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RESUMO: A aquicultura no Brasil tem potencial devido as boas condi¢gdes naturais e pelo
clima favoravel. A demanda global por proteinas derivadas de pescado tem aumentado
constantemente ao longo das Ultimas décadas, e devera continuar aumentando devido ao
crescimento da populacdo, urbanizacdo e demanda por alimentos saudaveis. Portanto, €
notavel a necessidade de implantar programas de melhoramento genético para estas espécies,
tanto por meio da selegdo classica quanto da aplicagdo da manipulagdo cromossdmica. A
poliploidia comecou a ser estudada por geneticistas no periodo de 1910 a 1930. Individuos
poliploides sédo organismos com a adicdo de um ou mais conjuntos de cromossomos, O
objetivo é inibir os mecanismos que levariam a expulsdo do segundo corpusculo polar na
metafase Il da meiose, retendo, no ovo dois conjuntos cromoss6micos maternos, resultando
em um zigoto triploide. Varias técnicas de inducdo a poliploidia de organismos aquaticos
vém sendo aplicadas, tais como: a técnica de indugdo que usa choque térmico, pressao
hidrostatica, tratamentos quimicos, choques elétricos, ou a criacdo de diploides com
reprodutores tetraploides. Varias técnicas de identificagcdo podem avaliar a poliploidia de um
individuo como a estimativa do tamanho de hemacias medir o volume nuclear ou o didmetro
dos eritrécitos analisando marcadores genéticos como alozymes e microssatélites e analise
citogenética. Assim, sdo necessarios estudos que viabilizem e ajustem os protocolos, como
por exemplo, o uso de choque elétrico ou quimico para que possam obter mais eficiéncia na
técnica de poliploidia nos peixes.

PALAVRAS-CHAVE: Reprodugéo; gametas; divisdo celular; cromossomo

ASPECTS OF POLYPLOIDY AS ATOOL FOR FISH FARMING

ABSTRACT: Aquaculture in Brazil has potential due to good natural conditions and a favorable
climate. Global demand for fish-derived proteins has steadily increased over the past few
decades, and is expected to continue to increase due to population growth, urbanization and
demand for healthy foods. Therefore, the need to implement genetic improvement programs for
these species is notable, both through classical selection and the application of chromosomal
manipulation. Polyploidy began to be studied by geneticists in the period from 1910 to 1930.
Polyploid individuals are organisms with the addition of one or more sets of chromosomes,
the objective is to inhibit the mechanisms that would lead to the expulsion of the second polar
body in metaphase Il of meiosis, retaining two maternal chromosome sets in the egg, resulting
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in a triploid zygote. Various techniques for inducing polyploidy in aquatic organisms have
been applied, such as: the induction technique that uses thermal shock, hydrostatic pressure,
chemical treatments, electric shocks, or the creation of diploids with tetraploid reproductives.
Various identification techniques can assess an individual’s polyploidy such as estimating
the size of red blood cells, measuring nuclear volume or erythrocyte diameter by analyzing
genetic markers such as allozymes and microsatellites and cytogenetic analysis. Therefore,
studies are needed to enable and adjust protocols, such as the use of electric or chemical
shock, so that they can obtain more efficiency in the polyploidy technique in fish.
KEYWORDS: Reproduction; gametes; cell division; chromosome

11 CENARIO DA AQUICULTURA

A demanda global por proteinas derivadas de pescado tem aumentado
constantemente ao longo das ultimas décadas, e devera continuar aumentando devido
ao crescimento da populagéo, urbanizacdo e demanda por alimentos saudaveis. Neste
contexto, a aquicultura € a alternativa mais viavel para aumentar a oferta de pescado (FAO,
2016; FAO, 2018).

Essa crescente demanda fez com que em 2016 houvesse aumento expressivo na
producao de peixes com 54,1 milhdes de toneladas, seguido de algas, com 30,1 milhdes
de toneladas, moluscos, com 17,1 milhdes de toneladas e crustaceos, com 7,9 milhGes
de toneladas produzidas. A previsédo é de que o consumo mundial “per capta” de pescado
alcance 21,5 kg em 2030, valor superior aos 20,3 kg registrados em 2016 (FAO, 2018).

