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METODOS PARA OBTENCAO DE POPULACAO
MONOSEXO NA PISCICULTURA

M ar cos Pinto Cesar?

L uis David Solis Mur gas®
Rafael Venancio de Araujo!
Cristina Delarete Drummond?

1.INTRODUCAO

A obtencéo de lotes monosexo em peixes tem sido amplamente estudada,
porém ainda pouco aplicada em cultivo comercial.

InUmeras s&o as vantagens que se pode obter com a producéo de lotes
monosexo. Uma das vantagens obtidas no cultivo de peixes monosexo ocorre
guando um dos sexos apresenta uma marcada superioridade na taxa de
crescimento em relacdo ao outro. Contudo, dependendo da espécie, as técnicas
de controle dos sexos podem trazer outros beneficios, tais como: supresséo
da reproducéo, contencdo de gastos energéticos com a atividade reprodutiva,
uniformidade de tamanho na colheita, reduc&o dos efeitos da maturacéo sexual
na aparéncia e na qualidade da carne, bem como a diminuicao dos riscos de
Impactos ambientais decorrentes do escape de peixes para 0s sistemas naturais
(BEARDMORE et ., 2001).

Para a obtencdo de um lote de peixes do mesmo sexo, novas técnicas de
controle de sexualidade tém sido estudadas e aprimoradas com objetivo de aumentar
o0 potencial produtivo de determinadas espécies, as quais também permitem obter
beneficios que viabilizardo caracteristicas morfologicas, fisiologicas ou
comportamentais de interesse econdmico.

No presente boletim sdo apresentadas e comentadas as principais biotecnologias
genéticas, atual mente aplicadas na piscicultura, para obtencdo de peixes monosexo.
| nicialmente sdo abordadas as técnicas relacionadas a inversao sexual: neofémeas,
neomachos, supermachos e superfémeas. Posteriormente, seréo discutidas as
técnicas de producéo de peixes por manipulacdo cromossomica: poliploidia,
triploidia, haploidia, tetrapldidia, ginogénese e androgénese.

1 Académico do curso de ZootecniadaUniversidade Federal deLavraUFLA — Cx.P.3037 — 37200-000—- LavradMG.
2 Professor do Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de LavrassUFLA.



A obtencdo e redizacdo dos métodos de producéo de linhagens de peixes
estérels, monosexuais e com altos niveis de consanguinidade s&o unicamente
métodos de manipulagéo cromossdmica e hormonal, ndo tendo nenhuma agéo de
mutacoes.

2 MODIFICACAO NA EXPRESSAO SEXUAL

As caracteristicas sexuais e 0 sexo gonadal em peixes podem ser modificados
pelo tratamento das pos-larvas com hormdnio por um periodo variavel, iniciando
na fase larval da maioria das espécies, quando as gonadas estdo ainda em fase
indiferenciada de organizacéo (Figural).

A diferenciacdo sexual foi demonstrada inicialmente por Padao (1937) em
truta arco-iris, mas a importancia do controle no processo de determinacdo de
sexo nos peixes foi estabelecida com os estudos de Yamamoto (1953, 1955),
investigando os mecanismos da determinacdo do sexo em peixes. Fatores
determinantes da fisiologia e mecanismos envolvidos no processo de determinacéo
do sexo em peixes, bem como o controle e a manipulacdo desta caracteristica pelo
tratamento com hormonios, tem sido intensivamente estudado nas trés ultimas
décadas (DONALDSON & HUNTER, 1983; PANDIAN & SHEELA, 1995;
PANDIAN et al., 1999; YAMAZAKI, 1983). As técnicas de modificacdo das
caracteristicas sexuais nas progénies de peixe por tratamento com hormaonios,
difundidas como “inversbes de sex0”, séo atualmente reconhecidas como uma
metodologia de grande utilidade para a producéo de popul agbes monosexo, cuja
Importancia para o desenvolvimento da aguiicultura pode ser demonstrada por varios
exempl os.

Em algumas espécies, machos e fémeas apresentam diferentes taxas de
crescimento que podem ser exploradas no processo de produgdo, com vistas a
obtencéo de maiores ganhos, tendo-se como exemplos:

« Emtil4pias, os machos apresentam um crescimento maisrapido que asfémeas,

devido a diferencas fisiol 6gicas especificas;

» Nos Bagres do canal, os machos crescem em taxas de 10 a 30% mais rapido

gue as fémeas da espécie;

« Em salmonideos, as fémeas se desenvolvem e crescem mais rapi damente do

gue os machos.




FIGURA 1- Processo de formacao de gbnadas em peixes, ovarios e testiculos. Processo artificial de
inducdo de modificacdes na estrutura das gbnadas por tratamento hormonal. XX-XY, ZW-ZZ —
mecanismo de determinacdo de sexo; XF—somatdria dos fatores feminilizantes, ¥ M —somatéria dos
fatores masculinizantes.

XX ouZW > Indutor > Gonada » OVARIO

(ZF >xM) Feminino Indiferenci |ada
TESTICULO
OVARIO
XYouzz » Indutor > G@lnada » TESTICULO
(=M > xF) Masculino Indiferenciada

Fonte: Foresti & Foresti (2004).

O controle da proporcdo de sexo entre os peixes também pode ter aplicacdo
no manejo do tamanho e do crescimento populacional nos tanques de criacdo. E
reconhecido pelos criadores que, as tilapias constituem um grupo extremamente
prolifero e que a manutencdo de um nimero excessivo de individuos nos tanques
pode tolher o0 desenvolvimento da populacdo. Assim, nesta espécie, a criagdo de
linhagens monosexo pode determinar a obtencdo de boas taxas de crescimento.

