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RESUMO GERAL

A triploidizacdo ¢ uma ferramenta interessante para produzir peixes estéreis. No Mandi
amarelo, Pimelodus maculatus isso pode ser aplicada como uma ferramenta de
reconstituicdo de espécies ameacadas através de transplante de células germinativas-
tronco. No capitulo |, objetivou-se estabelecer um protocolo eficiente para a
triploidizacdo da espécie P. maculatus empregando choques de térmicos. As
temperaturas testadas foram de 37°C, 38°C e 39°C, 2 minutos pos-fertilizacdo durante 2
minutos. Os embrides intactos serviram como grupo controle dipldide. A ploidia foi
confirmada por citometria de fluxo, didmetro nuclear dos eritrdcitos e citogenética.
Taxas de fertilizacdo e sobrevivéncia foram verificadas nos principais estagios de
desenvolvimento embrionério (clivagem, blastula, gastrula, segmentacdo e eclosdo),
assim como a porcentagem de larvas normais e anormais, e eficiéncia da triploidizacao.
O choque térmico reduziu significativamente a sobrevivéncia no estagio de gastrula (P
= 0,0178), somito (P = 0,0469) e incrementou o porcentual de larvas anormais (P =
0,0261). A menor sobrevivéncia foi observada para o tratamento a 39°C. Todos 0s
tratamentos apresentaram altas porcentagens de individuos triploides, sendo o maior
valor observado para o choque a 38°C (96,7%). Com base nos resultados acima, foi
obtido um eficiente protocolo de triploidizacdo em P. maculatus utilizado choque
quente (38°C, 2 mpf e duracdo de 2 minutos). No capitulo Il, foram avaliados aspectos
relacionados ao desempenho reprodutivo e crescimento de individuos diploides (2n) e
triploides (3n) da espécie P. maculatus. O objetivo foi avaliar crescimento entre as duas
diferentes ploidias através do peso, comprimento, rendimento de carcaca, indice
gonodassomatico e a possivel esterilidade em peixes triploides por meio de anélise
histologica. Fémeas 2n apresentaram valores de IGS significativamente maiores (P=
0,0157). A andlise histoldgica mostrou fémeas 2n em fase de maturacéo. Por outro lado,
gbnadas de fémeas 3n apresentaram somente oogonias, células apoptoticas e poucos
odcitos primarios isolados. Machos 2n apresentaram gametogénese normal, ao passo
gue em machos 3n ndo foram observados esprmatozoides formados. Portanto, nédo
foram observados gametas em fémeas e machos 3n de P. maculatus, sendo
considerados estéreis. Essas caracteristicas sdo aplicaveis tanto nas ciéncias basicas,
como modelo experimental, bem como nas ciéncias aplicadas, para a producéo em larga
escala.

Palavras chave: Mandi amarelo; triploidizacdo; manipulagdo cromossémica;
esterilizacéo.



GENERAL ABSTRACT

Triploidization is an interesting tool to produce sterile fish. In the spotted catfish
Pimelodus maculatus, this may be used as a tool for reconstitution of endangered
species based on stem germ cell transplantation. In Chapter I, the study aimed to
establish an efficient protocol for triploidization in the spotted catfish P. maculatus
using temperature shock. The temperatures tested were 37°C, 38°C e 39°C, 2 min
postfertilization during 2 minutes. Intact embryos served as diploid control. Ploidy
status was confirmed by flow cytometry, nuclear diameter of erythrocytes and
karyotyping. Fertilization and hatching rates were verified at the main embryo stages
(cleavage, blastula, gastrula, somite stage and hatching), the percentage of normal and
abnormal larvae and also the efficacy of triploidization. Heat shock decrease the
survival at blastula stage (P= 0,0178), somite (P = 0,0469) and increased the
percentage of abnormal larvae (P = 0,0261). The lowest survival was observed at 39 °C.
All treatments presented high percentages of triploid individuals, and the highest values
were observed for heat shock at 38°C (96,7%). Based on results above, it was obtained
an efficient protocol for triploidization in P. maculatus using heat shock (38°C, 2 min
postfertilization during 2 minutes). In Chapter Il, aspects related to the growth and
reproductive performance of diploid (2n) and triploid (3n) of P. maculatus were
evaluated. The objective was to evaluate growth according with the ploidy status,
through length, weight, carcass yield, gonadassometic index and possible sterility in
triploid fish by means of histological analysis. Diploid females presented significantly
higher 1GS values (P = 0.0157). Histological analysis showed 2n females in maturation
stage. On the other hand, gonads of 3n-females presented only oogonia, apoptotic cells
and few isolated primary oocytes. Diploid males presented normal gametogenesis,
although in 3n-males spermatozoa were not observed. However, gametes were not
observed in females and males 3n of P. maculatus, considered then as sterile sterile.

Keywords: spotted catfish; triploidization; chromosome manipulation; sterilization.
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1- INTRODUCAO GERAL

Atualmente a ictiofauna Neotropical € composta por aproximadamente 4.900
espécies de agua doce (REIS et al., 2016). Acbes antropicas como pesca extrativista,
introducdo de espécies exoticas, contaminacdo do meio aquatico e alteracfes nos cursos
naturais dos rios causam impactos significativos e colocam diversas espécies nativas em
risco de extin¢do. De acordo com o “Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameacada de
Extingdo”, existem 312 espécies em algum nivel de ameaca (ICMBIO, 2016). Diante
desse panorama, estratégias de preservacdo, empregando biotecnologias avancadas tém
sido desenvolvidas para a recuperacao de espécies ameacadas (YASUI et al., 2011).