A aquicultura no Brasil tem potencial devido as boas condi¢cdes naturais e pelo
clima favoravel. Este potencial esta relacionado ao espaco fisico em abundancia com
a sua extensao costeira de mais de oito mil quilémetros, zona econdmica exclusiva de
3,5 milhdes de km? e a dimensao territorial, que dispde de, aproximadamente, 13% da
agua doce renovavel do planeta, abrigando 2.300 espécies de peixes dulcicolas e 1.298
marinhas (KUBITZA, 2015).

A piscicultura brasileira produziu no total 485,2 mil toneladas em 2017 (reducgéo de
2,6% em relagdo ao ano anterior), com aumento na producao, nas regides Nordeste, Sul,
Centro-Oeste e com grande queda na Regido Norte, anteriormente lider do ranking. O
Parana assumiu a lideranca entre os estados produtores, ap6s um aumento consideravel
na despesca, seguido por Sdo Paulo, Rond6nia e Mato Grosso (IBGE, 2018).

Cultivo de peixes redondos acompanha a tendéncia mundial de produgéo de
pescados, apresentando crescimento expressivo no Brasil nos dltimos anos, igualando-
se a produgdo de tilapias em 2013/2014 (IBGE, 2018). A segunda espécie mais criada no
Brasil foi o tambaqui (Colossoma macropomum), com 27% do total de peixes em 2016,
atras apenas da espécie exética tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).
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21 MANIPULAGCAO GENICA

Na manipulagéo cromossdmica, conjuntos de cromossomos podem ser adicionados
ou subtraidos durante os processos de divisdo celular (meiose e mitose) (ARAI, 2001).
Como resultado, podem-se produzir trés organismos: poliploide, ginogénese e androgénese
(KOMEN et al., 2007). Esta tecnologia pode ser realizada pela interferéncia fisica ou
funcional nos cromossomos, durante o ciclo celular, através de agentes fisicos (choques
térmicos, pressao hidrostatica, raios UV) ou agentes quimicos (PIFERRER et al., 2009).
Sao dois os objetivos que tém impulsionado as pesquisas nesta area. O primeiro se da pelo
interesse em manipular grupos completos de cromossomos de dada espécie, conhecido
como poliploidizagdo. O segundo é adquirir o genoma de individuos que contenham
apenas um dos parentais, técnica conhecida como ginogénese ou androgénese (MOLINA;
JACOBINA, 2013).

O uso dessa biotecnologia é basicamente empregado para a obtengéo de individuos
sexualmente invertidos. Estes animais geneticamente manipulados poderao estabelecer os
cultivos para peixes monosexo, estéreis ou endogamicos, para fins de produgéo de pescado
ou constituindo materiais genéticos a serem trabalhados pelos geneticistas (BRABO et al.,
2016).

Portanto, é notavel a necessidade de implantar programas de melhoramento
genético para estas espécies, tanto por meio da selegéo classica quanto da aplicagcdo da
manipulagdo cromossOmica.

Considerando que o tambaqui é bem adaptado ao manuseio e manutencdo em
laboratério, diversos aspectos da sua fisiologia, nutricdo, bioquimica e ecologia ja foram
estudados (VILLACORTA-CORREA; SAINT-PAUL, 1999).

31 POLIPLOIDIA APLICADA A PEIXES TRIPLOIDES

A poliploidia comegou a ser estudada por geneticistas no periodo de 1910 a 1930,
por meio da elucidagdo da duplicagdo do genoma, com efeitos na melhor adaptacao e
resultados em culturas. Estudos citogenéticos realizados nos anos seguintes (1930 a 1950)
sugeriram que os poliploides sdo maiores (folhagem e hastes mais resistentes e altura
superior) do que os diploides. O estudo foi generalizado nas plantas e ocorre também nos
vertebrados inferiores: peixes, anfibios e répteis (RAMSEY et al., 2014).