Durante o periodo da maturidade sexual, alguns salmonideos apresentam
caracteristicas especificas que determinam a deterioracdo da qualidade da carne,
reduzindo drasticamente o0 preco do produto. Neste caso, a producéo de popul agbes
monosexo femininas também tem se mostrado de grande aplicagéo, uma vez que
estas apresentam maturagao tardia, permitindo um melhor manejo do estoque,
tornando a producéo lucrativa (BYE & LINCOLN, 1986).

De modo inverso, na producéo dos populares “peixes de briga” ornamentais
(Betta aplendens,Regan 1910), o interesse maior esta na producéo de linhagens
monosexo machos, que sao apreciados pela presenca de nadadeiras de visual
atrativo: ondulantes, bem desenvolvidas e em forma de véu (KAVUMPURATH
& PANDIAN, 1992).




2.1 Quanto ao Sexo

Os peixes podem ser classificados como: Gonocoricos (quando 0S Sexos
ocorrem separadamente nos individuos); Hermafroditas (ambos o0s sexos estéo
presentes no mesmo individuo) e Unissexuados (espécies em que ocorre apenas 0
sexo feminino ou apenas 0 masculino). Em razéo dessa ampla variagéo, machos e
fémeas poderiam ser melhores definidos, respectivamente, como produtores de
sémen e de ovos (YAMAMOTO, 1969).

Os gonocoricos sao divididos em indiferenciados e diferenciados. Nos
indiferenciados, a gbnada primordial inicia o desenvolvimento assemelhando-se a
um ovéario, e depois uma parte dos individuos tornam-se machos e a outra parte
torna-se fémea. Nos diferenciados, a gbnada diferencia-se em um testiculo ou em
um ovario.

O hermafroditismo € dividido em trés tipos: sincronico (onde os ovos e
espermatozoides maturam a0 mesmo tempo); protoginico (primeiro desenvolvem
ovario e posteriormente revertem para testiculo); protandrémico (primeiro
desenvolvem testiculo e depois ovério).

Nos unissexuais, a reproducao natural é por ginogénese, onde o espermatozéide
do macho de uma espécie bissexual contribui apenas para a ativacéo do
desenvolvimento do ovo, sem ocorrénciadasingamia (YAMAZAKI, 1983).

2.2 Quanto a Deter minagdo Sexual

O sexo genético ocorre na fertilizagcdo pela combinacdo dos cromossomos
provenientes do ovo e do espermatozoide, sendo a determinagéo sexual definida
como a soma dos genes responsaveis pela formacdo das gbnadas e de suas
caracteristicas. Esses genes podem estar espalhados pelo genoma ou estando a
maioria deles concentrados em um par de cromossomos que, neste caso, sdo
chamados de cromossomos sexuais. As determinagdes sexuais podem ser do tipo:
cromossomico, poligénico e interacéo gendtipo-ambiente (PIFERRER, 2001).

A determinacdo cromaossomicaimplica na presenca de cromossomos sexuais,
em que um par de cromossomos (denominados de heterocromossomos) acumula
a maioria dos genes responsaveis pelo desenvolvimento sexual e, com base em
analises citogenéticas, inversdo sexua e cruzamentos controlados, oito sistemas
cromossomicos ja foram descritos. Estes sistemas variam desde sistemas simples




como XX/XZ ou WZ/ZZ, até os mais complexos, envolvendo mais que um par de
Cromossomos sexuais ou diferentes numeros de cromossomos, dependendo do
sexo. Os peixes que possuem cromossomos iguais séo chamados homogameéti cos,
e heterogaméticos quando sdo diferentes.

No sistema poligénico de determinacéo sexual, genes epistéticos determinantes
do sexo estdo presentes tanto Nn0s cromossomos autossémicos como Nnos
heterocromossomos, e 0 sexo do embri&o sera resultante da combinacéo dos fatores
masculinos e femininos presentes no conjunto cromossdmico herdado de cada
parental (DONALDSON & HUNTER, 1983). Neste sistema, a proporcéao sexual
macho:fémea sera diferente de 1:1.

O controle genético € um dos principais determinantes do sexo, mas fatores
ambientais, tais como temperatura, fotoperiodo, salinidade e alta densidade de
estocagem também possuem grande influéncia no processo.

3INVERSAO SEXUAL

A manipulacéo de gametas, ovos e embrides podem ser redizadas com maior
facilidade em peixes do que em outros animais, porque eles geralmente apresentam
fecundacéo e desenvolvimento externos. Valendo-se disso, consegue-se controlar o
sexo fisiologico dos peixes por meio da adicdo de hormonios esterdides anabolizantes
na sua dieta ou na dgua em que vivem. A razéo pelaqual € possivel controlar o sexo
fisiol6gico dos peixes € que, enquanto 0 sexo genético é determinado por ocasido da
fecundacao, a determinacdo do sexo fisiol 6gico que acontece pelo desenvolvimento
das células germinativas primordiais determinantes do sexo, € mais tardia.

No inicio da embriogénese, um peixe ndo € nem macho nem fémea porque
N0 possui ovario, testiculos ou outras caracteristicas associadas aos sistemas
reprodutores. Ao contrario, um embri&o de peixe possui precursores embriol 6gicos
de ovérios e testicul os (células germinativas primordials) e, nesse estagio, um embrido
€ “totipotente” podendo se desenvolver em macho ou fémea. Em determinado
momento durante o desenvolvimento embriol 6gico (momento que é especifico de
cada espécie), um sinal quimico originado de um gene ou de um conjunto de genes
“informa” ao tecido totipotente em que direcéo se desenvolver. Umavez que iSsso
ocorra e o tecido pré-gonadal complete seu desenvolvimento, o peixe se torna
fisiologicamente macho ou fémea.
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ApOs essa fase ndo € mais possivel alterar o sexo fisiolégico, exceto por
técnicas radicais, tais como a cirurgia gonadal que tem mostrado pouco sucesso.

