e com melhores rendimentos (FELIP et al., 1999).

3. Producao de Monosexo

Para produzir populacées monosexo de machos tém-se utilizado técnicas de

selecéo por sexos, melhoramento genético e manipulacdo cromossémica.

Na prética pode-se obter individuos machos de tilapia nilética através de:

3.1. Sexagem Manual: os animais sao separados em machos e fémeas,
através da presenca de caracteres sexuais primarios distintos como, por exemplo,
a forma da papila genital.

A desvantagem desta técnica € que, além de ndo ser 100 % eficaz,
principalmente em criacdes intensivas, torna-se praticamente inviavel, pois, como
a sexagem é manual, torna-se bastante lenta (GUERRERO, 1982; HEPHER &
PRUGININ, 1982, 1989; ESPEJO & TORRES, 2001).



3.2. Reversdo Sexual: obtém-se somente populacdes de peixes monosexo.
E preconizado que no inicio da embriogénese, o embrido ainda ndo tem
desenvolvido as gbnadas e possui um tecido pré-gonadal, com células
germinativas indiferenciadas ou “totipotentes”, que poderdo resultar em um animal
do sexo masculino ou feminino. Apés essa etapa, ndo é mais possivel alterar o
sexo (TOLEDO et al.,, 1996). Neste pequeno espaco de tempo, que varia de
espécie para espécie, € quando o sexo fisiologico pode ser alterado. Para tal,
deve-se fornecer as larvas racdo acrescida de horménio (17 alfa-metil-
testosterona ou outros) ou adicionar o horménio & agua (ESPEJO & TORRES
2001). Se as larvas ingerem ou absorvem esterdides anabolizantes durante este
periodo, o horménio pode interferir diretamente no desenvolvimento das células
totipotentes (TOLEDO et al., 1996).

A desvantagem desta metodologia € o emprego de hormdnio, sem garantir a
reversdo de 100 % dos alevinos além, dos custos de produgcdo (GUERRERO,
1982; PANDIAN & VARADARAJ, 1988; HEPHER & PRUGININ, 1989; TORRES,
1993; TOLEDO et al., 1996; ESPEJO & TORRES, 2001). Hoje, alguns paises
resistem em consumir peixes hormonotratados (GUERRERO, 1975; SCOTT et al.,
1989; CARRASCO et al.,, 1999; BYAMUNGU, et al.,, 2001; SHELTON, 2002;
MYERS, 2003). No entanto, WOHLFARTH & WEDEKIN (1991) afirmam que, 0s
residuos androgénicos que poderdo permanecer no corpo dos animais séo

despreziveis, sendo que os peixes sao possiveis de serem consumidos.

3.3. Hibridacao Interespecifica: é o cruzamento de um casal formado por
espécies diferentes, obtendo-se aproximadamente 90 % ou mais de machos
hibridos (GUERRERO, 1982; HEPHER & PRUGININ, 1982, 1989; CASTILLO,
1992).

No entanto, a hibridagdo interespecifica ndo é uma metodologia muita
empregada, obtendo-se sucessivas geracdes onde “todos os individuos ndao sao
machos” (WOHLFARD & WEDEKIN, 1991; ESPEJO & TORRES, 2001). Os

autores ndo sabem exatamente porque isto acontece, se devido a “contaminagao



génica das matrizes” ou por segregacbes em “loci polimérficos” presentes
originalmente.

Em piscicultura se utiliza a hibridacdo em tilapias niléticas com o fim de se
produzir progénies com 100% de machos. Para poder cumprir esta pratica é
necessario se conhecer os mecanismos genéticos da determinacdo do sexo das

espécies utilizadas.
Os dados da Tabela 1 indicam o0s mecanismos genéticos para a

determinacao do sexo de algumas espécies do género Oreochromis.

Tabela 1. Mecanismos genéticos da determinacdo do sexo de algumas

espécies do género Oreochromis

Espécie Fémeas  Machos
Oreochromis mossambicus XX XY Fémeas
Oreochromis niloticus XX XY

Homogameéticas
Oreochromis aureus wz Y4 Machos
Oreochromis urolepis hornorum wz zZ Homogaméticos

3.4. Numero de Cromossomos: as técnicas para se alterar o numero de
cromossomos de peixes envolvem a producdo de organismos poliploides
(tripléides 3N, tetrapldides 4N, etc) ou aqueles descendentes que se desenvolvem
a partir de um sO progenitor, ou seja, da mae (ginogenética) ou pai
(androgenético) (CHOURROUT 1982, 1984, 1986; GRAHAM, 1983;
WOHLFARTH, 1983; YAMAZAKI, 1983; THORGAARD, 1986; LOZANO et al.,
1987; LOPEZ & TORO, 1990; CHAPARRO, 1994;: CARRASCO et al., 1999).



4. Inducéo de Polipldides

Entende-se a poliploidia como um dos tipos de variacbes numéricas
que afetam ao conjunto dos cromossomos das células, aumentando ou diminuindo
seu numero (VALENTI, 1975; THORGAARD, 1986; TAVE, 1990; CELIS &
MARTINEZ, 1993; HORVATH & ORBAN, 1995).

Para se obter um organismo polipléide é necessario inibir a 22 divisdo
meidtica, ou seja, manter na célula o 2° corpusculo polar ou promover a supressao
da 12 clivagem do embrido, que se consegue inibindo a 12 mitose. A inducéo da
poliploidia pode-se obter por métodos fisicos como os choques térmicos quentes
el/ou frios e os de pressao (GERVAI, et al., 1980; PURDOM, 1983; CHOURROUT,
1984, 1986; MYERS, 1986, 2003; DUNHAM, 1990; TAVE, 1990; MARENGONI &
ONOUE, 1998; BYAMUNGU et al., 2001; HULATA, 2001; SHELTON, 2002) e por
métodos quimicos, como a imersdo em citocalasina B, colchicina, caseina e azul
de toluidina, etc. (THORGAARD, 1986; PEREZ & BEAUMONT, 1990; TAVE,
1990).

4.1. Métodos Fisicos

Choques térmicos

O método consiste em submergir os ovos recém-fertilizados dentro de um
recipiente que contenha agua com a temperatura previamente estabelecida. Uma
vez cumprido o tempo do choque térmico programado, 0s ovos sdo levados
rapidamente a temperatura normal de incubacdo (CARRILLO, 2001). Este
tratamento tem sido amplamente utilizado para impedir a 22 divisdo meiética ou a
expulsdo do 2° corpusculo polar ou inibir a 12 clivagem, ou seja, a 12 mitose. O
tempo poés-fertilizacdo, a duracdo e a temperatura dos diferentes tratamentos vao
depender do ciclo celular (SHELTON, 2002). Estes choques geralmente séo

empregados quando se trata de grandes volumes de ovos e as médias de



temperatura mais elevadas podem variar entre 25,0 — 42,0 °C e as baixas entre O
—11,0°C (PEREZ, 1996).

A literatura pertinente descreve que os choques quentes oferecem melhores
resultados para espécies de aguas frias e por sua vez, os choques frios sdo mais
indicados para espécies de aguas quentes (TOLEDO et al., 1996). Segundo
PEREZ (1996), os choques térmicos sdo mais eficientes quando ocorre uma
variacdo de temperatura de aproximadamente 5,0 °C do ambiente onde
geralmente ocorre o desenvolvimento embrionario da espécie. Entretanto,
TOLEDO et al., (1996) mencionam que a temperatura que produz os melhores
resultados é espécie—especifica e se situa na proximidade do seu limite letal. Na
inducédo a poliploidia, os choques térmicos sdo os mais facilmente aplicaveis por
seus baixos custos e eficiencia (THORGAARD, 1986; PANDIAN & VARADARAJ,
1990; SHELTON, 2002).