Essa ferramenta passou a ser utilizada na producao de peixes em escala industrial
mundial somente durante as décadas de 1980 e 1990. As principais espécies triploides que
sé@o produzidas em larga escala sé@o as trutas, salmdes e carpas (DUNHAM et al., 2001).
Entretanto, no Brasil, estas biotecnologias genéticas ainda ndo alcangaram a industria da
aquicultura para as espécies nativas, pois s6 foram realizados testes experimentais.

Individuos poliploides sdo organismos com a adigdo de um ou mais conjuntos de
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cromossomos, o objetivo é inibir os mecanismos que levariam a expulsdo do segundo
corpusculo polar na metafase Il da meiose, retendo, no ovo dois conjuntos cromossdmicos
maternos, resultando em um zigoto triploide (Figura 1). As pesquisas de indugéo a poliploidia
séo geralmente voltadas para obtengdo de individuos triploides (3N). E considerada uma
das técnicas mais importantes para alcancar a melhoria dos animais aquaticos (KIR et al.,
2016). Comumente, reconhecida como o método mais pratico para a produgéo de individuos
estéreis, a inducao a poliploidia pode ser feita, diretamente, pelo tratamento aplicado nos
ovos, logo apos o processo de fecundacgéo, através de tratamentos fisicos ou quimicos; ou
indiretamente, pela producéo de reprodutores tetraploides e posteriormente, cruzamento
destes com os individuos diploides (TABATA, 2008; ALCANTAR-VAZQUEZ, 2016).

mp (N =} 3N

ovacito
Figura 1 - Processo de triploidizag&o. Logo ap6s a fertilizagdo um choque é aplicado para evitar a
liberacéo do segundo corpusculo polar, originando um zigoto triploide (3n).

Fonte: Adaptado por Lutz (2003).

A poliploidia é relativamente comum em peixes, quando comparados com outros
vertebrados. Muitos peixes comerciais como Salmonideos, Cobitideos e Silurideos sao mais
induzidos a poliploidia. Além disso, foram relatados casos esponténeos de peixes 3N, como
por exemplo, Misgurnus anguillicaudatus, Carassius carassius gibelio e Oncorhaynchus
mykiss (NA-NAKORN et al., 2015). Alguns crustaceos ou moluscos utilizados na aquicultura,
como Procambarus clarkii € Panulirus japonicus sao naturalmente poliploides ou evoluiram
de ancestrais poliploides (ZHOU et al., 2017).

41 TECNICA DE INDUGCAO A TRIPLOIDIA

Varias técnicas de indugcé@o a poliploidia de organismos aquaticos vém sendo
aplicadas, tais como: a técnica de inducdo que usa choque térmico (KARAMI et al., 2016),
pressao hidrostatica (XU et al., 2008; GIL et al., 2016), tratamentos quimicos, ou a criagdo
de diploides com reprodutores tetraploides. Mais recentemente trabalhos vém sendo feitos
com choques elétricos, como relatado por Hassan et al. (2018). O choque térmico é o mais

facilmente aplicado devido ao baixo custo, maior massa de ovos a ser submetida e maior
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nivel de seguranca.

A Tabela 1 apresenta de forma comparativa, as pesquisas feitas em peixes para

a inducao de organismos poliploides, relacionando o método utilizado juntamente com o

tempo. O choque frio € um método Util para a indugéo em algumas espécies como Clarias

gariepinus com 5°C por 40 minutos (KARAMI et., 2016); em um estudo com hibridos de

bagre (Clarias macrocephalus x Clarias gariepinus) foram testados diferentes tempos e
temperaturas pos-fertilizagdo (PARVEN; GALLARDO, 2014); trabalhando com Rhamdia
quelen, foram utilizados choques duplos: frio (1 °C) e quente (37, 39, 41° C) (GARCIA et

