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expostos à pronase), L x F p (cruzamento de fêmea de A. altiparanae com macho de A. 

fasciatus, cujos oócitos foram expostos à pronase), L x L UV (cruzamento de fêmea 

com macho da espécie A. altiparanae, cujos oócitos foram expostos à radiação UV), L x 

F UV (cruzamento de fêmea de A. altiparanae com macho de A. fasciatus, cujos oócitos 

foram expostos à radiação UV), L x L UV p (cruzamento de fêmea com macho da 

espécie A. altiparanae, cujos oócitos foram expostos à pronase e à radiação UV) e L x F 

UV p (cruzamento de fêmea de A. altiparanae com macho de A. fasciatus, cujos oócitos 

foram expostos à pronase e à radiação UV)..................................................................128 
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fertilizados com sêmen de Astyanax altiparanae e Hyphessobrycon anisitsi albino. 

Legenda dos tratamentos: L x L (cruzamento de fêmea com macho da espécie A. 

altiparanae), L x A (cruzamento de fêmea de A. altiparanae com macho de H. anisitsi 

albino), L x L p (cruzamento de fêmea com macho da espécie A. altiparanae, cujos 

oócitos foram expostos à pronase), L x A p (cruzamento de fêmea de A. altiparanae 

com macho de H. anisitsi albino, cujos oócitos foram expostos à pronase), L x L UV 

(cruzamento de fêmea com macho da espécie A. altiparanae, cujos oócitos foram 
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expostos à radiação UV), L x A UV (cruzamento de fêmea de A. altiparanae com 

macho de H. anisitsi albino, cujos oócitos foram expostos à radiação UV), L x L UV p 

(cruzamento de fêmea com macho da espécie A. altiparanae, cujos oócitos foram 

expostos à pronase e à radiação UV) e L x A UV p (cruzamento de fêmea de A. 

altiparanae com macho de H. anisitsi albino, cujos oócitos foram expostos à pronase e 

à radiação UV)...............................................................................................................129 
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Tabela 1: Desenvolvimento embrionário de Astyanax altiparanae ao longo dos cinco 

tratamentos de fusão. Legenda: controle com o dobro da dose inseminante necessária, 

sem passar pelo protocolo de fusão e com oócitos não irradiados (1), o dobro da dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (2), cinco vezes a dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (3), dez vezes a dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (4) e cem vezes a dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (5)..........................................160 
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passar pelo protocolo de fusão e com oócitos não irradiados (1), o dobro da dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (2), cinco vezes a dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (3), dez vezes a dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (4) e cem vezes a dose 

inseminante com sêmen fundido em oócitos irradiados (5)..........................................161 
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Resumo Geral 

A androgênese é um mecanismo de reprodução uniparental no qual a progênie 

possui material genético exclusivamente paterno. Essa forma de manipulação 

cromossômica pode ser utilizada como estratégia de reconstituição de espécies 

ameaçadas. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer 

protocolos de indução à androgênese dispérmica na espécie Astyanax altiparanae, 

padronizando um pacote tecnológico de manipulação da espécie. Inicialmente, foi 

investigado se o tempo de estocagem dos oócitos (tempo 0 - controle, com 60 minutos 

pós extrusão (mpe), 120 mpe, 180 mpe e 240 mpe) afetava sua viabilidade em ser 

fertilizado e a sua ploidia. Os resultados apontam que uma estocagem superior a 60 

minutos pós extrusão pode afetar a ploidia e causar reflexos sobre a viabilidade e 

sobrevivência, com 4,44% das amostras analisadas sendo triploides. Considerando essas 

informações, foi posteriormente estabelecido um meio de cultura para os oócitos após a 

extrusão (Ringer, Hanks e dPBS) e a faixa ideal de irradiação UV para inativar o 

material genético materno (30’, 60’, 90’ e 120’ segundos). A solução ideal para 

estocagem dos oócitos pós extrusão foi a de dPBS, por até 120 minutos, permitindo um 

largo intervalo para manipulação. Nesse tratamento, a taxa de eclosão foi de 92,08 ± 

