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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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1. OBJETIVO
1.1 Objetivo Geral
Estabelecer um método eficaz para a producdo massal de peixes estéreis combinando

manipulagdo cromossdmica e hibridag&o.

1.2 Objetivos Especificos

e Verificar a viabilidade do cruzamento de fémeas de Astyanax altiparanae com
machos de A. altiparanae, A. fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e
Oligosarcus pintoi, bem como a triploidizacéo de tais hibridos;

e Verificar a ocorréncia de espiculas nas nadadeiras de fémeas e machos dos
hibridos obtidos;

o Caracterizar os peixes obtidos em relacdo a linhagem germinativa por meio de

analise histoldgica das génadas.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da
Biodiversidade Aquética Continental (CEPTA/ICMBI0), em Pirassununga, S&o Paulo
(21°55°58” S, 47°22°31” O), durante o periodo de 6 de dezembro de 2014 a 17 de
setembro de 2015, com aprovagdo do Comité de Etica em Experimentagdo Animal do

CEPTA (CEUA #02031.000033/2015-11) e SISBIO 48167-1.

2.1. Origem dos peixes parentais

Para realizagdo dos cruzamentos foram utilizados machos e fémeas de Astyanax
altiparanae e machos de A. fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e
Oligosarcus pintoi (Fig. 1). Para a identificacdo do sexo foi utilizado como critério a
presenca de espiculas na nadadeira anal, que sdo detectaveis pelo tato e evidentes nos
machos (GARUTT], 2003). Fémeas e machos de A. altiparanae foram obtidos do plantel
de reprodutores do CEPTA/ICMBIO0, os quais foram mantidos em tanques escavados de
1000 m?. Machos de A. fasciatus e A. schubarti foram capturados no Rio Mogi Guagu,
na cidade de Pirassununga-SP, (21°55°45” S, 47°22°21” O) entre os meses de outubro e
novembro de 2014, com tarrafa de 18 metros de abertura e malha de 15 mm, e mantidos
em tanques escavados. Machos de O. pintoi foram coletados no reservatério de
armazenamento de agua do CEPTA com tarrafas semelhantes e mantidos em tanques
externos. Machos de H. anisitsi foram adquiridos no comércio local, e mantidos em
aquarios de 200 L com fotoperiodo de 12 horas de luz. Os peixes receberam alimentagéo
duas vezes ao dia, composta por racdo comercial extrusada de diametro de 3 mm (45%

de PB e 3800 kcal kg™t).
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Fig. 1. Peixes parentais das espécies utilizadas nos cruzamentos. A. Fémea de Astyanax
altiparanae. B. Macho de Astyanax altiparanae. C. Macho de Astyanax fasciatus. D.
Macho de Astyanax schubarti. E. Macho de Hyphessobrycon anisitsi. F. Macho de
Oligosarcus pintoi. Barra 1 cm.

2.2. Obtencéo de gametas, fertilizacéo e triploidizacdo

O experimento foi realizado em trés repeticdes nos dias 06, 10 e 30 de dezembro de
2014. Em cada repeticdo foram induzidos uma fémea e um macho de Astyanax
altiparanae, e um macho de cada uma das demais espécies experimentais. As matrizes
foram induzidas hormonalmente a reprodugdo com Ovopel® [(D-Ala6, Pro9-NEt) -
mGnRH + metoclopramide] (3 mg kg™ para machos e fémeas) e transferidas para
aquarios de 600 L, com média de temperatura da agua a 28°C (YASUI et al., 2015). Apos
200 horas-grau, e ao ser observado comportamento reprodutivo da fémea (natacdo
acelerada ¢ movimentos ascendentes na coluna d’agua), 0S peixes parentais foram

imediatamente transferidos para solucdo anestésica de 2-fenoxietanol a 0,7%o (Sigma-

Aldrich, St. Louis, EUA), visando assim assegurar o bem-estar durante os procedimentos
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experimentais. Primeiramente, amostras de sémen das cinco espécies foram coletadas
utilizando-se micropipeta Eppendorf de 1000 uL. (Eppendorf, Hamburg, Alemanha), e
transferidas para macrotubos de 1,5 mL contendo 300 pul de solugdo de Ringer
modificada (128,3 mM NaCl, 23,6 mM KCI, 3,6 mM CaCl,, 2,1 mM MgCly), e
homogeneizado, segundo metodologia definida por YASUI et al. (2015). A qualidade do
sémen foi avaliada observando-se a motilidade espermatica segundo os critérios de Yasui
et al. (2008; 2009; 2012). Em seguida, os oocitos de A. altiparanae coletados por meio
de extrusdo (Fig. 2A) foram divididos em cinco aliquotas e transferidos para placas de
Petri revestida com filme plastico PVC.

