UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

Sao Paulo State University- Institute of Bioscience of Botucatu

Fertilizacgoes fria e quente induzem androgénese em lambari
Astyanax Altiparanae, um peixe teledsteo

Marcos Natom Pereira Dias

Orientador: Prof. Dr. George Shigueki Yasui
Botucatu — SP

2025



Fertilizacoes fria e quente induzem androgénese em lambari
Astyanax Altiparanae, um peixe teleosteo

Marcos Natom Pereira Dias
Orientador:
Dr. George Shigueki Yasui
Coorientadores:
Dra. Lucia Suérez Lopez

Dr. Nivaldo Ferreira do Nascimento

Dissertagdo apresentada ao curso de Pos-Graduagdo em
Ciéncias Biologicas — Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista — Unesp — Campus de
Botucatu, como parte dos requisitos para a obteng¢ao do
titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas — Zoologia.

Botucatu — SP
2025



Dias, Marcos Natom Pereira
D541f FertilizacBes fria e quente induzem androgénese em |ambari
Astyanax Altiparanae, um peixe teledsteo / Marcos Natom Pereira
Dias. -- Botucatu, 2025
40 p.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP),
Instituto de Biociéncias, Botucatu

Orientador: George Shigueki Y asui

Coorientadora: Lucia Suérez L 6pez

1. Astyanax altiparanae. 2. Androgénese. 3. Manipulacéo
cromossdmica. . Titulo.

Sistema de geragdo automatica de fichas catal ograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).



o UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA &

unesp

Campus de Botucatu

CERTIFICADO DE APROVACAO

TITULO DA DISSERTACAOQ: Fertilizagdes fria e quente induzem androgénese em lambari Astyanax
Altiparanae, um peixe teledsteo

AUTOR: MARCOS NATOM PEREIRA DIAS

ORIENTADOR: GEORGE SHIGUEKI YASUI
COORIENTADOR: NIVALDO FERREIRA DO NASCIMENTO
COORIENTADORA: LUCIA SUAREZ LOPEZ

Aprovado como parte das exigéncias para obtencédo do Titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas
(Zoologia), pela Comissdo Examinadora:

Prof. Dr. GEORGE SHIGUEKI YASUI (Participagcao Presencial)
Ciéncias Biologicas / Universidade estadual Paulista - UNESP

Prof. Dr. FABIO PORTO FORESTI (Participacao Presencial)
Departamento de Ciencias Biologicas / Faculdade de Ciencias - Unesp/Campus de Bauru

Prof. Dr. ANDRE FURUGEN CESAR DE ANDRADE (Participacao Presencial)
Departamento de Reproducdo Animal / Universidade de S&o Paulo - USP

Documente assinado digitalmente

FLAVIA DANIELI MARTINS GODINHO
BOtUC&tU, 05 de agosto de 2025 g ub Data: 11/08/2025 15:59:32-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

FLAVIA DANIELI MARTINS GODINHO
Assistente Técnico Administrativo | da Segao Técnica de Pds-Graduacgéao
Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP

Instituto de Biociéncias - Campus de Botucatu -
Rua Doutor Antonio Celso Wagner Zanin, s/n°, 18618689
https://www.ibb.unesp.br/#!/ensino/pos-graduacao/programas-stricto-sensu/ciencias-biologicas-zoologia/CNPJ: 48031918002259.


FlaviaDanieliMartins
Flávia


""Uma vida sem desafios ndo vale a pena ser vivida'"

— SOCRATES.

"Estudar os peixes é mergulhar em um universo silencioso,
onde cada espécie guarda, nas profundezas, os segredos da vida
e da evolucgdo."”

— Autoria Propria

A Gracivany Pereira de Araujo, por todo apoio
por toda luta que enfrentamos para podermos
chegar aqui, se ndo fosse pela senhora nada
disso estaria acontecendo.

DEDICO!



Agradecimentos

Quero agradecer primeiramente a Deus, pela vida, pela coragem, pela
determinagdo, pelos livramentos, por o meu maior expirador e que fez com que tudo desse

certo na minha vida.

Quero agradecer a minha familia, em especial a minha mae Gracivany pereira de
Araujo, que sempre me ajudou e sempre me motivou, que sempre fez de tudo por mim e
meus irmaos. Agradecer ao meu tio Fabiano Pereira De Araujo que foi um pai pra mim,
que me ensinou muitas coisas valiosas que levarei por resto da vida, que sempre me

ajudou como pode.

Quero agradecer aos meus irmdos, Emanoel Dias Pereira Neto e Jhennyfer
emmanuele [sabela Pereira Dias, que sempre me ajudaram e me incentivaram a continuar

mesmo pensando em desistir na maioria das vezes.

Quero agradecer a minha namorada, Thais Oliveira Lopes da Silva, pelo
companheirismo, por sempre me incentivar a nao desistir, pelo carinho, amor e admiragao

que tens por me, obrigado por tudo que fez e faz pela gente.

Ao Dr. José Augusto Senhorini (im-memoriam), que mesmo com dificuldades,
sempre me ajudou de alguma forma, agradecer também pelos ensinamentos que foi

passado para mim, e pela amizade e companheirismo ao longa de sua carreira.

Quero agradecer ao coordenador do Laboratorio de Biotecnologia de Peixes, Dr.
George Shigueki Yasui, que me ajudou no meu trabalho, me deu uma forga para que eu
conseguisse concluir meu mestrado, me deu conselhos que irei levar para o resto da vida.
Me ensinou técnicas inovadoras que usarei na minha carreira profissional, mostrou que

com peixe quase tudo ¢ possivel, obrigado professor.

Quero agradecer ao meu Coorientador, Nivaldo Ferreira Do Nascimento, que me
incentivou a ndo parar, me ajudou a vim pra Sdo Paulo para poder fazer Pos-graduacao,

que me ajudou na minha dissertacdo, e que se tornou um grande amigo.

Quero agradecer a minha coorientadora, Lucia Suarez Lopez, que sempre me
apoiou com meus trabalhos em laboratdrios e sempre me deu bronca quando ensinava
uma coisa e eu ainda fazia errado, agradecer pela paciéncia que teve comigo e pelo

aprendizado passado a me, muito obrigado.



Quero agradecer ao Laboratorio de Biotecnologia de Peixes, por ter me acolhido
e me dado oportunidade para desenvolver meu trabalho de pesquisa, por todo material

cedido pra mim e por todo apoio.

Quero agradecer também aos integrantes do laboratorio, Alice Xavier Soares,
Brenda Dumbra Langone, Gabriella Braga Carvalo, Leydiane da Paixdo Serra, Tamiris
Imaeda Yassumoto, por sempre me ajudar quando precisei, por ter me dado apoio dentro

do laboratdrio, pela amizade e companheirismo.

Quero agradecer a Augusto herrique, Lais Pereira, Nathalia Gleice e Roberto Ruy,

pela amizade e companheirismo dentro do laboratorio.

Quero agradecer a Pés-graducao por sempre ter respondido rapido e sempre ter

tirado as duvidas que tinha.

Quero agradecer a Capes pela bolsa concedida, pois foi de grande ajuda para
minha carreira académica, sem a bolsa nio teria conseguido chegar até aqui, muito

obrigado.

Quero agradecer ao Prof. Dr. Fabio Porto-foresti € ao seu laboratério de Gendmica
e conservacao de peixes, pela parceria e ajuda com as analises de dados para conclusao

do meu trabalho.

