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RESUMO 

A aquicultura é a atividade de produção de alimentos que mais tem se expandido no 

mundo nas ultimas décadas. Atualmente, para atender à crescente demanda, o emprego 

da biotecnologia aplicada à reprodução é visto como uma das principais opções. O 

presente estudo teve como objetivo aplicar técnicas de manipulação cromossômica para 

obtenção de indivíduos tetraploides e ginogenéticos de mandi (Pimelodus maculatus) 

uma espécie da ordem dos Siluriformes e do curimbatá (Prochilodus lineatus) uma 

espécie da ordem dos Characiformes. Para tetraploidização no mandi (P. maculatus), 

foram aplicados choques de temperatura (38°C por 2 minutos) com 11, 13, 15, 17 e 19 

minutos pós-fertilização (mpf) para inibição da clivagem. A análise de citometria de 

fluxo mostrou que o choque aplicado com 15 mpf garantiu a maior porcentagem de 

tetraploides (73,3%), sendo os resultados também confirmados citogenética. Porém, 

após o segundo dia após a eclosão, não houve sobrevivência das larvas tetraploides 

resultantes. Para indução de ginogenéticos no mandi P. maculatus, foi utilizado sêmen 

de lambari Astyanax altiparanae irradiado com luz UV (80 mJ/cm
2
) para inativação dos 

espermatozoides e posteriormente, para restaurar o estado diploide foi aplicado choque 

de temperatura (38°C por 2 minutos, 2 mpf) para evitar a liberação do segundo 

corpúsculo polar. A análise molecular confirmou que os peixes ginogenéticos 

apresentam herança exclusivamente materna e apresentam número de cromossomos 

idêntico ao grupo controle. Em relação à razão sexual, a grande quantidade de fêmeas 

obtidas sugere que o sistema genético de determinação sexual seja homogamético para 

fêmeas (XX; XY). Para tetraploidização no curimbatá (P. lineatus), foram aplicados 

choques de temperatura (40°C por 2 minutos) com 26, 28, 30, 32, 34, 36 e 38 mpf para 

inibição da clivagem. A análise de citometria de fluxo mostrou que o choque aplicado 

com 28 mpf garantiu a maior porcentagem de tetraploides (72,0%), sendo os resultados 

também confirmados por citogenética. Para indução de ginogenéticos no curimbatá (P. 

lineatus), foi primeiramente avaliada a melhor solução para imobilização do sêmen da 

espécie e o potencial de fertilização. Posteriormente, diferentes doses de irradiação UV 

(30, 60, 90 e 120 mJ/cm
2
) para inativação dos espermatozoides, sendo verificado que a 

dose de 60 mJ/cm
2
 foi suficiente para assegurar a ativação dos oócitos e obtenção de 

larvas 100% haploides. Para restauração da diploidia foi aplicado choque de 

temperatura (40°C por 2 minutos, 2 mpf) para evitar a liberação do segundo corpúsculo 

polar. A análise molecular confirmou que os peixes ginogenéticos apresentam herança 

exclusivamente materna e apresentam número de cromossomos idêntico ao grupo 

controle. Portanto, o protocolo estabelecido poderá ser aplicado em futuros trabalhos 

para avaliar a determinação sexual da espécie P. lineatus. Por fim, no presente estudo 

foi possível obter protocolos biotecnológicos promissores para produção de lotes 

triploides monossexuais em duas espécies (Pimelodus maculatus e Prochilodus 

lineatus) pertencentes às maiores ordens de peixes da região Neotropical. 

 

Palavras-chave: Biotecnologia, Aquicultura. Manipulação cromossômica. Poliploidia. 

Pimelodus maculatus. Prochilodus lineatus. 
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ABSTRACT 

 

Aquacultural production has expanded in in last decades. In order to supply the global 

demand for food, the use of reproductive biotechnologies is necessary to optimize food 

production. This study aimed to apply chromosomal manipulation to obtain tetraploid 

and gynogenetic individuals in the spotted catfish (Pimelodus maculatus), a catfish 

species, and the streaked prochilod (Prochilodus linetaus) a characin species. For 

tetraploidization in the spotted catfish different temperature shocks were used (38°C for 

2 min) at 11, 13, 15, 17 and 19 minutes post-fertilization (mpf) to inhibit the cleavage. 

The flow cytometric analysis and cytogenetics showed that heat shock applied at 15 mpf 

provide the highest percentage of tetraploids (73.3 %). However, after the second day 

after hatching, there was no survival of the resultant tetraploid larvae. Gynogenetic 

induction in the same species was conducted by using semen from the yellowtail tetra 

Astyanax altiparanae irradiated with UV light (80 mJ/cm
2
) to inactivate sperm genome 

followed by diploidization by heat shock (38°C for 2 minutes, 2 mpf) to retention of the 

second polar body. Genotyping by microsatellite markers confirmed that that 

gynogenetic fish presented exclusive maternal inheritance and also showed the same 

number of chromosomes of the diploid control group. Sex ratio showed increased 

amount of females, which suggest XX/XY sex determination system. Tetraploidization 

in the streaked prochilod P. lineatus, was achieved using heat shocks (40°C for 2 min) 

at 26, 28, 30, 32, 34, 36 and 38 mpf to inhibit the cleavage. The flow cytometric 

analysis and cytogenetics showed that heat shock applied at 28 mpf gave the highest 

percentage of tetraploids (72.0%), the results also being confirmed by cytogenetics. For 

gynogenetic induction in streaked prochilod P. lineatus, firstly it was evaluated the best 

solution for semen immobilization and the fertilization ability. Using the best solution, 

UV-dosage for inactivation of sperm DNA (30, 60, 90 and 120 mJ/cm
2
) was evaluated 

and the dosage of 60 mJ/cm
2
 ensure oocyte inactivation and 100% haploid larvae. To 

restore diploid status, a temperature shock (40° for 2 min, 2 mpf) was used to avoid the 

extrusion of the 2
nd

 polar body. Genotyping using microsatellite markers confirmed 

maternal inheritance and also showed the same number of chromosomes of the diploid 

control group. However, the established protocol can be applied in future works to 

evaluate the sexual determination of the P. lineatus species. Finally, in the present 

study, it was possible to obtain promising biotechnological procedures for production of 

monosex triploid individuals in the species (Pimelodus maculatus and Prochilodus 

lineatus) belonging to the largest orders of fish in the Neotropical region. 

 

Keywords: Biotechnology. Aquaculture. Chromosomal manipulation. Polyploidy. 

Pimelodus maculatus. Prochilodus lineatus. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

A aquicultura é a produção de organismos aquáticos em cativeiro, em qualquer 

um dos seus estágios de desenvolvimento. Esta atividade apresenta-se em franca 

expansão, como mostram os dados da FAO (2022), onde a produção aquícola cresceu 

5,7% e atingiu aproximadamente 88 milhões de toneladas anualmente, correspondendo 

cerca de 34 milhões para peixes marinhos e 54 milhões para peixes de água doce. No 

Brasil, esta atividade cresceu 4,7%, com 841.005 mil toneladas anuais (Peixe 2022). No 

entanto, com a queda de 4,4% da pesca extrativista, paralela ao aumento populacional e 

do consumo de pescado per capita em nível global (20,2 Kg/ hab/ano) (Garlock, Asche 

et al. 2020, FAO 2022), o aumento da produção através da aquicultura será uma peça 

chave para atender tal demanda.  

Assim, para atender à crescente demanda, o emprego de biotecnologias na 

aquicultura é visto como uma das principais opções (Espinosa, Josa et al. 2013). Entre 

as técnicas empregadas, vale destacar a manipulação cromossômica, principalmente 

pelo potencial imediato de impactar a produção de peixes (Arai 2001). Em termos de 

manipulação cromossômica, três principais tecnologias são empregadas em escala 

comercial: 1) poliploidia, que é a alteração da ploidia normal através da adição de um 

ou mais conjuntos cromossômicos. 2) ginogênese, que origina progênies com herança 

unicamente materna e 3) androgênese, que é o oposto da ginogênese, e portanto origina 

proles com herança exclusivamente paterna (Komen and Thorgaard 2007, Basavaraju 

2023, Goswami, Trudeau et al. 2023). 

Peixes triploides e ginogenéticos atualmente são facilmente induzidos em muitas 

espécies aquáticas comercialmente importantes (Arai and Fujimoto 2018). A produção 

de animais triploides é vantajosa principalmente por possibilitar a esterilização completa 

e subsequente maior crescimento somático (do Nascimento, de Siqueira-Silva et al. 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

13 
 

2017). Além disso, o cultivo de peixes estéreis minimiza os impactos causados pelos 

escapes frequentes na aquicultura (Piferrer, Beaumont et al. 2009). Vale citar ainda que 

tais animais estéreis, também podem ser empregados como receptores de células 

germinativas-tronco, sendo a esterilidade endógena o ponto chave para produzir uma 

quimera germinativa com capacidade de produzir gametas heterólogos para a 

reconstituição de espécies em risco de extinção ou de espécies de interesse comercial 

(Okutsu, Suzuki et al. 2006, Yoshizaki, Ichikawa et al. 2010, Takeuchi, Yatabe et al. 

2018).  

Além da esterilização, o cultivo monosexual é outra técnica importante para 

otimizar o desempenho produtivo. Assim como ocorre em outras atividades mais 

tradicionais, como a avicultura e a bovinocultura, o desempenho de machos e fêmeas 

em peixes é diferenciado. Portanto, o cultivo exclusivo de um sexo, dependendo da 

espécie, se torna mais atrativo. Novamente, a manipulação cromossômica se destaca 

como importante alternativa na obtenção de lotes monosexuais em peixes, através da 

ginogênese (lotes femininos) e androgênese, técnicas que serão abordadas 

posteriormente.  

Por fim, a fusão dos dois conceitos, ou seja, a esterilização e o cultivo 

monossexual indicam que o futuro da produção de peixes será o cultivo de fêmeas 

estéreis ou de machos estéreis. Isso, embora factível e empregado em alguns grupos 

como os salmonídeos (Myers, Hershberger et al. 1986, Quillet and Gaignon 1990, 

Johnstone and Stet 1995), apresenta limitações e nem sempre pode ser aplicado para 

outras espécies. No caso de espécies nativas, são conhecidos somente protocolos de 

indução a ginogênese (do Nascimento, Monzani et al. 2020a) e tetraploidização (do 

Nascimento, Pereira-Santos et al. 2020b) para o lambari de rabo amarelo (Astyanax 

altiparanae), sendo possível através da fertilização de oócitos de fêmeas tetraploides, a 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

14 
 

obtenção de lotes de larvas 100% triploides (Alves, Yasui et al. 2022). Dessa forma, o 

presente trabalho tem como principal objetivo estabelecer protocolos de tetraploidização 

e indução a ginogênese em duas espécies neotropicais (Pimelodus maculatus e 

Prochilodus lineatus) visando a produção de triploides e lotes monossexuais de ambas 

as espécies.    

 

1.1 Poliploidia e peixes triploides 

Um indivíduo poliploide (poli = multiplos; ploide = ploidia) apresenta um ou 

mais conjuntos de cromossomos além do considerado normal para a espécie (Piferrer, 

Beaumont et al. 2009). Em peixes, de forma geral, o número diploide de cromossomos 

(2n) é normalmente encontrado (Lutz 2008). Assim, para que esse número permaneça 

constante, ao final do processo da gametogênese formam-se gametas haploides (n), os 

quais irão reconstituir o número normal de cromossomos (2n) após a fertilização.  

No entanto, esse processo de constituição da ploidia normal pode ser alterado 

através da adição de um ou mais conjuntos de cromossomos. Quando esse processo é 

consolidado, o indivíduo resultante é chamado de poliploide (Piferrer, Beaumont et al. 

2009). Portanto, triploides, tetraploides e hexaploides são organismos poliploides com 

três, quatro e seis conjuntos de cromossomos, respectivamente (Dunham 2004).  

Peixes poliploides podem ser encontrados na natureza (Dunham 2004) devido ao 

processo evolutivo (Borin, Martins-Santos et al. 2002), ou por processos como 

hibridação (Arias-Rodriguez et al., 2009) e oócitos envelhecidos/tardios (Dos Santos et 

al., 2018) ou induzidos artificialmente através da manipulação cromossômica (Arai 

2001). Peixes triploides (3n) são indivíduos cujas células possuem três conjuntos de 

cromossomos, contendo dois de origem materna e um de origem paterna (Adamov, 
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Nascimento et al. 2016). Eles são obtidos através da inibição do segundo corpúsculo 

polar, por meio de choques de temperatura, químico ou de pressão (Piferrer, Beaumont 

et al. 2009), dando origem a um zigoto 3n.  

Em espécies cultivadas, a técnica de triploidização tem sido a mais empregada, 

principalmente devido às vantagens em relação aos organismos diploides (Arai 2001, 

Tiwary, Kirubagaran et al. 2004). A possibilidade de esterilização é uma das vantagens 

e está relacionada à etapa reducional da meiose durante a gametogênese, pois 

apresentam conjunto ímpar de cromossomos (3n), o que, consequentemente, 

compromete esse processo (Piferrer, Beaumont et al. 2009). Devido a possível 

esterilidade, peixes triploides podem apresentar maior crescimento e/ou rendimento de 

carcaça (do Nascimento, de Siqueira-Silva et al. 2017), já que a energia que seria 

utilizada para a diferenciação das gônadas é parcialmente empregada no crescimento 

somático (Arai 2001), sendo portanto uma característica vantajosa para aquicultura.  

No entanto, os métodos de indução à triploidização (choque de temperatura, 

químico ou pressão), nem sempre são 100% efetivos. Em estudos anteriores com a 

espécie Pimelodus maculatus, por exemplo, o choque de temperatura levou a produção 

de 96% de peixes triploides e 4% diploides (Bertolini, Lopez et al. 2020). Resultados 

similares foram relatados por Adamov, Nascimento et al. (2016), onde choque de 

temperatura para indução de triploides no lambari Astyanax altiparanae levou a 

produção de 92% de peixes triploides e 8% diploides. Além disso, de acordo com 

(Malison, Procarione et al. 1993) os choques de pressão ou de temperatura podem afetar 

negativamente o crescimento dos organismos triploides. Assim, o pior desempenho 

destes indivíduos pode não estar diretamente ligado à poliploidia, mas sim ao processo 

de indução (Malison, Procarione et al. 1993, Fjelldal and Hansen 2010, Opstad, Fjelldal 

et al. 2013). Portanto, produzir lotes 100% triploides através de um reprodutor 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

16 
 

tetraploide pode ser a solução para tais problemas, evitando os efeitos deletérios dos 

choques supramencionados. Além disso, para a legalização de cultivos de espécies 

exóticas e organismos geneticamente modificados (GMO), a garantia de organismos 

100% triplóides estéreis é necessária ( Dunham and Su, 2020, Sahoo and Paul, 2023), o 

que pode ser obtido através de gametas de indivíduos tetraplóides.  

1.2 Produção de peixes tetraploides 

A tetraploidização é uma técnica de manipulação cromossômica que pode ser 

aplicada na produção em massa de peixes triploides (Nam and Kim 2004), pois ao 

cruzar um indivíduo tetraploide (4n), que pode produzir gametas diploides (2n) 

(Fujimoto, Yasui et al. 2010, Yasui, Fujimoto et al. 2010, Alves, Yasui et al. 2022), com 

um diploide normal, lotes de peixes 100% triploides (3n) podem ser gerados, evitando 

os efeitos deletérios de choques de temperatura ou pressão. 

Para indução à tetraploidização as estratégias utilizadas são similares à 

triploidização, como o uso de choques de temperatura, químico ou de pressão (Zhang 

and Onozato 2004, Piferrer, Beaumont et al. 2009). No entanto, os choques são 

aplicados em diferentes fases do ciclo celular antes da primeira mitose, atuando na 

desfunção dos centríolos e impedindo a segunda divisão celular (Zhang and Onozato 

2004), produzindo assim um zigoto com quatro conjuntos de cromossomos (Zhang and 

Onozato 2004).  

Protocolos para indução de peixes tetraploides são escassos na literatura, quando 

comparados com triploides (Piferrer, Beaumont et al. 2009). Sucesso na indução de 

tetraploides foi descrito para algumas espécies, como bagre africano (Clarias 

gariepinus) (Okomoda, Olufeagba et al. 2021), truta (Salvelinus fontinalis) (Weber, 

Hostuttler et al. 2015) e lambari de rabo amarelo (Astyanax altiparanae) (do 
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Nascimento, Pereira-Santos et al. 2020b, Alves, Yasui et al. 2022). Porém, a indução a 

tetraploidização nem sempre é viável, como é o caso do salmão masu Oncorhynchus 

masou (Sakao, Fujimoto et al. 2006) e tilápia do nilo Oreochromis niloticus (de 

Alvarenga, Fernandes et al. 2020). É comum observar baixa sobrevivência (Sakao, 

Fujimoto et al. 2006), malformações e sistemas vasculares comprometidos, levando os 

peixes à morte alguns dias após a eclosão. Alguns trabalhos sugerem que a 

sobrevivência de tetraploides depende não apenas dos efeitos colaterais do tratamento, 

mas também da própria condição como tetraploide (Malison, Held et al. 2001, Sakao, 

Fujimoto et al. 2006). 

Portanto, mesmo diante das dificuldades nos protocolos de indução de 

tetraploides viáveis, essa condição é espécie-específica, portanto não deve ser tratada 

como inviável para todas as espécies. Vale destacar que além de serem utilizados para a 

produção de peixes triploides, gametas diploides provenientes de tetraploides são muito 

úteis para outros estudos de manipulação cromossômica. Por exemplo, fêmeas 

tetraploides também podem ser utilizadas para indução à ginogênese, pois os oócitos 

das fêmeas tetraploides podem ser ativados com espermatozóides geneticamente 

inativados, sem necessidade de aplicação de nenhum choque para a diploidização(Arai 

and Fujimoto 2018, Li, Lian et al. 2022).  

                                                                                                                                                                                                     

1.3 Produção de peixes ginogenéticos 

Ginogênese é o termo que descreve a reprodução uniparental (Komen and 

Thorgaard 2007) com herança materna. Nesta técnica, os oócitos são ativados por 

espermatozoides geneticamente inativados (Dunham 2004) empregando-se radiação 

não-ionizante como ultravioleta (UV), ou radiação ionizante como radiação gama ou X.  
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A radiação ultravioleta tem sido a mais indicada para esses tratamentos (Chourrout 

1984), pois além de ser eficiente na inativação do DNA, em doses corretas, não 

compromete a motilidade espermática, além de apresentar baixo custo e simplicidade na 

operação.  

Os oócitos ativados com espermatozoides irradiados darão origem a embriões 

haploides, os quais apresentam várias anormalidades morfofisiológicas (fenômeno 

conhecido como “síndrome haploide"  (Suzuki, Oshiro et al, 1985, PAN et al., 2017) , 

são inviáveis e morrem durante o desenvolvimento embrionário (antes ou logo após a 

eclosão) (Arai 2001). Sendo assim, é necessário restaurar o estado diploide para garantir 

a sobrevivência, o que geralmente é obtido através da retenção do segundo corpúsculo 

polar (Luckenbach, Godwin et al. 2004, Komal, Munir et al. 2020). A diploidização 

pode ser conduzida através da aplicação de tratamentos físicos (choques de temperatura 

ou de pressão) ou químicos, nos ovos fertilizados (Arai 2001, Manan, Hidayati et al. 

2020). O choque térmico (frio ou quente) é o tratamento mais comumente utilizado, 

pois além de ser bastante eficiente, pode tratar grande quantidade de ovos (Felip, Zanuy 

et al. 2001). 