Choques de Presséo

A pressao hidrostatica tem sido utilizada para bloguear a expulsdo do 2°
corpusculo polar ou a 12 divisdo mitética. No entanto, a aplicacdo deste tratamento
requer equipamentos mais especializados (caixas de pressdo e pressao
hidraulica) em relacéo a outros tratamentos. Este método se baseia em introduzir
os ovos fecundados em um cilindro de aco cheio de dgua com uma temperatura
constante e fechado com um pistdo (LOZANO, et al., 1987; MAY et al., 1988) e a
seguir, apés aplicado o choque de pressdo adequado, os ovos sofrem uma
descompressao.

O inconveniente € que so se pode utilizar esta metodologia com um pequeno
namero de ovos por ciclo, entretanto, com custos bastante elevados (LOPEZ &
TORO, 1990; PEREZ, 1996).



4.2. Métodos Quimicos

O tratamento quimico pode ser usado para bloguear a expulsdo do 2°
corpusculo polar ou a divisdo mitética em ovos, impedindo a formacdo dos
microfilamentos das células. As sustancias utilizadas s&o principalmente a,
colchicina, 6xido nitroso, cafeina e especialmente, a citocalasina B.

Este método tem sido o menos recomendado, pois além das dificuldades no

controle do tratamento, este ndo pode ser aplicado em grande escala.

5. Inducéo de Tripldides

A triploidia € um processo decorrente do impedimento da finalizacao da 22
divisdo meidtica, j& que a meiose Il ndo foi completada e os ovocitos secundarios
se encontram detidos na fase de Proéfase Il (PEREZ & BEAUMONT, 1990).

Em populacdes naturais podemos encontrar individuos tripldides junto aos
diploides, mostrando que a divisdo reducional da meiose pode apresentar
problemas ocasionais.

Isto pode ser devido a dois processos: 1) quando ovos haploides séo
fertilizados por espermatozéides hapldides e o0 2° corpusculo polar ndo é eliminado
depois da fertilizacdo; 2) os individuos triploides também podem ser gerados
quando diploides sdo cruzados com tetraploides (HORVATH & ORBAN, 1995;
THOGAARD, 1986).

Os individuos tripldides, que geralmente sdo estéreis, sdo de grande valia
para aquicultura porque tem um desenvolvimento superior que os individuos
“normais” uma vez que estes normais atinjam a maturacdo gonadal. A esterilidade
€ devida a impossibilidade de uma divisdo uniforme dos trés cromossomos de
cada par em dois, durante a producdo de gametas. A presenca destes 3
cromossomos nas células germinativas dificulta o processo da meiose, afetando
de alguma maneira a formacdo dos gametas (MYERS, 2003; TAVE, 1990; El
GAMAL et al., 2000; BYAMUNGU et al., 2001).



Existem duas formas de se obter individuos tripldides: 1) quando o
espermatozoide penetra no ovocito, o pronucleo masculino migra para se unir ao
pronucleo feminino e o processo se reinicia culminando com a formacgéao do zigoto.
O ovo recém-fecundado é submetido a um choque térmico, de pressdo ou agente
guimico que vai impedir a expulsdo do 2° corpusculo polar do zigoto, o qual se
fusiona ao nucleo dipldide ja formado no momento da fertilizagdo, dando origem a
uma célula que apresenta dois pares de cromossomos provenientes da méae e um
do pai (Figura 1); 2) a producao de tripldides € mediante o cruzamento normal de
organismos tetrapldides com dipldides.

Esta esterilidade genética € benéfica para a criacdo de espécies de peixes
de interesse econdmico, posto que, potencialmente pode: a) favorecer o
crescimento somatico dos individuos ao impedir & maturacéo sexual; b) controlar a
superpopulagdo; 3) produzir individuos com maior taxa de heterozigoze; 4) auxiliar
em programas de repovoamento em corpos d’dgua naturais visto que nao

competem reprodutivamente com as espécies nativas.
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CORPUSCULO POLAR

U

ZIGOTO TRIPLOIDE ( 3n)

Figura 1. Processo de inducéo de individuos tripléides pela inducéo da 22 divisao

meidtica e impedindo a expulsdo do 2° corpusculo polar (Carrillo, 2001).
6. Inducéo de Tetrapldides

Como foi dito anteriormente, os individuos tripléides sé@o estéreis, enquanto
que os tetrapldides sdo geralmente férteis. Entretanto, ndo ha registros na
literatura de peixes tetrapléides encontrados em ambientes naturais, mas
provavelmente pode ocorrer a duplicagcdo do genoma dipléide durante a filogénese
conduzindo a formacéo de novas espécies (HORVATH & ORBAN, 1995).

Para se obter individuos tetraploides, a aplicagdo de choques térmicos ou de
presséo (choque tardio) deve acontecer momentos antes que ocorra a 12 divisdo
mitdtica do zigoto, logo que cada cromossomo € replicado e que se tenham
fusionado os 2 ndcleos dipléides dentro da mesma célula, resultando em 4n
(MYERS, 1986; PURDOM, 1983; TAVE, 1990; CHERFAS et al., 1993; HUSSAIN
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et al.,, 1993;. MYERS et al.,1995; HORVATH & ORBAN, 1995; MARENGONI &
ONOUE, 1998; VARADI et al., 1999) (Figura 2).

Portanto, o resultado da inducédo de polipléides depende em grande parte do
tempo de aplicacdo do tratamento utilizado no momento da fertilizagcdo (PURDOM,
1969, 1983; WOHLFARTH, 1983; CHOURROUT, 1984, 1986; MYERS, 1986,
2003; THORGAARD, 1986; TAVE, 1988, 1990; DUNHAM, 1990; WOHLFARD &
WEDEKIND, 1991; MARENGONI & ONOUE, 1998; BYAMUNGU et al.,, 2001,
SHELTON, 2002).

n
FERTILIZACAO @‘\

@ EXPULSAO

DO 2°

CORPUSCULO POLAR
FUSAO @
DOS PRO-NUCLEOS

CHOQUE on

&

&

INBEAT*
2n | DIVISAO MITOTICA

S

ZIGOTO TETRAPLOIDE (4 n)

Figura 2. Processo de obtencéo de individuos tetraploides pela inibicdo da 12

divisdo mitética (Carrillo, 2001).
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7. Inducéo de Ginogenéticos

O principal interesse nos procedimentos de inducdo de ginogénese ou auto-
fertilizacdo tem sido o potencial para a producdo de populacdes 100 % fémeas.
Esta pode ser induzida nos estddios iniciais da ontogenia, durante o
desenvolvimento da 22 divisdo meiética do ovocito ou na 12 divisdo mitotica do
zigoto. A reproducao artificial e a fertilizagdo “in vitro” sdo essenciais para a
aplicacao deste método de manipulacdo dos gametas em peixes.

Ha relatos de algumas espécies de peixes teledsteos onde o individuo é
hermafrodita e produz gametas masculinos e femininos, podendo se autofecundar.
Também, pode ocorre a producdo acidental de 2 tipos de gametas devido a
utilizacdo de hormonios (HORVATH & ORBAN et al., 1995).

O individuo ginogenético € aquele que conta unicamente com a informacéo
genética transmitida pela fémea, ou seja, o material genético do espermatozéide
nao contribui na sua formacdo (PURDOM, 1969; CHOURROUT, 1986;
THORGAARD, 1986; DUNHAM, 1990; TAVE, 1990; CHERFAS et al., 1993; MAIR,
1993; VARADI et al., 1999; ZANUY et al., 2001; HULATA, 2001). Para obté-los, é
necessario ativar o ovocito com um espermatozéide cuja informacdo genética
tenha sido desativada. Os tratamentos empregados sao por radiacao, que incluem
a radiacdo gama, cobalto 60 (®°°Co) ou Césio 137 (**Cs), os raios X e a luz
ultravioleta.

