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RESUMO

A criacdo de peixes estéreis € uma interessante alternativa para aumentar a
producdo aquicolae evitarimpactos nos ecossistemas naturais causados por escapes
acidentais. Além disso, também podem ser utilizados como receptores de células
germinativas de espécies ameacadas de extin¢do, contribuindo para conservacao de
recursos genéticos. Portanto, este trabalho teve como objetivo utilizar duas técnicas
potenciais para produzir peixes estéreis, a hibridizacdo e triploidizacdo. Apoés a
inducédo a reproducéo, ovocitos de Astyanax lacustris foram extrusados e fertilizados
com sémen de Psalidodon fasciatus. Posteriormente, metade dos ovos recém-
fertilizados foram submetidos a choque de temperatura (40°C, 2 min) para evitar a
liberacdo do segundo corpusculo polar e induzir a triploidizacdo. O mesmo
procedimento foi realizado com os parentais puros de A. lacustris, servindo assim
como o grupo controle. No momento da ecloséo, a ploidia foi avaliada por citometria
de fluxo e citogenética. O hibrido obtido mostrou -se viavel e com alta porcentagem de
triploidizacéo (97%), similar ao grupo controle (98%). A citogenética mostrou que 0s
peixes diploides e triploides de A. lacustris apresentaram 50 e 75 cromossomos,
respectivamente. J& os peixes hibridos diploides e triploides apresentaram 49 e 74
cromossomos, respectivamente. Este trabalho também mostrou, pela primeira vez,
que foipossivel identificar peixes hibridos utilizando citometriade fluxo. Em conclusao,
a hibridizagédo juntamente com a triploidizagdo mostrou-se como uma eficiente
alternativa para a obtencao de peixes estéreis em duas espécies do género Astyanax
sp. e a citometria de fluxo mostrou-se eficaz para identificar peixes hibridos de A.
lacustris e P. fasciatus. Este trabalho abre possibilidade para estudos em outras

espécies com futuras aplicagdes na producao e conservacao de recursos genéticos.

Palavras-chaves: biotecnologia, citometria de fluxo, citogenética, manipulacéo
cromossomica.



ABSTRACT

Fish sterilization is an interesting alternative to increase aquaculture production and
avoid impacts on natural ecosystems caused by accidental escapes. In addition, they
can also be used as recipients of germ cells from endangered species, contributing to
the conservation of genetic resources. Therefore, this study aimed to use two potential
techniques to produce sterile fish, hybridization and triploidization. After inducing
reproduction, oocytes from Astyanax lacustris were extruded and fertilized with semen
from Psalidodon fasciatus. Subsequently, half of the newly fertilized eggs were
subjected to a temperature shock (40°C, 2 min) to prevent the release of the second
polar body and induce triploidization. The same procedure was performed with pure
parental A. lacustris, serving as the control group. At hatching, ploidy was evaluated
by flow cytometry and cytogenetics. The obtained hybrid was viable and showed a high
percentage of triploidization (97%), similar to the control group (98%). Cytogenetics
showed that diploid and triploid A. lacustris fish had 50 and 75 chromosomes,
respectively. The diploid and triploid hybrid fish had 49 and 74 chromosomes,
respectively. This study also showed, for the first time, that it was possible to identify
hybrid fish using flow cytometry. In conclusion, hybridization along with triploidization
proved to be an efficient alternative for obtaining sterile fish in two species of the
Astyanax sp. genus, and flow cytometry was effective in identifying hybrid fish from A.
lacustris and P. fasciatus. This study opens up possibilities for research in other
species with future applications in the production and conservation of genetic

resources.

Keywords: biotechnology, chromosome set manipulation, cytogenetics, flow

cytometry.
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1. INTRODUCAO

A Aquiculturaéa producgdo de organismos aquaticos, em cativeiro, em qualquer
umdos seus estagios de desenvolvimento. Essa pratica de producéo zootécnicatem
origem milenar e vem apresentando constante expansao, principalmente pela
estagnacao da pesca extrativa e aumento da demanda de proteina devido a explosao
demografica observada nas ultimas décadas (BERTOLINE, R. M. et al. 2020). A
piscicultura, principal atividade aquicola no Brasil, vem apresentando numeros
crescentes. Onde em 2022, segundo dados da Associacao Brasileira de Piscicultura
(PEIXE BR, 2023), foram produzidas 860.355 toneladas de peixes, um aumento de
2,3% emrelacdo ao anoanterior. Além disso, a pisciculturageraem torno de 3 milhées

de empregos diretos e indiretos, movimentando cerca de 9 bilhdes de reais por ano.