A técnica do quimerismo € uma biotécnica promissora para reconstituicdo de
espécies atraves de transplante de células germinativas-tronco (PGCs, espermatogobnias
ou oogonias) de um individuo doador para um receptor estéril, onde as células poderdo
colonizar e diferenciar-se em gametas com caracteristicas genéticas do doador,
produzindo assim uma quimera germinativa (OKUTSU et al., 2007; NOBREGA et al.,
2010; YOSHIZAKI, GORO et al., 2010; YOSHIKAWA et al., 2017). Empregando-se
essa tecnologia, uma espécie ameacada de extin¢do poderad ser propagada atraves de
uma espécie em que o manejo reprodutivo esteja bem consolidado. Para que essa
técnica seja efetiva, devem ser utilizados receptores estéreis, que assim vao garantir que
haja producdo de gametas apenas do doador. Como receptor de células germinativas,
podem-se utilizar peixes triploides (OKUTSU et al., 2007), os quais geralmente sdo
estéreis ou inférteis (TAKEUCHI et al., 2016). Ao receber células germinativas
exogenas produzirdo gametas apenas do doador. Portanto, a producdo de receptores

estéreis € um ponto chave para o sucesso do quimerismo.
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Embora existam potencialidades da aplicacdo dessas biotecnologias para a
recuperacdo de espécies ameacadas de extincdo, estrategicamente, é importante adotar
grupos de peixes com grande nimero de especies, j& que uma vez consolidada uma
estratégia de preservacgdo, as tecnologias podem ser facilmente empregadas em espécies
filogeneticamente proximas. Nesse contexto, para o desenvolvimento deste trabalho foi
escolhida a espécie Pimelodus maculatus (Pimelodidae, Siluriformes) como modelo
experimental, pois peixes triploides desta espécie, caso sejam estéreis, poderdo ser
futuramente empregados como receptores de células germinativas de espécies
ameacadas de extin¢gdo da ordem Siluriformes. Vale ainda citar como exemplo de
aplicacdo dessa tecnologia a espécie Pseudopimelodus mangurus (Pseudopimelodidae,
Siluriforme) recentemente incluida na lista vermelha de espécies ameagadas de extin¢do
no estado de S&o Paulo (BRESSAN; KIERULFF e SUGIEDA, 2009), portanto o
mandi poderia ser uma ferramenta para melhorar o estado de conservacdo de um

siluriforme ameacado de extingéo.

1.1 Mandi (Pimelodus maculatus) como espécie modelo

Entre as maiores ordens de peixes e 0 segundo grupo mais ameacado, com 96
espéecies listadas no Brasil (ICMBIO, 2016), temos os Siluriformes, constituida
basicamente por bagres e cascudos e que conta com mais de 2.400 espécies, distribuidas
em 34 familias e 412 géneros (NELSON, 2006; HELFMAN et al., 2009). A espécie P.
maculatus, descrita pela primeira vez em 1803 por Lacépéde (REIS; KULLANDER e
FERRARIS, 2003), pertence a ordem dos Siluriformes, a familia Pimelodidae, que

inclui cerca de 50-60 géneros e 300 espécies (MEES, 1974) e ao género Pimelodus, o
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mais rico da familia, que apresenta 26 espécies (RIBEIRO; LUCENA e LUCINDA,
2008). Esta espécie tem ampla distribuicdo geografica na América do Sul, sendo
encontrada nas bacias do rio Parand e Séo Francisco (REIS; KULLANDER e
FERRARIS, 2003). Espécie caracterizada onivora, porém generalista, com habitos
alimentares diversos, incluindo matéria vegetal, invertebrados e peixes (BAIZ;
CABRERA e CANDIA, 1968; BASILE et al., 1975; DE RESENDE, 2000; LOBON-
CERVIA e BENNEMANN, 2000; SILVA; FUGI e SEGATTI HAHN, 2007; HAHN e
FUGI, 2009), capaz de explorar mais de um nivel tréfico (LOBON-CERVIA e
BENNEMANN, 2000; CALLISTO et al., 2002; SILVA; FUGI e SEGATTI HAHN,
2007). Esse habito alimentar oportunista é bastante valorizado na aquicultura pela
habilidade em ingerir dietas artificiais inclusive em tanques redes (RAMOS, 2009), o
que facilita a criagdo em cativeiro. Também possui caracteristicas vantajosas como facil
reproducdo em cativeiro e sob condicdes laboratoriais, 0 que possibilita o controle da
fertilizacdo artificial, vital para estudos de manipulagdo cromossémica, como é 0 caso
da inducdo de peixes triploides. Diante dessas caracteristicas e potencialidades, pode-se
considerar o mandi Pimelodus maculatus como uma espécie de dupla aptidao, ou seja,
uma espécie de laboratério e de aquicultura, servindo portanto para as ciéncias béasicas e
aplicadas. Porém, os estudos prévios supracitados concentram-se no campo das ciéncias
aplicadas (aquicultura), embora haja potencial para estudos avangados como a

manipulagdo cromossdmica e quimerismo, alvo do presente estudo.

1.2 Producéo de peixes triploides

Peixes triploides (3n) sdo individuos cujas celulas possuem trés conjuntos de

cromossomos, contendo dois de origem materna e um de origem paterna (ADAMOV et
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al., 2016). Essa alteracdo pode ocorrer de forma natural (THORGAARD e GALL, 1979;
PURDOM, 1984), ou ser induzida por meios artificiais através da manipulacdo
cromossomica.

Durante a reproducdo de peixes diploides (“normais™), ocorre a liberacdo do
segundo corpusculo polar (vesicula contendo material genético) momentos apds a
inseminacao, etapa reducional importante para a manutencéo da ploidia das espécies.

Em peixes, sua inibicdo pode ser realizada por meio de um choque de
temperatura, quimico ou pressdo (PIFERRER et al., 2009), dando origem a um zigoto
3n. Devido ao conjunto de cromossomos adicional, a triploidizacdo compromete a
gametogénese (BENFEY e TRIPPEL., 2011), podendo causar esterilidade (TAKEUCHI
et al., 2016), devido a divisdo meidtica irregular.

Peixes estéreis podem apresentar maior rendimento de carcaca (DO
NASCIMENTO et al.,, 2017), por ndo apresentar odcitos vitelogénicos, além de
apresentar maior crescimento somatico, ja que desvia menos energia para a maturagao
das gbnadas (ARAI, 2001) sendo portanto uma caracteristica vantajosa para aquicultura.
Outra vantagem importante de se cultivar peixes estéreis esta relacionado aos constantes
escapes do cativeiro para 0s recursos naturais como rios e lagoas, ja que esses peixes
podem dominar o ambiente e portanto competir com as espécies endémicas. Esse fato é
particularmente importante pois a introducdo de espécies exoticas é a segunda maior
causa da extingdo de espécies nativas, que sofrem com a competicdo pelos recursos
naturais, predacao e a introgressao (PIFERRER et al., 2009).

