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Resumo

A triploidia ¢ uma manipulagdo cromossdmica utilizada com o objetivo de esterilizar individuos
e controlar a maturidade sexual precoce e a reproducao indesejada em um sistema de produgao
de algumas espécies aquicolas. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a condigdo
ploidia de tilapias do Nilo triploides ao longo do tempo e melhor caracterizad-los quanto a
histologia do figado, variaveis sanguineas e indicadores de crescimento. O experimento foi
conduzido no Laboratorio de Aquicultura da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de
Minas Gerais, Brasil, com aprovagao da comissao de €tica no uso de animais sob protocolo
CEUA: 215/2021 (CEUA-UFMG). Os ovos de fémeas de tilapia foram fertilizados, metade da
desova foi submetida a um choque de quatro minutos em agua a 41°C aos quatro minutos pos-
fertilizagdo. Ovos tratados e controle foram incubados e cultivados para crescimento. A
determinagdo da ploidia foi realizada por citometria de fluxo em dois momentos. Inicialmente
para separar os grupos controle, tratado (mas ndo triploide) e triploide. E mais tarde, nos
mesmos animais adultos. Os animais foram pesados periodicamente para controle de
crescimento, ¢ ao fim do experimento foram feitas coletas de sangue para analises
hematologicas e, em seguida, os animais foram eutanasiados, para coleta do figado para analises
morfoldgicas. Com os resultados da primeira citometria, observou-se 14 animais triploides, ja
na analise de ploidia dos animais adultos, apenas 12,5% dos individuos triploides vivos
permaneceram triploides e os demais perderam conjuntos de cromossomos. O desempenho de
crescimento da tilapia triploide foi superior ao da tilapia diploide durante a fase juvenil, mas
semelhante em adultos. Dentre os parametros hematologicos, o destaque maior € que a triploidia
levou a um aumento do tamanho dos eritrocitos, como esperado, devido a presenca de um
conjunto de cromossomos a mais. A analise histologica do figado indicou que as tilapias que
perderam um conjunto de cromossomos ndo apresentaram alteragdes histopatologicas
significativas. E importante reavaliar a viabilidade do uso de triploides como opgio para a
producdo de tilapia do Nilo ou mesmo como modelo de pesquisa. Nossos resultados sugerem
que devido a instabilidades cromossdmicas causadas pela poliploidizacdo, a geracdo de um
estoque de tilapias triploide pode ter baixa eficiéncia.

Palavras-chave: Choque térmico; manipulacdo cromossomica; Oreochromis niloticus;
triploides



Abstrat

Triploidy is a chromosomal manipulation used with the aim of sterilizing individuals and
controlling precocious sexual maturity and unwanted reproduction in a production system of
some aquaculture species. Thus, the objective of this work was to evaluate the ploid condition
of triploid Nile tilapia over time and better characterize them in terms of liver histology and
blood and growth variables. The experiment was conducted at the Aquaculture Laboratory of
the Veterinary School of the Federal University of Minas Gerais, Brazil, with approval from
the ethics committee on the use of animals under protocol CEUA: 215/2021 (CEUA-UFMG).
Eggs from female tilapia were fertilized, half of the spawning was subjected to a four-minute
shock in water at 41°C at four minutes post-fertilization. Treated and control eggs were
incubated and cultured for growth. Ploidy determination was performed by flow cytometry at
two times. Initially to separate the control, treated (but not triploid) and triploid groups. And
later, in the same adult animals. The animals were periodically weighed for growth control, and
at the end of the experiment, blood samples were collected for hematological analysis and then,
the animals were euthanized, to collect the liver for morphological analysis. With the results of
the first cytometry, 14 triploid animals were observed, while the ploidy analysis of the adult
animals indicated that only 12.5% of the live triploid individuals remained triploid and the
others lost sets of chromosomes. The growth performance of triploid tilapia was superior to that
of diploid tilapia during the juvenile stage, but similar in adults. Among the hematological
parameters, the highlight is that triploidy led to an increase in the size of erythrocytes as
expected due to the presence of an extra set of chromosomes. Liver histology was analyzed and
indicated that tilapia that have lost a set of chromosomes did not show significant
histopathological changes. It is important to reassess the feasibility of using triploids as an
option for Nile tilapia production or even as a research model. Our results suggest that due to
chromossomal instabilities caused by polyploidization, the generation of a triploid tilapia stock
may have low efficiency.

Keywords: Chromosomal manipulation; Oreochromis niloticus; thermal shock; triploids



LISTA DE ILUSTRACOES

Figure 1- Experimental procedures schematic summary. After spawning induction and
fertilization, 1,476 eggs were obtained and split equally among treatments (control and heat
shock groups). Following yolk sac absorption, we counted the number of resultant larvae and
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1. INTRODUCAO

O controle reprodutivo ¢ um dos maiores desafios na tilapicultura e muitas pesquisas
vém sendo realizadas para desenvolver algumas técnicas de prevengao de desovas de tilapias
(Mtaki et al., 2022). Diferentemente de outras técnicas de esterilizagdo, grande parte dos
estudos de manipulagdo cromossdmica em tilapia tem se concentrado na produgdo de prole
triploide estéril, com o objetivo de combater o problema da maturidade sexual precoce e da
reprodugao indesejada no cultivo (Abucay e Mair, 1997). A primeira tentativa de manipulagao
de conjuntos de cromossomos foi conduzida utilizando-se tilapia azul (Oreochromis aureus)
por Valenti (1975), que utilizou choques de temperatura e foi importante para subsidiar as
futuras investigacdes sobre poliploidia em tilapia.

O uso de triploides estéreis reduz as preocupagdes ambientais com espécies exoticas, ja
que a fuga de peixes cultivados férteis representa uma ameaca de desequilibrio e contaminagao
genética de populagdes selvagens (Wong e Zohar, 2015; do Nascimento et al, 2021). As opgdes
genéticas usadas no controle de peixes invasores foram sintetizadas em um simpdsio
internacional em 2010, realizado em Minneapolis, EUA e uma op¢do atualmente disponivel
para algumas espécies € a triploidia, que pode ser usada para produzir animais estéreis (Thresher
et al., 2014).

A perda de cromossomos em individuos poliploides ¢ um evento frequente,
diferentemente dos diploides (Comai, 2005). Alvarenga et al. (2020) sugeriram que tetraploides
em tilapia ndo sdo vidveis devido a instabilidade cromossdmica que possivelmente reverte
animais tetraploides em aneuploides, mosaicos e triploides. Dados da literatura mostram que a
instabilidade cromossOmica em tetraploides ¢ consideravelmente maior do que em triploides
(Mayer e Aguilera, 1990), mas, ainda assim, a instabilidade cromossomica de triploides foi 30
vezes maior do que em diploides em Saccharomyces cerevisiae. Ainda ndo foi relatado perda
de cromossomos em peixes triploides dentro da mesma geragdo, porém, deve ser levado em
consideragdo que na maioria dos ensaios com triploides o numero de cromossomos das células
¢ quantificado nas fases iniciais da vida dos animais e ndo ha o acompanhamento do status de
triploidia ao longo das fases de desenvolvimento.

H4 uma escassez de informagdes sobre o uso da técnica de triploidizagdo e quais
consequéncias tal processo pode causar aos animais. Em peixes triploides foram observadas
alteragdes nos indices de eritrécitos, hemoglobina, globulos vermelhos e globulos brancos
(Benfey 1999; Wang et al. 2010; Wlasow e Fopp-Bayat, 2011; Fraser et al., 2012). As analises

hematologicas permitem monitorar o estado fisioldgico do corpo, resposta ao estresse € o
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impacto do ambiente ou nutricdo (Akrami et al. 2013). A morfometria dos eritrdcitos triploides
¢ alterada para acomodar um conjunto a mais de cromossomos, o que leva a um aumento do
tamanho celular com diminuigdo do numero de células (Levy-Pereira et al.,, 2021). Em
triploides o volume celular aumenta aproximadamente 1,4 vezes o que ¢ observado nos
diploides da mesma espécie (Benfey, 1999). Esse aumento pode alterar processos fisioldgicos
e de desempenho, no entanto, muitos peixes, sdo capazes de acomodar e compensar essas
mudangas nos processos fisioldgicos associados a niveis crescentes de ploidia (Mable, 2004).
Por isso, ¢ necessario conhecer até que ponto a presenca de um conjunto extra de cromossomos
pode resultar em efeitos deletérios a saude. Além das analises sanguineas, a avaliagdo de
parametros hepaticos pode contribuir para a compreensdo da saide dos animais, devido as
caracteristicas deste 6rgao no metabolismo do animal (Santos et al., 2018).

A tilapia ¢ um dos peixes mais cultivados no mundo, perdendo apenas para as carpas
em termos de producdo total (Menaga e Fitzsimmons, 2017). Constituem atualmente um
excelente peixe para modelos experimentais devido ao crescimento rapido e boa adaptabilidade

a diferentes condigdes de cultivo (Lacerda et al., 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1.Gerais

O objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar a instabilidade cromossomica de tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) triploides e diploides que sofreram e nao sofreram choque
térmico. Além de melhor caracterizar individuos triploides quanto a histologia das gonadas e

do figado, varidveis sanguineas e parametros de crescimento.

2.2.Especificos

Avaliar e comparar a instabilidade cromossdmica de tilapias triploides.

Monitorar o crescimento ¢ estado gonadal de tilapias diploides que sofreram e ndo sofreram
choque térmico.

Acompanhar o desempenho zootécnico de tilapias triploides em relagdo aos individuos
diploides em trés fases de desenvolvimento — larva, juvenil e adulto.

Classificar o estagio de desenvolvimento das gonadas dos individuos triploides em relagio
aos individuos diploides quando atingirem peso e idade de maturidade sexual.

Aferir se os individuos triploides produzem gametas e quais as caracteristicas desses em
relacdo aos dos individuos diploides.

Avaliar se ha diferenca entre os individuos triploides e diploides nos parametros
hematoldgicos.

Monitorar se hé diferengas entre os individuos triploides e diploides devido a alteracdes do

tecido hepatico.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1.Induciao de triploidia

A triploidia pode contribuir para a producdo de espécimes estéreis como forma de
contornar os problemas ja relatados relacionados a maturacao sexual e, além disso, em algumas
espécies de peixes pode proporcionar uma taxa de crescimento mais alta quando comparado
aos animais diploides (Molina-Luzon et al., 2015).

Como no caso de outros Teleosteos, triploides (3N) de tilapia do Nilo sdo produzidos
por meio de choque de temperatura quente e frio, pressao hidrostética e até produtos quimicos,
como a citocalasina B, a 6-dimetilaminopurina (6-DMAP) e a cafeina, que interferem com os
microtubulos durante a divisdo celular (Piferrer et al., 2009), com o objetivo de reter o segundo

corpusculo polar, durante a meiose II, normalmente expulso ap6s a fertilizacao.
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Quando o ovario da fémea libera os ovocitos, eles se encontram no estagio da metafase
da meiose II. Até essa fase, os cromossomos homologos foram replicados e ainda ndo ocorreu
o segundo processo de divisao cromossOmica para levar o gameta ao estado haploide. No
momento da fertilizagdo, o ovocito ainda contém dois pares (2N) de cromossomos maternos
homologos. A meiose permanece parada até o ovocito ser fertilizado por um espermatozoide
(Colas e Dubé¢, 1998). Apo6s a hidratagao do ovocito ha um aumento de volume, culminando
com o rompimento do foliculo, devido ao aumento da pressao intrafolicular (Yueh e Chang,
2000). Quando fertilizado o ovoécito continua a segunda divisdo. Neste momento o ovocito
empacota o segundo conjunto de cromossomos maternos em uma vesicula chamada corptisculo
polar, que ¢ responsavel em expulsar o conjunto adicional de cromossomos para fora do
embrido (Budd et al., 2015).

Desta forma, por alguns minutos o zigoto fertilizado contém trés conjuntos de
cromossomos (3N), um paterno e dois maternos. Choques fisicos externos (temperatura ou
pressdo, por exemplo) quando aplicados apds a fertilizagdo e antes da retomada da meiose 11
podem atrapalhar esse processo de extrusao do corpusculo polar, resultando na retencao do
segundo conjunto de cromossomos maternos. O momento e a duragdo do choque para se obter
100% de individuos triploides dependem da espécie de interesse. Para tilapias alguns autores
sugerem um choque térmico com temperatura de 41 °C por um periodo de 4,5 min e 4 min apds
a fertilizagdo. Na literatura, as eficiéncias de geracao de triploides obtidas foram 100% (Hussain
et al., 1991, 1995; Byamungu et al., 2001) e 90% (Pradeep et al., 2011), sendo em todos os
estudos o material para determinag¢do da ploidia colhido nos animais jovens. A partir deste
instante, o embrido se desenvolve normalmente com todas as suas células contendo trés
conjuntos de cromossomos (3n) (Budd et al., 2015). Molina-Luzén et al. (2015) observaram
que 100% dos individuos triploides produzidos por eles mostraram os dois alelos femininos e
um dos alelos masculinos.