Agradeco a todos que fazem parte dessa conquista na minha vida, a caminhada

até aqui nunca foi facil, mais Deus estd comigo e eu nao irei desistir.

OBRIGADO A TODOS!!!



RESUMO

Considerando os desafios associados ao uso de radiacao na producao de peixes androgenéticos,
nesse estudo mostra que € possivel induzir com sucesso a androgénese em Astyanax altiparanae
utilizando apenas o choque térmico durante a ativagdo dos gametas. Primeiramente, foi
verificada a motilidade espermatica a 4°C, 26°C e 40°C. Posteriormente, foi validado o
potencial de fertilizagdao desses espermatozoides. Constatada a motilidade espermatica, passou-
se entdo para testes de fertilizagdo, foram entdo utilizados cinco casais diploides (2n),
previamente submetidos a indu¢do hormonal para obtengdo de desovas por extrusdo. Apos a
coleta dos gametas, os ovocitos foram divididos em trés grupos: controle (sem choque térmico),
fertilizagdo com agua fria (4°C) e fertilizagdo com agua quente (40°C). O desenvolvimento
embrionario foi monitorado para avalia¢do da fertilizagdo e eclosdo. Foram também coletadas
25 larvas de cada tratamento para analise por citometria de fluxo e genotipagem, com o objetivo
confirmar a heranga uniparental. Embora motilidade espermatica ndo tenha diferido entre os
grupos, o tempo de motilidade foi significativamente maior a 4°C, indicando que temperaturas
mais baixas prolongam a duragdo da motilidade espermatica. A citometria revelou que a
fertilizagdo fria gerou 14 larvas haploides, 9 diploides e 2 triploides, enquanto a fertilizagao
quente resultou em 14 haploides, 2 diploides e 15 triploides (dentre 50 larvas analisadas). Os
resultados demonstram o potencial da fertilizacdo com choque térmico como estratégia viavel
para inducdo de androgénese em A. altiparanae, contribuindo para o desenvolvimento de
biotecnologias aplicdveis a conservacdo genética e a producdo de linhagens monosexo na

aquicultura.

Palavras-chave: Astyanax altiparanae, androgénese, manipulagdo cromossdmica.



ABSTRACT

Considering the challenges associated with the use of radiation in the production of
androgenetic fish, this study shows that it is possible to successfully induce androgenesis in
Astyanax altiparanae using only temperature shock during gamete activation. Firstly, sperm
motility was verified at 4°C, 26°C and 40°C, to verify the fertilization potential of these
spermatozoa. Once sperm motility was verified, fertilization tests were then carried out, and
five diploid couples (2n) were used, previously submitted to hormonal induction to obtain
spawning by stripping. After the collection of the gametes, the oocytes were divided into three
groups: control (without temperature shock), fertilization with cold water (4°C) and fertilization
with warm water (40°C). Embryonic development was monitored to evaluate fertilization and
hatching. 25 larvae of each treatment were also used for analysis by flow cytometry and
genotyping, in order to confirm uniparental inheritance. Although sperm motility did not differ
between the groups, the motility duration was significantly longer at 4°C, indicating that lower
temperatures prolong the duration of sperm motility. Flow cytometric analysis revealed that
cold fertilization generated 14 haploid, 9 diploid and 2 triploid larvae, while warm fertilization
resulted in 14 haploid, 2 diploid and 15 triploid larvae (out of 50 larvae analyzed). The results
demonstrate the potential of heat shock fertilization as a viable strategy for androgenesis
induction in 4. altiparanae, contributing to the development of biotechnologies applicable to

genetic conservation and the production of monosex lines in aquaculture.

Keywords: Astyanax altiparanae, androgenesis, chromosomal manipulation.
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1. INTRODUCAO

A regido Neotropical concentra a maior diversidade de peixes de d4gua doce do mundo,
com mais de 6.000 espécies registradas (Albert et al., 2020). Dentre esses, o Brasil concentra
mais da metade dessa diversidade, com mais de 3.000 espécies (ICMBio, 2018). Essa
expressiva biodiversidade faz dos peixes continentais um recurso de grande importancia

nutricional, econdmica e social, especialmente para comunidades ribeirinhas.

A aquicultura brasileira tem apresentado crescimento constante nos ultimos anos.
Segundo dados da Associagdo Brasileira de Piscicultura (PEIXE BR, 2024), em 2023 foram
produzidas 887.029 toneladas de pescado, movimentando aproximadamente R$ 9 bilhoes ¢
gerando mais de 3 milhdes de empregos diretos e indiretos em todo o pais. Entre as espécies
com relevancia crescente na aquicultura nacional, destaca-se o lambari-de-rabo-amarelo
(4Astyanax altiparanae). Algumas espécies ganham destaque na aquicultura por apresentarem
rapido crescimento ¢ bom desempenho zootécnico (Winemiller et al., 2007). Este peixe ¢
amplamente utilizado tanto para consumo humano quanto como isca na pesca esportiva
(Nascimento, 2015). Recentemente, a espécie tem sido utilizada também como modelo
experimental em estudos laboratoriais no Brasil (Yasui et al., 2022), devido a sua ampla
adaptabilidade a diversos ambientes e manejo, que vai desde ambientes naturais como acudes

e rios até sistemas de cultivo em cativeiro.

Em condigdes laboratoriais ou sistemas de cultivo intensivo, o lambari pode se
reproduzir durante todo o ano (Evangelista et al., 2019), o que o torna ideal para
experimentacdo. Devido ao seu tamanho reduzido, facilidade de manejo e reproducao facil, 4.
altiparanae tem se destacado como espécie modelo em pesquisas sobre manipulagdo
reprodutiva e melhoramento genético. Técnicas testadas nesse modelo podem, posteriormente,
ser aplicadas com eficiéncia em espécies de maior porte € maior valor comercial (Yasui et al.,

2015).

Nesse contexto, a Biotecnologia surge como uma importante aliada no desenvolvimento
de ferramentas inovadoras para a produgdo e conservacao de genotipos ameagados de peixes.
Dentre essas ferramentas, destaca-se a manipulacdo cromossdmica, com grande potencial de
impacto na aquicultura (Arai, 2001). Institui¢des de pesquisa t€ém desempenhado papel crucial
no aprimoramento dessas tecnologias, contribuindo para o avanco da aquicultura nacional. A

aplicacdo da biotecnologia permite a geracao de animais com melhor desempenho zootécnico,
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maior resisténcia a doengas, crescimento acelerado e melhor qualidade de carne, o que contribui
para atender a crescente demanda global por alimentos de origem aquatica (de Siqueira-Silva

et al., 2018; Nascimento, 2015).

Dentre essas técnicas com potencial de alavancar a produgdo aquicola, se destaca a
manipula¢do cromossdmica, que sdo biotécnicas que alteram cromossomos dos peixes. As
principais técnicas de manipulagdo cromossdmica utilizadas na aquicultura, destacam-se a
poliploidia, a ginogénese e a androgénese (Basavaraju, 2022; Goswami et al., 2022; Komen &
Thorgaard, 2007). A produgdo de individuos triploides (3n), por exemplo, tem ganhado
destaque em diversas espécies de peixes de interesse comercial, pois combina vantagens como
a esterilidade, que impede a reprodugao nao controlada, e um potencial aumento no crescimento
somatico (Arai & Fujimoto, 2018; do Nascimento et al., 2017). A utilizacdo de peixes estéreis
também ¢ uma estratégia eficaz para mitigar riscos ambientais, como o escape de animais

provindos de cultivo e sua subsequente reproducao em ambientes naturais (Piferrer et al., 2009).