No entanto, o potencial de producéo é enorme, principalmente pelo aindabaixo
consumointerno (cercade 9,5 kg/hab/ano), bem inferiora média mundial. Assim, para
garantir a crescente demanda de produtos oriundos da piscicultura, fica evidente a
necessidade de exploracéo de tecnologiasrelacionadasao controle e potencializacdo
da reproducéo das espécies. Para isso, a biotecnologia aplicada apresenta-se como
uma ferramenta valiosaque atende ao viés produtivo e que também fornece subsidios
para o desenvolvimento de pesquisasna area de preservagao dos recursos genéticos
(KOMEN; THORGAARD, 2007).

Na manipulacdo cromossomica, pode ser destacada como um exemplo de
tecnologiaque atende as demandas supracitadas (PIFERRER etal., 2009). conjuntos
de cromossomos podem ser adicionados ou subtraidos durante os processos de
divisdo celular (meiose e mitose) (ARAI, 2001) e o principal fenédmeno que pode ser
induzido é a poliploidizacdo. Nesta, os individuos apresentam um ou mais conjuntos
de cromossomos além do considerado “normal” para a espécie (PIFERRER et al.,
2009). Assim, triploides, tetraploides e pentaploides séo poliploides com trés, quatro

e cinco conjuntos de cromossomos, respectivamente.

Em cultivo, a producéo de peixes triploides tem sido a técnica mais estudada,
principalmente pelos impactos diretos na produgao. Peixes triploides apresentam trés

conjuntos de cromossomos, e portanto, podem ser estéreis, conferindo varias
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vantagens para aquicultura, como maior desempenho zootécnico, reducdo na
agressividade e melhor qualidade da carne (DO NASCIMENTO et al., 2017)

Peixes triploides também pode ser utilizado como receptores de células
germinativas tronco (células germinativas primordiais, espermatogonias e oogoénias)
em estudos de transplante celular. Esta técnica consiste na transferéncia de células
de um animal doador para outro receptor, com 0 objetivo que este ultimo produza
gametas exclusivamente do doador (GOLPOUR et al., 2016). Entretanto, para o
sucesso do transplante, é necessario que o hospedeiro seja estéril (livre de

gametogénese), para evitar que células do doador e receptor coexistam no mesmo
individuo (OKUTSU et al., 2007).

No entanto, em alguns casos, peixes triploides podem néo ser totalmente
estéreis, dificultando ou ainda inviabilizando o transplante de células germinativas
(GOLPOUR et al., 2016). Deste modo, uma alternativa para producdo de peixes
estéreis € a hibridizacao, que tem potencial para suprimira gametogénese enddgena
(PIVA et al., 2018). Como este método também pode falhare gerar proles férteis, uma
interessante possibilidade é combinar a técnica de hibridizacdo com a triploidizacéo,
pois hibridos triploides tem maiores chances de apresentar esterilidade com completo
esvaziamento da gbnada (PIVA et al., 2018), facilitando assim futuros trabalhos de
transplante de células germinativas.

Independente da técnica empregada (triploidizacao, hibridizacdo ou ambas) é
imprescindivel a confirmagéo do resultado. No caso dos triploides, as técnicas mais
comuns sao a citometria de fluxo, esfregaco sanguineo e citogenética (PIFERRER et
al., 2009). Por outro lado, para identificacdo de hibridos, os métodos mais empregados
sdo pela analise da morfologia corporal ou por técnicas de biologia molecular
(BARTLEY; et al, 2000; RAHMAN et al., 2018). No entanto, a avaliagcado da morfologia
vem se mostrando com muitas falhas e até o momento, a Unicaforma de identificar
com confiancga € através de técnicas moleculares. Que apresenta um alto custo e

demanda muito esforco e médo de obra o que remete a necessidade de novos
métodos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Manipulacdo cromossdmica e producédo de peixes triploides
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Para aquicultura, os organismos triploides (3n) s&o interessantes,
principalmente pelas vantagens em relacao aos diploides (2n) os peixes de valores
econdmicos do Brasil (CLEVELAND; WEBER, 2013). E importante frisar a
possibilidade de esterilizagdo pela supressdao do desenvolvimento gonadal e
conseguentemente maior crescimento somatico (FELIP; CARRILLO; ZANUY, 2009;
PIFERRER et al., 2009). Além disso, ao se cultivar peixes estéreis, 0s impactos

ambientais sao reduzidos em caso de escapes (FRASER etal., 2012).