Uma estratégia alternativa para produzir individuos 3N ¢ combinar um progenitor
tetraploide (4N) a um progenitor diploide (2N), a progénie 3N resultante ¢ chamada de
triploides interploides (3NC). Ainda que a produgao de triploides interploides seja considerada
uma pratica simples baseada em procedimento padrdo de acasalamento e desova, Alvarenga et
al. (2020) provaram ser dificil produzir individuos adultos tetraploides de tilapia do Nilo. Isso
pode ser atribuido a alguns fatores, como a baixa sobrevivéncia das larvas e a instabilidade
cromossOmica presente em individuos poliploides, uma vez que os autores identificaram

tilapias triploides, mosaicos (mistura de niveis de ploidia entre diferentes células) e aneuploides
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(nimeros anormais de cromossomos) nos individuos submetidos ao tratamento ¢ nenhum
juvenil 100% tetraploide. Acredita-se que o promovedor da baixa sobrevivéncia tenha sido a

homozigose de 100% decorrente da diploidizacao mitotica.

3.2.Esterilidade em triploides

As fémeas triploides sdo estéreis porque a triploidia interfere no pareamento normal de
cromossomos homologos durante a fase inicial da meiose, inibindo o desenvolvimento de
gametas devido a falta de produgao hormonal nas camadas teca e granulosa do foliculo. Além
disso, observou-se que nos ovarios triploides as fémeas triploides falharam em produzir
ovocitos vitelogénicos tanto na fase de pré-desova quanto na fase de desova, resultando no
aparecimento de muitos foliculos atrésicos (nos quais o coérion do ovo se desintegrou
parcialmente e o contetido celular encolheu para uma massa irregular) (Lincoln, 1981; Benfey
et al., 1989; Tiwary, Kirubagaran e Ray, 2000).

Diferentemente das fémeas que possuem producio de gametas desde o inicio da vida,
nos machos a maturidade sexual ¢ tardia onde os gametas sdo produzidos apos a puberdade.
Desta forma, mesmo em machos triploides o desenvolvimento gonadal ¢ completo devido a
produgdo de células esteroidogénicas funcionais, permitindo até mesmo a produgdo de gametas
(Benfey et al., 1989; Krisfalusi e Cloud, 1999). No entanto, a progénie dos machos triploides
produzidos ¢ aneuploide, com um niimero mais frequente de cromossomos intermediarios entre
haploide e diploide e ndo sobrevive além dos estagios embriondrios ou larvais (Perruzi et al.,
2009; Feindel et al., 2010). Os machos triploides de bacalhau do Atlantico produziram um
numero reduzido de espermatozoides com grandes variagdes no conteudo de DNA, maior
diametro da cabeca e formas anormais comparadas com as produzidas pelos diploides (Perruzi
et al., 2009). Estes mesmos autores observaram que nenhuma das larvas de bacalhau do
Atlantico, resultante de cruzamentos triploides machos X fémeas diploides, sobreviveu a
primeira alimentacdo, corroborando os resultados obtidos nos ensaios de inseminagao artificial.
Portanto, embora os machos triploides possam participar de eventos de desova, com diploides,
¢ improvavel que ocorra introgressao genética em populacdes selvagens (Feindel et al., 2010).

Lietal. (2015) em um experimento com Dojo, Misgurnus anguillicaudatus, observaram
dois cromossomos homoélogos pareados com um bivalente € um cromossomo adicional se
tornou univalente nos espermatdcitos triploides. No entanto, os cromossomos homdlogos nem
sempre foram unidos por sinapse no curso da meiose ¢ cada um dos trés cromossomos

homologos se comportou como univalente. Esses resultados sugerem que o erro de pareamento
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pode ocorrer entre cromossomos homologos em células meioticas triploides, o que resulta na
formag¢do de gametas incomuns pelo envolvimento de muitos univalentes em divisdes

meioticas.

3.3.Desempenho zootécnico

O desempenho zootécnico de tilapias triploides foram relatados em alguns estudos
quando comparados aos seus correspondentes diploides e os resultados t€ém sido inconsistentes,
com taxas de crescimento melhores, iguais e piores (Piferrer et al., 2009). Para comparar o
desempenho de crescimento de individuos diploide e triploide, € necessario considerar duas
fases diferentes de crescimento: antes e apos a maturidade sexual (Fraser et al., 2012). Isso
porque até a maturagcdo sexual os triploides tém um gasto em energia metabolizavel para
crescimento somatico semelhante aos diploides, ¢ apds a maturagcdo os individuos com a
alteracdo na ploidia ndo terdo gastos para producdo de gametas e processos reprodutivos
podendo utilizar nutrientes para o crescimento corporal (Maxime, 2008).

Em resultados mais recentes, lambaris triploides apresentaram melhores taxas de
crescimento, rendimento de carcaga e qualidade da carne (do Nascimento et al., 2017 a, 2017
b). Pechsiri e Yakupitiyage (2005) observaram que nao houve diferencas significativas no peso
final, taxa de crescimento especifico, taxa de sobrevivéncia, taxa de conversao alimentar e taxa
de eficiéncia proteica entre as tilapias diploides e triploides, num periodo de quatro meses.
Pradeep et al. (2012) observaram que na tilapia vermelha, ao 120° dia de vida, o ganho total de
peso entre os sexos ndo foi diferente entre os machos pertencentes a varios protocolos de
indugdo de triploidia, enquanto nas fémeas, o grupo com choque térmico apresentou um
aumento significativo em relacdo ao das fémeas diploides. Esses autores sugerem que o
aumento do crescimento em tilapias triploides pode ter sido devido ao efeito da esterilidade,
uma condicdo que pode desviar a maior parte da energia e nutrientes para o crescimento
somatico e ndo para o desenvolvimento gonadal e atividade sexual.

Weber et al. (2014) obteve resultados de similaridade do peso corporal de truta arco-iris
3N e 2N até a maturacao sexual. A partir dai, a taxa de crescimento dos individuos 2N foi menor
em relacdo aos animais 3N. No entanto, a taxa de crescimento especifico de 3Ns e 2Ns foi
muitas vezes diferente mesmo antes da maturagcdo, sugerindo diferentes padroes de
desenvolvimento ou respostas a mudangas ambientais ou sociais ao longo do curso do estudo.

Lefevre et al. (2015) estudando trutas arco-iris relataram que peixes triploides

apresentaram filés crus e cozidos mais macios, de acordo com a avaliagdo instrumental, mas
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essa diferenca ndo foi percebida pelo painel sensorial, tais avaliagdes revelaram menor
intensidade global de odor, maior exsudagdo e maior teor de umidade nos filés dos peixes
triploides. Os efeitos significativos da triploidia foram demonstrados na composicao e estrutura
do musculo e devem ser levados em consideragdo para fins de controle da qualidade do pescado.

Fraser et al. (2012), em uma revisdo de literatura, sugerem que a sobrevivéncia de
individuos triploides ¢ comparavel a sobrevivéncia de diploides dos estagios pos-larvais em
diante. Byamungu et al. (2001) relataram uma taxa de sobrevivéncia de 65,3% e 60,7% para
diploides e triploides de tilapia azul, respectivamente. Berrill et al. (2012), em uma andlise de
dados coletados em fazendas de trutas arco-iris no Reino Unido, descobriram que a taxa de
mortalidade em trutas arco-iris triploides ¢ menor do que em diploides. Com isso, essa pratica
foi apontada como uma intervengao para reduzir a mortalidade na industria de criagao de trutas
do Reino Unido, e considerada um modelo bioecondmico mais lucrativo dependendo da

espécie.

3.4.Caracteristicas morfofisiologicas

Pouco se discute se a técnica de triploidizacio pode gerar consequéncias
morfofisiologicas aos animais, além das reprodutivas. Alteragdes nos parametros
hematologicos sdo indicadores de bem-estar dos peixes e € necessdrio conhecimento se o
processo de triploidia os altere. Capacidade de transporte de oxigénio, pH e niveis de trifosfato
de nucleotideo (NTP) no sangue de salmdo do Atlantico triploide ndo foram diferentes dos
diploides (Graham et al., 1985). Sob condi¢des experimentais, Peruzzi et al. (2005) observaram
que robalos diploides e triploides produzidos por tratamentos sub-6timos ndo diferiram na
maioria dos parametros hematologicos (hematdcrito, glicose, proteina plasmatica e lactato).
Diferencas significativas foram encontradas em tamanhos e contagens de globulos vermelhos,
onde animais triploides possuiam globulos vermelhos maiores € em menor numero. O teor de
hemoglobina, niveis de cortisol plasmatico e concentragdes de alguns ions foi menor nos
animais triploides.

O volume do nucleo dos individuos triploides ¢ maior que em diploides, isso para que
seja possivel acomodar o conjunto adicional de cromossomos (Flajshans et al., 2011), mas em
menor quantidade, em uma variedade de tecidos. Os nucleos das células triploides contém 50%
mais DNA do que os nucleos de células diploides. Pradeep et al. (2011) observaram que a area
de superficie celular dos eritrocitos e o volume celular dos triploides foram superiores em 42%

e 59%, respectivamente, aos diploides.
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A morfometria dos eritrdcitos triploides leva a um aumento do tamanho celular com
diminui¢ao do numero de células (Levy-Pereira et al., 2021). Nos peixes triploides o volume
celular aumenta aproximadamente 1,4 vezes o observado em peixes diploides da mesma espécie
(Benfey, 1999). Relata-se que este aumento nas células pode alterar processos fisiologicos e de
desempenho, no entanto, muitos peixes, sdo capazes de acomodar e compensar essas mudancas
nos processos fisiologicos associados a niveis crescentes de ploidia (Mable, 2004).

Em salmonideos, ao serem examinadas possiveis diferencas na resposta ao estresse entre
peixes diploides e triploides, foi observado que ndo ha diferenga nos perfis de cortisol
plasmatico apds estresse agudo (Sadler et al., 2000). A concentragdo de hemoglobina esta
associada a quantidade de eritrocitos e ¢ crucial para a distribuicao de oxigénio necessario para
processos metabolicos. Benfey (1999) relatou que ndo ha diferenca da concentragdo de
hemoglobina no sangue de diploides e triploides. Essa auséncia de diferenca deve-se ao fato
que o nucleo de eritrdcitos triploides ocupa uma porcentagem maior do volume celular do que
faz em eritrocitos diploides, compensando a diminuigdo no nimero de eritrécitos.

Levy-Pereira et al. (2021) mostraram que a triploidia afetou significativamente os perfis
leucocitarios de 4. altiparanae. A contagem total e diferencial de leucdcitos e trombdcitos sdo
indices importantes para determinar a defesa inespecifica (os primeiros sistemas de defesa
utilizados diante de uma invasao), pois sao essenciais nas reagdes inflamatorias (Fukushima et
al. 2012). Gao et al. (2007) observaram maior nimero de trombocitos € mondcitos, bem como
diminui¢do do niimero de linfocitos, em organismos triploides de Misgurnus anguillicaudatus,
também observaram menor contagem de neutr6filos quando comparados aos diploides. Esses
mesmos autores sugerem que o nivel de ploidia mais alto pode ter vantagem em relacao a
capacidade de transporte de oxigénio no sangue e a presenca de mais trombdcitos induzindo
uma melhor capacidade de coagulagdo do sangue.

Fukushima et al. (2012) observaram que os linfocitos foram as células mais
predominantes na contagem diferencial de peixes diploides (62,5%), enquanto os monocitos
foram predominantes em peixes triploides (49,6%), o que provavelmente mantera o sistema de
defesa dos triploides mais preparado para condi¢des adversas de criagao. Tal célula cumpre um
papel importante no sistema imunoldgico dos peixes contra os patdgenos (Vale et al., 2002).

