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MARTINS, Leandro Freitas. Temperatura pos choque e a producdo de tetraploides em
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RESUMO
O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes temperaturas pds-choque para obtencdo de
peixes tetraploides em lambari (Astyanax altiparanae). Os ovos recém-fertilizados foram
divididos em quatro grupos, sendo trés submetidos a choque de temperatura (40°C por 2
minutos) com 24 minutos pds-fertilizacdo (mpf) e outro grupo controle que permaneceu
intacto. Os grupos submetidos ao choque de temperatura foram posteriormente separados nas
seguintes temperaturas: 22°C, 26°C e 28°C. Foi contabilizada a sobrevivéncia ao longo do
desenvolvimento embrionario e na eclosdo, momento em que foi verificado o percentual de
larvas normais e anormais, bem como a ploidia, analisada por citometria de fluxo. Os
resultados mostraram que a temperatura pos-choque afetou as varidveis analisadas e, portanto,
tal variavel deve ser considerada para otimizar a producdo de peixes tetraploides em A.
altiparanae. Estes dados sdo inovadores e poderdo ser utilizados em futuros estudos de

biologia basica e aplicada nesta espécie.

Palavras-chave: citometria de fluxo; manipulagdo cromossémica; poliploidia.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate different post-shock temperature for tetraploid induction
in the lambari (Astyanax altiparanae). Newly fertilized eggs were divided into four groups,
three were submitted to heat shock (40°C for 2 minutes) at 24 minutes post-fertilization (mpf)
and another group remained without shock (control). Groups submitted to temperature shock
were further separated at the following temperatures: 22 ° C, 26 ° C and 28 ° C. Survival
among embryonic development was counted and at hatching the ploidy was analyzed by flow
cytometry. The results showed that the post-shock temperature affects the analyzed variables
and, therefore, must be considered for optimization the production of tetraploid in A.
altiparanae. Those data are innovative and could be used in future studies of basic and

biology in this species.

Keywords: chromosome manipulation; flow cytometry; polyploid.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento populacional a demanda por proteina animal oriunda da aquicultura
sO cresce, em especial pela estagnacdo da pesca extrativa desde a década de 1980 (FAO,
2018). Neste cenério, é imperativo que a producdo deva estar atrelada a tecnologias
inovadoras, de forma a aumentar a produtividade e otimizando os recursos, reduzindo assim
0s impactos ambientais. A exemplo do que ocorre em vegetais, como trigo, banana, citricos, a
biotecnologia aplicada a aquicultura € uma das ferramentas que pode auxiliar nesse processo,
sendo a manipulacdo cromossdmica através da producdo de organismos poliploides uma
interessante alternativa.

Dentre os poliploides, destaca-se a producdo de organismos triploides, os quais
apresentam varias vantagens em relacdo aos diploides, como esterilidade, maior crescimento,
maior rendimento de carcaca e qualidade da carne (TIWARY; KIRUBAGARAN e RAY,
2004; ARAI e FUJIMOTO, 2018). No entanto, para a inducdo de tais organismos sao
geralmente utilizados choques de temperatura ou de pressdo, 0s quais podem ndo ser 100%
efetivos e ainda levar a reducéo na sobrevivéncia na fase larval (PIFERRER et al., 2009).

Como forma de contornar estes problemas pode-se utilizar gametas diploides
provenientes de peixes tetraploides, para que, com um simples cruzamento, proles 100%
triploides sejam produzidas, aumentando assim a sobrevivéncia larval e facilitando o manejo
(SAKADO et al., 2006). No entanto, protocolos de tetraploidizacdo sao dificeis de obter, em
especial pela baixissima sobrevivéncia e alta taxa de larvas anormais (YOSHIKAWA et al.,
2008).