Neste pegqueno espaco de tempo, que varia de espécie para especie, durante o
qual o sexo fisiol6gico pode ser alterado, se um peixe ingerir ou absorver esterdides
anabolizantes, ele pode interferir diretamente no desenvolvimento das células
totipotentes. Esta tecnologia tem sido muito pesguisada nas Ultimas décadas e vem
sendo rotineiramente aplicada em programas de piscicultura envolvendo til4pias,
salmonideos e ciprinideos.

O conhecimento dos mecanismos gue determinam a expressdo do Sexo nos
peixes é um pré-requisito fundamental para o desenvolvimento de estratégias efetivas
nainducdo de ateragdes na proporcdo sexual em uma espécie.

Embora o sexo gendtipo sgja estabelecido no momento da fertilizagdo do
ovulo pelo espermatoziide, a diferenciacéo do sexo fenotipico ocorre em etapas
mais avangadas do desenvolvimento, sendo apds o periodo final de absorcéo do
saco vitelinico e inicio da alimentagéo (periodo da transicéo entre a alimentacdo
endogena e exégena). Esse periodo € varidvel de espécie para espécie, contados
em Graus Celsius Dias. Isto é explicado devido os peixes serem pecilotérmicos,
sendo gue seu desenvolvimento esta estreitamente relacionado com a temperatura
da &gua, portanto as medidas sdo dadas em unidades térmicas acumuladas (UTA).

Deve-se lembrar que o tratamento com o hormaonio apropriado, administrado
em dosagem adequada durante a fase indiferenciada de desenvolvimento da gbnada,
é condicdo determinante do sucesso da inversdo sexual. Atualmente, mais de
trinta diferentes hormonios naturais e sintéticos tém sido usados por diferentes
pesquisadores no estudo da inversdo. O mais utilizado entre os andrégenos € a
17 o -metil-testosterona, e entre os estroégenos € o 17 B -estradiol. A inversdo do
sexo nem sempre € 100% efetiva, sendo dificil até de ser conseguida em certas
espécies. Dessa forma, o desenvolvimento de estoques com a totalidade de
individuos pertencentes a apenas um dos sexos pode ser feito pela combinagéo
destas técnicas com outras de cruzamento (MAIR et al., 1997).

3.1Linhagens|nvertidasM onosexo pela TécnicaHormonal

A diferenciacéo sexual das gonadas € bem expressiva no estagio de
desenvolvimento e a inversdo sexual pode ser facilmente obtida por meio do
fornecimento de estrégenos ou andrégenos na alimentacéo.




11

A producéo de lotes de monosexo pelatécnica hormonal pode ser obtida de 2
modos: 0 DIRETO em uma etapa, ou INDIRETO em duas etapas.

1) Linhagens produzidas em uma etapa — Altera-se 0 sexo fisiologico dos
peixes. Aslarvas e alevinos devem ser alimentados com ragéo contendo androgenos
(hormdnios masculinos) ou estrégeno (hormonios femininos), ou mantidos por
certo tempo em agua contendo concentracdes diluidas desses mesmos hormaonios.

O processo em uma Unica etapa € mais usado na producéo de tilapias (Figura 2).
Essa monosexagem de machos tem como finalidade impedir a reproducéo precoce
e descartar as fémeas que crescem mais devagar que os machos. Com essa finalidade,
larvas de Tilapia do Nilo sdo alimentadas com ragéo contendo 40 mg de 17 o -
metiltestoterona / Kg de dieta durante um periodo de 40 dias. Essa dosagem
usua mente reverte de 90 a 99% das larvas em machos, dependendo do mangjo e
das condic¢Bes ambientais.

Na piscicultura de truta arco-iris, em que uma das finalidades é a monosexagem
para fémeas, as larvas indiferenciadas séo alimentadas com racdo contendo 20 mg
de 17 p-estradiol / Kg de dieta durante um periodo de 40 dias. Se acompanhado o
manejo e a técnica corretamente obtém-se normalmente 100% de fémeas revertidas.

FIGURA 2-Esquemagera do protocolo para a producdo direta de linhagens invertidas de machos
ou fémeas, em peixescom determinacdo do sexo tipo X X/XY.

ETAPA UNICA: Producdo direta de linhagensrevertidas

FASE DEVIDA Larvas Indiferenciadas
1
TIPO DE ESTEROIDE ANDROGENOS ESTROGENOS
l !
SEXO FISIOLOGICO MACHOS FEMEAS
SEXO GENETICO Machos Revertidos ~ Fémeas Revertidas

ou Neomachos (XX) ou Neofémeas (XY)
Machos Normais (XY) Fémeas Normais (XX)

Fonte: Almeida-Toledo et al. (1996).
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2) Linhagens produzidas em duas etapas para fémeas - Utilizada na obtencéo
de matrizes capazes de produzir linhagens constituidas somente de fémeas, possuindo
sistemas de determinagdo do sexo do tipo XX/XY. Neste caso, sdo utilizados
hormdnios andrégenos para produzir neomachos XX, que séo obtidos em duas
etapas, assm como mostrado na Figura 3.

N&o € possivel separar os neomachos ou machos invertidos XX dos machos
normais XY pelas suas caracteristicas sexuais externas. Assim, uma 22 etapa faz-
Se necessaria para realizar um teste de progénie, identificando os machos revertidos
dos normais para separa-los. Com esta finalidade, séo feitos cruzamentos entre
casais de fémeas normais e machos tratados hormonal mente, em que cada familia
é criada separadamente até que a descendéncia possa ser sexada. Caso a
descendéncia se mostre constituida por 50% de fémeas e 50% de machos, 0
macho parental € do tipo XY e deve ser descartado. Se, por outro lado, a
descendéncia for 100% fémeas, entdo o macho parental testado € um neomacho
tipo XX e deve ser mantido porque estes tipos de matrizes servirdo para a producdo
de linhagens monosexo de fémeas.

