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fundido em odcitos irradiados (5). Asteriscos indicam divisdes celulares irregulares no
estagio de clivagem e setas destacam células mortas se desprendendo do embrido. Barra
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expostos a radiacdo UV), L x A UV (cruzamento de fémea de A. altiparanae com
macho de H. anisitsi albino, cujos odcitos foram expostos a radiacdo UV), L x L UV p
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expostos a pronase e a radiagdo UV) e L x A UV p (cruzamento de fémea de A.
altiparanae com macho de H. anisitsi albino, cujos odcitos foram expostos a pronase e
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passar pelo protocolo de fusdo e com od6citos ndo irradiados (1), o dobro da dose
inseminante com sémen fundido em od6citos irradiados (2), cinco vezes a dose
inseminante com sémen fundido em od6citos irradiados (3), dez vezes a dose

inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (4) e cem vezes a dose

inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (5)
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Resumo Geral

A androgénese € um mecanismo de reproducéo uniparental no qual a progénie
possui material genético exclusivamente paterno. Essa forma de manipulacdo
cromossdmica pode ser utilizada como estratégia de reconstituicdo de espécies
ameacadas. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de estabelecer
protocolos de inducdo a androgénese dispérmica na espécie Astyanax altiparanae,
padronizando um pacote tecnolégico de manipulacdo da espécie. Inicialmente, foi
investigado se o tempo de estocagem dos odcitos (tempo 0 - controle, com 60 minutos
pos extrusdo (mpe), 120 mpe, 180 mpe e 240 mpe) afetava sua viabilidade em ser
fertilizado e a sua ploidia. Os resultados apontam que uma estocagem superior a 60
minutos pos extrusdo pode afetar a ploidia e causar reflexos sobre a viabilidade e
sobrevivéncia, com 4,44% das amostras analisadas sendo triploides. Considerando essas
informacdes, foi posteriormente estabelecido um meio de cultura para os odcitos ap6s a
extrusdo (Ringer, Hanks e dPBS) e a faixa ideal de irradiacdo UV para inativar o
material genético materno (30°, 60°, 90’ e 120’ segundos). A solugdo ideal para
estocagem dos odcitos pos extrusdo foi a de dPBS, por até 120 minutos, permitindo um
largo intervalo para manipulagdo. Nesse tratamento, a taxa de ecloséo foi de 92,08 +
1,75%. A faixa de irradiacdo mais eficaz em inativar o material genético materno foi a
de 90 mW/cm?, com 100% das amostras analisadas haploides. Com o estabelecimento
deste protocolo, tornou-se possivel os primeiros ensaios para indugdo a androgénese
dispérmica. Foi estabelecido um protocolo de irradiacdo dos odcitos e fertilizacdo com
sémen de Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino,
com remocdo do corion dos odcitos com enzima pronase, para facilitar a fertilizacdo por

mais de um espermatozoide. 100% dos tratamentos que receberam radiacdo UV e ndo
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tiveram o cérion removido com pronase foram haploides, apresentando anormalidades e
malformacdes caracteristicas da “Sindrome Haploide”. Os odcitos fertilizados com
sémen de Hyphessobrycon anisitsi albino que foram previamente irradiados e tiveram o
cérion removido com pronase apresentaram um percentual de eclosdo de larvas normais
de 7,90 + 4,30%, diferindo significativamente do controle de odcitos frescos fertilizados
com sémen da espécie, que foi de 87,36 £ 12,26% (P = 0,08). Os tratamentos com
irradiacdo, remocédo do cérion e fertilizagdo com sémen de Astyanax altiparanae e de
Hyphessobrycon anisitsi albino apresentaram, respectivamente, 6,75% e 18,12% de
embrides diploides, sinalizando uma alternativa para a producdo de androgenéticos
diploides em espécies neotropicais. Outra estratégia de inducdo a androgénese
dispérmica foi a fertilizagdo dos odcitos irradiados com sémen fundido. Foi avaliada a
viabilidade apo6s fusdo e a morfologia dos gametas por Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV). Apos a andlise, foram realizados cinco tratamentos baseados na dose
inseminante para a espécie, para fertilizagdo com sémen fundido. O protocolo utilizado
para fusdo dispérmica apresentou 95,5% de viabilidade (células vivas). A microscopia
eletrdnica apontou a ocorréncia de agregados de espermatozoides e fusdo com células
sem flagelo. O tratamento com sémen fundido em menor concentracdo de dose
inseminante apresentou percentual de fertilizacdo de 39,08%, com eclosdo de 40,06%.
Destacou-se um percentual de eclos@o de larvas normais de 34,13% nesse tratamento.
Além disso, o tratamento também apresentou o maior indice de individuos diploides,
com 33,33%. Os resultados apontam para um protocolo de inducdo a androgénese
dispérmica na espécie, sugerindo que apesar da fertilizacdo ser menor em tratamentos
com dose inseminante reduzida, o percentual de individuos diploides é maior, devido a

possibilidade de fertilizagdo com mais espermatozoides fundidos. A reunido desses
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resultados representa um pacote inédito de manipulacdo cromossémica e reproducao

uniparental em espécies nativas.

General Abstract

Androgenesis is uniparental reproductive mechanism in which the offspring
presents exclusively paternal inheritance. The technique can used as a strategy for the
conservation of endangered species by chromosome manipulation. The present work
was developed with the purpose of establishing protocols for induction of dispermic
androgenesis in Astyanax altiparanae, establishing a set of procedures for chromosome
manipulation. Initially, it was established whether the storage time of the oocytes
affected its viability and its ploidy. The results indicate that a storage above 60 minutes
after extrusion can affect the ploidy, viability and survival, with 4.44% of the analyzed
samples being triploids. Considering this information, a culture medium for the oocytes
after extrusion and the ideal range of UV irradiation were later established in order to
inactivate the maternal genome. The best solution oocyte storage was dPBS, which
maintained the oocytes more than 120 minutes, allowing a wide range for manipulation.
In this treatment, the hatching rate was 92.08 + 1.75%. The most effective irradiation
range to inactivate maternal genome was 90 mW / cm2, with 100% of analyzed samples
as haploid. With the establishment of this protocol, the first trials for induction of
dispermic androgenesis became feasible. A protocol of oocyte irradiation and
fertilization with semen of Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus and albino
Hyphessobrycon anisitsi, with removal of the chorion from oocytes with pronase, was

established to facilitate fertilization by more than one spermatozoa. 100% of the UV
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treated oocytes and intact chorion were haploids, presenting abnormalities and
malformations characteristic of the "Haploid Syndrome". Oocytes fertilized with albino
Hyphessobrycon anisitsi semen that were previously irradiated and had the chorion
removed with pronase had a normal hatch percentage of 7.90 + 4.30%, differing
significantly from the control of fresh oocytes fertilized with semen , which was 87.36 +
12.26% (P = 0.08). The treatments with irradiation, removal of the chorion and
fertilization with semen of Astyanax altiparanae and albino Hyphessobrycon anisitsi
presented, respectively, 6.75% and 18.12% of diploid embryos, signaling an alternative
for the production of androgenetic diploids in neotropical species. Another strategy of
induction to the dispermic androgenesis was the fertilization of irradiated oocytes with
fused sperm. The viability after fusion and the morphology of the gametes by Scanning
Electron Microscopy (SEM) were evaluated. After the analysis, five treatments were
performed based on the inseminating dose for the species, for fertilization with fused
sperm. The protocol used for dispermic fusion had 95.5% viability (live cells). Electron
microscopy pointed to the occurrence of sperm aggregates and fusion with cells without
flagella. The treatment with fused soerm in lower concentration of inseminating dose
showed a percentage of fertilization of 39.08%, with hatching of 40.06%. A percentage
of normal larvae hatching of 34.13% in this treatment was obtained. In addition, the
treatment also had the highest percentages of diploid individuals (33.33%). The results
point to a protocol for the induction of dispermic androgenesis in the species,
suggesting that although fertilization is lower in treatments with reduced insemination
dose, the percentage of diploid individuals increased, due to the possibility of
fertilization with more fused spermatozoa. The gathering of these results represents an
innovative set of chromosome manipulation and uniparental reproduction in native

species.
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Introducéo Geral

1. Espécies experimentais

Diante da necessidade em padronizar protocolos basicos de reproducao para que
se possa avancar no estabelecimento de técnicas de manipulacdo e biotecnologia entre
as especies nativas, tem sido desenvolvidos protocolos de manipulacdo ha cerca de
cinco anos com a espécie Astyanax altiparanae, com o objetivo de consolidar um
pacote tecnoldgico aplicado de conhecimentos sobre a espécie. Entre estes estudos,
foram desenvolvidos protocolos de estocagem dos gametas (Yasui et al., 2015),
morfologia e desenvolvimento embrionario para manipulacdo cromossémica e
quimerismo (Pereira — Santos et al., 2016), producédo de individuos triploides (Adamov
et al., 2016) e parametros de crescimento e propagacdo destes animais (Nascimento et

al., 2017).