Em qualquer protocolo de poliploidizacéo, varios aspectos devem ser considerados,
como o momento, duracdo e intensidade do choque, os quais podem significativamente
influenciar o sucesso do protocolo (ARAI, 2001; PIFERRER et al., 2009). Portanto, devido a
dificuldade na producdo de peixes tetraploides, estudos que possibilitem otimizar os
protocolos existentes sdo necessarios, sendo que esses parametros sdo espécie-especificos. A
producdo de tetraploides emprega trés etapas importantes: 1) Fertilizacdo, realizado pelo
método “seco”; 2) tetraploidizacdo, utilizando-se choques de temperatura ou pressdo e 3)
incubacédo dos embrides em temperatura fisioldgica. Quando a tetraploidizagéo é realizada por
choques de temperatura, os embrides recém fertilizados sdo submetidos a temperaturas altas
(i.e. 40°C, 41°C, etc) por poucos minutos (NASCIMENTO et al., in press) . Posteriormente,
os embrides sdo levados a incubagdo, onde sdo mantidos em temperatura fisioldgica. Entre as

variaveis importantes para otimizar a producdo de tetraploides, estdo: temperatura de
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incubacdo, momento do choque para tetraploidizacéo, temperatura ou intensidade da presséo
hidrostatica para tetraploidizacdo (PIFERRER et al., 2009).

Neste aspecto, ainda ndo existe na literatura trabalhos que avaliassem o efeito da
temperatura pos-chogque na obtencdo de peixes tetraploides e, portanto, o objetivo deste

estudo € analisar seu efeito na producdo de lambaris (Astyanax altiparanae) tetraploides.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Aquicultura no Brasil e producéo de lambari

Nas ultimas décadas, a aquicultura mundial vem apresentando um crescimento
constante, principalmente pelo aumento da demanda por pescado e estagnacdo da pesca
(FAO, 2016). Neste cenério, o Brasil € um pais com alto potencial para producéo, pois além
de possuir um clima favoravel, possui uma grande reserva hidrica, com aproximadamente
12% da agua doce disponivel no planeta (DIEGUES, 2006). Assim, mesmo com a crise
econbmica, a producdo de peixes no Brasil cresceu 4,5% em 2018, totalizando 722 mil
toneladas e uma movimentacéo financeira de R$ 5,6 bilhdes, como observado pelo recente
relatério da Associagdo Brasileira de Piscicultura (PEIXE BR, 2018). Ainda, de acordo com
0 mesmo relatério, a atividade gera cerca de um milhdo de empregos diretos e indiretos no
pais. Embora grande parte dessa producdo seja de tilapias (51,7 %)(PEIXE BR, 2018), a
producdo de uma espécie nativa € estratégica, pois gera um produto diferenciado e livre de
concorrentes no mercado internacional.

Em relacdo as espécies nativas, o lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae),
gue anteriormente era uma espécie ignorada para cultivo, atualmente tem despertado interesse
dos aquicultores, devido a utilizacdo como isca viva ou para 0 consumo direto como petisco
(PORTO-FORESTI et al., 2010). Assim, no ano de 2015, foi registrado a producdo de
244.730 kg (IBGE, 2016) e mesmo que este valor represente pouca participacdo em relacao as
outras espécies, 0 cenario de crescimento da atividade é animador.

Devido ao pequeno porte, rusticidade, ciclo reprodutivo curto (quatro meses) e
facilidade na reproducdo, o lambari também vem sendo utilizado como um organismo modelo
em estudos de biologia bésica e aplicada. Assim, vale citar os estudos iniciais de reproducgéo
artificial desenvolvidos por YASUI et al. (2015) e embriogénese por (PEREIRA-SANTOS et
al., 2016), que propiciaram a aplicacdo de diversas técnicas biotecnoldgicas, como a inducéo
(ADAMOV et al., 2017) e criagido de peixes triploides (DO NASCIMENTO et al., 2017,
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NASCIMENTO et al., 2017), tetraploides (NASCIMENTO et al., in press) e ginogenéticos
(NASCIMENTO et al., 2020). Esse conjunto de ferramentas recentemente desenvolvido pode
alavancar a producdo, embora ainda existam gargalos para a produ¢do em larga escala, como

a otimizacdo de peixes poliploides.

2.2. Poliploidia e producéo de peixes triploides

Os peixes, de forma geral sdo diploides, ou seja, apresentam dois conjuntos de
cromossomos homdlogos em cada célula, um de origem materna (n) e outro de origem
paterna (n) (LUTZ, 2003). Poliploides s&o organismos com trés ou mais conjuntos de
cromossomos. Assim, um organismo triploide, tetraploide e hexaploide sdo poliploides com
trés, quatro e seis conjuntos de cromossomos homdlogos, respectivamente (DUNHAM,
2004).