Na aquicultura, os organismos ginogenéticos são interessantes, pois podem ser 

utilizados para a geração de populações monossexuais (Dunham 2004). Essa técnica 

também é conhecida por produzir lotes unicamente femininos em diferentes espécies de 

peixes (Emefe and Sorhue 2014), sendo possível elucidar o mecanismo genético de 

determinação sexual de uma espécie. Embora este mecanismo seja multifatorial, 

algumas espécies de peixes apresentam sistemas de determinação sexual genético 

similares ao de mamíferos e aves, no qual 1) o macho é heterogamético (XY – macho, 

XX – fêmea) e 2) aquele no qual a fêmea é heterogamética (ZW – fêmea, ZZ – macho) 

(Whitehead, Benfey et al. 2012). Assim, caso o sexo homogamético determine fêmeas, 
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os ginogenéticos serão todos XX (fêmeas), como observado para Gasterosteus 

aculeatus (Samonte-Padilla, Eizaguirre et al. 2011), bacalhau do Atlântico (Gadus 

morhua) (Whitehead, Benfey et al. 2012), Astyanax altiparanae (do Nascimento, 

Monzani et al. 2020a), Siniperca chuatsi (Cheng, Yu et al. 2019), Silurus lanzhouensis 

(Li, Lian et al. 2022) e Salmo coruhensis (Özdemir and Ekici 2022). Do contrário, se as 

fêmeas forem o sexo heterogamético (ZW), ambos os sexos serão observados nas proles 

(ZZ e WW), como observado para Acipenser baeri (Fopp-Bayat 2010). Embora essa 

herança seja simples mendeliana, existem outros mecanismos mais complexos de 

determinação do sexo, incluindo epistasia (Carrasco et al., 1999), vários pares de 

cromossomos (Marreta et al., 2012) , além dos fatores ambientais e fisiológicos como o 

estresse (Yamamoto et al., 2019, Fernandino and Hattori, 2019). 

Na Ginogênese, caso o espermatozoide utilizado seja da mesma espécie, este é 

chamado de homólogo (do Nascimento, Monzani et al. 2020a, Özdemir and Ekici 

2022). Por outro lado, quando o sêmen é de uma espécie diferente, este é chamado de 

Heterólogo (Hassanzadeh Saber, Zolgharnein et al. 2020, Li, Lian et al. 2022). O uso de 

espermatozoides heterólogos possibilita o emprego de sêmen de espécies onde o tempo 

de inativação esteja estabelecido e que tenha capacidade de fertilizar oócitos de outra 

espécie. Além disso, outra vantagem é porque os diploides/triploides híbridos 

produzidos muitas vezes não sobrevivem ou são morfologicamente diferentes dos 

diploides ginogenéticos (Zheng, Wang et al. 2017, Zhang, Fan et al. 2021), portanto, 

facilitam a identificação dos ginogenéticos resultantes. Porém, nem sempre é possível 

utilizar espermatozoides heterólogos, devido à incompatibilidade entre os gametas 

(fusão espermatozoide/oócito) (Gert, Panser et al. 2022), diâmetros da micrópila, 

inativação ineficiente, etc. Portanto, trabalhos relacionados à imobilização e estocagem 

de sêmen a curto ou longo prazo, assim como a inativação de sêmen através de luz 
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ultravioleta, são indispensáveis para produzir proles 100% ginogenéticas (Yasui, 

Senhorini et al. 2015, do Nascimento, Monzani et al. 2020
a
).        

1.4 Espécies modelo para o estudo 

1.4.1 Pimelodus maculatus  

 

A região Neotropical possui 20% das espécies de peixes descritas atualmente, 

contemplando mais de 6000 espécies e com estimativas do número total ser acima de 

8000, desta forma sendo a região com maior biodiversidade de peixes no mundo 

(Malabarba and Malabarba 2020). 

Entre as maiores ordens de peixes que se distribuem na região Neotropical e o 

segundo grupo mais ameaçado, com 96 espécies listadas no Brasil (ICMBIO 2018), 

destacm-se os Siluriformes, constituída basicamente por bagres e cascudos e que conta 

com mais de 2.400 espécies, distribuídas em 34 famílias e 412 gêneros (Helfman, 

Collette et al. 2009, Nelson, Grande et al. 2016). A espécie P. maculatus, descrita pela 

primeira vez em 1803 por Lacépède (Reis, Albert et al. 2016), pertence à ordem dos 

Siluriformes, à família Pimelodidae, que inclui cerca de 50-60 gêneros e 300 espécies 

(Mees 1974) e ao gênero Pimelodus, o mais abundante da família, que apresenta 26 

espécies (Ribeiro, Lucena et al. 2008). Esta espécie tem ampla distribuição geográfica 

na América do Sul, sendo encontrada nas bacias do rio Paraná e São Francisco (Reis, 

Albert et al. 2016), caracterizada como onívora generalista, com hábitos alimentares 

diversos, incluindo matéria vegetal, invertebrados e peixes (Lobon-Cervia and 

Bennemann 2000, Silva, Fugi et al. 2007, Hahn and Fugi 2009), sendo capaz de 

explorar mais de um nível trófico (Lobon-Cervia and Bennemann 2000, Callisto, Vono 
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et al. 2002, Silva, Fugi et al. 2007). Esse hábito alimentar oportunista é bastante 

valorizado na aquicultura pela habilidade em ingerir dietas artificiais inclusive em 

tanques redes (Ramos 2009), o que facilita a criação em cativeiro. Também possui 

características vantajosas como fácil reprodução em cativeiro e sob condições 

laboratoriais, o que possibilita o controle da fertilização artificial, vital para estudos de 

manipulação cromossômica, como é o caso da indução de peixes poliplóides (Bertolini, 

Lopez et al. 2020) e ginogenéticos (do Nascimento, Monzani et al. 2020a). Diante 

dessas características e potencialidades, pode-se considerar o mandi Pimelodus 

maculatus como uma espécie de dupla aptidão, ou seja, uma espécie de laboratório e de 

aquicultura, servindo, portanto, para as ciências básicas e aplicadas.  

 

1.4.2 Prochilodus lineatus 

 

Dentre os peixes que se distribuem na região Neotropical, a ordem 

Characiformes se destaca como uma das mais ricas em quantidade de espécies, sendo 

representada atualmente por 23 famílias e mais de mil espécies descritas (Arcila, Ortí et 

al. 2017). A família Prochilodontidae está inserida na ordem Characiformes e é 

composta atualmente por três gêneros (Ichthyolephas, Prochilodus e Semaprochilodus) 

e 21 espécies válidas, amplamente distribuídas pela região Neotropical (Castro and Vari 

2004, Fricke 2022). Dentre estas espécies, o Prochilodus lineatus (Valenciennes, 1836), 

popularmente conhecido como curimbatá, é um peixe de ampla distribuição nas bacias 

da América do Sul (Castro and Vari 2004), distribuído na bacia do Prata (Paraná, 

Paraguai, Uruguai, Rio De La Plata, entre outros). É um peixe migrador de grandes 

distâncias, capaz de percorrer milhares de quilômetros em época reprodutiva (Godoy 

1975). Possui hábito alimentar iliófago, consumindo finas partículas de lodo, com 

sedimentos, detritos inorgânicos e diatomáceas (Fugi, Hahn et al. 1996). Por ser um 
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peixe que se alimenta na base da cadeia, exerce função importante no fluxo de energia e 

ciclagem de nutrientes no ecossistema (Bowen 1983). Apresenta uma única desova por 

temporada com alta fecundidade, fecundação externa e ausência de cuidado parental 

ativo (Lowe-McConnell 1999). O curimbatá é uma espécie explorada comercialmente e 

representa um dos recursos de água doce mais importantes da América do Sul (Ros, 

Sverlij et al. 1998, Avigliano, Pisonero et al. 2017). Também é uma das preferidas pela 

pesca artesanal e esportiva (Alho 2008), explorada na Argentina, Brasil, Bolívia, 

Paraguai e Uruguai. Estas características fizeram do curimbatá uma importante espécie 

para diversos estudos (Croux 1992), como criopreservação de sêmen (Di Chiacchio, 

Almeida et al. 2017), manipulação cromossômica (Yasui, Nakaghi et al. 2020), 

preparação de embriões para micromanipulação (Coelho, Isaac et al. 2019) e trabalhos 

pilotos como receptor de células germinativas primordiais (Carvalho, Coelho et al. 

2022). 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Geral: 

⮚ Estabelecer protocolos de tetraploidização e ginogênese em Pimelodus 

maculatus e Prochilodus lineatus, que poderão facilitar a produção de lotes 

monossexuais e triploides de ambas às espécies. 

 

2.2 Específicos: 

⮚ Obter peixes tetraploides empregando choques de temperatura a fim de inibir a 

primeira divisão celular;  

⮚ Obter lotes ginogenéticos de mandi Pimelodus maculatus fertilizando oócitos 

com sêmen de lambari Astyanax altiparanae geneticamente inativado e 

reconstituindo a ploidia através de choque térmico; 

⮚ Avaliar soluções de estocagem para manutenção de sêmen de curimbatá P. 

lineatus, visando sua utilização na produção de animais ginogenéticos. 

⮚ Identificar a solução de estocagem que apresenta maior capacidade de 

fertilização de oócitos de curimbatá P. lineatus. 

⮚ Obter lotes ginogenéticos de curimbatá P. lineatus fertilizando oócitos com 

sêmen homologo geneticamente inativado e reconstituindo a ploidia através de 

choque térmico. 

⮚ Identificar o mecanismo de determinação do sexo do P. maculatus e P. lineatus, 

analisando a proporção sexual nos ginogenéticos resultantes.  
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3 ESTRUTURAÇÃO DA TESE 

 

Tendo em vista os objetivos acima, este trabalho foi dividido em quatro 

capítulos. No Capítulo I foi obtido um protocolo de tetraploidização no mandi 

Pimelodus maculatus utilizando choque de temperatura, sendo observada uma 

porcentagem de 73,3% de larvas tetraploides resultantes. Os resultados foram 

confirmados por citometria de fluxo e citogenética, porém a sobrevivência dos 

descendentes foi observada somente até o segundo dia após a eclosão. 

No capítulo II foi estabelecido um protocolo de indução a peixes ginogenéticos 

no mandi Pimelodus maculatus. Inicialmente, oócitos foram ativados com 

espermatozoide de lambari Astyanax altiparanae inativados geneticamente e a diploidia 

restabelecida por meio de choque de temperatura. Os resultados são confirmados por 

citometria de fluxo e citogenética e análise molecular. Os peixes foram criados até a 

fase adulta, quando é realizada a análise de proporção sexual. 

No Capítulo III, foi obtido um protocolo de tetraploidização no curimbatá 

Prochilodus lineatus utilizando choque de temperatura, onde a maior porcentagem de 

indivíduos tetraploides alcançada foi de 72,0%. Os resultados foram confirmados por 

citometria de fluxo e citogenética. 

No Capítulo VI, foi estabelecido um protocolo de indução a peixes 

ginogenéticos no curimbatá Prochilodus lineatus, utilizando gametas homólogos. 

Inicialmente, foi estabelecida uma solução de imobilização do sêmen para a espécie e a 

faixa de irradiação ideal para inativação dos espermatozoides que garanta a fertilização. 

Posteriormente, a diploidização foi consolidada por meio de choque de temperatura e os 

resultados são confirmados por citometria de fluxo e citogenética e análise molecular. 
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CAPÍTULO I: Indução de mandi Pimelodus maculatus tetraploides 

utilizando choque térmico  

 

Neste primeiro capítulo, o objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo 

eficaz de indução à tetraploidização na espécie Pimelodus maculatus através de choques 

térmicos em diferentes tempos para impedir a primeira divisão celular. 

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia de Peixes, situado 

no Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio), do Centro 

Nacional de Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais (CEPTA), na cidade de 

Pirassununga/SP, com aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal do 

CEPTA (CEUA/Cepta, #10/2015) e SISBIO 55725-1. 

1 MATERIAL E MÉTODOS  

1.1 Origem dos parentais, indução hormonal e fertilização in vitro 

Foram utilizados casais da espécie Pimelodus maculatus capturados no Rio 

Mogi Guaçu no município de Pirassununga-SP (21° 55 '45" S, 47° 22' 21" O). As 

fêmeas foram selecionadas identificando características como papila urogenital 

avermelhada e ventre abaulado e juntamente com os machos foram mantidas em caixas 

circulares de fibra de vidro de 200L, com renovação constante da água na taxa de 5 x 

por hora, temperatura entre 25°C e 29°C.  

Nas fêmeas, a indução hormonal foi feita em duas doses com hipófise 

desidratada de carpa (HDC), sendo a primeira dosagem de 0,5 mg kg
-1

 e a segunda, 

aplicada seis horas depois, de 5 mg kg
-1

. Nos machos foi aplicada apenas uma dose de 5 

mg kg
-1

, junto a segunda indução das fêmeas (Bertolini, Lopez et al. 2020). 
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Os gametas foram coletados cerca de 6-8 horas após a indução hormonal. Para 

isso, as fêmeas foram anestesiadas com Eugenol (200 mg L
-1

) (Biodinâmica, Ibiporã, 

Brasil) e os oócitos extrusados em recipientes de vidro secos, evitando a hidratação dos 

mesmos. Devido a morfologia das gônadas, o que impossibilita a coleta dos gametas 

através de pressão manual na cavidade celomática, os machos foram eutanasiados com 

Eugenol (400 mg L
-1

) (Biodinâmica, Ibiporã, Brasil) para excisão das gônadas, as quais 

foram maceradas em solução de MEM (Minimum Essential Medium Eagle) (Sigma-

Aldrich #SLB 5132, St. Louis, USA) para imobilização dos espermatozoides. Para a 

fertilização, o sêmen diluído em solução de MEM foi adicionado à massa de ovos e os 

gametas ativados pela adição de água. 

1.2 Tetraploidização através de choque de temperatura  

Para cada repetição (n = 3), a massa de ovos fertilizados foi dividida em seis 

incubadoras flutuantes (recipientes plásticos com fundo de malha de nylon de 100 µm) 

com temperatura controlada a 26°C, sendo uma incubadora para cada tratamento 

experimental. O grupo controle diploide permaneceu na temperatura de 26°C durante 

todo o desenvolvimento embrionário e os outros cinco grupos foram submetidos ao 

choque térmico de 38°C em diferentes minutos pós-fertilização (mpf). Os choques 

foram iniciados com 11, 13, 15, 17 e 19 mpf com duração de 2 minutos e 

posteriormente incubados a 26°C até a eclosão. A temperatura de 38°C utilizada no 

procedimento foi baseada no trabalho desenvolvido por Bertolini, Lopez et al. (2020). 

1.3 Desenvolvimento e sobrevivência das larvas  

Foram calculadas as porcentagens de sobrevivência durante o desenvolvimento 

embrionário até a eclosão e de larvas normais e anormais resultantes de todos os 
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tratamentos experimentais. Para isso, de cada tratamento, uma pequena alíquota de 

embriões foi coletada e mantida em placas de Petri de diâmetro de 100 mm dentro de 

uma incubadora do tipo B.O.D. com temperatura ajustada para 26°C até a eclosão. Os 

tratamentos foram monitorados através de estereomicroscópio (Nikon SMZ 1500, 

Tokyo, Japão) nos estágios de 2-células, blástula, gástrula, somito, e eclosão. Os 

embriões mortos foram retirados a cada estágio para não prejudicar a qualidade da água 

e após a eclosão foram contabilizados os números de larvas normais e anormais 

resultantes de cada tratamento. Imagens digitais foram obtidas utilizando uma câmera 

CCD (Ds-F1, Nikon, Tóquio, Japão) acoplada ao estereomicroscópio e capturadas 

através do software (Nis-Ar Elements, Nikon, Tokyo, Japão).  

1.4 Avaliação da ploidia através de Citometria de Fluxo 

A análise de citometria de fluxo para a confirmação da ploidia foi realizada em 

larvas recém-eclodidas, para avaliar o melhor tratamento para tetraploidização de P. 

maculatus. Um total de três repetições foram avaliadas. Vinte larvas foram coletadas 

aleatoriamente de cada tratamento e analisadas de acordo com o protocolo desenvolvido 

por Xavier, Senhorini et al. (2017). As amostras foram colocadas separadamente em 

microtubos de 1.5 ml (Corning axygen, #010921V2, Brasil) contendo 120 µL solução 

para enucleação (9,53 mM MgSO4.7 H2O; 47,67 mM KCl; 15 mM Tris; 74 mM de 

Sacarose e 0,6% de Triton X-100) e posteriormente, para coloração dos núcleos, foi 

adicionado 800 µL de solução de 0,01% de 4,6 Dimidine 2 Phenylidone Di-

Hydrochloride (DAPI). As amostras foram filtradas em telas de nylon de 30 µm e o 

conteúdo de DNA foi então medido em citômetro de fluxo (CyFlow Ploidy 

Analyzer,Partec, GMBh, Alemanha). A ploidia de todas as amostras foi confirmada por 
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comparação com um controle haploide (espermatozoides de machos diploides da 

espécie Astyanax altiparanae). 

1.5 Confirmação da ploidia através da citogenética 

A citogenética foi realizada em embriões seguindo o protocolo descrito por 

(Sato, Jorge et al. 2020). Inicialmente, foram feitos pools contendo três embriões de P. 

maculatus de cada um dos três tratamentos que apresentaram maiores porcentagens de 

descendentes tetraploides e incubados em solução de colchicina 0,007% durante 4 

horas. Posteriormente, as amostras foram dissociadas em placas de Petri, contendo 7 ml 

de solução hipotônica de KCl (0,075 M). O material foi transferido para tubos de 

centrífuga e em estufa a 37°C por 21 min e submetido ao processamento de rotina em 

citogenética através da coloração com Giemsa (5%) (Foresti, Oliveira et al. 1993). As 

lâminas foram visualizadas em microscópio (Nikon Ni, Tokyo, Japan) por meio do 

software Nis-Ar Elements (Nikon, Tóquio, Japão), sendo as imagens geradas utilizadas 

para contagem dos cromossomos. 

1.6 Análise estatística  

Os dados são mostrados como média ± erro padrão. Foram realizadas três 

repetições do experimento, cada uma com diferentes fontes de gametas. Os dados foram 

verificados quanto à normalidade com o teste Liliefor’s e em seguida comparados entre 

si por teste ANOVA, seguido de teste Tukey (α = 0,05). As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software Statistica 10 (Statisoft Inc., Tulsa, EUA). 
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2 RESULTADOS 

2.1 Desenvolvimento embrionário e sobrevivência  

 Os dados de desenvolvimento embrionário dos tratamentos submetidos a 

choques de temperatura para tetraploidização de P. maculatus estão descritos na Tabela 

1. Não foram observadas diferenças na sobrevivência dos tratamentos nas fases de 

fertilização (P = 0,9888), 2 células (P = 0,9884) e blástula (P = 0,9655).  No estágio de 

gástrula foi observada diferença significativa, onde os tratamentos 17’ e 19’ 

apresentaram queda nas taxas de sobrevivência (47,7 ± 11,4%
 
e 25,5 ± 7,0%) quando 

comparados com os demais grupos (Tabela 1). Resultados semelhantes foram 

observados nas fases de somito e eclosão, com porcentagens de sobrevivência menores 

para os tratamentos 17’ (14,2 ± 9,4% e 10,6 ± 9,5%) e 19’ mpf (12,4 ± 4,3% e 11,0 ± 

4,8%) respectivamente. Após a eclosão também foi observada diferença significativa, 

onde o grupo controle e os tratamentos de 11’, 13’ e 19’ mpf apresentaram maiores 

porcentagens de larvas normais (92,8 ± 5,7%; 95,9 ± 2,7%; 83,4 ± 2,5%; 78,2 ± 12,9%), 

e menor sobrevivência de larvas normais nos tratamentos 15’ e 17’ mpf (63,2 ± 12,7%
 
e 

33,3 ± 0,0%). Em todos os tratamentos foram observadas porcentagens de larvas 

anormais, inclusive no tratamento controle, porém sem diferença significativa (Tabela 

1). 
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2.2 Análise da ploidia por citometria de fluxo 

Para análise de citometria de fluxo, o conteúdo médio de DNA dos grupos 

controle diploide e dos grupos tratados com choque de temperatura, foram comparados 

com o do sêmen de A. altiparanae (utilizado como controle haploide). Na Figura 1, é 

ilustrado um histograma de citometria de fluxo mostrando o conteúdo relativo de DNA 

de uma larva recém-eclodida de P. maculatus do grupo controle diploide (Figura 1A) e 

do grupo tetraploide (Figura 1B).  