FIGURA 3-Esquemagera do protocolo para a producéo de linhagens monosexuais de fémeas em
espécies de peixes com sistema de determinacao do sexo tipo XX/XY.

1. Etapa: Producéo de linhagens de machosinvertidos (XX)

- Linhagens indiferenciadas — Andrégenos — Machos revertidos (XX) e Machos normais (XY)

2. Etapa de Progénie para identificacdo dos machosrevertidos (XX)

- Fémeas normais (XX) x Machos revertidos (XX) — 100% de fémeas normais (XX)
- Fémeas normais (XX) x Machos normais (XY) — 50% de machos normais (XY) +

50% de fémeas normais (XX)

Guardar Linhagens de Machos Revertidos (XX)

Fonte: Almeida-Toledo et al. (1996).
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3) Linhagens produzidas em duas etapas para machos - Utilizada para se obter
matrizes que sejam capazes de produzir linhagens monosexo de machos em especies
com sistema de determinagao do sexo tipo ZW/ZZ. As larvas devem ser revertidas
sexua mente com estrogeno. Assim, séo produzidas linhagens de neofémeas ZZ. O
Unico modo de diferenciar as neofémeas ZZ de fémeas normais ZW é por meio do
teste de progénie das fémeas, em que as neofémeas ZZ que produzem 100% de
descendentes machos serdo as matrizes gque irdo ser guardadas, pois séo fémeas
capazes de produzir linhagens monosexo de machos.

3.2 Super machos

E areproducio realizada em peixes que apresentam sistemas de determinagio
do sexo tipo XX/XY. A obtencéo de linhagens monosexo de machos é feita por meio
da producéo de matrizes de supermachos (machos que sdo YY em vez de XY).

Observando a Figura 4 nota-se que a obtencéo de supermachos é um dos
mais eficientes métodos de producdo de machos. Em contrapartida, € um método
demorado até a obtencéo do reprodutor desegjado.

FIGURA 4-—Esguemageral do protocolo paraa producdo de supermachos em espécies de peixes
com sistema de determinagéo do sexo tipo XX/XY.

1. Etapa: Producdo de linhagens de fémeas revertidas

Larvasindiferenciadas — Estrogeno — Fémeas normais XX + Fémeas revertidas XY

2. Etapa: Teste de progénie paraidentificar fémeasrevertidas

Fémeas normais XX x Machos normais XY — 50% Fémeas normais XX +
50% Machos normais XY

Fémeas revertidas XY x Machos normais XY — 25% Fémeas normais XX +
50% Machos normais XY +
25% Supermachos Y'Y

3. Etapa: Teste de Progénie paraidentificar os Supermachos

Fémeas normais XX x Supermachos YY — 100% Machos
Fémeas normais XX x Machos Normais XY — 50% Machos normais XY +
50% Fémeas normais XX

Guardar asLinhagens de Supermachos YY

Fonte: Almeida-Toledo et al. (1996).
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A obtencao de supermachos ocorre em 3 etapas:

A primeira etapa deste programa consta da alimentacao das larvas sexua mente
indiferenciadas com ragdo contendo estrégeno, com a finalidade de produzir
neofémeas ou fémeas invertidas. Ao fazer a sexagem, verifica-se que 0s peixes
tratados com hormdnio se enquadram em trés categorias. machos normais XY,
fémeasinvertidas XY e fémeas normais XX. Os machos e fémeas normais devem
ser descartados, mas é dificil separar as fémeas normais XX das fémeas invertidas
XY examinando-se apenas as caracteristicas sexuai s externas. Entéo se faz a segunda
etapa, em que consta da realizagdo do teste de progénie, para identificagdo das
fémeasrevertidas XY e descarte das fémeas normais X X. Isto é feito pelo cruzamento
de cada fémea com um macho normal com cultivo de cada familia em tanques
individuals, até que a descendéncia possa ser sexada. As fémeas que produzirem
descendéncia constituida por 50% de fémeas e 50% de machos, serdo descartadas.
Asfémeas que produzirem 75% de machos e 25% de fémeas sdo neofémeas XY . E
dos 75% dos machos, 50% sao machos XY e 25% sao os machosdeinteresse Y.
Nesse ponto, os 25% de fémeas séo descartadas e os 75% de machos (XY e YY)
passardo por uma terceira etapa, como mostra o Figura 5.

FIGURA 5- Processo da formacéo de individuos Supermachos (YY), por meio de tratamento hormonal
em uma primeira fase e cruzamentos dirigidos, na segunda.

3 &
XY XX
3 9 ¢ &
XY XX XY XY

¢ 4 ¢ d = 3 4
XX XY XX YY XX XY XX
50% 50% 25%  25%  50%
3 ¢ d
XY XX XY
100% 50% 50%

Fonte: Foresti & Foresti (2004).




15

N&o sendo possivel separar machos normais XY e supermachos YY pelo
exame das caracteristicas sexuais externas, faz-se uma terceira etapa em que €
realizado o teste de progénie para identificar os supermachos. Descartam-se as
linhagens que produziram 50% machos e 50% fémeas, mantendo as que produziram
100% de machos, em que se sabe que sdo supermachos.

Este método de producédo de supermachos € utilizado em tilapias do Nilo, em
gue as matrizes de supermachos podem ser produzidas pela combinacéo das
biotecnologias de inversdo sexual e ginogénese, ja que sa0 espécies com sistemade
determinagdo do sexo tipo XX/XY.