A técnica mais comumente empregada para induzir triploides é através da
inibicdo da liberacdo do segundo corpusculo polar, por meio de um choque de
temperatura, quimico ou de pressao (ARAI, 2001). A esterilidade em triploides, uma
das principais caracteristicas, esta relacionada a etapa reducional da meiose, a qual
€ comprometida em tais individuos devido a presenca de numero impar de
cromossomos (3n). Assim, a energia que seria utilizada para o desenvolvimento
gonadal é direcionada para o crescimento somatico (DO NASCIMENTO et al., 2017).
Peixes triploides também podem ser utilizados como receptores de células
germinativas em experimentos de quimerismo, o que ja foi evidenciado por Okutsu et
al., (2007) pelo éxito na producéo de truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) através do
salmao triploide.

Como visto acima, a técnica comumente empregada para induzir triploides,
embora eficaz, pode néo ser 100% efetiva, por exemplo, o choque de temperatura
levou a uma producéo de 92% de peixes triploides e 8% diploides (ADAMOQV et al.,
2017). Adicionalmente, os choques aplicados podem afetar negativamente a
sobrevivéncia e o crescimento dos organismos triploides (OPSTAD et al., 2013).
Assim, como solugcédo para esses problemas, pode-se utilizar basicamente duas
estratégias: 1) pode-se simplesmente cruzar peixes tetraploides com diploides,
evitando os efeitos deletérios dos choques supramencionados ou 2) pode-se otimizar
o0 protocolo de triploidizacdo empregado, de forma a garantir que este seja 100%

eficaz e/ou com maior sobrevivéncia.

Para inducao de peixes tetraploides sdo utilizadas estratégias similares a
triploidizacdo (PIFERRER et al., 2009; ZHANG; ONOZATO, 2004). No entanto, os

choques séo aplicados posteriormente, em diferentes fases do ciclo celular antes da
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primeira mitose, atuando na destruicdo dos filamentos do fuso mitético e impedindo a
divisao celular (ZHANG; ONOZATO, 2004).

Em comparacdo com a triploidizacao, protocolos de peixes tetraploides s&o
escassos e dificeis de conseguir, sendo geralmente observada baixa sobrevivéncia.
Além disso, para que sejam empregados na producdo em massa de peixes triploides,
€ necessario que os tetraploides sejam viaveis, ou seja, produzam gametas diploides
com qualidade e capacidade de fertilizacdo (ZHAO et al.,, 2014). No entanto,
tetraploides com gametas viaveis também sado escassos, sendo limitados para
algumas espécies (MORISHIMA; YOSHIKAWA; ARAI, 2008). Em espécies nativas,
apenas para o A. lacustris foi observado que tetraploides sdo capazes de produzir
gametas viaveis para producao de lotes 100% triploides (DO NASCIMENTO et al.,
2020a). Portanto, mais estudos devem ser conduzidos para viabilizaresta técnica. Um
esquema da manipulacado cromossdémica em peixes € descrito na figura abaixo.

Figural. Procedimentos de manipulacdocromossémicaem peixes. Para induzir
peixes triploides é aplicado choque para inibir a liberagdo do segundo
corpusculo polar logo ap6s a fertilizagdo. J& para gerar peixes tetraploides é

aplicado choque para inibir a primeira divisédo celular ou clivagem.

&

Meiose | l CcP1

Q

~ choque
Meiose Il 1
1 Triploide
@ choque
Primeira
clivagem
Diploide Tetraploide

Fonte: Adaptato de Piferrer et al., (2009).
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2.2. Métodos de confirmacéo de ploidia

Apods a inducdo de um organismo triploide ou tetraploide é necesséario realizar
a confirmacgéodo resultado. Para tanto, varias técnicas podem ser empregadas, como:
citometria de fluxo, esfregaco sanguineo e citogenética (DUNHAM, 2004; LUTZ,
2003). Dentre estes, a citometria de fluxo € o método mais comum e ele é baseado
na mensuracdo do conteddo de DNA das células. Nesta técnica, sdo utilizados
reagentes para retirar os nucleos de uma amostra (Ex: uma larva recém eclodia ou
um pedaco de nadadeira). Posteriormente, € adicionada uma solucao (corante
fluorescente) para coloracdo dos nucleos e a amostra é entdo levada para um
aparelho chamado citdmetro de fluxo, que ira medir a intensidade de DNA. Como o
peixe poliploide apresenta nicleos com mais DNA, eles irdo liberar fluorescéncia de
maior intensidade. O resultado final é apresentado em graficos chamados de
Histogramas (Figura 2). A principal vantagem desta técnica é que os procedimentos
sao realizados rapidamente e pode ser executado em larvas e/ou com apenas um

pedaco de nadadeira de peixes adultos.