A luz ultravioleta é mais facil de se trabalhar e menos perigosa que as fontes
de ®Co o 'Cs e os raios X. Entretanto, a luz ultravioleta danifica os
cromossomos, principalmente por formar dimeros de timina que mudam a
conformacao tridimensional do DNA, evitando sua replicacdo (PIFERRER et al.,
1995). Em geral, a prole resultante apresenta uma baixa taxa de sobrevivéncia.
Algumas vezes, apO0s a inativacdo do sémen por irradiagcdo, podem ficar
fragmentos ativos de cromossomos que se unem com O material genético da
fémea, expressando-se no novo individuo formado.

Desta forma, os individuos produzidos séo hapléides, ou seja que possuem

um sé cromossomo de cada par, transmitido somente pela mae e, portanto, pouco
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vidveis; assim deve-se duplicar a informacdo deste individuo resultante pelos
métodos descritos, pela inibicdo da 2% divisdo meidtica (Figura 3 A) ou evitando-se

12 divisdo mitética do zigoto (Figura 3 B).

uv uv IRRADIAGAO
/2 @ e IRRADIACAO /2 @Q
O O
/@@ FERTILIZACAO < FERTILIZAGAO
{

<jCHOQUE ® EXPULSAO DO

0
INIBE A EXPULSAO DO 2° 2 CORPUSCULO POLAR

CORPUSCULO POLAR

@ FUSAO DOS ®<:j CHOQUE
INIBE

PRONUCLEOS
@ A 1*MITOSE
2n o
A
B

Figura 3. Processo de obtenc¢do de individuos ginogenéticos dipldides inibindo a
saida do segundo corpusculo polar (A) e suprimindo a primeira mitose (B) (Catrrillo,
2001).
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8. Inducéo de Androgenéticos

E uma técnica oposta a da ginogénese, onde todos os cromossomos de um
verdadeiro androgenético sdo de origem paterna (HORVATH & ORBAN, 1995).

O interesse neste procedimento tem sido a possibilidade de se produzir
parentais machos homogaméticos (YY), conhecidos como "supermachos", os
quais, ao serem cruzados com fémeas normais (XX), terdo uma descendéncia de
individuos 100 % machos normais (XY) (CARRILLO & CHACON, 1995;
MARENGONI & ONOUE, 1998; SHELTON, 2002). Isto se obtém mediante a
alteracdo do genoma materno por meio de radiacéo e a diploidizagdo do zigoto,
impedindo a 12 divisdo mitotica.

Por conseguinte, a androgénese € utilizada em espécies de peixes nas quais
prefere-se cultivar os machos por apresentarem um maior crescimento em relagéo
as fémeas (CARRILLO & CHACON, 1995). Para realizar este procedimento é
necessario se levar em consideracdo que a espécie escolhida deve apresentar
sistema de determinacdo de sexo onde os machos sdo heterogaméticos (XY)
(SHELTON, 2002).

A principal preocupagdo em se utilizar este procedimento é o uso da
radiacdo para inativar os cromossomos dos ovocitos porque o DNA mitocondrial, o
RNA mensageiro (MRNA) e outros componentes do citoplasma desta célula
também podem ser alterados como o0 DNA cromossémico.

Isto ocorre de tal maneira que, eliminando a expressdo do genoma materno
e duplicando a informa¢édo no individuo haploide, mediante a aplicacdo de um
choque térmico fisico ou quimico, obtém-se individuos androgenéticos diploides
homogameéticos (Figura 4) (CHOURROUT, 1984; MAY et al., 1988; MYERS, et al.,
1995, MARENGONI & ONOUE, 1998; KARAYUCEL & KARAYUCEL, 2003).

Outra maneira de se obter individuos androgenéticos baseia-se na
fertilizacdo de ovocitos cujo material genético tenha sido alterado pelos métodos
acima descritos, como no caso de espermatozoéides de machos tetrapldides, os
quais tem uma composi¢cdo genética dipldide e, por conseguinte os individuos
resultantes deste cruzamento serdo diploides normais (TOLEDO et al., 1996).
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Figura 4. Processo de obtencédo de Individuos androgenéticos diploides

homogameéticos (Carrillo, 2001).
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INDUCAO A TETRAPLOIDIA EM TILAPIA NILOTICA, Oreochromis niloticus
UTILIZANDO-SE CHOQUE TERMICO

RESUMO

A inducéo a tetraploidia em tilapia do Nilo foi realizada mediante a aplicacédo
de choques térmicos quentes a uma temperatura de 41° C, utilizando-se trés
tempos pos-fertilizacdo (P.F.). No 1° ensaio, utilizaram-se tempos de P.F. de 50,
55 e 60 minutos e duracao de 2 e de 5 minutos e no 2° de 24, 27 e 30 minutos,
com duracdo de 5 e de 8 minutos. Para a coleta dos gametas, somente as
fémeas que apresentaram caracteristicas secundarias de maturacdo foram
induzidas artificialmente, por meio de inje¢des intramusculares com Gonadotrofina
Corionica Humana (HCG). Os machos nédo foram induzidos pela facilidade na
liberacdo do sémen. Depois da aplicagcdo dos tratamentos os animais foram
mantidos ate os quatro meses de idade momento no qual, foi comprovada a
eficacia dos tratamentos mediante a contagem do ndmero de cromossomos em
preparacdes mitéticas ‘in vivo” de células de rim e a cultura “in vitro” de linfocitos.
Foram encontradas diferencas significativas (P< 0.05) nos tempos de duragéo do
choque para os dois ensaios, em relacdo a estimativa das taxas de sobrevivéncia
as quais foram inversamente dependentes da temperatura. O resultado das
analises da contagem de cromossomos em todos os tratamentos, mostrou um
namero modal normal dipldide (2n=44), indicando que a ndo obtencéo de tildpias
tetraploides deva-se provavelmente a idade dos animais em que foi feita as

provas.

Palavras-Chave: Choque térmico, Manipulacao, Tetraploidia, , Tilapia.
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INDUCTION OF THE TETRAPLOID IN NILE TILAPIA, Oreochromis niloticus
THROUGH MEANS OF HOT THERMAL SHOKS

ABSTRACT

The induction of the tetraploid in Nile tilapia was carried through means of
application of hot thermal shoks to a temperature of 41,0 °C, using it three times
after-fertilization (A.F.). On the 1° assay A.P., times of 50, 55 and 60 minutes have
been used and duration of 2 and 5 minutes and on the 2° of 24,27 and 30 minutes,
with duration of 5 and 8 minutes. For the collection of gametes, the females that
preented secondary characteristics of maduration had only been induced
artificially, by means of intramuscular injections with Human Gonadotrophin
Corionic (HCG). The males had not been induced for the easiness on the release
of the milt. After the application of the treatments the animals were kept until four
mounts of age moment in which, was proven the effectiness of the treatments by
the counting of the number of chromosomes in mitotic preparations “ in vivo” of
kidney cells and culture “in vitro” of limphocytes.

Significant differences in the times of duration of the shoks for the two
assays had been found, in relation to the estimate of the survival taxes which had
been inversely dependents on the temperature. The result of the analysis of the
counting of chromosomes in all treatments, showed a normal diploid modal number
(2n: 44), indicanting that the not attainment of tetraploids tilapias must be probably

due to the animals on which the tests were made.