No entanto, essas caracteristicas vantajosas referentes a esterilidade podem ser
especie-especificas, pois em alguns casos o0 crescimento dos triploides pode ser
semelhante (SACOBIE et al., 2012) ou inferior (FRIARS et al., 2001) ao observado em

diploides.

10



Dissertacdo de Mestrado Rafaela Manchin Bertolini

Contudo, embora estratégico, até onde se sabe, ndo existe na literatura indexada
um protocolo para inducdo de mandis P. maculatus triploides, o que justifica o

desenvolvimento do presente trabalho.

OBJETIVOS

Geral:

» Producdo de mandis Pimelodus maculatus triploides estéreis para
atuarem como receptores de células germinativas de espécies ameacadas

de extincao.

Especificos:

> Obter um protocolo de indugdo de mandis estéreis em larga escala.
» Auvaliar a possivel esterilidade dos tripldides resultantes.
> Verificar o desempenho zootécnico para potencial aplicacdo na

aquicultura.

11



Dissertacdo de Mestrado Rafaela Manchin Bertolini

CAPITULO I: PROTOCOLO DE TRIPLOIDIZACAO DO Pimelodus
maculatus

O objeto inicial do trabalho foi definir um protocolo eficaz para triploidizacao da
espécie P. maculatus através de choques téermicos.

O experimento foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao
da Biodiversidade Aquatica Continental (CEPTA/ICMBI0) em Pirassununga, Séo Paulo
(21°55°58” S, 47°22°31” O), com aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagdo

Animal do CEPTA (CEUA/Cepta, #10/2015) e SISBIO 55725-1.

1- MATERIAL E METODOS

1.1 Origem dos peixes parentais, inducdo hormonal e fertilizacéo in vitro

Foram utilizados casais da espécie Pimelodus maculatus (mandi) capturados no
Rio Mogi Guacu no municipio de Pirassununga-SP (21°55°45” S, 47°22°21” O), entre
0s meses de outubro e dezembro de 2015, utilizando-se tarrafas de nylon de malha de 5
cm entre n6s. Os peixes foram mantidos em caixas de fibra de vidro de 200 L,
circulares, com renovacao constante da dgua na taxa de 5 x por hora, temperatura entre
25°C e 29°C, até os procedimentos de fertilizacdo artificial.

Nas fémeas, a inducdo hormonal foi feita em duas doses com hipofise de carpa,
sendo a primeira dosagem de 0,5 mg kg™ e a segunda, aplicada seis horas depois, de 5
mg kg™. Nos machos, foi aplicado apenas uma dose de 5 mg kg™, juntamente com a
segunda inducéo das fémeas.

Seis horas depois da dltima dose, as fémeas foram selecionadas, anestesiadas

com mentol (~100 mg L, Exodo Cientifica, Brasil) e os odcitos extrusados em bacias
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de vidro secas, para ndo hidratar os mesmos. Os machos foram anestesiados e
sacrificados para retirada das gonadas, as quais foram maceradas em solu¢cdo de MEM
(Minimum Essential Medium Eagle, Sigma #M&8316) para imobilizacdo dos
espermatozoides. Posteriormente, o sémen diluido em solucédo de MEM foi adicionado a
massa de ovos e 0s gametas ativados pela adicdo de dgua, mexendo-se vigorosamente

com movimentos circulares.

1.2 Inducdo a triploidia através de choque térmico

Os embrides foram submetidos a triploidizacdo através de choque térmico. As
desovas utilizadas (n = 3), foram divididas em quatro grupos. O primeiro incubado a
26°C, permanecendo intacto (grupo controle dipldide). Os outros trés grupos foram
submetidos a tratamentos de choques de temperatura para inducdo a triploidia (37°C,
38°C, 39°C). Os tratamentos foram iniciados dois minutos pos-fertilizacdo (mpf) com
duracdo de dois minutos e posteriormente incubados a 26°C. Os embrides foram
colocados em incubadoras flutuantes e alocados em aquéarios de 480 litros com aeracao

constante, um aquario por repeticdo, e mantidos nas mesmas condicdes até a eclosdo.

1.3 Desenvolvimento e sobrevivéncia dos embrides

Com auxilio de uma pipeta Pasteur, uma pequena quantidade de embrides foi
coletada e mantida em placas de Petri de diametro de 100 mm e mantida em incubadora
tipo B.O.D. com temperatura ajustada a 26°C, durante todo desenvolvimento
embrionario até a eclosdo. Os tratamentos foram monitorados através de um

estereomicroscopio (Nikon SMZ 1500, Tokyo, Japan) nos estagios de 2-células (40
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mpf), blastula, 2 horas pos-fertilizagdo (hpf), gastrula (4 hpf), somito (8 hpf), e eclosdo
(18 hpf), sendo os embribes mortos retirados a cada estadgio para ndo prejudicar a
qualidade da &gua. Imagens digitais foram capturadas com uma camera CCD (Ds-F1,
Nikon, Toquio, Japdo) acoplada em estereomicroscopio e capturadas através do
software (Nis-Ar Elements, Nikon, Tokyo, Jap&o).

Apos a eclosdo, foi contabilizado o nimero de larvas normais e anormais.

1.4 Confirmagéo da ploidia

Foram utilizados trés diferentes métodos para confirmacéo da ploidia. A anélise
de citometria de fluxo foi aplicada em larvas recém-eclodidas, para avaliar a melhor
temperatura para triploidizagdo e sobrevivéncia entre os trés tratamentos testados.
Foram selecionadas vinte larvas de cada tratamento, capturadas aleatoriamente e
submetidos a andlise de citometria de fluxo baseado no protocolo desenvolvido por
XAVIER et al. (2017). Para isso, cada amostra foi colocada em solugéo de lise celular
(9,53 mM MgS04.7 H,0; 47,67 mM KCI; 15 mM Tris; pH 8,0, com adicao de sacarose
e com detergente Triton-X a 0,6%) por 10 minutos e, logo apds, para coloracdo dos
nacleos, foi adicionado 800 pL de solucdo de 4,6 Dimidine 2 Phenylidone Di-
Hydrochloride - DAPI (0,01% DAPI em Dulbecco's Phosphate Buffer Saline (Sigma
#D5773, St. Louis, USA). As amostras foram filtradas em telas de nylon de 30 pum
(Celltrics, Partec, GMBh, Germany) e analisadas em citometro de fluxo (CyFlow Ploidy
Analyzer, Partec, GMBh, Germany).