Figura 2. Procedimentos de citometria de fluxo. Remog¢&o da membrana

e coloracdo do DNA (A, B, C). Quantificacdo do conteudo relativo de DNA
em citometro de fluxo (D, E).

@®@—. .® e

I -
Remocioda @ @ Coloragiode @ X
membrana DNA ‘
A B / K
i i wii . Citometria de
. 1 - — fluxo
: . ——
l Quantificacdo
. . de DNA
E D

Fonte: Xavier (2013).
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A avaliacdo da ploidia através do volume nucleardos eritrocitos € muito comum.
(LU et al., 2009) avaliaram o sangue de peixes com diferentes ploidias (2n, 3n,4n e
5n), constatando que quanto maior o conteiddo de DNA, maior o volume nuclear.
Portanto, concomitante ao aumento da ploidia, o diametro celular destes animais
também aumentam (OPSTAD et al.,, 2013) e este fendbmeno é compensado pela
diminuicdo no numero de células. A principal vantagem desta técnica é a rapidez e
facilidade da técnica. No entanto, € necessario esperar que o animal tenha um

tamanho minimo para que o sangue seja coletado (Figura 3 A, B).

Outra metodologia muito comum € por meio da contagem direta de
cromossomos através da citogenética (ADAMOV et al.,, 2017). Esta técnica é
considerada infalivel para identificar poliploides, pois 0 numero de cromossomos é
facilmente quantificado. No entanto, para que seja realizado em peixes adultos é
necessario sacrificar os animais para coleta do rim cranial e preparo do material
(Figura 3 C, D).

Figura 3. Esfregaco sanguineo e citogenética de um peixe diploide (A,C) e
tetraploide (C,D) de Astyanax lacustres.

)
-
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Fonte: Nascimento et al (2020).



2.3. Hibridizacao interespecifica em peixes

A hibridizacao ou hibridacédo pode ser definida como o cruzamento de grupos ou
individuos geneticamente distintos, podendo ocorrer dentro da mesma espécie (entre
linhagens) ou entre exemplares de espécies diferentes (BARTLEY; RANA; IMMINK,
2000). Em peixes, a hibridagdo € um fenébmeno relativamente comum e ocorre
naturalmente, sendo facilitada pelas condicfes bioldgicas e ecofisioldégicas deste
grupo, como fertilizagcdo externa, competicao por espaco e desova, convivéncia no
mesmo ambiente e grande diversidade de espécies.

Por outro lado, a hibridacdo também pode ocorrer de forma atrtificial, por influéncia
humana direta, principalmente em programas de aquicultura para a producéo de
peixes com desempenho superior, como maior crescimento, resisténcia a condi¢des
ambientais, doencas e maior qualidade da carne (RAHMAN et al., 2018). Estas
caracteristicas vantajosas de hibridos sdo conhecidascomo heterose ou vigor hibrido.
No Brasil, a hibridacdo ocorre a varios anos, mas foi potencializada a partir da década
de 1980, quando as técnicas de reproducéo artificial se popularizaram. Em 1985, por
exemplo, no Centro de Pesquisade Peixes Continentais (CEPTA, Pirassununga, SP),
foi produzido o famoso hibrido “tambacu” através do cruzamento entre a fémea de
tambaqui (Colossoma macropomum) e o macho de pacu (Piaractus mesopotamicus)
(BERNARDINO et al., 1986). Deste momento em diante, a técnica de hibridacéo se
popularizou no Brasil, principalmente nos chamados “peixes redondos” (familia

Serrasalmidae) e grandes bagres da Ordem Siluriformes.

No entanto, a hibridacdo em peixes apresenta alguns riscos, principalmente ao
meio ambiente quando os hibridos s@o introduzidos ou através de escapes nas
pisciculturas. O principal impacto é o cruzamento com espécies puras, ameacgando a
diversidade genética das populacfes naturais. Mesmo que que sejam inférteis, os
hibridos podem causar problemas ambientais, principalmente pela competicdo por
alimento e espaco (RAHMAN etal., 2018).

Recentemente, a hibridacéo tem sido utilizada como um método alternativo para
producdo de peixes estéreis, sendo considerado como potenciais receptores de
células germinativas em trabalhos de transplante de células. Como muitas vezes

podem ser férteis, a combinagcdo desta técnica com manipulacdo cromossémica
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(producéo de hibridos triploides), ja foi descrita como mais eficaz para garantir peixes
100% estéreis (PIVA et al., 2018)

Jé para a identificacdo de peixes hibridos, varias metodologias foram descritas
na literatura. A maioria dos trabalhos utilizam métodos morfologicos, seguidos por
técnicas genéticas e moleculares. Embora seja a mais empregada, a anéalise
morfoldgica é considerada confusa e muitas vezes de aplicacdo duvidosa. Portanto,

novas técnicas para identificagdo destes animais sdo necesséarias.
2.4. Espécies utilizadas (Astyanax lacustris e Psalidodon fasciatus)

As espécies escolhidas para o presente trabalho, Astyanax lacustris (Lutken,
1875) e Psalidodon fasciatus (CUVIER, 1819), pertencem a familia Characidae, que
abarca varias espécies de peixes de dgua doce, muito comuns em coOrregos e lagos

das bacias hidrograficas do Brasil.