A análise da ploidia através da citometria de fluxo mostrou que dos cinco grupos 

tratados com choque de temperatura, quatro (13’, 15’, 17’ e 19’ mpf) apresentaram 

descendentes tetraploides (Tabela 2). Os menores percentuais de indivíduos tetraploides 

foram observados nos tratamentos 13’ (41,6%), 17’ (31,6%) e 19’ (3,3%) mpf. O 

tratamento que proporcionou a maior porcentagem de tetraploides foi o de 15’ mpf 

(73,3%). 

2.3 Confirmação da ploidia através da citogenética 

 

Os resultados da citogenética mostraram que peixes diploides (Figura 2A) 

apresentaram 56 cromossomos metafásicos. Por outro lado, no grupo submetido a 

choque de temperatura, foram observados 112 cromossomos, confirmando que os 

mesmos são tetraploides (Figura 2B). 
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Tabela 1. Desenvolvimento e sobrevivência do Mandi, Pimelodus maculatus, após tratamentos com choque térmico para indução a tetraploidia
1
. 

 

 

¹Ovócitos recém-fertilizados  submetidos a choques térmicos 11, 13, 15, 17 e 19 mpf a 38° por 2 min. Após o tratamento, os ovos foram incubados a 26ºC. O grupo de 

controle indica ovos intactos mantidos a 26ºC (sem tratamento). As porcentagens e o número de ovos resultam de três repetições, cada uma usando diferentes fontes de 

gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença significativa (ANOVA; P < 0,05). mpf: minutos pós-fertilização. 

          

Tratamentos 

(mpf) 

Não-fertilizados 

(%)  

2-células 

(%) 

Blástula 

(%)  

Gástrula  

(%) 

Somito 

(%)  

Eclosão  

(%) 

Normal  

(%) 

Anormal 

(%) 

Total de 

ovos 

Controle 3,1 ± 2,7
a
 96,8 ± 2,8

a
 96,2 ± 3,4

a
 95,3 ± 2,9

a
 88,6 ± 4,5

ab
 76,1 ± 14,0

a
 92,8 ± 5,7

a
 7,2 ± 5,7

a
 344 

11' 2,6 ± 1,8
a
 97,4 ± 1,8

a
 97,1 ± 2,1

a
 95,4 ± 1,3

a
 92,2 ± 2,3

a
 88,3 ± 7,5

a
 95,9 ± 2,7

a
 4,1 ± 4,6

a
 336 

13' 3,0 ± 1,3
a
 97,0 ± 1,3

a
 97,0 ± 1,3

a
 94,3 ± 0,8

a
 85,3 ± 4,6

ab
 80,3 ± 3,2

a
 83,4 ± 2,5

a
 16,6 ± 2,5

a
 349 

15' 4,3 ± 2,2
a
 95,6 ± 2,2

a
 95,6 ± 2,2

a
 87,7 ± 4,3

a
 64,7 ± 6,5

b
 55,9 ± 3,4

a
 63,2 ± 12,7

ab
 36,8 ± 12,7

a
 342 

17' 4,7 ± 4,3
a
 95,3 ± 4,3

a
 93,8 ± 4,2

a
 47,7 ± 11,4

b
 14,2 ± 9,4

c
 10,6 ± 9,5

b
 33,3 ± 0,0

b
 66,7 ± 0,0

a
 356 

19' 3,1 ± 2,3
a
 96,9 ± 2,3

a
 95,8 ± 3,0

a
 25,5 ± 7,0

b
 12,4 ± 4,3

c
 11,0 ± 4,8

b
 78,2 ± 12,9

a
 27,2 ± 12,9

a
 367 

P - VALOR 0,9888 0,9884 0,9655 0,0000 0,0000 0,0000 0,0009 0,1836 
 

Tese de Doutorado 
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Tabela 2.  Porcentagens de indivíduos tetraploides de Pimelodus maculatus analisados através de 

citometria de fluxo, resultantes de tratamentos de choque de temperatura 11’, 13’, 15’, 17’ e 19’ mpf
1
. 

  Ploidia 
tetraploides (%) 

Tratamentos 2n 4n 

Controle 60 0 0,0% 

11' 51 9 15,0% 

13' 35 25 41,6% 

15' 16 44 73,3% 

17' 21 19 31,6% 

19' 58 2 3,3% 

 
1
Análise realizada em larvas recém-eclodidas dos tratamentos testados. O grupo de controle indica ovos 

intactos mantidos a 26ºC (sem tratamento). As porcentagens resultam de três repetições, cada uma usando 

diferentes fontes de gametas. mpf: minutos pós-fertilização. 
 

 

Figura 1. Histograma ilustrativo de citometria de fluxo mostrando o conteúdo relativo de DNA de uma 

larva recém-eclodida de Pimelodus maculatus do grupo controle diploide (A) e do grupo tetraploide (B). 

1: espermatozoide (haploide) de Astyanax altiparanae. 2: grupo controle diploide. 3: grupo tetraploide. 
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Figura 2. Cromossomos metafásicos de exemplares de espécie Pimelodus maculatus. A. Controle 

diploide com 56 cromossomos. B. Descendentes tetraploides com 112 cromossomos. Escala: 10 µm. 

 

3 DISCUSSÃO 

  

 Neste estudo, foi desenvolvido um protocolo para produção de indivíduos 

tetraplóides de P. maculatus utilizando choque de temperatura impedindo a segunda 

divisão celular. Este resultado é muito interessante para aquicultura, já que peixes 

tetraploides podem ser utilizados como fonte de gametas diploides (Piferrer, Beaumont 

et al. 2009) para a produção em massa de triploides estéreis ou  ginogênese (Liu, Zhang 

et al. 2022), sem os efeitos prejudiciais do choque térmico, o qual reduz a sobrevivência 

(Lebeda and Flajshans 2015, García, Yasui et al. 2017, Carman, Hartami et al. 2022). 

Estudo prévio mostrou que fêmeas triploides da espécie P. maculatus são estéreis e 

apresentam maior rendimento de carcaça (Bertolini et al, no prelo), fato que confirma a 

importância de se obter tetraploides para produção em massa de triploides nesta espécie.  

O trabalho realizado por Arashiro, Yasui et al. (2018) sobre desenvolvimento 

embrionário de P. maculatus mostraram que a primeira clivagem ocorre 30 min após a 

fertilização (a 26°C). Sendo assim, o tempo para início do choque térmico foi 

padronizado com base na unidade tau (t0) que é a duração em minutos de um ciclo 
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mitótico durante a clivagem embrionária síncrona (Shelton, Mims et al. 1997, 

Gomelsky 2003). Portanto, os choques de temperatura foram calculados próximos a 

pró-metáfase da primeira clivagem, relatado como momento ideal para indução de 

tetraploides (Sakao, Fujimoto et al. 2006, Fujimoto, Sakao et al. 2013). Ademais, a 

temperatura do choque térmico utilizada foi a mesma descrita por (Bertolini, Lopez et 

al. 2020) para triploidização de P. maculatus (38 °C por 2 min), tal procedimento 

resultou no percentual de 96,7% descendentes triploides. A combinação de informações 

deram suporte para o desenvolvimento da metodologia e subsequentes resultados do 

presente estudo.  

A maior porcentagem de indivíduos tetraploides alcançada foi de 73,3% com 

tempo de choque de 15 mpf. No entanto, foi observada sobrevivência das larvas até no 

máximo dois dias após a eclosão. A baixa sobrevivência de indivíduos tetraploides é 

comumente relatada em outras espécies (Sakao, Fujimoto et al. 2006) e pode estar 

relacionada ao mosaicismo, aneuploidia, desenvolvimento assincrônico ou alta 

homozigose (Zhang and Onozato 2004, Fujimoto, Sakao et al. 2013). Similar ao 

observado neste trabalho, outros estudos também relataram que, apesar da eclosão de 

larvas tetraploides, estas não apresentaram potencial de sobrevivência e morreram logo 

após a eclosão, primeira alimentação ou ainda antes de atingirem a maturação sexual, 

Stizostedion vitreum (Malison, Held et al. 2001), Oncorhynchus masou (Sakao, 

Fujimoto et al. 2003, Sakao, Fujimoto et al. 2006), Heteropneustes fossilis (Haniffa, 

Sridhar et al. 2004), Rhodeus uyekii (Gil, Kong et al. 2016), Scophthalmus maximus 

(Meng, Liu et al. 2021). De acordo com (Sakao, Fujimoto et al. 2006) esses resultados 

sugerem que a mortalidade de embriões tetraploides não é um efeito colateral do choque 

aplicado, mas resultado da própria elevação do status de ploidia, de diploidia para 

tetraploidia.  
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Outros estudos apontam possíveis efeitos deletérios no metabolismo celular 

resultante da elevação da ploidia, como redução da área de superfície (Pandian and 

Koteeswaran 1998). O aumento do conteúdo de DNA celular resultante da 

poliploidização leva ao concomitante crescimento do tamanho nuclear e celular, mas 

redução do número de células em alguns órgãos, o que pode limitar inclusive o sistema 

imunológico. No caso da triploidia, essas alterações afetam características biológicas e 

fisiológicas causando efeitos como deterioração do crescimento (Benfey and Sutterlin 

1984, Solar, Donaldson et al. 1984), reduções do número de células em cada órgão 

(Swarup 1959), número de eritrócitos (Sezaki, Watabe et al. 1983), concentração de 

células sanguíneas circulantes (Sadler, Wells et al. 2000), a quantidade total de 

hemoglobina no sangue (Benfey and Sutterlin 1984, Graham, Fletcher et al. 1985), 

capacidade de transporte de oxigênio (Graham, Fletcher et al. 1985, Sadler, Wells et al. 

2000) e metabolismo celular (Virtanen, Forsman et al. 1990). Em relação aos 

tetraploides tem sido relatada alta anormalidade nas larvas, morfologia anormal, 

incluindo flexão do corpo, edema, sistema vascular deficiente e outras condições que 

certamente deram origem a distúrbios fisiológicos letais (Sakao, Fujimoto et al. 2003, 

Sakao, Fujimoto et al. 2006).  

Em Salmonídeos, assim como em outras espécies como Scophthalmus maximus, 

demonstram ter baixa tolerância a alteração da ploidia (diploidia para tetraploidia) e a 

sobrevivência dos descendentes mostraram não depender apenas dos efeitos colaterais 

da indução a tetraploidia (Sakao, Fujimoto et al. 2006, Meng et al., 2021). Variáveis, 

como qualidade dos gametas também podem dificultar a indução a tetraploidização 

podendo ser decisivas para obter um protocolo efetivo (Hershberger and Hostuttler 

2007; Piferrer et al. 2009).  



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

44 
 

Em conclusão, o presente trabalho demonstrou que a tetraploidia pode ser 

induzida, porém não origina indivíduos adultos e reprodutores viáveis, sendo tal 

procedimento, até o momento, letal na espécie P. maculatus. Desse modo, futuros 

estudos são necessários para esclarecer a causa desta mortalidade e buscar possíveis 

soluções para produção de tetraploides em P. maculatus.  
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CAPÍTULO II: Indução de mandi Pimelodus maculatus ginogenéticos 

 

O segundo capítulo teve como objeto elaborar um protocolo eficaz de indução à 

ginogênese na espécie Pimelodus maculatus utilizando gametas heterólogos. 

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia de Peixes, situado 

no Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio), do Centro 

Nacional de Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais (CEPTA), na cidade de 

Pirassununga/SP, com aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal do 

CEPTA (CEUA/Cepta, #10/2015) e SISBIO 55725-1. 

1 MATERIAL E MÉTODOS 

1.1 Origem dos peixes parentais 

Foram utilizados quatro casais da espécie P. maculatus (mandi) capturados no 

Rio Mogi Guaçu na cidade de Pirassununga-SP (21°55’45” S, 47°22’21” O) e machos 

da espécie A. altiparanae (lambari do rabo amarelo) provenientes do plantel existente 

no CEPTA/ICMBio, Pirassununga, São Paulo, Brasil (21°55’58” S, 47°22’31” O), 

mantidos em viveiros de 350 m
2
.  

1.2 Indução hormonal, coleta de gametas heterólogos e indução à ginogênese  

 

Para indução à ginogênese na espécie P. maculatus, foram utilizados gametas 

heterólogos, oócitos de Mandi P. maculatus e espermatozoides geneticamente 

inativados de lambari do rabo amarelo Astyanax altiparanae. A captura, manejo, 

indução hormonal dos reprodutores e coleta de gametas de P. maculatus foram 

realizadas conforme descrito no item 1.1 do Capítulo I. O sêmen de Astyanax 
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altiparanae foi obtido de acordo com o protocolo desenvolvido por Yasui, Senhorini et 

al. (2015). Para isso, os machos foram induzidos hormonalmente com dose única de 

hipófise desidratada de carpa (HDC) na concentração de 3 mg kg
-1

. Dez horas depois, os 

peixes foram anestesiados com Eugenol (200 mg L
-1

) (Biodinâmica, Ibiporã, Brasil) e o 

sêmen coletado com auxílio de pipeta de 1000 µL (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e 

imediatamente transferido para um tubo de 1,5 mL contendo 400 µL de solução de 

Ringer (128.3 mM NaCl, 23.6 mM KCl, 3.6 mM CaCl2, 2.1 mM MgCl2) a fim de 

imobilizar os espermatozoides. A motilidade espermática foi avaliada de acordo com 

protocolos anteriores (Yasui, Senhorini et al. 2015) e as amostras com motilidade superior 

a 80% foram mantidas a 2,5 °C para posterior irradiação. Para irradiação, foi utilizado 

um pool de sêmen coletado de dois machos e geneticamente inativados em luz UV (254 

nm) a 80 mJ/cm
2 

 (do Nascimento, Monzani et al. 2020a) (Figura 1A). Os tratamentos 

realizados foram: 1) Oócitos de P. maculatus fertilizados com sêmen da mesma espécie 

(controle diploide); 2) Oócitos de P. maculatus fertilizados com sêmen de lambari A. 

altiparanae inativado (grupo haploide); 3) Oócitos de P. maculatus e sêmen de lambari 

inativado e submetido a choque de temperatura (2 min após fertilização, durante 2 min, 

38°C) (Figura1C), dando origem a uma prole de ginogenéticos diploides (Figura 1D). 

Os procedimentos acima foram realizados separadamente utilizando gametas de 

reprodutores diferentes, o que resultou em quatro repetições.  
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Figura 1. Desenho esquemático das etapas de produção de peixes ginogenéticos. Espermatozoides 

heterólogos de Astyanax altiparanae irradiados (A) são utilizados para fertilizar oócitos de fêmeas de 

Pimelodus maculatus (B), seguido pelo choque de temperatura para inibir a liberação do segundo 

corpúsculo polar (C) e produção de prole ginogenética 2n (D). 

 

1.3 Desenvolvimento embrionário, sobrevivência e avaliação da ploidia através 

de citometria de fluxo 

Para o cálculo das porcentagens de sobrevivência durante o desenvolvimento 

embrionário até a eclosão e de larvas normais e anormais resultantes de todos os 

tratamentos experimentais, os procedimentos foram os mesmos descritos no item 1.3 do 

Capítulo I. 
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A verificação da ploidia foi realizada através de citometria de fluxo seguindo o 

protocolo publicado por Xavier, Senhorini et al. (2017) conforme descrito no item 1.4 

do Capítulo I.  

1.4 Confirmação da ploidia através da citogenética 

Juvenis dos grupos controle e ginogonético diploide foram injetados com 

fermento biológico, e posteriormente o rim cranial foi retirado para processamento de 

rotina em citogenética através da coloração com Giemsa (5%) (Foresti, Oliveira et al. 

1993). As lâminas foram visualizadas em microscópio (Nikon Ni, Tokyo, Japan) por 

meio do software Nis-Ar Elements (Nikon, Tóquio, Japão), sendo as imagens geradas 

utilizadas para contagem dos cromossomos. 

No grupo com descendentes haploides, devido às anormalidades que causam a 

morte das larvas antes ou logo após a eclosão, a citogenética foi realizada em embriões 

na fase de somito seguindo o protocolo descrito por (Sato, Jorge et al. 2020) com 

algumas modificações. Inicialmente, foram feitos três pools contendo cinco embriões de 

P. maculatus haploides cada e incubados em solução de colchicina 0,007% durante 4 

horas. Após o período de incubação, o córion foi removido utilizando solução de 

enzima pronase 0,03% (Sigma
®
, #P8811) diluído em solução de Ringer (128.30 mM 

NaCl, 2.60 mM KCl, 1.80 mM CaCl2) durante 30 segundos. Posteriormente, os 

embriões foram sacrificados e dissociados em placas de Petri, contendo 7 ml de solução 

hipotônica de KCl (0,075 M). O material foi transferido para tubos de centrífuga e 

colocados na estufa a 37°C por 21 min. Os passos seguintes foram os mesmos 

realizados nos juvenis, processamento de rotina em citogenética através da coloração 

com Giemsa (5%) (Foresti, Oliveira et al. 1993). 
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1.5 Confirmação da ginogênese por genotipagem 

 

A confirmação da paternidade (herança materna para ginogenéticos) foi 

realizada através de genotipagem. Após a coleta dos gametas (oócitos e 

espermatozoides), uma pequena amostra de nadadeira dos parentais foi coletada, 

identificada e congelada a -80ºC até a extração do DNA genômico.  Para extração do 

DNA genômico dos descendentes dos grupos controle e ginogenéticos diploide foram 

coletadas e utilizadas amostras frescas de nadadeiras.  

Para os testes de paternidade foram utilizados “primers” específicos para a 

amplificação de regiões de microssatélites desenhados para o lambari A. altiparanae 

(Zaganini, Hashimoto et al. 2014) e para o mandi P.maculatus (Paiva and Kalapothakis 

2008). As sequências genéticas dos primers utilizados estão expressas na tabela abaixo 

(Tabela 1). Para tal, o DNA foi extraído dos parentais (mandi macho e fêmea) e de dois 

machos de lambari, assim como de oito exemplares de cada tratamento (controle e 

ginogenético); utilizando o kit comercial Wizard Genomic DNA Purification Kit 

(PROMEGA #A1120, Madison, EUA) seguindo as instruções do fabricante. O DNA 

extraído foi quantificado através de um espectrofotômetro QIAxpert (Quiagen, Hilden, 

Alemanha). Foi montada uma reação em cadeia da polimerase (PCR), utilizando 200 ng 

de DNA de cada amostra. A PCR foi realizada nas seguintes condições de ciclagem: 

inicialmente a reação foi incubada por 5 minutos a 94ºC e seguida de 35 ciclos de 

amplificação (94ºC durante 45 segundos, 55ºC durante 30 segundos e 72ºC por 30 

segundos) e extensão 72ºC por 10 minutos, utilizando termociclador (Multigene 

Gradient, Labnet International, Edison, EUA). Os produtos de amplificação foram 

analisados por eletroforese em duble gel de poliacrilamida a 4% e 12%, e corados com 5 

µL SYBER Safe (Invitrogen #S33102, São Paulo, Brasil) durante 3 minutos, 

visualizadas em transluminador de ultravioleta (ENDUROTM GDS, Labnet 
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International, Inc). Posteriormente, as imagens foram digitalizadas com o sistema de 

foto digitalização (Enduro
TM

 GDS, Labnet internacional, Inc).  Os tamanhos dos 

fragmentos amplificados foram verificados pela comparação com o marcador de 50-pb 

(Gold Biotechnology#D100-500, EUA) e 1Kb DNA ladder (Invitrogen#10787018, São 

Paulo, Brasil). 

Tabela 1. Primers de microssatélite utilizados na amplificação DNA do mandi (Pimelodus maculatus) e o 

lambari (Astyanax altiparanae). 