1.1 MANIPULACAO CROMOSSOMICA

A manipulagdo cromossdmica ¢ um conjunto de técnicas utilizadas para alterar a
quantidade e a organizacao dos cromossomos em diferentes espécies (Arai & Fujimoto, 2018).
A poliploidia refere-se a presenga de multiplos conjuntos de cromossomos além do padrao
diploide, como nos organismos triploides (3n), tetraploides (4n) e hexaploides (6n) (Dunham,
2023). Em peixes, embora esses fendmenos ocorram naturalmente em algumas espécies devido
ao processo evolutivo (Borin et al., 2002), a poliploidia também pode ser induzida em
laboratodrio por meio de procedimentos que afetam o desenvolvimento natural dos cromossomos
(Arai, 2001). Outra forma de manipulagdo cromossdmica ¢ a producao de progénies de
derivagdo uniparental, ou seja, peixes gerados exclusivamente a partir do genoma paterno ou
materno, que sdao conhecidos como androgénese a ginogénese, respectivamente. Essas
tecnologias objetivam produzir animais de alta performance, como linhagens melhoradas,

populagdes monossexuais, e estudar a determinacao do sexo em peixes.

A ginogénese ¢ um tipo de reproducao uniparental em que o DNA paterno € eliminado,
originando descendentes exclusivamente maternos (Komen & Thorgaard, 2007). A ginogénses
classica envolve duas etapas, a primeira delas ¢ a inativagdo do material genético dos
espermatozoides com radiagdo ndo-ionizante (ultravioleta - UV), radiacdes ionizantes (raios
gama ou raios-X) (Arai & Fujimoto, 2018). As radiagdes nao ionizantes sdo as mais sugeridas
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e empregadas, pois oferecem menor risco ao manipulador, além de serem mais efetivas. Para
inativar os espermatozoides com radia¢des ndo-ionizantes, suspensoes de células sdo mantidos
em solucao salina ou fluido seminal em camadas finas, devido a baixa penetracao da radiacao
(Arai & Fujimoto, 2018). A fertilizagdo com espermatozoides irradiados gera embrides
haploides, que, por ndo possuirem um genoma completo, geralmente apresentam malformagdes
e ndo sobrevivem, condi¢do conhecida como “sindrome haploide” (Pan et al., 2017), o que
indica que os individuos hapldides sdo inviaveis. Para restaurar o estado dipldide, € realizada a
segunda etapa, de diploidizacdo, quando sdo aplicados choques fisicos (temperatura ou pressao)
ou quimicos. A diploidizagdo pode ocorrer na meiose, inibindo a formagao e liberacdo do
segundo corpusculo polar (Zou et al., 2011), ou na mitose, bloqueando a segunda clivagem

celular (Meng et al., 2016).

Na aquicultura, a ginogénese ¢ valorizada por permitir a producdo de populacdes
monossexuais ou clonais (Dunham, 2023) e ajudar a entender os mecanismos de determinagao
sexual nas espécies. No entanto, a técnica ainda apresenta desafios, como baixa sobrevivéncia,
aumento da endogamia e protocolos laboratoriais complexos, dificultando sua aplicagdo
comercial. Em espécies Neotropicais como o lambari-do-rabo-amarelo (4. altiparanae),
estudos com ginogénese induzida por UV conseguiram produzir ginogenéticos diploides

utilizando choque térmico para restaurar a ploidia (Nascimento et al., 2020).

A androgénese, por sua vez, ¢ uma biotecnologia reprodutiva que resulta na transmissao
exclusiva do genoma paterno. Para isso, genoma do odcito ¢ previamente inativado por meio
de radiagdo gama, raios X ou radiacdo ultravioleta (UV), como demonstrado em estudos com a
carpa comum (Cyprinus carpio) e o loach (Misgurnus anguillicaudatus) (Komen & Thorgaard,
2007). Esses oocitos, uma vez irradiados, sdo fertilizados com espermatozoides normais,
originando embrides haploides sem contribuicdo materna. Assim como na ginogénese, €
necessario aplicar um choque térmico ou de pressdo durante a primeira divisdo celular para

duplicar o material genético e restaurar a diploidia (Dos Santos, 2017).

A aplicagdo da técnica de androgénese para reconstituicao de peixes tem se mostrado
uma estratégia viavel na reprodu¢do uniparental, permitindo a geracdo de individuos com
material genético exclusivamente paterno (Dos Santos, 2017). Diversos estudos vém
demonstrando o sucesso da indugdo androgenética em diferentes espécies, por meio da
inativacado do DNA materno utilizando radiacao ultravioleta ou choques térmicos, seguidos de

mecanismos para restaurar a diploidia (Arai & Fujimoto, 2018).
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Contudo, a duplicacdo de embrides haploides para obtencdo de individuos diploides
androgenéticos ainda representa um desafio técnico significativo (Komen & Thorgaard, 2007),
causando baixas sobrevivéncias e deformidades. Como alternativa, alguns pesquisadores
propuseram o uso de espermatozoides diploides provenientes de peixes tetraploides para induzir
a androgénese diretamente, eliminando a etapa de diploidizag¢do. Essa abordagem mostrou-se
eficaz em espécies como o salmdo masu (Oncorhynchus masou ishikawae) (Nagoya et al.,
2010), a truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Thorgaard et al., 1990) e a dojo (M.
anguillicaudatus) (Yasui et al., 2010).

Buscando otimizar a sobrevivéncia e simplificar o protocolo, Morishima et al., (2011)
desenvolveram a técnica de fertilizagdo a frio em M. anguillicaudatus, submetendo odcitos
irradiados a um choque térmico entre 0 e 3 °C durante 60 minutos apos a fertilizagdo. Embora
a fertiliza¢do tenha sido bem-sucedida, a eclosdo foi baixa, com a maioria dos embrides
permanecendo haploides. Estudos subsequentes demonstraram que a utilizacdo de
espermatozoides diploides nesse mesmo protocolo resultou na formagao de embrides diploides
vidveis, evitando a ocorréncia da sindrome haploide comumente associada ao uso de
espermatozoides (Hou et al., 2013; Yasui et al., 2010). Embora promissora, essa tecnologia
ainda nao foi empregada em espécies Neotropicais, embora no lambari Astyanax altiparanae
esse procedimento seja promissor, ja que existem indicios de heranca uniparental através de

choques frios (Adamov et al., 2017).

A escolha da espécie 4. altiparanae para a aplicagdo de técnicas biotecnologicas de
manipulacdo cromossdmica fundamenta-se em sua ampla distribuicdo na regido Neotropical,
adaptabilidade a condic¢des laboratoriais e historico consolidado de estudos em reprodugdo e
genética. Sua utilizacdo visa inovar estratégias de conservagdo e manejo de espécies nativas,
aproveitando o conhecimento acumulado sobre sua biologia reprodutiva e caracteristicas
genéticas. O trabalho de Yasui et al., (2022) serviu como base para escolha dessas espécies que
mostrou as técnicas desenvolvidas na manipulacdo cromossdmica. Os resultados obtidos nessas
pesquisas ndo apenas comprovam a eficiéncia da técnica, mas também destacam seu potencial
na conservagdo genética, na formagdo de linhagens isogénicas e em programas de

melhoramento na aquicultura.