A triploidia pode afetar processos fisiologicos e comportamentais, podendo também
afetar as caracteristicas de crescimento sob certas condi¢cdes de cultivo. Verhille et al. (2013)
demonstraram que a truta arco-iris 3N desenvolveu uma arritmia cardiaca sob cultivo a 22°C,

diferentemente dos animais diploides. Taylor et al. (2013) observaram que os triploides de
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salmao apresentaram deformidades significativamente aumentadas em dgua do mar, sendo mais
evidentes as malformacgdes da mandibula e vértebras. Fraser et al. (2013) obtiveram resultados
de radiografias que demonstraram que os triploides do salmao do Atlantico tinham uma ou mais
vértebras deformadas em relagao aos diploides. Porém, ndo se sabe até que ponto esses atributos
negativos associados a triploidia derivam do estado triploide por si s0, ou o trauma associado

ao processo de inducao.

3.5.Instabilidade cromossomica em poliploides

Existem algumas desvantagens da poliploidia, como os efeitos do aumento nuclear e
celular, a propensdo da mitose ¢ da meiose para produzir células aneuploides e a instabilidade
epigenética. A perda de cromossomos em poliploides ¢ frequente e ocorre em uma extensao
muito maior do que em diploides (Comai, 2005). Alvarenga et al. (2020) observaram uma
possivel perda de um conjunto completo de cromossomos nos individuos em uma tentativa de
inducdo de tetraploidia resultando em individuos triploides.

Evidéncias de estudos de tetraploides induzidos artificialmente sugerem que auto e
alotetraploides naturais podem passar por um periodo inicial de instabilidade genomica, mas
posteriormente sdo capazes de competir com seus parentes diploides (Comai, 2005). Zhang et
al. (2010, 2014) observaram que ostras com mais aglomerados cromossdmicos em suas células
tendiam a ter porcentagens mais altas de aneuploidia (nimeros anormais de cromossomos)
concluindo que a condicao geral de poliploidia fornece o substrato para a perda subsequente de
Cromossomos.

Para as ostras, a perda cromossdmica nao se limita apenas a aneuploidia, mas inclui a
perda de conjuntos inteiros de cromossomos para se tornarem mosaicos através de um processo
chamado de reversdo (Zhang et al., 2010). As células que sofrem reversdo eliminam
continuamente cromossomos até que um estado euploide (geneticamente saudavel) estavel seja
estabelecido (Zhang et al., 2014). A produgdo de gametas ¢ um processo meiotico, enquanto a
perda de cromossomos produzindo reversao (mosaicos) parece ser mitotico (De Sousa, 2016).

A reversdo representa um problema para o controle biologico e, dependendo de sua
extensdo, possivelmente para a aquicultura comercial. A eliminagcdo de um conjunto de
cromossomos durante a somatogénese em triploides pode ter um significado evolutivo de
restaurar o equilibrio do genoma para um estado mais normal. Essa perda pode resultar em

células germinativas diploides, o que posteriormente pode levar a formagdo de gametas
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haploides férteis e recuperar a capacidade reprodutiva dos animais originalmente considerados

estéreis (Zhang et al., 2010).
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Abstract

Reproductive control is one of the biggest challenges in tilapia production and triploidy was
developed as an alternative to sterilization. The generation of the triploid individual is done by
chromosomal manipulation, and in general polyploids present chromosomal instability, but all
the causes are not well discussed. Lifetime follow-up of triploid Nile tilapia and assessment of
its chromosomal instability has yet to be reported. This study evaluated the chromosomal
instability from juveniles to adulthood, growth performance and gonadal status of tilapia
(diploid, triploid or aneuploid) hatched from eggs submitted or not to heat shock. Nile tilapia
oocytes were fertilized (1,476 oocytes), half of the eggs was subjected to a four-minute shock
in 41°C water four minutes after fertilization and the other half were not (Control group).
Treated and control eggs were incubated (at 27°) and 160 larvae from treated group hatched

and survived after yolk sac absorption (the same number of the control group were randomly
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picked to continue the experiment). The determination of ploidy was performed by flow
cytometry in two periods, initially (at 85" day of age post yolk sac absorption) to separate the
control, treated (but not triploid) and triploid groups; and subsequently, in the same adult

animals (at 301"

day of age post yolk sac absorption). After the first cytometry analysis of the
73 surviving juveniles so far from the treated group, only 14 were confirmed triploid. The
analysis of adult ploidy indicated that 12.5% of triploid individuals (one out of 8 surviving adult
tilapias from the 14 confirmed triploid juveniles) remained triploid and 87.5% initially triploid
tilapia lost chromosome sets. Gonadal histology was analyzed and tilapia that lost a set of
chromosomes continued to produce gametes. The growth performance of triploid tilapia was
superior to that of diploid tilapia during the juvenile phase, but similar in adults. It is important
to reassess the viability of using triploids as an option for Nile tilapia production or even as a
research model. Once the chromosome sets are lost and the animals become diploid again, they
can reproduce, and the growth performance can become similar to the growth of diploid
animals. The lost of a complete set of chromosomes poses a problem for biological control and,
depending on its extent, possibly for commercial aquaculture. Our results suggest that, due to

genomic instabilities caused by polyploidization, the triploid generation of tilapia has low

efficiency.

Keywords: genomic instabilities, heat shock, Oreochromis niloticus, polyploidy, reproduction.

5.1.INTRODUCTION

Although the introduction of tilapia in several countries has been a great success in the
last two decades, there are discussions and concerns about possible environmental and
biodiversity damage caused by this group of species (Teletchea and Fontaine, 2014).
Reproductive control is one of the biggest challenges in tilapiculture and researches has been
conducted to develop techniques for tilapia spawning prevention. In this way, fish do not move
energy to reproduction, only to growth. Lots of monosex fish or sterile individuals can be
obtained by sexing, sexual manipulations, using sexual steroids or chromosomal manipulations
such as polyploidy (Arai and Fujimoto, 2018; Baroiller and Cotta, 2018; Wang and Shen, 2018;
Alvarenga et al., 2020, Costa e Silva et al., 2022). The effectiveness of sterility is important for
environmental sustainability, since the escape of fertile fish represents the threat of genetic
contamination of wild population stocks and possible ecological imbalance (Wong and Zohar,

2015).
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Currently, the most used method on sexual control in commercial tilapia production is
the use of monosex populations through the sexual inversion induction by hormonal treatment
(Baroiller and D'Cotta, 2018; Costa e Silva et al., 2022). However, much is discussed about the
sex steroids use in tilapia larvae, therefore, triploidy was considered as an alternative for
reproductive control (Teletchea and Fontaine, 2014). The individual with three sets of
chromosomes (3N), one paternal and two maternal (Budd et al., 2015) is a triploid. Triploidy
can be induced by chromosomal manipulation, resulting in sterile individuals that circumvent
the problem of early sexual maturity and unwanted reproduction (Pradeep et al., 2012).

Polyploidy increases the occurrence of spindle irregularities that can lead to disordered
chromatids segregation, aneuploid cell production (abnormal chromosome numbers) and
epigenetic instability (Borel et al., 2002). It is very common to study neoplastic cells to
investigate the chromosomal aneuploid origin and karyotype instability (Reshmi et al., 2004;
Silva et al., 2010), but it is relatively new to evaluate chromosomal instability in triploids and
tetraploids fish. Aneuploidy can arise through two main mechanisms: cells can proceed through
a tetraploid intermediate to a multipolar mitosis that creates a random chromosomal
distribution, or they can proceed directly to aneuploidy through failure of a critical control of
euploidy (Borel et al., 2002).

The lack of constancy in the number of chromosomes between polyploid suggests that
polyploidy may not be a genetically stable combination (Comai, 2005). Alvarenga et al. (2020)
observed a possible loss of chromosomes in Nile tilapia individuals during an attempt to induce
tetraploidy, resulting in individual’s aneuploid, mosaic or triploid. Chromosomal instability in
tetraploid is considerably larger than in triploids, yet chromosomal triploid instability was 30
times higher than in diploids in Saccharomyces cerevisiae (Mayer and Aguilera, 1990). This
instability in triploid and tetraploids was also demonstrated in Oysters (De Sousa et al., 2016).

As far as we know, studies conducted with triploid Nile tilapia have evaluated ploidy
status in the early stages of development (Hussain et al. 1991; Bramick et al. 1995; Byamungu
et al., 2001; Pradeep et al. 2011, 2012, 2013, 2014) and the accompaniment of adult tilapias to
verify chromosomal stability has not yet been reported. Thus, the objective of this study was to
evaluate and to compare the chromosomal instability of triploid and diploid tilapia hatched from
eggs subjected or not to heat shock, and to evaluate the growth and gonadal status of these

animals.
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5.2.MATERIAL AND METHODS
Experimental installations and animals

The experiment was conducted at the Aquaculture Laboratory of the Veterinary School
(EV) of Federal University of Minas Gerais (UFMGQG), Brazil. All procedures were previously
approved by the UFMG animal ethics committee under protocol number 215/2021. For the
induction of triploidy, twenty-seven females (729 g + 357) and 15 males (910 g + 430) from
the Nile tilapia broodstock (Chitralada lineage) of the NGTAqua research group (Nutrition,
Genetics and Technology in Aquaculture) of EV/UFMG were kept separated into two different
tanks (useful volume of 3.6 m® each) in clear water system. These animals were fed with vitamin
C enriched feed as recommended by Mataveli et al. (2018).

Four females that presented an enlarged and reddish genital papilla and cambered ventral
region (“ready to spawn”) were chosen for reproduction induced with human chorionic
gonadotropin (hCG) (Vetecor, Calier Laboratory, Spain) by a single dose of 1 IU - gram of
female™! (Azevedo et al., 2021). After 24 hours, the induced females were striped to obtain their
oocytes that were fertilized by semen collected from three males (the oocytes of each female
were fertilized by 0.6 ' mL of semen). After dry fertilization, 10 mL of water from the egg
incubation system was added. The total spawning volume of each female was divided into two
batches, and after 4 minutes, one batch was subjected to a 4-minute heat shock in water at 41°C
(Pradeep et al., 2010). Then, the treated and control eggs were transferred to an artificial
incubator (28°C). Before egg distribution, a random sample of 1.0 mL of eggs was obtained,
fixed in Bouin's solution and used to measure egg production (eggs - mL"! x total egg volume)
and the approximate number of eggs per each group of treatment (eggs - mL™'x volume of eggs
distributed in each group of treatment). The number of larvae was also measured after yolk sac
absorption to determine the survival rate of hatched eggs. The tilapias were kept in a closed
production system until adulthood. The larviculture period was carried out in a water
recirculation system and the fattening in a biofloc system. The overall experiment schematic
summary is shown in Figure 1.

The initial ration had 55% crude protein (Propescado-Nutriave Foods, Brazil), starting
with a daily treat of 20% of biomass and a feeding frequency of eight times a day, according to
Kubitza (2000). Granulometry, dietary protein level and feeding frequency were adjusted for

tilapia growth according to the same author.

Water quality
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Water quality was evaluated twice a week. The parameters measured with digital
equipment were temperature (°C), pH, and salinity (%o). Alkalinity (mg - L"), total ammonia
nitrogen-TAN (mg - L), and nitric nitrogen-N-NO,™ (mg - L'!) were measured according to the
protocols of APHA (2012), UNESCO (1983), and Bendschneider and Robinson (1952),
respectively. Nitrogen nitrate (N-NO3) was quantified by the methodology applied by Monteiro
et al. (2003).

For the period in which the animals were raised in biofloc systems, commercial sugar
(50% carbon) was used as an additional carbon source. The amount of sugar added to the system
was calculated using a C:N ratio of 6:1 based on the TAN concentration according to Ebeling
et al. (2006). Sedimentary solids (SS) were measured when the animals were in a biofloc
system, with a 1 L Imhoff cone after settling for 15 min. The averages of the water quality

parameters were within the recommended limits for tilapia (Table 1).

Flow cytometry analysis

When the tilapias reached 85 days post-yolk sac absorption, they were anesthetized by
immersion in water with eugenol solution (5% - 1 mL - L! of water) and identified by Passive
Integrated Transponder (PIT) tags. Then, ten pL of blood were collected and processed
according to Alvarenga et al. (2020). The samples were stored in a refrigerator at 4°C until
analysis. Ploidy determination was performed as described by Herbst (2002). An estimate of
the number of cells was obtained by counting erythrocytes/microliters. The ideal amount for
the cytometry analysis is 10° - 10° cells/microliters. Blood samples were also collected at the
end of the experiment (adult fish, 300 days) to recheck ploidy and assess chromosomal stability.