 

Loci Primers (5′–3′) Tamanho (pb) 

Mandi 07 
F: 5'-TGAGGCTTTCTGGAGGAGAC-3'                                      

R: 5'-CCTCAGCCTTGGTTGTGATT-3' 
127–182 

Asty 23 
F: 5'-TCAATGGAACCTATGGACAAC-3'                                         

R: 5'-GTGGGAAGTAGCCTAATAAATA-3' 
160 

1.6 Proporção sexual  

A proporção sexual dos descendentes ginogenéticos foi realizada através de 

visualização macroscópica das gônadas. Devido à diferença morfológica entre gônadas 

de machos e fêmeas, torna-se possível realizar a confirmação do sexo sem necessidade 

de análise histológica (Figura 2). 

 

 

Figura 2. Visualização macroscópica das gônadas de mandi, Pimelodus maculatus, fêmea (A) e macho 

(B). Escala: 1000 µm. 
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1.7 Análise estatística  

Os dados são mostrados como média ± EP. Os experimentos foram realizados 

em quatro repetições, cada uma com diferentes fontes de gametas. Os dados foram 

verificados quanto à normalidade com o teste Liliefor’s e em seguida comparados entre 

si por teste ANOVA, seguido de teste Tukey (α = 0,05). As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software Statistica 10 (Statisoft Inc., Tulsa, EUA). 

 

2. RESULTADOS 

2.1 Desenvolvimento embrionário, sobrevivência e avaliação da ploidia  

Os dados dos estágios de desenvolvimento embrionário dos tratamentos 

descritos para indução a ginogênese em P. maculatus estão descritos na Tabela 2. Não 

foi observada diferença significativa entre o grupo haploide e o ginogenético para 

porcentagem de oócitos não fertilizados (P = 0,9995), em estágio de 2-células (P = 

0,9995), blástula (P = 0,9890), gástrula (P= 0,9819) e somito (P= 0,2956), por outro 

lado, o tratamento controle apresentou porcentagens de sobrevivência mais altas para os 

mesmos estágios. A sobrevivência do grupo controle foi significativamente maior (85,2 

± 4,2%), quando comparada aos demais tratamentos, ginogenético (15,4 ± 1,7%) e 

haploide (3,4 ± 4,1%). Na eclosão, o grupo controle apresentou a maior porcentagem de 

larvas normais (94,7 ± 0,4%) (Figura 2A) em relação ao tratamento ginogenético (53,9 

± 9,5%). Para larvas anormais, não houve diferença entre os tratamentos (P = 0,2652).   
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2.2 Avaliação da ploidia através de citometria de fluxo 

Conforme esperado, os resultados mostraram que todos os indivíduos do grupo 

fertilizado com sêmen irradiado (sem choque) eram haploides (Figura 3A). O conteúdo 

médio de DNA do grupo controle (Figura 3B) foi semelhante ao observado para 

indivíduos do grupo ginogenéticos (Figura 3C). Além disso, a avaliação da ploidia dos 

grupos através de citogenética mostraram indivíduos dos grupos controle e 

ginogenéticos com 56 cromossomos (Figura 4A e 4B), e indivíduos do grupo haploide 

com 28 cromossomos (Figura 4C). 

2.3 Confirmação da ginogênese por genotipagem 

Para o primers Asty 23, descrito para o lambari (A. altiparanae), foram 

visualizadas somente amplificações de DNA dos parentais da mesma espécie (L1 e 

L2♂) (Figura 5). No entanto, o DNA dos parentais de P. maculatus (macho e fêmea), 

assim como o grupo controle e ginogenéticos, não foram visualizadas amplificações 

para primer o Asty 23 (Figura 5). 

 Para o primers mandi 07, não foi observada amplificação de DNA dos parentais 

de lambari (A. altiparanae) (L1 e L2♂) (Figura 7). Para os parentais da mesma espécie 

(P. maculatus) e para os descendentes ginogenéticos, assim como o grupo controle, 

foram observadas amplificações do DNA. No entanto, foi observada uma diferença no 

tamanho da amplificação da banda entre os parentais de P. maculatus (macho e fêmea), 

onde os exemplares do grupo ginogenético amplificaram somente a altura da banda da 

fêmea, diferente do grupo controle que amplificou a banda de ambos parentais (Figura 

6). Confirmando assim a herança exclusivamente materna dos descendentes.  
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2.4 Proporção sexual  

Conforme demonstrado na Tabela 3, a proporção sexual dos indivíduos 

ginogenéticos de R1, R2 e R3 foi feminina. Surpreendentemente, na R4 foram 

observados no grupo ginogenético, dois exemplares do sexo masculino.  
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Tese de Doutorado 

 

 

 

Tabela 2. Desenvolvimento e sobrevivência de Mandi, Pimelodus maculatus, após tratamento com choque térmico para indução da ginogênese
1
. 

 

 

¹ Ovócitos P. maculatus recém-fertilizados  com sêmen da mesma espécie (Controle), com sêmen de A altiparanae irradiado com luz UV (Haploide) e com sêmen de A. 

Altiparanae irradiado e diploidizado com choque de temperatura à  38° por 2 min (Ginogenético). Após o tratamento, os ovos foram incubados a 26ºC. As porcentagens e o 

número de ovos resultam de quatro repetições, cada uma usando diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença significativa 

(ANOVA; P < 0,05) 

          

Tratamentos 

Não-fertilizados 

 (%)  

2-células 

(%) 

Blástula 

(%)  

Gástrula 

 (%) 

Somito 

 (%) 

Eclosão  

(%) 

Normal 

(%) 

Anormal 

(%) 

Total de 

ovos 

Controle 5,6 ± 3,4
a
 94,4 ± 3,4

a
 92,5 ± 4,4

a
 90,4 ± 3,8

a
 87,6 ± 4,7

a
 85,2 ± 4,2

a
 94,7 ± 0,4

a
 5,3 ± 0,3

a
 461 

Haploide 47,5 ± 10,6
b
 52,5 ± 10,6

b
 51,4 ± 10,5

b
 39,8 ± 12,2

b
 31,8 ± 10,9

b
 3,4 ± 4,1

b
 0,0 ± 0,0

b
 100,0 ± 0,0

a
 466 

Ginogenético 47,9 ± 11,0
b
 52,1 ± 11,0

b
 49,8 ± 10,8

b
 37,8 ± 10,3

b
 19,1 ± 2,9

b
 15,4 ± 1,7

c
 53,9 ± 9,5

b
 46,1 ± 9,5

a
 467 

P - valor 0,0102 0,0102 0,0066 0,0011 0,0000 0,0000 0,0014 0,2652 
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Figura 3. Histograma de citometria de fluxo mostrando o conteúdo relativo de DNA de uma larva recém-

eclodidas de Pimelodus maculatus do grupo haploide (A), do grupo controle diploide (B) e do grupo 

ginogenéticos (C). 1: grupo haploide. 2: espermatozoide (haploide) de Astyanax altiparanae. 3:grupo 

controle diploide. 4: grupo ginogenéticos diploide. 
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Figura 4. Cromossomos metafásicos de exemplares de espécie Pimelodus maculatus. A. Controle 

diploide com 56 cromossomos. B. Diploides ginogenéticos com 56 cromossomos. C. Haploides com 28 

cromossomos. Escala: 10 µm. 

 

 

Figura 5. Visualização dos produtos amplificados de Pimelodus maculatus ginogenéticos induzido por 

espermatozoide de Astyanax altiparanae irradiados com luz UV e choque térmico. M1: Marcador 50 pb; 

M♀: Mandi P. maculatus fêmea; M♂: Mandi P. maculatus macho; L1♂:Lambari A. altiparanae macho ; 

L2♂: Lambari A. altiparanae macho; G1-G7: Descendentes do grupo ginogenético; C1-C7: Descendentes 

do grupo controle; M2: Marcador 1Kb. Amostras de descendentes da Repetição 1 (Seção 1.1) utilizando 

primers Asty 26 (160 pb) (Zaganini et al., 2014). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Figura 2. Visualização dos produtos amplificados de Pimelodus maculatus ginogenéticos 

induzido por espermatozoide de Astyanax altiparanae irradiados com luz UV e choque térmico. M1: 

Marcador 50 pb; M♀: Mandi P. maculatus fêmea; M♂: Mandi P. maculatus macho; L1♂:Lambari A. 

altiparanae macho ; L2♂: Lambari A. altiparanae macho; G1-G7: Descendentes do grupo ginogenético; 

C1-C7: Descendentes do grupo controle; M2: Marcador 1Kb. Amostras de descendentes da Repetição 1 

(Seção 1.1) utilizando primers Mandi 07 (127–182 pb) (Paiva and Kalapothakis 2008). 
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Tabela 3. Proporção sexual de controle diploide e ginogenético diploide de Pimelodus maculatus. 

 

Repetições 

Sexo 

Controle 2n Ginogenético 2n 

Fêmea  Macho Fêmea Macho 

R1 7 12 8 0 

R2 4 16 7 0 

R3 10 10 13 0 

R4 12 8 20 2 

 

 

3 DISCUSSÃO  

 

 No presente estudo, foi desenvolvido pela primeira vez um protocolo para 

indução à ginogênese utilizando-se espermatozoides heterólogos para fertilização de 

oócitos do mandi amarelo (P. maculatus). Os espermatozoides heterólogos do lambari 

do rabo amarelo (A. altiparanae) foram irradiados com luz UV e posteriormente o 

estado diploide dos descendentes foi restaurado através de choque de temperatura, 

obtendo proles 100% ginogenéticas.  

A otimização da irradiação com luz UV é a primeira e indispensável etapa para a 

indução da ginogênese (Piferrer, Beaumont et al. 2009). A inativação dos 

espermatozoides de A altiparanae foi realizada de acordo com o protocolo descrito por 

(do Nascimento, Monzani et al. 2020a) sendo irradiado com luz UV (254 nm) a 80 

mJ/cm
2
. Tal procedimento requer a inativação do genoma dos espermatozoides sem 

comprometer a capacidade de fertilização (Dietrich, Szpyrka et al. 2005). Nos 

espermatozoides, a irradiação causa a fragmentação do DNA (Dietrich, Szpyrka et al. 

2005), o que deve levar a nenhuma contribuição genética paterna nos descendentes.  
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A inativação do genoma paterno sem restaurar o estado diploide resulta em 

descendentes haploides e anormais, o que indica que a inativação dos espermatozoides 

foi eficiente. A condição haploide é conhecida como “síndrome haploide" (Suzuki, 

Oshiro, et al 1985), na qual as larvas apresentam diversas anormalidades e morrem 

durante o desenvolvimento embrionário, antes ou logo após a eclosão (Tvedt, Benfey et 

al. 2006, Pan, Zhu et al. 2017). Como esperado, as larvas do tratamento haploide do 

presente trabalho morreram durante o desenvolvimento embrionário ou logo após 

eclosão, confirmando a eficiente inativação dos espermatozoides. Desse modo, para a 

indução à ginogênese, o estado diploide deve ser restaurado pelo emprego de choques 

térmicos, ou de pressão (Komen and Thorgaard 2007, Manan, Hidayati et al. 2020).  

No presente estudo, para diploidização, foi aplicado o mesmo choque (38°C; 2 

min) descrito por (Bertolini, Lopez et al. 2020) para indução de triploides na espécie P. 

maculatus. Assim, os indivíduos ginogenéticos meióticos foram obtidos pela retenção 

do segundo corpúsculo polar. A ginogênese meiótica é uma ferramenta interessante para 

produção de homozigotos em peixes, uma vez que apresenta maior sobrevivência do 

que a ginogênese mitótica (Komen and Thorgaard 2007), como demonstrado em outros 

estudos (Arai 2001, Jiang, Liu et al. 2017).  

Os resultados do presente trabalho mostraram que a indução à ginogênese na 

espécie P. maculatus utilizando espermatozoides heterólogos é vantajosa, pois não 

foram identificados híbridos entre a prole descendente, obtendo uma prole 100% 

ginogenética. Em algumas espécies como peixe de coral (Epinephelus fuscoguttatus) e 

carpa capim (Ctenopharyngodon idella) onde foram utilizados espermatozoides 

heterólogos os diploides/triploides híbridos produzidos foram diferentes 

morfologicamente dos diploides ginogenéticos, obtendo-se proles ginogenéticas com 

52.1% e 54.2% respectivamente (Zheng, Wang et al. 2017, Zhang, Yi et al. 2023). 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

61 
 

A ginogênese é uma técnica de manipulação cromossômica que também pode 

ser utilizada para investigar o sistema de determinação do sexo (Komen and Thorgaard 

2007). Dessa forma, também é conhecida na aquicultura por possibilitar a produção de 

lotes femininos em diferentes espécies de peixes (Emefe and Sorhue 2014), como 

observado em lambari Astyanax altiparanae (do Nascimento, Monzani et al. 2020a), 

Siniperca chuatsi (Cheng, Yu et al. 2019), Silurus lanzhouensis (Li, Lian et al. 2022) e 

Salmo coruhensis (Özdemir and Ekici 2022). No presente estudo, três repetições 

tiveram proporções sexuais de 100% fêmeas. No entanto, uma quarta repetição 

apresentou dois descendentes do sexo masculino, referente a 10% da prole. Os 

resultados evidenciam que P. maculatus é uma espécie com predominância de 

homogamia feminina (fêmea XX, macho XY). Resultados similares foram encontrados 

no bagre (Pseudobagrus ussuriensis), apresentando-se três machos entre os 

descendentes (Pan, Zhu et al. 2017) ou em lambari (A. altiparanae) onde foram 

encontrados machos ginogenéticos com capacidade de fertilização (Lázaro, Rocha et al. 

2021).  

Entre as possíveis razões que podem influenciar a presença de machos 

ginogenéticos são os fatores ambientais, como temperatura, pH, densidade, fotoperíodo 

ou a presença de loci autossômicos ou poligênicos que participam na determinação e 

diferenciação do sexo (Pan, Zhu et al. 2017, Fernandino and Hattori 2019, Martinez-

Bengochea, Doretto et al. 2020). Embora todos os exemplares tenham sido mantidos nas 

mesmas condições. 

A indução à ginogênese na espécie P. maculatus também foi confirmada por 

genotipagem através de microssatélites. Este tipo de análise mais precisa, foi utilizada 

para confirmar a ginogênese em outras espécies, Astyanax altiparanae (do Nascimento, 

Monzani et al. 2020a), Siniperca chuatsi (Cheng, Yu et al. 2019) e Silurus lanzhouensis 
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(Li, Lian et al. 2022). A seleção de primers específicos para cada espécie foi importante 

para garantir diferentes tamanhos de bandas e os resultados mostraram que os 

indivíduos ginogenéticos analisados herdaram somente alelos maternos, sugerindo que a 

herança genética foi totalmente materna.  

Na análise citogenética foi observada a presença de 56 cromossomos nos 

exemplares ginogenéticos resultantes, a mesma quantidade encontrada nos exemplares 

do grupo controle, confirmando os dados da citometria de fluxo, de que os 

ginogenéticos são diploides. Sendo assim, os três métodos de avaliação da técnica 

combinados (citometria de fluxo, citogenética e genotipagem), cada um com uma 

vantagem particular, confirmam a eficácia do protocolo estudado. 

Por fim, neste estudo foi estabelecido um protocolo eficiente para indução da 

ginogênese meiótica no mandi P. maculatus, utilizando espermatozoides heterólogos do 

lambari do rabo amarelo A. altiparanae irradiado com luz UV (254 nm) a 80 mJ/cm
2
 e 

diploidização utilizando choque de temperatura de (38°C;  2 min) 2 minutos pós 

fertilização. A aplicação do protocolo resultou em descendentes ginogenéticos com 

predominância de fêmeas, sugerindo um sistema de determinação do sexo XX-XY. Esse 

foi o primeiro protocolo de ginogênese em um siluriforme Neotropical. Além disso, o 

protocolo estabelecido poderá ser aplicado na geração de linhagens monossexuais e 

clonais para ciências básicas e aplicadas.  

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

63 
 

4- REFERÊNCIAS 

 

Arai, K. (2001). "Genetic improvement of aquaculture finfish species by chromosome 

manipulation techniques in Japan." Aquaculture 197(1-4): 205-228. 

 

Bertolini, R. M., L. S. Lopez, N. F. do Nascimento, D. R. Arashiro, D. H. de Siqueira 

Silva, S. C. A. dos Santos, J. A. Senhorini and G. S. Yasui (2020). "Strategies for 

aquaculture and conservation of Neotropical catfishes based on the production of 

triploid Pimelodus maculatus." Aquaculture International 28(1): 127-137. 

 

Cheng, W., X. Yu, K. Yang, J. Tong, S. Zhu, Q. Wang, R. Xia, B. Li, B. Fu and G. 

Deng (2019). "Meiotic gynogenesis with heterologous sperm in the mandarin fish 

Siniperca chuatsi and evidence for female homogamety." Aquaculture Research 50(11): 

3286-3294. 

 

Dietrich, G., A. Szpyrka, M. Wojtczak, S. Dobosz, K. Goryczko and A. Ciereszko 

(2005). "Effects of UV irradiation and hydrogen peroxide on DNA fragmentation, 

motility and fertilizing ability of rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) spermatozoa." 

Theriogenology 64(8): 1809-1822. 

 

do Nascimento, N. F., P. S. Monzani, M. Pereira-Santos, D. Niedzielski, J. A. 

Senhorini, L. A. Silva, L. S. O. Nakaghi and G. S. Yasui (2020a). "The first case of 

induced gynogenesis in Neotropical fishes using the yellowtail tetra (Astyanax 

altiparanae) as a model organism." Aquaculture 514: 734432. 

 

Emefe, O. and U. Sorhue (2014). Gynogenesis: An effective way of controlling fis h 

population and increasing profit in aquaculture, Conference paper/38 th Anual GSN 

conference/Genetics Public Awareness and …. 

 

Fernandino, J. I. and R. S. Hattori (2019). "Sex determination in Neotropical fish: 

Implications ranging from aquaculture technology to ecological assessment." General 

and Comparative Endocrinology 273: 172-183. 

 

Foresti, F., C. Oliveira and L. F. de Almeida-Toledo (1993). "A method for 

chromosome preparations from large fish specimens using in vitro short-term treatment 

with colchicine." Experientia 49(9): 810-813. 

 

Jiang, H., H. Liu, G. Wang, X. Zhang, J. Bao and L. Jiang (2017). "Fast development of 

genetically uniform strains by gynogenesis in Japanese flounder (Paralichthys 

olivaceus)." Aquaculture Research 48(5): 2032-2038. 

 

Komen, H. and G. H. Thorgaard (2007). "Androgenesis, gynogenesis and the 

production of clones in fishes: a review." Aquaculture 269(1-4): 150-173. 

 

Lázaro, T. M., N. R. d. A. Rocha, P. S. Monzani, L. S. O. Nakaghi, J. A. Senhorini, G. 

S. Yasui and N. F. d. Nascimento (2021). "Sperm quality of spontaneously occurring 

gynogenetic males in the yellowtail tetra Astyanax altiparanae." Journal of Applied 

Ichthyology 37(6): 909-915. 

 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

64 
 

Li, L., Z. Lian, W. Xiao, L. Xing, Y. Liu, Q. Sai, Z. Yu, Y. Tian, Y. Wang and Z. Liu 

(2022). "Induction of meiotic gynogenesis in Lanzhou catfish (Silurus lanzhouensis) 

with heterologous sperm and evidence for female homogamety." Aquaculture Research. 

 

Manan, H., A. N. Hidayati, N. A. Lyana, A. Amin-Safwan, H. Ma, N. A. Kasan and M. 

Ikhwanuddin (2020). "A review of gynogenesis manipulation in aquatic animals." 

Aquaculture and Fisheries. 

 

Martinez-Bengochea, A., L. Doretto, I. Rosa, M. Oliveira, C. Silva, D. Silva, G. Santos, 

J. Santos, M. Avelar and L. Silva (2020). "Effects of 17β-estradiol on early gonadal 

development and expression of genes implicated in sexual differentiation of a South 

American teleost, Astyanax altiparanae." Comparative Biochemistry and Physiology 

Part b: Biochemistry and Molecular Biology 248: 110467. 

