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RESUMO

O estagio supervisionado teve como objetivo acompanhar diferentes atividades desenvolvidas pelo
Laboratério de Genética em Aquicultura e Conservagdo (LaGeAC) do Centro de Aquicultura da
UNESP. O Periodo de realizacdo foi de marco a junho de 2020, com carga horaria total de 330 horas.
Foram desenvolvidas atividades internas e externas ao laboratério. Dentre as atividades foram
realizadas extracGes de DNA das espécies Piaractus brachypomus, Colossoma macropomum e
Piaractus Mesopotamicus, aplicacdo de microchips, pesagem e coleta de amostras para posterior
analise molecular em individuos de Oreochromis niloticus, acompanhamento do manejo alimentar
dos animais e das andlises de qualidade da &gua do biotério e dos tanques. Além do acompanhamento
do processo de despesca de tanques que alojavam animais da espécie Colossoma macropomum e
realizacdo de analises criticas de alguns artigos publicados por componentes do laboratério. O estagio
foi fundamental para aquisicdo de conhecimentos sobre metodologias laboratoriais, tecnologias
utilizadas no monitoramento e manejo de espécies aquicolas, bem como possibilitou maior percepgéo
sobre a biologia e 0 manejo de algumas espécies nativas, contribuindo de forma significativa para o
crescimento profissional e pessoal.

Palavras-chave: aquicultura, genética molecular, piscicultura.



1 INTRODUGAO GERAL

No Brasil, embora a aquicultura represente uma atividade econémica recente (estabelecida
efetivamente na década de 1990), tem apresentado crescimento significativo nos ultimos anos,
superando o volume de producdo da pesca extrativa (FAO, 2018). Esse crescimento esté relacionado
ao fato de ser considerada uma opgéo para producao de proteina animal com baixo impacto ambiental,
alto valor nutricional, viabilidade econémica e de impacto social positivo (FILIPSKI; BELTON,
2018).

De todos os setores que compdem a aquicultura nacional, a piscicultura é responsavel pela
maior producdo. No ano de 2019, no Brasil foram produzidas 758.006 toneladas, gerando uma receita
de aproximadamente R$ 7 bilhdes, além de gerar cerca de 1 milhdo de empregos diretos e indiretos.
Dentre o cultivo das espécies, a Tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) lidera o ranking de espécie
mais cultivada, sendo responsavel por aproximadamente 57% da producéo de pescados. No cultivo
de peixes nativos, o tambaqui (Colossoma macropomum) é responsavel por 38% da producao, e as
outras espécies por 5% (Peixe BR, 2020).

Em comparacdo com outras espéecies de peixe, a tilapia é o tnico produto oriundo de programas
de melhoramento genético usado comercialmente no Brasil. As principais variedades cultivadas sao
a Tailandesa (Chitralada) e a GIFT “Genetic Improvement of Farmed Tilapias”, ambas oriundas de
dois programas de melhoramento que revolucionaram a producdo comercial de tilapia (BARROSO
et al., 2015). A linhagem tailandesa foi resultado de um intenso processo de selecédo realizado na
Tailandia (ZIMMERMANN, 2000). Ja a GIFT é o resultado do principal programa de melhoramento
da especie, que tem demostrado a eficiéncia da reproducao seletiva para melhorar o desempenho do
crescimento, resultando em ganho de mais de 80% apds cinco geragdes (PONZONI et al., 2008).

Apesar do Brasil apresentar uma vasta distribuicdo de recursos naturais, que proporcionam
condicdes favoraveis ao cultivo (RODRIGUES et al., 2012) e grande biodiversidade na sua fauna
piscicola, com espécies que apresentam potencial para producdo de proteina animal de étima
qualidade (GODINHO, 2007), a producdo da aquicultura voltada para as espécies de peixes nativos
ainda é pouco desenvolvida.