The cytometry was carried out at the Institute of Biosciences-UNESP, Botucatu, Brazil.
Blood samples were centrifuged by 8 min to 300 g, the supernatant was discarded and added 1
ml of phosphate-biffered saline (PBS) (NaCl 0.8%, KCl1 0.02%, Na,HPO4 0.144%, KH>PO4
0.024%) and blood cells were resuspended in 1 ml of PBS, and then centrifuged by 8 min to
300 g. The supernatant was discarded. Blood cells were resuspended in 1 mL of cell nuclei
marking solution (1 mL of Triton X-100, 0.2 mg of RNase, 0.02 mg - mL™! propidio iodide (PI)
in PBS). Data acquisition was performed in Facscantotmii flow cytometer (BD Biosciences)
with Facsdiva software (BD Biosciences). Ten thousand events were purchased by sample. The
doors were established based on size (FSC) and granularity (SSC) parameters and later PI

fluorescence. Red blood sample cells of a known diploid tilapia were used as internal control.
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The measurements of DNA content from control individuals (diploid) were compared to
those that received heat treatment. The fish were classified as diploid (flow cytometry results
equal to diploid control), aneuploid (histogram peak slightly displaced to the left compared to
the diploid control histogram peak), triploid (histogram peak moved to the right compared to
the diploid control histogram peak), as described by Zhang and Arai (1996). The results were
analyzed by Flowjo® software.

Growth performance

To assess tilapia growth performance, body weight was measured on the 26th, 39th, 60th,
74th, 126th, 126th, 227th, 276th, and 301st day of age post yolk sac absorption with an
analytical balance and the number of individuals was counted to obtain the survival rate (%).
Tilapia were previously anesthetized by water immersion with eugenol solution (5% - 1 mL -

L' of water) (Ranzani-Paiva et al., 2013).

Gonadal development

At 378 days of age post yolk sac absorption, the tilapias were euthanized, the gonads
were removed and fragmented (~5 mm thick). These fragments were fixed by immersion in 5%
glutaraldehyde and 0.05 M phosphate buffer (pH 7.3) and then embedded in methacrylate
glycol. Sections were obtained using a Reichert Jung automatic microtome (NuBlock,
Germany) and stained with 1% toluidine blue. Analyzes of these sections were performed on
an Olympus IX70® light microscope to identify the presence of spermatozoa in males and

vitellogenic oocytes in females.

Experimental design and statistics

Prior to ploidy's first analysis, the comparison was performed between two groups:
control (which did not receive treatment) and heat shock (which received heat shock treatment).
After the first cytometry, the individuals were separated into three groups: control, treated group
but non-triploid (which received heat shock but had no change in ploidy) and triploids.
Individuals who after the first cytometry were classified as aneuploid were not used. For
statistical analysis, the growth performance, water quality and reproductive variables were
analyzed for normality (Shapiro-wilks test) and homoscedasticity (Bartlett test) using R
software (R Core Team, 2020). The variables that met these ANOVA assumptions were

submitted to it, followed by Duncan's test. For data that assumptions did not meet, the non-
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parametric Kruskal-Wallis test was used. Fisher's exact test was used to compare the results of
number of males and females between groups diploids, triploids and aneuploids. The level of

significance was p<.05.

5.3.RESULTS

The average body weight (g) and survival rate (%) of animals from different growth
stages are shown in Table 2 and Table 3. From the 1% day of age post yolk sac absorption (when
the number of surviving larvae was equated) to the 126™, average body weight and survival rate
did not differ between groups. From the 126" to the 301% day of age post yolk sac absorption,
the triploids had a higher average body weight. But at the final weighing (378 days of age post
yolk sac absorption), body weight was not different between the groups.

The second analysis of tilapia ploidy (in adult fish) showed that only one individual
(which corresponded to 12.5% of individuals) remained triploid. Thus, 87.5% of fish (7
individuals) lost sets of chromosomes, becoming aneuploid (2 individuals), mosaic (3
individuals) or diploids (2 individuals) as adults (Figure 2).

The relative frequency of females and males according to the result of the first ploidy
analysis were showed in Table 4. The sex ratio did not differ between groups.

The individual who remained triploid was a female and had only atretic follicles
(absence of vitellogenic follicles). The individuals who lost triploid status, all males had
spermatozoa, 25% of the females had a predominance of atretic follicles, and 75% had a
predominance of vitellogenic follicles. In the treated group, all males had spermatozoa, 66.7%
of females had a predominance of vitellogenic follicles and 33.3%, a predominance of atretic

follicles (Table 5 and Figure 3).

5.4.DISCUSSION

In this study, only one triploid individual maintained the same ploidy when Nile tilapias
were analyzed in adult phase, and the others lost sets of chromosomes. As far as we know, an
unprecedented situation for triploid fish. It is assumed that the loss caused the development of
the gonads and probable the recovery of the reproductive capacity. In addition, the previously
triploid and the other individuals equalized the average body weight.

From 126th to 301st day of age post yolk sac absorption in our study, triploid group
performed greater than animals not submitted to heat shock. Bramick et al. (1995) also observed

a higher growth of Nile tilapia triploids (139 g) compared to diploid ones (81 g) at the end of
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154 days of experiment. Even under different feeding regimes, a normal one (7 days/week of
feeding) or a restricted one (5 days/week of feeding), Byamungu et al. (2001) obtained a higher
growth for triploid blue tilapia juveniles compared to diploid ones, weighting around 70-110g.
The literature shows that in other fish species, like yellowtail tetra Astyanax altiparanae,
triploids had better growth rate, carcass yield and meat quality than diploid ones (do
Nascimento et al., 2017a and 2017b). However, also in our study, the triploid group weight
performance equaled the control one when adulthood was analysed, this final result must be
associated with the chromosomes loss observed for most triploid individuals. This event
indicates that the loss of chromosomes can occur in advanced tilapia phases of development
and has not been observed in studies that analyzed the ploidy in early stages of development.

The survival of triploid individuals is comparable to diploid individuals from post-larval
stages (Pechsiri and Yakupitiyage, 2005; Fraser et al., 2012). Byamungu et al. (2001) reported
a survival rate of 65.3% and 60.7% for diploid and triploid Oreochromis aureus, respectively.
In the present study, we did not obtain statistical differences regarding the survival of triploid
and diploid animals, but high mortality in the larval phase was observed in triploids. A high
mortality was also observed in larvae hatched from eggs treated with heat shock when it was
not yet known whether they were triploid or not.

The sex ratio did not differ between triploid, treated and control groups. Likewise,
Chang et al. (1991) reported no difference between the sex ratio in diploids and triploids of
Oreochromis aureus. However, the triploid tilapias number obtained in this induction was small
(14 out of 73 surviving juveniles from the heat shock group) and the male/female ratio equality
may have been due to the small sample size of surviving tilapia triploids. Bramick et al. (1995)
observed that the overall sex ratio (males:females) was balanced in triploid tilapia too and these
authors evaluated a larger number, 63 triploid. However, Pradeep et al. (2012) observed that
fish subjected to heat shock at 41° C produced an asymmetry to males, 84.1% of males, in
relation to control (28° C), 50.9% of males, and cold shock treatment (9° C), 54.7% of males.
The same authors in a study published in 2013 obtained the same asymmetry (Pradeep et al.,
2013)

In our study, the ploidy of tilapias in the initial phase of life and in the adult phase was
analyzed, and it was observed that most of the triploid animals when young were no longer as
adults. In this sense, the efficiency of adult triploid production is even lower than the estimated
efficiency of juvenile tilapia. Chromosomal loss in polyploids is frequent and occurs to a much

greater extent than in diploids (Comai, 2005). Zhang et al. (2010) e Zhang et al. (2014) founded
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that oysters with increased ploidy in their cells tended to have higher percentages of aneuploidy,
concluding that the general polyploidy condition provides the substrate for subsequent loss of
chromosomes. For oysters, chromosomal loss is not limited to aneuploidy, but includes the loss
of a complete set of chromosomes to become mosaics through a process called reversal (Zhang
et al., 2010). Some findings suggested that the reversal existed in both tetraploid and triploid
oyster and chromosomal agglomeration is the mechanism for chromosomal loss in polyploid.
Cells that suffer reversal continually eliminate chromosomes until a stable (genetically healthy)
state is established. It is assumed that the mitotic chromosome segregation cells is affected in
cells with abnormal chromosome, resulting in daughter cells with unusual chromosomal
constitutions (Zhang et al., 2014).

For vertebrate animals, chromosomal instability was reported in cattle clones. Two
clones were evaluated at various times up to 20 months of age and the incidence of abnormal
lymphocytes since they derived from different donor cell cultures with high abnormal cell
incidences. The incidence of abnormal lymphocytes in clones remained stable, indicating a
transient event of chromosomally abnormal nuclei found in the cloned animals. These results
show that most phenotypically normal clones have normal chromosomal composition, but the
instability of the number of chromosomes can occur (Hanada et al., 2005).

Chromosomes losses has not been reported in triploid fish within the same generation
yet, however, in most triploid trials, the chromosomes number in the cells is quantified in early
stages of development and there is no triploidy status monitoring throughout developmental
stages. Benfey (2016) also hypothesized chromosomal instability in fish and pointed out that a
possible cause of the occasional occurrence of triploid individuals is either the mixing of ploidy
levels between different cells (i.e., emergence of animals in mosaic) or the reversion to a state
fully diploid. In the review on triploidy effectiveness as a management tool for reproductive
control of farmed fish, the author mentioned that mosaic individuals have been reported as a
result of triploid induction of Atlantic salmon, but that may be erroneous results due to errors
in erythrocyte size measurements, and therefore the instability of triploids has not yet been
reported in fish. Two theories for the complete triploid reversal were presented by Benfey
(2016). One would be the loss of one or some chromosomes at a time, presumably through
errors in many cell divisions. The other theory is the loss of an entire haploid set chromosomes
defined in a single cell division event.

In our study, during the cytometry analysis of adult animals, an abnormal amount of

DNA was observed in the cells. Sometimes the triploidy induction results in mosaic individuals,
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where the level of ploidy varies between tissues (Teplitz et al., 1994; Arai, 2001). The presence
of mosaic individuals was observed in other fish species after triploidy induction (Ewing et al,
1991; Teplitz et al, 1994; Goudie et al, 1995). When this occurs, it is important to verify whether
the precursors of the germ cells are triploid, since the interest of triploidy is to be a direct method
to guarantee the sterility of the animal. Sterility would not be guaranteed if mosaicism affected
gametes as it affects other cells (Piferrer et al., 2009). The individual who remained triploid
have only atresic follicles (instead of vitellogenic follicles), which may indicate that animals
that reach triploid adult stage can be considered sterile. Benfey (2016) comments that there are
several reports of triploid females that occasionally spawn mature oocytes, showing that
perhaps the loss of chromosomes has occurred in these triploid individuals. Johnstone et al
(1991) estimated that 0.1% of the triploid Atlantic salmon female population ovulate and when
fertilized with sperm from diploid males, produce aneuploid embryos that die early in
development, the same was reported by Benfey (1996) with females of Salvelinus fontinalis.

In the present study, most adult animals lost triploid status, indicating the possible
unfeasibility of using triploidy on a commercial scale for tilapiculture. Triploidy induction is
well established for salmonids and already has commercial application, but in all current studies
the animals were tested in the youth phase (average weight of 5 grams) (Leclercq et al. 2011;
Taylor et al, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015). For tilapia, triploidy induction is only at the level
of laboratory experimentation and there are no reports of large-scale use of triploid individuals.
Bramick et al. (1995) evaluated that of all 2,139 fish submitted to thermal shock to obtain
triploidy, only 63 were triploid (= 3%). One hypothesis raise is that in salmonids, triploidy
occurs spontaneously in the natural habitat (Cuellar e Uyeno, 1972; Thorgaard e Gall, 1979;
Allendorf e Thorgaard, 1984; Leclercq et al., 2011; Glover et al., 2015; Jorgensen et al., 2018)
probably facilitating the application of the technique, the survival of a large number of triploid
adult salmonids and its feasibility, and for tilapia there are no reports for such a case.

These results demonstrate that there is still much to be investigated about chromosomal
manipulation as a sterility tool for tilapia and other fish, and mainly point out the risks in the
production of fish considered as triploids, in which their ploidy condition was evaluated only
in the early stages of life. Reversal can be a problem for biological control and, depending on
its extent, possibly for commercial aquaculture.