Posteriormente, a cada aliquota de odcitos de A. altiparanae foram adicionados
50 pL de sémen diluido de cada uma das espécies descritas acima (Fig. 2B), incluindo o
de A. altiparanae (grupo controle). Os gametas foram ativados com a adi¢céo de 3 mL de
agua destilada e homogeneizados vigorosamente por um minuto. Apos esse periodo, a
cada aliquota foram adicionados 50 mL de agua e os ovos ja fertilizados de cada
cruzamento foram divididos em dois grupos, sendo um deles submetido a choque térmico
de intensidade 40°C, dois minutos apds a fertilizacdo (Fig. 1C), segundo metodologia

definida por ADAMOV et al., (In Press).
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Fig. 2. Procedimentos de hibridacdo e manipulacdo cromossémica. A. Obtencdo de
odcitos de Astyanax altiparanae. B. Separacdo dos odcitos em cinco aliquotas e
fertilizacdo com sémen de Astyanax altiparanae (controle), Astyanax fasciatus, Astyanax
schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi. C. Separacdo da aliquota de
cada cruzamento em dois grupos, e inducdo de um dos grupos de cada cruzamento a
triploidizagdo, com aplicacdo de choque térmico dois minutos pos fertilizacdo a 40°C e
duracdo de dois minutos. Esse delineamento experimental foi realizado em triplicatas,
utilizando-se diferentes peixes parentais em cada repeticao.

2.3. Desenvolvimento embrionério e confirmacéo de ploidia

Cerca de 100 ovos de cada unidade experimental foi separada para o
acompanhamento do desenvolvimento embrionario, em estereomicroscopio (Nikon SMZ
1500, Tokyo, Japdo), observando-se a sobrevivéncia nos estagios de 2 células, blastula,
gastrula, segmentacdo e eclosdo , além da porcentagem de larvas normais (Fig. 3),
conforme descrito por PEREIRA-SANTOS (2014). Das larvas resultantes de cada
parcela, foram utilizados 20 individuos para mensuracdo da ploidia, em citometria de

fluxo.
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Fig. 3. Estagios do desenvolvimento embrionario e larva normal e anormal de

Astyanax altiparanae. A. Duas células. B. Blastula. C. Gastrula. D. Segmentacéo.

E. Eclosdo: larva normal. F. Eclosdo: larva anormal (Adaptado de PEREIRA-
SANTOS, com autorizagéo do autor).

2.4. Larvicultura e manutencao das progénies até a fase adulta

As larvas resultantes de cada cruzamento foram alocadas em recipientes plasticos (1
L), os quais foram mantidos em incubadoras (tipo B.O.D.) com temperatura controlada a
27°C. A limpeza e troca total da &gua foi realizada diariamente. A partir do terceiro dia
pos-eclosdo, quando se observou a abertura da boca, foi iniciada a alimentacéo exdgena
das po6s larvas com o oferecimento de nduplios de Artemia salina trés vezes ao dia até o
15° dia ap06s a eclosao, segundo protocolo descrito por BERTOLINI (2015).

Ap0s esse periodo, 0s peixes passaram a receber, juntamente aos nauplios de
Artemia, racdo comercial para peixes em po (45% PB; 3800 kcal Kg'). Com o
crescimento dos juvenis, a granulometria da racdo foi aumentada de modo a adequar-se
ao tamanho do animal. No 30° dia os peixes foram realocados em aquérios (40 L) em
sistema fechado com bomba de recirculacdo com vazdo 4000 L/h (133 L/h/aquério) e
temperatura mantida a 27°C. Os aquarios foram sifonados diariamente e foi fornecida
racdo comercial extrusada de didmetro de 3 mm, trés vezes ao dia (45% PB, 3800 kcal

Kg™) por um periodo de nove meses.
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2.5. Biometria final

ApOs os peixes atingirem nove meses pds-fertilizacdo, 16 fémeas e 16 machos
provenientes de cada cruzamento foram sacrificados em solugdo anestésica de 2-
fenoxietanol a 0,7%o (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), sendo mensurados o peso total

(9), comprimento padrdo (mm) e peso das gonadas (g).