O lambari-do-rabo-amarelo, antes descrita como Astyanax altiparanae
(GARUTTI; BRITSKI, 2000) e recentemente classificada como A. lacustris (LUCENA;
SOARES, 2016), apresenta pequeno porte (8 — 12 cm) e é considerado um organismo
modelo em estudos de biologia basica e aplicada (Figura 4). O primeiro passo para a
consolidacdo do lambari como organismo modelo foi o estudo da sua reproducéo
artificial, como coleta e estocagem de gametas desenvolvido por (YASUI et al., 2015).
Tal estudo foi base para a descricdo detalhada dos eventos biolégicos do
desenvolvimento inicial,como o momento da extrusdo do segundo corpusculo polar
(PEREIRA-SANTOS et al., 2016), o que permitiu a inducdo (ADAMOV et al., 2017),
Larvicultura (BERTOLINI et al., 2018) e producdo de lambaris triploides (DO
NASCIMENTO et al., 2017), tetraploides (DO NASCIMENTO et al., 2020a) e
ginogenéticos (DO NASCIMENTO et al., 2020b).

Figura 4. Exemplar de lambari-do-rabo-amarelo

(Astyanax lacustris).

Fonte: do Nascimento (2017). 18



Ja o Astyanax fasciatus (CUVIER, 1819), também da familia Characidae, se
diferencia por apresentar coloragcdo avermelhada na nadadeira caudal, sendo
conhecido com lambari-do-rabo-vermelho (Figura 5). Recentemente, uma reviséo
taxond6mica reintroduziu o género Psalidodon, e esta espécie passou a se chamar
Psalidodon fasciatus (TERAN; BENITEZ; MIRANDE, 2020). Também apresenta
pequenotamanho (até 15 cm), sendo abundante emrios e outros ambientes aquaticos
no Brasil. Embora ndo tenha a importancia do A. lacustris, € considerado um
bioindicador em ambientes aquaticos, por apresentar tolerancia a variacdes bibticas,
como temperatura, pH e condutividade daagua (SCHULZ; MARTINS-JUNIOR, 2001).

Figura 5. Exemplar de lambari-do-rabo-vermelho

(Astyanax fasciatus).
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Fonte: Arakawa H (2016).

Portanto, devido as similaridades das duas espécies (A. lacustris e A. fasciatus),
além de ambas ja responderem aos protocolos tradicionais de reproducao induzida
(PIVA et al., 2018), estas séo candidatas interessantes em estudos de hibridizacéo,
pois a cada dia aumenta a demanda por lambari, tanto para alimentacdo humana,
mais também para ser espécies forrageiras para outras espécies carnivoras, sendo
assim no ultimo ano foi produzido cerca de uma tonelada de lambari. O tempo médio

de divergéncia filogenética entre as espécies € estimado entre 54,3 e 68,4 milhdes de
anos (Figura 6).
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Figura 6. Tempo médio estimado de divergéncia entre as duas espécies.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Produzir hibridos diploides e triploides de Astyanax lacustris e Astyanax fasciatus

3.2. Objetivos especificos

Realizar o cruzamento interespecificos de A. lacustris e A. fasciatus

e Utilizar choque de temperatura para inducéo de peixes triploides e hibridos

triploides

e Analisar a ploidia das larvas obtidas utilizando citometria de fluxo

e Separar, por citometria de fluxo, peixes hibridos dos puros.

e Verificar o numero de cromossomos das larvas obtidas utilizando citogenética

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Etica e Local
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O experimento foi executado no Laboratorio de Biotecnologia de Peixes,
situado no Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBIio), do
Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao de Peixes Continentais (CEPTA), na
cidade de Pirassununga, Sao Paulo (21°55’58” S, 47°22’31” O), com aprovacgao do
Comité de Etica em Experimentacéo Animal do CEPTA (CEUA/CEPTA, #10/2015).