3.3 Superfémeas

As matrizes de superfémeas (WW) possibilitam a producdo de linhagens
monosexo de fémeas em espécies em que o sistema de determinacéo do sexo € do
tipo ZW/ZZ.

Para sua obtencéo, realizam-se trés etapas, sendo as mesmas para obtencao
dos supermachos, seguindo os mesmos procedimentos. Elas diferenciam-se apenas
nos hormonios, pois onde eram feminilizantes agora sdo masculinizantes (andrégenos
para inversao), e nas tipagens eram espécies do tipo XX/XY e agora sao para
espécies ZW/ZZ.

Os testes de progénie também sdo os mesmos, que agora sao feitos para
separacao das superfémeas que sdo machos invertidos Z\W.

4 PRODUCAO DE MONOSEXO POR MANIPULACAO
CROMOSSOMICA

V arias técnicas sdo descritas na literatura para producdo de peixes hapl 6ides,
triplGides, tetrapl 6ides ou mesmo 0S que possuem apenas Cromossomos maternos
(ginogénicos) ou paternos (androgénicos), como exemplificadas na Figura 6, em
que estdo acompanhadas de seus produtos e respectivas aplicagbes de cada
técnica

H& duas divisdes categoricas nas tecnologias de alteracdo no nimero de
cromossomos. Chogues de Temperatura (ou térmicos) e Choques de Presséo (ou
hiperbaricos).
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FIGURA 6-Tipos de biotecnologias genéticas aplicadas a piscicultura.

Tipo de Biotecnologia Produtos Obtidos Aplicagbes em Piscicultura

TRIPLOIDIA PURA Linhagens estéreis Controle dareproducéo, Linhagens
com maior sobrevivénciae
crescimento

TRIPLOIDIA HIBRIDA Linhagens hibridas estéreis Controle da reproducéo,

Linhagens com maior sobrevivénciae
crescimento e resisténcia a doengas

HAPLOIDIA Linhagens hapl6ides Producdo de ginogenéticos e/ou
Androgenéticos hapl 6ides
GINOGENESE Linhagens ginogenéticas Producdo de Linhagens monosexo de

fémeas para casos de determinagéo do
sexo tipo XX/XY'; Producéo de
linhagens altamente endocruzadas,
Identificacdo de sistema de
determinagdo do sexo

ANDROGENESE Linhagens androgenéticas Producdo de supermachos; Producéo
de linhagens altamente endocruzadas,
Criopresevacdo do germoplasma

INVERSAO Linhagens de neomachos e Producéo de linhagens invertidas;
neofémeas Producdo de supermachos e
superfémeas; |dentificacdo do sistema
de determinaco do sexo
DNA RECOMBINANTE Linhagens transgénicas Linhagens com caracteristicas
vantgj osas codificadas pelo DNA
transplantado

Fonte: AlImeida-Toledo et a. (1996).

Choques de temperatura séo aplicados aos ovos logo apos a fertilizacdo
(cercade 5 — 10 minutos), sendo chamados choques precoces. Ja os choques de
pressdo sdo aplicados aos ovos decorridos tempos maiores apos a fertilizagdo
(cerca de 60 — 90 minutos), sendo chamados choques tardios.

A finalidade do choque precoce € atuar na meiose, bloqueando a eliminagéo
do segundo corpusculo polar do ovécito. Ja o choque tardio, € interferir no inicio
da mitose, impedindo a primeira clivagem do zigoto que se tornaria um embri&o
com duas células.

Em algumas estacdes de piscicultura, utiliza-se o choque térmico e ndo o
hiperbérico, pois a aparelhagem para manutencéo de temperaturas constantes oferece
maior segurancga para os operadores, aém de possibilitar o trabalho com volumes
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maiores de ovos. Nos choques de pressado sdo usados cilindros hidraulicos de ago
inoxidavel, sendo bastante caros, comportando volumes reduzidos e operando por
varios minutos em altas pressdes que oscilam por volta de mil psi (psi = libra por
polegada quadrada), ocorrendo muitas vezes riscos de rompimento.

Embora possam se utilizar tanto os choques térmicos quentes quanto os frios,
0s quentes produzem melhores resultados em espécies de &guas frias e os frios em
espécies de &guas quentes. Deve-se lembrar que o tipo, a intensidade e a duracéo
do tratamento térmico sdo peculiares para cada espécie.

Na verificagdo do sucesso da manipulacdo cromossOmica, varias tecnicas
podem ser usadas:

«Em primeiro lugar, sendo o mais laborioso, € contar o numero de

Cromossomos,

« Um segundo método € medir o tamanho dos nuicleos dos eritrocitos, isto €,
coram-se esfregacos de sangue com Giemsa e mede-se ao microscopio optico
0 eiXx0 maior do nucleo dos eritrécitos;

- Um terceiro método é a medicdo do volume nuclear do eritrécito, rotineiramente
realizado nas pisciculturas norte-americanas produtoras de carpas capim
tripl6ides com o auxilio do aparelho Coulter Counter Channelyzer, sendo
caro porém bastante eficiente e rgpido;

- Um quarto método consiste na determinacdo do contelido de DNA do nucleo
dos eritrocitos por citofotometria de fluxo;

- Um quinto método é pela coloracéo de um esfregaco de sangue por nitrato
de prata, em gue é contado o nimero maximo de nucléolos existentes nos
nucleos dos eritrocitos,

- Uma sexta técnica pode ser pelarealizacdo da eletroforese.

4.1 Poliploidia

Com a manipulagdo do nimero de cromossomas do genoma consegue-se
obter peixes poliplbides.