Alguns projetos visando aprimorar o cultivo de espécies nativas foram desenvolvidos,
destacando-se o projeto denominado “Bases Tecnoldgicas para o Desenvolvimento Sustentavel da
Aquicultura no Brasil - Aquabrasil” entre 2007 - 2011. Tal projeto teve como objetivo expandir a
aquicultura brasileira, diminuindo a deficiéncia de producéo, integrando a cadeia produtiva desde o
produtor até o consumidor final (SILVA et al., 2018). Sendo delineado em formato de rede, reuniu

unidades da Embrapa, universidades e instituicbes de pesquisa, empresas privadas, estaduais e
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dezenas de pessoas entre pesquisadores, professores, colaboradores e alunos (RESENDE, 2009;
ROCHA et al., 2013).

Este projeto estruturou dois programas de melhoramento genético para as espécies tambaqui
(Colossoma macropomum) e cachara (Pseudoplatystoma reticulatum), nas regides Norte e Centro-
Oeste do Pais (OLIVEIRA et al., 2012). A selecdo inicial dos animais foi realizada de acordo com
valores genéticos para taxa de crescimento, estabelecido com base no ganho de peso médio diério e
peso a despesca (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012; RESENDE et al., 2010;).

O projeto ainda teve como resultado a formacgdo do nicleo de selecdo das duas espécies. Nas
estacdes reprodutivas foram organizadas familias, tornando possivel estimar 0s parametros genéticos
dos animais para peso e comprimento corporal (MELLO et al., 2016). Para o tambaqui, realizou-se a
selecéo para ganho de peso, obtendo assim alevinos provenientes de animais geneticamente avaliados
e superiores, havendo um ganho genético superior a 6% para a referida caracteristica (RESENDE et
al., 2010; OLIVEIRA et al., 2012). Para o cachara, apds formacéo do ndcleo, foram constituidas 40
familias da primeira geragdo, com avaliacdes da segunda geracdo com base em dados biométricos de
ganho de peso (OLIVEIRA et al., 2012; ALBUQUERQUE, 2014).

Os projetos foram finalizados, contudo continuam sendo realizadas pesquisas para
estabelecimento de programas voltados para espécies nativas, principalmente para o tambaqui
(SILVA, 2018). Algumas barreiras ainda precisam ser superadas para que o melhoramento genetico
na piscicultura seja utilizado de forma generalizada, dentre elas: o conhecimento da biologia das
espécies ainda é insuficiente, os programas de reproducao atendem um ndmero limitado de espécies,
ha captura regular de espécimes silvestres para reposicao de estoques de reproducéo, além de poucos
estudos voltados a genética desses organismos (GJEDREM, 2005).

Dessa forma, é imprescindivel a implantacdo ou continuidade de programas de melhoramento
genetico pré-estabelecidos para as espécies nativas (RIBEIRO; LEGAT, 2008), bem como é
necessario que haja investimentos em projetos nacionais para que essas espécies possam atender a
demanda de producdo com qualidade.

O objetivo do estagio supervisionado foi acompanhar as atividades desenvolvidas pelo
Laboratorio de Genética em Aquicultura e Conservacdo (LaGeAC) do Centro de Aquicultura da
UNESP.
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2 DESCRICAO DO LOCAL

O estagio supervisionado foi realizado no Laboratério de Genética em Aquicultura e
Conservacdo (LaGeAC) do Centro de Aquicultura da Unesp (CAUNESP), no periodo de 16 de margo
a 03 de junho de 2020. O CAUNESP ¢é uma unidade complementar da Universidade Estadual Paulista
“Julio Mesquita Filho”, localizado na cidade de Jaboticabal - SP. O centro de aquicultura tem o
objetivo de gerar e divulgar conhecimentos voltados a producdo, nutricdo e alimentagdo, sanidade e
biologia de organismos aquaticos de interesse para a aquicultura.

A estrutura fisica do CAUNESP é composta por treze laboratérios e uma Central multiusuario,
sendo que os laboratorios se dividem em préprios e associados. Os préprios sdo especificamente para
uso do CAUNESP e os associados pertencem as unidades universitarias cadastradas e membros do
CAUNESP, sendo coordenados por docentes da referida unidade de pesquisa.