Keywords: Manipulation, Tetraploid , Termal shoks, Tilapia.
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INTRODUCAO

A tildpia nildtica tem demonstrado ser um animal que em condi¢bes
adequadas de manejo, atinge valores apropriados de conversdao alimentar
aparente, alta produtividade, crescimento e reproducédo em condi¢cfes de cativeiro
(GUERRERO, 1982).

No entanto, as fémeas de tilapia destinam parte de sua energia ao
processo de reproducdo, produzindo rapidamente uma superpopulagéo
competindo por espaco e alimento, afetando negativamente o rendimento do lote
(TORRES, 1993; EL GAMAL et al.,1999; HERBST, 2002). Por isto, o criador tem
preferido os cultivos com tilapia nil6tica estéreis ou monosexo de machos gerando
uma producéo maior e melhores rendimentos (FELIP et al., 1999).

Para produzir populagcbes monosexo de machos tém-se utilizado técnicas
de selecdo, de melhoramento genético ou de manipulacdo cromossoémica. Estas
Gltimas sao utilizadas basicamente em algumas espécies de peixes (trutas, carpas
e tilapias) por apresentarem fertilizacdo externa, facilitando a manipulacdo e
fertilizacdo “in vitro” dos gametas. (HORVATH & ORBAN, 1995; TOLEDO et al.,
1996; SHELTON, 1998; 1999; 2000; RUIZ, 1999; HULATA 2001, HERBST, 2002).

As técnicas para se alterar o numero cromossoémico em peixes envolvem a
producdo de organismos como os polipldides (triploides 3n, tetrapléides 4n, etc.)
ou aqueles descendentes que se desenvolvem a partir de um s6 progenitor, ou
seja, da mae (ginogenéticos) ou pai (androgenéticos) (CHOURROUT 1982, 1984,
1986; GRAHAM, 1983; WOHLFARTH, 1983; YAMAZAKI, 1983; THORGAARD,
1986; LOZANO et al., 1987; LOPEZ & TORO, 1990; CHAPARRO, 1994;
CARRASCO et al., 1999; HERBST, 2002).

Entende-se por poliploidia um dos tipos de variacbes numéricas que
afetam o conjunto dos cromossomos das células, aumentando ou diminuindo o
complemento de cromossomos presentes em cada uma delas (VALENTI, 1975;
THORGAARD, 1986; TAVE, 1990; CELIS & MARTINEZ, 1993; HORVATH &
ORBAN, 1995, HERBST, 2002).
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Para se obter um organismo poliploide é necessario controlar a 22 divisdo
meiotica, ou seja, impedir a eliminacdo do 2° corpusculo polar ou suprimir a 12
clivagem que se obtém inibindo a 12 mitose. A inducéo a poliploidia pode se obtida
através de métodos fisicos, como sdo os choques térmicos quentes e frios e 0s
choques de pressédo (GERVAI et al., 1980; PURDOM, 1983; CHOURROUT, 1984,
1986; MYERS, 1986, 2003; DUNHAM, 1990; TAVE, 1990; MARENGONI &
ONOUE, 1998; BYAMUNGU et al., 2001; HULATA, 2001; SHELTON, 2002) e por
meétodos quimicos, como a imersdo dos ovos em citocalasina B, a colchicina,
caseina e o azul de toluidina, etc. (THORGAARD, 1986; PEREZ & BEAUMONT,
1990; TAVE, 1990).

Os individuos tetraploides sdo aqueles que tem o dobro da dotacdo
cromossOmica normal (2n), entendendo que um animal “normal’” herda um
conjunto cromossomico do pai e o outro da m&e. N&o se tem encontrado
individuos tetraploides em ambientes naturais. No entanto, a duplicacdo do
genoma diploide pode ter ocorrido durante a filogénese, conduzindo a formacgéao
de novas espécies (HORVATH & ORBAN, 1995). HERBST (2002) encontrou
individuos tetraploides espontaneos em Misgurnus anguillicaudatus e tetraploides

em carpas, resultantes de hibridizagéo.

Para a obtenc&do de individuos tetrapldides, a indugdo se obtém consegui
mediante a aplicacdo de choques térmicos ou de pressdo momentos antes que
ocorra a 12 divisdo mitotica no zigoto, que € denominado como choque tardio. Assim,
cada cromossomo se replica e ocorre a fusdo dos dois ndcleos dipldides dentro da
mesma célula, o que faz com que o complemento cromossémico aumente de 2n
para 4n (PURDOM, 1983; MYERS, 1986; TAVE, 1990; CHERFAS et al., 1993;
HUSSAIN et al.,, 1993; HORVATH & ORBAN, 1995; MYERS et al., 1995;
MARENGONI & ONOUE, 1998; VARADI et al., 1999).

A importancia dos individuos tetraploides na aquicultura deve ser enfatizada
pelo fato poderem ser serem utilizados como organismos parentais, devido a sua
fertilidade, em cruzamentos com diploides (ou normais), para a obtencéo de animais

tripléides (conhecidos como interpléides tripléides) que séo estéreis, eliminando a
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necessidade de se produzir estes ultimos por meio do método dos choques fisicos
(VALENTI, 1975; TAVE, 1990; MAIR, 1993; El GAMAL et al., 1999, SHETON,
2002).

O presente trabalho foi desenvolvido com tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus,
tendo-se, inicialmente como objetivo testar os diferentes tempos de pos-fertilizagéo e
duracdo dos choques térmicos quentes e, avaliar a producdo de individuos

tetraploides do lote experimental.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Setor da reproducao de peixes do Centro de
Aquicultura da UNESP (CAUNESP), campus Jaboticabal, S.P., Brasil , durante o

periodo compreendido entre os meses de abril e dezembro de 2003.

Reprodutores

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram utilizadas 50 fémeas e 30 machos
adultos de tilapia nilética (O. niloticus ), com médias de peso variando de 150,0 a
250,0 gramas, mantidos separados por sexos em 5 caixas de cimento-amianto com
capacidade de 1000 |., dispostas em um sistema de circulacdo aberto, com
renovagdo continua de agua e aeracdo permanente, mantendo-se temperatura

média acima de 27,0 °C.

A alimentacdo fornecida ad libitum foi racdo balanceada com 32 % de

proteina bruta, oferecida uma vez ao dia, durante seis dias por semana.

Selecdo dos Reprodutores

As fémeas examinadas e selecionadas foram aquelas que apresentavam
caracteristicas secundarias de maturagcdo como abdome abaulado e abertura e/ou
coloracéo da papila genital. De cada fémea foram avaliadas amostras de ovocitos
para se determinar o grau do desenvolvimento (HARVEY & HOAR, 1980).

As amostras dos ovdcitos foram retiradas por meio de compressao
abdominal e fixadas em uma solugcéo de etanol-formol e acido sulftrico (60:39: 1)
(CELIS & MARTINEZ, 1993) que permitiram a visualizacédo da posi¢do do ndcleo ou
vesicula germinativa (BRUZKA, 1979; CONTRERAS & CONTRERAS, 1993).
Somente as fémeas que apresentavam aproximadamente 70 % dos ovécitos com

nacleo em posicdo excéntrica foram induzidas a reproducao artificial.
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Os machos foram selecionados aleatoriamente no momento da fertilizacéo,
devido a facilidade na liberacdo de sémen, obtido através de compressao
abdominal.