1.2 LAMBARI (ASTYANAX ALTIPARANAE) COMO ESPECIE MODELO
O lambari-do-rabo-amarelo, 4. altiparanae (Garotti, 2000) ¢ uma espécie de pequeno

porte, medindo entre 7 e 12 cm, e atualmente se destaca como um organismo modelo
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amplamente utilizado em pesquisas de biotecnologia aplicada (Figura 1). A escolha dessa
espécie como modelo experimental se deve, em grande parte, ao sucesso na sua reprodugo
artificial e a viabilidade de obtengao e estocagem de seus gametas, aspectos que foram descritos
por Yasui et al., (2015). Esse trabalho pioneiro estabeleceu as bases necessarias para uma série
de estudos subsequentes, voltados para aplicagcdes mais avangadas da biotecnologia reprodutiva

na espécie.

Figura 1 - Exemplar de lambari-do-rabo-amarelo (4styanax altiparanae).

Fonte: Autoria propria.

Entre as pesquisas que se seguiram, destacam-se os estudos relacionados a identificacao
do momento ideal de extrusdo dos odcitos e a liberagdo do segundo corpusculo polar, etapa
fundamental para protocolos de manipulagdo cromossdmica (Dos Santos et al., 2016). Além
disso, avangos importantes foram obtidos na area de larvicultura, contribuindo para o

aprimoramento das técnicas de cultivo intensivo da espécie (Bertolini et al., 2018).

Outras contribuicdes relevantes incluem a producdo de individuos triploides e
tetraploides, que tém aplicagdo tanto no aumento da eficiéncia produtiva quanto na preservagao
ambiental, uma vez que individuos estéreis evitam a reproducdo descontrolada em ambientes
naturais (do Nascimento et al., 2017; Nascimento et al., 2020 a). Complementarmente, também
foram desenvolvidos protocolos para obtencdo de individuos ginogenéticos, o que amplia ainda
mais o potencial da espécie em estudos de manipulagdo reprodutiva e conservagdo genética

(Nascimento et al., 2020).

Dessa forma, A. altiparanae se consolidou como um modelo experimental na
biotecnologia de peixes, possibilitando o desenvolvimento e a validag@o de técnicas inovadoras

que, posteriormente, podem ser aplicadas em outras espécies de maior porte e valor comercial.

A selecao de Astyanax altiparanae para a aplicacdo de técnicas biotecnoldgicas
envolvendo manipulagdo cromossomica apoia-se no fato de tratar-se de uma espécie
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amplamente distribuida na regido Neotropical, com elevada adaptabilidade a ambientes
laboratoriais, e consolidada como modelo em estudos de reprodu¢do e genética. Sua utilizagao
visa inovar estratégias de conservacdo e manejo de espécies nativas, aproveitando o
conhecimento acumulado sobre sua biologia reprodutiva e caracteristicas genéticas. O trabalho
de (Yasui et al., 2022) serviu como base para escolha dessas espécies que mostrou as técnicas
desenvolvidas na manipulagdo cromossdmica. Nao obstante, os resultados obtidos a partir dessa
espécie serve de modelo para outras espécies de peixes, sobretudo em caraciformes

Neotropicais.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e otimizar protocolos de fertilizacdo baseados na aplicacdo de choques térmicos
em diferentes temperaturas da agua, com o objetivo de induzir o desenvolvimento
androgenético em Astyanax altiparanae, contribuindo para o avango de técnicas

biotecnoldgicas voltadas a reproducao e ao melhoramento genético de peixes neotropicais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar capacidade fecundante através da motilidade espermética em agua quente
(40°C) e fria (4°C).

e Aplicar tratamentos térmicos (agua fria 4°C e agua quente 40°C) na ativagdo dos
gametas para indugdo de androgénese.

e Monitorar as fases desenvolvimento embrionario até a eclosdo das larvas.

e Avaliar a ploidia e a origem genética das larvas, normais e anormais, por meio de

citometria de fluxo e genotipagem.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL E ASPECTOS ETICOS
O presente estudo foi realizado nas dependéncias do Laboratorio de Biotecnologia de
Peixes, pertencente ao Centro Nacional de Pesquisa e Conservagdo da Biodiversidade Aquatica
Continental (CEPTA), vinculado ao Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade

(ICMBio), localizado em Pirassununga, Sao Paulo. Todos os procedimentos experimentais
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foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais do CEPTA

(CEUA/CEPTA), sob o protocolo n® 02031.000088/2021-61.

3.2 MOTILIDADE ESPERMATICA EM AGUA QUENTE E FRIA

Primeiramente, foram realizados testes de motilidade espermatica, para verificar o
potencial de fertilizagdo. Machos adultos com peso médio de 8,68 + 0,27 g ¢ medindo em
média 6,83 + 0,81 cm, foram submetidos a indugdo hormonal utilizando extrato bruto de
hipofise de carpa (EBHC) com dose tinica dose de 1,0 mg/kg. Apds cinco horas, os animais
foram anestesiados com o6leo de cravo-da-india (150 mg/L; Biodindmica, Hortolandia, Brasil).
O sémen foi coletado com auxilio de uma micropipeta de 1000 uL (Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha) e imediatamente diluido em 500 pL de solugdo de Ringer modificada (128,3 mM
NaCl, 23,6 mM KCI, 3,6 mM CaCl:, 2,1 mM MgCl:), com o objetivo de promover a

imobilizagdo espermatica.

A ativagdo dos espermatozoides foi realizada por meio da adi¢ao de 4gua em trés grupos:
4°C para o tratamento frio, 40°C para o tratamento quente e 26°C para o grupo controle. Para
viabilizar a ativag¢do nas temperaturas quente e fria, foi desenvolvido um modelo adaptado de
lamina, no qual duas ldminas de microscopia foram sobrepostas com pequenos espacadores,
permitindo a passagem de agua entre elas e, assim, manter a temperatura desejada durante a

analise (Figura 2).

No tratamento frio, utilizou-se um aquario revestido com isopor, ao qual foi adicionado
gelo até atingir a temperatura de 4°C. Uma bomba submersa (PULACO PL-118) foi empregada
para circular a 4gua por uma mangueira de silicone (didmetro interno de 4 mm), em sistema de
recirculagdo ao aqudrio, mantendo um fluxo continuo. Esse sistema permitiu que a lamina
atingisse a temperatura adequada antes da ativacdo dos espermatozoides. A temperatura da
lamina foi aferida com um termdmetro infravermelho (FLUKE 59 Max IR Thermometer) e,
apos atingir 4°C, procedeu-se a analise da motilidade. A Figura 02 ilustra o modelo empregado

para o tratamento frio.