2.6. Confirmagéo da ploidia

Amostras de tecido muscular foram congeladas (-80°C), e a ploidia dos animais foi
determinada por citometria de fluxo, conforme descrito por XAVIER (2013). Para tal, as
amostras foram transferidas em solugdo de lise celular, modificado de
ARUMUGANATHAN e EARLE (1991), para extracdao dos nucleos. Os nucleos foram
corados com 1 mL de solucéo de Dulbecco's PBS contendo o corante fluorescente 4,6-
diamidino-2-fenilindone dihidroclorido (DAPI) 5 pg mL™. Apo6s dez minutos, as
amostras foram filtradas em malha de 30 um (Celltrics, Partec, Alemanha) e processadas
em citdmetro de fluxo (Partec Cyflow Plody Analyser, Partec, Alemanha). A confirmagéo
da ploidia de cada amostra foi baseada na comparagdo com o pico haploide obtido do

sémen do grupo controle (A. altiparanae).

2.7. Caracterizacao da linhagem germinativa

As gobnadas de cada peixe foram removidas, seccionadas transversal e
longitudinalmente e fixadas em solugdo de Bouin por 24 horas. Posteriormente, foram
desidratadas em concentragfes crescentes de etanol, incluidas em paraplast (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), seccionadas (5,0 pm) em microtomo (LEICA, RM 2235,
Alemanha) equipado com lamina de ago, e coradas em hematoxilina e eosina. O material

foi entdo observado em microscépio (Nikon, Eclipse Ci-L, Tokyo, Japdo) acoplado a uma
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camera tipo CCD (Nikon, DS-Fil, Tokyo, Japédo). As imagens digitais foram capturadas
utilizando-se o software Nikon Nis-Ar Elements (Nykon, Tokyo, Japdo). A analise

histologica permitiu identificar génadas maduras e imaturas para machos e fémeas.

2.8. Observacéo de espiculas sexuais

As nadadeiras anais de 10 peixes hibridos de cada tratamento (5 machos e 5 fémeas),
foram diafanizadas utilizando-se o protocolo adaptado de POTTHOFF (1984). As
amostras fixadas em solugdo de formol a 5% foram lavadas em agua destilada (24 horas),
logo apds desidratadas em duas solucgdes crescentes de alcool (50% e 95%; 24 horas
cada). Na sequéncia, foi realizada a coloracdo de cartilagens com a imersdo das
nadadeiras em solucdo de Azul de Alcian (30% de azul de alcian diluido em 60% alcool
absoluto e 40% acido acético; 24 horas). Posteriormente, as amostras foram imersas em
solugéo saturada de Borato (5 h), solucdo de branqueamento (2 h, 3% H202 em KOH 2%)
e solucéo de clareamento (7 h, 35% de solugéo de borato saturado e 65% de H2O2 em
agua destilada). Na ultima etapa da diafanizacdo os 0ssos sdo corados com o corante
Alizarina (Alizarina 2% em solucdo de KOH 2%) por 24 horas. As amostras ja
diafanizadas sdo entdo preservadas em solucgdes crescentes de glicerina (solucdo de
preservacao Glicerina a 30% e 60% diluidas em KOH 2%, ambas por 24 horas) e depois

mantidas em Glicerina + Timol até posterior tomada de imagens (PIVA, 2014).

2.9. Anélise estatistica
Os resultados estdo apresentados como a média + erro padrdo. Os dados foram
primeiramente testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk, e quanto a

homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. Sendo atendidas tais premissas, foi
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realizada analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas por meio do teste
de Tukey para comparacdo multipla entre as médias. Todas as analises estatisticas foram
realizadas com o software Statistica® 8.0, sendo aplicado o nivel de significancia (p) de

0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao do desenvolvimento embrionario e confirmacéo de ploidia

Os dados do desenvolvimento embrionario nos diferentes cruzamentos estdo
explicitos na Tabela 1. Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) nos
valores das taxas de sobrevivéncia dos embrides provenientes dos cruzamentos realizados
em nenhuma das fases de desenvolvimento, bem como, nos valores das taxas de ecloséo
e porcentagem de larvas normais (Tabela 1). Todos os embriGes atingiram o estagio de
ecloséo e apresentaram desenvolvimento padrdo normal conforme observado no grupo

controle (diploide).
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Tabela 1. Desenvolvimento de embrides diploides e triploides provenientes do cruzamento entre fémeas de Astyanax altiparanae e machos
de A. altiparanae, A. fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e Oligossarcus pintoi. Os dados foram obtidos de triplicatas e estao
expressos como media + erro padrao.