4.2. Origem dos parentais

Para realizar os cruzamentos, foram utilizados fémeas e machos de Astyanax
lacustris e Astyanax fasciatus. O critério utilizado para identificacdo do sexo foi a
presenca de espiculas na nadadeira anal, que ocorre somente nos machos
(GARUTTI, 2003), tendo confirmacéo através das gonadas. Foram utilizados peixes
do plantel de reprodutores do CEPTA/ICMBIo, os quais sdo mantidos em tanques

escavados de 1000 m?2,
4.3. Reproducao e obtencédo dos gametas

O experimento foi realizado em triplicata (irés repeticbes), com gametas
oriundos de peixes distintos. Em cada repeticéo foi utilizado, uma fémea e um macho
de A. lacustris,e um macho de A. fasciatus foram induzidos a reproducdo como
relatado por Yasui et al., (2015) e Do Nascimento et al., (2017). Os peixes foram
injetados com extrato bruto de hipofise de carpa (EBHC) dividido em duas aplicacoes,
com intervalo de 6 horas. Para inducdo hormonal, uma hipofise de carpa de 2 mg foi
macerada e diluida em 5 ml de solucéo fisiologica (NaCl 0,9%)(solucédo estoque).
Desta solucédo, 100 pL foi novamente diluido em 900 puL de NaCl (0,9%) e 0,1mL
injetado em cada fémea na primeira dose. Para a segunda dose nas fémeas e a dose
Unica nos machos foi utilizada a solucao estoque indicial, sendo também injetado 0,1
mL por peixe. Logo apOs a primeira inducéo, os peixes foram transferidos para
aquérios de 50L com oxigenacdo constante e temperatura controlada (28°C).
Aproximadamente 8 horas ap06s a segunda aplicacdo, e sendo observado
comportamento reprodutivo (natacdo acelerada da fémea juntamente com o macho

na coluna d’agua), os peixes foram imediatamente transferidos para solugéo
anestésica de Eugenol.
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Inicialmente,amostras de sémen de cada macho foram coletadas com o auxilio
de uma micropipeta de 1000 pL (Eppendorff, Hamburg, Alemanha), e transferido
diretamente para tubos de 1,5 ml contendo 400 pL de solucdo de Ringer modificada
(128,3 mM de NacCl, 23,6 mM de KClI, 3,6 mM de CaClz2). Em seguida, os ovacitos de
A. lacustris foram extrusados em uma placa de petri coberta por filme plastico de PVC
(para evitar que os ovocitos fiquem grudados), sendo entdo divididos em duas
aliquotas que foram fertilizadas com 50uL de sémen de cada macho diferente (A.

lacustris e A. fasciatus). Para ativacdo dos gametas, foi adicionado 5 mL de agua
destilada e os gametas homogeneizados por um minuto.

4.4. Inducéo de peixes triploides

Os peixes triploides foram induzidos baseado em estudos prévios (ADAMOV et
al., 2017; BERTOLINI et al., 2020, 2018; DO NASCIMENTO et al., 2017). Os ovos
recém-fertilizados foram distribuidos em incubadoras plasticas flutuantes de malha de
100 um em recipiente com agua a temperatura de 26°C. Posteriormente, foram
submetidos a choque quente (40°C; 2min) com 2 minutos pos-fertilizacdo. Antes do
choque, parte dos ovos (de cada cruzamento) foi separado e mentido intacto, sendo
entdo considerado controle diploide (puro e hibrido). Apds realizacdo dos choques, as

peneiras contendo os ovos voltaram a &gua a 26°C até a eclosao (Figura 7).

22



Figura 7. Procedimentos para hibridacao e inducao de triploides. A. extrusdo de ovocitos de
Astyanax lacustris. B. Separacao dos ovocitos em duas aliquotas que sao fertilizadas com
sémen de Astyanax lacustris e Astyanax fasciatus. Divisdo das aliquotas em dois grupos,
sendo um deles submetido a choque de temperatura (40°C; duracédo de 2 min) com dois

minutos pos-fertilizacéo. Esse procedimento foi realizado em triplicata com diferentes fontes

A)@CQ\««»“

Astyanax lacustris

de gametas.

Astyanax lacustris Astyanax fasciatus
?.,‘.4 i‘f

Fonte: Autoria Propria.
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4.5. Confirmacao da ploidia por citometria de fluxo

Para identificacao dos peixes diploides e triploides, foram coletadas uma parte
das larvas recém-eclodidas de todos os tratamentos e foram analisadas baseado no
protocolo desenvolvido por Xavier et al., (2017). As amostras foram primeiramente
transferidas para uma solucdo detergente de lise celular (9,53 mM MgS04.7H20,
47,67mM KCI, 15 mM Tris, 74 mM de Sacarose e 0,8% de Triton X-100) para extragao

dos nucleos. Posteriormente, os nucleos foram corados com 800uL de solucéo de

23



Bulbecco’'s PBS com corante fluorescente 4’6 diamidino-2-phenylindole
dihydrochloride (DAPI) na concentracdo de 5 ug mL1. Posteriormente, as amostras
foram filtradas em malha de 30 um (Celltrics, Partec, Alemanha) e analisadas em
citbmetro de fluxo (CyFlow Ploidy, Analyzer, Partec, GMBh, Alemanha). Em todas as

analises, sémen de machos diploides de A. lacustris foram utilizados como controle
hapléide.