Para o tratamento quente, foi utilizado um banho-maria digital com circulagdo interna
(7 LAB, Rio de Janeiro, Brasil), com temperatura ajustada para 40°C, e a recirculagdo da agua
foi realizada utilizando o mesmo sistema para 4°C. A Figura 2 apresenta o esquema do sistema

utilizado para o tratamento quente.
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Figura 2 - Representacao esquematica do sistema utilizado para avaliacao da motilidade
espermatica em diferentes temperaturas. A — Circulag@o de agua fria (4°C) a partir de um
aquario resfriado, passando pela 1amina e retornando ao aquario. B — Circulagdo de agua
quente (40°C) a partir de um banho-maria, passando pela lamina e retornando ao banho-

A selecao das temperaturas de 4°C e 40°C para a ativagdo dos espermatozoides de
Astyanax altiparanae foi baseada em uma prévia série de testes experimentais. Observou-se
que temperaturas abaixo de 4°C inibiram a motilidade espermatica, com completa auséncia da
motilidade. Por outro lado, temperaturas elevadas, acima de 40 °C, também comprometeram a
motilidade dos espermatozoides, levando a perda e a integridade celular. Dessa forma, a faixa
térmica entre 4°C e 40°C foi estabelecida como os extremos para temperatura maxima e minima

para a ativag@o dos espermatozoides.

Para a andlise de motilidade espermatica, foi pipetado 1 pL de sémen diluido sobre uma
lamina de microscopia previamente revestida com albumina bovina sérica (BSA) a 0,1%. Os
espermatozoides foram ativados com uma diluicdo de 20% em agua destilada. Em seguida, a
motilidade espermatica foi avaliada utilizando um microscopio (Nikon Ni, Tokyo, Japao),

acoplado a uma camera (Nikon DS-Fil, Japao), com gravacao realizada por meio do software
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NIS-Elements AR (Nikon, Téquio, Japao). A motilidade espermatica foi realizada com Analise
de Motilidade Computadorizada (CASA) utilizando o software Imagel, de acordo com os
procedimentos empregados em Danio rerio (Wilson-Leedy & Ingermann, 2007) e com

adaptagdes para o lambari Astyanax altiparanae (Gongalves et al., 2018).

Os videos obtidos foram processados pelo software CASA, configurado para rastrear
automaticamente o movimento individual dos espermatozoides e calcular os parametros
cinematicos. Foram avaliados os seguintes indicadores: motilidade total (%), VCL (velocidade

curvilinea, pm/s), VSL (velocidade linear, um/s), VAP (velocidade média da trajetoria, pm/s).

3.3 ORIGEM DOS PARENTAIS E INDUCAO HORMONAL
Constatada a motilidade espermatica a 4°C e 40°C, partiu-se entdo para os testes de
fertilizagdo nessas temperaturas. Foram utilizados cinco fémeas e dez machos da espécie 4.
altiparanae, coletados diretamente dos tanques de cultivo do CEPTA/ICMBio. A sele¢do dos
reprodutores foi realizada com base em caracteristicas morfologicas indicativas de maturagao
sexual. As fémeas apresentavam abdomen distendido e regido ventral avermelhada, sinais
tipicos de aptidao reprodutiva. Os machos, por sua vez, foram identificados pela presenca de

espiculas na nadadeira anal, conforme descrito por (de Siqueira-Silva et al., 2018).

ApOs a selecdo, os reprodutores foram transferidos para o Laboratorio de Biotecnologia
de Peixes e mantidos em aquarios com capacidade de 40 litros, sob temperatura controlada de
28°C. As fémeas foram submetidas a indug¢do hormonal utilizando extrato bruto de hipofise de
carpa (EBHC), aplicado em duas doses: a primeira, de 0,5 mg/kg, e a segunda, apds 5 horas, de
5,0 mg/kg. Os machos receberam uma tnica dose de 1,0 mg/kg, administrada simultaneamente

a segunda dose das fémeas.

Cinco horas ap0s a aplica¢do da segunda dose, cinco machos foram anestesiados com
oleo de cravo-da-india (100 mg/L; Biodinamica, Hortolandia, Brasil) e coletado o s€men com
auxilio de uma micropipeta de 1000 uL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e imediatamente
transferido para tubos de 1,5 mL contendo 500 pL de solugdo de ringer modificada (128,3 mM
NacCl, 23,6 mM KCl, 3,6 mM CaCl, 2,1 mM MgCl:). Amostras de nadadeira foram coletadas
para analise genética de paternidade. Posteriormente, os machos foram separados das fémeas,

para que pudessem voltar da anestesia e retornados aos tanques onde foram capturados.

Seis horas apdés a segunda dose hormonal, observou-se comportamento reprodutivo
caracteristico, como a natagao sincronizada ¢ acelerada do macho com a fémea na coluna da

agua. Neste momento, a fémea foi anestesiada e submetida a extrusao dos o6citos em uma placa
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de Petri revestida com filme plastico de PVC, a fim de evitar a aderéncia dos ovdcitos a
superficie. A desova foi entdo dividida igualmente em trés béqueres de 50 mL, previamente
revestidos com albumina bovina sérica (BSA 0,1%), para realizacdo dos tratamentos de
fertilizagdo: fria, quente e controle. Em total cinco machos foram utilizados para coleta de

sémen e outros cinco para ficar junto com as fémeas e estimular a libera¢do dos odcitos.

3.4 FERTILIZACAO FRIA E QUENTE

Para o tratamento de fertilizagao a frio, foi preparado um aquario de 20 litros revestido
com isopor, contendo agua e gelo até atingir a temperatura de 4°C. O sémen foi adicionado
diretamente sobre a massa de oocitos, seguido pela adi¢do de 5 mL da 4gua fria para ativagao
dos gametas. A mistura foi homogeneizada suavemente por 2 minutos e mantida na 4gua a 4°C
por um periodo de 35 minutos. Apos esse tempo, os ovos foram cuidadosamente transferidos
para incubadoras flutuantes e, em seguida, colocados em aquarios de 40 litros mantidos a 26°C,
onde o desenvolvimento embrionario foi monitorado para saber o numero de ovos fertilizados

e quantos eclodiram, além da propor¢ao de larvas normais € anormais.

No tratamento de fertilizacao quente, utilizou-se um banho-maria previamente ajustado
a temperatura de 40°C. A mesma agua foi utilizada tanto para a ativacdo dos gametas quanto
para manter os ovos imersos por 3 minutos. Finalizado o tempo de exposigdo, os ovos foram
transferidos para aquarios de 40 litros mantidos a 26°C, onde permaneceram para

acompanhamento do desenvolvimento embrionario.

No grupo controle, o s€émen foi adicionado aos ovocitos e a fertilizagdo foi realizada
com agua a temperatura ambiente (26°C). Os ovos foram mantidos em aquarios de 40 litros sob
as mesmas condigdes térmicas (26°C) para monitoramento do desenvolvimento embrionario,

seguindo os mesmos critérios de avaliacao aplicados aos demais grupos.
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Figura 3 - Procedimentos adotados para a obtencao dos gametas e realizacao dos protocolos
de fertilizacdo. A fertilizacdo controle foi realizada a 26°C, a fertilizago fria a 4°C, e a
fertilizagcdo quente a 40°C.
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3.5 CONFIRMACAO DA PLOIDIA POR CITOMETRIA DE FLUXO
Apo6s a eclosdo, foram coletadas 131 larvas, das quais 56 apresentaram morfologia
normal e 75 exibiram anormalidades. No grupo controle (n=50), observou-se 30 larvas com
malformagdes e 20 normais; na fertilizagdo quente (n=50), 30 eram anormais e 20
apresentavam morfologia normal; por fim, na fertiliza¢do fria (n=31), identificaram-se 15

larvas anormais e 16 normais.