Espemgéc:rc])sr(]:lora de Prg;;ggao Clivagem Blastula (%) Gastrula (%) Segrr(lct?/::;[agao Ecloséao (%) norl_n?;;/sa(s%)
Astyanax altiparanae 57/3 94,01 + 0,73 86,39 = 4,07 7991 + 6,10 76,44 = 7,40 64,17 + 958 77,42 + 9,39 359
8/52 89,15 + 0,38 8198 + 198 81,39 £+ 1,72 7797 + 287 7554 + 290 76,27 + 10,15 413
Astyanax fasciatus 55/2 93,27 + 198 86,05 + 6,07 84,74 £ 587 83,07 £ 551 7557 £ 9,00 90,91 + 4,26 304
1/39 9499 + 0,79 9224 + 0,78 89,30 £+ 1,50 84,55 + 287 67,40 £+ 518 66,01 + 16,35 360
Hyphessobrycon anisitsi 60/0 85,39 + 6,27 78,40 = 10,40 76,74 + 9,66 76,16 £+ 9,47 7195 + 8,19 8531 + 10,71 339
13/42 86,46 + 7,31 76,87 + 10,08 74,70 + 10,00 71,09 + 11,52 66,13 £ 11,93 81,90 £ 8,12 520
Oligosarcus pintoi 28/0 83,91 + 9,71 79,63 + 9,73 67,90 + 231 64,71 + 0,88 6152 + 4,07 81,69 + 1503 283
4/31 89,16 + 10,84 77,99 = 1534 74,29 + 14,05 70,44 + 16,22 59,61 + 539 79,74 + 0,26 220
Astyanax schubarti 35/3 8744 + 535 8159 + 398 80,04 £+ 243 79,01 £ 1,40 76,43 £ 1,18 92,04 £ 0,26 292
9/31 81,62 + 6,97 7555 + 935 70,62 + 7,24 6854 + 797 61,76 £+ 4,01 86,14 £+ 655 452
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3.2. Larvicultura e desenvolvimento inicial

O cultivo de todos os descendentes em sistema laboratorial desde a ecloséo ate a fase
adulta apresentou viabilidade satisfatoria >60%. Na Fig. 4 estdo representados os quatro
hibridos em fase adulta obtidos por meio dos cruzamentos e na Tabela 2 sdo expressas as

caracteristicas biométricas e somaticas dos peixes resultantes dos diferentes cruzamentos.

Fig. 4. Hibridos resultantes dos cruzamentos realizados entre fémeas de Astyanax
altiparanae e machos de A. A. fasciatus. B. A. schubarti. C. Hyphessobrycon anisitsi. D.

Oligosarcus pintoi.
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Tabela 2. Caracteristicas biométricas e somaticas, e numero de peixes provenientes do cruzamento entre fémeas de Astyanax altiparanae
e machos de A. altiparanae (controle), A. fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi.

Espécie doadora de

Comprimento

Peso carcaca

sBmen Ploidia Sexo padro (mm) Altura (mm) Peso total (g) @) IGS N

on Fémea 63,12 + 4,07 26,37 + 354 830 + 080 660 + 069 0,18 + 0,01 12

Astyanax altiparanae Macho 53,32 + 2,84 21,12 + 0,44 482 + 0,32 424 + 027 004 + <001 7
an Fémea 58,77 + 2,11 2153 + 0,77 7,07 £+ 049 549 + 042 003 £ 0,02 16

Macho 51,70 + 3,24 2053 + 292 351 + 0,30 3,19 + 0,22 0,04 + <0,01 12

on Fémea 45,86 18,99 4,5 8,78 <0,01 1

Astyanax fasciatus Macho 4932 + 1,72 18,07 + 1,70 465 + 052 4,11 + 042 0,02 £+ 0,02 5
an Fémea 50,45 + 291 17,89 + 0,94 548 + 080 4,90 + 0,76 <0,01 4