4.6. Confirmacédo da ploidia por citogenética

Larvas recém-eclodidas (n=15 por tratamento e repeticdo) foram separadas e
mantidas em placa de petri durante quatro horas em colchinha diluida em agua
destilada (0,02g/mL). Apds quatro horas, as larvas foram dissociadas individualmente
(por inteiro) em placa de Petri e depois transferidas para becker (50 mL) contendo 7
mL de solucao hipotdnica de KCI (0,075 M). O material foi transferido para uma estufa
a 37°C por 50 minutos. Posteriormente, as amostras foram retiradas da estufa e
separadas em tubo de falcon (15 ml), sendo adicionado fixador metanol e &cido
acético (3:1), até atingir8 mL. Posteriormente, a amostra foi centrifugada (1200 rpm)
por dez minutos. Ao final o sobrenadante € descartado e adicionado novamente o
fixador até atingir 8mL. Este procedimento é repetido ainda trés vezes. Finalizada a

centrifugacdo a amostra € separada microtubo de 1,5mL e é adicionado 1 mL de
fixador.

Para confeccdo das laminas, parte da suspensdao celular (10 — 15 L) foi
pingada com auxiliode umamicropipeta (Eppendorf,Hamburg, Germany) diretamente
em uma laminade vidro limpa. As laminas foram coradas em solucédo de Giemsa a
5%, durante 10 minutos. As laminas foram visualizadas em microscopio (Nikon Ni,
Tokyo, Japan) por meio do software Nis-Ar Elements (Nikon, Téquio, Japéo), sendo

as metafases de melhor qualidade identificadas e fotografadas.

5. RESULTADOS

5.1. Citometria de fluxo

Os dados de citometria de fluxo mostraram que todos os peixes (grupo controle e
o hibrido) que nédo foram submetidos ao choque de temperatura eram diploides. Por

outro lado, aqueles submetidos ao choque, 98% do grupo controle e 97% dos
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resultantes da hibridizacdo eram triploides (Tabela 1; Figura 8). Os dados também
mostraram que é possivel identificar peixes hibridos diploides e triploides apenas pela
disposicao dos graficos de citometria de fluxo, pois o pico dos hibridos esta sempre
mais deslocado para a direita (Figura 8). Nesse estudo foram analisadas 240
amostras, utilizando as larvas feita na reproducédo, onde trés analises ndo constou
contrudo relativo de DNA,sendo duas analises do triploide e uma analise de hibrido

triploide que né&o rodou.

Tabela 1. Ploidia de peixes diploides e triploides provenientes do cruzamento entre

fémeas de Astyanax lacustris e machos de A. lacustrus e P. fasciatus.

Tratamentos Ploidia Triploides (%)
2n 3n
Controle Diploide 60 0 0%
Controle/ Triploide 1 57 98%
Hibrido Diploide 60 0 0%
Hibrido Triploide 2 57 97%

Figura8. Histogramas de citometria de fluxode larvas diploides (A) e triploides (B) de Astyanax
lacustris e de hibridos diploides (C) e triploides (D) de A.lacustris x A. fasciatus. 1: controle
hapléide. 2: Diploide. 3: Triploide. 4: Hibrido diploide; 5: Hibrido triploide.
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Fonte: Autoria Propria.

5.2. Citogenética

A ploidia também foi confirmada por citogenética. Pela contagem dos

cromossomos metafasicos, peixes diploides e triploides de Astyanax lacustris
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apresentaram 50 e 75 cromossomos, respectivamente. Por outro lado, hibridos
diploides e triploides de A. lacustris e A. fasciatus apresentaram 49 e 74

Cromossomaos, respectivamente.

Figura 9. Cromossomos metafasicos de larvas diploides (A) e
triploides (B) de Astyanax lacustris e de hibridos diploides (C) e

triploides (D) de A. lacustris x A. fasciatus.