Inducdo Hormonal

As fémeas selecionadas foram induzidas artificialmente a reproducdo, por
meio de injecdes intramusculares de Gonadotrofina Coridbnica Humana, hormonio
HCG - PREGNYL (ORGANON DO BRASIL - 5000 IU) (Figura 1), utilizando-se
uma dose total de 5,0 Ul por grama de peso de peixe, dividida em duas inje¢des; a
primeira correspondendo a 10 % na hora zero e a segunda de 90 % aplicada 18
horas apds a 12 dose (Figura 2). Os machos foram retirados da agua e envoltos
em um pano para seca-los e evitar assim a ativacdo do sémen pela agua. Uma
vez secos, realizaram-se leves massagens abdominais nos animais tomando-se 0

cuidado para que nao ocorresse liberacao de urina junto ao sémen.

Coleta dos Gametas

Os ovocitos foram obtidos por massagem abdominal, com um suave
movimento com as maos na direcao antero-posterior do corpo do animal, 24 horas
apos a Ultima dose (CARRILLO & CHACON, 1995) sendo verificada a posi¢do do
ndcleo ou vesicula germinativa onde se pdde notar que 100 % dos ovdcitos
apresentavam nucleos periféricos. A seguir, os ovocitos foram colocados em bacias

plasticas limpas e secas (Figura 3).
O sémen de um o mais machos foi previamente coletado momentos antes da
extrusao dos ovocitos, com a finalidade de minimizar o tempo entre a extrusao dos

ovacitos e a fertilizacdo (HERBST, 2002) (Figura 4).

Fertilizacdo Artificial



29

Os ovocitos de uma unica fémea foram usados para cada réplica. No
momento da fertilizagdo, 2,0 ml de sémen, previamente retirado, foi diluido e
ativado em uma solucdo de 2,0 ml de NaCl (0,9%) : agua (1:1). Esta solucao foi
adicionada sob os ovocitos, quando foi registrado o tempo zero ou inicial. Os
ovoécitos e o sémen foram homogeneizados durante 2 minutos (Figura 5). Logo
apos este tempo, realizaram-se varias lavagens com agua corrente para eliminar o

excesso de sémen.

A seguir, o conjunto de ovos foi dividido ao acaso em 7 porcdes iguais para
a formacao dos grupos de tratamento (6 grupos e o grupo controle) e transferidos
para o sistema de pré-incubacdo. A temperatura da 4gua foi mantida constante a
28,0 °C, com aquecedor (Atman AT-100W) e verificada com um termdémetro de
vidro de 76 mm, -10 a 60 °C (Incoterm). Cada grupo de ovos foi colocado em uma
peneira de plastico de 5,0 cm de didmetro onde permaneceram até o tempo de
aplicacéo do choque térmico estabelecido (Figura 6).

Inducéo a Poliploidia

Na Tabela 1 encontram-se os dados dos tratamentos aplicados, com
informacdes sobre o tempo decorrido pés-fertilizagdo dos ovos (P.F.) para a
aplicacdo do choque térmico, a duracdo do choque térmico aplicado e a técnica

comprobatoria utilizada nos dois ensaios.

Uma vez transcorrido o tempo em cada tratamento de P.F., as peneiras que
continham os grupos de ovos foram rapidamente submetidas a um banho-maria
(41°C), durante os tempos estabelecidos (Tabela 1) (Figuras 7 e 8). Transcorridos
0s tempos estabelecidos para os tratamentos de choque térmico, os ovos foram

devolvidos para o sistema de pré-incubacéao ( 28 °C).
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Tabela 1. Tempos Pés-fertilizacdo (P.F.), tempos de duracdo e técnica de
comprovacéo utilizados em cada um dos ensaios realizados para obtencao de
tetraploidia em Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus

ENSAIO CHOQUE APLICADO DURACAO TECNICA DE
(min P.F.) (min) COMPROVACAO
1° 0 (Controle) 0 Cultura de
50- 55- 60 2-5 linfocitos - RONSs
2° 0 (Controle) 0 Cromossomos
24 - 27 -30 5-8 Mitéticos in vitro -
RONSs

Incubacéao dos Ovos.

ApoOs os tratamentos indutores de poliploidia, os ovos foram retirados das
respectivas peneiras (pré-incubacéo) e levados para incubadoras de forma coénica
em sistema de circulacdo fechada com fluxos de dgua descendentes, renovagao
constante e temperatura da agua controlada (28,0 °C) (Figuras 9 e 10).

Os ovos nédo eclodidos foram retirados diariamente, até o momento da
eclosao, ou seja, até o 4° dia P.F. Neste momento foi estimada a porcentagem de

larvas eclodidas.

Larvicultura e Pré-engorda

A partir do 5° dia de ecloséo, as larvas receberam alimento finamente moido
com 38 % de P. B. e Artemia salina, até que ocorresse a reabsorcao total do saco
vitelinico e que as mesmas tornassem independentes ou nadassem livremente.
Quando as larvas atingiram aproximadamente 10 mm de comprimento total, foram
transferidas para os tanques-rede de 81,0 | (0,6 m x 0,3 m x 0,45m), onde
receberam alimento duas vezes ao dia ad libitum, na forma de racdo moida de 32 %
de P.B. (Figuras 11 e 12).
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Determinacgao da Poliploidia

Para a comprovacao da eficacia da inducdo de tetraploidia foi utilizada a
técnica da contagem do numero de cromossomos em uma amostra de no minimo
30 % do numero de animais por tratamento. Para isto foi utilizada a metodologia
de cultura “in vitro” de linfécitos proposta por CAMACHO & BURBANO (1999) e a
técnica de preparagfes de cromossomos mitéticos “in vivo” (FORESTI et al.,2003).
Para corroborar os resultados foi utilizada a técnica de localizacdo das Regifes
Organizadoras de Nucléolo — RONs (HOWELL & BLACK, 1980 em FORESTI,
2003).

Somente apdés um periodo de quatro meses (periodo pré-engorda) foi
possivel a aplicacéo de tais técnicas, pois 0s peixes deveriam atingir um tamanho
gue permitisse a retirada de amostra de sangue da veia caudal ou 6rgdos como,
rim e figado.

Para estabelecer o niumero modal de cromossomos foram analisadas no
minimo 30 metafases por lamina, nas quais foi possivel identificar o par nimero

um do complemento ou contar a totalidade dos cromossomos.

Delineamento Experimental

O experimento foi conduzido em um delineamento em blocos
casualizados, com 6 tratamentos no esquema fatorial 3 x 2, composto por 3
tempos P.F. e 2 tempos de choque térmico e um grupo controle.

O 1° ensaio contou com duas réplicas e 0 2° com quatro. Os resultados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas
pelo teste de Tukey (P<0,05).

As analises estatisticas foram realizadas através do programa estatistico
SAS, verséo 8.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacdo da técnica de inducao artificial nas fémeas de tilapias do Nilo
com HCG foi efetiva para obter os ovdécitos e para aplicar as técnicas de
manipulagdo cromossOmica. Estes resultados contrastam com o0s descritos por
RANA (1988), BHUJEL (2000) e SHELTON (1998, 2000, 2002), que mencionaram
que as tilapias ndo respondem positivamente a inducdo hormonal. Entretanto,
pode-se notar a presenca de ovocitos atrésicos no momento da extrusao, comum

em tilapias, afetando as taxas de fertilizacéo e eclosdo (SHELTON, 1998, 2000).

O uso das peneiras para a aplicacdo do choque térmico foi eficiente,
facilitando o manejo dos grupos e permitindo uma rapida manipulacéo e transporte
dos mesmos entre o sistema de pré-incubacdo e o banho-maria, concordando
com os resultados obtidos por HERBST (2002).