Fazendo-se a fertilizagdo normal seguida da retencdo do segundo corpusculo
polar nos ovécitos, obtém-se Ovulos triploides (Figura 7) que apresentam trés
conjuntos cromossdmicos, dois de origem materna e um de origem paterna. Os
ovaocitos tripl dides séo freqlientemente viaveis e de aparéncia normal.
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Se for impedida a realizacdo da primeira divisdo de clivagem do embri&o,
tendo acumulo dos conjuntos de cromossomos duplicados, serdo originados
individuos tetrapldides (Figura 7) com quatro conjuntos cromossomicos.

FIGURA 7-Processo de desenvolvimento e obtencdo de peixes tripldides e tetrapl 6ides, utilizando
choques de temperatura ou pressao, para retencdo do segundo corpusculo polar, no caso datriploidia,
ou no impedimento da realizacdo da primeira divisdo de clivagem do embrido, no caso datetraploidia.

2% corpusculo
polar em
degeneragio

Metafase da
Espermatozdide 12 diviséo
P Metafase Il Andfase mitética

©-D-E-®-D-®

Ovécito DIFLOIDE
{profase Il ) NORMAL

Fusio dos
pronucleos

Choque térmico Choque térmice

TRIPLOIDE TETRAPLOIDE
REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA INDUGAO A POLIPLOIDIA

Fonte: Tabata et al. (2000).

4.1.1 Triploides Puros e Hibridos

As vantagens da producéo dos triplGides sdo possuirem maior crescimento
gue os dipldides e serem estéreis (ndo se reproduzem, auxiliando no manejo).
Ocorrem dois tipos de triploidia:

- Os Triploides Puros, também chamados de autotripl6ides e tripl6ides
intraespecificos, no qual sdo formados por trés conjuntos hapldides de
Cromossomos provenientes de uma mesma especie.

- Os Triploides Hibridos, também designados como autotriploides ou
tripl6ides interespecificos, no qual sdo formados por dois lotes haploides de
Cromossomos de uma mesma espécie e por um outro lote de outra espécie.
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Producao
Os triplGides séo obtidos logo apés a fertilizagdo comum, quando 0s ovos

sd0 submetidos a choques térmicos (Tabela 1) (sabendo-se que por ocasido da
desova, as fémeas eliminam o0 que comumente se costuma chamar de “ovas ou
ovulos’, mas narealidade séo ovécitos secundarios).

Estes “6vulos” eliminam o segundo corpusculo polar somente apds terem
sidofertilizados. Porém, seum “ovulo” recém-fertilizado for submetido aum choque
térmico, o0 segundo corpusculo polar ndo sera eliminado. Em conseqguiéncia, o ovo
resultante ird conter trés nucleos hapldides. um que € o pro-nacleo do “ovulo”,
outro € o pro-nucleo proveniente do espermatozoide, e 0 outro € 0 nicleo do
segundo corpusculo polar. Os trés hapléides se fundem para formar um zigoto
tripl6ide que, por suavez, produzird um peixe tripldide.

TABELA 1-Vaores otimizados para inducéo de triploidia por choques térmicos em a gumas espécies
usadas na piscicultura brasileira.
Iniciodo Temperatura Duracdodo Frequénciade Taxade

Espécie choque do chogue choque triplode eclosdo
(minutos) (°C) (minutos) (%) (%)

Bagre africano 4 5 40 8-100 9-40
Bagre do canal 5 5 60 100 79
Carpacapim 4 42 1 67 72
Carpacomum 10 0-0,2 30 95 52
Tambaqui 2 39 3 12 82
Tildpiado Nilo 7 9 30 100 86
Trutaarco-iris 25 26 20 100 87

Fonte: Cyrino et al. (2004).

Otimizacdo

A temperatura exata e a duracdo do choque térmico, que sdo necessarias
para a producéo de tripldides, devem ser estabel ecidas inicialmente por tentativa
de erro, que € alguns graus mais frios ou mais quentes que atemperatura normal
de cada espécie. O tempo exato em que o choque deve comecar e terminar
depende do tempo apoés afertilizacdo, no decorrer do qual o0 segundo corpusculo
polar é eliminado, devendo comegar antes do evento da eliminag&o e continuar
por tempo suficiente até que sejaimprovavel aextrusdo do segundo corpusculo
polar.
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Reconhecimento

Em relacdo a morfologia externa, os tripl 6ides puros e os dipl 6ides geralmente
ndo possuem diferencas significativas. A nivel celular € que se encontram as diferencas
mais marcantes, pois o tamanho dos nucleos e das células dos tripl 6ides é cerca de
um terco maior que dos diploides. A maneiramais facil paraidentificar triploides de
peixes € através da medida dos eixos maiores dos eritrocitos em esfregacos de
sangue corados por Giemsa.

Outros procedimentos para o reconhecimento s&o as seis técnicas ja citadas,
que verificam 0 sucesso da manipulagdo cromossomica.

| nteresse

Os triplGides tém despertado interesse na piscicultura por dois motivos: o de
apresentar maior crescimento em peso e comprimento, e por serem estéreis. Sob
aspecto tedrico, espera-se que os triploides sggam maiores que os diplbides, pois
suas células contém 33% a mais de informacéo genética.

4.1.2 Tetraplbides

Tetrapl 6ides apresentam quatro conjuntos hapl 6ides de cromossomos no lugar
de dois lotes normais. Eles podem ser produzidos por choque hiperbérico tardio,
gue bloqueia a primeira divisdo mitética de um zigoto diploide (Figura 8). Desse
modo, foram produzidos em 1984 salmonideos tetrapl 6ides de primeira geracéo,
em gue mostraram taxas de eclosdo variando de 5% a 80% e taxas de sobrevivéncia
e crescimento bastante baixas (CHOURROUT, 1987; THORGAARD, 1992).

