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Resumo

O uso de peixes estéreis € uma alternativa viavel para evitar a introgressao em
ecossistemas naturais. Adicionalmente, esses peixes podem ser utilizados como
receptores em transplantes de células germinativas para subsequente conservacao de
espéecies ameacadas. O presente trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo
eficiente para producdo massal de peixes estéreis combinando hibridacdo e manipulagéo
cromossOmica. Para tal, o0citos de Astyanax altiparanae foram fertilizados com sémen
de A. fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi. Metade dos
ovos fertilizados receberam choque de temperatura 40°C para induc¢éo da triploidizacao.
Os cruzamentos intraespecificos diploide e triploide serviram como controle. Taxas de
fertilizacdo e sobrevivéncia foram verificadas nos estadgios de desenvolvimento
embrionario (clivagem, blastula, gastrula, segmentacdo e eclosdo), assim como a
porcentagem de larvas normais e anormais. O status de ploidia das larvas foi confirmado
por citometria de fluxo. Nove meses ap6s a fertilizacdo, 16 machos e 16 fémeas de cada
cruzamento foram sacrificados para remogdo das gbnadas e subsequente andlise
histologica e verificagdo de esterilidade. Adicionalmente, amostras de nadadeiras foram
coletadas, fixadas e diafanizadas para verificagcdo da presenca de caracteres sexuais
(espiculas). Nao foi observada diferenca significativa (P> 0,05) nas taxas de fertilizacéo,
sobrevivéncia nos diferentes estagios de desenvolvimento embrionério e porcentagem de
larvas normais entre todos os cruzamentos e ploidias. Fémeas triploides de A. altiparanae,
fémeas hibridas diploides e triploides de A. fasciatus, fémeas hibridas diploides de
Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi, machos triploides de A. altiparanae e
machos hibridos triploides de A. fasciatus foram predominantemente estéreis. Fémeas de
todos os tratamentos ndo apresentaram espiculas na nadadeira caudal, enquanto que tais
estruturas foram observadas na nadadeira anal de machos, com exce¢do de machos
triploides hibridos de A. fasciatus. Esses resultados demonstraram que a hibridacao
associada a manipulacdo cromossomica é uma ferramenta efetiva para esterilizacédo
massal de peixes, com aplicacdo na producdo sustentdvel e conservacdo de recursos
genéticos.

Palavras-chave: Astyanax, quimera, conservagdo, banco genético, hibridacao,
esterilidade, triploides.



Abstract

The use of sterile fish is a viable alternative avoid introgression in natural
ecosystems. Additionally, sterile fish may be used as host in germ cell technologies for
subsequent conservation of endangered species. Therefore, the present work aims to
establish an efficient procedure for the mass production of sterile fish combining
chromosome set manipulation and hybridization. Altiparanae astyanax oocytes were
fertilized with sperm from A. fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi and
Oligosarcus pintoi males, and half of the fertilized eggs was heat shocked at 40°C to
induce triploidization. The intra-specific (pure) crossing triploid and diploid served as
control. Fertilization and survival rates were observed in the developmental stages
(cleavage, blastula, gastrula, somite and hatching), as well as the percentage of normal
and abnormal larvae. The ploidy statuses of the larvae were confirmed by flow cytometry.
At 9-months post fertilization, 16 males and 16 females from each cross were sacrificed
for removal of the gonads and subsequent histological and sterility analysis. Additionally,
fins samples were collected, fixed and diaphonized to verify the presence of sexual
characteristics (bony hooks). There was no significant difference (P> 0.05) on the
fertilization rate, survival of different embryonic stages, and percentage of normal larvae
among all crossings and ploidies. Triploid females of A. altiparanae, diploid and triploid
hybrid females of A. fasciatus, diploid hybrid females of Hyphessobrycon anisitsi and
Oligosarcus pintoi, and triploid males of A. altiparanae and hybrid triploid A. fasciatus.
were predominantly sterile. Females of all treatments showed no bony hooks in the anal
fin, while such structures were observed in the anal fin of males, with the exception of
hybrid triploid males of A. fasciatus. The results demonstrate that the hybridization
associated with chromosome set manipulation showed to be an effective tool for mass
sterilization of fish, with application in sustainable production and conservation of genetic
resources.

Key-words: Astyanax, chimera, conservation, genebank, hybridization, sterility,
triploids.



1. INTRODUCAO

Segundo dados da FAO, nas ultimas cinco décadas a producdo mundial de pescado
vem aumentando a uma taxa média de 3,2% ao ano, alcangando a marca de 167 milhdes
de toneladas em 2014 (FAO, 2016). Apesar de tal incremento, a captura de pescado néo
apresentou a mesma tendéncia, mantendo-se estavel e apresentando até mesmo certo
decréscimo em alguns anos. Para suprir essa demanda global por alimentos, a partir dos
anos 80 a aquicultura vem apresentando aumento médio de 8,6% ao ano, representando
em 2014 44,1% da producéo global de pescado, o que representa cerca de 74 milhdes de
toneladas (FAO, 2016).