Fonte: Autoria Propria

6. DISCUSSAO

Neste estudo, foi obtido sucesso na hibridizagéao juntamente com a triploidizagao
utilizando fémeas de Astyanax lacustris e machos de Astyanax fasciatus. A
porcentagem de triploidizag&o obtida, seja no grupo controle ou no hibrido triploide
foram altas, o que vai de acordo com o protocolo de triploidizacéo estabelecido para
A. lacustris por Adamov et al., (2017), que obteve 92% de triploides. Diversos outros
protocolos de inducédo de triploides em espécies nativas, utilizando o mesmo
procedimento (ADAMOQV et al., 2017), também obtiveram resultados de triploidizacdo
semelhantes, como 96,7 % em curimbaté (Prochilodus lineatus)(YASUI et al., 2020) e
95% em matrinxa (Brycon amazonicus)(DO NASCIMENTO et al., 2021). Estes dados
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indicam que, para espécies nativas, a mesma resposta € obtida aplicando o mesmo
protocolo. Portanto, é possivel inferir que resultados similares ou proximos podem ser

conseguidos em outras espécies nativas de interesse comercial.

Como nao foi possivel obter proles 100% triploides, este protocolo ainda precisara
ser aperfeicoado em futuros experimentos. Como alternativa, vale citar o uso de
peixes tetraploides como fonte de gametas diploides (DO NASCIMENTO et al.,
2020a), o que, além de garantir proles com trés conjuntos de cromossomos, 0S
impactos negativos do choque de temperatura, como reducao na sobrevivéncia e

baixa normalidade larval, sdo evitados.

Peixes triploides sdo interessantes para aquicultura, principalmente por apresentar
esterilidade, o que leva ao maior rendimento somatico (DO NASCIMENTO et al.,
2017). Portanto, hibridos triploides de A. lacustris e A. fasciatus podem ser utilizados
para aumentar a producdo de lambari, garantindo plena esterilidade e diminuindo
impactos no meio ambiente em caso de escapes acidentais. Adicionalmente, podem
ser utilizados como receptores de células germinativas em experimentos de
transplante de células (OKUTSU et al., 2007).

O numero de cromossomos obtido neste estudo vai de encontro ao descrito na
literatura para A. lacustris e A. fasciatus, que € de 50 e 48, respectivamente (GOES
et al., 2020). Deste modo, as duas espécies utilizadas neste trabalho apresentam
numero de cromossomos distintos e os hibridos diploides e triploides resultantes
exibem 49 e 74 cromossomos, respectivamente. Como estes hibridos apresentam um
cromossomo extra (sem par de homodlogo), esta condicéo, provavelmente, ira alterar
a gametogénese, ndo permitindo a formacédo de génadas e gerando peixes estéreis
ou com baixa capacidade reprodutiva (BARTLEY; RANA; IMMINK, 2000).

Em relacdo a identificacédo de ploidia, as técnicas utilizadas foram a citogenéticae
a citometria de fluxo, métodos ja consolidados para confirmar a poliploidia em peixes
(DO NASCIMENTO et al., 2019, 2020a; MARTINS et al., 2020). Por outro lado,
também foi possivel identificaros hibridos (diploide e triploide) com citometria de fluxo.
Esta possibilidade, nunca antes descrita na literatura, evidencia uma outra forma,
rapida e eficiente, de identificar estes animais, facilitando o manejo em ambientes de

cultivo ou laboratoérios.
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A vantagem para reversdo sexual é que vai garantir 100 % de individuos estéreis,
sendoassim ndoiriam se reproduzir, como por exemplo a tilapiado Nilo (Oreochromis

niloticus), quando se masculiniza o lote ndo sai 100 %, algumas ainda consegue se
reproduzir, aumentando a densidade de peixes e diminuindo o crecimento.

Existe poucos trabalhos falando em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), mas
neles mostra que o a tilapia tripoide pode ser estéril (Uwe Bramick et al, 1999), tem
um peso maior que o diploide utilizando o0 mesmo tempo e a mesma alimentagéo,
entdo existe uma grande vantagem na producéo de tilapias triploides, onde caso
houver escape nao vai ter reproducdo no ambiente natural e também a vantagem do

ganho de peso para piscicultura.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A hibridizacdoem A. lacustris e A. fasciatus, bem como a inducéo a triploidia é
viavel e pode ser utilizada em futuros estudos de manipulagdo cromossémica e
transplante de células germinativas. Neste trabalho, pela primeira vez na literatura,
também foi possivel identificarhibridos de peixes através da citometria de fluxo, o que
abre uma gama de oportunidades em futuros estudos na area basica e aplicada. E

para a aquicultura se tem uma grande vantagem que € a identificacdo de hibridos
através da citometria de fluxo, onde se pode separar os peixes puros dos hibridos.
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