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Introducgao

Os crustaceos estao entre os organismos mais bem-sucedidos na colonizagéo
de novos habitats. Aproximadamente 28% dos organismos exéticos registrados na
costa da América do Norte pertencem a esse grupo, o que evidencia sua notavel
capacidade de dispersao (Ruiz et al., 2000). Diversos fatores contribuem para esse
sucesso, incluindo o tamanho reduzido em estagios juvenis, a presenca de um
exoesqueleto resistente e a alta tolerancia a variagdes de temperatura e salinidade
(Ruiz et al., 2000; Maclsaac et al., 2001).

A relevancia econdmica de diversas espécies levou a sua introducao
intencional para fins aquicolas em diferentes paises (Naylor et al., 2001; Minchin,
2007). No Brasil, o camarao-da-malasia, Macrobrachium rosenbergii (De Man, 1879),
uma espécie exodtica originaria do Sudeste Asiatico, foi introduzido em 1977 para
impulsionar a carcinicultura (Oliveira & Santos, 2021). introduzido em 1977 com o
objetivo de impulsionar a carcinicultura (Oliveira & Santos, 2021). Desde entéo, essa
espécie tem sido registrada em ambientes naturais de oito estados brasileiros,
totalizando 43 municipios, com maior incidéncia nos estados do Para e Maranhao.
Populacdes estabelecidas vém sendo monitoradas, como o reservatério de Furnas,
localizado entre os municipios de Sao José da Barra e S&o Joao Batista do Gléria,
em Minas Gerais (Chaves et al., 2023). A dispersdo da espécie no Brasil esta
associada a fuga de individuos de viveiros de produgao para ambientes naturais,
podendo gerar impactos ecoldgicos sobre espécies nativas e ecossistemas locais
(Oliveira & Santos, 2021).

Os camardes do género Macrobrachium apresentam uma ampla diversidade
de estratégias reprodutivas, incluindo espécies totalmente dulcicolas e anfidromas,
cujas larvas necessitam de um ambiente estuarino para completar o ciclo de vida
(Bauer, 2011; Bauer, 2013). M. rosenbergii, assim como a maioria das espécies do
género Macrobrachium Spence Bate, 1868, possui um ciclo de vida anfidromo, no
qual os adultos vivem e se reproduzem em agua doce, enquanto as larvas precisam
de ambientes estuarinos para seu desenvolvimento antes de retornarem ao habitat
dulcicola (Bauer, 2011; Bauer, 2013; Bauer, 2023). Esse ciclo migratério € essencial
para a sobrevivéncia da espécie e pode ser influenciado por fatores ambientais e
impactos antropicos, como a construgdo de barragens e a degradagao de habitats
fluviais (Bauer, 2011). A necessidade de conexdao com estuarios restringe sua

ocorréncia natural (New, 2002), mas, com o desenvolvimento de técnicas para a
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producao de pdés-larvas (PLs) em cativeiro, ou seja, a carcinicultura, M. rosenbergii
foi amplamente disseminado para fins aquicolas, incluindo sua introdu¢do no Brasil
(New, 2002).

O estabelecimento da carcinicultura de M. rosenbergii impulsionou estudos
sobre a biologia reprodutiva ndo s6 da espécie, como do género (David et al., 2018),
incluindo estudos moleculares sobre a determinag¢ao do sexo. A determinacao sexual
€ genética, com a presencga de sistema cromossdmico ZZ/ZW (Benzie et al., 2001;
Coman et al., 2008; Waiho et al., 2019). Estudos realizados desde a década de 1990
demonstraram que as fémeas de M. rosenbergii possuem cromossomos sexuais ZW,
enquanto os machos, os cromossomos ZZ (Sagi, 1990; Malecha et al., 1992; Aflalo
et al.,, 2006). Posteriormente, a identificagdo de marcadores especificos do sexo
permitiu um melhor entendimento desse sistema para a espécie (Ventura et al., 2011;
Jiang & Qiu, 2013). Até o momento, os estudos moleculares tém sido direcionados
ao aprimoramento da produgdo monossexo por meio da reversao sexual (Ventura et
al., 2009; Ventura et al., 2011; Jiang & Qiu, 2013; Levy et al., 2019; Ma et al., 2019;
Megawati, 2021; Liu et al., 2023).

A produgcdo monossexo, seja de machos ou fémeas, apresenta beneficios
econdmicos significativos. Os machos, que geralmente alcangam maior peso
individual na despesca, sdo ideais para mercados que priorizam animais grandes e/ou
mais bonitos. Por outro lado, o cultivo de fémeas permite maior densidade de
estocagem em razado delas serem menos agressivas e uniformidade no tamanho
eliminando a necessidade de despescas seletivas (Levy et al., 2017; Malecha et al.,
2010).

