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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.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Exemplar de lambari-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae)..............ccceeeeuveennee. 15
Figura 2 - Representagdo esquematica do sistema utilizado para avaliagdo da motilidade
espermatica em diferentes temperaturas. A — Circulagao de agua fria (4°C) a partir de um
aquario resfriado, passando pela l1amina e retornando ao aquario. B — Circulacdo de dgua
quente (40°C) a partir de um banho-maria, passando pela lamina e retornando ao banho-
10E: ) o T F OO 18
Figura 3 - Procedimentos adotados para a obten¢do dos gametas ¢ realizagdo dos protocolos
de fertilizacdo. A fertilizagdo controle foi realizada a 26°C, a fertilizagao fria a 4°C, e a
fertilizagao qUENLE @ 40°C. ....ooiiiiiiieiee ettt et enee 21
Figura 4 - Trajetoria dos espermatozoides de Astyanax lacustris durante 1 segundo de
motilidade, ap6s ativagdo com dgua a 26 °C (A), 4 °C (B) € 40 °C (C). covvvvevvevveeciieeeeereenee, 23
Figura 5 - Motilidade espermatica e pardmetros cinematicos de Astyanax altiparanae em
diferentes temperaturas (Controle, Quente e Frio) ao longo do tempo apds a ativagdo. (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 minusculas 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
FOIMA AESCIIEIVAL ..ttt ettt et ettt e st e et e e b e sbaesneens 25
Figura 6 - Histogramas de citometria de fluxo representando o conteudo relativo de DNA apds
fertilizagdo a quente (40°C); A —sémen haploide; B —larvas haploides; C — larvas diploides; D
—1ArVA HPLOTAC. ...ttt ettt et et e st abe e e eneas 29
Figura 7 - Histogramas de citometria de fluxo representando o conteudo relativo de DNA apds
fertilizagdo a frio (4°C). A — sémen haploide; B — larvas haploides; C — larvas diploides; D —
1A1VAS tEIPIOIACS. ..eeiiieiieeiiieite ettt ettt et e st e et e et ae et e e s abeenbeesnneenneen 29
Figura § - Exemplos de larvas com diferentes graus de deformidade morfologica. Ae B —
Larvas com morfologia normal. C, D, E e F — Larvas com deformidades leves. G, H, [, J e K —
Larvas com deformidades SEVETaS. ........c.eeiiuieruiiiiiiiiiiieeiie ettt 30
Figura 9 - Cromossomos metafasicos das larvas de Astyanax altiparanae, A — haploide; B —

diploide; C — trIPLOTAE. ...oouvieiiieiieiie ettt ettt et et aeeesbeesnaeenneen 31



LISTAS DE TABELAS

Tabela 1- Desenvolvimento embrionério do lambari do rabo amarelo (Axtyanax altiparanae)
apos fertilizacao do controle (26°C), fria (4,0°C) e quente (40°C). ..cccvvevrierrienrieniieiienieeieens 27
Tabela 2 - Resultado da citometria de fluxo do controle, da fertilizacao fria e fertiliza¢ao

10 L0153 4L SRS 28



SUMARIO

1. IDEFOAUGAO coerrrneeiiiiccniiissssensssieccssssssssssssssscssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 11
1.1 Manipulacio CromoOSSOMICA....cccucrverrrecrercsensecsarssesssncssessasssnsssssssssssssssssssssssssessssssssssessase 12
1.2 Lambari (Astyanax altiparanae) como espécie modelo..........coueeeevuercsvnercscneicscnercscnnees 14
2 OBUJETIVOS .iiisniiisnnnicssnrissssnsssssnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnss 16
2.1 ODBJETIVO GOIAL.....eetiiiieiiee ettt et et ettt be e s bt e sae e et e eteenbeens 16
2.2 ODbJetiVOs ESPECITICOS ..viruviiiiiiieiieiierieesite ettt ettt et e s e e sbe e se e seessaesssesssessseenseensaens 16
3 MATERIAL E METODOS.......ooeuiuerenseresessesssesssessesssssssesssssssssessessssesssssssesssessessssess 16
3.1 L0Cal € ASPECLOS EHICOS ..o se s 16
3.2 Motilidade espermatica em agua qUeNte € fIia .........cceveeriiriieeiieneerieee e 17
33 Origem dos parentais e Inducao hormonal .............ccceoieiieiiiiciiiecee e 19
34 FertiliZzacao fTia € QUENTE.......cccuieviieiieiierie ettt et steestesaeseressbeesbe e seeseaessbesssessseesseessaens 20
3.5 Confirmagao da ploidia por citometria de fIuXo ........ccceevieriiriieiieeee e 21
3.6 Confirmagao POT CILOZENELICA .. ...veeveerererireireeieeteesreesteestessresereeseesseesseessaesssesssesseessesssenns 22
3.7 ANALISE ESLALISTICA ..euveveenieieeeieie ettt tet ettt ettt te bt e st et e s beese et e e bt et e steeneeseeneeneenne 22
4 RESULTADOS . ...cooiiiiuiinnnrinsnressssnessssnsssssssssssssssasssssasssssasssssassssssssssssssssasssssssssssssssssass 23
4.1 Motilidade espermatica em agua qUeNte € fI1a .........ccceveereiriieeiieniecieee e 23
4.2 Desenvolvimento embrionario € SODTEVIVENCIA........ccuervereeriereieieeieeieie et 26
4.3 Confirmagao da ploidia por citometria de fIUX0 ........ccccvevieeiinciieiieieiecie e 28
4.4 CIEOZENELICA ..ottt sttt b et b ettt b et e bt e bt et s bt et e bt eat et e s bt eanentes 31
5 DISCUSSAQ uucunrrnirnsisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssses 32
6 CONCLUSAO . ...cuiinnisncsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 35
7 REFERENCIAS ....oiecinncnnnnscsssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 36

10



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
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