Laboratoérios:

o Laboratorio de Carcinicultura;

o Laboratorio de Biotecnologia;

o Laboratorio de Compostagem;

o Laboratorio de Genética em Aquicultura e Conservacéo;
o Laboratorio de Ictiopatologia;

o Laboratorio de Larvicultura;

o Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia de Organismos Aquaticos;
o Laboratorio de Reproducdo de Peixes;

o Laboratorio de Limnologia e Producéo de Plancton;

o Laboratorio de Nutricdo de Organismos Aquaticos;

o Laboratorio de Peixes Ornamentais;

o Laboratodrio de Ranicultura;

o Laboratorio de Tilapicultura.

Cada um destes laboratorios possui area propria para experimentacdo das espécies estudadas.

O LaGeAC (local do estagio) esta inserido no setor de piscicultura, atuando na linha de pesquisa
de genética aplicada a piscicultura, com métodos para caracterizacdo e identificacdo genética;
identificacdo e monitoramento genético de populacdes naturais e cultivadas; desenvolvimento de
marcadores citogenéticos e moleculares para diversas espécies; avaliacao de similaridade e dos niveis
de variabilidade genética; avaliacdo da efetividade dos programas de peixamento e da introducédo de

espécies em ambientes naturais ou em reservatorios; e, aplicagdo de técnicas de manipulagdo
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cromossémica para a obtencdo de individuos e populacBes monossexuais de espécies cultivadas
(CAUNESP, 2019).

Estruturalmente o laboratdrio é constituido por duas areas, uma externa, onde esta localizado
0 biotério e os viveiros para manutencdo dos animais em experimentacdo e reprodutores, e uma
interna, composta por seis salas, sendo a citogenética e genética molecular, microscopia, sala de
armazenamento das amostras, sala de servidor de dados, sala dos estagiarios e pds-graduandos e o
escritorio do docente responsavel pelo laboratério.

Atualmente, os projetos do LaGeAC sdo voltados para seis espécies de peixes, sendo trés
espécies nativas: Piaractus brachypomus (pirapitinga), Colossoma macropomum (tambaqui),
Piaractus Mesopotamicus (pacu), dois hibridos: Tambacu (fémea de tambaqui x macho de pacu) e
Paqui (fémea de pacu x macho de tambaqui) e uma exdética: Oreochromis niloticus (Tilapia do nilo).
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3 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NO LAGEAC

3.1 Extracédo de DNA

Foram realizadas extracGes do DNA genémico das espécies tambaqui, pirapitinga e pacu. O
DNA foi extraido a partir de amostras de sangue utilizando kits comerciais para extragdo do DNA,
seguindo o protocolo do fabricante.

ApOs a extracdo, as amostras de DNA foram quantificadas no Qubit Fluorometric
Quantification (Figural). Para averiguar a concentracdo das amostras e a integridade do DNA,
realizou-se eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio e visualizado em
transiluminador de luz ultravioleta, fotodocumentado (Figura 2) em equipamento especifico para
captura de imagens de géis de eletroforese.

Figura 1. Aparelho de quantificacdo de DNA (Qubit).

Figura 2. Produto da extragcdo do DNA em gel de agarose 1% de
individuos da espécie Colossoma macropomum.

466055 123139 466701 466555 123467 466655 563689 663643 AG6502 466567 465952 123033 466712 123555 687 908

invitrogen

Fonte: Lemos, C. G. Fonte: Lemos, C. G.

Em seguida, as amostras foram acondicionadas em placa de PCR, vedadas com adesivo em
polipropileno, identificadas, armazenadas em isopor com gelo seco e encaminhadas para

sequenciamento fora do Brasil (Estados Unidos).