Entre as principais caracteristicas que tornam a espécie A. altiparanae um
interessante modelo para manipulacdo e biotecnologia aplicada as espécies nativas,
destacam-se sua ampla distribuigdo nacional, o seu crescimento e rusticidade. Este
caracideo é amplamente distribuido pela bacia do rio Parana e entre a ictiofauna do rio
Iguacu. A espécie apresenta grande capacidade de adaptagdo aos mais variados tipos de
dietas provenientes do seu ecossistema natural, em decorréncia de fatores ambientais
que possam provocar falta de alimentos ou acimulo de outras fontes (Andrian et al.,

2001).

Outros aspectos ligados a sua reproducdo também facilitam a perpetuacdo em
ambientes diversificados, a destacar a alta taxa de fertilizacdo que apresentam, além do

fato de possuirem ovos pequenos com rapido desenvolvimento (Agostinho et al., 1999;
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Pereira — Santos et al., 2016). As fémeas tém sua primeira maturacao sexual préximo de
69,00 mm de comprimento total (CT), com periodo de reproducdo geralmente se
estendendo de setembro a marco, sendo a desova parcelada e a fecundacgdo externa,
apresentando cuidado passivo com a prole e realizando pequenas migracGes na natureza.
A desova da espécie possui picos que sdo diretamente influenciados pela temperatura da

agua e indices de chuva (Nakatani et al., 2001).

Presente entre as espécies mais comuns da América do Sul, o lambari-do-rabo-
vermelho (Astyanax fasciatus) se diferencia das demais espécies do género por
apresentar coloracdo avermelhada em sua nadadeira caudal. Possui grande relevancia na
cadeia alimentar do ecossistema, além de ser um importante bioindicador de poluicédo
dos rios. A espécie apresenta taticas reprodutivas diferenciadas que variam com
aspectos ambientais, apresentando desova total ou parceladas. Sdo reofilicos, mas nédo

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

A espécie Hyphessobrycon anisitsi, conhecida como Tetra Buenos Aires, esta
distribuida pela bacia do rio Parana, no Brasil, Paraguai e Argentina. Assim como
outras espécies do género, apresenta ganchos 6sseos em todas as nadadeiras. O
dimorfismo sexual se da pela diferenca no comprimento total na fase adulta e pela
presenca, nos machos, dos ganchos 6sseos na nadadeira pélvica (Miquelarena e Lopez,

2006; Carvalho e Langeani, 2013).
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2. Androgénese como ferramenta de reconstituicdo em peixes

A biotecnologia aplicada a reproducédo ja vem sendo largamente investigada em
areas como criopreservacdo de gametas (Kusuda et al., 2005; Nynca et al., 2016),
transplante celular e quimerismo (Saito et al., 2010; Yasui et al., 2011), manipulacédo
cromossémica (Dunham, 2004; Dong et al., 2013), producdo de individuos estéreis
através de poliploidia (Fujimoto, 2010; Li et al., 2016) e androgénese (Komen e
Thorgaard, 2007; Hou et al., 2015). No entanto, protocolos e estudos sobre a biologia

reprodutiva detalhada ainda séo escassos entre as espécies nativas.

A androgénese, uma dessas ferramentas, pode ser definida como um
procedimento de manipulacdo cromossémica que acarreta, por reproducdo uniparental,
um embrido com genoma exclusivamente derivado do genoma paterno, sem qualquer
contribuicdo do ndcleo materno. O odcito € enucleado fisicamente ou por irradiacdo, e a
fertilizacdo ocorre com espermatozoide normal. O processo resulta em formacédo de
embrides haploides. Os peixes apresentam caracteristicas bioldgicas que representam
vantagens técnicas em relacdo aos demais vertebrados por apresentarem um sistema
menos especializado, permitindo certas manipulacdes que sdo impraticaveis em outros.
Algumas das facilidades sdo: fecundacdo externa, alta fecundidade e diferenciacéo

sexual controlavel (Thorgaard et al., 1992; Morishima et al., 2011).

Na androgénese, uma das primeiras etapas de inducao se refere a extrusdo dos
odcitos, 0 seu armazenamento e posterior tratamento para inativagdo do material
genético materno, por meio de irradiacdo UV. Para que seja possivel realizar com
sucesso essa etapa e manter a viabilidade da desova, é necessaria a padronizacdo de um
protocolo de manutencdo dos odcitos em ambiente externo por uma determinada faixa
de tempo. Em paralelo, a estocagem dos 00citos de peixes pode afetar diretamente a sua
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morfologia, estrutura e, consequentemente, a sua viabilidade (Aegerter e Jalabert, 2013;
Samarin et al., 2015). Esta estocagem pode, inclusive, estar relacionada com o
surgimento de triploides e mosaicos naturais, afetando diretamente a ploidia, o

crescimento e a sobrevivéncia das progénies (Nomura et al., 2013).

Como técnica da biotecnologia aplicada, a androgénese apresenta vasto
potencial de aplicagfes, incluindo o rapido estabelecimento de linhagens puras através
de sémen criopreservado (Arai et al., 1992; Thorgaard et al., 1990), propagacgéo
mediada de espécies de interesse econdmico (Arai et al.,, 2001) e producdo de
individuos triploides e tetraploides a partir de fusdo de gametas (Nam e Kim, 2004; Zou

et al., 2004).

Entre os protocolos de inducdo, destacam-se na literatura as técnicas de
irradiacdo dos odcitos por raios gama ou X (Arai et al., 1979) e a irradiacdo ultravioleta
dos odcitos e posterior fertilizacdo com sémen fresco ou criopreservado (Arai et al.,
1995; Bongers et al., 1995; Yasui et al., 2010). A irradiacdo UV apresenta vantagens
em relacdo as demais técnicas e vem sendo mais explorada como protocolo de inducéo a

androgénese.

Seu estabelecimento ja é bem padronizado na inativacdo de espermatozoides
para técnicas de ginogénese e, além disso, é capaz de evitar a ocorréncia de residuos de
fragmentos de DNA, que posteriormente podem provocar malformacgdes e comprometer
a sobrevivéncia ao longo da embriogénese (Arai et al., 1992). Diversos estudos também
destacam que a irradiacdo ultravioleta é mais eficaz em relacdo a irradiacdo ionizante na
inativacdo cromossdmica dos gametas e posteriores viabilidade e sobrevivéncia das

progénies (Lin e Dabrowski, 1998; Yoshikawa et al., 2008; Ocalewicz et al., 2009).
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Mesmo assim, é de fundamental importancia o desenvolvimento de um estudo
detalhado da biologia reprodutiva da espécie e a padronizacdo de uma faixa ideal de
irradiacdo, eficaz na inativacdo cromossdémica do material materno e que a0 mesmo
tempo ndo comprometa significativamente a posterior fertilizagdo e sobrevivéncia. A
androgénese ndo serd bem sucedida se houver qualquer fragmento materno de DNA, e a

faixa de irradiacdo UV dos odcitos é fundamental neste sentido.

Fragmentos de DNA, provavelmente residuos de cromossomos maternos, foram
destacados em individuos androgenéticos haploides da espécie Misgurnus
anguillicaudatus (Arai et al., 1992). A ocorréncia néo se justifica pela ineficiéncia na
inducdo pela técnica de irradiacdo UV em si, mas provavelmente pela dose e tempo de
irradiacdo ndo terem sido os ideais para a espécie em questdo, dai a necessidade de

padronizacGes constantes do protocolo de acordo com os requisitos de cada espécie.