 

Özdemir, R. C. and A. Ekici (2022). "Improved induction of meiotic gynogenesis in 

Coruh trout, Salmo coruhensis." Aquaculture Research 53(12): 4327-4337. 

 

Paiva, A. L. B. and E. Kalapothakis (2008). "Isolation and characterization of 

microsatellite loci in Pimelodus maculatus (Siluriformes: Pimelodidae)." Molecular 

ecology resources 8(5): 1078-1080. 

 

Pan, Z. J., C. K. Zhu, H. Wang, G. L. Chang, H. Y. Ding, X. G. Qiang and X. S. Yu 

(2017). "Induction of meiotic gynogenesis in bagrid catfish (Pseudobagrus ussuriensis) 

with homologous sperm and its confirmation for female homogamety." Aquaculture 

Research 48(11): 5659-5665. 

 

Piferrer, F., A. Beaumont, J.-C. Falguière, M. Flajšhans, P. Haffray and L. Colombo 

(2009). "Polyploid fish and shellfish: production, biology and applications to 

aquaculture for performance improvement and genetic containment." Aquaculture 

293(3): 125-156. 

 

Sato, L., P. Jorge, V. Mastrochirico-Filho, M. Hata, S. Batlouni, R. Kuradomi, F. Porto-

Foresti, F. Foresti and D. Hashimoto (2020). "Triploidy in tambaqui Colossoma 

macropomum identified by chromosomes of fish larvae." Journal of Aquaculture & 

Marine Biology 9(3): 65-69. 

 

Suzuki, R., Oshiro, T., Nakanishi, T., 1985. Survival, growth and fertility of 

gynogenetic diploids induced in the cyprinid loach, Misgurnus anguillicaudatus. 

Aquaculture 48, 45–55. 

 

Tvedt, H. B., T. J. Benfey, D. J. Martin-Robichaud, C. McGowan and M. Reith (2006). 

"Gynogenesis and sex determination in Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus)." 

Aquaculture 252(2-4): 573-583. 

 

Xavier, P. L. P., J. A. Senhorini, M. Pereira-Santos, T. Fujimoto, E. Shimoda, L. A. 

Silva, S. A. Dos Santos and G. S. Yasui (2017). "A Flow Cytometry Protocol to 

Estimate DNA Content in the Yellowtail Tetra Astyanax altiparanae." Front Genet 8: 

131. 

 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

65 
 

Yasui, G. S., J. A. Senhorini, E. Shimoda, M. Pereira-Santos, L. S. O. Nakaghi, T. 

Fujimoto, L. Arias-Rodriguez and L. A. Silva (2015). "Improvement of gamete quality 

and its short-term storage: an approach for biotechnology in laboratory fish." animal 

9(3): 464-470. 

 

Zaganini, R. L., D. T. Hashimoto, L. H. G. Pereira, C. Oliveira, F. F. Mendonca, F. 

Foresti and F. Porto-Foresti (2014). "Isolation and characterization of microsatellite loci 

in the Neotropical fish Astyanax altiparanae (Teleostei: Characiformes) and cross-

species amplification." Journal of genetics 93(1): 24-27. 

 

Zhang, Z., H. Yi, Y. Su, C. Huang, X. Wei, Q. Chen, J. Chen, H. Li, S. Bi and H. Lai 

(2023). "Hydrostatic pressure shock induced diploid/tetraploid mosaic in mandarin fish 

(Siniperca chuatsi), with the observation of embryo development and change in body 

spots." Aquaculture 563: 738989. 

 

Zheng, G., C. Wang, D. Guo, X. Jiang and S. Zou (2017). "Ploidy level and 

performance in meiotic gynogenetic offsprings of grass carp using UV-irradiated blunt 

snout bream sperm." Aquaculture and Fisheries 2(5): 213-219. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

66 
 

Capítulo III: Indução à tetraploidização do curimbatá (Prochilodus 

lineatus) 

 

 

Neste terceiro capítulo, o objetivo do trabalho foi estabelecer um protocolo 

eficaz de indução à tetraploidização no curimbatá (Prochilodus lineatus) através de 

choque térmico em diferentes tempos a fim de inibir a primeira divisão celular. 

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia de Peixes, 

localizado na Instituição anteriormente mencionada (CEPTA/ICMBio), na cidade de 

Pirassununga/SP, com aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal do 

CEPTA (CEUA/Cepta, #10/2015) e SISBIO 31836-9. 

 

1 MATERIAL E MÉTODOS  

 

1.1 Origem dos peixes parentais 

 

     Para indução a tetraploidização foram utilizados dois lotes de peixes da espécie 

Prochilodus lineatus (curimbatá). O primeiro lote (Lote 1), composto por três casais 

provenientes do plantel existente no Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de 

Peixes Continentais (ICMBio/CEPTA), Pirassununga, São Paulo, Brasil (21°55’58” S, 

47°22’31” O) mantidos em tanques de alvenaria (20 x 20m). O segundo lote (Lote 2) de 

peixes, também composto por três casais, foram capturados  no Rio Mogi Guaçu, 

município de Pirassununga-SP (21°55’45” S, 47°22’21” O), entre os meses de outubro e 

dezembro de 2022, utilizando-se tarrafas de nylon de malha de 5 cm entre nós.  
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1.2 Seleção dos reprodutores, indução hormonal e fertilização in vitro 

 

A seleção dos reprodutores foi feita através de características como papila 

urogenital avermelhada e ventre abaulado nas fêmeas e nos machos, liberação de sêmen 

sob leve pressão abdominal e emissão de sons reprodutivos. Durante o período de 

indução hormonal, os peixes dos dois lotes foram acondicionados em tanques de 

alvenaria com capacidade para 3000 L de água, com renovação constante, vazão 

aproximada de 20 litros por minuto e temperatura entre 25°C e 29°C.  

Nas fêmeas provenientes do Cepta/ICMBio (Lote 1), a indução hormonal foi 

feita em duas doses com hipófise desidratada de carpa (HDC), sendo a primeira 

dosagem de 0,5 mg kg
-1

 e a segunda, aplicada seis horas depois, de 5 mg kg
-1

. Nos 

machos, foi aplicada dose única de 5 mg kg
-1

, juntamente com a segunda indução das 

fêmeas. Nos peixes (fêmeas e machos) provenientes do Rio Mogi Guaçu (Lote 2), foi 

aplicada uma única dose de 5 mg kg
-1

, já que estavam bem aptos para a reprodução e 

estavam respondendo melhor à indução com este procedimento.  

Os gametas foram coletados cerca de 6 - 8 horas após a indução hormonal (Lote 

1- após a segunda dose e Lote 2- após a dose única). Para isso, as fêmeas foram 

anestesiadas com Eugenol (200 mg L
-1

) (Biodinâmica, Ibiporã, Brasil) e os oócitos 

extrusados em recipientes secos, evitando a hidratação dos mesmos. O sêmen foi 

coletado após leve pressão manual na cavidade celomática, no sentido crânio-caudal, 

com auxílio de uma micropipeta de 1000 µL (Eppendorf, Alemanha), transferido para 

um tubo Tubo de centrífuga 15 mL (Ciencor Scientific #352096, Tamaulipas, México) e 

imediatamente alocado dentro de uma caixa de isopor contendo gelo (~5°C). Para a 

fertilização in vitro, o sêmen foi adicionado à massa de ovos e os gametas ativados pela 

adição de água. 
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1.3 Tetraploidização através de choque de temperatura 

 

Para indução de tetraplóides na espécie P. lineatus foi realizado o mesmo 

procedimento nos Lotes 1 e 2. Cada desova foi realizada separadamente, resultando em 

três repetições para cada lote de peixes. (Lote 1- Cepta / ICMBio e Lote 2- Rio Mogi 

Guaçu). 

Para cada repetição, a massa de ovos fertilizados foi dividida em oito 

incubadoras flutuantes (recipientes plásticos com fundo de malha de náilon de 100 µm) 

com temperatura controlada a 26°C, sendo uma incubadora para cada tratamento. O 

grupo controle diploide permaneceu na temperatura de 26°C durante todo o 

desenvolvimento embrionário e os outros sete grupos foram submetidos ao choque 

térmico de 40°C em diferentes minutos pós-fertilização (mpf). Os choques foram 

iniciados com 26, 28, 30, 32, 34, 36 e 38 mpf com duração de 2 minutos e 

posteriormente incubados a 26°C até a eclosão. A temperatura de 40°C utilizada no 

procedimento foi baseada no trabalho desenvolvido por Yasui, Nakaghi et al. (2020). 

 

1.4 Desenvolvimento embrionário e sobrevivência  

 

 

Foram calculadas as porcentagens de sobrevivência durante o desenvolvimento 

embrionário até a eclosão e de larvas normais e anormais resultantes de todos os 

tratamentos experimentais. Para isso, de cada tratamento, pequenas alíquotas de 

embriões foram coletadas e transferidas para incubadoras flutuantes de 100 µm de 

diâmetro, identificadas e mantidas em aquários de 60L de água com recirculação 

constante, oxigenação e temperatura controlada (26°C). Os tratamentos foram 
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monitorados através de estereomicroscópio (Nikon SMZ 1500, Tokyo, Japão) nos 

estágios de 2-células, blástula, gástrula, somito, e eclosão. Os embriões mortos foram 

retirados a cada estágio para não prejudicar a qualidade da água e após a eclosão foram 

contabilizados os números de larvas normais e anormais resultantes de cada tratamento.  

 

1.5 Avaliação da ploidia através de Citometria de Fluxo e Citogenética 

 

 

A análise de citometria de fluxo foi realizada em larvas recém-eclodidas, para 

identificar o melhor tempo de choque de temperatura após fertilização para indução a 

tetraploidização entre os sete tratamentos testados. Para isso, o procedimento foi 

realizado seguindo o protocolo publicado por (Xavier, Senhorini et al. 2017) descrito no 

item 1.4 do Capítulo I.  

 A citogenética foi realizada em larvas recém eclodidas seguindo o protocolo 

descrito por Sato, Jorge et al. (2020) e Foresti, Oliveira et al. (1993) conforme descrito 

no item 1.5 do Capítulo I.  

 

1.6 Análise estatística  

        Os dados são mostrados como média ± EP. Os experimentos foram realizados em 

quatro repetições, cada uma com diferentes fontes de gametas. Os dados foram 

verificados quanto à normalidade com o teste Liliefor’s e em seguida comparados entre 

si por teste ANOVA, seguido de teste Tukey (α = 0,05). As análises estatísticas foram 

realizadas utilizando o software Statistica 10 (Statisoft Inc., Tulsa, EUA). 
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2 RESULTADOS 

 

2.1 Desenvolvimento embrionário e sobrevivência 

 

Os dados de desenvolvimento embrionário dos tratamentos de choques de 

temperatura para tetraploidização, realizado com reprodutores provenientes do 

CEPTA/ICMBio (Lote 1) estão descritos na Tabela 1. Não foram observadas diferenças 

significativas entre os tratamentos nas fases de 2 células (P = 0,6341), blástula (P = 

0,9760), gástrula (P = 0,2280). No entanto, foi observada menor sobrevivência dos 

descendentes resultantes dos tratamentos submetidos ao choque de temperatura nas 

fases de somito (P = 0,000112) e eclosão (P = 0,0000), apresentando diferença 

significativa quando comparados com o grupo controle.  

Com exceção dos tratamentos 26’ e 28’, que apresentaram baixa porcentagem ou 

nenhuma sobrevivência, 0,0 ± 0,0 e 0,3 ± 0,3 respectivamente, todos os demais 

tratamentos apresentaram descendência de larvas anormais, inclusive no tratamento 

controle (25,6 ± 4,7), porém sem diferença significativa (Tabela 1).  

Os dados de desenvolvimento embrionário dos tratamentos de choques de 

temperatura para tetraploidização, realizado com reprodutores provenientes do Rio 

Mogi Guaçu (Lote 2) estão descritos na Tabela 2. Não foram observadas diferenças 

significativas na sobrevivência dos tratamentos nas fases de 2 células (P = 0,5232), 

blástula (P = 0,9960) e gástrula (P = 0,4780). Ao atingirem a fase de somito, todos os 

tratamentos submetidos ao choque de temperatura apresentaram uma menor 

sobrevivência, significativamente diferente (P = 0,0030) quando comparados com o 

grupo controle. Nos tratamentos de 26’ e 28’ foi observada sobrevivência superior 36,0 

± 12,9 e 35,0 ± 14,9 quando comparadas com os demais tratamentos de 30’, 32’, 34, 36’ 

e 38’. Resultados semelhantes foram observados na fase de eclosão, com porcentagem 
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de sobrevivência significativamente maior no grupo controle (71,2 ± 3,2%) quando 

comparado com os tratamentos submetidos ao choque de temperatura (P = 0,0000). 

Embora o grupo controle tenha apresentado maior porcentagem de larvas normais 

resultantes (92,6 ± 2,1%), não foi observada diferença significativa entre os tratamentos. 

A descendência de larvas anormais foi observada em todos os tratamentos, porém sem 

diferença significativa (P = 0,2758) (Tabela 2). 

 

2.2 Análise da ploidia por citometria de fluxo e citogenética 

 

 

Para análise de citometria de fluxo, o conteúdo relativo de DNA dos grupos 

controle diploide e dos grupos tratados com choque de temperatura, foram comparados 

com o do sêmen de A. altiparanae (utilizado como controle haploide).  

A análise mostrou que todos os descendentes submetidos a choque térmico 

provenientes de reprodutores do CEPTA/ICMBio (lote 1) resultaram em larvas 

diploides. No entanto, resultados diferentes foram observados quando reprodutores do 

Rio Mogi Guaçu foram utilizados (Lote 2). Em todos os tratamentos, com exceção do 

choque aos 38’mpf, apresentaram descendentes tetraploides (Tabela 3). Os tratamentos 

de 26’, 28’ e 30’ mpf apresentaram porcentagens maiores de larvas tetraploides, com 

52%, 72% e 50%, respectivamente. Além de descendentes tetraploides, foi observado, 

em todos os tratamentos, a presença de mosaicismo (2n/4n), sendo a maior porcentagem 

encontrada no tratamento 34’ mpf (30%).  

Na Figura 1, é ilustrado um histograma de citometria de fluxo mostrando o 

conteúdo relativo de DNA de uma larva recém-eclodida de P. lineatus do grupo 

controle diplóide (Figura. 1A), do grupo tetraploide (Figura. 1B) e dos mosaicos 

diploide/tetraploide (Figura. 1C).  
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Os resultados da citogenética mostraram que os peixes diploides (Figura. 2A) 

apresentaram 54 cromossomos metafásicos. Por outro lado, no grupo submetido a 

choque de temperatura, foram observados 108 cromossomos, confirmando que os 

mesmos são tetraploides (Figura. 2B). 
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Tabela 1. Desenvolvimento e sobrevivência de Prochilodus lineatus descendente de reprodutores provenientes do CEPTA/ICMBio (Lote 1), após tratamentos com 

choque térmico para indução a tetraploidia
1
. 

 

 

¹Ovócitos de Prochilodus lineatus recém-fertilizados e submetidos a choques térmicos aos 26, 28, 30, 32, 34, 36 e 38 mpf a 40° por 2 min. Após o tratamento, os ovos 

foram incubados a 26ºC. O grupo de controle indica ovos intactos mantidos a 26ºC (sem tratamento). As porcentagens e o número de ovos resultam de três repetições, 

cada uma usando diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença significativa (ANOVA; P < 0,05). mpf: minutos pós-

fertilização. 
 

 

 

Tratamentos 

(mpf) 

Não-fertilizados 

(%)  

2-células 

 (%) 

Blástula 

 (%)  

Gástrula 

(%) 

Somito 

 (%)  

Eclosão 

 (%) 

Normal 

 (%) 

Anormal  

(%) 

Total 

de ovos 

Controle 0,5 ± 0,3 99,5 ± 0,3 91,1 ± 1,7 67,9 ± 10,9 51,1 ± 10,2
a
 42,1 ± 7,7

a
 74,4 ± 4,7 25,6 ± 4,7 372 

26' 2,5 ± 1,6 97,5 ± 1,6 87,3 ± 4,5 18,3 ± 15,7 0,3 ± 0,3
b
 0,0 ± 0,0

b
 0,0 ± 0,0 0,0 ± 0,0 373 

28' 2,3 ± 1,6 97,7 ± 1,6 91,3 ± 5,4 25,7 ± 13,1 1,2 ± 0,4
b
 0,3 ± 0,3

b
 33,3 ± 33,3 0,0 ± 0,0 362 

30' 4,8 ± 2,5 95,2 ± 2,5 86,4 ± 6,2 28,6 ± 11,4 6,5 ± 3,4
b
 3,6 ± 2,3

b
 68,5 ± 15,8 31,5 ± 15,8 346 

32' 6,3 ± 3,1 93,7 ± 3,1 86,4 ± 6,2 38,4 ± 15,0 15,2 ± 8,5
b
 3,0 ± 1,7

b
 65,1 ± 20,6  34,9 ± 20,6  398 

34' 6,4 ± 3,8 93,6 ± 3,8 90,3 ± 4,8 26,1 ± 14,2  4,5 ± 3,8
b
 2,3 ± 2,3

b
 8,3 ± 8,3  25,0 ± 25,0  403 

36' 6,9 ± 3,3 93,1 ± 3,3 87,1 ± 4,8 26,9 ± 14,7 9,1 ± 5,5
b
 2,2 ± 1,3

b
 22,2 ± 22,2  44,4 ± 29,4 387 

38' 5,7 ± 3,5 94,3 ± 3,5  91,1 ± 3,1 20,0 ± 4,6 3,3 ± 1,7
b
 0,7 ± 0,7

b
 0,0 ± 0,0  33,3 ± 33,3  394 

P-valor 0,6336 0,6341 0,9760 0,2280 0,0001 0,0000 0,1051 0,7204 
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Tabela 2. Desenvolvimento e sobrevivência de Prochilodus lineatus descendente de reprodutores provenientes do rio Mogi Guaçu (Lote 2), após tratamentos com 

choque térmico para indução a tetraploidia
1
. 

 

 

¹Ovócitos de Prochilodus lineatus recém-fertilizados e submetidos a choques térmicos aos 26, 28, 30, 32, 34, 36 e 38 mpf a 40° por 2 min. Após o tratamento, os ovos 

foram incubados a 26ºC. O grupo de controle indica ovos intactos mantidos a 26ºC (sem tratamento). As porcentagens resultam de três repetições, cada uma usando 

diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença significativa (ANOVA; P < 0,05). mpf: minutos pós-fertilização. 