Para se verificar a validacdo da técnica de citometria de fluxo, algumas larvas

foram mantidas até a idade adulta e verificada a ploidia por citometria de fluxo,
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didmetro nuclear dos eritrdcitos e citogenética. Para a realizacdo da técnica do esfregaco
sanguineo, foram utilizados 14 mandis, 7 diploides e 7 triploides, com 14 meses de
idade. Os peixes foram anestesiados em solugdo de Eugenol (0.1 g L™) (Biodinamica,
Ibipord, Brasil) e o sangue foi colhido através de puncdo do vaso caudal com a ajuda de
uma seringa contendo uma gota de heparina sodica (5000 U.l). Uma aliquota de 4,5 pL
de sangue foi pipetada em uma lamina e realizado esfregacos, os quais foram mantidos
a temperatura ambiente por 6 horas, para fixacdo, e entdo corado utilizando o kit rapido
panético (LABORCLIN, Pinhais, Brasil). As imagens foram capturadas através de uma
camera CCD (Ds-F1, Nikon, Téquio, Japdo) acoplada em microscopio optico (Nikon
Ni, Tokyo, Japdo). Imagens digitais foram obtidas através do software (Nis-Ar
Elements, Nikon, Tokyo, Japdo) e mensurados a area, 0 diametro maior e o diametro
menor dos nucleos dos eritrocitos.

Para a andlise da ploidia por citogenética foram utilizados 14 mandis, 7 diploides
e 7 triploides, com 15 meses de idade. Os peixes foram injetados com fermento
bioldgico e apds dez horas, o rim cranial foi retirado para processamento de rotina em
citogenética através da coloracdo com Giemsa (5%) (FORESTI; OLIVEIRA e DE
ALMEIDA-TOLEDO, 1993). As laminas foram visualizadas em microscopio (Nikon
Ni, Tokyo, Japan) por meio do software Nis-Ar Elements (Nikon, Téquio, Jap&o), sendo

as imagens geradas utilizadas para contagem dos cromossomos.
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1.5 Analise estatistica

Os dados sdo mostrados como média + EP. Os experimentos foram realizados
em trés repetigdes, cada uma com diferentes fontes de gametas. Os dados foram
verificados quanto a normalidade com o teste Liliefor’s e em seguida comparados entre
si por teste ANOVA, seguido de teste Tukey (o = 0,05). As andlises estatisticas foram

realizadas utilizando o software Statistica 10 (Statisoft Inc., Tulsa, EUA).

2- RESULTADOS

2.1 Sobrevivéncia e determinagéo da ploidia

Os dados dos diferentes estagios de desenvolvimento dos grupos tratados (37°C,
38°C e 39°C) e controle estdo explicitos na Tabela 1. Ndo foi observado diferenca
significativa entre os tratamentos para porcentagem de od0citos ndo fertilizados
(P=0,1834), em estagio de 2-células (P = 0,2348), blastula (P = 0,2972), eclosdo (P =
0,0668) e para larvas anormais (P = 0,6177; Fig. 1B). A temperatura afetou
significativamente o estagio de gastrula (P = 0,0178), somito (P = 0,0469) e
porcentagem de larvas normais (P = 0,0261; Fig. 1A), sendo observada maior e menor
sobrevivéncia para o grupo controle e o tratamento a 39°C, respectivamente.

Os dados obtidos atraves da andlise de citometria realizada nas larvas recém-
eclodidas estdo expressos na Tabela 1. No tratamento controle 100% dos exemplares
eram diploides, como esperado (Fig. 2A). Todos os tratamentos apresentaram altas
porcentagens de individuos triploides (Fig. 2B), sendo o maior valor observado para o

choque a 38°C (96,7%).
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A andlise do didmetro nuclear dos eritrécitos mostrou que peixes triploides (Fig.
3B) apresentam maiores valores para area nuclear (92,15 + 1,50 umz; P < 0,0001), eixo
maior (12,47 £ 0,11 pum; P < 0,0001) e eixo menor (9,42 = 0,14 um; P < 0,0001) do que
os peixes diploides (65,52 + 5,82 pum?, 10,16 + 0,08 um e 8,22 + 0,04 um;
respectivamente) (Fig. 3A). J& os resultados da citogenética mostraram que peixes
diploides (Fig. 3C) apresentaram 56 cromossomos. Por outro lado, no grupo submetido
a choque de temperatura, foram observados 84 cromossomos, confirmando que os

mesmos séo triploides (Fig. 3D).
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Tabela 1 - Desenvolvimento e ploidia do Mandi, Pimelodus maculatus, ap6s tratamentos com choque térmico para inducéo a triploidia.

Ploidia
Nao-
fertilizados 2-células Blastula Gastrula Somito  Eclosdo  Normal Anormal Eficiénciada  Triploides
Tratamentos (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%0) 2n 3n Ovos Triploidizacéo (%0)
Controle 1,5+1,0° 979+0,7° 97,3+13* 941+13* 905+4,0° 840+6,0° 729+45 114+30° 60 O 342 0,0+0,0 0,0
37°C 41+15° 959+15° 953+2,1° 861+30® 761+77® 728+16,1° 600+93* 12,8+43* 9 51 307 39,1+128 85,0
o a a a ab 59,5 + a ab a
38°C 10,1+ 6,7 899+6,7° 880+79° 71,1+114 15 4 55,3+ 17,4 47,1+17,1 8,3+0,5 2 58 357 30,4 + 19,6 96,7
29°C 14,9+ 4,32 851+4,3* 837+49° 610+44° 489+10° 30,8+11,1° 162+6,5° 146+4,8° 5 47 422 6,3+3,0 90,4

1 Ovdcitos recém-fertilizados submetidos a choques térmicos 2 mpf a 37°C, 38°C e 39°C por 2 min. Apds o tratamento, os ovos foram incubados a 26°C. O
grupo de controle indica ovos intactos mantidos a 26°C (sem tratamento). As porcentagens e o nimero de ovos resultam de trés repetic6es, cada uma usando
diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferenca significativa (ANOVA,; P < 0,05).
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Figura 1. Larvas de mandi, Pimelodus maculatus, com morfologia normal (A) e
anormal (B).
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Figura 2. Histograma de citometria de fluxo de uma larva recém-eclodida diploide (A)

e triploide (B) de mandi (Pimelodus maculatus).
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Figura 3. Esfregago sanguineo e citogenética de individuos diploides (esquerda) e
triploides (direita) do Mandi amarelo, Pimelodus maculatus.
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CAPITULO II: CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO
GONADAL DE Pimelodus maculatus DIPLOIDES E TRIPLOIDES

Nesta etapa do trabalho, objetivou-se avaliar o desempenho zootécnico
acompanhando-se o crescimento de individuos diploides e triploides, mantidos em
cativeiro sob condicdes laboratoriais, através de biometrias mensais, além do
desenvolvimento gonadal e a possivel esterilidade dos individuos triploides, verificado
através de analises histologicas.