Ferramentas de confirmacdo sdo muito importantes para o refinamento da
técnica. Cruzamentos com gametas de espécies diferentes podem ser estratégias de
fertilizacdo artificial eficiente para posterior confirmacdo da androgenia nas progénies.
A ocorréncia de hibridos entre os tratamentos que passaram por irradiacdo atuam como
indicadores da eficiéncia dos protocolos. A técnica vem sendo desenvolvida como um
tipo de controle para a expressdo de individuos androgenéticos em protocolos com

peixes (Stanley e Jones, 1976; Grunina et al., 1995; Marengoni e Onoue, 1998).

A utilizacdo de gametas de espécies diferentes — o0citos de Astyanax altiparanae
e espermatozoides de Hyphessobrycon anisitsi albino ou Astyanax fasciatus — para os
ensaios de inducdo a androgénese tambem tiveram seus resultados comparados e
analisados por citometria de fluxo. A viabilidade dos dois hibridos também foi avaliada

e o0s resultados sdo apresentados. No entanto, independente da técnica utilizada para
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inducdo a androgénese (utilizacdo de gametas de espécies diferentes, irradiacdo idnica
ou por raios UV, inducdo fisica), uma alta taxa de mortalidade entre as progénies é

relatada na literatura indexada (Pandian e Kirankumar, 2003).

Em espécies de teledsteos, cerca de 84% de mortalidade é relatada entre
individuos androgenéticos ja nos primeiros estagios do desenvolvimento embrionario.
Além disso, o genoma haploide também regula a escala de tempo e sequéncia dos
eventos, comprometendo morfologia e sobrevivéncia posterior (Pandian e Kirankumar,
2003). Dessa forma, a eficacia dos protocolos de indugcdo a androgénese €
comprometida pela baixa sobrevivéncia em decorréncia da formagdo esperada de

individuos haploides.

E necessario restaurar de alguma forma a diploidia desses individuos para que
possa haver sobrevivéncia e posterior propagacdo. Para isso, podem ser utilizadas
ferramentas como choque de temperatura ou pressao para suprimir a primeira clivagem
mitotica do embrido. Se o choque for aplicado durante a profase da mitose, o resultado
sera a duplicacdo do conjunto cromossémico haploide, seguido de divisGes celulares

normais (Komen e Thorgaard, 2007).

Os choques de temperatura podem ter variagcdes pés — fertilizacdo. A acuracia
estd diretamente relacionada com um conhecimento detalhado da biologia e
embriogenése da espécie em questdo, podendo haver variacdes até entre espécies do
mesmo género. Por isso, a eficiéncia dos protocolos demanda estes estudos de base para
que se possam obter indices satisfatorios com a androgénese (Komen e Thorgaard,

2007).

A sobrevivéncia e viabilidade de individuos haploides decorrentes destes

tratamentos € nula, podendo ser, inclusive, utilizadas como indicadores e parametros
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para avaliacdo do sucesso do protocolo utilizado para inativar o material genético
materno (ver Capitulo 2). No entanto, isto ndo garante totalmente a origem paterna do
embrido, uma vez que o método pode estar sujeito a falhas, sendo necessaria, assim, a
aplicacdo de marcadores moleculares como ferramentas de confirmagdo. Anélises de
RAPD e microssatélites, surgem como alternativas eficientes na determinagdo da
origem do material genético de peixes gerados por androgénese (Arai, 2001;

Kirankumar e Padian, 2003; Nagoya, 2010).

Outra técnica de restauragdo da diploidia ap6s a inativacdo do material genético
materno por irradiacdo UV € a fertilizagdo posterior com sémen diploide ou por
mecanismos que permitam a fertilizacdo por mais de um espermatozoide. Dessa forma,
a inducdo de androgenéticos interespecificos, decorrentes da fertilizacdo com
espermatozoides haploides fundidos de espécies correlatas ao doador de odcitos, pode
ser uma ferramenta promissora para o estabelecimento da técnica com niveis mais

satisfatorios de sobrevivéncia (Clifton e Pandian, 2008).

Para que seja possivel a utilizacdo da técnica, é necessaria a padroniza¢do de um
protocolo que permita a fusdo de células de espermatozoides. Em peixes, alguns estudos
foram realizados nesse sentido, através de solucGes que atuam por intervalos pré —
determinados sobre o sémen coletado. Assim, para a espécie Hemigrammus
caudovittatus, ocorre fusdo dos espermatozoides em solucdo de polietileno glicol por 7
minutos (Clifton e Pandian, 2008) e, em Astyanax altiparanae, a fuséo foi descrita e
observada pelo presente grupo de pesquisa com solugcdo de MgCl, por 10 minutos
(Spandri, 2016). Essa caracteristica também é espécie — especifica e demanda estudos
detalhados sobre a biologia reprodutiva das espécies para que protocolos satisfatorios de

fusdo sejam obtidos.
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3. Desenvolvimento do projeto

A conservacdo de espécies de peixes € uma area desafiadora que demanda uma
diversidade de pesquisas sobre a biologia das espécies aliada a um constante
aprimoramento de técnicas de producdo e propagacdo mediada. Entre as bases

fundamentais que permeiam estas investigacoes, destaca-se a reproducao.

Diversas técnicas voltadas para a area de preservacao, tais como manipulacéo
cromossémica, transplante celular, clonagem e producdo de poliploides dependem
estritamente do sucesso em reproduzir esses animais em cativeiro e ter um
conhecimento detalhado da sua biologia reprodutiva e dos requisitos para seu

crescimento e propagagao.

Esta area do conhecimento torna-se, assim, de fundamental importancia,
principalmente quando se leva em consideracdo a diversidade de espécies atualmente
ameacadas de extincdo e também a necessidade em aprimorar pardmetros zootécnicos

entre aquelas que apresentam potencial para producédo aquicola.

Com o desenvolvimento e aprimoramento destes protocolos, diversos aspectos
relacionados com a biologia reprodutiva da espécie e sua manipulacdo foram levantados
e elucidados pelo presente grupo de pesquisa. No entanto, para que o refinamento destes
dados fosse possivel, uma série de caracteristicas e eventos da biologia da espécie foi

levada em consideracéo.

Inicialmente, como o0s protocolos estdo diretamente relacionados com a
manipulacdo dos gametas, todos 0s aspectos relacionados com a qualidade, producéo e
manutencdo dos mesmos foram levantados para que tais caracteristicas ndo exercessem

influéncia direta sobre a obtenc&o dos resultados preliminares.
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Manter a viabilidade dos odcitos ap6s a sua fertilizacdo e consequentemente a
sua sobrevivéncia e crescimento é fundamental para o estabelecimento da técnica de
androgénese e para o refinamento dos resultados obtidos com a inducdo da técnica.
Desta forma, o primeiro capitulo da pesquisa apresentada esta diretamente relacionado
com a apuracdo da hipdtese de que, no momento do armazenamento e estocagem dos
odcitos para o procedimento de indugdo a androgénese, parametros de qualidade e até

mesmo a ploidia dos gametas podem ser afetados.

Os resultados obtidos serviram de subsidio para adaptacdes e otimizacdo dos
protocolos e, consequentemente, para o refinamento da técnica com a espécie. Além de
estar inserida neste contexto, a pesquisa também é muito relevante em ensaios com
reproducdo e biotecnologia das espécies, visto que a manipulacdo dos gametas € uma
etapa necessaria a maioria dos estudos correlatos e que pode afetar e influenciar

diretamente as conclusdes e resultados obtidos nas pesquisas.

No Capitulo Il desta pesquisa, estas etapas de padroniza¢do do processo sdo
discutidas e estabelecidas para a espécie Astyanax altiparanae. Neste capitulo, sdo
apresentadas informac6es que sdo requisitos para o estabelecimento de uma faixa ideal
de irradiacdo UV para inativacdo do material genético materno da espécie, como a
necessidade de uma solucgdo que represente o fluido ovariano e mantenha a viabilidade
dos gametas pos extrusdo, servindo de meio de dispersdo dos odcitos durante o processo

de irradiacéo.