The elimination of a chromosomes set during triploid somatogenesis can have an evolutionary
meaning of restoring the genome balance near to normal state. This loss can result in diploid

germ cells, which can lead to fertile haploid gametes formation. In other words, the reproductive
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capacity can be recovered in animals originally considered sterile. Since chromosomes sets are
lost and the animal becomes diploid again, reproduction can be resumed, and growth
performance becomes similar to those of diploid animals. It is important to reassess the
feasibility of using triploids as an option to produce Nile tilapia or even as a research model.
Our results suggest that due to genomic instability caused by polyploidization, the generating

of 3N Nile tilapias may have low efficiency.
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ANEXO I - TABLES

Table 1- Water quality parameters (means + standard deviation) from the tanks in which
tilapias hatched from eggs subjected or not to heat shock were cultivated

Parameters Means = standard deviation Reference values
Temperature (°C) 26.7+3.10 27-320
pH 6.6 £0.82 6-9@
Salinity (ppt) 1.5+0.98 1-8®
Total ammonia nitrogen (mg - L") 0.006 £ 0.03 <1®
Nitric nitrogen (mg - L") 2.5+0.64 <gM
Dissolved oxygen (mg - L) 6.0+ 1.21 >4
Alkalinity (mg - L") 39.2+0.98 >200
Settleable solids (mL - L") 14.0 £ 8.61 2-40@
Nitrate (g - L) 0.2 +0.06 <0.59
(MEl-Sayed (2006)
@Wedemeyer (1996)
®Alvarenga et al. (2018)
@Avnimelech (2009)

©) Monsees et al. (2017)

Table 2 - Body weight (median) and survival rate (median) of Nile tilapias from 26™ to 126
day post yolk sac absorption, hatched from eggs subjected or not to heat shock for triploidy
induction

Days after fertilization Variables Control group Heétrsﬁg(:k
26" day W (@' 0.6 0.66
30% day W' 2.84 3.08
60" day W (g)! 11.26 12.48
74% day W (@' 22.19 2419
126" day W (g)! 65.00 5750
SUR (%)’ 42.50 45.63

SUR= Survival rate (from 26" day to 126" day after yolk sac absorption); W= average body weight.
'Median do not differ by the Kruskal-Wallis test (p > 0.05).
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Table 3- Body weight mean, coefficient of variation (CV) and survival rate (median) of Nile
tilapias from 126" to 378" day of age post yolk sac absorption, hatched from eggs subjected or
not to heat shock for triploidy induction

0,
f?rii}i?zzt;tizrrl Variables Control group Triploid group Treated group CV)
126% day W (g)! 65.00? 55.00% 65.75% 42.28
227" day W (g)! 178.47° 241.25° 127.22° 32.44
276" day W (g)! 221.53% 347.50* 186.67° 34.63
3015 day W (g)! 274.86° 397.50* 220.00° 35.13

SUR (%)? 90 80 90 -
Days after Variables Control Confirmed Animals that lost Treated non-
fertilization triploids the triploid status triploids
378" day W (g) 326.82 940.00* 378.57 281.11

SUR= Survival rate (from 126™ day to 378" day post yolk sac absorption); W= average body weight.
"Means followed by the same letter do not differ from each other by the Duncan test (p > 0.05).
2Median followed by the same letter do not differ by the Kruskal-Wallis test (p > 0.05).

* Only one animal had triploidy confirmed at the end of experiment.

Table 4 - Relative frequency (%) and number (in parentheses) of males and females of Nile
tilapia classified according to ploidy after heat shock for triploidy induction

Sex Diploid! Triploid! Aneuploid'
F 38.46% (10) 57.14% (8) 42.43% (14)
M 61.54% (16) 42.86% (6) 57.57% (19)

Total 100.00% (26) 100.00% (14) 100.00% (33)

F=Female; M= Male
"Values do not differ by Fisher's exact test (p<0.05)

Table 5- Relative frequency (%) and number (in parenthesis) of the predominance of
vitellogenic or atretic follicles in females and presence/absence of spermatozoa in males of Nile

tilapia, hatched from eggs subjected or not to heat shock for triploidy induction
Animals that lost ~ Treated non-

Sex Parameter Control Confirmed triploids the triploid status triploids
0 a
Presence ofl 100% (4)° 0% (0) 100% (3)? 100% (6)
spermatozoa
Males
Absence of 0% (0)° 0% (0) 0% (0)° 0% (0)°
spermotozoa’
Subtotal 100% (4) 100% (0) 100% (3) 100% (6)
Predominance of
vitellogenic oocytes' 100% (5)* 0% (0) 75% (3)* 66.7% (2)*
Females
Predominance of 0% (0)° 100% (1)* 25% (1)° 33.3% (1)°
Atretic follicle!
Subtotal 100% (5) 100% (1) 100% (4) 100% (3)
Total 9 @)) (N €]

"Values followed by the same letter in the column do not differ by Fisher's exact test (p > 0.05)
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ANEXO IT - FIGURES

1% day 74t day
Control:
160 larvae 68 early
—
Semen and — 738eggs | juveniles
I(\g\file tilapia »| Oocyte collection |==p- Fertilization ‘_" 1,476 eggs
9 Heat shock:
738 eggs — 160 larvae —p| 73 early
juveniles
Stocking density
correction
126%™ day: 227" day 301% day

Cytometry results

Control group: Control group: - Control group:
85% day 68 juveniles 10 juveniles 9 adults Confirmed
triploids:
Tilapia juveniles: PR . 1 adults
Blood collection Triploid group: Triploid group: Triploid group: adults
i 14 juveniles 10 juveniles 8 adults
for pllmd?/ J ) Animals that lost
determination the triploid status:
Treated group (but Treated group (but Treated group 7 adults
non-triploid): non-triploid): =—| (but non-triploid):
59 juveniles 10 juveniles 9 adults

Stocking density
correction

Figure 1- Experimental procedures schematic summary. After spawning induction and fertilization, 1,476 eggs
were obtained and split equally among treatments (control and heat shock groups). Following yolk sac absorption,
we counted the number of resultant larvae and equalized the stocking density of control group with the stocking
density of the heat shock group (160 larvae per group, using the number of surviving larvae from heat shock group
as reference). On the 74th day post yolk sac absorption, the early juveniles were recounted (68 and 73 juveniles
from control and heat shock groups, respectively) and on the 85th day post yolk sac absorption, blood samples
were collected for the first time to determine the ploidy by flow cytometry. Analysis of the DNA content
histograms of the animals' blood cells indicated 14 triploids in the heat shock (treated) group. On 227th day post
yolk sac absorption, a new stocking density adjustment was made according to the living triploids number (10
individuals). Therefore, 10 juveniles from the control group and others 10 juveniles from treated group (animals
submitted to heat shock, but non-triploid) were randomly selected. At the end of the experiment, there were 8
animals from triploid group, 9 fish from control group and 9 tilapias from treated group. Blood samples were
collected from all remain animals to evaluate the ploidy by flow cytometry in adult animals. In this second analysis,
only one animal from triploid group was confirmed triploid.
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Figure 2- Representative histograms of DNA content of the animal’s blood cells from flow cytometry analysis.
All cells with equal amounts of DNA content form a peak, one peak representing G1 and the other (twice the
channel value) representing the G2/M phase of the cell cycle. The position of the G1 peak established the ploidy
level of this material (Ochatt, 2006). With a known diploid animal, the position where the peak was determined
and estimated the position of a triploid animal. In the first column we observed the results of the cytometry
performed in juveniles and in the second column the analysis of the same tilapia in the adult phase. (A) Tilapia
hatched from eggs not subjected to heat shock (control group). (B) Tilapia hatched from eggs subjected to heat
shock, observed a shift of the peak to the right, demonstrating that the shock was efficient in inducing triploidy.
However, in adult fish, the peak is wider, indicating greater chromosomal variability, probably due to aneuploidies.
(C) Tilapia hatched from heat-shocked eggs, whose DNA content histograms indicated triploid status in the
juvenile stage, but as adults it lost irregularly shaped sets of chromosomes, becoming mosaic. (D) Tilapia hatched
from eggs subjected to heat shock, whose DNA content histograms indicated triploid status in the juvenile stage,
but when adult it lost a set of chromosomes, becoming diploid.
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Figure 3- Photomicrograph of male and female Nile tilapia gonads. Observe an atretic follicle (A; arrow) of a
triploid female and a vitellogenic follicle (B; arrow) of a control female. Spermatozoa founded in the lumen of
seminiferous tubule (star) in the testis of a male that lost triploid status (C), and in diploid male (D).
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6. ARTIGO 2 - Alteracoes hepaticas, hematolégicas e tamanho das células em

tilapias do Nilo triploides

Resumo

O objetivo deste trabalho ¢ caracterizar individuos de tilapia do Nilo diploides, triploides e
animais que perderam o status triploide quanto as varidveis sanguineas ¢ desenvolvimento
morfofisiologico do figado, a fim de avaliar se a triploidia causa alteragdes nos animais ao nivel
hematoldgico e hepatico. Oocitos de tilapia do Nilo foram fertilizados (1.476 oocitos), metade
dos ovos foi submetida a um choque de quatro minutos em agua a 41°C quatro minutos apos a
fertilizagdo e a outra metade ndo (grupo controle). Ovos tratados e controle foram incubados (a
27°) e 160 larvas do grupo tratado eclodiram e sobreviveram apds a absor¢ao do saco vitelino
(o mesmo numero do grupo controle foi escolhido aleatoriamente para continuar o
experimento). A determinacdo da ploidia foi realizada por citometria de fluxo em dois periodos,
inicialmente (aos 85 dias de idade pds-absor¢do do saco vitelinico) para separar os grupos
controle, tratado (mas nao triploide) e triploide; e posteriormente, nos mesmos animais adultos
(aos 301 dias de idade pos-absor¢ao do saco vitelinico). Apos a primeira analise citométrica
dos 73 juvenis sobreviventes até agora do grupo tratado, apenas 14 foram confirmados como
triploides. A anélise da ploidia adulta indicou que 12,5% dos individuos tripldides (uma em
cada 8 tilapias adultas sobreviventes dos 14 juvenis triploides confirmados) permaneceram
triploides e 87,5% das tilapias inicialmente tripldides perderam conjuntos cromossdmicos. Foi
feita andlise sanguinea ao fim do experimento. Os eritrocitos dos peixes triploides sdo de
tamanho maior em relagdo aos peixes diploides, isso devido a maior quantidade de material
genético nessas células. Além disso, a triploidia diminui o nimero de leucdcitos e essa diferenca
pode afetar a atividade celular e a resposta dos peixes as condi¢des de criacdo e eventuais
infeccoes. Com isso, a avaliagdo de 1amina de esfregago sanguineo apresenta uma possibilidade
pratica e de baixo custo para a identificagdo da triploidia em tildpias do Nilo. Nao foram
observadas alteragdes histopatoldgicas significativas nas amostras de figado em nenhum dos
tratamentos. Assim, pode-se afirmar que a indugdo da triploidia ndo causa lesdes e alteragdes

histopatologicas no tecido hepético de tilapias do Nilo.

Palavras-chave: Choque térmico, figado, indices hematimétricos, triploides.
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6.1.INTRODUCAO

A manipulagdo da ploidia com objetivo de criar individuos triploides ¢ uma das
abordagens mais pesquisadas para controlar a reproducdo em espécies de aquicultura e ¢
rotineiramente aplicada a produgdo comercial, como no caso de salmonideos (Budd et al.,
2015). As células triploides possuem 50% a mais de DNA do que as células diploides, com
1ss0, no caso dos animais que possuem os eritrocitos nucleados, o volume celular ¢ aumentado
para acomodar seus nucleos celulares maiores (Benfey, 1999). A dimensao das células
eritrocitarias e do seu nucleo em peixes triploides pode ser usado para avalia¢ao de ploidia por
ser significativamente maior que em peixes diploides (Fiske et al., 2019).

Embora promissor devido ao fato de serem considerados animais estéreis, o estado
triploide frequentemente € relatado como prejudicial aos animais (Sutterlin et al., 1987; Sadler
et al., 2000; Amoroso et al., 2016; Babaheydari et al., 2016). Em peixes triploides foram
observadas alteragdes nos indices de eritrocitos, hemoglobina, globulos vermelhos e globulos
brancos (Benfey 1999; Wang et al. 2010; Wlasow e Fopp-Bayat 2011; Fraser et al., 2012). A
contagem total e diferencial de leucdcitos e trombocitos sdo indices importantes para determinar
a defesa inespecifica, pois sdo essenciais nas reagoes inflamatérias (Fukushima et al., 2012).
Analisar os parametros sanguineos ¢ relativamente simples e ¢ um excelente método para
avaliar a saude dos organismos aquaticos. COLOCAR REFERENCIA As analises
hematoldgicas permitem monitorar o estado fisioldgico do corpo, resposta ao estresse € o
impacto do ambiente ou nutri¢cao (Akrami et al. 2013). Por isso, € necessario conhecer até que
ponto a presen¢a de um conjunto extra de cromossomos pode resultar em efeitos deletérios a
saude.