 

 

Tratamentos 

(mpf) 

Não-fertilizados  

(%)  

2-células 

 (%) 

Blástula 

 (%)  

Gástrula  

(%) 

Somito  

(%)  

Eclosão  

(%) 

Normal  

(%) 

Anormal  

(%) 

Total 

de ovos 

 Controle 6,6 ± 2,3  93,4 ± 2,3 85,8 ± 5,5 84,3 ± 5,2  80,8 ± 6,0
a
 71,2 ± 3,2

a
 92,6 ± 2,1  7,4 ± 2,1 377 

 26' 5,8 ± 1,5 94,2 ± 1,5  83,3 ± 9,3 75,2 ± 6,9  36,0 ± 12,9
ab

 10,4 ± 10,9
b
 17,3 ±10,9  82,7 ± 18,9  349 

 28' 4,6 ± 1,0 95,4 ± 1,0 85,8 ± 5,8 80,9 ± 7,1  35,0 ± 14,9
ab

 9,7 ± 1,5
b
 32,8 ± 12,6  67,2 ± 12,6  397 

 30' 7,8 ± 2,5 92,2 ± 2,5 84,9 ± 6,5 63,7 ± 16,9 26,9 ± 13,6
b
 9,9 ± 5,1

b
 31,9 ± 20,7 34,8 ± 21,8 371 

 32' 9,9 ± 2,4 90,1 ± 2,4 82,5 ± 4,7 62,5 ± 12,7 23,7 ± 8,2
b
 11,6 ± 6,2

b
 23,9 ± 16,3 42,7 ± 24,1 428 

 34' 12,3 ± 4,2 85,6 ± 5,8 78,9 ± 6,8 59,0 ± 11,0 20,3 ± 3,9
b
 6,0 ± 3,2

b
 32,5 ± 19,3 34,2 ± 20,0 407 

 36' 10,1 ± 4,0 89,9 ± 4,0 84,1 ± 5,9  69,4 ± 7,1  18,6 ± 7,3
b
 9,5 ± 8,3

b
 25,8 ± 13,3  40,8 ± 20,7 357 

 38' 6,7 ± 3,8 93,3 ± 3,8 85,3 ± 8,3 49,8 ± 18,9  6,8 ± 3,4 
b
 3,0 ± 2,7

b
 36,4 ± 31,9 30,3 ± 30,3 403 

 
P-valor 0,6249 0,5232 0,9960 0,4780 0,0030 0,0000 0,1725 0,2758 
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Tabela 3. Porcentagens de indivíduos tetraploides de Prochilodus lineatus analisados através de 

citometria de fluxo, resultantes de tratamentos de choque de temperatura a 26’, 28’, 30’, 32’, 34’, 36’ e 38 

mpf
1
. 

  Ploidia 

tetraploides 

(%) 

mosaico 

2n/4n (%) 
Tratamentos 2n 4n 

mosaico 

2n/4n 

Controle 45 0 0 0% 0% 

26' 5 13 7 52% 28% 

28' 7 28 4 72% 10% 

30' 11 15 4 50% 13% 

32' 19 12 9 30% 23% 

34' 20 1 9 3% 30% 

36' 22 3 8 9% 24% 

38' 13 0 2 0% 13% 

1 Análise realizada em larvas recém-eclodidas dos tratamentos testados. O grupo de controle indica ovos 

intactos mantidos a 26ºC (sem tratamento). As porcentagens resultam de três repetições, cada uma usando 

diferentes fontes de gametas. mpf: minutos pós-fertilização. 
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Figura 1. Histograma ilustrativo de citometria de fluxo mostrando o conteúdo relativo de DNA de uma 

larva recém-eclodida de Prochilodus lineatus do grupo controle diploide (A), do grupo tetraploide (B) e 

mosaicos diploide/tetraploide (C). 1: espermatozoide (haploide) de Astyanax altiparanae. 2: grupo 

controle diploide. 3: grupo tetraploide. 
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Figura 2. Cromossomos metafásicos de exemplares de espécie Prochilodus lineatus. A. Controle diploide 

com 54 cromossomos. B. Descendentes tetraploides com 108 cromossomos. Escala: 10 µm. 

 

3 DISCUSSÃO 

 

No presente estudo, foi estabelecido um protocolo de tetraploidização no 

curimbatá (Pimelodus lineatus) através de choque de temperatura impedindo a segunda 

divisão celular. Em reprodutores provenientes do plantel existente no CEPTA/ICMBio, 

não foi possível obter descendentes tetraploides. No entanto, quando os mesmos 

procedimentos foram aplicados em reprodutores provenientes do Rio Mogi Guaçu, foi 

observada descendência de larvas tetraploides em maiores porcentagens nos tratamentos 

de 26’, 28’ e 30’ mpf, assim como uma alta porcentagem de mosaicismo (2n/4n) em 

todos os tratamentos.  

Peixes tetraploides são interessantes para pesquisa básica e aplicada, pois 

permitem a manipulação da ploidia de uma espécie. Caso produzam gametas diploides 

funcionais, é possível produzir triploides em larga escala (Alves, Yasui et al. 2022) ou 

ainda induzir peixes ginogenéticos de uma espécie (Arai and Fujimoto 2018), sem a 

necessidade de aplicar choques de temperatura ou pressão para indução a triploidização 

ou para restaurar diploidia. Tais características têm tornado os peixes tetraploides um 

modelo interessante na aquicultura devido às vantagens apresentadas em indivíduos 
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triploides, como esterilidade e maior rendimento de carcaça (do Nascimento, de 

Siqueira-Silva et al. 2017) ou no caso dos animais ginogenéticos, a produção de lotes 

monosexuais (Pan, Zhu et al. 2017, Cheng, Yu et al. 2019, do Nascimento, Monzani et 

al. 2020a). 

Em peixes neotropicais, protocolos de indução a tetraploidização são escassos, 

sendo conhecido apenas em algumas espécies, como jundiá (Rhamdia quelen) (Garcia, 

Silva et al. 2017) e o lambari de rabo amarelo (Astyanax altiparanae), onde foi possível 

coletar gametas diploides funcionais e produzir proles 100% triploides (2017, do 

Nascimento, Pereira-Santos et al. 2020b, Alves, Yasui et al. 2022). Um problema muito 

comum em protocolos de tetraploidização é a baixa sobrevivência. Em muitas espécies, 

as larvas morrem logo após ou dias após a eclosão (Malison, Held et al. 2001, Sakao, 

Fujimoto et al. 2003, Sakao, Fujimoto et al. 2006, Gil, Kong et al. 2016), na primeira 

alimentação (Haniffa, Sridhar et al. 2004) ou ainda antes de atingirem a maturação 

sexual (Meng, Liu et al. 2021). De acordo com (Sakao, Fujimoto et al. 2006), esses 

resultados sugerem que a mortalidade de embriões tetraploides não é um efeito colateral 

do choque aplicado, mas resultado da própria elevação do status de ploidia. 

Indivíduos mosaicos (2n/4n), caso sejam férteis, também podem ser uma fonte 

de gametas diploides funcionais, sendo assim uma alternativa viável caso peixes 

tetraploides férteis sejam difíceis de obter (Fujimoto, Sakao et al. 2013, Fujimoto, 

Fujimoto et al. 2020). O mosaicismo pode ocorrer de forma espontânea em populações 

de peixes cultivadas e selvagens (Nomura, Takeda et al. 2013, Fujimoto, Fujimoto et al. 

2020, Zhang, Yi et al. 2023), isto acontece devido a uma mitose anormal durante o 

desenvolvimento embrionário inicial. Em alguns embriões o centríolo filho em um dos 

dois pólos é imaturo e no outro pólo maduro, nesse o caso, o centríolo filho imaturo em 

um dos polos seria desmontado e o centríolo filho maduro no outro polo não seria 
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afetado ocasionando diferentes respostas após aplicar o choque de temperatura ou 

pressão (Zhang and Onozato 2004). Perante os resultados obtidos neste trabalho, com 

alta porcentagem de mosaicismo (2n/4n) em todos os tratamentos, características como 

sobrevivência, maturação sexual e produção de gametas se tornaram interessantes para a 

espécie. 

A qualidade dos gametas é um fator que também precisa ser considerado, por ser 

um tratamento muito agressivo, gametas de baixa qualidade podem dificultar a indução 

a tetraploidização. Alguns fatores que afetam a qualidade dos gametas podem ser 1) 

nutrição (Butts, Hilmarsdóttir et al. 2020, Yıldız, Ofori‐Mensah et al. 2021), 2) fatores 

ambientais como estresse, pH, temperatura e fotoperíodo (Schreck, Contreras-Sanchez 

et al. 2001, Bobe and Labbé 2010), ou 3) endogamia, a qual geralmente leva a uma 

diminuição na qualidade do espermatozoide ou oócito (Waters, Hard et al. 2020) e 4) 

fatores biológicos que podem ser o status social e a idade do peixe (Ciereszko, Judycka 

et al. 2020). Os processos mencionados anteriormente comumente acontecem em peixes 

criados em cativeiro, onde a variabilidade genética é reduzida (Lopera Barrero 2007, 

Rodriguez-Rodriguez, Lopera-Barrero et al. 2010). 

 Neste contexto, por ser considerada uma das espécies migratórias de maiores 

distâncias da região neotropical, o curimbatá (P. lineatus) tem sido amplamente 

utilizado em programas de repovoamento dos rios, tornando-se uma espécie modelo 

para estudos de diversidade genética em populações silvestres e de cativeiro, 

demonstrando que os animais criados em cativeiro apresentam uma menor diversidade 

genética e altas taxas de endogamia (Lopera-Barrero, Santos et al. 2016, Iwersen, 

LAZOSKI et al. 2019). Tal fator pode explicar os resultados obtidos com a aplicação da 

técnica em reprodutores provenientes do CEPTA/ICMBio, peixes de cativeiro. Além da 

indução a tetraploidização ineficaz, foi observada uma menor porcentagem de eclosão 
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do tratamento controle (42,1 ± 7,7%) quando comparado com a eclosão do controle 

(71,2 ± 3,2%) resultante de reprodutores do Rio Mogi Guaçu, peixes silvestres. Dessa 

forma, a endogamia poderia ser o fator que esteja afetando a qualidade dos gametas e 

consequentemente provocando uma baixa sobrevivência, larvas mais sensíveis ou com 

malformações, dificultando a aplicação de estratégias biotecnológicas como é o caso da 

manipulação cromossômica.  

Em suma, diversos fatores genéticos e não genéticos, sobretudo as de efeito 

materno, como a qualidade do oócito, vitelo, córion, e outros fatores não genéticos de 

efeito materno (non-genetic maternal effects – NGM) podem estar influenciando nos 

resultados ora obtidos. Embora a causa da diferença entre lotes selvagens e 

domesticados tenham propiciado resultados diferentes, com a aplicação da técnica em 

peixes proveniente do Rio Mogi Guaçu, peixes silvestres, um protocolo de 

tetraploidização foi estabelecido na espécie P. lineatus. A maior porcentagem de 

indivíduos tetraploides alcançada foi de 72,0% com tempo de choque de 28 mpf. 

Porém, futuramente serão realizados estudos para avaliar a sobrevivência e viabilidade 

dos gametas dos peixes tetraploides. 
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Capítulo IV: Estocagem de sêmen e indução a ginogênese no 

curimbatá (Prochilodus lineatus) 

 

O quarto capítulo teve como objetivo estabelecer um protocolo eficaz de indução 

à ginogênese na espécie Prochilodus lineatus utilizando gametas homólogos. Para isso, 

foram realizados três experimentos: 1) Avaliação da melhor solução de estocagem de 

sêmen para a espécie; 2) Avaliação da fertilização de oócitos com sêmen diluído em 

diferentes soluções de estocagem; 3) Indução a ginogênese fertilizando oócitos com 

sêmen irradiado com luz UV em diferentes dosagens e choque térmico para 

reconstituição da ploidia. 

O experimento foi realizado no Laboratório de Biotecnologia de Peixes, 

localizado na Instituição anteriormente mencionada (CEPTA/ICMBio), na cidade de 

Pirassununga/SP, com aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal do 

CEPTA (CEUA/Cepta, #10/2015) e SISBIO 31836-9. 

 

1 MATERIAL E MÉTODOS 

 

1.1 Experimento 1: Avaliação da melhor solução de estocagem de sêmen de 

curimbatá, Prochilodus lineatus 

 

1.1.1 Coleta de sêmen de curimbatá (Prochilodus lineatus) 

   

Para avaliação da melhor solução de estocagem de sêmen para a espécie P. 

lineatus, foram utilizados três machos provenientes do plantel existente no 

CEPTA/ICMBio. A seleção dos exemplares foi realizada no tanque de alvenaria (20 x 
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20 m) onde os mesmos são mantidos, identificando liberação de sêmen sob leve pressão 

abdominal e a emissão de sons reprodutivos. Posteriormente, os exemplares foram 

acondicionados em caixas d’água com capacidade para 1000L, com aeração constante e 

temperatura controlada de 26°C. A indução hormonal foi realizada com apenas uma 

dose com hipófise desidratada de carpa (HDC) na concentração de 5 mg kg
-1

. 

Após 8 horas, o sêmen foi coletado conforme descrito no item 1.2 do Capítulo 

III e avaliado através de um microscópio (Nikon, Tokyo, Japão) com a finalidade de 

verificar se o sêmen ativo, contaminado por urina ou água, pois os espermatozoides no 

plasma seminal são imóveis. As amostras com bom volume, isenta de contaminação e 

com boas características de motilidade foram selecionadas para a próxima séria de 

experimentos.  

 

1.1.2 Ajuste da osmolaridade das soluções de estocagem  

 

  Para estocagem do sêmen de P. lineatus sem ativação da motilidade, 

inicialmente foram testadas concentrações de 0,9, 1,0, 1,1, 1,2, 1,3 e 1,4% de NaCl. 

Para isso, 5 µL de sêmen foram diluídos em 1.995 µL de cada solução (concentração de 

7,3 x 10
7
 espermatozoides) com diferentes concentrações de NaCl. Posteriormente, ao 

identificar que a concentração 1,2% de NaCl imobilizou 100% dos espermatozoides, a 

osmolaridade da solução foi medida utilizando-se um osmômetro PZL1000 (PZL, 

Londrina-PR, Brasil), seguindo o protocolo do fabricante.  

Após identificar a osmolaridade de 380 mOsm da solução de NaCl 1,2%, todas 

as soluções de estocagem que seriam testadas foram modificadas para ficarem com a 

mesma osmolaridade. Para isto, inicialmente foi medida a osmolaridade das soluções de 

estocagem e posteriormente foi acrescentado NaCl até atingir 380 mOsm. As soluções 
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de estocagem utilizadas foram: Cloreto de sódio (NaCl) a 1,2% (Sigma-Aldrich 

#SLCC8083, St.  Louis, USA), Ringer (NaCl; KCl; CaCl2; MgCl2), D-PBS (Dulbecco's 

Phosphate-Buffered Saline) (Sigma-Aldrich #SLCK6135, St.  Louis, USA), MEM 

(Minimum Essential Medium) (Sigma-Aldrich #SLBW5132, St.  Louis, USA) e RPMI 

(Gibco #61870036, Grand Island, USA). Com a osmolaridade de todas as soluções de 

estocagem ajustadas para 380 mOsm, 5 µL de sêmen foram diluídos em 1,995 µL de 

cada solução (Figura 1A). 

 

1.1.3 Análise de motilidade e viabilidade do sêmen 

 

 

As análises de motilidade e viabilidade espermática de todas as soluções de 

estocagem foram avaliadas a cada 6 horas durante 48 horas. Durante o experimento, as 

amostras foram mantidas em incubadora do tipo B.O.D. com temperatura ajustada para 

2,5°C, sendo realizado em três repetições utilizando machos diferentes.  

Para análise da motilidade, 1µL de sêmen foi colocado sobre uma lâmina, 

devidamente limpa e com albumina bovina sérica (BSA 0,1%) (INLAB Confiança 

#1870, São Paulo, Brasil), e posteriormente foi adicionado 19 µL de água destilada para 

ativação dos espermatozoides. Os vídeos foram gravados através de um microscópio 

(Nikon, Tokyo, Japão) com câmera acoplada CCD (Nikon DSRi2, Nikon, Tokyo, 

Japão) e software NIS-Ar Elements (Nikon, Tóquio, Japão), até finalizar a motilidade 

espermática. Os vídeos foram analisados utilizando o Computer-Assisted Sperm 

Analysis (CASA) no software ImageJ (National Institutes of Health, EUA, 

http://rsb.info.nih.gov/ij/) (Wilson-Leedy e Ingermann, 2007) após a padronização para 

a espécie. Os parâmetros avaliados foram: motilidade (%), VCL (velocidade curvilínea), 

VDM (velocidade média de trajeto) e VSL (velocidade em linha reta). A análise de 
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motilidade foi avaliada entre 10 e 12 s após a ativação com análise de 1s. O 

comprimento da cabeça dos espermatozoides (μm) de cada macho (n = 3) também foi 

analisado no software image J.  

Para a análise de viabilidade dos espermatozoides, foram utilizados os corantes 

fluorescentes SYBR-14 e iodeto de propídio (PI) (kit de viabilidade espermática 

vivo/morto; Eugene, OR, EUA). Para isto, foram utilizados 10 µL de sêmen de cada 

solução de estocagem e adicionados 0,3 µL de SYBR e 0,2 µL iodeto de propídio. 

Posteriormente, 10 µL de sêmen contendo os marcadores fluorescentes foram 

visualizados e fotografados utilizando-se um microscópio (Nikon-EclipsE Ni, Tóquio, 

Japão) com câmera acoplada (Nikon DSRi2, Nikon, Tóquio, Japão) (Figura 1A). O 

número de espermatozoides vivos foi contabilizado realizando-se a contagem dos 

espermatozoides vivos (EV) e espermatozoides mortos (EM). A porcentagens foi 

realizada seguindo a fórmula: (𝐸𝑉)/(𝐸𝑉 + 𝐸𝑀) ∗ 100 = 𝐸𝑉%. 

 A concentração espermática foi realizada no início do experimento utilizando-se 

hemocitômetro. Para o cálculo, foram utilizadas amostras fixadas (Yasui, Arias-

Rodriguez et al. 2008) na concentração de 5 µL de sêmen diluído em 1.995 µL de 

formol tamponado 4%. 10 µL de cada amostra fixada foi quantificada usando câmara de 

Neubauer e microscópio (Nikon-EclipsE Ni, Tóquio, Japão). 

 

1.2 Experimento 2: Avaliação de fertilização de oócitos com sêmen diluído em 

diferentes em soluções. 

 

 

Foram utilizados quatro casais da espécie P. lineatus provenientes do plantel 

existente no Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de Peixes Continentais 

(ICMBio/CEPTA), Pirassununga, São Paulo, Brasil (21°55’58” S, 47°22’31” O), 
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mantidos em tanques de alvenaria (20 x 20m). A seleção, indução hormonal dos 

reprodutores e a coleta dos gametas foram realizadas conforme descrito no item 1.2 do 

Capítulo 3. 

Para avaliação da capacidade de fertilização, novamente 5 µL de sêmen de cada 

macho foram diluídos em 1,995 µL de cada solução de estocagem (Ringer, D-PBS, 

NaCl, RPMI e MEM). Da massa de oócitos extrusados de fêmeas de P. maculatus, 

foram coletadas com auxílio de pipeta uma Eppendorf de 1000 µL (Eppendroff, 

Hamburg, Germany) seis alíquotas de 500 µL de oócitos (~600 oócitos), o que 

corresponde aos seis tratamentos testados. Para o primeiro tratamento (grupo controle), 

5 µL de sêmen fresco foi utilizado para fertilização dos oócitos. Para os demais 

tratamentos, as alíquotas foram fertilizadas com 2 ml de sêmen diluído (concentração 

sempre padronizada em 7,3 x 10
7
 espermatozoides/mL) nas diferentes soluções de 

estocagem. 

Os gametas foram ativados pela adição de 10 mL de água, sendo misturados por 

1 min (tempo aproximado da motilidade espermática), posteriormente foram 

adicionados 50 mL de água para a hidratação dos ovos. Em seguida, cada tratamento foi 

transferido para incubadoras flutuantes de 100 mm de diâmetro e alocadas em aquários 

de 60 L de água com constante recirculação e oxigenação e temperatura controlada 

(26°C).  