Aspectos relacionados ao sémen também sdo discutidos e apresentados. A
eficiéncia dos protocolos de irradiacdo na inativacdo do material genético dos oocitos
foi avaliada por meio de citometria de fluxo, sendo a sobrevivéncia e viabilidade

avaliadas através da analise do desenvolvimento embrionario e eclosao.
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Em uma das etapas da pesquisa, foram estabelecidos dois protocolos de inducéo
de androgenéticos a partir de espermatozoides de espécies diferentes. No Capitulo 111,
sdo descritos 0s resultados obtidos com a irradiagdo UV dos o6citos da espécie
Astyanax altiparanae e fertilizacdo com espermatozoides frescos de duas espécies de
caracideos, o lambari do rabo vermelho (Astyanax fasciatus) e o Tetra Buenos Aires

(Hyphessobrycon anisitsi) albino.

No Capitulo 1V, sdo apresentados 0s resultados obtidos a partir da inativacéo do
material genético da espécie Astyanax altiparanae e posterior fertilizacdo com
diferentes doses inseminantes de sémen fundido da espécie. O protocolo foi realizado a
partir dos estudos realizados por Spandri (2016) para fusdo de espermatozoides e por
Pereira — Santos et al. (2016) para descricdo dos gametas da espécie. Os resultados
foram analisados e comparados por citometria de fluxo e o desenvolvimento

embrionario foi detalhadamente descrito, com viabilidade e sobrevivéncia.

O estudo traz informacBes importantes sobre técnicas de manipulacéo
cromossdmica em espécies nativas de peixes. Como ja foi previamente discutida, a
maioria das etapas depende de conhecimentos da biologia reprodutiva que sdo sempre
espécie — especificos, ou seja, sua aplicacdo ndo pode ocorrer com sSucesso sem ter

como base tais pesquisas.

S&0 escassos 0s estudos com androgénese em espécies nativas na literatura. Os
dados e informagdes levantados neste trabalho n&o so servirdo como base para o avango
dos ensaios em biotecnologia aplicada para as espécies de interesse econdmico ou entre
as seriamente ameacadas de extingdo, como também somam a literatura indexada sobre

as metodologias com outras espécies.
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A tese estd dividida em quatro capitulos: | — Fertilizacdo tardia dos odcitos de
Astyanax altiparanae: implicacGes sobre a morfologia e ploidia dos embrides; Il -
Inativacdo do material genético materno por irradiacdo UV e determinacdo da solucéo
para estocagem de odcitos da espécie Astyanax altiparanae; Il - Fertilizacdo dos
odcitos irradiados da espécie Astyanax altiparanae com sémen de A. fasciatus e de A.
hemigrammus; IV - Fatores que afetam a androgénese dispérmica em peixes: Dose

inseminante aumenta ocorréncia de diploides.

Cada capitulo traz um referencial técnico inédito em sua metodologia, sempre
aplicado as condi¢cdes ambientais e as espécies nativas. No Capitulo I, é destacada a
importancia da estocagem ideal e da fertilizacdo artificial das desovas, evidenciando
como o tempo para fertilizacdo pode alterar até mesmo a ploidia das amostras e,

consequentemente, sobrevivéncia e confiabilidade dos resultados de uma pesquisa.

No Capitulo I, uma dose ideal de irradiacdo dos odcitos da espécie Astyanax
altiparanae é ineditamente fornecida. Para isso, também sdo apresentadas diferentes
concentracdes de solucBes para manutencao de oocitos apds a extrusdao, com o objetivo
de manter a sua viabilidade e morfologia durante estocagem. Os resultados sdo
analisados e comparados por citometria de fluxo, uma importante ferramenta de
confirmacdo. Para posterior publicacdo deste artigo cientifico, haver4 um refinamento

dos resultados apresentados, sendo realizadas analises em molecular.

No Capitulo 111, apresenta-se o desenvolvimento progressivo das etapas do
trabalho com as fertilizagdes dos odcitos irradiados de A. altiparanae. Foram utilizados
espermatozoides das espécies Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino. Os
promissores resultados alcancados com a técnica representam os primeiros dados

obtidos com inducgdo a androgénese em espécies nativas.
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Para publicacdo deste artigo cientifico, serdo realizadas anélises em PCR e teste
de paternidade, evidenciando a heranca dos parentais utilizados. O protocolo sera
otimizado também para criacdo e desenvolvimento das progénies para analises
posteriores, evidenciando as caracteristicas morfoldgicas paternas de Astyanax fasciatus

ou Hyphessobrycon anisitsi albino.

Como conclusdo, o Capitulo 1V traz um inédito protocolo que s6 foi possivel
gracas a reunido das informac@es levantadas por todos os capitulos prévios. Obteve-se a
fusdo dos espermatozoides da espécie Astyanax altiparanae através de trabalho prévio

realizado pelo grupo de pesquisa (Spandri, 2016).

A partir dai, foi possivel realizar a inducdo a androgénese dispérmica atraves da
irradiacdo UV dos odcitos e posterior fertilizacdo com sémen fundido, em diferentes
doses inseminantes. Os resultados inéditos sdo os primeiros dados referentes a
androgénese com espécies nativas por meio de fusdo de espermatozoides e irradiacdo

UV dos obcitos.
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Capitulo I: Fertilizacdo tardia dos odcitos de Astyanax altiparanae: Implicacdes sobre
a morfologia e ploidia dos embrides
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Resumo

Em peixes, diversos fatores podem afetar a reproducdo, a viabilidade e a sobrevivéncia
durante 0 manejo em cativeiro. Desta forma, a reproducdo das espécies deve ser
otimizada de forma a potencializar a qualidade e desenvolvimento da desova e da
fertilizagdo. O presente estudo foi conduzido com o objetivo de elucidar se o tempo de
estocagem dos odcitos apos sua extrusao até a fertilizagdo artificial em si pode afetar a
ploidia da progénie e consequentemente a sobrevivéncia e a viabilidade dos embrides na
espécie Astyanax altiparanae. Fémeas e machos da espécie receberam inducédo
hormonal, sendo os odcitos armazenados em solucdo dPBS e fertilizados com sémem
em solucdo de Ringer modificado (motilidade espermatica superior a 90%). As
fertilizacBes ocorreram imediatamente ap0s a extrusao (tempo O - controle), com 60
minutos pds extrusdo (mpe), 120 mpe, 180 mpe e 240 mpe. A partir da fertilizacéo,
foram mensurados os indices de sobrevivéncia em cada estdgio da embriogénese,
descritas as principais malformacdes recorrentes ao longo do desenvolvimento e, ap6s
eclosdo e larvicultura, a ploidia das amostras foi analisada através de citometria de fluxo
e esfregaco sanguineo. O maior percentual de eclosdo foi com 60 mpe (88,93 * 5,15%);
P = 0,015) e o tratamento 180 mpe teve o maior percentual de larvas anormais (95,76 *
12,67%; P = 0,012). No grupo controle, 100% das amostras foram diploides. No
tratamento com 60 mpe, 95,56 + 4,44% das amostras eram diploides e 4,44 + 4,44%
triploides. Com 120 mpe, 94,44 + 9,62% das amostras eram diploides e 5,56 + 5,56%
triploides. 100% das amostras eram diploides com 180 mpe e em 240 mpe nédo houve

sobrevivéncia. Estes resultados mostram que o tempo até a fertilizacdo dos oocitos pode
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alterar a ploidia dos mesmos, comprometendo estudos de reproducgédo e biotecnologia

aplicada em peixes.

Palavras — chave: Astyanax altiparanae, embriogénese, gametas, poliploidia,

reproducéo.

Introducéo

A biotecnologia aplicada a reproducdo é uma ferramenta fundamental para o
aperfeicoamento dos estudos de producdo e preservagdo das espécies de peixes. Varios
modelos foram estabelecidos com sucesso para algumas espécies em técnicas como
quimerismo e producdo de transgénicos (Tanaka et al., 2009; Yasui et al., 2014),
androgénese e ginogénese (Komen e Thorgaard, 2007), fertilizacdo in vitro e injecéo
intracitoplasmatica de espermatozoides (Otani, et al., 2009; Oehninger, 2011), todas

apresentando potencial para aplicacdo em larga escala.

