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“Ninguém pode ser sabio de estomago vazio”

George Eliot

“Aquele que ousa perder uma hora de seu tempo ndo sabe o valor da vida."

Charles Darwin

“Olho por olho, e 0o mundo acabara cego”

Mahatma Gandhi

“Se eu vi mais longe, foi por estar sobre ombros de gigantes. ”

Issac Newton

“A paz € a unica forma de nos sentirmos realmente humanos. ”
Albert Einsten

“Facamos da interrupcdo um caminho novo. Da queda um passo de danca, do medo uma escada,
do sonho uma ponte, da procura um encontro! ”

Fernando Sabhino

“Quem estara nas trincheiras ao teu lado?
- E isso importa?

- Mais do que a propria guerra.’

Ernest Hemingway
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Resumo geral

O objetivo deste estudo foi aplicar técnicas de manipulacdo cromossdmica para obtencdo de
individuos tetraploides e ginogenéticos de lambari (Astyanax altiparanae). Para tetraploidizacao,
foram aplicados diferentes choques de temperatura (40°C por 2 minutos) com 16, 18, 20, 22, 24 e
26 minutos pos-fertilizacdo (mpf) para inibicdo da clivagem. A analise em citometria de fluxo
mostrou que o choque aplicado com 26 mpf garantiu a maior porcentagem de tetraploides
(94,55%), sendo os resultados também confirmados por esfregaco sanguineo e contagem dos
cromossomos. Para inducdo de ginogenéticos foi primeiramente avaliada diferentes doses de
irradiacio UV (40, 80 e 120 mj/cm?) para inativacio dos espermatozoides, sendo verificado que a
dose de 80 mj/cm? foi suficiente para assegurar a ativagdo dos odcitos e obtencdo de larvas 100%
haploides. Posteriormente, para restaurar a diploidia foi aplicado choque de temperatura (40°C por
2 minutos) para evitar a liberacdo do segundo corpulsculo polar. A analise molecular confirmou
gue 0s peixes ginogenéticos apresentam heranca exclusivamente materna e apresentam nimero de
cromossomos idéntico ao grupo controle. Em relacdo a razdo sexual, a grande quantidade de
fémeas obtidas sugere que o sistema genético de determinagdo sexual seja homogamético para
fémeas (XX; XY). Este foi o primeiro protocolo de ginogénese em uma espécie da regido
Neotropical e primeiro de tetraploidizacdo em uma espécie da familia Characidae. Portanto, os
resultados sdo inovadores e poderdo ser aplicados em futuros estudos de manipulacdo

cromossOmica em espécies nativas.

Palavras-chave: Aquicultura, biotecnologia, poliploidia, tetraploidia, ginogénese.
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General Abstract

The aim of this study was to apply techniques of chromosome set manipulation to obtain
gynogenetic and tetraploid individuals in lambari (Astyanax altiparanae). For tetraploidization, it
was applied different temperature shocks (40°C for 2 min) at 16, 18, 20, 22, 24 and 26 minutes
post-fertilization (mpf) to inhibit the cleavage. The flow cytometric analysis showed that heat
shock applied at 26 mpf enabled the highest percentage of tetraploids (94.55%), which were also
confirmed by nuclear diameter of erythrocytes and chromosome counting. For gynogenetic
induction, first it was evaluated the best UV-dosage for inactivation of sperm DNA (40, 80 and
120 mj/cm?) and it was verified that the dosage of 80 mj/cm? ensure oocyte activation and 100%
haploid larvae. Afterwards, to restore the diploidy it was applied a temperature shock (40° for 2
min) to avoid the extrusion of the 2" polar body. The molecular biology confirmed that that
gynogenetic fish present exclusive maternal inheritance e also showed the same number of
chromosomes of the control group. Sex ratio showed increased amount of females, which suggest
that the genetic system of sexual determination are homogametic for females (XX; XY). This is
the first protocol of gynogenesis in a species of the Neotropical region and the first
tetraploidizaiton in a species of the family Characidae. Therefore, the results are innovative and
could be applied in future studies of chromosome set manipulation in native species.

Keywords: Aquaculture, biotecnhology, polyploidy, tetraploidy, gynogenesis.
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1. Introducéo geral

Nas Ultimas décadas, a aquicultura mundial vem apresentando um crescimento constante.
No Brasil, este fato foi observado pelo recente relatério do IBGE (2016). Em 2015, o valor de
producdo foi de R$ 4,39 bilhdes, com a maior parte oriunda da criacdo peixes (69,9%), seguida
pela criagdo de camardes (20,6%). No que se refere aos peixes, a producdo alcancou 483,24 mil
toneladas, um aumento de 1,5% em relag&o ao ano anterior.

No entanto, com a queda da pesca extrativista e a crescente demanda por alimentos, a
producdo de organismos aquaticos provenientes da aquicultura devera aumentar ainda mais.
Assim, a aquicultura terd que dobrar sua producdo nas proximas décadas, o que devera ser feito
utilizando menos espaco e agua, principalmente devido as pressdes referentes a urbanizacao,
aumento populacional e mudancas climéticas. Neste aspecto, 0 emprego da Biotecnologia aplicada
é um passo imprescindivel para alcancar esses objetivos e suprir a crescente demanda (GUI, 2015).
Neste cenario, a biotecnologia também contribui para uma aquicultura mais sustentavel (GUI,
2015). Primeiramente, pode-se aumentar a produtividade e gerar produtos de melhor qualidade,
diminuindo assim a necessidade por mais espaco e o0 consumo de dgua (FLETCHER et al., 2005;
RATHER et al., 2011). Também é possivel produzir organismos mais resistentes a doencas,
permitindo um menor uso de medicamentos e produtos quimicos que sdo nocivos a saide humana
e ao ambiente (ELASWAD e DUNHAM, 2017). Além disso, é possivel a criacao de peixes estéreis
(NASCIMENTO et al., 2017), os quais, caso escapem para 0 meio ambiente, gerardo menos
impacto ambiental (PIFERRER et al., 2009).

Estes sdo apenas alguns exemplos de como a biotecnologia pode ajudar no
desenvolvimento da aquicultura de forma consistente e sustentavel. Ao longo das ultimas décadas,

diversas tecnologias foram desenvolvidas e dentre estas, tem ganhado destaque a manipulacao
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cromossOmica, principalmente a poliploidia através da producdo de peixes triploides (ARAI,

2001).
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