3.2 Aplicacéo de microchips

Foram inseridos chips em individuos da espécie Tilapia do nilo. Para tal procedimento,
inicialmente foi preparada uma solucdo a base de benzocaina (éster etilico do éacido p-
aminobenzdico), com concentracdo de 0,5 miligramas por litro de 4gua. Onde a mesma era pesada,

diluida em etanol e em seguida dissolvida na dgua para inducdo anestésica dos peixes.
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Ap0s imersdo dos peixes na &gua, em aproximadamente 2 a 4 minutos, os individuos perdiam
o0 equilibrio e flutuavam com a parte ventral do corpo para cima. Nesse momento, eram retirados das
caixas, pesados e microchips com numeros de identificagdo foram inseridos proximos a nadadeira
dorsal de cada animal (Figura 3). Também foram realizadas coletas de sangue ou tecido da nadadeira
caudal, de acordo com o protocolo de cada projeto (Figura 4). As amostras de sangue ou tecido eram
armazenadas em microtubos devidamente etiquetados (Figura 5), preservadas em alcool absoluto e

congeladas para posterior analise molecular.

Figura 3. Insercdo do microchip. Figura 4. Coleta de sangue.

_",‘gz,ﬂ‘::}.
RAY ¢ e - i
5 5% J{. -

Fonte: Lemos, C. G. Fonte: Lemos, C. G.

Figura 5. Microtubos para armazenamento de amostras.

Fonte: Lemos, C. G.
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Ao final do procedimento, os animais foram imersos em agua saturada de oxigénio, e ao
retornarem ao seu estado fisico normal, eram transportados para tanques experimentais do biotério.
A chipagem tem o objetivo de monitorar o historico de vida dos individuos, onde sdo
registradas caracteristicas de crescimento, comportamento, resisténcia a doencas e variaces
ambientais, salde e fatores genéticos herdados, para posterior selecdo dos melhores peixes,

direcionando assim o manejo reprodutivo.

3.3 Manejo alimentar e analise da qualidade de agua

O laboratério mantém animais das espécies: pirapitinga, tambaqui, pacu, tambacu e tilapia do

nilo, em diferentes fases de vida, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Espécies e suas respectivas fases de vida.

Alevino Juvenil Crescimento Engorda  Reprodutor

Espécie (nome comum)

Pirapitinga X
Tambaqui X X
Pacu X X
Tambacu X
Paqui X
Tilapia do Nilo X X X X X

Os animais eram alimentados com racdo comercial e 0 manejo nutricional era baseado em
niveis de proteina bruta e frequéncia alimentar de acordo com a fase de vida, conforme apresentado
na Tabela 2.

Tabela 2. Teores de proteina bruta da racdo e frequéncia alimentar das espécies

Fase de Vida Proteina Bruta % Frequéncia Alimentar
Alevinos 46 4x
Juvenil 40 4x
Engorda 36 3X
Reprodutores 32 2X

Todos os animais sdo separados por espécie e familias, sendo mantidos em tanques escavados
(Figura 6), exceto os alevinos e juvenis que permanecem no biotério, em tanques experimentais
retangulares de polietileno com volume de mil litros (Figura 7), até serem submetidos aos

procedimentos iniciais de controle zootécnico.
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Figura 6. Tanques escavados. Figura 7. Caixas d’agua do biotério.

Fonte: Lemos, C. G. Fonte: Lemos, C. G.

Os tanques escavados tinham aeradores do tipo chafariz, instalados para incorporagdo de
oxigénio na agua, que ficavam ligados 24 horas por dia. J& o biotério contava com sistema de
recirculacdo de agua, composto por bombas de filtragem para impedir que os sedimentos e materiais
indesejados pudessem se acumular nas caixas, o que poderia ocasionar aumento nos niveis de amonia
toxica e nitrito.

Cada sistema possuia um aquecedor acoplado ao sistema de filtragem, responsavel pela
manutenc¢do da temperatura de acordo com a necessidade da espécie. O nivel de dgua do sistema de
recirculacdo era controlado por sistema de boias, ja nas caixas d’agua pela presenga de “cachimbos”,
impedindo assim que a agua pudesse transbordar. A oxigenacao era realizada com o uso de aeradores
dispostos em todas as caixas d’agua e sua renovagdo era feita duas vezes por semana, sendo
controlada por equipamentos programados.