Estes estudos sdo sempre baseados em parametros relacionados diretamente a
fertilizacdo, ao desenvolvimento embrionario e aos indicadores de anormalidade das
taxas de eclosédo, que séo criticos para a analise da viabilidade dos protocolos. Contudo,
ndo sdo elucidadas as causas especificas destas anormalidades durante os ensaios. O
manejo reprodutivo e a extracdo de gametas em condi¢Oes laboratoriais podem

influenciar diretamente o resultado final dessas técnicas, incluindo testes de
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manipulagdo cromossdmica, que dependem diretamente da viabilidade e sobrevivéncia
dos embrides e, consequentemente, da qualidade dos gametas manipulados e da

otimizacdo dos gametas (Sun et al., 2005; Piferrer et al., 2009).

Entre as causas destas anormalidades pode-se destacar possiveis alteracdes na
ploidia destes animais, originadas durante a implementacdo das técnicas. A poliploidia
em peixes pode ocorrer espontaneamente e ser devida a diversos fatores. Também s&o
relatados casos de ginogenéticos diploides espontaneos sem qualquer manipulacdo
durante experimentos com técnicas de manipulacdo (Morelli et al., 1983, Maistro et al.,
1994, Machado et al., 2012). A ocorréncia dessas variaches espontaneas pode
comprometer a precisdo dos resultados em trabalhos de manipulagcdo cromossomica e

micromanipulacéo.

Diante disto, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de elucidar se o
armazenamento dos odcitos apds a extrusao podem ser um dos fatores capazes de afetar
a ploidia na espécie de caracideo neotropical Astyanax altiparanae, um interessante

modelo para estudos em biotecnologia aplicada e manipulagdo cromossémica.

Material e Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica no
uso de Animais do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade

Aquatica Continental (CEUA / CEPTA #02031.000033/2015-11).
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Inducdo a reproducao e fertilizacao

Nos experimentos, foram utilizados exemplares adultos da espécie Astyanax
altiparanae. A fim de estabelecer um estoque de reprodutores, os peixes foram
coletados no rio Mogi Guagu (21.925706 ° S, 47,369496 ° W) e mantidos em tanques
de alvenaria de 1000 m? no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes
Continentais / Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade (CEPTA /
ICMBIo0), em Pirassununga, SP, Brasil. Os peixes foram alimentados duas vezes por dia
com pellet comercial (1 mm de diametro, 45% de proteina bruta, 3200 kcal kg™). Para a
fertilizacdo in vitro, foram utilizados os procedimentos para a maturacdo de gametas,

extrusdo e fertilizacdo descritos por Yasui et al., 2014.

Machos (~ 6 cm de comprimento total) e fémeas (~ 9 cm de comprimento total)
foram anestesiados com mentol (100 mg L™) e induzidos hormonalmente com solucéo
de OVOPEL® [(D-Ala6, Pro9-Net) -mGnRH + metoclopramida] (3 mg kg-1 de peso
vivo para machos e fémeas) na base da nadeira peitoral. Apds a injec¢cdo, 0s peixes
foram mantidos em um aquario de 400 litros, com temperatura controlada em 26°C.
Quando o comportamento de desova foi iniciado, os peixes foram recolhidos e
anestesiados como mencionado previamente. O sémen foi coletado através de
massagem abdominal, no sentido céfalo-caudal, utilizando uma micropipeta de 1000 uL
Eppendorf (Eppendorf, Alemanha) e imediatamente transferido para um tubo de 1,5 mL
contendo 400 pl de solucdo de Ringer modificado (NaCl 128,3 mM, KCI 23,6 mM,

CaCl; 3,6 mM, MgCl; 2,1 mM) sendo, em seguida, mantido a 2,5°C.
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A qualidade espermatica foi mensurada com base na motilidade dos
espermatozoides (Yasui et al., 2009, 2012), e apenas amostras apresentando motilidade
progressiva acima de 80% foram utilizadas para os ensaios de fertilizagdo. Odcitos
foram coletados por meio de extrusdo artificial numa placa de Petri de pléstico de 100
mm coberta com uma pelicula de plastico. Os odcitos extrusados foram mantidos em
solucdo Dulbecco’s - PBS (9,6 g / L). A massa de odcitos foi aliquotada em cinco
partes, sendo a primeira fertilizada imediatamente ap6s a extrusdao com 100 pl de sémen
diluido e ativada com adi¢do de 5 mL de agua destilada, a segunda ap6s 60 minutos de
estocagem, a terceira apds 120 minutos de estocagem, a quarta apds 180 minutos de
estocagem e a quinta ap6s 240 minutos de estocagem, seguindo 0S mMesmos

procedimentos de fertilizacdo e sob uma termperatura de estocagem controlada a 26°C.

Analise da estrutura do odécito e do desenvolvimento embrionario

Odcitos mantidos em solugdo dPBS nos diferentes tempos de estocagem
(tratamentos) e embrides durante os estagios de fertilizacéo, clivagem, blastula, gastrula,
segmentacdo e eclosdo de todos os tratamentos foram analisados e fotomicrografados
em estereomicroscopio Nikon acoplado a equipamento automatico de fotomicrografia.
Para a analise, foi realizada a descricdo e calculada a sobrevivéncia dos embriées nos
estagios de desenvolvimento. Em cada estagio, eram contabilizados e descartados os

embrides mortos. Durante a eclosdo, as larvas foram classificadas como normais e
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anormais de acordo com padrdes morfologicos da espécie descritos previamente por

Pereira — Santos et al. (2016).

Fertilizacdo .
Desenvolvimento
-

il Embrionério
'
2% o 60’ mpe
e o0
0e0 ©

120’ mpe

180’ mpe

l

Controle S e

240’
L ....0.:. 0 mpe
®eg0 @

Figura 1: Esquema representativo das fertilizacGes ap0s os tempos de estocagem dos

odcitos de Astyanax altiparanae em dPBS.

Larvicultura em sistema laboratorial

Apoés a abertura da boca (inicio da alimentacdo exdgena), as larvas foram
estocadas em recipientes com volume util de 1,5 L cada (aquério), dotados de sistema
de aeracdo. Em cada aquério, foi instalado um termostato para manter a temperatura da
agua a 28°C. As larvas foram alimentadas trés vezes ao dia com nauplios de Artemia. A

eclosdo dos nauplios ocorreu diariamente em recipientes de 5 L, utilizando-se uma
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salinidade de 0,5%. Antes da Gltima alimentacdo diéria das larvas, era realizada a
limpeza dos aquarios, com sifonacdo dos detritos acumulados e renovacéo de cerca de
75% do volume de agua. Neste momento, era observada a ocorréncia de mortalidade

das larvas. O pH da &gua foi medido a cada trés dias, e a temperatura, diariamente.

Citometria de fluxo

Durante a analise, mediu-se o contetdo relativo de DNA nuclear dos
embrides/larvas para checagem do nivel de ploidia (diploide — 2C ou triploide — 3C).
Para esta leitura, foram utilizadas 20 embriGes/larvas de cada tratamento, incluindo o
grupo controle. Quando ndo foi possivel obter 20 individuos para a leitura, devido a
mortalidade que ocorreu no decorrer dos estagios de desenvolvimento, foi considerado o

namero total obtido, considerando, porém, um minimo de trés individuos.

Amostra da nadadeira dorsal (~ 2 mm?) foi coletada de cada peixe e
transferidas para microtubo de 1,5 mL contendo 120 pL de solugdo de lise. As amostras
permaneceram a temperatura ambiente realizando-se agitacdo em vortex em intervalos

de 5 minutos, até perfazer o total de 30 minutos.

Decorrido este tempo, as amostras foram coradas com adicdo de 800 pL de
Dulbecco's PBS (Sigma #D5773) contendo 1 pg mL™ de corante DAPI e filtradas por
meio de peneira de 30 um (Celltrics, Partec, Germany). As amostras coradas foram
entdo analisadas por citdmetro de fluxo Partec CyFlow Ploidy Analyzer (Partec GmBH,

Germany) com filtro especifico DAPI (358 nm), sendo utilizado um kit comercial
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adotado para andlises em aquicultura e agricultura (Partec CyStain DNA 2-step, Partec

GmBH, Germany).