O experimento e as analises foram desenvolvidos no Laboratério de Biotecnologia
de Peixes, do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao da Biodiversidade Aquética
Continental em Pirassununga, S&o Paulo, com aprovacdo do Comité de Etica em

Experimentacdo Animal do CEPTA (CEUA/Cepta, #10/2015).

1- MATERIAL E METODOS

1.1 Origem, confirmacao da ploidia e microchipagem

Foram utilizados dois casais da espécie P. maculatus capturados no Rio Mogi
Guacu na cidade de Pirassununga-SP, no més de dezembro de 2015. A captura, manejo,
inducéo hormonal e indugdo de triploides utilizando choque térmico foram realizadas da
forma descrita no Capitulo 1.

Apos a ecloséo, os dois grupos (controle diploide e grupo submetido ao choque
de temperatura de 38°C para inducdo de triploides) das duas desovas realizadas (4
grupos) foram mantidos em aquéarios de 60 L com temperatura controlada (26°C),

aeracdo constante e troca parcial da agua trés vezes por semana. A alimentacdo das
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larvas foi iniciada com Artémia Salina (Artémia Salina do RN, Natal, Brasil) fornecida
duas vezes ao dia até completarem 30 dias de vida, posteriormente substituida por racéo
comercial contendo 45% de proteina.

Completando 120 dias de vida, os alevinos foram individualmente anestesiados
com Eugenol (1 ml L™ (Biodinamica, Ibipord, Brasil) e uma pequena amostra de
nadadeira coletada para confirmacdo da ploidia através de citometria de fluxo, seguindo
o0 protocolo desenvolvido por XAVIER et al. (2017) e posteriormente identificados com
microtransponders 12 x 2 mm (Animall TAG ISSO FDX-B S&o Carlos, Brasil) a fim de
ser acompanhado o crescimento e peso individual dos animais avaliados. Para a
inser¢do dos microtransponders na cavidade peritoneal, foi feita uma pequena incisao

ventral com auxilio de um bisturi, para ser implantacdo dos transponders na regido

ventral de cada animal (Fig. 1).

e : : S RIS ol ViSRS
Figura 1. Coleta de amostra (nadadeira) para confirmagdo da ploida através de citometria de fluxo e

identificacdo individual dos exemplares de Pimelodus maculatus. A. Anestesia. B. Coleta de nadadeira
para analise de citometria de fluxo. C. Incisdo com auxilio de bisturi. D. Inser¢do do microtransponder.
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1.2 Sistema de aquarios e distribuicéo

Com a finalidade de eliminar possiveis variaveis ambientais prejudiciais ao
experimento, foi construido um sistema de aquarios interligados. Na parte superior
composto por seis aquarios de 480 litros, todos com termostatos, bombas de circulacéo,
mangueiras de aeracdo e fotoperiodo programado para 12 horas de luz por dia. Na parte
inferior, dois compartimento para decantacdo e um terceiro com filtro bioldgico, além
de resisténcia para aquecimento, controlador de temperatura a 26°C e filtro UV (Fig. 2 e
3).

Com os peixes devidamente identificados, foi iniciado entdo o experimento de
avaliacdo do crescimento e desenvolvimento gonadal dos dois grupos (diploides e
triploides). Foram realizadas cinco repeti¢des e cada uma delas iniciados com 20 peixes
diploides e 20 peixes triploides, totalizando 40 animais por aquario, sendo as repeticoes

le?2e3,4eb5de fontes de gametas diferentes.
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Figura 2. llustracdo do sistema de aquarios utilizado no experimento de crescimento de Pimelodus maculatus diploides e triploides. Setas indicando a

instalacdo de ldmpadas para fotoperiodo, encanamento para circulagdo de &gua, termostato e bomba de circulagéo presente em todos os aquarios. Fonte: Hur
Siqueira Filho, Programa: SketchUp Pro.
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Figura 3. llustracéo do sistema de aquérios utilizado no experimento de crescimento de Pimelodus maculatus diploides e triploides, vista lateral. Setas
indicando filtro UV e aeracdo. Fonte: Hur Siqueira Filho, Programa: SketchUp Pro.

26



Dissertacdo de Mestrado Rafaela Manchin Bertolini

1.3 Biometrias, coletas e analise histoldgica

Foram realizadas 19 biometrias, iniciadas com 150 dias de vida (més 0) e as
demais a cada 30 dias até os peixes completarem 690 dias (més 18). As amostragens
mensais foram realizadas todas da mesma forma, sendo mensurado o comprimento

padréo (Fig. 4.A) e o peso total (Fig.4.B).

Figura 4. Biometria de Pimelodus maculatus. A. Comprimento padrdo (mm) com auxilio
de paquimetro digital. B. Peso total (g) utilizando balanca semi analitica.
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As coletas de gonadas foram iniciadas junto com a terceira biometria (més 2) e
as demais a cada 60 dias. Para isso, a cada coleta, quatro peixes por repeticdo (dois
diploides e dois triploides), foram capturados aleatoriamente (independente do sexo),
eutanasiados, sendo as goOnadas retiradas e pesadas para o calculo do indice
gonadossomatico (IGS). A carcaca também foi pesada para mensuracdo do rendimento
de carcaca.