O efeito do choque térmico aplicado (41,0 °C) para os diferentes tempos
pos-fertilizacao (50, 55 e 60 minutos), com duracéo de 2 e 5 minutos (1° ensaio) e
tempos pos-fertilizacdo (24, 27 e 30 minutos), com duracdo de 5 e 8 minutos (2°

ensaio) é apresentado nas Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Estes tempos coincidem com o inicio e o final da 12 mitose (MAIR, 1993) e
sao similares aos utilizados por MYERS (1986), DON e AVTALION (1988),
CARRILLO e CACHON, (1995), EL GAMAL et al., (1999) e SHELTON, (2002)
para os tempos do 1° ensaio e por MAY, (1988), HUSSAIN (1993), MAIR, (1993),
MYERS et al., (1995), MARENGONI e ONOUE (1998), HERBST, (2002) para o 2°
ensaio. A variacdo dos diferentes tempos de aplicagdo do choque térmico para a
producdo de poliploidia, ginogénese e androgénese em tilapias refere-se as
diferencas entre as espécies e linhagens, interrupcéo dos processos celulares que
resultam na inducdo da poliploidia, da utilizagdo de diferentes metodologias e do
desenvolvimento assincronico dos ovécitos (HERBST, 2002).
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Tabela 2. Médias das porcentagens de fertilizacdo, eclosdo e sobrevivéncia das
larvas de Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus, a uma semana do 1° ensaio.

Tempo pos-fertilizacdo (Tpf) e Tempo de choque (Tc)

Tratamentos  Fertilizacéao Ecloséo Sobrevivéncia
Tpf-Tc % % %
Controle 79,23 44,33 25,42
50-2 75,02 23,92 15,00
50-5 70,03 19,25 14,09
55-2 77,22 23,00 17,59
55-5 81,37 14,59 12,84
60-2 76,59 36,25 20,09
60-5 70,77 26,09 13,42

Tabela 3. Médias das porcentagens de fertilizacdo, eclosdo e sobrevivéncia das
larvas de Tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, a uma semana do 2° ensaio.

Tempo pos-fertilizacdo (Tpf) e Tempo de choque (Tc)

Tratamentos Fertilizacao Ecloséo Sobrevivéncia
Tpf-Te % % %
Controle 68,60 9,92 5,83
24-5 64,03 33,29 18,04
24-8 67,93 11,59 1,49
27-5 67,95 30,65 18,68
27-8 70,53 12,79 5,15
30-5 68,30 36,02 20,25

30-8 71,18 18,60 9,85
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Os resultados encontrados nas diferentes fases do processo de
desenvolvimento embrionério indicam que as porcentagens de fertilizacdo obtidas
nos tratamentos aplicados neste estudo foram similares aos obtidos por MYERS
(1986), MARENGONI e ONOUE, (1998), EL GAMAL et al., (1999) ), KARAYUCEL
e KARAYUCEL, (2003). A diferenca entre os tratamentos depende principalmente
do estado fisioldgico da cada fémea utilizada e de uma mistura heterogénea dos
ovos no momento da fertilizacdo para os respectivos tratamentos (SHELTON,
2002).

POde-se observar uma grande mortalidade dos embrides no tempo
transcorrido entre o momento da fertilizacao e a ecloséo (Figuras 13 A e B.). Esta
mortalidade decresceu entre 0 momento da eclosdo até a primeira semana de
vida, mantendo a mesma tendéncia dentro dos tratamentos. Este fato foi verificado
também por HUSSAIN et al., (1993) , MARENGONI & ONOUE, (1998), e
SHELTON, (1998).

Na Figura 13 B pode-se observar que o grupo controle apresentou uma
porcentagem de eclosdo menor que 0s grupos tratados e com relacdo ao controle
do outro ensaio (Figura 13 A). Neste estudo, as falhas provavelmente se devem
ao sistema de incubacdo utilizado, fato este refletido nas baixissimas ou nulas

taxas de eclosdo apresentadas nas réplicas deste grupo.

SHELTON (2000; 2002) sugeriu que a baixa taxa de sobrevivéncia
observada pode ser devida ao fato de que o mecanismo de manipulacdo da
reproducao artificial das tilapias (extrusdo dos gametas, fertilizacdo in vitro e
incubacdo artificial) pode afetar os indices de mortalidade, quando comparados a
incubacdo natural. Segundo MYERS (1986), a taxa de sobrevivéncia pode variar
até a fase de formacdo dos olhos. Entretanto, ARAI (2001) descreveu que as
técnicas para inibir a 12 clivagem nos embrides geralmente resultam em baixas

taxas de sobrevivéncia.
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Figura 13. Médias das porcentagens de fertilizacdo (Y1), eclosdo (Y2) e
sobrevivéncia das larvas de Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus a uma semana
(Y3) do 1° ensaio A e 2° ensaio B. Tempo pos-fertilizacdo (Tpf) e Tempo de

choque (Tc).

Os valores de F, coeficiente de variacdo (C.V.) e as médias porcentuais das
taxas de fertilizacao (Y1), eclosédo (Y2) e sobrevivéncia das larvas até o 7° dia de
vida (Y3) sdo apresentadas na Tabela 4 (1° ensaio) e na Tabela 5 (2 ° ensaio).
Para o 2° ensaio, os dados das porcentagens médias das taxas de eclosédo e
sobrevivéncia das larvas de tilapia do Nilo foram transformados em arcoseno da
raiz quadrada.

No 1° ensaio ndo foram encontradas diferencas significativas (P<0,05) para
os valores médios porcentuais das taxas de fertilizagdo (Y1) nos diferentes
tratamentos (Tabela 4). Entretanto, no 2 °© ensaio foram encontradas diferencas
significativas (P<0,05) para esta variavel entre as fémeas utilizadas nos diferentes
tratamentos (Tabela 5).

Os valores das médias porcentuais das taxas de eclosédo (Figura 14 A)
indicam que no 1° ensaio houve diferencas significativas (P<0,05) entre os blocos,

diferencas estas que podem ser atribuidas as fémeas utilizadas ou ao sistema de
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incubacdo empregado (MYERS, 1986; MAIR, 1993; SHELTON, 2002), ou ainda, a
gualidade dos ovos, a qual pode ser um fator determinante no éxito dos ensaios
(BORGERS et al, 1994).

Considerando-se as diferencas significativas obtidas entre os grupos
controle e os tratamentos, 0 primeiro apresentou maiores taxas de eclosao e de
animais (44,33 %), indicando que o choque térmico pode afetar o desenvolvimento
dos ovos. Os tratamentos que foram submetidos ao choque de 2 minutos tiveram
um maior numero de larvas eclodidas, em comparacédo ao de 5 minutos. Assim, a
medida que o tempo pos-fertilizacdo aumentou, as taxas de eclosdo também
aumentaram. Entretanto, neste estudo, as diferengcas entre o tempo de P.F. e

eclosdo nao foram significativas. (Tabela 4).

O tratamento de 55 — 5 apresentou uma maior mortalidade dos ovos,
passando de 81,0 % no momento da fertilizacdo a 14,0 % na eclosao das larvas
(Figura 14 A). Os tratamentos de 60 — 2 e 60 — 5 mostraram uma menor taxa de

mortalidade neste periodo, em relagéo aos outros tratamentos.

No 2 ° ensaio (Figura 14 B) ndo foram encontradas diferencas significativas
entre 0s grupos para a porcentagem de ecloséo, devido principalmente ao nimero
de réplicas e a grande mortalidade encontrada no grupo controle, o que fez com
gue os valores das médias deste grupo ficassem no mesmo intervalo. Entretanto,
os valores da interacdo entre os tempos de choque térmico se apresentaram no
limite da significancia, indicando que o tempo de duracdo de 8 minutos teve um

maior efeito sobre a eclosao das larvas nos diferentes tratamentos.