Esfregaco sanguineo

Esfregacos sanguineos foram preparados utilizando uma gota de sangue de cada
peixe, o qual foi heparinizado numa lamina de microscopio. As laminas foram secas a
temperatura ambiente durante 6 horas e, em seguida, fixadas em metanol durante 3
segundos. Apds 30 minutos de secagem, foram coradas em uma solugdo baseada em
Giemsa (kit rapido Panoptic, fornecido pela LABORCLIN, Pinhais, Brasil) durante 10
segundos, sendo, posteriormente, lavadas em solucdo dPBS, duas vezes, e secas a
temperatura ambiente. Em seguida, as imagens digitais de aproximadamente 50 células
foram tiradas num microscépio trinocular (Nikon Ci, Téquio, Japdo) acoplado a uma
camara CCD (Nikon Ds -F1, Toquio, Japdo), obtendo-se também medidas do diametro

dos nucleos através do software NIS -Ar Elements (Nikon, Tokyo, Japdo).

Estatistica

Os dados referentes as taxas de sobrevivéncia ao longo da embriogénese
foram analisados por meio do software Statistica 11.0, sendo apresentados como média
+ DP (desvio padrdo). Todos os experimentos foram realizados em quatro repeticoes,

usando diferentes machos e fémeas para cada repeticdo. Os dados foram verificados
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quanto & normalidade utilizando-se o teste Liliefor’s, em seguida, comparados usando

ANOVA seguida pelo teste de Tukey (0,05).

Resultados

Andlise da estrutura do o6cito e do desenvolvimento embrionario

As taxas de sobrevivéncia durante o desenvolvimento embrionério de
Astyanax altiparanae utilizando odcitos estocados por 60, 120, 180 e 240 minutos sdo
mostradas na Tabela 1. O desenvolvimento embrionario foi descrito nos estagios de

fertilizacdo (zigoto), 2 células, blastula, gastrula, segmentacéo e ecloséo.

Os o0citos ap6s armazenamento em solucdo de dPBS para fertilizacdo tardia
apresentaram padrdes morfolégicos semelhantes aos observados nos oécitos que foram
imediatamente fertilizados ap06s a extrusdo (grupo controle) ao longo da primeira hora
de estocagem, incluindo integridade de vitelo, auséncia de hidratacdo e corion bem

aderido ao oocito sem a formacéo de espago perivitelino (Fig. 2).

A partir de 60 mpe, no entanto, foi detectado um aumento do espaco
perivitelino, que pode estar relacionado com o aumento do percentual de larvas
anormais e eclosédo (Tab. 1). Esta hidratacdo durante o tempo de estocagem néo
influenciou o percentual de fertilizacdo entre os tratamentos, que ndo apresentaram

diferenga significativa entre si e com o grupo controle (P = 0,92).
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Os embrides do grupo controle mostraram um desenvolvimento muito
satisfatorio (Figs. 3 A, B, C), porcentagem de eclosdo de 93,70 + 4,51%, sendo 97,16 +

0,32% representada por larvas normais (Tab. 1).

Nos estéagios iniciais de desenvolvimento até o estagio de blastula ndo houve
diferencga estatistica em relacdo ao grupo controle (fertilizado imediatamente apds a

extrusao) em todos os tratamentos (P = 0,99).

A analise morfoldgica do desenvolvimento inicial apresentou um padrdo
regular de incidéncia de malformacGes entre os tratamentos. Os embrifes resultantes de
odcitos estocados por 60 minutos apresentaram desenvolvimento embrionario regular
até os estagios iniciais da blastula sem grande alteracdo morfolégica em comparacgédo
com o grupo controle (Figs. 3D, E, F). No estagio de géastrula, no entanto, alteracdes
foram observadas em todas as fases dos movimentos morfogenéticos de epibolia. As
células ndo seguiram um padrdo regular de divisdo e tiveram reduzidas taxas de
sobrevivéncia nos estagios posteriores. Ainda assim, ndo foram observadas diferencas

significativas em relacdo ao grupo controle até a eclosdo (P = 0,99).

Os o06citos estocados por 120 minutos resultaram em embriGes com
desenvolvimento anormal (Figs. 3 G, H, I). Os estagios de gastrula e segmentacao
foram os mais afetados durante a embriogénese. As deformidades observadas durante o
estagio de gastrula destacaram um aspecto irregular que fregiientemente se estendeu

para a regido do vitelo (Fig. 3 H).

Durante o0 estagio de segmentacdo, os embrides apresentaram anormalidades
na coluna vertebral e no desenvolvimento da cauda no periodo pré-eclosdo (Fig. 3 1). O
desenvolvimento da regido cefalica foi normal, com observacdo do surgimento das

vesiculas dptica e dtica. A porcentagem de larvas anormais foi de 30,56 + 12,67%,
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sugerindo uma embriogénese atipica observada nos estagios finais de segmentacgdo, que
foram mais evidentes na fase pré-eclosdo. Os padrdes de movimentos de natacdo para

romper o cérion foram afetados como consequéncia de malformacdes da cauda.

Os embrides dos odcitos fertilizados ap6s 180 minutos de estocagem (Figs. 3
J, K, L) apresentaram deformidades pronunciadas através dos estagios de 2 células,
blastula e eclosdo. Durante o estagio de blastula (512 a 1024 células), fase importante
para a manipulacao e transplante celular, as células apresentaram um padrdo de divisdo
irregular, com células de didmetros diferentes. As conseqiiéncias deste padrdo foram
mais evidentes ao longo das sucessivas divisfes, quando os embrides apresentaram

diminuig&o na sobrevivéncia em relagdo aos outros tratamentos (38,39 + 15,18%).

As principais deformidades observadas nos embrifes resultantes foram
principalmente um desenvolvimento irregular da regido cefalica, e também
malformacBes de cauda e coluna, com grande variacdo no ndmero de somitos entre
embribes que estavam no mesmo estagio de desenvolvimento e distribuicdo irregular de
vitelo. Além disso, observou-se um atraso para atingir cada estagio de desenvolvimento
em comparacdo com o grupo controle, em que a maioria dos embrifes apresentou
desenvolvimento normal. O tratamento com 180 minutos apresentou a maior

porcentagem de larvas anormais (95,76 = 7,35%, P = 0,012).

Odcitos fertilizados ap6s 240 minutos de estocagem nao apresentaram
sobrevivéncia ap0s o estagio de segmentacdo. As anormalidades foram mais intensas
durante o estagio da gastrula (Fig. 3 M, N, O). O vitelo apresentava um padrao irregular
de conformacéo e as divisdes celulares eram assincronicas, dando origem a movimentos

irregulares de epibola que ndo avangavam para fases posteriores.
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Durante o estdgio de géstrula, a sobrevivéncia decresceu mais de 50,00% em
relacdo ao estagio de blastula (4,89 + 8,47%). No estdgio de segmentacdo, houve
sobrevivéncia neste tratamento, as deformidades foram semelhantes as descritas para
este estagio nos demais tratamentos, incluindo anormalidades que diminuiram a
viabilidade dos embrides até a eclosdo. O vitelo apresentou forma irregular e a regido
cefélica ndo se desenvolveu de forma sincrénica. A cauda apresentou alto grau de
deformidades, representando embrides com lordose e padréo irregular de distribuicdo de

somitos.

Estagio larval

No grupo controle, 97,16% * 0,32% das larvas eclodidas foram normais e
apenas 2,84% = 0,32% anormais (Tab. 1; Fig. 4A). O percentual de larvas normais ndo
apresentou diferenca significativa entre os tratamentos 60 (P = 0,90) e 120 (P = 0,14)
minutos de estocagem apds extrusdo. Nao houve diferenca estatistica no tratamento com
180 minutos em relacdo aos demais tratamentos, no qual a porcentagem de larvas

normais caiu para 4, 24% (P = 0,05).

Entre as anormalidades observadas ao longo da embriogénese, destacaram - se
malformacdes de cauda com padrdo anormal de somitos e dificuldade na natacgéo,

resultando em subsequente mortalidade.