Para o cálculo das porcentagens de fertilização e sobrevivência durante o 

desenvolvimento embrionário até a eclosão e de larvas normais e anormais resultantes 

de todos os tratamentos experimentais, os procedimentos foram os mesmos descritos no 

item 1.4 do Capítulo III (Figura 1B). Foram realizadas quatro repetições do presente 

experimento com diferentes reprodutores. 
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Figura 1. A) Desenho esquemático das etapas de coleta e estocagem de sêmen de Prochilodus lineatus 

em diferentes soluções. A1) Indução hormonal realizada com dose única de hipófise desidratada de carpa 

(HDC) na concentração de 5 mg kg
-1

 e coleta de sêmen com auxílio micropipeta de 1000 µL. A2) 

Utilizando uma micropipeta, 5 µL de sêmen foi diluído em 1.995 µL em cada uma das cinco soluções de 

estocagem (Ringer, D-PBS, NaCl, RPMI e MEM). A3) As amostras foram armazenadas em incubadoras 

BOD a 2,5°C durante 48 horas. A4) A análise da motilidade e viabilidade espermática das soluções 

testadas foi realizada a cada 6 horas. B) Desenho esquemático das etapas de avaliação da capacidade de 

fertilização do sêmen de P. lineatus diluído em diferentes soluções de estocagem. B1 e B2) Indução 

hormonal, coleta de sêmen e diluição em diferentes soluções conforme descrito nos itens A1 e A2. B3) 

Indução hormonal das fêmeas realizada em duas doses de HDC, na concentração de 0,5 mg kg
-1

 e 5 mg 

kg
-1

, coleta dos oócitos e fertilização dos seis tratamento testados, sendo um controle, fertilizado com 

sêmen puro e fresco e os outros cinco com sêmen diluídos nas soluções de estocagem. B4) As 

porcentagens de fertilização e sobrevivência dos tratamentos testados foram avaliadas através de 

estereomicroscópio nas fases de 2 células, blástula, gástrula, somito e eclosão. 

 

 

1.3 Experimento 3: Indução a ginogênese  

 

 

Foram utilizados quatro casais da espécie P. lineatus provenientes do Rio Mogi 

Guaçu e mantidos em tanques de alvenaria (20 x 20 m) no CEPTA/ICMBio. A seleção 

e indução hormonal dos reprodutores foram realizadas conforme descrito no item 1.2 do 

Capítulo 3. 
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Para indução à ginogênese, os gametas foram coletados separadamente. 

Primeiramente foi coletado o sêmen e 5 μL foi adicionado em cinco microtubos de 2 ml 

contendo 1.995 μL de solução de Ringer modificada (380 mOsm) para imobilização dos 

espermatozoides. Uma amostra foi mantida intacta (controle) e as demais foram 

irradiadas com luz UV (254 nm) nas intensidades de 30, 60, 90 e 120 mJ/cm
2 

(Figura 

1A). Para cada dose de radiação, a massa de oócitos foi dividida em dois grupos, 

totalizando oito tratamentos e controle, sendo então submetidas aos seguintes 

tratamentos: 1) Oócitos fertilizados com sêmen irradiado (grupo haploide) (Figura 1B) e 

2) Oócitos fertilizados com sêmen irradiado e submetido a choque de temperatura (2 

min após fertilização, durante 2 min, 40°C (Yasui, Nakaghi et al. 2020) (Figura 1C) 

dando origem a uma prole de ginogenéticos diploides (Figura 1D). No grupo controle, 

os oócitos foram fertilizados com sêmen não irradiado. Os procedimentos acima foram 

realizados separadamente utilizando diferentes reprodutores, resultando em quatro 

repetições.  
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Figura 2. Desenho esquemático das etapas de produção de peixes ginogenéticos. Espermatozoides de 

Prochilodus lineatus irradiados a 30, 60, 90 e 120 mJ/cm
2 
(A) são utilizados para fertilizar oócitos da 

mesma espécie (B), seguido pelo choque de temperatura para inibir a liberação do segundo corpúsculo 

polar (C) e produção de prole ginogenética 2n (D). 

 

 

1.3.1 Desenvolvimento embrionário, sobrevivência e avaliação da ploidia 

através de citometria de fluxo e citogenética 

 

  Foram calculadas a sobrevivência durante o desenvolvimento embrionário até a 

eclosão e de larvas normais e anormais resultantes de todos os tratamentos 

experimentais. Para isso, os procedimentos foram os mesmos descritos no item 1.4 do 

Capítulo III.  



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

92 
 

A análise em citometria de fluxo foi realizada utilizando larvas recém-eclodidas, 

para identificar o melhor tratamento de indução à ginogênese. Para isso, foram 

capturadas aleatoriamente até quinze exemplares de cada tratamento e os procedimentos 

foram realizados seguindo o protocolo publicado por (Xavier, Senhorini et al. 2017), 

conforme descrito no item 1.4 do Capítulo I.  

 A citogenética foi realizada em larvas recém eclodidas seguindo o protocolo 

descrito por (Foresti, Oliveira et al. 1993, Sato, Jorge et al. 2020) conforme descrito no 

item 1.5 do Capítulo I.  

 

1.3.2 Confirmação da ginogênese por genotipagem 

 

A confirmação da paternidade (herança materna para ginogenéticos) foi 

realizada através de genotipagem. Após a coleta de gametas (ovócitos e sêmen), uma 

pequena amostra de nadadeira foi coletada dos parentais, devidamente identificada e 

congelada a -80ºC até extração do DNA genômico. Para os descendentes dos 

tratamentos para indução da ginogênese na espécie P. lineatus, foram coletadas dez 

larvas recém eclodidas do grupo controle e dos tratamentos fertilizados com sêmen 

irradiado a 30 e 60 mJ/cm
2
. Um total de 30 amostras foram devidamente identificadas e 

congeladas a -80°C até a extração do DNA. 

As amostras foram processadas no Laboratório de Genética de Peixes, da 

UNESP Bauru. Para a extração de DNA do material coletado foi utilizando o kit 

comercial “Wizard Genomic DNA Purification Kit” (PROMEGA #A1120, Madison, 

EUA), seguindo o protocolo do fabricante. A integridade e a quantidade de DNA 

presente nas amostras foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose 1% 
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corado com corante fluorescente GelRed TM 1X (Uniscience) e visualizados em 

transiluminador de luz ultravioleta (Loccus Biotecnologia). 

 

1.3.3 Amplificação dos loci através do PCR 

 

Para confirmação de paternidade foram utilizados seis primers de microssatélites 

descritos por (Rueda, Sommer et al. 2011) para o curimbatá (P. lineatus) (Tabela 1). 

Inicialmente, a amplificação dos primers de microssatélite foi realizada utilizando o 

sistema de amplificações multiplex, levando em consideração a temperatura de 

anelamento e o tamanho de cada primer (pb).  

As reações em sistema multiplex foram realizadas contendo as seguintes 

condições: 1X Kit Qiagen Promega, 2 mM mix de primers, 30 ng de DNA com volume 

final de 15 µL. As reações foram realizadas no termociclador (Mastercycler Personal-

Eppendorf), inicialmente a reação foi submetida a uma desnaturação inicial de 95°C por 

15 min, seguida de 30 ciclos que inclui desnaturalização a 94°C por 30s, etapa de 

hibridação variando entre 52°C a 62°C por 1min e 30 s, desnaturalização a 72°C por 1 

min e extensão final a 60°C por 30 min.  

As amplificações feitas em reações padrão foram realizadas basicamente em um 

volume total de 15 μl contendo as seguintes concentrações 1X Buffer, 2,0 mM de 

MgCl2, 0,2 mM de dNTPs, 0,2μM de cada primer, 0,1U de Taq. Estas reações foram 

realizadas no termociclador (Mastercycler Personal-Eppendorf). As condições foram 

desnaturalização inicial a 95°C por 10 min, seguida de 35 ciclos que inclui uma etapa de 

desnaturalização a 94°C por 45 s, um período de hibridação variando entre 52°C a 62°C 

e uma desnaturalização a 72°C por 50 s e extensão final de 72°C por 10 minutos, para 

os loci feitos em reações padrão. 
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 Após conhecer características de cada locus, foi feita sistemas de 

sequenciamento em conjunto, levando em consideração o tamanho (pb) para cada locus.  

Seguindo as características de cada primer, cada um teve seu primer Reverse (R) 

marcado na posição 5’ com um dos seguintes fluorocromos: PET, FAM e VIC (Tabela 

2). A fluorescência para cada primer foi desenhada de forma que os loci de mesmo 

tamanho não compartilhassem o mesmo fluorocromo. As amostras amplificadas foram 

genotipadas utilizando o sequenciador ABI 3730xl DNA Analyzer (Applied 

Biosystems) e analisados no software GeneMapper versão 4.0 (Applied Biosystems). 

 

 

Tabela 1. Primers de microssatélite utilizados para amplificação DNA do curimbatá (Prochilodus 

lineatus) e posteriormente confirmação da indução a ginogênese na espécie por genotipagem. 

    

Loci  Sequência do primer (5' - 3') Tamanho (pb) Ta (°C) 
 

PL3 
F: 5' -TCTGAGCTGTGAGGAATGGA-3'      

R: 5'-AGAGCGCTCAAGCACAAGAT-3' 
185-203 50  

PL14 
F:5'-TGCCCAACACTGAAACTGAG-3'        

R: 5'-CTCATCAACCTGCCTGGAAT-3' 
104-134 61  

PL34 
F: 5' -GAGCGGATTCTCCACATGAT-3'      

R: 5' -TAATGTGCTCCCTCCCACAG-3' 
178-212 56  

PL64 
F:5'-AGAGCAACACAGGGAGGAGT-3'      

R: 5'-ACGCTCTGCTCAGCCATACT-3' 
158-180 62  

PL139 
F:5'-CAGTGGCATGATGAT TAGATGG-3'  

R: 5'-CACCTTTTGTTTGGCTTTTAGG-3'              
169-235 53  

PL190 
F: 5'-GCTTGGGAGCCTATTCATCC-3'        

R: 5'-GGGTTTCTGCACCATACAGG-3' 
197-227 62  

 

 

Tabela 2. Fluorocromos utilizados para marcação dos primers do curimbatá (Prochilodus lineatus) para 

confirmação de paternidade dos tratamentos de indução à ginogênese. 

Loci  Tamanho (pb) Ta (°C) Fluorocromo  Multiplex 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

95 
 

PL3 185-203 50 FAM 2 

PL14 104-134 61 FAM 1 

PL34 178-212 56 VIC 2 

PL64 158-180 62 VIC 1 

PL139 169-235 53 FAM 3 

PL190 197-227 62 PET 1 

 

1.4 Análise estatística  

Os dados são mostrados como média ± EP. Em relação ao número de repetições 

realizadas, os valores estão descritos na metodologia de cada etapa do experimento, 

todas com diferentes fontes de gametas. Os dados foram verificados quanto à 

normalidade com o teste Liliefor’s e em seguida comparados entre si por teste ANOVA, 

seguido de teste Tukey (α = 0,05). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o 

software Statistica 10 (Statisoft Inc., Tulsa, EUA). 

 

2 RESULTADOS  

 

 

2.1 Experimento 1: Avaliação da melhor solução de estocagem de sêmen de 

curimbatá, Prochilodus lineatus 

 

 

Imediatamente após a diluição de 5 µL de sêmen de P. lineatus em 1.995 µL das 

soluções de estocagem testadas (Ringer, D-pbs, NaCl, RPMI e MEM), foi realizada a 

primeira análise (0 horas) dos parâmetros avaliados. As soluções apresentaram 

motilidade acima de 60%, com exceção da solução de D-PBS que apresentou resultado 

significativamente diferente (P = 0,0030), atingindo menos de 50% de motilidade 
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(Figura 3A), sendo possível visualizar uma motilidade espermática lenta no início da 

ativação dos espermatozoides. Em relação à viabilidade espermática, a maior 

porcentagem foi observada na solução de RPMI (93,21%) (Figura 3B), 

significativamente diferente quando comparado com os resultados das demais soluções 

testadas (P = 0,0161). 

As análises realizadas após 12 horas de estocagem, mostraram as soluções 

atingindo até 50% de motilidade espermática, sendo a solução de NaCl a mais baixa 

(5,03%) e diferente significativamente (P = 0,0199) das demais soluções testadas 

(Figura 3A). Enquanto a viabilidade espermática, foi observada diferença significativa 

(P = 0,0022), sendo a solução de NaCl com valores mais baixos (53,06%) (Figura 3B). 

Após 24 horas de estocagem, todas as soluções apresentaram menos de 30% de 

motilidade espermática,), onde as soluções de NaCl e MEM apresentaram as 

motilidades significativamente mais baixas (P = 0,0052), com 3,83 e 9,31%, 

respectivamente (Figura 3A). Ao mesmo tempo, foi observada menor viabilidade 

espermática nas soluções de NaCl e MEM, significativamente diferente (P = 0,0005) 

quando comparada com as demais soluções (Figura 3B).  

As soluções de Ringer, RPMI e D-PBS mantiveram a motilidade espermática até 

às 48 horas de estocagem, no entanto, com baixos valores (14,69, 4,40 e 3,08%, 

respectivamente) (Figura 3A). Em relação à viabilidade, foi observada diferença 

significativa (P = 0,0001), sendo a solução de Ringer a que apresentou os maiores 

valores a (69,38%) (Figura 3B). As soluções de NaCl e MEM mantiveram a motilidade 

espermática somente até 30 e 36 horas de estocagem, respectivamente (Figura 3A).  

Em relação aos parâmetros de velocidades (VCL, VDM e VSL), as soluções de 

Ringer, RPMI, MEM e NaCl apresentaram, no início da estocagem, velocidades mais 

altas (Figura 4A-C), quando comparadas (P = 0,0339) com valores observados na 



Tese de Doutorado                                                                                              Rafaela Manchin Bertolini 

 

97 
 

solução de D-PBS. Todas as velocidades diminuíram com o decorrer do tempo de 

estocagem, observando-se diferença significativa quase sempre em cada uma delas 

(Figura 4A-C).  

 

2.2 Experimento 2: Fertilização de oócitos com sêmen diluído em diferentes em 

soluções. 

 

Os dados de desenvolvimento embrionário dos tratamentos onde a fertilização 

de oócitos com sêmen de P. lineatus diluído em diferentes soluções foram testados, 

estão descritos na Tabela 3. Foi observada diferença significativa entre os tratamentos 

nos estágio de oócitos não fertilizados (P = 0,0000), 2-células (P = 0,0000), blástula (P 

= 0,0000), gástrula (P = 0,0000), somito (P = 0,0000) e eclosão (P = 0,0000). 

O controle apresentou porcentagens de fertilização (90,6 ± 3,2%) e 

sobrevivência mais altas em todos os estágios avaliados até atingir a eclosão (79,9 ± 

4,2%). Para os testes realizados com sêmen de P. lineatus diluído, as soluções de 

Ringer, MEM e RPMI apresentaram porcentagens mais altas de fertilização (82,9 ± 3,5, 

69,1 ± 11,6 e 58,5 ± 7,9%) e eclosão (75,3 ± 4,7, 61,3 ± 12,0 e 44,6 ± 2,2%), enquanto 

nas soluções de NaCl e D-pbs, porcentagens mais baixas nos mesmos estágios foram 

observadas (31,1 ± 8,1 e 11,3 ± 5,7%) e (26,2 ± 7,2 e 8,8 ± 5,8%), respectivamente.  

Não foi observada diferença significativa para larvas normais (P = 0,4714) e anormais 

(P = 0,4714) resultantes dos tratamentos testados. 
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2.3 Experimento 3: Indução a ginogênese fertilizando oócitos com sêmen 

irradiado com luz UV em diferentes dosagens e choque térmico para reconstituição da 

ploidia. 

 

2.3.1 Desenvolvimento embrionário, sobrevivência e avaliação da ploidia 

 

Os dados de desenvolvimento embrionário dos tratamentos testados para 

indução da ginogênese em curimbatá (Prochilodus lineatus) estão descritos na Tabela 4. 

Foi observada diferença significativa entre os tratamentos em todos os estágios de 

desenvolvimento, oócitos não fertilizados (P = 0,0001), 2-células (P = 0,0001), blástula 

(P = 0,0004), gástrula (P= 0,0004), somito (P= 0,0003) e eclosão (P = 0,0000).  

O grupo controle apresentou maior sobrevivência em todos os estágios de 

desenvolvimento, resultando em 74,7 ± 5,7% de eclosão. Juntamente com o aumento do 

tempo de irradiação dos espermatozoides, foi observada uma queda na porcentagem da 

eclosão dos tratamentos 30 mJ/cm
2 

(40,4 ± 2,8%), 60 mJ/cm
2
 (35,2 ± 2,4%), 90 mJ/cm

2
 

(14,8 ± 5,5%) e 120 mJ/cm
2
 (9,7 ± 1,6%). A maior porcentagem de sobrevivência de 

larvas normais também foi observada no grupo controle (85,2 ± 2,1%), quando 

comparado aos tratamentos para indução de ginogenéticos, porém sem diferença 

significativa. A porcentagem de larvas normais diminui juntamente com o aumento do 

tempo de irradiação dos espermatozoides: 30 mJ/cm
2 

(57,0 ± 8,0%), 60 mJ/cm
2
 (56,8 ± 

2,9%), 90 mJ/cm
2
 (45,3 ± 8,4%) e 120 mJ/cm

2
 (34,2 ± 16,8%). Para larvas anormais, 

não houve diferença entre os tratamentos (P = 0,2165).  

Para avaliação dos tempos de irradiação para inativação dos espermatozoides, 

oócitos foram fertilizados com sêmen irradiado nas doses de 30, 60, 90 e 120 mJ/cm
2
 , 

porém sem aplicação de choque de temperatura para reconstituição da diploidia. Os 

dados de desenvolvimento embrionário dos tratamentos potencialmente haploides estão 

descritos na Tabela 5.  
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Foi observada diferença significativa em todos estágios de desenvolvimento, 

oócitos não fertilizados (P = 0,0000), 2-células (P = 0,0000), blástula (P = 0,0000), 

gástrula (P= 0,0000), somito (P= 0,0000), eclosão (P = 0,0000) larvas normais (P = 

0,0000) e larvas anormais (P = 0,0000), dos tratamentos quando comparados o controle. 

Maiores porcentagens de sobrevivência foram observadas em todos os estágios de 

desenvolvimento do grupo controle, resultando em 74,7 ± 5,7% de eclosão. Nos demais 

tratamentos, a eclosão observada foi: 30 mJ/cm
2 

(9,1 ± 5,0%), 60 mJ/cm
2
 (16,9 ± 4,5%), 

90 mJ/cm
2
 (9,3 ± 1,7%) e 120 mJ/cm

2
 (9,3 ± 1,7%). No entanto, os tratamentos 30, 60, 

90 e 120 mJ/cm
2 

não apresentaram descendência de larvas normais, sendo 100% 

anormais (Tabela 5). 

 

2.3.2 Avaliação da ploidia através de citometria de fluxo e citogenética 

 

 

Para análise de citometria de fluxo, o conteúdo relativo de DNA dos grupos 

(controle, ginogenéticos e haploide), foram comparados com o do sêmen de lambari do 

rabo amarelo, Astyanax altiparanae (utilizado como controle haploide).  

Os resultados mostraram que todos os descendentes avaliados dos tratamentos 

fertilizados com sêmen irradiado a 60, 90 e 120 mJ/cm
2
, sem aplicação do choque de 

temperatura, eram haploides (Figura 5A), com exceção da dose 30 mJ/cm
2
, que 

apresentou uma  baixa quantidade de indivíduos diploides. 

O conteúdo relativo de DNA do grupo controle (Figura 5B) foi semelhante ao 

observado nos indivíduos resultantes dos tratamentos para indução a ginogênese (Figura 

5C) fertilizados com sêmen irradiado a 60, 90 e 120 mJ/cm
2
  e submetidos a  choque de 

temperatura para restauração do estado diploide. Larvas aneuploides foram observadas 

tratamento irradiado com 30 mJ/cm
2
. 
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Os resultados da citogenética mostraram indivíduos dos grupos controle e 

ginogenéticos com 56 cromossomos (Figura 6A-B) e indivíduos do grupo haploide com 

28 cromossomos (Figura 6C). 

2.3.3 Confirmação da ginogênese por genotipagem 

 

A confirmação da ginogênese por genotipagem foi realizada em dez amostras de 

cada grupo, sendo eles o controle, e o sêmen irradiado a 30 e a 60 mJ/cm
2
. No grupo 

controle, nove amostras atribuíram maternidade e sete paternidade (Figura 7B). No 

tratamento de 30’mJ/cm
2
, oito amostras apresentaram herança materna e duas paterna 

(Figura 7A-B), obtendo, portanto, 80% de larvas ginogenéticas. No tratamento 

60’mJ/cm
2
, todas as amostras analisadas apresentaram herança exclusivamente  

materna, obtendo, portanto, larvas 100% ginogenéticas (Figura 7A).  