Os avangos na manipulacdo sexual de M. rosenbergii demonstram uma
trajetoria cientifica que comegou com métodos experimentais simples e evoluiu para
biotecnologias altamente sofisticadas. As primeiras tentativas foram realizadas por
Nagamine et al. (1980a) e Nagamine et al. (1980b), que exploraram tanto a ablagao
da glandula androgénica (AG) em machos quanto a implantagdo dessa glandula em
fémeas. No caso da ablagcdo, os machos perderam os apéndices masculinos e
desenvolveram gbnadas femininas parciais, evidenciando a importancia do horménio
semelhante a insulina (IAG) na manutencado de caracteristicas masculinas. Ja a
implantagdo da AG em fémeas resultou no desenvolvimento de apéndices
masculinos, atestando o papel do IAG na masculinizagao.

A reversao sexual completa foi alcancada posteriormente por Malecha et al.
(1992) por meio da implantagao de AG em fémeas (ZW), resultando em neo-machos
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totalmente funcionais. Todavia, a taxa de sucesso foi muito baixa (~10%) e a
mortalidade elevada, pois a técnica era altamente invasiva. Aflalo et al. (2006), por
sua vez, relataram a reversdo completa de machos para fémeas por meio da ablagéo
cirurgica da AG em animais de estagios iniciais (PLs). Esses métodos pioneiros,
embora promissores, apresentavam desafios significativos, como altas taxas de
mortalidade, baixa eficiéncia de reversédo e infertilidade dos animais revertidos.

Em 2012, Ventura et al. realizaram a reversao sexual completa de machos (ZZ2)
para neo-fémeas utilizando a técnica de RNA de interferéncia (RNAI). A partir do
silenciamento de um gene IAG em PLs, obtiveram-se proles 100% de machos ZZ.
Levy et al. (2016), também realizaram avancgos significativos ao fazerem uso de
células cultivadas da glandula androgénica (AG). Essas células foram injetadas em
fémeas ZW, resultando em neo-machos ZW, que, ao cruzarem com fémeas normais,
produziram progénies com 25% de fémeas WW, 50% de fémeas ZW e 25% de
machos ZZ. As fémeas WW foram entdo cruzadas com machos normais ZZ, gerando
progénies exclusivamente de fémeas ZW. Embora eficaz, esse método apresentava
limitagées devido ao alto custo de produgédo e a dependéncia de uma quantidade
limitada de células AG por doador. Em uma abordagem subsequente, Levy et al.
(2019) eliminaram a etapa do cultivo celular, injetando diretamente células AG
suspensas em fémeas WW, que foram revertidas em machos WW. Esses machos,
ao cruzarem com outras fémeas WW, geraram progénies 100% de fémeas WW
reprodutoras.

Molcho et al. (2020), injetaram células suspensas da AG seguindo protocolo
de Levy et al. (2019) em fémeas e machos WW, gerando trés gera¢des de camardes
sem os cromossomos Z, que foram cultivados em policultivo com Oreochromis
niloticus (Linnaeus, 1758). Segundo os autores o0 método oferece beneficios tanto
para a producdo quanto para a sustentabilidade, uma vez que resulta em maior
densidade de estocagem e promove o cultivo de mais de uma espécie no mesmo
espaco. Recentemente, Xu et al. (2022) apresentaram uma nova abordagem
utilizando o silenciamento do gene MroDmrt11E, sendo eficaz na reversdo sexual
completa e funcional de machos ZZ para neo-fémeas ZZ. Esses avangos ressaltam
o papel central do horménio IAG na diferenciacdo sexual de M. rosenbergii,
permitindo manipulagées que direcionam o desenvolvimento sexual tanto para
fémeas como para machos.

As técnicas mais atuais descritas acima tém demonstrado resultados
promissores em relacdo a taxa de reversdao e mortalidade reduzida quando

9



comparadas as técnicas e manipulagdes anteriores. Entretanto, essas abordagens
biotecnoldgicas dependem de laboratérios altamente equipados e insumos de alto
custo, o que as torna economicamente inviaveis para muitos produtores,
especialmente em paises em desenvolvimento, como o Brasil.

A realidade atual ressalta a necessidade de alternativas mais acessiveis e
adaptadas as condig¢des econémicas locais. Assim, este trabalho teve como obijetivo
contribuir para o desenvolvimento de um protocolo acessivel para a produgao de
cultivos monossexo de fémeas de M. rosenbergii, alinhado a realidade dos produtores
nacionais, sem comprometer a eficacia das técnicas de reversao sexual. Parte-se da
hipotese de que é possivel desenvolver um protocolo de reversdo sexual acessivel
para M. rosenbergii, adequado as condigdes dos produtores nacionais, garantindo a
producao de neo-machos funcionais e a obtencdo de fémeas WW viaveis para
cultivos monossexo.