Macho 58,47 + 2,04 1997 £ 0,79 7,05 + 0,75 6,24 + 0,62 0,01 + <0,01 14

Fémea 56,60 + 1,85 21,82 + 1,04 613 + 044 546 + 041 002 £ 001 13

2n Macho 46,93 + 1,97 18,31 + 0,80 4,27 + 0,28 352 *+ 0,25 0,03 £+ 0,01 9

Hyphessobrycon anisitsi Indiferenciado 49,88 19,45 4,79 4,43 <0,01 1
Fémea 54,78 20,66 5,13 4,94 0,01 1

3n Macho 4551 + 2,92 1764 + 091 366 + 0,33 3,33 + 0,21 0,03 + <001 6

Indiferenciado 50,04 + 4,45 18,15 + 2,46 4,80 += 159 426 + 1,19 <0,01 2

Fémea 48,12 + 148 1862 + 1,74 365 + 0,31 322 + 0,15 005 + 005 4

2n Macho 46,94 + 2,23 18,23 + 0,93 3,23 + 0,37 2,88 + 0,29 0,02 + <001 8

Oligossarcus pintoi Indiferenciado 52,28 + 3,68 16,70 + 052 464 = 1,30 4,01 + 1,05 <0,01 3
an Fémea 44,70 17,55 3,14 2,97 <0,01 1

Macho 48,80 + 1,31 18,80 + 0,56 3,81 + 0,27 3,39 + 0,24 0,02 + <0,01 11

on Fémea 47,70 + 2,68 19,40 + 142 4,11 + 043 3,75 * 0,45 <0,01 6

Astyanax schubarti Macho 4526 + 1,90 17,11 + 1,22 3,15 + 0,25 2,77 + 0,21 0,01 + <001 8
3n Macho 46,26 + 183 17,30 + 0,86 3,43 += 0,39 291 + 0,31 0,02 + <0,01 11
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3.3. Analise histoldgica

De uma forma geral, fémeas hibridas diploides e triploides apresentaram maior
quantidade de peixes estéreis em relacdo aos machos (Tabela 3). As observagdes
histologicas dos ovérios dos diferentes cruzamentos estdo ilustradas na Fig. 5.
Conforme esperado, fémeas diploides de Astyanax altiparanae apresentaram
gametogénese normal, observando-se células germinativas em diversos estadios de
maturacgdo, inclusive odcitos vitelogénicos (Fig. 5A). Da mesma forma, fémeas
hibridas diploides de A. schubarti também apresentaram, em sua maioria,
gametogénese normal (Fig. 5D). Por outro lado, fémeas triploides de A. altiparanae,
fémeas hibridas diploides e triploides de A. fasciatus, fémeas diploides hibridas de
Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi foram, predominantemente, estéreis
(Tabela 3). A analise histoldgica dos ovarios revelou que, com excec¢do de hibridos
de H. anisitsi, onde foram encontrados odcitos em crescimento primario, foram
observadas apenas oogonias.

As analises histologicas dos machos obtidos nos diferentes cruzamentos estdo
expressas na Tabela 3 e ilustrados na Fig. 6. Em relagdo aos machos, os diploides de
A. altiparanae (Fig. 6A), os hibridos diploides e triploides de H. anisitsi (Fig. 6E) e
O. pintoi (Fig. 6F) e os hibridos triploides de A. schubarti (Fig. 6D) apresentaram, em
sua maioria, gametogénese normal (Tabela 3), tendo-se observado em todos 0s casos,
espermatozoides. Por outro lado, todos os machos triploides de A. altiparanae (Fig.
6B) e hibridos triploides de A. fasciatus foram estéreis (Tabela 3) sendo que nos
ultimos foram observadas apenas células da linhagem somaética nos testiculos (Fig.

6C).
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Tabela 3. Gametogénese de individuos diploides e triploides provenientes do
cruzamento entre fémeas de Astyanax altiparanae e machos de A. altiparanae, A.

fasciatus, A. schubarti, Hyphessobrycon anisitsi e Oligosarcus pintoi.