As amostragens coletadas foram fixadas em Bouin (solugdo Liquido de Bouin,
Cinética, Londrina, Brasil), desidratadas em concentracGes crescentes de Etanol (70%,
80%, 95% e 100%), clareadas com Xilol (Exodo cientifica, Hortolandia, Brasil) e
incluidas em Paraplast (Paraplast®, Sigma, St. Louis, EUA), os corte em secc¢des de 5 a

7 um de espessura € a coloragdo com Hematoxilina e Eosina.

1.4 Anédlise estatistica

Os dados estdo expressos como média £ EP. Os experimentos foram
realizados em cinco repeticdes, com duas diferentes fontes de gametas. Os dados foram
verificados quanto a normalidade com o teste Liliefor’s e em seguida comparados entre
si por teste ANOVA, seguido de teste T (P = 0,05). As analises estatisticas foram

realizadas utilizando o software Statistica 10 (Statisoft Inc., Tulsa, EUA).
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2- RESULTADOS

2.1 Crescimento e Peso

Né&o foi observada diferenca significativa (P > 0,05) no crescimento e peso de
fémeas de diferentes ploidias (2n e 3n) durante o periodo experimental (Fig 5 e 6). No
entanto, foram observadas com comprimento padrdo e peso semelhantes no inicio nas
primeiras amostragens e ao atingir o més 8, fémeas triploides (3n) passaram a apresentar
maior comprimento padrdo em relacdo as fémeas diploides (2n) (Fig. 5). O mesmo
dado foi observado para o peso, onde fémeas 3n apresentaram médias mais elevadas a

partir do més 4 (Fig. 6).

230 -

n
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Z 150 - y2n=105,83e0,0434x co 5
= 130 R? = 0,8463 AFemeasn
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g 110 -
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Figura 5. Comprimento padrdo (mm) de fémeas 2n e 3n de Pimelodus maculatus durante 18
meses de coleta. N&o foi observada diferenca estatistica entre diploides e triploides (t > 0,05).
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Figura 6. Peso (g) de fémeas 2n e 3n de Pimelodus maculatus durante 18 meses de coleta. N&o
foi observada diferenca estatistica entre diploides e triploides (t > 0,05).

Nos machos, ndo foi observada diferenca significativa (P > 0,05) comparando
crescimento e peso de diploides e triploides. No entanto, machos das duas ploidias
iniciaram com dados similares e ao atingir o més 11, diploides (2n) apresentaram maior

comprimento padrédo e peso em relacdo aos machos triploides (3n) (Fig. 7 e 8).
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Figura 7. Comprimento padréo (mm) de machos 2n e 3n de Pimelodus maculatus durante 18
meses de coleta. Nao foi observada diferenca estatistica entre diploides e triploides (t > 0,05).
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Figura 8. Peso (g) de fémeas 2n e 3n de Pimelodus maculatus durante 18 meses de coleta. Nao
foi observada diferenca estatistica entre diploides e triploides (t > 0,05).
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2.2 Indice Gonadossomatico (1GS)

Fémeas 2n apresentaram valores de IGS superiores durante todo periodo
experimental. Diferenca significativa entre as duas ploidias foi observada em
exemplares dos meses 6, 8, 12, 14, 16 e 18 (P=0,0157) (Fig.9).

Para os machos, foram observados valores superiores para os 2n (Fig. 10), ndo
apresentando diferenca estatistica. Contudo, este resultado foi baseado apenas nos
meses que foram coletadas amostragens das duas ploidias. Vale ressaltar que as coletas

de exemplares foram aleatdrias, independente do sexo.

1,40% -

1,20% -

1,00% -

0,80% -

B Fémea 2n

IGS (%)
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W Fémea 3n

0,40% -

0,20% -

0,00% -

Figura 9. indice gonadossomatico (IGS, %) de fémeas 2n e 3n de Pimelodus maculatus
durante 18 meses de coleta. Asteriscos indicam diferenca estatistica entre diploides e triploides
(t<0,05).

32



Dissertacdo de Mestrado Rafaela Manchin Bertolini

1,00% -

0,80% -

0,60% -

IGS (%)

B Macho 2n

0,40% -
? B Macho 3n

0,20% -

0,00% -
2 4 6 8 10 12 14 16 18
Més

Figura 10. indice gonadossomatico (IGS, %) de machos 2n e 3n de Pimelodus maculatus
durante 18 meses de coleta. Nao foi observada diferenca estatistica entre diploides e triploides
(t>0,05).

2.3 Rendimento de Carcaca

Nédo foi observada diferenca significativa (P > 0,05) para o rendimento de
carcaca entre fémeas 2n e 3n (Fig. 11) e machos 2n e 3n (Fig. 12). Fémeas de diferentes
ploidias apresentaram valores semelhantes durante todo periodo experimental. Para os
machos, este resultado foi baseado apenas nos meses que foram coletadas amostragens

das duas ploidias.
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Figura 11. Rendimento de carcaca (%) de fémeas 2n e 3n de Pimelodus maculatus durante 18
meses de coleta. N&o foi observada diferenca significativa entre as ploidias (t > 0,05).
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Figura 12. Rendimento de carcaga (%) de fémeas 2n e 3n de Pimelodus maculatus durante 18
meses de coleta. Nao foi observada diferenca significativa entre as ploidias (t > 0,05).
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Figura 13. Morfologia externa de peixes e gbnadas de Pimelodus maculatus. Fémeas 2n (A) e 3n (B) e machos 2n (C) e 3n (D). Amostragens do Més 18.
Escala: 5 cm.
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2.4 Analise Histologica

De acordo com a classificagdo proposta por (BROWN-PETERSON et al., 2011),
todas as fémeas diploides (2n) de P. maculatus analisadas durante os meses de coletas se
encontravam em fase de maturacdo, estando seus ovarios repletos de odcitos em
crescimento primario (fig. A; B). Por outro lado, gbnadas de fémeas triploides (3n)
coletadas durante todo periodo experimental continham somente oogénias e algumas
células apoptoéticas (Tab. 1). Gonadas repletas de oog6nias e poucos 00citos primarios
dispersos foram encontradas apenas a partir do més 8, (Tab. 1) (Fig.1).