Quanto a incidéncia de luz no biotério, esta era controlada com o uso de lonas de protecao,
dependendo das condicdes climaticas do dia, a mesma era suspensa as oito horas da manha e
rebaixada as dezessete horas da tarde.

Tanto os tanques escavados como as caixas d’agua passavam por avaliacdo de qualidade de
agua a cada trés dias, sendo utilizada nos tanques a sonda multiparametro (Figuras 8 e 9) para
mensurar parametros fisico-quimicos, como: pH, oxigénio dissolvido, salinidade e temperatura. Nas
caixas d’agua do biotério, eram utilizados kits de aquario (Figuras 10 e 11), onde eram mensurados:

pH, amdnia tdxica, nitrito e oxigénio dissolvido.
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Figura 9. Utilizacdo da sonda multipardmetro nos tanques.

Figura 8. Sonda multiparametro. HORIRA

HENTAL thiit e

Fonte: Lemos, C. G. Fonte: Lemos, C. G.

Figura 10. Kits para analise da qualidade da dgua.  Figura 11. Utilizacdo de um componente do kit.

Fonte: Lemos. C. G. Fonte: Lemos. C. G.
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3.4 Despesca

As despescas de alguns tanques estavam programadas para serem realizadas em meados de
margo, entretanto, com o avango da pandemia do Covid -19, o procedimento foi inviabilizado. Isto
porque ndo era permitido o acesso de profissionais externos a instituico, e estes eram necessarios
para o procedimento de filetagem dos peixes.

No entanto, devido a diminuicdo de temperatura do més de junho , alguns animais da espécie
Colossoma macropomum, que deveriam ter sido despescados anteriormente, comegaram a apresentar
alguns sintomas de doencas, como: permanéncia durante todo o dia na superficie dos tanques (Figura
12) e proximos a entrada de agua, nadavam de forma descoordenada e cessaram completamente o
consumo da racdo fornecida. De acordo com Fernandes et al. (2018), nas regiGes Sul e Sudeste
ocorrem altas taxas de mortalidade desta espécie, pois essas regides apresentam longos periodos de
baixas temperaturas e a mesma nao é tolerante a tal situagao.

Entdo foi necessario fazer a despesca dos tanques para que todos os animais nao fossem
infestados e para que um dos experimentos fosse finalizado de forma adequada, ja que faltava apenas
avaliar o rendimento de filé dos individuos.

Diante disso, foi possivel acompanhar o processo de despesca de todos os tanques que alojavam
animais Colossoma macropomum relacionados ao experimento citado acima.

Figura 12. Animais na superficie do tanque.

Fonte: Lemos, C. G.

As despescas foram realizadas com uso de redes, os peixes foram retirados dos tanques e
imersos em uma caixa d’agua que continha 4gua acrescida de uma dose letal de benzocaina para que
fossem eutanasiados. Apos a morte, foi usado o detector de chip (Figura 13) para identificacdo dos
animais e, seus pesos foram aferidos. Em seguida, cada peixe foi fotografado em uma estrutura de
isopor, contendo informagdes do seu peso e nimero de chip (Figura 14), e foi realizada a coleta de

sangue. Em adicéo, os peixes foram etiquetados com seu numero de chip e colocados em isopor com
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gelo para transporte até a unidade de abate e processamento da instituicdo, onde foram eviscerados,
embalados individualmente e congelados para posterior filetagem.

Figura 13. Detector de chip.

Figura 14. Individuo posicionado para fotografia.

| v~ T

[Rlse s

Fonte: Lemos, C. G. Fonte: Lemos, C. G.

3.5 Analise de artigos cientificos publicados em revistas da area

Foram realizados resumos criticos de artigos publicados por mestrandos e doutorandos do
laboratdrio em revistas e jornais académicos nacionais e internacionais.