al., 2017).
Espécie Temperatura' Tempo? Citacédo
Pangasianodon o .
hypophthalmus 42°C 2,5 min HARTAMI et al., 2018
37°C-1°C
Rhamdia quelen 39°C-1°C 2 min /20 min GARCIiAet al., 2017
41°C-1°C
Oncorhynchus mykiss 28°C 10 min BABAHEZE?QRI etal,
26,5°C
Oncorhynchus mykiss 305° 3 min BEKCAN et al.,2016
Clarias gariepinus 5°C 20 min KARAMI et al.,2016
2°C 10 min
4°C 15 min
Hibridos de bagre (Cla(ias 6°C 20 min PARVEN:GALLARDO,
macrocephalus x Clarias - 5014
gariepinus) 38°C 1 min
40°C 2,5 min
42° C 4 min
Oreochromis mossambicus 41°C 5 min JAYAPRASAD et al., 2011
Oreochromis mossambicus 41°C 3,5 min PRADEEP et al., 2012
7°C 30 min
38°C
Ctenopharyngodon idella SABER et al., 2012
40°C 1min
42° C
1°C 15 min
3°C )
G 30 min
Clarias batrachus VENKATACHALAM et al.,
38°C 1 min 2012
39°C )
3 min
40° C
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1 min

1,5 min
38°C

2 min

3 min

1 min

1,5 min
39°C

2 min

Hibrido: Labeo rohita x 3min
Cirrhinus cirrhosus 1 min

RAHI et al., 2012

1,5 min
40° C

2 min

3 min

1 min

1,5 min

41°C -
2 min

3min

15 min
30 min
45 min
60 min
15 min
30 min
5°C

45 min
Clarias gariepinus MARX et al., 2007
60 min
1 min
40°C 2 min

3 min

0°C

1 min
41°C 2 min

3 min

Cyprinus carpio linn 40° C 1,5 min MUKTI, 2012

"Temperatura do coque térmico em graus Celsius; 2Dur¢do do coque térmico em minutos.

Tabela 1 - Parametros relatados para indugéo de triploidia em varias espécies de peixes utilizando
técnicas por meio de temperaturas.

51 IDENTIFICACAO DE ORGANISMOS TRIPLOIDES

Varias técnicas de identificacdo podem avaliar a poliploidia de um individuo. A
estimativa do tamanho de hemacias pelo uso de um contador Coulter € mais comumente
usada na produgao comercial de carpa capim nos Estados Unidos. Outros métodos incluem

medir o volume nuclear ou o didmetro dos eritrocitos por microscopia, analisando marcadores
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genéticos como alozymes e microssatélites e analise citogenética (DOLEZEL et al., 2007).
Embora a correlacdo entre os métodos seja alta, algumas classificacbes erradas podem
ocorrer. As caracteristicas de cada técnica variam com relagéo a confiabilidade, preciséo,
tempo requerido, riscos quimicos, conhecimento necessario, invasdo de amostragem e
gasto (MUKTI et al., 2016).

A medigcéo por citometria de fluxo do DNA nuclear & menos suscetivel a erros do
que os outros métodos, fornecendo uma confiabilidade indiscutivel da poliploidia e oferece
a vantagem de usar células de outros tecidos além do sangue, como partes da nadadeira
dorsal, globos oculares, embrides, ovos e larvas (JENKINS et al., 2017).

Desta forma, a citometria de fluxo se torna um dos métodos mais eficientes e
seguros para a comprovagao de organismos poliploides, permitindo, assim, analisar varias
caracteristicas de uma célula de forma rapida e por varios parametros. As células da
amostra em suspensao sao marcadas com monoclonais especificos ligados a fluorocromos,
que permitem a identificacdo e a quantificacdo de células pelo tamanho, granulosidade e
intensidade de fluorescéncia (NAKAGE et al., 2005).

Contudo, esse método é mais comum e ele se baseia na mensuracdo do DNA
nuclear das células. Nesta técnica, os nicleos sé@o retirados de uma amostra e corados
com um corante fluorescente. Posteriormente, essa amostra é levada ao aparelho, o qual
iré classificar e quantificar as células de acordo com a intensidade da fluorescéncia. Como
um peixe triploide contém nucleos com mais DNA, estes irdo liberar fluorescéncia de maior
intensidade, sendo desta forma gerado graficos com intensidade facilmente identificados
(NASCIMENTO, 2015; DOLEZEL et al., 2007).