Poliploides podem ser encontrados na natureza e sua maior incidéncia é encontrada
em plantas do que em peixes (ZHOU e GUI, 2017). Em peixes a inducéo artificial a triploidia
¢ a forma mais popular de manipulacdo cromossdmica (TIWARY; KIRUBAGARAN e
RAY, 2004; PIFERRER et al., 2009). Dentre as vantagens da producdo de peixes triploides
esta a possivel esterilidade, maior crescimento somético, maior sobrevivéncia devido a menor
agressividade e melhor conversdo alimentar (LUTZ, 2003; FELIP; CARRILLO e ZANUY,
2009). Adicionalmente, esta técnica contribui para uma aquicultura mais sustentavel, pois se
houver escapes durante o cultivo para bacias hidrograficas adjacentes, a contaminacdo
genética sera reduzida (LUTZ, 2003), sendo esta técnica desejavel na producédo de hibridos ou
de espécies exoticas.

A esterilidade dos peixes triploides estd relacionada a etapa reducional da meiose
durante a gametogénese, pois afeta o pareamento de cromossomos (PIFERRER et al., 2009).
Uma vez estéreis, a energia que seria utilizada para a reproducdo, como comportamentos
reprodutivos e maturacdo de gametas, € canalizada para o crescimento somatico (FELIP;
CARRILLO e ZANUY, 2009) e os triploides passam a ter um maior rendimento de carcaca
(NASCIMENTO et al., 2017).

A técnica comumente empregada para induzir triploides consiste na inibicdo da
liberacdo do segundo corpusculo polar por meio de choques de temperatura, quimico ou
pressdo (ARAI, 2001). No entanto, esse procedimento pode ndo ser 100% efetivo, como
observado em Astyanax altiparanae, onde o choque de temperatura resultou na produgéo de
92% de peixes triploides e 8% diploides (ADAMOV et al., 2017). Além disso, os choques
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aplicados podem afetar negativamente a sobrevivéncia e o crescimento dos organismos
triploides (MALISON et al., 1993; OPSTAD et al., 2013). Assim, uma solucdo simples para
este problema seria cruzar peixes diploides com tetraploides, evitando os maleficios causados

pelos choques supramencionados.

2.3. Producéo de Tetraploides e otimizacao dos protocolos

A tetraploidizacdo é uma técnica de manipulagdo cromossémica onde os individuos
possuem quatro conjuntos de cromossomos homologos (WEBER et al., 2015). Para producéo
de peixes tetraploides utiliza-se técnicas similares a triploidizacdo como choques de
temperatura, quimico ou de pressdao (ARAI e FUJIMOTO, 2018). No entanto, 0s choques séo
aplicados em outro momento, com o objetivo de inibir a clivagem, através da destruicdo dos
filamentos do fuso mit6tico responsaveis pela divisao celular (ZHANG e ONOZATO, 2004).

No entanto, protocolos de tetraploidizacdo séo escassos (PIFERRER et al., 2009) e
geralmente resultam em baixissima sobrevivéncia larval (SAKAO et al., 2006). Outro ponto
importante para aplicacdo desta técnica € a necessidade dos peixes serem viaveis, ou seja,
produzirem gametas com viabilidade e capacidade fecundante (ZHAO et al., 2014). Peixes
tetraploides vidveis também sdo dificeis de se obter e sdo limitados a poucas espécies
(YOSHIKAWA et al., 2008) como Misgurnus mizolepis (NAM e KIM, 2004) e Misgurnus
anguillicaudatus (YOSHIKAWA et al., 2008). Assim, uma das maneiras de aumentar a
disponibilidadea de peixes poliploides é atraves da otimizacao de protocolos ja existentes, em
especial os tetraploides.

Para otimizacdo dos protocolos de poliploidizagdo os estudos se concentram,
geralmente, em testar variaveis como 0 momento, duracéo e intensidade do choque (LI et al.,
2003). No bagre Pangasisus hypophthalmus, por exemplo, diferenca de apenas 1°C nos
choques quentes afetou significativamente a producdo de tetraploides (HARTONO;
WITOKO e PURBOSARI, 2016) e varios estudos ja vinham mostrando a grande influéncia
da temperatura no desenvolvimento embrionario de peixes (PEREIRA-SANTOS et al., 2016).
Neste sentido, como observado por Diaz et al., (1993), as temperaturas de manutencao pré e
pos-choque também podem afetar a taxa de sobrevivéncia e triploidizagdo em truta arco-iris
(Oncorhynchus mykiss). No entanto, o efeito desta variavel nunca foi avaliado na produgéo de

tetraploides.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Comité de ética

Este estudo foi realizado de acordo com o comité de ética do uso de animais do centro
nacional de pesquisa e conservacdo da biodiversidade aquatica continental
(CEUA/CEPTA#0231.000070/2018-63).