Esses resumos tinham como objetivo a avalia¢do, em forma de relato dos principais resultados,
os pontos fortes e fracos e possiveis criticas sobre a metodologia adotada. Os encontros para a
discussédo dos artigos eram realizados quinzenalmente, com a participacdo de todos os componentes
do laboratorio. Essas discussbes foram bastante enriquecedoras, pois além da aquisicdo de
conhecimentos sobre metodologias que ndo foram realizadas na pratica do laboratorio, eram
apresentadas as dificuldades para trabalhar com determinadas espécies, principalmente as nativas e

ter a percepcdo do quanto sdo importantes os estudos voltados a genética na aquicultura.
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4 PROJETOS DESENVOLVIDOS NO LABORATORIO DE GENETICA EM
AQUICULTURA E CONSERVACAO

Os projetos desenvolvidos atualmente no laboratdrio estdo descritos a seguir.

Analises gendmicas para associacdo de SNPs a resisténcia a Aeromonas hydrophila e
rendimento de filé de tambaqui (Colossoma macropomum), com o0 objetivo de caracterizar o
desempenho zootécnico de 15 familias de tambaqui para resisténcia a Aeromonas hydrophila e
caracteristicas de crescimento (peso, quatro caracteristicas morfométricas e rendimento de fil€), a
partir de associacdo gendmica ampla.

Integracdo de métodos gendmicos para selecdo de gendtipos de pacu (Piaractus
mesopotamicus) resistentes a bactéria Aeromonas hydrophila, com o objetivo de avaliar a
herdabilidade de resisténcia do pacu a infeccdo por A. hydrophila; caracterizar a arquitetura genética
com a identificacdo de QTLs (Quantitative Trait Loci) relacionados a resisténcia a A. hydrophila,
utilizando o sequenciameno/genotipagem de SNPs (RAD-seq, restriction site associated DNA
sequencing) e caracterizar genes do sistema imune, por meio de sequenciamento RNA-seq, de
individuos de pacu submetidos ao desafio de resisténcia a A. hydrophila.

Analise gendmica de pacu (Piaractus mesopotamicus) resistente a Aeromonas hydrophila por
denso painel de SNP usando ddRADseq, com o objetivo de desenvolver um painel SNP de alta
densidade usando a abordagem de genotipagem por sequenciamento (GBS) nos parentais e uma
proporcao da progénie, do programa de melhoramento do CAUNESP (estabelecido em 2017).

Estudos gendmicos sobre a determinacdo sexual no Megaleporinus Leporinus
(Characiformes, Anostomidae), com o objetivo de identificar e caracterizar os marcadores
moleculares para construcdo de um mapa genético de alta densidade para o piaucu, estabelecendo as
bases necessarias para analises de associacdo de genoétipos com fenotipos, considerando a

determinacéo de sexo, permitindo 0 mapeamento de loci responsaveis por tais caracteristicas.
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5 DIFICULDADES ENCONTRADAS

O maior desafio foi realizar o estdgio no periodo de pandemia, pois como sou diabética,
compondo assim um dos grupos de risco do covid-19, convivia diariamente com o medo de contagio
do virus. No entanto, cabe ressaltar que fui dispensada pelo supervisor do estagio para permanecer
em casa ou até mesmo retornar para Pernambuco, entretanto, ndo menosprezando a gravidade da
doenca e adotando as medidas de seguranga, optei por participar das atividades, afinal foi um estagio
muito idealizado por mim.

Além disso, houve o falecimento do meu avo na reta final do estagio, e psicologicamente ndo
foi facil ter ficado longe dele nos meses que antecederam o ocorrido e da minha familia neste

momento.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O Estagio Supervisionado Obrigatorio possibilitou vivenciar e executar novas metodologias
laboratoriais na area de genética, conhecer algumas tecnologias empregadas no monitoramento e
manejo de espécies aquicolas, aquisi¢do de conhecimento bioldgico e zootécnico de algumas espécies
nativas, aléem da realizacdo de préticas de manejo indispensaveis aos sistemas de producdo.

Contribuindo, dessa forma, para o meu desenvolvimento profissional e pessoal.
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