Em relagdo as médias porcentuais de sobrevivéncia das larvas para o 1°
ensaio (Figura 15 A), igualmente como as taxas de eclosado, estas apresentaram
diferencas significativas (P< 0,05) entre os blocos, assim como entre o grupo
controle e os tratamentos. O grupo controle (Figura 15 A) manteve a mesma
tendéncia, porém foram verificadas diferencas significativas (P<0,05) entre os
tempos de choque, onde o tempo de 2 minutos apresentou um numero maior de

animais sobreviventes que os de 5 minutos. Da mesma forma, a medida que o
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tempo de pos-fertilizagdo aumentou, também houve aumento da taxa de
sobrevivéncia.

No 2° ensaio (Figura 15B), também foram encontradas diferencas
significativas (P<0,05) entre os dois tempos de choque térmico, mostrando que o
tempo de 8 minutos apresentou uma maior taxa de mortalidade do que o tempo de
5 minutos.

Estes resultados indicam que a taxa de desenvolvimento é inversamente
dependente da temperatura utilizada nos tratamentos de choque térmico
(SHELTON, 1998). No entanto, MYERS, (1986), menciona que as varia¢cdes nas
respostas das diferentes variaveis podem ser devidas as caracteristicas da fémea
e aos efeitos no sistema de incubacdo (MAIR 1993; SHELTON, 2002), os quais

provavelmente confundem a interpretacdo dos dados obtidos nestes ensaios.
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Tabela 4. Valores de F, coeficiente de variacdo (CV) e médias porcentuais das
taxas de fertilizagdo, ecloséo, sobrevivéncia, em tratamentos com choques
térmicos em tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Tpf: Tempo de Pdés-fertilizacéo,
Tc: Tempo de choque, Pr: Probabilidade, Tpf 1: 50 min. Tpf 2: 55 min, Tpf 3: 60

min.,Tc 1: 2 min.,Tc 2 : 5 min.

ESTATISTICA Variaveis (%)
Fertilizacao Eclosao Sobrevivéncia
(Pr<F) (Pr<F) (Pr<F)
F para:
Bloco 3,50 (0,1106) 37,55 (0,009)* 207,17(<,0001)*
Controle-vs-Fatorial 1,69 (0,2410) 17,46 (0,0058)* 31,02 (0,0014)*
Tpf 3,04(0,1223) 4,09 (0,0757) 0,95 (0,4384)
Tc 0,87 (0,3859) 4,37 (0,0815) 9,39 (0,0221)*
Int Tpf*Tc 1,79 (0,2453) 0,19 (0,8305) 1,59 (0,2793)
CV (%) 5,47 23,97 13,74
Médias para
Controle 79,29 44,33% 25,42"
Tpf1 72,55 21,58" 14,548
Tpf 2 79,29 18,79° 15,218
Tpf 3 73,68 31,178 16,75°
Tcl 76,29 27,728 17,56 B2
Tc2 74,05 19,978 13,45%°

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre pelo teste de Tukey
(P<0.05)

* diferenca significativa (P<0.05)
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Tabela 5. Valores de F, coeficiente de variacdo (CV) e médias porcentuais das
taxas de fertilizacdo (Y1), eclosao (Y2), sobrevivéncia (Y3), em tratamentos com
choques térmicos em tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus. Tpf: Tempo de Pés-
fertilizacdo, Tc: Tempo de choque, Pr: Probabilidade, Tpf 1: 24 min. Tpf 2: 27 min,
Tpf 3: 30 min., Tc 1: 5 min.,Tc 2 : 8 min.

ESTATISTICA Variaveis (%)
Fertilizacao Ecloséo Sobrevivéncia
(Pr<F) (Pr<F) (Pr<F)
F para:
Bloco 37,02 (<,0001)* 1,20 (0,1556) 1,96(0,1556)
Controle-vs-Fatorial 0,00 (0,9473) 1,54 (0,2317) 0,83 (0,3733)
Tpf 0,55(0,5886) 1,10 (0,3550) 0,37 (0,6976)
Tc 0,95 (0,3420) 4,28 (0,0542) 6,56 (0,0197)*
Int Tpf*Tc 0,02 (0,9844) 0,53 (0,5973) 0,11 (0,8947)
CV (%) 11,44 25,96 21,10
Médias para
Controle 68,60 0,63 0,59
Tpfl 65,98 0,76 0,63
Tpf 2 69,24 0,68 0,65
Tpf3 69,74 0,83 0,69
Tcl 66,76 0,84 0,73%
Tc2 69,86 0,68 0,58"

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre pelo teste de Tukey
(P<0.05)

* diferenca significativa (P< 0.05)
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Figura 14. Médias porcentuais das taxas de eclosdo para os diferentes tempos

pés-fertilizacdo em tilapia do Nilo Oreochromis niloticus, nos 1° e 2° ensaios (A) e

(B).
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Cabe ressaltar que algumas larvas ou juvenis de tilapia nilGtica resultantes
dos tratamentos aplicados apresentaram algum tipo de anomalias ou
deformidades, tendo-se verificado alteracdes bem visiveis. Como alteracdes
notaram-se a mandibula proctactil com boca reduzida (Figuras 16 a 18), presenca
de um unico olho (Figura 19), coluna vertebral com curvatura, incompleta ou
cuneiforme (Figura 20) assim como, gémeos siameses (Figura 21). Na Tabela 6
pode-se observar que ocorreram deformidades nos diferentes tempos e nos dois
ensaios.

Na literatura consultada também foram registradas ocorréncias de
anomalias. Entretanto, sabe-se que, estas deformacgfes podem estar associadas a
fatores fisicos, quimicos, nutricdo, ambiente e/ou genéticos. Estudos detalhados
caracterizando as malformacfes e suas interacfes com os fatores acima citados
devem ser realizados para melhor entendimento das possiveis causas. PANDIAN
& VARADARAJ (1988) e CELIS & MARTINEZ (1993) registraram valores de
deformidades variando de 3,45 - 16, 34 % e 5,0 — 10,0 % , respectivamente. Estes
autores alertam para o fato de que particular atencdo deve ser dada ao “pedigree”
dos estoques de reprodutores.

Recentemente, BROWN & NUNEZ (2003) verificaram que nos peixes tém-
se apresentado deformidades fisicas como fusdo dorsal incompleta ao redor da
coluna vertebral (bifida) e erros de segmentacdo, os quais podem resultar em
vértebras fundidas ou fraturas. Os autores consideram que deformidades na
coluna podem ser hereditarias ou provenientes de problemas nutricionais ou
ambientais agudos. Por exemplo, citam que altas temperaturas da agua afetam
no desenvolvimento dos sistemas de Orgaos dos embriGes resultando em
problemas criticos na fase inicial da ontogenia e expondo os embrifes a altas
porcentagens de malformacdes.

No presente trabalho foi observada a ocorréncia de deformidades na regiao
da cabeca (mandibula e olhos) dos individuos. Segundo BROWN & NUNEZ
(2003), estudando larvas de Hippoglossus hippoglossus, a presenca destas
deformidades aumentaram quando o0s animais foram criados em sistemas

intensivos e em altos indices de luminosidade, além dos problemas nutricionais
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citados anteriormente. Os autores ndo registraram relatos de peixes siameses
provenientes de ambiente natural. Entretanto, ha alguns relatos na literatura
descritos em trutas arco-iris e tilapias criadas em laboratério fato este, que eles
atribuem a origem genética das matrizes. Ha evidéncias também que, no caso de
trutas submetidas a tratamentos com hormoénios tireoideanos, ocorreram

malformacgdes no momento da reabsorgéo do saco vitelinico.