Espécie doadora de sémen Ploidia Sexo Gametogene,s e_
Normal Estéril
on Fémea 12 0 12
Astyanax altiparanae MAacho ! 0 /
an Fémea 2 14 16
Macho 0 12 12
Fémea 0 1 1
2n
Astyanax fasciatus I\/IAacho 2 3 >
3n Fémea 0 4 4
Macho 0 14 14
. on Fémea 4 2 6
Astyanax schubarti Macho 3 5 8
3n Macho 6 5 11
Fémea 0 13 13
2n Macho 9 0 9
Hyphessobrycon anisitsi IndrfeArenC|ado 0 L L
Fémea 1 0 1
3n Macho 6 0 6
Indiferenciado 0 2 2
Fémea 1 3 4
2n Macho 7 0 7
Oligossarcus pintoi Indiferenciado 0 3 3
an Fémea 0 1 1
Macho 10 0 10
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Fig. 5. Caracterizagdo da linhagem germinativa de fémeas provenientes do
cruzamento entre fémeas de Astyanax altiparanae e machos de A. A. altiparanae
(prole 2n), B. A. altiparanae (prole 3n), C. A. fasciatus (prole 3n), D. A. schubarti

(prole 2n), E. Hyphessobrycon anisitsi (prole 3n), F. Oligosarcus pintoi (prole 3n).
Barra: 200 pm.
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Fig. 6. Caracterizagdo da linhagem germinativa de machos provenientes do
cruzamento entre fémeas de Astyanax altiparanae e machos de A. A. altiparanae
(prole 2n), B. A. altiparanae (prole 3n), C. A. fasciatus (prole 3n), D. A. schubarti
(prole 2n), E. Hyphessobrycon anisitsi (prole 3n), F. Oligosarcus pintoi (prole 3n).
Barra: 200pum.
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3.4. Espiculas sexuais
A diafanizacdo mostrou que fémeas de todos os tratamentos ndo apresentaram
espiculas na nadadeira anal (Fig. 7A). Tais espiculas foram observadas nas nadadeiras
anais de machos (Fig 7B), com excecdo dos machos triploides resultantes do cruzamento

entre fémeas de Astyanax altiparanae e machos de A. fasciatus (Fig. 7C).
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Fig. 7. Nadadeiras anais diafanizadas provenientes de A. Fémea de Astyanax
altiparanae diploide, B. Fémea de Astyanax altiparanae diploide com destaque
para raio sem espiculas C. Macho de Astyanax altiparanae diploide, D. Macho
de Astyanax altiparanae diploide com destaque em espiculas, E. Machos
triploide resultantes do cruzamento entre fémeas de Astyanax altiparanae e
machos de A. fasciatus, F. Machos triploide resultantes do cruzamento entre
fémeas de Astyanax altiparanae e machos de A. fasciatus com destaque para raio
sem espiculas. Barra: 750 pm.
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4. DISCUSSAO

Este estudo demonstrou que interessantes possibilidades de esterilizacdo podem
ser obtidas por meio de hibridacéo e triploidizagéo utilizando lambari-do-rabo-amarelo.
A obtencdo de peixes triploides estéreis ja foi observada para diversas espécies, como
bacalhau do Atlantico (Gadus morhua) (FEINDEL; BENFEY e TRIPPEL., 2011), truta
marrom (Salmo trutta fario) (KIZAK et al., 2013) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(TABATA; RIGOLINO e TSUKAMOTO, 1999). Adicionalmente, NA-NAKORN et al.
(2004), observaram que hibridos triploides de Clarias macrocephalus e Clarias
gariepinus apresentam maior esterilidade do que peixes diploides e triploides.

A producdo de peixes estéreis é importante tanto para a conservagdo quanto para
a aquicultura, pois a energia que seria utilizada para o desenvolvimento gonadal é
empregada no crescimento somatico e, caso ocorra escapes para 0 ambiente, 0s impactos
sdo reduzidos (PIFERRER et al., 2009). Outra importante aplicabilidade é a de servirem
como receptores de células germinativas em estudos de quimerismo (OKUTSU et al.,
2007).