Machos 2n de P. maculatus apresentaram gametogénese normal, sendo
identificadas todas as células da linhagem germinativa (espermatogénias,
espermatdcitos, espermétides e espermatozoides) (Fig. 2). Foram encontrados
especimes maduros a partir do més 4 (Tab. 2), apresentando gdnadas repletas de
espematozoides. Em machos 3n, gbnadas referente aos meses 2 e 4, continham somente
espermatogonias. A partir do més 6, foram encontradas gonadas pouco desenvolvidas e
células germinativas chegando somente ao estdgio de espermaétides. Nao foram

identificados espermatozoides formados.

36



Dissertacdo de Mestrado

Rafaela Manchin Bertolini

Tabela 1. Fases de ovogénese identificadas em individuos diploides e triploides de Pimelodus
maculatus durantes os meses de coleta.

Més de o Fases de ovogénese de P. maculatus
Ploidia N
coleta . ;
Estéril Em desenvolvimento

2n
0 - 5 5
3n 2 - 2

2n
5 - 6 6
3n 7 - 7

2n
4 - 6 6
3n 10 - 10

2n
5 - 5 5
3n 7 - 7

2n
3 4 4
3n 8 - 8

2n
10 ) 4 4
3n 10 - 10

2n
12 - 3 3
3n 7 - 7

2n
14 ) 3 3
3n 4 - 4

2n
16 - 2 2
3n 4 - 4

2n
18 - 2 2
3n 3 - 3

N= nimero de exemplares analisados

37



Dissertacdo de Mestrado

Rafaela Manchin Bertolini

Tabela 2. Fases da espermatogénese identificadas em individuos diploides e triploides de
Pimelodus maculatus durantes os meses de coleta.

Més Fases de espermatogénese de P. maculatus
de Ploidia N
coleta Estéril Em maturacéo Maduro  Regredido
2n - - -

0 2 2
3n 3 - - - 3
2n - - -

5 2 2
3n 1 - - - 1
2n - -

4 1 1 2
3n - - - - -
2n - -

5 1 1 2
3n 3 - - - 3
2n - -

3 2 1 3
3n 2 - - - 2
2n - -

10 2 1 3
3n - - - - -
2n - - -

12 6 6
3n 1 - - - 1
2n - - -

14 2 2
3n - - - - -
2n - - -

16 2 2
3n - - - - -
2n - -

18 2 2
3n 1 - - - 1

N= namero de exemplares analisados
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Figura 14. Histologia ovariana de fémeas diploides e triploides de Pimelodus maculatus.
Amostras do Més 2 (A, C) e 18 (B, D).Fémeas 2n em fase de maturacdo, oocitos em
crescimento primario (A, B). Ovérios imaturos de fémeas 3n (C, D). Setas indicando oogbénias
(Og) e oocitos (Oc). Barra de escala, A e D: 50 um; B e C: 100 pm.

Figura 15. Histologia testicular de machos diploides e triploides de Pimelodus maculatus.
Amostras do Més 2 (A, D), 6 (B, E) e 18 (C, F). Génadas em maturacdo inicial (A, D, E, F).
Gobnadas maduras (B, C). Setas indicando: SG, espermatogbnias; SC, espermatocitos; ST,
espermatides; SZ, espermatozoide; RS, espermatozoide residual; I, intersticio. Linha tracejada
indicando o ducto testicular principal. Barra de escala, A, B, D e E: 50 um; C e F: 100 um.
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DISCUSSAO GERAL

Neste estudo foi obtido um eficiente protocolo para obtencdo em larga escala de P.
maculatus triploides. Em espécies nativas, poucos protocolos de triploidizacdo foram
descritos, como para Astyanax altiparanae (ADAMOV et al., 2016), Rhamdia quelen
(HUERGO e ZANIBONI-FILHO, 2006) e Piaractus mesopotamicus (FORESTI,
OLIVEIRA e CARVALHO, 1994). A utilizacdo de peixes triploides € interessante para
conservacao e aquicultura, pois estes podem ser estéreis (PIFERRER et al., 2009; DO
NASCIMENTO et al., 2017). No tocante a producdo, peixes estéreis sao atrativos, pois
a energia que seria utilizada para o desenvolvimento gonadal é empregada para o
crescimento somatico, levando também a um maior rendimento de carcaca (DO
NASCIMENTO et al., 2017).

Referente a conservacdo, os peixes triploides estéreis podem ser empregados de
duas formas. A primeira, na producdo sustentavel, ou seja, a aquicultura empregando-se
peixes estéreis, pois, caso ocorra escapes para 0 meio ambiente, 0s impactos sao
reduzidos (DUNHAM, 2004). Adicionalmente, peixes triploides podem ser utilizados
em estudos de quimerismo (OKUTSU et al., 2007). Nesta técnica, células germinativas
de uma espécie (doadora) sdo transplantadas para outra (receptora), sendo que esta
ultima podera produzir gametas da espécie doadora (YOSHIKAWA et al., 2017). Esta
ferramenta € muito importante para conservacdo, pois espécies ameacadas de extingdo
podem ser geradas através da propagacdo mediada. No entanto, para que se obtenha
sucesso na técnica, seria necessario que a espécie receptora seja estéril, garantindo que
0s gametas produzidos sejam provenientes unicamente da espécie doadora. Assim, caso

seja estéril, o mandi (P. maculatus) triploide podera ser futuramente empregado como
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receptor de células germinativas em espécies ameacgadas extincdo da ordem dos
Siluriformes.

Em A. altiparanae, uma espécie nativa, j& foi observado a possibilidade de
esterilizagdo utilizando a triploidizagdo (DO NASCIMENTO et al., 2017). Apesar da
existéncia de outros métodos para producao de peixes estéreis, tais como a utilizacéo de
Busulfan e altas temperaturas (DE SIQUEIRA-SILVA et al.,, 2015), a técnica de
triploidizagdo pode garantir a producdo em massa de tais animais. Deste modo, estudos
focados na avaliacdo da esterilidade na espécie estdo em andamento.

No entanto, apesar da eficiéncia do protocolo, ndo foi possivel obter 100% de
peixes triploides. Resultados semelhantes também foram observados por ADAMOV et
al. (2016) em A. altiparanae. Como os choques aplicados na inducdo de peixes
triploides tém como objetivo inibir a liberagdo do segundo corpusculo polar, estudos
focados na determinacdo do exato momento que 0 mesmo é expulso poderdo ser
utilizados para otimizacdo do protocolo, conforme descrito em Astyanax altiparanae
(DOS SANTOS et al, 2016). Além disso, alternativa interessante é utilizar peixes
tetraploides, os quais tem o potencial de gerar gametas diploides, garantindo assim a
producdo em massa de apenas peixes triploides apds um simples cruzamento.