Tabela 6. Porcentagens de individuos deformados encontrados nos diferentes
tratamentos de choque térmico aplicados em embrides de Tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus visando a obtencdo de tetrapléides. Tpf: Tempo de Pés-

fertilizacdo, Tc: Tempo de choque.

Ensaio Tratamento Deformidade
Tpf-Tc (%)

50-2 3,26
55-2 5,41

Primeiro 55-5 3,70
60-2 2,78
24-5 10,00
27-5 20,00

Segundo 27-8 12,50

30-5 5,26
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Neste estudo, para as comprovacoes das alteragdes cromossOmicas, 0S
alevinos dos tratamentos foram mantidos durante um periodo de quatro meses até
que atingissem tamanho e peso adequado que permitisse o facil manjo e a
retirada da amostra de sangue de 0,5 mL, para desenvolver a cultura in vitro de
linfécitos. Outra técnica utilizada também possibilita a obtencéo de preparacdes de
cromossomos mitéticos in vivo e tem como vantagem ser rapida e utilizar animais
menores mas torna necessario sacrificar o animal para a obtencdo dos 6rgaos. A
altima técnica utilizada, para localizacado das Regides Organizadoras de Nucléolo
—RONSs - foi utilizada como método de comprovacao alternativo e permitiu verificar
0s resultados obtidos pelas técnicas anteriores. (Figuras 25, 26 e 27).

Os individuos submetidos as analises cromossdmicas nas diferentes
técnicas utilizadas evidenciaram o numero modal dipléide normal da espécie, 2n =
44 cromossomos (Figuras 22 e 23), para todos os tratamentos realizados,
corroborando os resultados encontrados por MYERS (1986), DUNHAM (1990), EL
GAMAL et al., (1999), SHELTON (2002) e HERBST (2002). Estes autores apesar
de terem descrito a producdo de animais tetraploides utilizando diferentes
metodologias de comprovacgdo, ndo encontraram individuos polipléides com mais
de uma semana de vida.

Neste estudo pdde-se identificar somente uma Unica metéfase tetrapldide
onde foi possivel diferenciar quatro cromossomos que fazem parte do par nimero
um do complemento (Figura 24). Esta metafase pode ter sido conseguida pela
acao da colchicina durante as preparacoes celulares.

Os tempos pos-fertilizacdo de 50, 55 e 60 minutos utilizados no 1° ensaio
para a inducdo a poliploidia foram similares aos utilizados por EL GAMAL et al.,
(1999), que constataram a producéo de 80 % de individuos tetrapldides utilizando
dois choques térmicos quentes sucessivos de 41,0 °C, com uma duracdo de 6
minutos aplicados aos 65 e 80 minutos pos-fertilizacao.

HERBST (2002) utilizou os mesmos tempos mas nao encontrou tilapias
tetraploides e sugere que os exemplares poderiam ter sido produzidos e que
morreram antes mesmo de serem avaliados. Segundo o mesmo autor, a indugéo

de tetraploidia pode ser obtida com a aplicacdo de um choque quente (42,8°C) em
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um intervalo de tempo pds-fertilizacédo entre 22 a 28 minutos, resultados estes que
concordam com o0s obtidos por MAIR (1993). Cabe salientar que nestes estudos
somente larvas recém-eclodidas foram analisadas mediante a técnica de
citometria de fluxo.

SHIRAK, (1996) em SHELTON, (2002) descreve que, com a aplicacao de
um choque aos 78 minutos pos-fertilizacdo e DON & AVTALION (1988) com um
choque frio (11°C) com uma hora de duracdo e 92 minutos poés-fertilizacéo,
obtiveram a producdo de tetrapléides em Oreochromis aureus. Posteriormente,
SHELTON (2002) baseou seu experimento empregando a mesma intensidade de
choque frio e testou tempos de 59, 69 e 79 minutos para diploidizar
androgenéticos de Tilapia sp.

Por outro lado, MYERS et al., (1995) e MARENGONI e ONOUE, (1998)
encontraram que um tratamento com choque quente (42,5°C) durante 4 minutos
entre 25,0 e 27,5 minutos pos-fertilizagdo é 6timo para se obter a diploidizacdo do
genoma na producéo de androgénese em tilapias, utilizando-se testes de progénie
como método para a comprovacao dos tratamentos. Assim, MULLER et al.,
(1995), para a inducdo a ginogénese em tilapia nilética utilizou o choque quente
(41,0 °C) durante 6 minutos, iniciando com 25, 30 e 35 minutos pdés-fertilizagéo,
gue foram tempos similares aos utilizados no segundo ensaio deste trabalho..

SHIRAK, (1998) em SHELTON (2002), sugere que o choque frio interfere
na divisdo celular, enquanto o mecanismo do choque quente tem sido considerado
o causador do rompimento das fibras do fuso durante a cariocinese. A diferenca
entre 0s choques térmicos (quentes e frios) esta no fato de que o quente pode
acelerar o desenvolvimento do ovo, ndo sO adiantando o tempo Otimo poés-
fertilizacdo, sendo também reduzindo o intervalo efetivo para a aplicacdo dos
tratamentos (HUSSAIN, 1993).

Os choques térmicos sdo considerados como o0s tratamentos mais
adequados para a inducdo de poliploidia baseados nas porcentagens de
individuos poliploides viaveis produzidos e sua sobrevivéncia (FLAJSHANS et al.,
1993; HUSSAIN et al., 1993).
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Para a inducéo a poliploidia em tilapia do Nilo é importante ter em conta que
esta espécie encontra-se no grupo de peixes que liberam os ovécitos em diversas
oportunidades no transcurso da desova. Por esta razdo os ovarios neste grupo de
peixes contem ovoécitos em todos os estadios de desenvolvimento que véao
maturando em parcelas, caracterizando-os como peixes assincronicos ou de
desova intermitente (CARRILLO & RODRIGUEZ, 2001).

Este assincronismo dos ovécitos na divisdo celular afeta a otimizacdo do
protocolo de choque. A 28 °C o intervalo de tempo desde o inicio da primeira
clivagem ao final da ultima compreende quase 20 minutos. Por isto a aplicacao e
duracdo do choque afetardo unicamente uma pequena porcentagem das células
num tempo 6timo de inducédo (SHELTON, 2002).

DON & AVTALION (1988), EL GAMAL et al., (1999) e HERBST (2002),
sugerem que o0 assincronismo do desenvolvimento do zigoto apos a fertilizacao
parece ser um dos fatores mais importantes para a indugéo a poliploidia. Este
assincronismo pode ser devido a um artefato da técnica de desova artificial ou os
processos de choque térmico como, por exemplo, o choque nao uniforme sobre os

ovos ou sua inadvertida ativacao na desova.

Nao existem referéncias na literatura pertinente sobre a sobrevivéncia de
tilapia do Nilo tetrapléides até atingirem a fase adulta (HERBST, 2002). O Unico
relato foi descrito por DON & AVTALION (1988) para Oreochromis aureus que
sobreviveram a choques térmicos frios. Embora os resultados tenham sido
positivos pesquisas mais refinadas deveréo ser reconduzidas (HERBST, 2002).

Outro problema que vém sendo discutido por PURDOM (1983) em relag&o
a tetraploidia pode ser devido a inviabilidade no rearranjo dos cromossomos
durante o desenvolvimento embrionario. Evidéncias sugerem que a viabilidade
dos peixes tetraploides é muito baixa, entretanto, poucos casais de tetraploides
maduros férteis serdo suficientes para iniciar um programa de melhoramento
genético orientado a aumentar a populacdo de uma forma planejada reduzindo o

risco de endogamia.