O procedimento de citometria de fluxo foi realizado utilizando-se o protocolo
desenvolvido para citometria de fluxo em peixes, empregando-se lambaris (Xavier et al., 2017).
As larvas foram submetidas a lise celular em uma solugdo detergente composta por 9,53 mM
de MgS04-7H-0, 47,67 mM de KCI, 15 mM de Tris, 74 mM de sacarose ¢ 0,8% de Triton X-
100, visando a remocgao dos nucleos celulares. A amostra foi entdo dividida em duas aliquotas:
uma destinada a andlise de ploidia (60%) e a outra ao teste de paternidade (40%), onde foi

adicionado alcool absoluto para conserva o DNA e ser utilizado para a genotipagem.

Para a determinacao da ploidia, foram utilizados 700 pL de solugdao tampao Dulbecco's
PBS contendo o corante fluorescente 4’,6-diamidino-2-fenilindol di-hidrocloreto (DAPI), na

concentracdo de 5 ug mL™"'. As amostras foram filtradas por uma malha de 30 um (CellTrics,
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Partec, Alemanha) e analisadas em um citometro de fluxo (CyFlow Ploidy Analyzer, Partec,
GMBh, Alemanha). Antes da leitura das amostras experimentais, foi realizada uma calibracao
do equipamento utilizando sémen de A. altiparanae como referéncia para a defini¢cao do pico

haploide, permitindo assim a identifica¢do precisa da ploidia nas amostras analisadas.

3.6 CONFIRMACAO POR CITOGENETICA

Larvas recém-eclodidas foram separadas e mantidas em placa de Petri durante quatro
horas em colchicina diluida em adgua destilada (0,02 g/mL). Apds quatro horas, as larvas foram
divididas em duas partes, a primeira parte para citometria de fluxo para confirmagao da ploidia
e genotipagem para teste de paternidade, e a segunda parte para citogenética. As larvas foram
dissociadas em placa de Petri e a regido cefalica transferidas para Becker (5 mL) contendo 0,8
mL de solugdo hipotdnica de KCI (0,075 M). O material foi transferido para uma estufa a 37°C
e incubado por 50 minutos. Posteriormente, as amostras foram retiradas da estufa e separadas
em micro tubos (1,5 ml), sendo adicionado fixador metanol e 4cido acético (3:1), até atingir 0,8
mL. Posteriormente, a amostra foi centrifugada (1200 rpm) por dez minutos. Ao final, o
sobrenadante foi descartado e adicionado novamente o fixador até atingir 0,8mL. Este
procedimento foi repetido por duas vezes. Finalizada a centrifugacdo a amostra foi separada em
microtubo e adicionado 0,2 mL de fixador. Para confec¢ao das laminas, parte da suspensao
celular (10 — 15 pL) foi pingada com auxilio de uma micropipeta (Eppendorf, Hamburg,
Germany) diretamente em uma lamina de vidro limpa. As laminas foram coradas em solugao
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, Toquio, Japdo), sendo as

metafases de melhor qualidade identificadas e fotografadas (Foresti et al., 1993).

3.7 ANALISE ESTATISTICA
Os dados coletados foram analisados com o auxilio do software Statistica, versdo 10.0
(StatSoft, EUA), e os resultados foram expressos como média acompanhada do erro padrao da
média (EP). Para verificar se os dados seguiam uma distribuicao normal, foi aplicado o teste de
Lilliefors. Em seguida, as comparagdes entre os grupos foram feitas por meio de analise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Considerou-se um nivel de significancia de

5% (P < 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 MOTILIDADE ESPERMATICA EM AGUA QUENTE E FRIA

A Figura 4 apresenta a trajetoria dos espermatozoides de Astyanax altiparanae
registrada durante um intervalo de 1 segundo sob diferentes temperaturas de ativacdo. Observa-
se que, a 4°C (Figura 4 B), os trajetos foram mais curtos, indicando menor deslocamento e,
consequentemente, menor velocidade espermatica. A 26°C (Figura 4 A), as trajetorias foram
visivelmente mais extensas, enquanto a 40°C (Figura 4 C) apresentou os maiores deslocamentos
entre todas as condicdes testadas. Esses padrdes visuais corroboram os dados quantitativos de
motilidade e velocidade, evidenciando uma relagao positiva entre o aumento da temperatura e

a intensidade da movimentacao espermatica.

Figura 4 - Trajetéria dos espermatozoides de Astyanax altiparanae durante 1 segundo de
motilidade, apds ativacdo com agua a 4°C (A), 26°C (B) e 40°C (C).

A motilidade espermatica (MOT) e os parametros cinematicos VCL (velocidade
curvilinea), VMD (velocidade média de deslocamento) e VLR (velocidade em linha reta) de
Astyanax altiparanae variaram significativamente em fun¢do do tempo apds a ativagao e da

temperatura do tratamento (controle, quente e frio).

Até 45 segundos apoOs a ativagdo, foi possivel comparar estatisticamente os trés
tratamentos. A motilidade (MOT) apresentou valores elevados aos 15 segundos, com médias
superiores a 79% em todos os tratamentos e sem diferengas significativas entre eles (P =
0.9567). No entanto, aos 45 segundos, o tratamento frio apresentou motilidade
significativamente maior (P = 0.0017) que os demais, com média de 66,1%, enquanto os
tratamentos controle e quente apresentaram valores reduzidos (32,9% e 28,9%,

respectivamente) (Figura 5 A).
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Em relacdo a velocidade curvilinear (VCL), o tratamento quente apresentou os maiores
valores aos 15 e 30 segundos (56,36 um/s e 52,22 um/s, respectivamente), sendo
significativamente superior ao tratamento controle, que por sua vez foi superior ao tratamento
frio (P = 0.0001). A partir dos 45 segundos, a VCL no tratamento frio manteve-se baixa (~4,35
um/s), mas constante, enquanto os demais tratamentos apresentaram valores nulos a partir dos

60 segundos (Figura 5 B).

Para o parametro velocidade média de deslocamento (VMD), comportamento
semelhante foi observado. O tratamento frio apresentou valores baixos, porém sustentados até
210 segundos, enquanto os tratamentos controle e quente apresentaram cessa¢ao completa da
velocidade média j4 a partir dos 60 segundos (Figura 5 C). Ja a velocidade em linha reta (VLR)
seguiu a mesma tendéncia, com o tratamento frio mantendo valores entre 3,26 um/s e 3,79 pm/s
até 120 segundos, enquanto os demais atingiram valores nulos logo apos os 45 segundos (Figura

5D).

A partir de 60 segundos apos a ativagdo, apenas o tratamento Frio apresentou
espermatozoides com motilidade detectavel. Os tratamentos controle e quente apresentaram
motilidade igual a zero a partir desse ponto, inviabilizando a comparagao estatistica. Os dados
referentes ao tratamento frio entre 60 e 210 segundos foram apresentados de forma descritiva,

evidenciando a persisténcia da motilidade em baixa temperatura por um periodo prolongado.
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Figura 5 - Motilidade espermética e parametros cinematicos de Astyanax altiparanae em
diferentes temperaturas (Controle, Quente e Frio) ao longo do tempo apds a ativagao. (A)
Motilidade (%); (B) Velocidade curvilinea (VCL, pm/s); (C) Velocidade média de
deslocamento (VMD, um/s); (D) Velocidade em linha reta (VLR, um/s). Os dados

representam média + erro padrdo (n = 3). As letras mintsculas indicam diferengas estatisticas

significativas entre os tratamentos em cada tempo (ANOVA; P < 0,05). A partir de 60
segundos, apenas o tratamento Frio apresentou motilidade, sendo os dados apresentados de
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4.2 DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E SOBREVIVENCIA
Os dados sobre os diferentes estagios de desenvolvimento embrionario de Astyanax
altiparanae, fertilizados com agua em diferentes temperaturas, estao apresentados na Tabela 1.
Houve diferenca significativa entre os tratamentos (P = 0,0001) para os seguintes estagios: nao
fertilizados, clivagem, bléstula, gastrula, somito e eclosdo. A andlise mostrou que o grupo
controle e o grupo fertilizado com agua quente ndo apresentaram diferengas estatisticas nesses
estagios. Por outro lado, o tratamento com agua fria resultou em percentuais significativamente

menores em todos os estagios embriondrios ap6s a fertilizacao.