O interesse potencia dos tetrapldides em projetos de piscicultura, no qual é
usado para a producéo de triploides interploides estéreis, faz com que a técnica de
producéo elimine a necessidade de se produzir tripléides pel os métodos convencionais
de choques térmicos precoces. Entretanto, os cruzamentos tanto de machos como
fémeas de linhagens tetrapl dides com dipldides produzindo descendéncia chamada
de triploide interpl6ide, possuem taxas de fertilizagdo reduzidas, pois os
espermatozdides possuem dificuldade de penetracdo nas micropilas dos évulos que
apresentam diametros n&o suficientes para a realizagéo da fecundacéo.

Atualmente, a tecnologia de tetraplodia se encontra restrita apenas ao nivel
experimental, ndo tendo sido ainda incluida na rotina de projetos de piscicultura.
Somente trabal hos futuros dirdo sobre as reais possibilidades dos peixes tetrapl 6ides
na érea aplicada.
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4.2 Haploides

S80 organismos que apresentam somente um lote de cromossomos. Como
possui um Unico conjunto cromossdmico, qualquer gene com efeito detrimental
(deletério) ird se manifestar e, como tal, € pouco provavel que a maioriados hapldides
sobreviva durante muito tempo. De fato, praticas laboratoriais comprovam a baixa
sobrevivéncia destes peixes (CHOURROUT, 1987).

Uma das técnicas de producdo dos hapléides consiste na fertilizacdo dos
“Ovulos” com espermatozoéides que tiveram seu material genético destruido (por
raios X, raios gama, produtos quimicos ou radiagdo UV). Esses espermatozoéides
permanecem moveis e aptos parafertilizarem e ativarem os “6vulos” que, umavez
ativados, iniciam o desenvolvimento embrionério (mesmo que o espermatozoide
fecundante ndo mais transporte genes funcionais). O espermatozéide inativado,
ndo contribui com seu material genético. Portanto, os alelos contidos no ndcleo
hapl6ide do “6vulo” sdo os Unicos a fazerem parte do nicleo do “zigoto”. Os
embrides assim produzidos sdo ginogenéticos hapldides, pois todo seu material
genético é de proveniéncia materna.

Outro modo de produzir hapl 6ide é destruindo o material genético dos“ovulos”
com raios X ou raios Gama e fertiliza-los com espermatozoéides normais. Como o
gene hapldide do espermatozdide € o Unico gque contribui para 0 genoma do zigoto,
0 embri&o serd hapl6ide. Neste caso, 0 embrido sera androgenético hapldide, pois
seu material genético € proveniente exclusivamente do parental paterno.

Portanto, sob o ponto de vista prético, € importante conhecer como produzir
os hapldides, pois constituem o primeiro passo para a producao de peixes
ginogenéticos e androgenéticos dipl dides.

4.3 Ginogénese

Ginogénese ou heranca materna completa, termo identificado pela propria raiz
etimolOgica, € 0 “processo de trazer aexisténciaum ser somente apartir dafémea”’. Na
prética, em peixes e outros organismos € possivel produzir uma descendéncia a partir
de uma fémea madura, sem que haja contribuic¢do genética paterna (PURDON, 1993).

A técnicaparaproduzir “6vul os” ginogenéticos (Figura8) requer ainativagéo
do genoma paterno e a diploidizacéo do material genético dafémea no zigoto, por
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um processo induzido por agentes fisicos ou quimicos, no qual a determinacéo do
sexo € do tipo XX/XY, em que fémeas sdo homogameéticas (XX) e todos os
ginogenéticos serdo fémeas.

Esse processo tem duas grandes aplicagbes potenciais em piscicultura: a
primeira é no controle da proporcgdo sexual pela producéo de linhagens monosexo
fémeas, e a segunda é a rgpida producdo de linhagens altamente consanglineas.

FIGURA 8- Processo natural de desenvolvimento em peixes e processos de obtencdo de individuos
ginogénicos, utilizando irradiac@o de espermatozdides e choques de temperatura ou pressdo, para retencéo
do segundo corpusculo polar.

Espermatozoéide ST Metéfase da
irradiado 29 coriseulo polar 1 diviséo
/ Metafase Il Anafase Il — ) o mitotica
b
-3 - b d - -
-
Ovécito Espermatozéide Haploide
{ profase I} degienerado (anormal)
Chogque térmico Chogue térmico

Ginogenético dipléide meidtico Ginogenético dipléide mitético
Representacao Esquemética da Ginogénese

Fonte: Tabata et al. (2000).

4.3.1 Producao de Ginogénicos
Ha trés técnicas de produzir linhagens ginogenéticas:

12 — Ginogénicos meidticos — Essa primeira maneira é ativando os “évulos”
com espermatozoides que tiveram seu material genético destruido por raios X,
raios Gama (em geral usando fonte de CO) ou radiacdo UV. A radiacdo gama é
preferencial por obter maior poder de penetracdo, mas deixa fragmentos
cromossomico na descendéncia. No entanto, utiliza-se mais a inativagao dos
espermatozdides por UV.




23

Inicialmente o esperma é diluido de modo que possa ser espalhado numa
camada bem fina em uma placa de vidro e exposto a uma fonte de UV de uma
|&mpada germicida. Grande numero de “Ovulos” podem ser fertilizados quando
colocados diretamente na placa de vidro na qual é feita a inativacdo dos
espermatozoides. Normalmente, com exposi ¢ies apropriadas a radiacdo UV, nenhum
fragmento cromossdmico paterno permanece nos espermatozéides. E importante
lembrar que ha a possibilidade de alguns dos peixes produzidos pelo método acima
descrito ser dipléide normal, visto que espermatozoides ndo-inativados também
podem fertilizar os “Ovulos”. Para evitar esse tipo de ocorréncia, alguns
pesqui sadores usam espermatozoides de outras especies, por saberem que produziréo
embrides hibridos ndo-viaveis.