A tese esta estruturada em quatro capitulos. No primeiro capitulo, a hipotese
foi a de que o uso de primers especificos para as populacdes brasileiras pode
melhorar a acuracia na diferenciagao genética de machos e fémeas, contribuindo
para a otimizacdo do protocolo de reversao sexual. O estudo evidenciou que os
primers descritos na literatura apresentaram limitagdes para a populagao exética do
camarao-da-malasia no Brasil, destacando a necessidade de desenvolver primers
especificos para a identificacdo genética de camardes ZW, ZZ e WW. Embora um
dos primes testados tenha amplificado uma sequéncia do cromossomo W, ela
também amplificou em 16,67% dos machos (4/24), enquanto para a sequéncia do
cromossomo Z, o resultado foi positivo e sera possivel confirmar a identificagao
genética de fémeas WW no capitulo 3. Dessa forma, propds-se o desenvolvimento
de primers que amplifiquem subsequéncias exclusivas de fémeas e machos com
base no sequenciamento de pools, a fim de garantir maior acuracia na identificagéo
genética da populagao exoética de M. rosenbergii no Brasil e otimizar o protocolo de
reversao sexual.

No segundo capitulo, a hipbtese testada foi de que as células da glandula
androgénica (hAG) de M. rosenbergii poderiam ser cultivadas em condi¢des
controladas, mantendo sua viabilidade e fungao enddcrina, com potencial para
substituir o uso de machos doadores na reversido sexual. Contudo, apesar das células
da hAG néo terem proliferado adequadamente em cultura, sua fungao enddcrina foi

mantida, sugerindo a liberacdo do horménio IAG no meio de cultivo. Esse resultado
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indica que, embora o cultivo celular ndo tenha sido bem-sucedido em termos de
proliferacdo, a atividade hormonal pode ser preservada.

No terceiro capitulo, a hipdtese testada foi a de que o uso do extrato da
glandula androgénica pode ser uma alternativa acessivel e eficaz para a reversao
sexual de M. rosenbergii quando comparadas as biotecnologias atuais e patentes
internacionais. Como resultado, obteve-se a produgao de neo-machos ZW que
geraram progénies viaveis com identificacdo genética de fémeas WW. Uma patente
(pedido de patente n° 24CI095) foi submetida para proteger essa metodologia
adaptada a realidade brasileira, que reduz custos e viabiliza a produ¢do comercial de
populagdes monossexo de fémeas.

No quarto e ultimo capitulo, a hipotese foi a de que a reversao sexual em M.
rosenbergii resulta em diferencgas estruturais e funcionais no sistema reprodutor dos
neo-machos quando comparados aos machos normais, refletindo adaptacées no
padrao do sistema reprodutor masculino. Foram evidenciadas diferencas histoldgicas
e funcionais entre machos normais e neo-machos. Os neo-machos apresentaram
espermatogénese sincronizada, similarao ciclo ovariano, com producéo espermatica
inferior e capacidade reprodutiva confirmada pela geracdo de progénies viaveis.
Esses achados confirmam a menor produgao espermatica, mas também reforcam a
condi¢ao funcional dos revertidos, destacando a necessidade de otimizagdo dos
protocolos para aprimorar a eficiéncia reprodutiva dos neo-machos. Os avancos
apresentados consolidam a reversdo sexual como uma ferramenta biotecnolégica
promissora para a produgdo na aquicultura nacional, promovendo solucdes

acessiveis, sustentaveis e competitivas para a produ¢ao de M. rosenbergii no Brasil.
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Consideragoées finais
O presente estudo abordou aspectos centrais para o avango da biotecnologia

aplicada a producdo de populagbées monossexo de Macrobrachium rosenberqii,
espécie exotica de origem asiatica, atualmente cultivada comercialmente no Brasil.
As estratégias desenvolvidas ao longo desta investigagdo priorizaram solugdes
viaveis, acessiveis e adaptadas a realidade dos sistemas aquicolas nacionais. Os
resultados descritos nos quatro capitulos revelaram avancgos relevantes, tanto do
ponto de vista cientifico quanto tecnolégico, ao mesmo tempo em que destacaram
desafios que ainda precisam ser enfrentados para consolidar a reversio sexual como
uma pratica eficiente no cultivo dessa espécie exabtica.

A integracdo dos capitulos permitiu uma abordagem abrangente, desde a
identificagdo genética do sexo até a aplicagao funcional da reversdao sexual, com
suporte de analises moleculares, cultivo celular e avaliagdo morfohistolégica de neo-
machos. No primeiro capitulo, foi evidenciada a limitagao dos primers disponiveis na
literatura para identificagdo do cromossomo W em uma populagao exdtica no Brasil,
reforcando a necessidade de desenvolver marcadores moleculares especificos,
baseados no sequenciamento de amostras locais, com vistas a aumentar a precisao
na triagem genotipica e no direcionamento do manejo reprodutivo para a reversao
sexual.