Além das analises sanguineas, a avaliacdo de parametros relacionados a satde hepatica
pode contribuir para a compreensao do estado de satide dos animais, devido ao figado ser um
orgdo central, com inumeras fungdes vitais do metabolismo basico dos vertebrados (Santos et
al., 2018). O exame microscopico do figado do peixe pode fornecer informagdes pertinentes a
avaliacdo da satde geral e pode revelar potencialmente a existéncia de doengas (Lamaziere et
al., 2013).

H4 uma escassez de informagdes sobre o uso da técnica de triploidizagdo e quais
consequéncias tal processo pode causar aos animais. Em um trabalho anterior desse grupo de
pesquisa (Menezes et al., 2023, sob avaliacdo de revista) foi relatado que individuos triploides
podem perder cromossomos e retornar ao estagio diploide. Desta forma, o objetivo deste

trabalho ¢ caracterizar individuos de tilapia do Nilo diploides, triploides e animais que perderam



53

o status triploide quanto as variaveis sanguineas e desenvolvimento morfofisioldgico do figado,

a fim de avaliar se a triploidia causa alteragdes nos animais ao nivel hematolédgico e hepatico.

6.2.MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Aquicultura da Escola de Veterinaria
(EV) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil. Todos os procedimentos foram
previamente aprovados pelo comité de ética animal da UFMG sob o protocolo numero
215/2021. Para a inducao da triploidia, vinte e sete fémeas (729 g + 357) e quinze machos (910
g £ 430) do plantel tilapia do Nilo (linhagem Chitralada) do grupo de pesquisa NGTAqua
(Nutricao, Genética e Tecnologia em Aquicultura) de EV/UFMG foram mantidas separadas em
dois tanques diferentes (volume ttil de 3,6 m3 cada) em sistema de agua clara. Esses animais
foram alimentados com racdo enriquecida com vitamina C conforme recomendacao de
Mataveli et al. (2018).

Quatro fémeas que apresentavam papila genital aumentada e avermelhada e regido
ventral curvada (“pronta para desovar”) foram escolhidas para reproducao induzida com
gonadotrofina coridnica humana (hCG) (Vetecor, Laboratorio Calier, Espanha) em dose tnica
de 1 Ul/grama do sexo feminino (Azevedo et al., 2021). Apds 24 horas, as fémeas induzidas
foram extrusadas para obten¢do de seus odcitos que foram fertilizados por s€men coletado de
trés machos (os odcitos de cada fémea foram fertilizados por 0,6°' mL de sémen). Apds a
fertilizagdo a seco, foram adicionados 10 mL de 4gua do sistema de incubagdo de ovos. O
volume total de desova de cada fémea foi dividido em dois lotes e, apos 4 minutos, um lote foi
submetido a um choque térmico de 4 minutos em agua a 41°C (Pradeep, 2010). Em seguida, os
ovos tratados e controle foram transferidos para uma incubadora artificial (28°C). Antes da
distribuicao dos ovos, uma amostra aleatoria de 1,0 mL de ovos foi obtida, fixada em solucao
de Bouin e usada para medir a produ¢io de ovos (ovos - mL™! x volume total de ovos) e o
niimero aproximado de ovos por grupo de tratamento (ovos - mL' x volume de ovos
distribuidos em cada grupo de tratamento). O nimero de larvas também foi medido apds a
absor¢ao do saco vitelino para determinar a taxa de sobrevivéncia dos ovos eclodidos. As
tilapias foram mantidas em sistema fechado de producdo até a fase adulta. O periodo de
larvicultura foi realizado em sistema de recirculagdo de dgua e a engorda em sistema de
bioflocos.

Os peixes foram alimentados com ragdo comercial com 55% de proteina bruta

(Propescado-Nutriave Foods, Brasil), iniciando com uma taxa de arracoamento diaria de 20%
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da biomassa e uma frequéncia alimentar de oito vezes ao dia, segundo Kubitza (2000). A
granulometria, o nivel de proteina da dieta e a frequéncia alimentar foram ajustados para o
crescimento da tilapia segundo o mesmo autor.

A qualidade da 4gua foi avaliada duas vezes por semana. Os parametros medidos com
equipamento digital foram temperatura (°C), pH e salinidade (%o). Alcalinidade (mg - L 1),
nitrogénio amoniacal total (TAN) e nitrogénio nitrico (N-NO7") foram medidos de acordo com
os protocolos da APHA (2012), UNESCO (1983) e Bendschneider ¢ Robinson (1952),
respectivamente. O nitrato de nitrogénio (N-NO3") foi quantificado pela metodologia aplicada
por Monteiro et al. (2003).

Durante o periodo em que os animais foram criados em sistemas de bioflocos, foi
utilizado agucar comercial (50% de carbono) como fonte adicional de carbono. A quantidade
de acucar adicionado ao sistema foi calculada usando uma relagdo C:N de 6:1 com base na
concentragdo de TAN de acordo com Ebeling et al. (2006). Os s6lidos sedimentares (SS) foram
medidos quando os animais estavam em um sistema de bioflocos, com um cone Imhoff de 1 L
apods sedimentacao por 15 min. As médias dos parametros de qualidade da 4gua ficaram dentro
dos limites recomendados para tilapia (Tabela 1).

Quando as tilapias atingiram 85 dias pds-absor¢ao do saco vitelino, foram anestesiadas
por imersdo em agua com solugio de eugenol (5% - 1 mL - L! de 4gua) e identificadas por tags
Passive Integrated Transponder (PIT). Em seguida, dez pL de sangue foram coletados e
processados conforme Alvarenga et al. (2020). As amostras foram armazenadas em geladeira a
4°C até a analise. A determinacdo da ploidia foi realizada conforme descrito por Herbst (2002).
Uma estimativa do niimero de células foi obtida pela contagem de eritrocitos X microlitros™. A
quantidade ideal para a andlise citométrica é de 105 - 106 células x microlitros™. Amostras de
sangue também foram coletadas ao final do experimento (peixe adulto, 300 dias) para reavaliar
a ploidia e avaliar a estabilidade cromossomica.

A citometria foi realizada no Instituto de Biociéncias-UNESP, Botucatu, Brasil. As
amostras de sangue foram centrifugadas por 8§ min a 300 g, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 1 ml de solugdo salina biferificada com fosfato (PBS) (NaCl 0,8%, KCI 0,02%,
Na,HPO4 0,144%, KH2PO4 0,024%) e as células sanguineas foram ressuspensas em 1 ml de
PBS e, em seguida, centrifugado por 8 min a 300 g. O sobrenadante foi descartado. As células
sanguineas foram ressuspensas em 1 mL de solucdo marcadora de nucleos celulares (1 mL de
Triton X-100, 0,2 mg de RNase, 0,02 mg - mL™! de iodeto de propidio (PI) em PBS). A aquisicio

de dados foi realizada no citometro de fluxo Facscantotmii (BD Biosciences) com o software
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Facsdiva (BD Biosciences). Dez mil eventos foram adquiridos por amostra. As portas foram
estabelecidas com base nos parametros tamanho (FSC) e granularidade (SSC) e posteriormente
fluorescéncia PI. Células de amostra de sangue vermelho de uma conhecida tilapia diploide
foram usadas como controle interno.

As medidas de conteudo de DNA de individuos controle (diploides) foram comparadas
com aquelas que receberam tratamento térmico. Os peixes foram classificados como diploides
(resultados da citometria de fluxo iguais ao controle diploide), aneuploides (pico do histograma
ligeiramente deslocado para a esquerda em comparacgao com o pico do histograma do controle
diploide), triploide (pico do histograma movido para a direita em relagdo ao pico do histograma
do controle diploide), conforme descrito por Zhang e Arai (1996). Os resultados foram
analisados pelo software Flowjo®.

Quando os animais obtiveram peso médio de 353g, aos 378dias, foram anestesiados em
solugdo de eugenol (5% - 1 mL - L ! de 4gua) e foi feita coleta de sangue via pung¢io caudal
utilizando seringas de 3 mL e agulhas de 25 x 7 mm previamente heparinizadas. O sangue foi
colocado em microtubos de 2 mL e sob refrigeragdo a 4 °C até a realizacdo das andlises
hematologicas. O hematocrito (%) foi determinado pelo método do micro hematdcerito, onde os
microcapilares foram preenchidos em dois ter¢os com o sangue total e, em seguida, foram
transferidos para centrifuga de micro hematdcrito, onde foram centrifugados a 12000 rpm por
cinco minutos. A porcentagem de células vermelhas foi determinada pela leitura na régua de
micro hematocrito (Goldenfarb et al., 1971).

A concentracdo de hemoglobina total (g - dL™!) foi determinada pelo método de
cianometahemoglobina em espectrofotometro com leitura em comprimento de onda de 540 nm,
utilizando o reagente de Drabkin. Com auxilio de microscopio de luz, com aumento de 40 X,
foi realizada a contagem total de eritrocitos em camara de Neubauer (nimero de eritrocitos x
106 pL de sangue™). Em seguida, com os resultados da hemoglobina (Hb), nimero total de
eritrocitos (Er) e hematocrito (Ht) foram calculados os seguintes indices hematimétricos
absolutos:

Volume corpuscular médio — VCM (fL) = (Ht/Er) x10
Hemoglobina corpuscular média — HCM (pg) = (Hb/Er) x10
Concentracdo de hemoglobina corpuscular média — CHCM (g dL™')= (Hb/Ht) x100

Esfregacos de sangue foram feitos dentro de 15 minutos apds a coleta da amostra,
corados com MGGW (May-Grunwald; Giemsa; Wrigth) e usados para determinar a contagem

de leucocitos e trombocitos, a diferencial absoluta de leucocitos e estimativas do tamanho das
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células (Ranzani -Paiva et al., 2013). Para medicao dos tamanhos dos eritrécitos e seus nucleos
foram produzidas fotos das ldminas em microscopio de luz Olympus IX70® com camera
acoplada. Trinta células de cada lamina de sangue dos individuos foram selecionadas para
medicao dos didmetros maior e menor dos eritrocitos e seus nucleos (Benfeyet e Sultterline
1984). A medi¢ao foi feita com ajuda do software ImageJ® sendo a escala calibrada com a
régua padrao do microscopio para o aumento utilizado no momento da foto. A area de superficie
(S) celular e nuclear e volume (V) celular e nuclear foram calculados usando a formula abaixo
sugerida por Lemoine e Smith (1980):

S=axbxmn/4
V=(a/2)x(b/2)2nx4/3
Onde: a é 0 maior e b € 0 menor eixo da célula ou ntcleo.

Ap6s a coleta do sangue, os peixes foram eutanasiados, seguida de evisceracao, com
separacdo do figado e pesagem dele para célculo do indice hepatossomatico [IHS (%) = (peso
do tecido hepatico x peso corporal ') x 100]. Fragmentos da regiio mediana do figado foram
coletados e fixados em liquido de Bouin (12-24h) e transferidos para alcool 70%. Foi realizado
o processamento histologico de rotina envolvendo os processos de desidratacdo em séries
alcoolicas de concentragdo crescente, diafanizagdo em xilol e inclusao do tecido em parafina.
Os blocos foram submetidos @ microtomia para obtengdo de cortes com 2 um de espessura. As
laminas foram coradas com corante HE (hematoxilina-eosina) conforme Luna (1968) e Bernet
et al. (1999). Foram analisados trés cortes histoldgicos do figado em duplicatas por animal a
procura das seguintes alteragdes histopatologicas: hepatocitos com vacuolizagao citoplasmatica
indicativa de actimulo de glicogénio ou de lipideo, necrose focal, infiltrado leucocitario
discreto, hepatocitos em apoptose, agregados melanomacrofagicos, inclusdes amarelo-
amarronzadas no citoplasma do hepatocito, inclusdes eosinofilicas, capilares sinusoides
dilatados, alteracdes nucleares dos hepatocitos, foco de alteragao celular vacuolizado e areas de
hemorragia. As lesdes foram qualificadas e quantificadas em scores: 0 - sem acometimento, 1
— pouco acometido, 2 — acometido, 3 — muito acometido. Para medi¢ao dos tamanhos dos
nucleos dos hepatdcitos foram realizadas fotos das laminas em microscopio de luz Olympus
IX70® com camera acoplada. Trinta nucleos dos hepatocitos de cada ldmina foram
selecionados para medi¢do dos diametros maior € menor. A medigdo foi feita com ajuda do
software ImageJ® sendo a escala calibrada com a régua padrao do microscopio para o aumento
utilizado no momento da foto. A area de superficie (S) e volume (V) nuclear foram calculados

como anteriormente descrito para os eritrocitos.
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Antes da primeira andlise de ploidia, a comparacao foi feita entre dois grupos: controle
(que nao recebeu tratamento) e choque térmico (que recebeu tratamento de choque térmico).
ApoOs a primeira citometria, os individuos foram separados em trés grupos: controle, grupo
tratado nao triploide (que recebeu choque térmico, mas nao teve alteracdo na ploidia) e triploide.
Nao foram utilizados individuos que ap6s a primeira citometria foram classificados como
aneuploides. Para analise estatistica, as variaveis foram analisadas quanto a normalidade (teste
de Shapiro-wilks) e homocedasticidade (teste de Bartlett) usando o software R (R Core Team,
2020). As que atenderam a esses pressupostos da ANOVA foram submetidas a ela, seguida do
teste de Tukey (CV até 15%) e teste de Duncan (CV de 15% a 30%). Para os dados que as
suposi¢des nao atenderam, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. O nivel de

significancia foi p < 0,05.