Entre as larvas incubadas no tratamento com 60 minutos de estocagem dos

odcitos, foi possivel destacar pequenas malformacdes na regido de diferenciacdo da
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cauda (Fig. 4B). As regiOes da cabeca e do vitelo seguiram padrdo normal de

desenvolvimento para a espécie.

Com 120 minutos de estocagem dos oocitos para a fertilizacdo, as larvas
eclodiram com malformagdes na regido da cauda, comprometendo seus movimentos de
natacdo e consequentemente a liberagdo do corion (Fig. 4C). Algumas larvas também
apresentam deformidades na cabeca e padréo irregular de distribuicdo do vitelo. O
tratamento com 180 minutos de estocagem de odcitos apresentou larvas com graves
malformacdes de cauda, cabeca e diferenciacéo e distribuicdo do vitelo, refletindo sobre
a sobrevivéncia (Fig 4D). O desenvolvimento foi mais letargico e apresentou larvas com
dificuldade para eclodir devido a malformacdes. No tratamento de estocagem dos

odcitos por 240 minutos, ndo houve eclosdo e sobrevivéncia.

Analise da ploidia

Os resultados em citometria de fluxo estdo descritos na Tabela 1 e pode-se
verificar que, no grupo controle, 100% das amostras foram diploides. No tratamento
com 60 minutos, 95,56 + 4,44% (17/18) das amostras foram diploides e 4,44 + 4,44%
(1/18) triploides. Em 120 minutos, 94,44 + 9,62% (16/17) das amostras foram diploides
e 5,56 + 5,56% (1/17) triploides. 100% das amostras foram dipldides com 180 minutos
e aos 240 minutos, ndo houve sobrevivéncia. As Figuras 5A e 5B referem-se aos
histogramas obtidos por meio do citdmetro de fluxo mostrando o padréo diploide (Fig.

5A) e padréo triploide (Fig. 5B) dos individuos.
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Tabela 1: Sobrevivéncia e ploidia dos embriGes de Astyanax altiparanae, cujos odcitos foram imediatamente fertilizados (controle), e nos

tratamentos em que foram estocados por 60, 120, 180 e 240 minutos antes da fertilizag&o.

n° de Desenvolvimento Embrionério (%) Ploidia
o6citos N. Fert. Clivagem Blastula Gastrula Segmentacéo Eclosdo Normal Anormal 2n 3n
Controle 246 1,44+0,24 9856+0,24 100,00+0,00 95,69 +1,82° 95,14 + 3,748 93,70+ 4,51 97,16 + 0,322 2,84 +0,32° 50/50 0
60’ 94 3,00£050  97,00+0,50 97,19+ 1,52 79,71 + 0,90 91,36 + 3,128 88,93 +5,14 89,95 + 3,472 10,05 + 3,472 17/18  1/18
120° 119 500+1,55 95,00 £ 1,55 84,51+ 7,49 76,69 + 9,44 81,90 + 6,65° 86,31+6,15 69,44+1267% 3056+12,67% 16/17  1/17
180° 126 514+188 9486+188 87,12+535 7589+6,20° 3839+1518" 27,78+4811 424+735°  9576+735°  11/11 0
240° 95 7,32+1,73 92,68+173 5650+12,02 4,89+847° 16,67 +28.87%" 0 0 0 - -
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Figura 2: Fotomicrografias representativas de odcitos de Astyanax altiparanae

estocados por 60 minutos (A), 120 minutos (B), 180 minutos (C) e 240 minutos (D) pds
extrusdo. Asteriscos indicam od6citos com hidratacdo parcial ou total durante a
estocagem; setas destacam alteracbes morfoldgicas na estrutura dos odcitos. Barras de

escala: 100 pum.
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Figura 3: Desenvolvimento embrionario de Astyanax altiparanae. Odcitos fertilizados
imediatamente apds a extrusdo (controle) nos estadgios de blastula, géastrula e
segmentacdo (A, B, C). Embribes cujos oocitos foram fertilizados 60 minutos apds a
extrusdo (D, E, F); 120 minutos apds a extrusdo (G,H, 1); 180 minutos apds a extrusdo
(J, K, L) e 240 minutos ap6s a extrusdo (M, N, O). Asteriscos indicam malformagdes
durante as divisdes celulares da blastoderme, setas indicam células desprendidas dos
embrides, setas brancas indicam malformagdes durante a gastrulacéo, estrelas destacam
malformagdes na conformacdo do vitelo, tridngulo indica malformacBes na regido
cefélica e circulos representam malformacgdes na regido caudal. Barra de escala: 100

pm.
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Figura 4: Larvas de Astyanax altiparanae provenientes de odcitos fertilizados
imediatamente apds a extrusdo (controle) (A), fertilizados 60 apds a extrusao (B), apos
120 minutos de estocagem (C) e apds 180 minutos de estocagem (D). Linha em curva
indica desenvolvimento anormal da regido caudal, estrela destaca lordose e escoliose,
linha tracejada destaca padrdo anormal de diferenciacdo cefalica e seta destaca

pericardio com edema.
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Figura 5: Anélise de ploidia destacando individuos diploides e triploides na espécie
Astyanax altiparanae, por meio de citometria de fluxo (A, B) e esfregaco sanguineo (C,

D). Barra de escala: 100 pm.
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Discussao

Este estudo fornece informacGes importantes sobre a estocagem de odcitos e a
subsequente fertilizacdo in vitro. O tempo de estocagem dos odcitos apOs a extrusdo
pode influenciar a morfologia dos embrides, sua viabilidade e sobrevivéncia, além de

afetar diretamente a ploidia dos embrides.

De acordo com Brooks et al. (1997), a qualidade do odcito é determinada pelas
propriedades intrinsecas do proprio odcito e o ambiente em que o mesmo € fecundado e
posteriormente incubado. A maioria dos trabalhos prévios centrou-se na capacidade de
fertilizacdo dos odcitos ap6s a extrusdo (Yasui et al., 2015), em que os autores
concluiram que os o6citos nesta espécie podem ser armazenados apenas poucas horas
ap6s amostragem. Assim, a viabilidade do o6cito € determinada ndo s6 por
caracteristicas externas, incluindo morfologia, cor e outros aspectos, mas outros fatores
que séo importantes para a sobrevivéncia e manutencdo da embriogénese e, portanto, a

capacidade de fertilizacdo.

De uma forma geral, a qualidade dos o0citos pode ser definida como a
capacidade em ser fertilizado e, subsequentemente, se desenvolver dentro de um padréo
de normalidade para a espécie, possibilitando o desenvolvimento de um embrido até a
fase adulta. Na aquicultura, a qualidade destes gametas é muito variavel e apresenta-se
sob influéncia de um numero significativo de fatores externos e também de aspectos
relacionados ao manejo dos reprodutores, além dos moduladores génicos relacionados a

qualidade dos gametas, que sdo pouco conhecidos (Bobe e Labbé, 2010).

Nas espécies Curimatella lepidura e Steindachnerina elegans, duas espécies

de pequeno porte da familia Curimatidae, a taxa de fertilizacdo dos odcitos foi de 74,5 +
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7,96% e 71,2 + 10,8%, respectivamente, sob uma faixa de incubacdo de 24°C. Assim
como observado em Astyanax altiparanae, 0s o0d6citos apresentaram estrutura
morfoldgica externa com adesividade e canal micropilar em funil (Perini et al., 2013;
Pereira — Santos et al., 2016). No presente estudo, sob uma temperatura de incubacéo de
26°C, a taxa de fertilizacdo dos odcitos em A. altiparanae foi muito satisfatéria e
superior, com 98,56 + 0,42%, 0 que evidencia 0 sucesso reprodutivo da espécie, mesmo
em condi¢Oes de estocagem dos odcitos, onde se observou pouca varia¢do no percentual
de fertilizacdo ao longo dos tratamentos. Os reflexos da estocagem dos odcitos foram

mais decisivos e evidentes ao longo da embriogénese e na ecloséo.