1,75%. A faixa de irradiação mais eficaz em inativar o material genético materno foi a 

de 90 mW/cm
2
, com 100% das amostras analisadas haploides. Com o estabelecimento

deste protocolo, tornou-se possível os primeiros ensaios para indução à androgênese 

dispérmica. Foi estabelecido um protocolo de irradiação dos oócitos e fertilização com 

sêmen de Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino, 

com remoção do córion dos oócitos com enzima pronase, para facilitar a fertilização por 

mais de um espermatozoide. 100% dos tratamentos que receberam radiação UV e não 
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tiveram o córion removido com pronase foram haploides, apresentando anormalidades e 

malformações características da “Síndrome Haploide”. Os oócitos fertilizados com 

sêmen de Hyphessobrycon anisitsi albino que foram previamente irradiados e tiveram o 

córion removido com pronase apresentaram um percentual de eclosão de larvas normais 

de 7,90 ± 4,30%, diferindo significativamente do controle de oócitos frescos fertilizados 

com sêmen da espécie, que foi de 87,36 ± 12,26% (P = 0,08). Os tratamentos com 

irradiação, remoção do córion e fertilização com sêmen de Astyanax altiparanae e de 

Hyphessobrycon anisitsi albino apresentaram, respectivamente, 6,75% e 18,12% de 

embriões diploides, sinalizando uma alternativa para a produção de androgenéticos 

diploides em espécies neotropicais. Outra estratégia de indução à androgênese 

dispérmica foi a fertilização dos oócitos irradiados com sêmen fundido. Foi avaliada a 

viabilidade após fusão e a morfologia dos gametas por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV). Após a análise, foram realizados cinco tratamentos baseados na dose 

inseminante para a espécie, para fertilização com sêmen fundido. O protocolo utilizado 

para fusão dispérmica apresentou 95,5% de viabilidade (células vivas). A microscopia 

eletrônica apontou a ocorrência de agregados de espermatozoides e fusão com células 

sem flagelo. O tratamento com sêmen fundido em menor concentração de dose 

inseminante apresentou percentual de fertilização de 39,08%, com eclosão de 40,06%. 

Destacou-se um percentual de eclosão de larvas normais de 34,13% nesse tratamento. 

Além disso, o tratamento também apresentou o maior índice de indivíduos diploides, 

com 33,33%. Os resultados apontam para um protocolo de indução à androgênese 

dispérmica na espécie, sugerindo que apesar da fertilização ser menor em tratamentos 

com dose inseminante reduzida, o percentual de indivíduos diploides é maior, devido à 

possibilidade de fertilização com mais espermatozoides fundidos. A reunião desses 
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resultados representa um pacote inédito de manipulação cromossômica e reprodução 

uniparental em espécies nativas. 

General Abstract 

Androgenesis is uniparental reproductive mechanism in which the offspring 

presents exclusively paternal inheritance. The technique can used as a strategy for the 

conservation of endangered species by chromosome manipulation. The present work 

was developed with the purpose of establishing protocols for induction of dispermic 

androgenesis in Astyanax altiparanae, establishing a set of procedures for chromosome 

manipulation. Initially, it was established whether the storage time of the oocytes 

affected its viability and its ploidy. The results indicate that a storage above 60 minutes 

after extrusion can affect the ploidy, viability and survival, with 4.44% of the analyzed 

samples being triploids. Considering this information, a culture medium for the oocytes 

after extrusion and the ideal range of UV irradiation were later established in order to 

inactivate the maternal genome. The best solution oocyte storage was dPBS, which 

maintained the oocytes more than 120 minutes, allowing a wide range for manipulation. 

In this treatment, the hatching rate was 92.08 ± 1.75%. The most effective irradiation 

range to inactivate maternal genome was 90 mW / cm2, with 100% of analyzed samples 

as haploid. With the establishment of this protocol, the first trials for induction of 

dispermic androgenesis became feasible. A protocol of oocyte irradiation and 

fertilization with semen of Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus and albino 

Hyphessobrycon anisitsi, with removal of the chorion from oocytes with pronase, was 

established to facilitate fertilization by more than one spermatozoa. 100% of the UV 
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treated oocytes and intact chorion were haploids, presenting abnormalities and 

malformations characteristic of the "Haploid Syndrome". Oocytes fertilized with albino 