61 PEIXE TRIPLOIDE

A fisiologia dos peixes triploides ndo € muito conhecida, mas alguns aspectos ja
foram relatados, tais como a citologia e reprodugéo (MAXIME, 2008). A condigéo reprodutiva
dos triploides os confere uma caracteristica desejada no mercado a esterilidade. Eles
podem oferecer outras vantagens, como melhor eficiéncia alimentar e crescimento, devido
ao menor gasto de energia em processos reprodutivos (JENKINS et al., 2017). Poliploides,
geralmente possuem tamanho celular aumentado, em comparacdo com os diploides
(ZHOU et al., 2017), como citado por Jenkins et al. (2017), o volume celular médio da
Ctenopharyngodon idella triploide € 1,4 vezes maior do que o dos diploides.

O fato de os triploides possuirem um ter¢o a mais de contetdo celular, confere um
tamanho maior as suas células. A relagdo nucleo-citoplasma indica que, nos triploides,
as células da maioria dos 6rgdos (cérebro, rim, figado) e tecidos (sangue, musculos,
cartilagens) sdo maiores do que nos diploides, além da energia, que néo é transferida para
a producgéo de gametas. De forma geral, a poliploidia cria um grande numero de vantagens
e oportunidades de inovacdo (ALCANTAR-VAZQUEZ, 2016; ZHOU et al., 2017).
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71 INFLUENCIA DA POLIPLOIDIA DE PEIXES NO DESEMPENHO ZOOTECNICO

O maior desempenho de individuos triploides estéreis esté ligado ao desenvolvimento
diferencial das gonadas (em alguns casos), pois ndo ocorre deslocamento de energia para
a produgdo de gametas e comportamentos reprodutivos. Alguns trabalhos com peixes

poliploides mostram melhores resultados nos paradmetros zootécnicos como mostra da

tabela 2.
Espécie d\elzreiil:;:t? ° Ganho Autor
Acipenser ruthenus Sobrevivéncia 96,11 % Hubélek et al., 2023
Oncorhynchus mykiss Rendimento de file 67,0 % Everson et al., 2021
mcaf:’r‘;ffo"anm Taxa ggp%rce;gé“emo 2,60 %/dia Janior et al., 2022
mi‘;’;;i)soo;nim Sobrevivéncia 81,67% Pereira et al., 2022
Euthynnus affinis Sobrevivéncia 64,3% Yazawa et al., 2019
Oreochromis
mossa;nbicus Sobrevivéncia 96,87 Hassan et al., 2018
Oreochromis niloticus
Oncorhynchus mykiss Conversao alimentar 1,86 Karayucel et al., 2018
Salmo salar Ganho de peso diario 9209 Ignatz et al., 2022
Rendimento de filé 52,3%
Salmo salar Salmo salar 254,09 Ganga et al., 2015
Oncorhynchus mykiss Ganho de peso 2248,49% Salimian et al., 2016

Tabela 2 - indices zootécnicos de peixes poliploides

81 CONSIDERAGOES FINAIS

Existe a perspectiva do uso da técnica de poliploidia aplicada na piscicultura para
obtencao de individuos estéreis, o que pode substituir o uso de horménios na obtencéo
de monossexo em peixes. O crescimento ou desempenho é outro aspecto importante
sendo considerado como valor econémico na produgdo, portanto a técnica de poliploidia
possibilita esta vantagem. No entanto, dois pontos ser&o importantes que ainda merecem
estudos e ajustes nestas técnicas. Primeiro, um protocolo que garanta eficiéncia para
obtencéo de poliploides (diploides, triploides ou tetraploides) desejados. O segundo fator
€ a sobrevivéncia das larvas, pois esta técnica com choque de temperatura ha redugéo
das taxas de sobrevivéncia. Assim, sdo necessarios estudos que viabilizem e ajustem os
protocolos, como por exemplo, o uso de choque elétrico ou quimico para que possam obter
mais eficiéncia na técnica de poliploidia nos peixes.
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