6.3.RESULTADOS

Os indices hematimétricos dos animais submetidas ou ndo a choque térmico para
inducdo de triploidia estdo apresentados na Tabela 6. Hematdcrito, hemoglobina, volume
corpuscular médio e concentracdo de hemoglobina corpuscular média ndo apresentaram
diferengas estatisticas (p>0,05) entre os tratamentos. A contagem de eritrocitos foi maior
(p<0,05) no grupo controle. A hemoglobina corpuscular média foi maior no grupo dos animais
que perderam o status triploide e menor no grupo controle (p<0,05).

Os resultados de area da célula, volume da célula, largura do citoplasma, comprimento
do citoplasma, relagdo area x volume do citoplasma™', drea do nucleo, volume do niicleo, largura
do nucleo e comprimento do nucleo dos eritrocitos estdo apresentados na Tabela 7. A area, o
volume e comprimento do citoplasma foram maiores no tratamento tratado ndo triploide
(Figura 4). A largura e a relagdo area x volume do citoplasma ndo apresentou diferengas entre
os tratamentos. A area, volume, largura e comprimento nuclear foram maiores nos animais do
tratamento tratado ndo triploide, seguido de animais que perderam o status triploides e os
menores valores foram encontrados no tratamento controle.

Os resultados de contagens totais e diferenciais das células sanguineas sdo apresentados
na Tabela 8. A contagem total de trombdcitos ndo apresentou diferencas estatisticas entre os
tratamentos e a contagem de leucdcitos foi maior em animais do tratamento controle quando
comparada aos animais que perderam o status triploide. A contagem diferencial de linfocitos
teve 0 mesmo comportamento, em que o tratamento controle foi maior que o tratamento de

animais que perderam o status triploide. A contagem diferencial de neutrdfilos, basofilos,
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eosinodfilos e mondcitos ndo apresentou diferengas estatisticas entre os tratamentos e ndo foram
encontrados eosin6filos em nenhum dos tratamentos.

O indice hepatossomatico ndo apresentou diferenca entre os tratamentos animais que
perderam o status triploide (2,08), tratado (1,81) e controle (1,87), ¢ o confirmado triploide
(2,60). A partir dos cortes histologicos do figado foram mensurados os comprimentos dos
didmetros dos nucleos dos hepatdcitos e foi calculado a &rea e o volume nuclear do hepatocito
e estdo apresentados na Tabela 4. O tratamento dos animais que perderam o status triploide
apresentou maior (p<0,05) area e volume nuclear que o tratamento tratado e controle (Figura
5).

As alteragdes histopatologicas encontradas no tecido hepatico estdo apresentadas na
Tabela 9, e nenhuma das lesdes, exceto alteracdes nucleares dos hepatocitos, apresentaram
diferencas estatisticas entre os tratamentos. Nao foram encontradas areas de necrose,
hepatocitos em apoptose, inclusdes eosinofilicas, presenca de parasitas e areas de hemorragia.
Para ilustracdo as laminas foram fotografadas e as principais lesdes encontradas estdo

apresentadas na Figura 6.

6.4.DISCUSSAO

A estimativa de varios parametros sanguineos pode revelar o estado de satde dos peixes
mediante desvios das fungdes fisiologicas normais. Apenas um individuo manteve o estado
triploide na fase adulta (confirmado triploide, ndo considerado nas analises estatisticas), e nele
podemos observar que, numericamente, o valor do hematdcrito ¢ menos que a metade que nos
demais grupos. Segundo Benfey (1999), existe um mecanismo homeostatico que parece
compensar o aumento do volume celular pela diminuicao proporcional do nimero de células.
Pode-se considerar que o estagio de triploidia pode ser considerado um fator estressante para
as células que necessitam de armazenar um conjunto a mais de cromossomos. Boutilier e
Shelton (1986) relatam que em condi¢des de estresse, hd maior recrutamento de eritrocitos
jovens por parte dos drgaos eritropoiéticos, isso por causa do aumento da demanda de oxigénio
pelos tecidos. Os mesmos autores também relatam que o aumento do niimero de eritrocitos
torna o sangue mais viscoso, por essa causa o aumento do nimero de eritrocitos para melhorar
o transporte de oxigénio € limitado. Desta forma, isso explica ndo ter sido encontrada diferenca
nos hematdcritos entre as amostras de sangue dos diferentes grupos.

O aumento no tamanho dos eritrocitos pode resultar em diminui¢do no niimero dessas

células, como estratégia adaptativa do tecido hematopoiético afim de manter a viscosidade do
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sangue, que sofre alteragdes com a variacdo da concentracdo de eritrocitos (Carvalho et al.,
2017). Devido ao maior tamanho e menor quantidade das células de individuos triploides,
supde-se que ha também uma maior concentragao de hemoglobina nas células para garantir o
adequado transporte de oxigénio para os tecidos.

Foi observado uma diminui¢do de eritrocitos em animais que inicialmente eram
triploides. Os eritrocitos sdo a forma mais significativa de quantificar a eficiéncia do transporte
de oxigénio do sistema respiratorio para os tecidos e alteragdes em seu numero € volume podem
influenciar o desempenho metabolico (Hlavova, 1993; Holland e Forster, 1966). Entretanto, foi
observado por Sadler et al. (2000) que o salmdo do Atlantico triploide possuia uma menor
quantidade de eritrocitos e que tinha uma capacidade de transporte de oxigénio muito
semelhante a dos diploides. Da mesma forma que Benfey e Sutterlin (1984) relataram que nao
houve diferenga no consumo de oxigénio entre Salmdo diploide e triploide, e que
provavelmente os animais compensaram pela frequéncia respiratéria aumentada. A triploidia
levou a uma diminui¢do no nimero de eritrdcitos como o esperado pelo aumento do tamanho
dos eritrocitos e existe a hipotese que essa diminui¢do na quantidade de eritrocitos seja um
mecanismo homeostatico dos triploides para compensar o aumento do volume celular, causado
pela acomodagao de material genético extra, para manter a viscosidade sanguinea igual mesmo
com o tamanho celular aumentado. Levy-Pereira et al. (2021) observaram que tanto a
hematologia quanto a morfometria dos eritrocitos triploides indicaram aumento do tamanho das
células com diminui¢do do numero de células. Este aspecto hematologico de eritrocitos maiores
e em menor quantidade ¢ coerente com os achados para outras espécies e explica a falta de
diferenca no hematocrito (Benfey, 1999). O grupo de peixes tratado ndo-triploide, que consistia
em individuos submetidos ao choque por calor, mas ndo se tornaram triploides, juntamente com
os animais que perderam o status triploide, apresentaram diferenca nos pardmetros
hematologicos. Uma hipotese a ser levantada para justificar tal fato € que talvez o tratamento
para induzir a triploidia cause essas alteracdes e ndo o fato desses individuos ter um conjunto a
mais de cromossomos.

A concentracdo de hemoglobina ndo apresentou diferenca entre os tratamentos e essa
varidvel € crucial para a distribuicdo de oxigénio necessdrio para processos metabolicos
(Benfey, 1999). Contudo, a hemoglobina corpuscular média (HCM) foi maior em animais que
perderam o status triploide que podemos associar ao tamanho aumentado dos eritrdcitos.
Volume corpuscular médio (VCM) e concentragdo de hemoglobina corpuscular média

(CHCM) ndo tiveram diferenca entre diploide e triploides, e tal semelhanga pode ser explicada
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pelo fato que o volume de toda a célula aumenta com a triploidia, o que estd associado a reducao
do numero de células do animal (Thssen et al., 1990; Benfey, 1999). Isso foi encontrado por
Sezaki et al. (1991) e Gao et al. (2007), com kinguio e dojd, respectivamente, em que os valores
médios de VCM e CHCM nao aumentaram significativamente com o aumento do nivel de
ploidia.

O aumento do tamanho nuclear dos eritrocitos em triploides ¢ uma consequéncia do
maior conteudo de DNA (Benfey, 1999). Em peixes teledsteos, pode-se utilizar os eritrocitos
para a determinagdo da ploidia pois o sangue ¢ de facil coleta, as células sdo nucleadas e os
nicleos tém uma forma geométrica elipsoide, permitindo ser medida com exatiddo em
programas de andalise de imagens ( Bencsik et al., 2013; Lahnsteiner e Kletzl, 2018). Apds a
calibra¢dao de valores conhecidos de area e volume celular de individuos confirmadamente
triploides, esses resultados fornecem intervalos numéricos para identificacao da triploidia sem
a necessidade de comparagdo diploide. O aumento do tamanho dos eritrécitos em individuos
triploides ja foi relatado e a medi¢do da dimensdo dessa célula foi proposta como um método
rapido e barato para determinacdo da ploidia (Benfey, 1984; Garcia- Abiado et al., 1999;
Jayaprasad et al., 2011).

Um aspecto importante do aumento do volume nuclear e/ou celular em peixes triploides
¢ a diminuic¢ao da relagdo entre area de superficie e volume. Deve-se observar as alteragdes no
metabolismo basal das células especialmente nos processos fisiologicos mediados pela
membrana plasmatica dessas células em organismos que tiveram alteragcdes na ploidia devido
a alteracdo na relacdo area superficial/volume celular. Isso pode afetar alguns processos
limitados pela area de superficie, como as trocas de nutrientes e metabdlitos, trocas idnicas
passivas e ativas e ligacdo de hormodnios e outros mensageiros a membrana. Devido a
diminui¢do do numero de células, essa propor¢do diminuida de superficie para volume também
se aplica a tecidos e 6rgdos (Benfey, 1999).

A contagem total e diferencial de leucécitos e trombdcitos sdo indices importantes para
determinar a defesa inespecifica, pois sdo essenciais nas reagdes inflamatérias (Fukushima et
al., 2012). Os trombdcitos além das fungdes hemostaticas também possuem funcdes fagociticas
envolvidas na regulagdo imunologica (Nagasawa et al., 2014). A quantidade de trombdcitos
pode ser um indicativo da capacidade de coagulacdao do sangue, e o valor observado neste
estudo esta dentro do esperado para a tilapia (Hrubec et al., 2000). Lahnsteiner e Kletzl (2018),
estudando trutas triploides, ndo observaram efeitos negativos da triploidizagdo no niumero de

trombocitos. A diminui¢do do nimero de leucocitos nos individuos triploides observada neste
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trabalho corrobora com Benfey e Biron (2000), Budifo et al. (2006) e Fukushima et al. (2012)
trabalhando com truta arco-iris, pregado e jundid, respectivamente. Os neutrdfilos € monocitos
de teledsteos sao um tipo de leucodcitos diferenciados terminalmente que evoluiram de modo a
proteger o animal e montar respostas contra patégenos invasores. De todos os leucdcitos
recrutados para um local inflamatorio, os neutréfilos sdo os primeiros a serem mobilizados
(Havixbeck et al., 2016). Os linfécitos também participam do processo inflamatdrio, atuando
como células imunocompetentes. No presente estudo verificou-se uma diminuigao significativa
dessas células no sangue de tilapia triploide, que perderam o status triploide e submetidas ao
choque, assim como o encontrado por Fukushima et al. (2012) com jundid. Esses autores
associam tal fato a um aumento significativo nos neutréfilos e mondcitos circulantes,
provavelmente mantendo seu sistema de defesa mais preparado para condigdes adversas de
criacdo. Nao encontramos eosinofilos, assim como Gao et al. (2007). Eosinofilos e basofilos
normalmente ocorrem em baixo nimero no sangue de peixes (Fukushima et al., 2012).