Hyphessobrycon anisitsi semen that were previously irradiated and had the chorion 

removed with pronase had a normal hatch percentage of 7.90 ± 4.30%, differing 

significantly from the control of fresh oocytes fertilized with semen , which was 87.36 ± 

12.26% (P = 0.08). The treatments with irradiation, removal of the chorion and 

fertilization with semen of Astyanax altiparanae and albino Hyphessobrycon anisitsi 

presented, respectively, 6.75% and 18.12% of diploid embryos, signaling an alternative 

for the production of androgenetic diploids in neotropical species. Another strategy of 

induction to the dispermic androgenesis was the fertilization of irradiated oocytes with 

fused sperm. The viability after fusion and the morphology of the gametes by Scanning 

Electron Microscopy (SEM) were evaluated. After the analysis, five treatments were 

performed based on the inseminating dose for the species, for fertilization with fused 

sperm. The protocol used for dispermic fusion had 95.5% viability (live cells). Electron 

microscopy pointed to the occurrence of sperm aggregates and fusion with cells without 

flagella. The treatment with fused soerm in lower concentration of inseminating dose 

showed a percentage of fertilization of 39.08%, with hatching of 40.06%. A percentage 

of normal larvae hatching of 34.13% in this treatment was obtained. In addition, the 

treatment also had the highest percentages of diploid individuals (33.33%). The results 

point to a protocol for the induction of dispermic androgenesis in the species, 

suggesting that although fertilization is lower in treatments with reduced insemination 

dose, the percentage of diploid individuals increased, due to the possibility of 

fertilization with more fused spermatozoa. The gathering of these results represents an 

innovative set of chromosome manipulation and uniparental reproduction in native 

species. 
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Introdução Geral 

1. Espécies experimentais

Diante da necessidade em padronizar protocolos básicos de reprodução para que 

se possa avançar no estabelecimento de técnicas de manipulação e biotecnologia entre 

as espécies nativas, tem sido desenvolvidos protocolos de manipulação há cerca de 

cinco anos com a espécie Astyanax altiparanae, com o objetivo de consolidar um 

pacote tecnológico aplicado de conhecimentos sobre a espécie. Entre estes estudos, 

foram desenvolvidos protocolos de estocagem dos gametas (Yasui et al., 2015), 

morfologia e desenvolvimento embrionário para manipulação cromossômica e 

quimerismo (Pereira – Santos et al., 2016), produção de indivíduos triploides (Adamov 

et al., 2016) e parâmetros de crescimento e propagação destes animais (Nascimento et 

al., 2017).  

Entre as principais características que tornam a espécie A. altiparanae um 

interessante modelo para manipulação e biotecnologia aplicada às espécies nativas, 

destacam-se sua ampla distribuição nacional, o seu crescimento e rusticidade. Este 

caracídeo é amplamente distribuído pela bacia do rio Paraná e entre a ictiofauna do rio 

Iguaçu. A espécie apresenta grande capacidade de adaptação aos mais variados tipos de 

dietas provenientes do seu ecossistema natural, em decorrência de fatores ambientais 

que possam provocar falta de alimentos ou acúmulo de outras fontes (Andrian et al., 

2001). 

Outros aspectos ligados à sua reprodução também facilitam a perpetuação em 

ambientes diversificados, a destacar a alta taxa de fertilização que apresentam, além do 

fato de possuírem ovos pequenos com rápido desenvolvimento (Agostinho et al., 1999; 
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Pereira – Santos et al., 2016). As fêmeas têm sua primeira maturação sexual próximo de 

69,00 mm de comprimento total (CT), com período de reprodução geralmente se 

estendendo de setembro a março, sendo a desova parcelada e a fecundação externa, 

apresentando cuidado passivo com a prole e realizando pequenas migrações na natureza. 

A desova da espécie possui picos que são diretamente influenciados pela temperatura da 

água e índices de chuva (Nakatani et al., 2001). 