 

 

Figura 3. Avaliação da motilidade (A) e viabilidade (B) espermática de Prochilodus lineatus após 

armazenamento refrigerado. Amostras de 5 µL de sêmen foram diluídas em 1.995 µL de cinco diferentes 

soluções (Ringer, D-PBS, NaCl, RPMI e MEM) e armazenadas a 2,5°C durante 48 horas. Os parâmetros 

foram medidos a cada 6 horas. As porcentagens resultam de três repetições, cada uma utilizando sêmen 

de machos diferentes.  
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Figura 4.  Avaliação dos parâmetros de VCL (velocidade curvilínea) (A), VMD (velocidade média de 

trajeto) (B) e VLR (velocidade em linha reta) (C) dos espermatozoides de Prochilodus lineatus após 

armazenamento refrigerado. Amostras de 5 µL de sêmen foram diluídas em 1.995 µL de cinco diferentes 

soluções (Ringer, D-PBS, NaCl, RPMI e MEM) e armazenadas a 2,5°C durante 48 horas. Os parâmetros 

foram avaliados a cada 6 horas. As porcentagens resultam de três repetições, cada uma utilizando sêmen 

de machos diferentes. 
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Tabela 3. Desenvolvimento e sobrevivência de Curimbatá, Prochilodus lineatus, após fertilização com sêmen diluído em diferentes em soluções de estocagem
1
. 

 

¹ Ovócitos Prochilodus lineatus recém-fertilizados com 5 µL de sêmen diluídos em 1,995 µL de cinco diferentes soluções de estocagem (Ringer, D-pbs, NaCl, RPMI e 

MEM).O grupo de controle indica fertilização com 5 µL sêmen fresco. Durante o desenvolvimento embrionário, os ovos foram incubados a 26ºC. As porcentagens e o 

número de ovos resultam de repetições, cada uma usando diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença significativa 

(ANOVA; P < 0,05). 

 

Tratamentos 
Não-fertilizados 

(%)  

2-células  

(%) 

Blástula 

 (%) 

Gástrula 

 (%)  

Somito  

(%) 

Eclosão 

 (%) 

Normal  

(%) 

Anormal  

(%) 

Total de 

ovos 

Controle         

(Sêmen fresco) 
9,4 ± 3,2

a
 90,6 ± 3,2

a
 89,6 ± 3,0

a
 88,9 ± 3,1

a
 87,9 ± 2,9

a
 79,9 ± 4,2

a
 89,9 ± 3,0 10,1 ± 3,0 524 

Ringer 17,1 ± 3,5
ab

 82,9 ± 3,5
ab

 81,9 ± 3,9
ab

 80,0 ± 3,7
ab

 78,6 ± 3,8
ab

 75,3 ± 4,7
a
 88,1 ± 3,6 11,9 ± 3,0 512 

NaCl 68,9 ± 8,1
cd

 31,1 ± 8,1
cd

 30,5 ± 7,7
cd

 30,0 ± 7,7
cd

 28,5 ± 7,3
cd

 26,2 ± 7,2
cd

 82,5 ± 8,0 17,5 ± 8,0 502 

D'PBS 88,7 ± 5,7
d
 11,3 ± 5,7

c
 10,9 ± 5,7

c
 10,3 ± 5,7

c
 9,9 ± 5,5

c
 8,8 ± 5,8

b
 92,8 ± 6,3 7,2 ± 6,3 520 

MEM 30,8 ± 11,6
ab

 69,1 ± 11,6
ab

 67,4 ± 11,3
ab

 65,9 ± 10,9
ab

 64,2 ± 10,8
ab

 61,3 ± 12,0
ad

 90,9 ± 1,4  9,1 ± 1,4  522 

RPMI 41,5 ± 7,9
bc

 58,5 ± 7,9
b
 57,7 ± 8,1

bd
 55,8 ± 8,5

bd
 53,8 ± 8,5

bd
 44,6 ± 2,2

cd
 84,3 ± 7,4 15,7 ± 7,4 522 

P - valor 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,4714 0,4714  
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Tabela 4. Desenvolvimento e sobrevivência de Curimbatá, Prochilodus lineatus, após tratamento com choque térmico para indução da ginogênese
1
. 

 

¹ Ovócitos Prochilodus lineatus recém-fertilizados com sêmen irradiado com luz UV (254 nm) nas intensidades de 30, 60, 90 e 120 mJ/cm
2
 e diploidizado com choque 

de temperatura à  40° por 2 min. Após o tratamento, os ovos foram incubados a 26ºC. As porcentagens e o número de ovos resultam de quatro repetições, cada uma 

usando diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença significativa (ANOVA; P < 0,05). 

 

 

 

 

 

Tratamentos 
Não-fertilizados 

 (%)  

2-células 

(%) 

Blástula 

(%) 

Gástrula 

(%)  

Somito 

(%) 

Eclosão 

(%) 

Normal 

(%) 

Anormal 

(%) 

Total de 

ovos 

Controle          8,9 ± 5,6
a
 91, 1 ± 5,6

a
 90,6 ± 5,1

a
 90,2 ± 5,3

a
 87,4 ± 7,4

a
 74,7 ± 5,7

a
 85,2 ± 2,1 14,8 ± 2,1 533 

30' 2n 25,6 ± 5,4
a
 74,4 ± 5,4

a
 70,6 ± 5,4

ab
 66,8 ± 7,3

ab
 56,3 ± 4,8

a
 40,4 ± 2,8

a
 57,0 ± 8,0  42,7 ± 8,3 524 

60' 2n 35,8 ± 5,8
a
 64,2 ± 6,3

a
 60,6 ± 7,1

ab
 59,1 ± 6,8

ab
 52,6 ± 7,2

a
 35,2 ± 2,4

a
 56,8 ± 2,9 43,2 ± 2,9  529 

90' 2n 64,2 ± 7,5
b
 35,8 ± 7,5

b
 34,2 ± 8,0

bc
 32,4 ± 7,5

bc
 26,6 ± 6,4

b
 14,8 ± 5,5

b
 45,3 ± 8,4 54,7 ± 8,4  523 

120' 2n 74,0 ± 8,0
b
 26,0 ± 8,0

b
 25,1 ± 8,0

c
 23,5 ± 7,6

c
 19,8 ± 5,6

b
 9,7 ± 1,6

b
  34,2 ± 16,8 65,8 ± 16,8 510 

P - valor  0,0001 0,0001 0,0004 0,0004 0,0003 0,0000 0,2176 0,2165  
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Tabela 5. Desenvolvimento e sobrevivência de Curimbatá, Prochilodus lineatus, após fertilização com sêmen irradiado com luz UV (254 nm) nas intensidades de 30, 

60, 90 e 120 mJ/cm
2 1

. 

 

¹ Ovócitos Prochilodus lineatus recém-fertilizados com sêmen irradiado com luz UV (254 nm) nas intensidades de 30, 60, 90 e 120 mJ/cm
2
 para inativação genética. O 

grupo de controle indica fertilização com sêmen intacto (sem tratamento). Durante o desenvolvimento embrionário, os ovos foram incubados a 26ºC. As porcentagens 

e o número de ovos resultam de quatro repetições, cada uma usando diferentes fontes de gametas. Valores com distintas letras na mesma coluna indicam diferença 

significativa (ANOVA; P < 0,05) 

 

 

Tratamentos 
Não-fertilizados 

 (%)  

2-células 

(%) 

Blástula 

(%) 

Gástrula 

(%)  

Somito 

 (%) 

Eclosão 

 (%) 

Normal 

(%) 

Anormal 

(%) 

Total de 

ovos 

Controle          8,9 ± 5,6
a
 91,1 ± 5,6

a
 90,6 ± 5,1

a
 90,2 ± 5,3

a
 87,4 ± 7,4

a
 74,7 ± 5,7

a
 85,2 ± 2,1

a
 14,8 ± 2,1

a
 533 

30' 1n 33,5 ± 5,2
b
 66,5 ± 5,2

b
 62,8 ± 6,1

b
 52,7 ± 9,6

b
 39,4 ± 10,5

b
 9,1 ± 5,0

b
 0,0 ± 0,0

b
 100,0 ± 0,0

b
 500 

60' 1n 35,6 ± 2,2
b
 64,4 ± 2,2

b
 63,7 ± 2,7

b
 61,7 ± 3,4

b
 45,2 ± 6,8

b
 16,9 ± 4,5

b
 0,0 ± 0,0

b
 100,0 ± 0,0

b
 497 

90' 1n 75,1 ± 7,0
c
 24,9 ± 7,0

c
 24,2 ± 7,0

c
 22,7 ± 7,6

c
 19,0 ± 7,0

ab
 9,3 ± 1,7

b
 0,0 ± 0,0

b
 100,0 ± 0,0

b
 460 

120' 1n 81,7 ± 4,7
c
 18,2 ± 4,7

c
  16,8 ± 3,8

c
 15,2 ± 4,4

c
 10,7 ± 2,2

c
 4,1 ± 2,3

b
 0,0 ± 0,0

b
 100,0 ± 0,0

b
 472 

P - valor  0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000  
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Figura 5. Histograma de citometria de fluxo mostrando o conteúdo relativo de DNA de uma larva recém-

eclodidas de Prochilodus lineatus do grupo haploide (A), do grupo controle diploide (B) e do grupo 

ginogenéticos (C). 1: grupo haploide. 2: espermatozoide (haploide) de Astyanax altiparanae. 3:grupo 

controle diploide. 4: grupo ginogenéticos diploide. 
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Figura 6. Cromossomos metafásicos de exemplares de espécie Prochilodus lineatus. A. Controle diploide 

com 54 cromossomos. B. Diploides ginogenéticos com 54 cromossomos. C. Haploides com 27 

cromossomos. Escala: 10 µm. 

 

 

 

 

Figura 7. Confirmação de ginogênese do Prochilodus lineatus por genotipagem. No Grupo controle todas 

as amostras apresentaram herança materna (A) e sete herança paterna (B). No tratamento de 30 mJ/cm
2
, 

oito amostras apresentaram somente herança materna (A) e duas apresentaram herança paterna (B). As 

amostras do tratamento 60 mJ/cm
2
 apresentaram somente herança materna (A). C: controle e G: 

Ginogenético. 
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3 DISCUSSÃO 

 

As soluções de RPMI, Ringer e MEM apresentaram melhor motilidade e 

velocidade curvo linear (VCL) durante as primeiras 12 horas de estocagem. Porém, com 

24 horas, a motilidade foi inferior a 30% em todas as soluções testadas e baixa ou nula 

com 48 horas. Estes resultados foram similares aos obtidos por (Viveiros, Taffarel et al. 

2014), que utilizou as seguintes soluções: água de coco em pó® = ACP e Beltsville 

Thawing Solution® = BTS. Trabalhos de estocagem de sêmen de curimbatá (P. 

lineatus) têm sido desenvolvidos, principalmente para estabelecer protocolos de 

criopreservação em nitrogênio líquido (-196°C) (Viveiros and Godinho 2009, Viveiros, 

Nascimento et al. 2010, Viveiros, Leal et al. 2016).  

Os principais parâmetros avaliados durante uma análise de sêmen são: 

concentração, motilidade, viabilidade, potencial mitocondrial e integridade da estrutura 

da cromatina (Herráez, Ausió et al. 2017). Porém, a qualidade principal do 

espermatozoide sempre será definida por sua capacidade fecundante que, 

consequentemente, permitirá o desenvolvimento de um embrião normal (Bobe and 

Labbé 2010). Como a qualidade do espermatozoide pode ser altamente variável, a 

avaliação da qualidade dos gametas é um pré-requisito para os testes de fertilização 

(Bobe and Labbé 2010). De acordo com (Viveiros, Nascimento et al. 2010) e 

(Rurangwa, Kime et al. 2004) a velocidade curvo linear (VCL) está intimamente 

relacionada com a capacidade de fertilização do espermatozoide. Sendo assim, o 

objetivo do experimento 2 foi testar a capacidade de fertilização dos espermatozoides 

diluídos nas soluções de estocagem do experimento 1. Foi identificado que as soluções 

de Ringer, MEM e RPMI apresentaram a maior velocidade curvo linear (VCL) e 

também as maiores porcentagens de fertilização com 82,9 ± 3,5%; 69,1 ± 11,6% e 58,5 

± 7,9%, respectivamente.   
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Os resultados obtidos no experimento 1 e 2 foram essenciais para o 

estabelecimento de um protocolo de indução à ginogênese, pois, para a aplicação da 

técnica, a imobilização dos espermatozoides é fundamental, já que para inativação do 

DNA através de irradiação por luz UV é indispensável diluir o sêmen, garantindo que 

todos os espermatozoides sejam irradiados (Lebeda, Dzyuba et al. 2014, Arai and 

Fujimoto 2018). Sendo assim, a solução de Ringer foi utilizada para diluição de sêmen 

de curimbatá (P. lineatus), pois esta solução permitiu uma alta motilidade com 

capacidade fecundante. Portanto, oócitos foram fertilizados com espermatozoides 

homólogos (da mesma espécie) irradiado com luz UV (254 nm) a 30, 60, 90 e 120 

mJ/cm
2
 e a ploidia foi reconstituída através de choque de temperatura (40°C, 2 min) 2 

minutos pós-fertilização.  

Raios UV podem impactar significativamente a motilidade espermática (Gallego 

and Asturiano 2019, do Nascimento, Monzani et al. 2020ª), o que pode afetar sua 

capacidade fecundante. Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que 

quanto maior o tempo de irradiação mais baixa foi a fertilização nos tratamentos. 

A eficiência da inativação do DNA dos espermatozoides foi confirmada através 

da identificação de proles haploides. Quando estão nesta condição, as larvas 

desenvolvem a chamada “síndrome haploide”, na qual apresentam diversas 

anormalidades e morrem durante o desenvolvimento embrionário, antes ou logo após a 

eclosão (Tvedt, Benfey et al. 2006, Pan, Zhu et al. 2017). A irradiação ultravioleta causa 

fragmentação do DNA dos espermatozoides (Dietrich, Szpyrka et al. 2005), fazendo 

com que não haja herança paterna para a prole. Os resultados obtidos através da 

citometria de fluxo mostraram que entre as dosagens avaliadas, indivíduos diploides 

foram observados quando sêmen foi irradiado a 30 mJ/cm
2
 e aneuploides quando 

também submetidos ao choque de temperatura. Este dado sugere que esta dose foi 
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baixa, sendo inadequada para inativar totalmente o genoma paterno. Resultados 

similares foram observados no lambari do rabo amarelo (Astyanax altiparanae) (do 

Nascimento, Monzani et al. 2020a). Tal resultado condiz com a análise molecular 

realizada, onde a ginogênese foi confirmada em 80% dos descendentes. Por outro lado, 

nos tratamentos de 60, 90 e 120 mJ/cm
2
, somente larvas haploides foram encontradas 

quando fertilizados com sêmen irradiado e quando submetidos ao choque de 

temperatura, larvas diploides foram obtidas, o que confirma a eficácia da irradiação. 

Novamente, os resultados condizem com a análise molecular realizada nas larvas do 

tratamento de 60 mJ/cm
2
, onde foi possível confirmar que a ginogênese foi 100% 

efetiva, com indivíduos com herança exclusivamente materna.   

A indução a ginogênese utilizando espermatozoides homólogos têm sido 

realizada com sucesso em espécies como a farpa de prata (Barbonymus gonionotus) 

(Rahman, Sarder et al. 2021), o lambari (Astyanax altiparanae) (do Nascimento, 

Monzani et al. 2020a), o bagre (Pseudobagrus ussuriensis) (Pan, Zhu et al. 2017) e 

esturjão (Acipenser baerii) (Lebeda, Dzyuba et al. 2014). Para cada espécie, o tempo 

ideal de irradiação do sêmen foi diferente, mostrando ser uma variável espécie-

específica. Ademais, o uso de gametas homólogos pode ser vantajoso, pois propicia 

uma fertilização aparentemente maior do que quando gametas heterólogos são utilizados 

(Pan, Zhu et al. 2017). Entretanto, nem sempre é possível obter protocolos de irradiação 

100% efetivos, devido à dificuldade de distinguir morfologicamente os descendentes 

normais dos ginogenéticos (Pan, Zhu et al. 2017).   

Por fim, no presente trabalho, foi estabelecido um protocolo eficiente de 

imobilização de sêmen de curimbatá P. lineatus em solução de Ringer a 380 mOsm e 

estocagem por 48 horas à 2,5 °C. A ginogênese foi obtida utilizando espermatozoides 

homólogos e irradiação com luz UV (254 nm) a 60 mJ/cm
2
 e submetidos a  choque de 
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temperatura de (40°C; 2 min) 2 minutos pós fertilização.  Assim, o protocolo 

estabelecido poderá ser aplicado em futuros estudos para avaliar a determinação sexual 

da espécie P. lineatus, além disso, pode ser aplicada na geração de linhagens clonais 

para ciências básicas e aplicadas. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

No presente trabalho foi possível estabelecer protocolos biotecnológicos 

promissores para a produção de triploides e lotes monossexuais em duas espécies, no 

mandi Pimelodus maculatus e no curimbatá Prochilodus lineatus, ambas pertencentes 

às maiores ordens de peixes que se distribuem na região Neotropical. No mandi P. 

maculatus, os indivíduos tetraploides foram inviáveis, sendo tal procedimento até o 

momento, letal para a espécie. Portanto, novos estudos devem ser realizados para 

esclarecer a causa da mortalidade e buscar possíveis soluções para produção de 

descendentes tetraploides. 

Para o curimbatá P. lineatus, a indução a tetraploidização nos peixes 

provenientes de CEPTA/ICMBio (cativeiro) foi inviável, tornam-se necessários novos 

estudos para esclarecimento da inviabilidade. Contudo, com a aplicação da técnica em 

peixes proveniente do Rio Mogi Guaçu, (peixes selvagens), foi possível estabelecer um 

protocolo de tetraploidização na espécie, garantindo 72,0% de larvas tetraploides com o 

choque de temperatura aplicado 28 minutos pós-fertilização. Porém, realizar novos 

trabalhos para avaliar a sobrevivência e viabilidade dos gametas dos peixes tetraploides 

são necessários. 

Para produção de lotes monossexuais através da ginogênese, foi obtido um 

protocolo eficiente no mandi P. maculatus, utilizando espermatozoides do lambari do 

rabo amarelo A. altiparanae. Esse procedimento é inédito na literatura, e o primeiro 

trabalho relatado de indução a ginogênese utilizando espermatozoides heterólogos para 

uma espécie da região neotropical. A aplicação do protocolo resultou em descendentes 

ginogenéticos com predominância de fêmeas, sugerindo um sistema de determinação do 

sexo XX-XY.  
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Diferente do procedimento realizado no mandi P. maculatus, para indução a 

ginogênese meiótica no curimbatá P. lineatus foram utilizados espermatozoides 

homólogos. Portanto, foi indispensável o estabelecimento de um protocolo eficiente de 

imobilização de sêmen na espécie, assim como avaliação da fertilização dos 

espermatozoides imobilizados nas soluções testadas. Posteriormente, a indução a 

ginogênese foi realizada com sucesso utilizando espermatozoides irradiados com luz 

UV (254 nm) a 60 mJ/cm2 e diploidização utilizando choque de temperatura de (40°C; 

2 min), 2 minutos pós fertilização. Dessa forma, o protocolo estabelecido poderá ser 

aplicado em futuros trabalhos para avaliar a determinação sexual da espécie P. lineatus. 

Finalmente, os protocolos aqui obtidos poderão servir como base para ser 

aplicados em outras espécies da região Neotropical e consequentemente contribuir para 

aumentar a produção de espécies de interesse comercial da região. Além disso, os 

protocolos de ginogênese obtidos poderão ser aplicados para geração de linhagens 

monossexuais e clonais para ciências básicas e aplicadas. 

 

 

 