Em relagdo ao percentual de larvas normais, foi identificado um declinio progressivo:
do grupo controle (76,48%) para o grupo com agua quente (47,79%) e, por fim, o grupo com
agua fria (7,50%). Todas essas diferencas foram estatisticamente significativas (P = 0,0001).
No entanto, quando se analisou a propor¢ao de larvas com anomalias, ndo foram encontradas

diferengas estatisticas entre os tratamentos (P = (,2561) (Tabela 1).
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Tabela 1- Desenvolvimento embrionério do lambari do rabo amarelo (Axtyanax altiparanae) apés fertilizagao do controle (26°C), fria (4,0°C) e

quente (40°C).
Tratamentos (ovos) Nao-fertilizados  Clivagem (%) Blastula (%)  Gastrula (%) Somito (%) Eclosdo (%)  Normal (%) Anormal (%)
Controle (573) 36,05 +7,81° 63,95 +7,81* 59,61 £8,88*° 58,38 +8.80* 55,75+9,07* 51,53+9,80* 76,48 +£3,96* 23,52 +3,96°
Fertilizacdo Quente (559) 36,16 +7,96* 61,82+ 791* 56,22 +7,82% 49,60+ 845 38,61 +8,72* 32,60+7,96° 47,79+4,70° 5321+4,70*
Fertilizacdo Fria (512) 88,92 + 3,00° 11,08 +3,00° 9,04+299° 693+214°> 382+156" 230+1,75* 7,50+7,50° 92,50+ 7,50%
P - valor 0,0001 0,0001 0,0004 0,0006 0,0009 0,0017 0,0001 0,2561

*Distintas letras na mesma coluna idicam diferenca significativa pelo teste de Tukey test (ANOVA, P < 0,05).
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4.3 CONFIRMACAO DA PLOIDIA POR CITOMETRIA DE FLUXO
Conforme esperado, a analise de ploidia por citometria de fluxo indicou que todos
os individuos do grupo controle eram diploides (2n), confirmando a eficacia do método
de referéncia. Nos grupos submetidos aos tratamentos térmicos, observou-se uma
variacao significativa na ploidia das larvas. No grupo fertilizado com agua quente, dentre
as 50 larvas analisadas, foram identificadas 14 haploides (In), 9 diploides (2n) e 27
triploides (3n). De forma semelhante, o grupo fertilizado com agua fria apresentou 14

haploides, 2 diploides e 15 triploides (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultado da citometria de fluxo do controle, da fertilizacao fria e fertilizagao

quente.

Ploidia N° de larvas
Tratamento In 2n 3n Normal Anormal
Controle - 50 - 30 20
Fert. Fria 14 2 15 16 15
Fert. Quente 14 9 27 20 30

As andlises revelaram que ambos os tratamentos térmicos (frio e quente)
resultaram em perfis de ploidia distintos do grupo controle, com um percentual expressivo
de larvas anormais. No tratamento com fertilizagdo quente, foi analisada 30 larvas
anormais, em que a maioria eram haploide (n = 14), e o restante eram triploides (n = 11)
e diploides (n = 5) com algum grau de deformidade. Ja entre as 20 larvas consideradas
normais, predominavam os triploides (n = 16), enquanto apenas 4 eram diploides (Tabela

3).

A Figura 6 ilustra os histogramas de fluorescéncia utilizados para a determinagao

da ploidia das larvas. O sémen haploide de lambari foi empregado como padrao de
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referéncia para o ajuste dos histogramas e identificagdo dos demais picos correspondentes

as ploidias 2n e 3n.

Figura 6 - Histogramas de citometria de fluxo representando o conteudo relativo de
DNA ap6s fertilizagao a quente (40°C); A —s€émen haploide; B —larvas haploides; C —

Particulas

Particulas

larvas diploides; D — larva triploide.

1.00C

1.01C

1.98C

‘ 3.05C

Conteiddo Relativo de DNA

Fonte: Autoria propria.

Ap0s a andlise das amostras por citometria de fluxo, observou-se que, dentre as

15 larvas com morfologia anormal obtidas na fertilizagdo fria, 14 apresentaram ploidia

haploide e uma foi identificada como triploide. Entre as larvas morfologicamente

normais, foram detectadas duas diploides e 14 triploides.

Figura 7 - Histogramas de citometria de fluxo representando o contetido relativo de
DNA ap6s fertilizacdo a frio (4°C). A —sémen haploide; B — larvas haploides; C —

larvas diploides; D — larvas triploides.

Particulas

Particulas

Fonte: Autoria propria.

A B
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C D
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A Figura 8 apresenta exemplos de larvas com morfologia normal e anormal.
Observou-se que, tanto na fertilizagao fria quanto no quente, as larvas morfologicamente
normais tendem a ser diploides ou triploides. Por outro lado, as larvas anormais
apresentaram maior variabilidade de ploidia. Na fertilizagdo fria, larvas com
deformidades leves foram majoritariamente triploides, enquanto na fertilizacdo quente
foram encontradas tanto larvas diploides quanto triploides, conforme ja descrito
anteriormente.

Nas larvas com deformidades severas, predominou a ocorréncia da chamada
"sindrome haploide", caracterizada pela presenca de material genético proveniente de
apenas um dos parentais (materno ou paterno), resultando em individuos haploides
inviaveis, que geralmente morrem em poucas horas devido a auséncia de genes essenciais.
No entanto, mesmo entre larvas com alta deformacao, também foram identificados alguns
individuos triploides.

Figura 8 - Exemplos de larvas com diferentes graus de deformidade morfologica. A e B

— Larvas com morfologia normal. C, D, E e F — Larvas com deformidades leves. G, H,
I, J e K — Larvas com deformidades severas.
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Fonte: Autor propria.
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4.4 CITOGENETICA
A ploidia também foi confirmada por preparacdes cromossomicas, por meio de
contagem de cromossomos em metafase. Como esperado, a se julgar pelos resultados de
citometris de fluxo, foram confirmadas as presencas de larvas haploides, diploides e
triploides de Astyanax altiparanae apresentando 25, 50 e 75 cromossomos
respectivamente.

Figura 9 - Cromossomos metafasicos das larvas de Astyanax altiparanae, A — haploide;
B — diploide; C — triploide.
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que € possivel induzir a produgao
de individuos presuntivamente androgenéticos em Astyanax altiparanae utilizando
apenas o choque térmico, sem a necessidade de irradiar os odcitos. Esta abordagem
representa um avango importante, especialmente por se tratar do primeiro registro
conhecido da aplicagdo dessa técnica na regido Neotropical, tornando-a inédita no
contexto da biodiversidade local. Além disso, destaca-se o potencial da androgénese
induzida por choque frio e quente como uma ferramenta biotecnoldgica promissora para
a geracdo de lotes monossexuais, 0 que ¢ particularmente valioso para a aquicultura
comercial, produzindo lotes de individuos s6 machos. Em muitas espécies de peixes, um
dos sexos apresenta desempenho zootécnico superior, sendo mais vantajoso para o cultivo

(Reis et al., 2016), o que reforca a aplicabilidade pratica da técnica desenvolvida.