Presente entre as espécies mais comuns da América do Sul, o lambari-do-rabo-

vermelho (Astyanax fasciatus) se diferencia das demais espécies do gênero por 

apresentar coloração avermelhada em sua nadadeira caudal. Possui grande relevância na 

cadeia alimentar do ecossistema, além de ser um importante bioindicador de poluição 

dos rios. A espécie apresenta táticas reprodutivas diferenciadas que variam com 

aspectos ambientais, apresentando desova total ou parceladas. São reofílicos, mas não 

realizam longas migrações (Schulz e Martins, 2000; Silva et al., 2010). 

A espécie Hyphessobrycon anisitsi, conhecida como Tetra Buenos Aires, está 

distribuída pela bacia do rio Paraná, no Brasil, Paraguai e Argentina. Assim como 

outras espécies do gênero, apresenta ganchos ósseos em todas as nadadeiras. O 

dimorfismo sexual se dá pela diferença no comprimento total na fase adulta e pela 

presença, nos machos, dos ganchos ósseos na nadadeira pélvica (Miquelarena e Lopez, 

2006; Carvalho e Langeani, 2013).  
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Considerações Finais 
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O trabalho desenvolvido ao longo de quatro anos e reunido aqui como tese de 

doutorado é o resultado de pesquisas aplicadas, estudos constantes, da preocupação 

sempre presente pelo refinamento dos dados e, acima de tudo, de uma parceria valiosa 

que envolveu professores, pesquisadores e alunos dos mais diversos níveis e áreas de 

formação. 

Os dados apresentados são, portanto, resultados de refinamento e 

apriomoramento constantes das pesquisas realizadas que, compiladas, representam um 

valioso pacote tecnológico de manipulação cromossômica na espécie Astyanax 

altiparanae, que pode ser adaptado e servir de base para o aprimoramento de estudos 

em espécies nativas. 

A irradiação UV dos oócitos seguida por fertilização e choque de temperatura 

para inibir a primeira divisão mitótica é uma técnica mais usual na indução à 

androgênese. O protocolo não foi apresentado neste trabalho porque mostrou-se inviável 

com a espécie Astyanax altiparanae. Foram realizadas três repetições seguindo essa 

metodologia, sem observar sobrevivência após a aplicação do choque de temperatura. 

A fertilização com sêmen fundido após a irradiação apresentou, no entanto, 

resultados promissores, com sobrevivência em todos os tratamentos e índice de 

indivíduos diploides entre as progênies. Os resultados gerados em cada capítulo 

representam, dessa forma, um importante avanço sobre os mecanismos de manipulação 

cromossômica e androgênese, inéditos em espécies nativas. 

Eles podem subsidiar novos estudos nas áreas de biotecnologia aplicada a 

reprodução e conservação de espécies. Como foi demosntrado ao longo desta pesquisa, 

a androgênese apresenta uma diversidade de aplicações em peixes, e esses mecanismos 
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podem começar a ser explorados para potencializar os estudos e pesquisas na área com 

espécies nativas. 

Para publicação em periódicos de relevância internacional na área, o projeto 

apresenta algumas direções futuras e refinamentos, como a realização de análises em 

biologia molecular e testes de paternidade com as progênies (em cada experimento 

realizado em todas as etapas foram coletadas e congeladas amostras para realização 

destes ensaios), além da repetição dos protocolos com mais resultados de indivíduos 

diploides para criação e reprodução de lotes de androgenéticos da espécie.  

Desta forma, essas etapas ainda deverão ser desenvolvidas para fornecer ainda 

mais ferramentas de confirmação para os protocolos aqui delineados e apresentados. 

A realização deste trabalho permitiu um desenvolvimento e amadurecimento 

profissional e acadêmico, possibilitado por uma jornada em que foi possível aprimorar 

aptidões, definir áreas de interesse de atuação e crescer como pesquisador. Todo o 

trabalho realizado permitiu a visão do quanto é imprescíndivel o estudo e atualização 

constantes, bem como a importância da realização de um bom trabalho de base para 

estruturar uma pesquisa aplicada.  

O desenvolvimento destas tecnologias só foi possível graças a uma série de 

estudos e pesquisas detalhadas sobre os mecanismos de fertilização, biologia e 

reprodução das espécies. Com isso, foi possível o delineamento de um pacote 

tecnológico para manipulação cromossômica e reprodução uniparental, que deverá 

fornecer subsídios para uma série de pesquisas aplicadas na área. 