Em suma, a producdo de peixes triploides foi otimizada empregando as
seguintes condigdes: choque térmico de 38°C, 2 mpf e duracdo de 2 minutos.
Utilizando-se esse procedimento, o percentual de peixes triploides foi de 96,7%, estes
confirmados por citometria de fluxo, didmetros nuclear dos eritrocitos e citogenética.

Em relacdo ao desempenho zootécnico séo esperadas fémeas 3n que apresentem
maior crescimento e peso do comparados com fémeas 2n, resultado comumente
encontrado na literatura (PIFERRER et al., 2009), sendo relatado em triploides de truta

arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (TABATA; RIGOLINO e TSUKAMOTO, 1999),

41



Dissertacdo de Mestrado Rafaela Manchin Bertolini

bacalhau do atlantico (Gadus morhua) (FEINDEL; BENFEY e TRIPPEL, 2010) e truta
marrom (Salmo trutta fario) (KiZAK et al., 2013). No entanto, no presente trabalho,
peixes diploides e triploides da espécie P. maculatus mantidos em condicOes
laboratoriais, ndo atingiram o estagio de maturacéo, evento que requer grande dispéndio
de energia, onde fémeas 3n passam a apresentar vantagens no crescimento e superam as
2n (KOEDPRANG e NA-NAKORN, 2000; DUNHAM, 2004), sendo observada
diferenga no crescimento e peso, porém ndo significativa estatisticamente.

Quanto aos resultados do IGS, fémeas 2n apresentaram valores mais altos,
comparado com peixes 3n mesmo ndo atingindo o estadgio de maturagdo, dados que
evidenciam a gametogénese comprometida pela divisdo meidtica irregular em triploides,
ndo desenvolvendo como de peixes normais diploides. No que se refere ao rendimento
de carcaca, fémeas de diferentes ploidias apresentaram valores semelhantes durante
todo periodo experimental, valores que podem ser alterados apés o estagio de maturacao
da espécie P.maculatus, onde em peixes estéreis, a energia que seria destinada para 0s
processos reprodutivos seria convertida para o crescimento somatico.

Para 0s machos, peixes 3n ndo apresentam vantagens na producdo aquicola.
Estes frequentemente exibem crescimento semelhante aos peixes 2n (DUNHAM, 2004;
PERUZZI et al., 2009; FEINDEL; BENFEY e TRIPPEL, 2010; KiZAK et al., 2013).
Neste estudo nédo foi diferente, machos de ambas as ploidias iniciaram com dados de
crescimento e peso crescentes e similares, porem os 2n finalizaram com valores
maiores. O mesmo resultado foi observado em triploides de Astyanax altiparanae (DO
NASCIMENTO et al., 2017). O resultado do IGS foi semelhante para ambas ploidias,
fato também encontrado no Bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) e na Truta Marrom
(Salmo trutta fario) (FEINDEL; BENFEY e TRIPPEL, 2010; KiZAK et al., 2013).

Quanto ao rendimento de carcaga, os resultados tambem foram semelhantes para ambas
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ploidias, sugerindo que em machos 3n, ndo houve energia extra destinada ao
crescimento somatico, como observado por KiZAK et al. (2013). No entanto, machos
3n da espécie P. maculatus foram encontrados em menor quantidade e os resultados
foram analisados somente nos meses com coletadas de ambas ploidias.

No que se refere ao aspecto reprodutivo da espécie P. maculatus, no presente
estudo, em andlises histologicas de fémeas 2n foram observados ovarios repletos de
odcitos em crescimento primario classificados em fase de maturacdo, durante todo
periodo experimental. Por outro lado, génadas de fémeas 3n continham somente
oogodnias, células apoptdticas, e poucos oocitos primarios dispersos, podendo ser
consideradas estéreis devido a pequena quantidade de odcitos priméarios quando
comparadas com fémeas 2n.

Geralmente, fémeas triploides apresentam esterilidade e os machos produzem
gametas (PIFERRER et al., 2009). No entanto, neste estudo, machos 2n de P. maculatus
apresentaram gametogénese normal, sendo identificadas todas as células da linhagem
germinativa (espermatogbnias, espermatécitos, espermatides e espermatozoides), e 0s
machos 3n, apresentaram espermatogénese aparentemente normal, sendo identificadas
espermatogonias e células germinativas chegando somente ao estagio de espermatides,
mas nenhum espermatozéide formado foi observado (sem gametas), sendo considerados
portanto machos estéreis.

Na literatura sdo encontradas explicacOes para tais resultados. De acordo com
HULAK et al. (2010), nos machos a mitose de espermatogonias e formacéo de cistos de
divisdo de celulas sdo eventos pre-meioticos, o0 que explicaria o desenvolvimento
gonadal mais comum em machos triploides. Krisfalusi e Coud (2011), afirma que nos
machos este evento ocorre no final, explicando o desenvolvimento gonadal semelhante

em machos 2n e 3n. Enquanto nas fémeas, a triploidizacdo afeta o pareamento dos
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cromossomos logo na fase inicial da meiose, motivo pelo qual os ovérios ndo se
desenvolvem, sendo sempre observados em desenvolvimento inicial.

Portanto, os resultados deste estudo mostram que fémeas e machos 3n exibem
gbnadas em estagio imaturo. Deste modo, peixes 3n de P. maculatus podem ser
considerados estéreis, pois foram incapazes de gerar gametas viaveis durante o periodo

estudado.

CONCLUSOES

» Foi obtido um eficiente protocolo de triploidizacdo em P. maculatus utilizado
choque guente (38°C, 2 mpf e duracdo de 2 minutos), o qual poderéa ser aplicado

em futuros estudos basicos e aplicados.

> Este trabalho mostrou que a triploidizacdo pode ser utilizada para esterilizacédo
em larga escala da espécie P. maculatus, podendo ser utilizada como receptora
de células germinativas-troco na técnica do quimerismo, ferramenta promissora

para conservacao espécies ameacadas.
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