3.2.Reproducéo induzida

Foram selecionados fémeas e machos de lambaris (Astyanax altiparanae)
previamente mantidos em tanques de alvenaria, com area 10 m2 do préprio centro de pesquisa.
Os peixes foram alimentados com racdo comercial contendo 45% proteina bruta e 4200 kcal
kgt de energia digestivel. Para reproducéo artificial foi seguido o protocolo desenvolvido por
Yasui et al., (2015). Foram selecionadas dez fémeas que apresentavam o abdémen abaulado e
cinco machos pela presenca de espiculas na nadadeira anal. Os peixes selecionados foram
levados até o Laboratério de Biotecnologia de Peixes e mantidos em um aquério de 80 litros
com temperatura da agua de aproximadamente 28°C e aeracdo constante, para posterior
inducdo hormonal. Os peixes foram induzidos com dose Unica de extrato de hipofise (3 mgkg
1, aplicando-se na base da nadadeira pélvica. Seis horas apds a inducéo, os gametas foram
extrusados. Para tanto, primeiramente, fémeas e machos foram anestesiados em solucdo de
Eugenol (100 mg L-1). O sémen foi coletado com o auxilio de uma micropipeta de 1000 pL
(Eppendorf, Alemanha), sendo o mesmo imediatamente transferido para um tubo de 1,5 ml
contendo 400 pL de solucdo de Ringer modificado (128,3 mM NacCl, 23,6 mM KCI, 3,6 mM
CaCl,, 2,1 mM MgCl»). A coleta de odcitos foi realizada por extrusdo usando uma placa de
Petri revestida com filme plastico (Alpfilm, Sdo Paulo, Brasil). Dos animais induzidos apenas

dois casais foram utilizados.

3.3.Producéo de peixes tetraploides

Com o sémen e 0s 00citos obtidos realizou-se a fertilizacdo pelo método seco, ou seja,
odcitos de uma fémea (casal 1) foi inseminada por um macho na placa de Petri, sendo entéo
adicionado &gua para ativacdo dos gametas. Procedeu-se da mesma forma para o casal 2. Os

ovos fertilizados de cada casal foram separados em quatro grupos e mantidos em quatro
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peneiras contendo agua em temperatura de 22°C por 24 minutos. Apds 0s 24 minutos, trés
grupos foram submetidos a um choque de temperatura com agua a 40°C por 2 minutos, com
movimentacdo constante da agua, utilizando-se uma incubadora com circulacdo de agua.
Apds o choque, um grupo voltou para temperatura de 22°C, outro foi para temperatura de
26°C e a ultimo para 28°C. O grupo controle ndo foi submetido ao choque de temperatura e
permaneceu em agua a 22°C. Essas temperaturas estdo dentro da faixa fisioldgica para a
incubacdo, nesta espécie (PEREIRA-SANTOS et al., 2016). Os grupos permaneceram nas
temperaturas testadas por aproximadamente 60 minutos. Posteriormente, uma aliquota de
cada grupo (aproximadamente 100 ovos) foi transferida para placas de Petri (90 mm) para

acompanhar a sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento embrionario.

3.4.Desenvolvimento Embrionério

A sobrevivéncia no decorrer do desenvolvimento embrionério foi acompanhada para
as fases de clivagem, blastula, gastrula, somito e eclosdo, bem como a presenca de larvas
normais e anormais, com auxilio do estereomicroscopio (Nikon SMZ 18, Téquio, Japdo)
como descrito por Pereira-Santos et al (2016). Para garantir a qualidade, a 4gua das placas foi

renovada periodicamente e os embrides mortos foram removidos ao longo do experimento.