Neste estudo ndo se observou diferencas entre IHS para tilapias que perderam o status
triploides e diploides, assim como o encontrado por Kizak et al. (2013). Nao foi observado
diferengas nas alteracdes hepdticas, o que pode ser atribuido ao fato do figado ser um 6rgao que
tem capacidade incomparavel de regeneraciao apos exposi¢ao a fatores de dano hepatico (Al-
Okbi et al., 2017; van de Laarschot et al., 2016). Quando o peixe se encontra bem alimentado,
os hepatocitos armazenam quantidades significativas de glicogénio e processam grande
quantidade de lipidios (Santos et al., 2018). Peixes de cativeiro tendem a ter os hepatdcitos
moderado a fortemente vacuolizados devido ao armazenamento de reservas de carboidratos ou
lipideos que indicam um excesso de energia em relacdo as demandas fisicas do cativeiro
(Gingerick, 1982; Ferguson, 1989). Observamos presenca de agregados melanomacrofagicos e
estes estdo constitutivamente presentes em 0rgdos como o rim, bago e figado e sdo compostos
principalmente por macrofagos histiociticos e podem ndo ser influenciados por exposigdes
toxicas ou degradagdo ambiental (Wolf et al., 2015). As inclusdes citoplasmaticas podem
representar uma variedade de constituintes potenciais e muitas vezes ¢ associado a idade dos
animais (Strnad et al., 2011) o que pode explicar a pouca apari¢do desta lesdo no figado dos
animais em estudo. A presenca de sinusoides dilatados cheios de sangue (possivel congestao)
foi encontrado em baixa frequéncia nos animais deste estudo e deve ser interpretado com
cautela, pois a aparéncia de congestao pode ser simulada pelo manuseio de artefatos durante a
coleta de tecido (Wolf et al., 2015). As alteragdes nucleares aqui relatadas condizem com os

achados em area e volume celular e nuclear aumentado dos individuos triploides. Nao foi
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relatado infiltrados leucocitarios que ¢ um resultado benéfico que representa a auséncia de
respostas potenciais a danos celulares, estimulagdo imunoldgica e/ou distirbios fisioldgicos
(Wolf e Wheeler, 2018).

Os eritrocitos dos peixes triploides sdo de tamanho maior em relacao aos peixes diploides,
isso devido a maior quantidade de material genético nessas células. Além disso, a triploidia
diminui o nimero de leucdcitos e essa diferenga pode afetar a atividade celular e a resposta dos
peixes as condigdes de criagdo e eventuais infecgdes. Com isso, a avaliagdo de lamina de
esfregaco sanguineo apresenta uma possibilidade pratica e de baixo custo para a identificagao
da triploidia em tilapias do Nilo. Nao foram observadas alteragdes histopatoldgicas
significativas nas amostras de figado em nenhum dos tratamentos. Assim, pode-se afirmar que
a inducdo da triploidia ndo causa lesdes e alteragdes histopatologicas no tecido hepatico de

tilapias do Nilo.
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ANEXO III - TABELAS

Tabela 6 — indices hematimétricos (média e coeficiente de variagio (CV) e medianas (min —
max)) de tildpias do Nilo submetidas ou ndo a choque térmico para indugdo de triploidia

Animais que

Pardmetro Triploides perderam o status Trat.ado.s 1ao- Controle  CV (%)
confirmados* S triploides
triploide

Hematocrito (%)’ 13,00 27,75 23,65 24,95 23,79
Hemoglobina (g,dL-")! 7,23 9,18 7,97 8,38 18,52
Eritrocitos (106, ul)? 1,38 1,88 1,95 2,38 18,3
VCM (f1)! 94,20 148,47 126,63 106,14 -
HCM (pg)® 52,37 49,38 41,670 35,57 -
CHCM (g,dI'")! 55,60 36,98 36,74 33,87 -

* Apenas um individuo, portanto ndo incluido nos calculos estatisticos, VCM = Volume corpuscular médio (fl); HCM = hemoglobina

corpuscular média (pg); CHCM = Concentra¢do hemoglobina corpuscular média (g,dL-1),

! Médias nao diferem entre si ao nivel de significancia de 5%,

2 Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de significancia de 5%,
3 Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Kruskal-Wallis,

Tabela 7— Morfometria eritrocitaria de tilapias do Nilo submetidas ou ndo a choque térmico
para inducdo de triploidia

Animais que

A Triploides Tratados néo- Ccv
Parametros confirmados™ perderam o trinloides Controle (%)
status triploide P ’

Area do citoplasma 103,96 72,79* 76,04° 72,112

(p_mz)] (83,73 - 129,29) (47,43 — 108,65) (45,19 - 115,18) (54,80 -96,43)
Volume do 277,23 194,10* 202,78° 192,282

citoplasma (um3)] (223,28 - 344,78) (126,48 - 289,72) (120,51 - 307,14) (146,14 - 257,14)

Relagao arga/volume 0.38 0.38 038 038 )
citoplasma

Largura do 9,40 8,25 8,31 8,28

citoplasma (um)? (7,87 -11,37) (7,64 -9,21) (7,43 -9,34) (7,87 - 8,84)
Comprimento do 14,39 11,30° 11,64° 11,16° 8,70
citoplasma (pum)

A N 16,90 12,65° 14,49¢ 11,392
Area nuclear (um?) (12.22-23,61) (7,37 - 28,96) (6,21 -31,22) (5,80 - 20,06)
Volume nuclear 45,07 33,73° 38,64¢ 30,38°

(um3)1 (32,58 - 62,96) (19,65 - 77,23) (16,55 - 83,25) (15,48 - 53,49)

Largura nuclear 3,32 3,31° 3,45¢ 3,06%

(um)! (2,65 —4,83) (2,96 — 4,29) (2,87 -4,22) (2,61 —3,28)
Comprimento nuclear 6,19 5,04° 5,36¢ 4,78

(um)’ (5,28 - 8,19) (4,58 - 6,11) (4,84 - 6,17) (4,48 — 5,09)

* Apenas um individuo, portanto nio incluido nos calculos estatisticos,

! Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de significancia de 5%,
2 Medianas ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%,

3 Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%,

Tabela 8 - Valores médios da contagem total de leucdcitos (ou globulos brancos), trombdcitos
e contagem diferencial de leucdcitos em tilapias do Nilo submetidas ou ndo a choque térmico
para inducao de triploidia

Animais que

Parametros Triploides perderam o status Trat.ado.s nao- Controle CV (%)
confirmados* S triploides
triploide
ﬁﬁf‘_?;gem de trombécitos total 0,00 11420,83 27793.93  28239.64 76,76
Contagem de leucdcitos total 14490,00 3341625 4910143 77639290 5525

(uLy
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Contagem diferencial de leucdcitos

Neutrofilos (uL)! 0,00 36,75 23839 72,05 144,39

Linfocitos (},lL'3)2 14200,20 32050,212 47379,26% 75195,17° 56,10
, 33 0,00 160,80 130,50 0,00

Baséfilos (LL™) (0,00 — 0,00) (0,00 — 540,00) (0,00— 67681) (0,00 559,94) -
., 333 0,00 0,00 0,00 0,00 )

Eosinéfilos (uL~) (0,00 — 0,00) (0,00 — 0,00) 0,00-21333) (0,00 - 0,00)

Monocitos (}J.L'3)1 289,80 1133,83 1238,34 2177,15 74,33

* Apenas um individuo, portanto nio incluido nos célculos estatisticos,

! Médias ndo diferem entre si ao nivel de significancia de 5%,

2 Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de significancia de 5%,
3 Medianas ndo diferem entre si ao nivel de significincia de 5%,

Tabela 9 —Rela¢ao area e volume nuclear dos hepatdcitos de tilapias do Nilo submetidas ou nao
a choque térmico para indugao de triploidia

Animais que

A Triploides Tratados ndo-
Parametros P " perderam o status s Controle
confirmados . triploides
triploide
34,20 18,02° 13,26* 13,17¢
2)\1 > B > B
AH (um?) (14,36 — 43,29) (10,19 — 38,85) (05,51 22,68) (6,35- 25,49)
VH (um?)! 91,20 48,05° 35,36* 35,12%
H (38,28 — 115,44) (27,18 - 103,60) (14,70 — 60,47) (16,94 — 67,97)
* Apenas um individuo, portanto ndo incluido nos célculos estatisticos, AH = Area do nucleo do hepatécito, VH = Volume do niicleo do
hepatocito

! Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis,

Tabela 10 —Quantificagdo em scores (0 - sem acometimento, 1 — pouco acometido, 2 —
acometido, 3 — muito acometido) de lesdes hepaticas em tilapias do Nilo submetidas ou ndo a
choque térmico para indu¢do de triploidia

Animais que

R Triploides Tratados ndo-
Parametros perderam o status C Controle
confirmados* . triploides
triploide

VLI 0 0 0 1
0-0) 0-0) 0-0) 0-1

VG 3 3 3 3
2-3) 2-3) 2-3) 2-3)

AM! 2 2 2 2
(1-2) (1-2) (1-2) (0-2)

IA! 1 1 1 1
0-1) 0-1) 0-1) 0-1)

cs! 2 2 2 2
(1-2) (1-2) 1-2) (0-2)

AN 3 22 0ob 0ob
(G-3) 2-2 0-0) 0-0)

FV! 0 0 0 0
0-0) 0-0) 0-0) 0-0)

L 0 0 0 0
-0 -0 ©-0 ©-0

* Apenas um individuo, portanto néo incluido nos calculos estatisticos, VL = Vacuolizagao hepatocelular do tipo lipidico, VG = Vacuolizagdo
hepatocelular do tipo glicogénio, AM= Agregado melanomacrofagico, IA = Inclusdes amarelo-amarronzadas, CS = Capilares sinusoides
dilatados, AN = Alteragdes nucleares de hepatécitos (nucleos aumentados), FV = Foco de vacuolizagdo, IL = Infiltrados leucocitarios,
'Medianas ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis,

2Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
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ANEXO IV - FIGURAS

Figura 4 — Eritrocitos de tilapias do Nilo submetidas ou ndo a choque térmico para inducdo de
triploidia, (A) individuos triploides, (B) individuos controle, (C) individuos que perderam o
status triploide e (D) individuos submetidos ao choque nao triploide,
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Figura 5— Hepatocitos de tilapias do Nilo submetidas ou ndo a choque térmico para indugao de
triploidia, (A) individuos triploides, (B) individuos controle, (C) individuos que perderam o
status triploide e (D) individuos submetidos ao choque nao triploide,
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Figura 6 — Fotomicrografia do figado de tildpia do Nilo, caracterizando as principais lesdes
hepaticas encontradas neste estudo, (A) Capilares sinusoides, (B) Inclusdes amarelo-
amarronzadas, (C) Infiltrado leucocitdrio e agregado melanomacrofagico, (D) Agregado
melanomacrofagico, (E) vacuolizagdo hepatocelular do tipo lipidico (claro, esférico) e (F)
vacuolizacao hepatocelular do tipo glicogénio,
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos nossos estudos demonstram que ainda hd muito a ser investigado
sobre a manipulagdo cromossomica como ferramenta de esterilidade e apontam os riscos na
producdo de peixes considerados triploides, nos quais sua condi¢do de ploidia foi avaliada
apenas no inicio estagios da vida,

A perda de cromossomos pode ser um problema para o controle bioldgico, modelo de
pesquisa e até mesmo para a aquicultura comercial, Essa perda pode resultar em células
germinativas diploides, que podem levar a formacao de gametas haploides férteis, Ou seja, a
capacidade reprodutiva pode ser recuperada em animais originalmente considerados estéreis,
Como os conjuntos de cromossomos sao perdidos e o animal torna-se novamente diploide, a
reproducdo pode ser retomada e o desempenho do crescimento torna-se semelhante ao dos

animais diploides,


https://doi.org/10.1111/j.1095-8649.2010.02556.x
https://doi.org/10.2754/avb201180020215
https://doi.org/10.1177/0192623314540
https://doi.org/10.1016/j.aquatox.2018.01.013

76

Os eritrocitos dos peixes triploides sdo maiores que os diploides devido a maior
quantidade de material genético nessas células, Com isso, a avaliacdo de lamina de esfregaco
sanguineo apresenta uma possibilidade pratica e de baixo custo para a identificagdo da triploidia
em tilédpias do Nilo, Nao foi relatado altera¢des histopatologicas significativas nas amostras de
figado em nenhum dos tratamentos, podendo indicar que a indu¢do da triploidia ndo causa

lesdes e alteragdes histopatologicas no tecido hepatico de tilapias do Nilo,
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