Apés a ativagdo dos “ovulos’, estes sBo submetidos a choques precoces para
impedir a eliminagéo do segundo corpusculo polar (Figura 8 e 9), em que 0s ovos assim
produzidos conterdo dois nicleos hapl 6ides: 0 nlcleo do “6vulo” e o nlcleo do segundo
corpusculo polar. Estes dois nucleos iréo se fundir formando um ndcleo dipldide que
contém os dois conjuntos de cromossomos originados do parental materno.

FIGURA 9 - Esguemas gerais dos protocol os para producéo de linhagens de peixes polipl 6ides,
ginogénicos e androgéni cos.

1. Producéo de Linhagens Polipl6ides

CTP — TRIPLOIDE
|
ESPERMATOZOIDES + OVULOS — OVOS

|
CHT — TETRAPLOIDES

2. Producéo de Linhagens Ginogénicas e Andr ogénicas

CTP — GINOGENTICOS MEIOTICOS
I
Espermatozéides + Ovulos — OVOS
inativados por UV |
CHT — GINOGENICOSMITOTICOS
ESPERMATOZOIDES + OVULOS — OVOS
inativados por Co |

CHT — ANDROGENICOS

CTP = choque térmico precoce; CHT = choque hiperbérico tardio;
UV = fonte de ultravioleta; Co = fonte de cobalto
Fonte: Almeida-Toledo et al. (1996).
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22 — Ginogénicos mitodticos — Essa segunda técnica para produzir peixes
ginogénicos, se inicia do mesmo modo gque os meidticos: Numa primeira etapa, 0s
“Ovulos” sdo ativados por espermatozoides que tiveram seu material genético
destruido por radiacéo, produzindo assim ginogenéticos hapl dides. Quando o zigoto
haploide inicia a primeira clivagem € dado um choque tardio que bloqueia a metéfase
da primeira divisdo mitotica. Desse modo, os dois nucleos hapl6ides fundem-se e
formam um zigoto dipl6ide com dois lotes cromossdémicos provenientes do parental
materno.

Estes ginogénicos mitoticos produzidos pela supressdo da primeira clivagem
s80 homozigotos para todos os seus locos e apresentam 100% de consangtiinidade,
mas deve-se lembrar que apresentam baixas taxas de sobrevivéncia (em torno de
1,5%) devido a expressao dos genes detrimentais recessivos, que poderdo se
apresentar em maior ou menor quantidade nessas linhagens.

32 — Consiste na fertilizacdo do “6vulo” de fémeas tetrapl6ides com
espermatozoides, cujo DNA tenha sido inativado por radiacdo. Como as fémeas
tetrapl 6ides produzem “ovul 0s” dipl 6ides, ndo ha necessidade dos “Ovul0s” serem
submetidos a choques precoces para a producdo do complemento cromossomico
dipléide.

Embora esses tipos de ginogénicos sejam consanguineos por definigéo,
apresentam niveis consideravelmente maiores de heterose do que os ginogenéticos
produzidos a partir de parentais maternos dipldides, pois € conhecido que esse tipo
de ginogenético apresenta pouca reducdo nos niveis de heterozigose.

4.4 Androgénese

A androgénese consiste na producao de linhagens que apresentam somente
0 genoma paterno, contrario a ginogénese que possuem somente 0 genoma
materno.

4.4.1 Producdo de Linhagens Androgénicas

Linhagens androgénicas podem ser obtidas de duas técnicas, sendo que a
mais aceitae usada é pelafecundagdo do “Ovulo”, cujo material genético tenhasido
destruido por raios X ou raios Gama com um espermatozéide normal; obtendo-se
desse processo um androgenético hapléide.
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Quando o zigoto androgenético hapl 6ide sofre a primeira clivagem mitética, é
dado um choque hiperbarico tardio paraimpedir a divisdo celular, em que os dois
nacleos haplodides se fundirdo para formar um nucleo dipléide. Todos os
cromossomos do peixe androgenético provém do parental paterno, e os peixes
produzidos sdo altamente consanguineos.

Como o complemento cromossdmico dipléide provém de um dnico lote que
se autoduplicou, os niveis de homozigose e de consangiinidade séo da ordem de
100%, tendo essas linhagens taxas de sobrevivéncia ao redor de 5%, devido a
expressao dos al el os serem recessivos detrimentais.

Outratécnica consta nafertilizacéo do “Ovulo” que teve seu material genético
destruido por radiacdo com espermatozoide de machos tetrapdides, pois o0s
tetrapl 6ides produzem espermatozoides diploides, fazendo com que os zigotos
resultantes sgjam dipl6ides. Essa técnica teve sucesso em 1990 nos EUA em truta
arco-iris androgenéticas (TABATA et a., 2000).

4.4.2 Androgénicos e Supermachos

Quando ocorre a sobrevivéncia dos androgenéticos até o periodo da primeira
maturacdo sexual, eles sdo utilizados para a producdo de supermachos (YY) nas
espécies cujos sistemas de determinacdo do sexo sgjam do tipo XX/XY. Neste
caso, 0s machos sdo heterogameéti cos fazendo com gque metade dos androgenéticos
produzidos sgja supermachos.

4.4.3 Androgénese e Conservacado Genética

Tratando-se da manutencdo do germoplasma e conservagao da espécie, 0S
androgenéticos possuem um consideravel potencial de interesse no qual, pela
androgénese, consegue-se recuperar 0 material genético de espécies, cujas amostras
de esperma tenham sido criopreservadas em bancos de germoplasma.

Portanto, como a preservacdo de “Ovulos” de peixes ainda ndo é satisfatoria,
a Unica via préatica para a estocagem e recuperacao genética na area ictiologica é
fertilizar “Ovulos” recém-obtidos com esperma criopreservado, usando-se a
androgénese.
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