3.5.Confirmacéo da ploidia

Larvas recém eclodidas de todos os tratamentos foram avaliadas para confirmacédo da
ploidia utilizando citometria de fluxo de acordo com o protocolo desenvolvido por Xavier et
al (2017). As amostras foram previamente submetidas a uma solucdo de lise celular para a
liberacdo dos nucleos (9,53 mM MgS0s.7H20, 47,67mM KCI, 15 mM Tris, 74 mM Sacarose
e 0,8% de Triton X-100) e posteriormente coradas com o corante fluorescente 4,6 diamidino-
2-phenylindoledihydrochloride (DAPI). O contetdo de DNA foi entdo analisado em citometro
de fluxo (CyFlow Ploidy, Analyzer, Partec, GMBh, Alemanha). O sémen de peixes diploides
foi utilizado como grupo controle haploide (1C). Com os dados de citometria de fluxo foram
calculadas a porcentagem geral e viavel (= % de peixes tetraploides x % larvas normais) de

peixes tetraploides.
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3.6. Estatistica

Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA), sequido do teste de comparacdo multipla de
médias de Tukey a 5% de probabilidade por meio de programa STATISTICA 10 (StatSoft,
USA).

4. RESULTADOS

A sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento embrionério é detalhada na Tabela 1.
De forma geral, ndo foi verificada diferenca entre os tratamentos para os estagios de clivagem
(P = 0,9539), blastula (P = 0,9541), gastrula (P = 0,7943), somito (P = 0,4872) e ecloséo (P
= 0,6431). No entanto, a morfologia, expressa pelos percentuais de larvas normais e
anormais, foi afetada (Figura 1B, 1D) (Tabela 1), sendo o grupo controle aquele que
apresentou menor porcentagem de larvas anormais (2,46+ 0,07%; P = 0,0421 ) em relacédo
aos demais tratamentos (Tabela 1).

Os resultados da citometria de fluxo (Figura 1A, 1C) mostraram que a maior
porcentagem geral de peixes tetraploides foi verificada para o tratamento com 26°C (99,77%)
e a menor para o tratamento com 22°C (55,88%). Levando em consideracdo a deformidade
larval, o nimero de tetraploides viaveis foi de 20,49 + 17,60%, numero muito inferior (P =
0,0230) aos 52% de larvas tetraploides viaveis obtidos para as demais temperaturas (Tabela
2).
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Tabela 1. Sobrevivéncia no desenvolvimento de Astyanax altiparanae em diferentes temperaturas (22 °C; 26 °C e 28 °C) p6s-choque

(40°C; 2min) para inducéo de peixes tetraploides.

Tratamentos 2-células (%) Blastula (%)

Gastrula (%)

Somito (%)

Ecloséao (%)

Normal (%0)

Anormal (%o)

Controle 99,68 + 0,01 99,05 + 0,01 84,90 + 0,15 83,96 + 0,16 80,18 + 0,20 97,53 + 0,022 02,46 + 0,02°
22 99,60 + 0,01 99,60 + 0,01 94,04 + 003 3541 + 0,23 29,27 + 017 31,25 + 0,19° 68,75 + 0,19
26 99,62 + 0,01 99,25 + 0,01 9407 + 0,02 46,48 + 0,27 46,48 + 0,27 51,41 + 0,04® 48,57 + 0,04
28 99,35 + 0,01 99,35 + 0,01 9423 + 0,05 3290 + 0,27 32,90 + 027 64,12 + 0,07* 3587 + 0,07®

P-value 0,9539 0,9541 0,7943 0,4872 0,6431 0,0421 0,0421

Letras distintas na mesma coluna indicam diferenga significativa pelo teste de Tukey (ANOVA; P < 0,05).
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Tabela 2. Ploidia de Astyanax altiparanae em diferentes temperaturas pos-

choque (40°C; 2 mpf por 2 min) para inducéo de peixes tetraploides.

Tratamentos Ploidia Tetraploides Tetraploides
2n 4n (%) viaveis (%)*
Controle 40 0 0 0,00 + 0,007
22°C 15 19 55,88 20,49 + 17,60%
26°C 1 44 97,77 52,27 + 2,65°
28°C 5 21 80,76 52,49 + 0,60°
P-value - 0,0230

Letras distintas na mesma coluna indicam diferencga significativa pelo teste de Tukey

(ANOVA; P <0,05). * Tetraploides viaveis = % de eclosdo x % de larvas normais.
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Figura 1 Conteudo relativo de DNA de um peixe diploide (A) e tetraploide (C) de Astyanax altiparanae. Larva normal

diploide (B) e anormal tetraploide (D). 1 — Espermatozoide (haploide); 2: controle (diploide); 3: tetraploide.
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5. DISCUSSAO

O protocolo empregado neste estudo foi baseado no trabalho de Nascimento et al.,
(in press) que utilizaram choque térmico (40°C) com duracao de dois minutos para inducdo de
peixes tetraploides em Astyanax altiparanae. Embora os autores tenham utilizado a
temperatura pré-choque de 22°C e pds-choque de 26°C, ndo foram avaliadas outras
temperaturas pés-choque. Adicionalmente, ndo existe na literatura estudos mostrando que esta
variavel pode afetar a producdo de organismos tetraploides.