Grandes porcentagens de peixes triploides foram obtidos em todos os tratamentos.
Estes resultados vao de acordo com o observado por ADAMOV (2013) no A. altiparanae,
indicando que tal protocolo pode ser aplicado eficientemente na obtencdo de hibridos
triploides de lambaris. Adicionalmente, individuos estéreis foram identificados tanto para
triploides, hibridos e hibridos triploides. Para A. altiparanae, grande parte das fémeas
triploides (88%) foram estéreis. Este resultado difere do observado por NASCIMENTO
(2014), que relatou a obtengdo de 100% de fémeas triploides estéreis. Uma possivel
explicacdo para os diferentes resultados pode estar relacionada a idade dos peixes: autores
vém observando que peixes triploides de idade mais avancada podem proceder a

gametogénese e apresentar gonadas similares aos individuos normais diploides

33



(MANNING; BURTON e CRIM, 2004). Apesar da causa deste fendmeno ainda néo
estar bem elucidada, o mesmo pode ter ocorrido para o lambari, pois enquanto
NASCIMENTO (2014) analisou peixes com até seis meses poés fertilizagdo, neste estudo
as coletas foram realizadas em animais nove meses apos a fertilizacéo. Além disso, apesar
de 12% das fémeas triploides de A. altiparanae apresentarem desenvolvimento gonadal
semelhante as fémeas diploides, futuros estudos sdo necessarios para verificar a
viabilidade de tais o6citos. Em Takifugu niphobles, fémeas triploides apresentam
desenvolvimento gonadal normal e, ap6s a fertilizagdo com sémen proveniente de machos
diploides, todos as larvas morreram no inicio da alimentacdo exdgena (HAMASAKI et
al., 2013). Este resultado € devido provavelmente a producdo de gametas aneuploides, 0s
quais geram proles anormais que facilmente morrerdo apds a eclosdo. No entanto, devido
aos resultados observados para fémeas triploides de A. altiparanae, como 0s maiores
valores de taxa de crescimento e rendimento de carcaca (NASCIMENTO, 2014), a
producdo em larga escala de fémeas triploides desta espécie continua sendo uma
importante opg¢éo para 0 aumento da producéo.

Nesse estudo, foi evidenciada uma grande parcela de machos 3n que ndo séo
estéreis de forma que pode ser observada a producédo de espermatozoides. Estudos vém
mostrando que machos triploides produzem espermatozoides aneuploides (LINHART et
al., 2006; FUJIMOTO et al., 2008; HAMASAKI et al., 2013), os quais podem inviabilizar
as larvas resultantes. Em machos de lambaris triploides, NASCIMENTO (2014),
verificou que 0s mesmos apresentam baixa concentracao espermatica e motilidade, além
de serem aneuploides. Portanto, € provavel que os machos hibridos triploides deste
estudo apresentem tal caracteristica.

Peixes estéreis também podem ser utilizados em estudos de transplante de céelulas

germinativas (quimerismo) (OKUTSU et al., 2007). Esta técnica pode ser aplicada para
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conservacao e aquicultura, pois uma espécie de facil manejo reprodutivo pode produzir
gametas de espéecies ameacgadas ou de dificil reproducdo. Além disso, para que o
quimerismo seja concretizado com sucesso, o receptor das células germinativas deve ser
estéril, uma vez que assim serd possivel garantir que os gametas produzidos sejam
provenientes da espécie doadora. Com este objetivo, OKUTSU et al., (2007) utilizaram
peixes triploides de salmdo como receptores de células germinativas de trutas. Apesar do
transplante ter sido concretizado com sucesso, as gonadas do salmdo triploide
apresentavam-se repletas de células germinativas primordiais, sendo que tal morfologia
é comumente encontrada em peixes triploides estéreis (PIFERRER et al., 2009). Apesar
de ser observado em muitas fémeas triploides hibridas estéreis, as gbnadas do hibrido
utilizando-se o sémen de A. fasciatus apresentaram-se totalmente desprovidas de células
germinativas, podendo ser utilizado como receptor de células germinativas em estudos de
quimerismo, uma vez ndo havera competicdo pelos nichos entre as células enddgenas e
transplantadas.

No que se refere a proporcdo entre 0s sexos, estudos mostram que triploides
apresentam maior proporcdo de fémeas do que machos, como observado para catfish
(GOUDIE et al., 1995), turbot (Scophthalmus maximus) (CAL et al., 2006) e no hibrido
triploide dos esturjdes Huso huso x Acipenser ruthenus (OMOTO et al., 2005). Tais
resultados diferem do observado no presente estudo, o que pode ser resultado de uma
maior taxa de mortalidade em fémeas. Além disso, a proporcdo sexual depende de
inimeros fatores ambientais e do sistema genético de determinacdo do sexo para cada

especie (por exemplo, XY ou ZW).
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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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