Dentre 0s organismos aquaticos cultivados, os peixes tém a producdo mais
representativa, atingindo 49,8 milhdes de toneladas em 2012 (FAO, 2016). No ranking
mundial de producéo aquicola, o Brasil ocupa a 142 posi¢do, sendo responsavel por cerca
de 562 mil toneladas em 2012 (FAO, 2016). Segundo projecdes de aumento populacional
realizadas pela FAO (2016) estima-se que até 2025, a producdo mundial de peixes deve
aumentar em, no minimo, 28 milhGes de toneladas, para que seja atendida a demanda da
crescente populagdo mundial.

Na tentativa de suprir tal demanda, a aquicultura tem buscado, nos Gltimos anos,
desenvolver tecnologias para otimizar a producdo de peixes. Uma delas é cultivo de
organismos estéreis, o qual demonstra ser uma importante ferramenta para producdo e
conservagdo (DUNHAM, 2004; PIFERRER et al., 2009). Trabalhos relataram melhora
no desempenho zootécnico de peixes estéreis quando comparados a individuos ferteis,
com incremento nos valores das taxas de crescimento (SACOBIE et al.,, 2012;
NASCIMENTO, 2014) e rendimento de carcaca (LUTZ, 2003). Além disso, o cultivo de
peixes estéreis reduz impactos ambientais uma vez que, em caso de escapes, ndo ha o

risco de contaminacao genetica das populacdes nativas (PIFERRER et al., 2009).



A producdo de peixes estéreis também se mostra uma estratégia interessante do
ponto de vista das aplica¢cdes biotecnoldgicas, como o quimerismo. Essa técnica consiste
em transplantar células germinativas de um individuo de determinada espécie (doador)
para um individuo de outra espécie (receptor), possibilitando que o receptor produza
gametas da espécie doadora (YASUI et al., 2011). Entretanto, para o sucesso do
quimerismo, é necessario que o individuo receptor seja estéril, caso contrario ird produzir
gametas das duas espécies a partir de células enddgenas e exdgenas. Com esta técnica é
possivel utilizar peixes de desova intermitente para produzir gametas de espécies de
desova anual, reduzindo, entdo, a sazonalidade. Essa estratégia é aplicavel principalmente
nas espécies reofilicas de peixes neotropicais cultivadas, as quais se reproduzem apenas
nos periodos mais quentes e chuvosos (PANKHURST e PORTER, 2003), o que
impossibilita a produgéo e consequente comercializagao de alevinos de qualidade durante
0 ano todo (BAIRWA et al., 2013).

O primeiro passo para a aplicacdo do quimerismo € a obtengdo de individuos
estéreis para serem receptores de células germinativas. Um dos principais métodos
empregados € a hibridizacdo, que além da esterilizacdo, pode conferir outros beneficios
como melhor qualidade da carne, maiores valores de taxas de crescimento, resisténcia a
doencgas e adaptacédo a variacdes ambientais (BARTLEY; RANA e IMMINK, 2000).
Contudo, muitos dos hibridos podem ser férteis (FUJIMOTO et al., 2008; ARIAS-
RODRIGUEZ; YASUI e ARAI, 2009), com potencial impacto no ambiente e na
ictiofauna nativa.

Na literatura ja foram relatados outros métodos para a esterilizacdo de peixes em
larga escala, tais como manipulacdo de temperatura (PANDIT et al., 2015), utilizacdo de
farmacos (SIQUEIRA-SILVA et al., 2015), hibridacdo (BARTLEY et al., 2001) e a

manipulacdo cromossdmica por meio da produgdo de peixes triploides (TABATA,;
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RIGOLINO e TSUKAMOTO, 1999; FEINDEL; BENFEY e TRIPPEL., 2011). Dentre
estes, 0 método mais efetivo para a producdo de peixes estéreis em larga escala € a
triploidizagdo, uma vez que peixes triploides diferem dos organismos normais diploides
por apresentarem trés conjuntos de cromossomos. Ademais por serem geralmente
estéreis, apresentam melhor crescimento somatico. Entretanto, muitos peixes triploides
podem ser féerteis (PIFERRER et al., 2009). Deste modo, uma estratégia que poderia ser
empregada para contornar este problema e garantir a esterilidade massal das proles é a
combinacdo sinérgica de duas técnicas, como a hibridacdo e a triploidizacao, por meio da
producdo de triploides hibridos.

Nos Ultimos anos, o lambari-do-rabo amarelo, Astyanax altiparanae, vem sendo
utilizado como modelo para consolidar as técnicas supra mencionadas, devido as
caracteristicas da espécie tais como adaptacdo a alimentacdo artificial, facilidade de
manejo e alta prolificidade, fazem com que esta apresente grande potencial para a
aquicultura e experimentacdo (GONCALVES et al., 2014). Além disso, A. altiparanae
é uma espécie nativa da América do Sul pertencente a familia Characidae, e que apresenta
ampla distribui¢do na bacia do alto rio Parana (LIMA et al., 2003).