Dentre todos os tratamentos testados, resultados negativos (baixa sobrevivéncia e
porcentagem de tetraploides) foram obtidos para a temperatura de 22°C. De forma geral,
peixes tetraploides apresentam baixa sobrevivéncia, o que pode ser devido a vérios fatores,
como mosaicismo, aneuploidia, desenvolvimento assincrénico ou ainda pela alta homozigose
(ZHANG e ONOZATO, 2004; FUJIMOTO et al., 2013). Em relacéo a alta taxa de peixes
anormais, HARTAMI et al. (2018) mostraram que esta diretamente ligada a aplicacdo de
choques quentes para tetraploidizacdo em Pangasianodon hypophthalmus, principalmente
devido a danos na membrana embrionéria.

Portanto, embora todos os tratamentos apresentassem maior percentual de peixes
anormais em relacdo ao controle, os resultados negativos para a temperatura de 22°C deve-se,
provavelmente, a maior amplitude térmica deste tratamento em relacdo aos demais, sendo
18°C de amplitude. J& para os outros tratamentos, as diferencas foram de 14 e 12°C. Na
literatura diversos estudos ja mostraram que a temperatura afeta significativamente o
desenvolvimento embrionario em peixes. No caso de A. altiparanae, Pereira-Santos et al.
(2016) observaram que o tempo de eclosdo a 22°C e 30°C € de, aproximadamente, 25 e 11
horas, respectivamente. Portanto, quanto maior a temperatura mais rapido a velocidade de
desenvolvimento, e vice-versa.

Por conseguinte, é esperado que a influéncia da temperatura também seja refletida nos
choques de temperatura para indugdo de peixes poliploides. Ainda nesta espécie, Adamov et
al. (2016) observaram que a temperatura ideal para producéo de peixes triploides foi de 40°C
e que a temperatura de 38°C resultou em baixissima taxa de indugdo. Por outro lado, a
temperatura de 42°C resultou em total mortalidade dos embrides. Assim, como evidenciado,
uma diferenca muito pequena, de apenas 2°C, pode afetar significativamente os resultados
obtidos. Em relacdo a peixes tetraploides, Hartono et al. (2016), testaram choques de

temperaturas de 39, 40 e 41°C para a inducdo a tetraploidia no bagre Pangasius
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hypophthalmus, e o melhor tratamento (40°C por/150 segundos) resultou numa porcentagem
de 28,33%, sendo que as demais temperaturas testadas obtiveram a producdo de tetraploides
abaixo de 10%. Portanto, em uma diferenca de apenas 1°C, resultados muito distintos ja
puderam ser observados.

Assim, é de se esperar que além das temperaturas de choque, aquelas de manutengéo pré e
pos-choque também possam afetar a sobrevivéncia e taxa de poliploidizacdo. De acordo com
Diaz (1993) a temperatura de manutencdo pré e pos-choque € fator determinante para
obtencédo de triploides de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Os autores verificaram que
quanto maior a amplitude da temperatura, maior a porcentagem de triploidizagéo, portanto,
resultados similares podem ter sido verificados no presente estudo.

Deste modo, os dados do presente estudo indicam que devem haver uma faixa de
temperatura pos-choque ideal para a manutencdo dos embrifes e que garantem maior
sobrevivéncia. Adicionalmente, como os protocolos de tetraploidizacdo sdo escassos e dificeis
de se obter, principalmente pela baixa sobrevivéncia (SAKAO et al., 2006), estudos que

possibilitem otimizar os protocolos existentes sdo essenciais.
6. CONCLUSAO
As temperatura p6s-choques afetam a producéo de peixes tetraploides em A. altiparanae.

Estes dados sdo inovadores e poderdo ser utilizados em futuros estudos de biologia béasica e

aplicada nesta espécie.
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