Inicialmente, foi avaliada a qualidade dos espermatozoides por meio da analise de
motilidade espermatica, com o objetivo de garantir a viabilidade dos gametas utilizados
nos experimentos subsequentes. Os dados demonstraram que, embora a temperatura de
ativagcdo ndo tenha influenciado significativamente a porcentagem de motilidade dos
espermatozoides, foi afetada de forma expressiva na duragdo da mesma. Portanto, essa
ndo seria a causa dos valores de fertilizacdo encontrados no presente trabalho. O
tratamento a 4 °C resultou em maior tempo de motilidade, o que pode estar relacionado a

menor taxa metabdlica dos espermatozoides em baixas temperaturas (Dadras et al., 2017).

Os parametros de VCL, VMD e VLR, foram significantes menores no tratamento
de 4°C, quando comparados ao controle (26°C) e o tratamento a 40°C, demostrando que
a velocidade influenciou na fertilizagcdo dos oocitos, como foi visto no tratamento a 4°C
se obteve 11% de fertilizagao, sugerindo que um dos principais fatores ¢ o VCL, que ajuda
o espermatozoide encontrar e micropila do oocito para fertilizagdo. Os resultados
demonstram que quanto menor for o VCL menor serd a o nimero de odcitos fertilizados,
ou seja, uma relacdo diretamente proporcional. Foi visto que o deslocamento dos
espermatozoides no tratamento a 4°C, dentro de 1 segundo foi significante menor que os
outros tratamentos, mostrando que influenciou na motilidade que teve maior tempo e

menor fertilizacao.

Tradicionalmente, a induc¢ao da androgénese em peixes ¢ realizada por meio da
irradiagao dos oocitos, método amplamente descrito na literatura (Arai, 2001). No

entanto, essa abordagem apresenta desafios significativos, principalmente relacionados a
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manuten¢do da qualidade dos ovocitos durante e apos a exposi¢ao a radiagdao (Hou et al.,
2014). Apos a irradiagdo do odcito, método bastante traumatico e que torna os oocitos
bastante fragieis, apos a fertilizagdo ¢ utilizado o choque de temperatura ou pressdo para
recuperar a ploidia e produzir androgenéticos diploides (Dos Santos, 2017), reduzindo
significativamente a sobrevivéncia sendo ainda uma limitag¢ao recorrente nos protocolos

de inducdo a androgénese.

Como observado por Lin & Dabrowski, (1998), a indu¢dao da haploidia pode
resultar em elevadas taxas de malformagdes corporais em larvas, fendmeno conhecido
como “Sindrome Haploide”. No presente estudo, larvas anormais haploides foram
identificadas por meio da andlise em citometria de fluxo, mostrando que aquelas larvas
com maus formagdes, mostraram diferencas significativas no conteudo de DNA em

comparagdo com o grupo controle.

Embora o uso do choque frio para indu¢do de androgénese ja tenha sido testado
em outras espécies, como Misgurnus anguillicaudatus (Morishima et al., 2011), seu
mecanismo de agdo ainda ndo estd totalmente elucidado. Uma das hipdteses é que o
choque frio interrompe a segunda divisdao meiotica, impedindo a extrusdo adequada do
segundo corpusculo polar. Essa falha pode resultar na exclusdo completa do material
genético materno, permitindo que apenas o nicleo espermatico permaneca no citoplasma,

iniciando o desenvolvimento de um embrido androgenético.

Morishima et al., (2011) descreveram quatro padrdes distintos de extrusao do
segundo corpusculo polar em o6citos submetidos ao choque frio. Em um dos casos mais
relevantes, o nicleo do odcito ¢ eliminado juntamente com o corpusculo polar, deixando
apenas o prondcleo masculino no interior do oocito. Esse fenomeno confirma a
viabilidade da indugdo de androgénese a partir de manipulacdo térmica, sem a
necessidade de métodos mais invasivos, como a radia¢do. Portanto, mesmo fendmeno
pode ocorrer na indugdo por choque quente, o que serd preciso ser mais investigado no

futuro.

Morishima et al., (2011) na sua segunda suposic¢ao relatam que o corpusculo polar
¢ liberado e o nucleo faminino permanece imediatamente abaixo dele, o que conduz a
formacao normal do pronucleo materno e posterior pronucleo zigético diploide,
resultando em desenvolvimento embriondrio habitual. Na terceira suposicdo ocorre a

extrusdo irregular: o equador metafasico aparece desalinhado e o material nuclear se
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estende desde a superficie do ovulo até o corpusculo polar, gerando padrdes aberrantes
que frequentemente levam a embrides aneuploides ou mosaicos. Na sua quarta suposi¢ao
observa-se a supressao completa da extrusdo: o corpusculo polar ¢ liberado e o nucleo
permanece dentro do dvulo, promovendo retencao total do material genético materno

junto ao pronucleo masculino, resultando em zigotos triploides.

Nesse trabalho observamos que aconteceram duas suposi¢oes de Morishima et al.,
(2011) a primeira foi quando foram identificadas as larvas com sindrome haploide através
da citometria de fluxo e a outra suposi¢do foi quando foram identificados os triploides

que provavelmente foi feito a reten¢do do segundo corpusculo polar.

Essas tecnologias aqui descritas tém grande potencial para a aplicacdo na
constitui¢do de linhagens, e também de individuos supermachos (YY), que sdo capazes
de gerar populagdes monossexuais masculinas apés o simples cruzamento com fémeas
comuns genéticas (XX). Esse procedimento ¢ muito empregado em tildpias, sobretudo a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Portanto, a tecnologia gerada no presente trabalho

tém ampla aplicagdo nas ciéncias basicas e aplicadas, sobretudo na producao aquicola.
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6 CONCLUSAO

= Viabilidade da técnica:

Os resultados obtidos indicam que a aplicagdo de choque térmico no momento da

fertilizagdo ¢ uma abordagem vidvel para a producao de individuos androgenéticos.
= Potencial da inducao de androgénese:

A inducdo da androgénese por meio de choque térmico mostra-se uma alternativa

promissora para:
Estudos de reproducdo em peixes;
Programas de melhoramento genético.
» Avaliacdo da motilidade espermatica (sistema CASA):

Espermatozoides em dgua fria apresentaram maior tempo de motilidade em comparagao

aos demais tratamentos;

Contudo, exibiram movimenta¢do mais lenta, o que afetou negativamente a fertilizacao

dos o0citos;
Essa condicao resultou em reducdo significativa na quantidade de odcitos fertilizados.
* Originalidade e relevancia dos resultados:

Os achados deste estudo sao inéditos e reforgam o potencial do choque térmico como

alternativa vidvel para a inducdo de androgénese em peixes neotropicais.

» Perspectivas futuras:
A padronizagdo e o aperfeicoamento da técnica de choque térmico podem:
Ampliar significativamente sua aplicacdo em programas de conservagdo genética;

Contribuir para o aprimoramento da producao aquicola.
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