Atualmente, a producdo desta espécie no Brasil é destinada ao consumo humano
direto, e, principalmente, ao mercado de iscas vivas (PORTO-FORESTI et al., 2010;
MORAES FRANCA FERREIRA et al., 2014). Ademais, o pequeno porte dos individuos
e a facilidade de adaptacdo a aquarios facilitam a realizacdo de experimentos,
contribuindo para que a especie se consagre como modelo bioldgico (DRUMMOND et
al., 2000; GOMES; COSTA e BORELLA, 2013; DE MORAES FRANCA FERREIRA

etal., 2014; YASUI et al., 2015).
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No entanto, antes de consolidar o lambari-do-rabo-amarelo como modelo para
estudos de quimerismo e manipulagdo cromossémica, foram necessarias diversas etapas
prévias envolvendo estudos sobre os aspectos bioldgicos e reprodutivos da espécie.

Primeiramente, foi consolidado um protocolo de coleta de gametas e fertilizacéo
in vitro (YASUI et al., 2015) padronizando técnicas de indu¢do hormonal, coleta de
sémen e estocagem de gametas a curto prazo, o que permitiu controlar o tempo de
fertilizagdo. A partir desse protocolo, PEREIRA-SANTOS (2014) elucidou
caracteristicas basicas como o tempo de fusdo de prondcleos, extrusdo do segundo
corpusculo polar e desenvolvimento embrionario. Essas informacdes foram necessarias
para estabelecer um protocolo de triploidizagdo empregando-se choque térmico
(ADAMOV, 2013), que apresentou eficcia acima de 95%. Tais triploides foram
confirmados atravées de um protocolo de citometria de fluxo desenvolvida
especificamente para a espécie (XAVIER, 2013). Para obter juvenis triploides em sistema
laboratorial, foi estabelecido um protocolo de larvicultura para peixes diploides e
triploides (BERTOLINI, 2015), possibilitando produzir juvenis para outras etapas de
experimentacdo. Posteriormente, individuos diploides e triploides foram comparados
quanto ao crescimento, esterilidade, maturacdo gonadal e qualidade da carcaca
(NASCIMENTO, 2014). Os dados mostraram que as fémeas triploides sdo estéreis e
apresentam crescimento superior as fémeas diploides, bem como aos machos diploides e
triploides. No entanto, os machos triploides apresentam crescimento idéntico aos machos
diploides, e, além disso, ndo séo estereis e podem produzir espermatozoides aneuploides
(NASCIMENTO, 2014). Esse fato evidencia a esterilidade apenas para fémeas triploides,
ou seja, machos triploides podem ocasionar contaminagdo genética em caso de escape ao

meio ambiente.
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Portanto, para sanar o problema acima mencionado e garantir proles 100%
estéreis, uma alternativa seria combinar hibridizacéo e triploidizacdo. A aplicacdo dessa
técnica é potencialmente factivel no lambari, Astyanax altiparanae, pois existem espécies
filogeneticamente proximas que podem ser empregadas para a producdo de hibridos,
como Astyanax fasciatus e Astyanax schubarti (cruzamentos intragenéricos);
Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi (cruzamentos intergenéricos). Portanto, 0s
hibridos produzidos através do cruzamento de machos dessas espécies com fémeas de A.
altiparanae submetidos a triploidizacdo podem constituir um protocolo efetivo para a
producdo massal de peixes estéreis, 0s quais poderdo incrementar a producdo e serem
utilizados como receptores de células germinativas em estudos de quimerismo.
Entretanto, observa-se uma inexisténcia de trabalhos com esse enfoque, o que nos levou

a decidir pela realizacdo da presente pesquisa.
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5. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos verificou-se que o cruzamento de fémeas
de Astyanax altiparanae e machos de A. altiparanae, A. fasciatus, A. schubarti,
Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi mostrou-se vidvel, bem como a
triploidizagdo de tais hibridos. Ademais, constatou-se que fémeas de todos os
tratamentos ndo apresentaram espiculas na nadadeira anal, enquanto que tais
estruturas foram observadas na nadadeira anal de machos, com excecdo de
machos triploides hibridos de A. fasciatus. A analise histoldgica das gbnadas, por
sua vez, demonstrou que o Unico cruzamento que originou peixes completamente
estéreis foi o hibrido triploide de A. fascistus, considerado receptor ideal para
transplante de células germinativas, uma vez que foram observadas apenas células
somaticas nas gdnadas. Dessa forma, pode-se verificar que a hibridacéo aliada a
triploidizacdo sdo ferramentas importantes para conservagdo e aquicultura,

permitindo producdo em larga escala de individuos estéreis.
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