No segundo capitulo, observou-se que as células da glandula androgénica
(hAG) mantém atividade secretora em cultivo, com expressdo do horménio IAG,
apesar da auséncia de proliferagcéo. A tentativa de cultivo celular revelou-se limitada
pela acidificagdo do meio e pela auséncia de estimulos a multiplicagédo, sugerindo que
essas células seguem um ciclo funcional definido, com énfase na secrecdo hormonal.
Embora o cultivo celular da hAG represente uma linhainovadora, sua implementacao
requer estrutura laboratorial especializada e insumos de alto custo, restringindo sua
aplicabilidade imediata em larga escala.

O terceiro capitulo apresentou uma inovacgao pratica ao padronizar uma técnica
de reversao sexual baseada na aplicagao de extrato da glandula androgénica. Essa
abordagem resultou na produgdo de neo-machos ZW, capazes de copular e gerar
descendéncia viavel com a ocorréncia de fémeas WW, identificadas por reagao em
cadeia da polimerase (PCR). Essa técnica, protegida por depédsito de patente (n°
24CI095), representa o primeiro protocolo de reversdo sexual bem-sucedido para a
espécie introduzida na América Latina e podera se destacar pela viabilidade

econdmica e adaptabilidade as condigdes locais.
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No quarto capitulo, as analises morfohistolégicas e histoquimicas do sistema
reprodutor de neo-machos revelaram padroes distintos de organizagédo e
funcionalidade quando comparados aos machos normais. Os neo-machos
apresentaram espermatogénese sincronizada, padrao nao descrito para machos
normais, com menor produgao espermatica. Com base nessas observacgoes, foi
proposto o conceito de “ciclo testicular’, dividido em trés estagios funcionais,
semelhante ao padrao descrito para o ciclo ovariano em fémeas da mesma espécie.
Além disso, foi identificada uma possivel quarta secre¢cao na regiao distal do vaso
deferente, sem reatividade a proteinas ou polissacarideos, levantando a hipotese de
que seja composta por lipidios (hipotese que podera ser investigada futuramente por
coloragdes especificas como Sudan Black ou Oil Red O).

Esses achados reforcam que, embora apresentem caracteristicas
morfohistologicas distintas, os neo-machos obtidos por reversdo sexual s&o
funcionalmente férteis. A hipotese de que a reversdo sexual induz alteragoes
estruturais e funcionais no sistema reprodutor foi confirmada, estabelecendo bases
inéditas sobre a fisiologia dos individuos revertidos e contribuindo com conhecimento
técnico para o aprimoramento da técnica.

Para os proximos estudos, recomenda-se a ampliagdo do numero de individuos
avaliados, a fim de verificar a consisténcia dos achados morfofuncionais. O
desenvolvimento de primers especificos para identificagcdo precoce do sexo genético,
sobretudo entre 5 e 30 dias apés a metamorfose, podera acelerar o processo de
selecdo e validagdo da reversdo. Analises moleculares e hormonais devem ser
incorporadas para elucidar os mecanismos regulatérios da espermatogénese
sincronizada e da secregcdo da glandula androgénica. Também se destaca a
importdncia de avaliar o impacto produtivo da técnica em cultivos comerciais,
considerando variaveis como densidade de estocagem, tempo de maturacédo e a
possivel adogao de sistemas integrados com outras espécies.

Os resultados apresentados nesta investigagdo consolidam a reversao sexual
como uma ferramenta biotecnolégica promissora e tecnicamente viavel para o cultivo
sustentavel de M. rosenbergii no Brasil. A técnica proposta supera limitagdes
anteriores relacionadas a custo, infraestrutura e escalabilidade, aproximando o
conhecimento cientifico da realidade do setor produtivo. A viabilidade funcional dos
individuos revertidos, a confirmagao genética das fémeas WW e o desenvolvimento
de um protocolo adaptado as condicdes locais representam conquistas importantes
para o fortalecimento da carcinicultura nacional.
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Além de atingir plenamente os objetivos propostos, esta tese resultou no
depdsito de uma patente e na consolidacdo de uma técnica passivel de adogao em
diferentes contextos de produgédo. O programa de doutorado em tecnologia e inovagéo
(MAI/DAI) foi fundamental para viabilizar a interacdo entre universidade e setor
produtivo, contribuindo para transformar a ciéncia em tecnologia aplicada e
impulsionar a aquicultura brasileira com base em solugdes acessiveis, sustentaveis e

cientificamente embasadas.
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