A perda gradativa da viabilidade € constante entre os teledsteos apds a
ovulacdo (Rizzo et al., 2003), o que pode ser diretamente relacionado com a queda na
sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento embrionario observada neste trabalho.
Odcitos de Prochilodus marggravii armazenados ex situ apresentaram taxas de
fertilizacdo inferiores rapidamente ap06s a ovulacao, simultaneamente com um aumento
no ndmero de larvas deformadas. Rizzo et al. (2003) apontam que, diante destes
resultados, a estocagem de 00citos ex situ para a espécie ndo deve ultrapassar o tempo
de uma hora, sob temperatura controlada a 26°C. Sob as mesmas condicdes de
incubagcdo, o presente trabalho inferiu resultados semelhantes para Astyanax
altiparanae, cujo aumento do percentual de larvas anormais € visivel a partir de uma
hora de incubacdo ex situ dos odcitos, aumentando gradativamente até a mortalidade

total conforme o aumento deste intervalo (até quatro horas pds extruséo).

As alteracGes diretas causadas sobre a ploidia de amostras de o0citos
fertilizados ap6s determinado tempo de estocagem na espécie Astyanax altiparanae,
como observado no presente estudo, podem se unir aos fatores que influenciam a

viabilidade de uma desova, a qualidade do desenvolvimento embrionario e,
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consequentemente, a sobrevivéncia da progénie, importante para a indudstria aquicola e
também para o aprimoramento de técnicas de manipulagdo cromossémica e ensaios em
biotecnologia aplicada a reprodugdo. A indugdo indireta de individuos poliploides
devido & queda na qualidade dos o6citos em decorréncia do tempo de estocagem pos
extrusdo pode surtir reflexos diretos sobre etapas posteriores da criagdo, visto que estes
rearranjos cromossomicos podem carrear alteragOes significativas em importantes
fatores relacionados a producéo e propagacdo das espécies. Individuos triploides, por
extensdo, podem ser estéreis e ndo apresentar desenvolvimento gonadal, além de

crescimento somatico superior aos diploides da mesma espécie (Piferrer et al., 2009).

Na biotecnologia aplicada, € comum o uso de técnicas para inducdo de
individuos poliploides para diversos fins, tais como manipulacdo cromossdémica
(Fujimoto et al., 2010), inducdo de individuos triploides através de tetraploides (Zhao et
al., 2012), producdo de ginogenéticos (Felip et al., 2001) e quimerismo (Yasui et al.,
2011). Na execucdo destes trabalhos, assim como foi constatado pelo presente estudo,
fatores como o tempo até que os odcitos sejam fertilizados e que se inicie a aplicacdo da
técnica podem influenciar a ploidia destas progénies e consequentemente, comprometer

a eficécia dos protocolos e a interpretacdo dos resultados.

O envelhecimento do o6cito pode ser uma possivel explicacdo para o
surgimento de triploides espontaneos em populages naturais em Astyanax, como 0
Astyanax schubartii (Morelli et al., 1983), Astyanax sp. (Fauaz et al., 1994; Kantek et
al., 2007), A. scabripinnis (Maistro et al., 1994, Machado et al., 2012). Diferente do que
sugere Machado et al. (2012) para Astyanax scabripinnis e Silva et al. (2011) para
Rhandia quellen, o triploide natural ndo ocorre especificamente devido as diferengas de
temperatura nos rios em éareas de desova. Conforme observado neste estudo, esta

ocorréncia natural pode ser explicada pelo fato de que uma parcela de odcitos é
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extrusada enquanto outra permanece estocada em curto prazo no fluido ovariano,
ficando gradativamente maduro, e entdo posteriormente liberado pelas fémeas e
fertilizado. A ocorréncia de individuos triploides naturais devido a tais fatores de
estocagem e de fertilizagdo tardia também foi relatada por Nomura et al. (2013) para

Anguilla japonica.

Em conclusdo, os oocitos de Astyanax altiparanae devem ser fertilizados
imediatamente apds a extrusdo, a fim de evitar diminuicdo da taxa de fertilizagdo,
mortalidade durante o desenvolvimento embrionario e também alteragdes no estado de
ploidia. Este estudo é o primeiro relato para espécies neotropicais e € importante para a
aplicacdo de tecnologias em reproducdo de peixes e para elucidar o surgimento de

poliploides naturais.
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Capitulo I1: Inativacdo do material genético materno por irradiacdo UV em Astyanax
altiparanae: Determinacgdo da solugdo para estocagem de o00citos e da faixa de

irradiacdo
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Resumo

A androgénese em peixes € um protocolo de manipulacdo cromossdmica
baseado em reproducdo uniparental a partir do material genético paterno. A técnica
pode ser utilizada como ferramenta de preservacdo de espécies ameagadas em peixes.
Para isso, € necessario o estabelecimento de uma solucdo para estocagem dos 00citos
para posteriores manipulagdes, mantendo sua viabilidade em ser fertilizado; e de uma
faixa ideal de irradiacdo UV que inative completamente o material genético materno. O
objetivo deste estudo foi estabelecer esses conhecimentos com a espécie Astyanax
altiparanae. Para determinar a solucdo 6tima, foram testadas trés composicdes para
manutencdo por quatro faixas de tempo: Ringer, dPBS e Hanks, por 30, 60, 90 e 120
minutos, totalizando treze tratamentos com controle, fertilizados ap6s o tempo de
extrusdo. Na determinacdo da faixa de irradiacdo UV, os o6citos foram irradiados com
doses de 30, 60, 90, 120 e 150 mW/cm?, em camara de irradiacdo UV, e posteriormente
fertilizados. A ploidia foi avaliada por citometria de fluxo. A solucdo ideal para
estocagem dos odcitos pds extrusdo foi a de dPBS, por até 120 minutos, permitindo um
largo intervalo para manipulagdo. Nesse tratamento, a taxa de ecloséo foi de 92,08 +
1,75%. A faixa de irradiagdo mais eficaz em inativar o material genético materno foi a
de 90 mW/cm? com 100% das amostras analisadas haploides. A sobrevivéncia nessa
faixa também foi vidvel, com 87,01 + 6,58% de ecloséo. O estabelecimento destes
protocolos permite o avango em estudos ineditos com androgénese em espécies nativas,

além de atuarem como protocolos de base para estudos em biotecnologia aplicada.
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Palavras-chave: Biotecnologia, manipulacdo cromossomica, citometria de fluxo,

peixes.

Introducéo

Androgénese pode ser definida como um protocolo de manipulacdo
cromossémica baseado em reproducéo uniparental, em que apenas o material genético
paterno é transmitido e o ndcleo materno é inativado, geralmente por irradiacdo. Desta
forma, a progénie passa a ser haploide, sendo necessarias outras manipulacbes para

restaurar o seu estado diploide (Morishima et al., 2011).

Este protocolo de biotecnologia aplicada representa importante ferramenta para
propagacdo e recuperacdo de espécies ameacadas em peixes, modelos bioldgicos que
permitem tais manipulagdes. Em espécies seriamente ameacadas, por exemplo, a
androgénese pode atuar como técnica de propagacdo mediada, através da fertilizagédo
com espermatozoides criopreservados e odcitos irradiados de espécies

filogeneticamente proximas (Lin e Dabrowski, 1998; Fujimoto et al., 2007).

A manipulagdo cromossémica baseada em reproducéo uniparental ja vem sendo
bem estabelecida através de androgénese e ginogénese para espécies em que O
conhecimento da biologia reprodutiva e da embriogénese ja sdo bem consolidados. Na

literatura indexada ja existem protocolos bem estabelecidos para aplicacdo destas
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técnicas, viabilizados pelo conhecimento detalhado da biologia basica das espécies (Lin
e Dabowski, 1998; Paschos et al., 2001; Yoshikawa et al., 2008). Contudo, sdo
inexistentes os estudos nessa area com as espécies nativas, e a viabilidade de aplicacdo

da técnica é estritamente espécie-especifico.

No caso da inducdo & androgénese, entre as principais etapas para consolidacdo
efetiva da técnica, € imprescindivel um conhecimento detalhado da morfologia do
odcito, dos aspectos relacionados a sua morfologia e dos eventos pré e pos —
fertilizacdo. Essas informacOes sdo necessarias para que seja possivel a inativacao
completa do material genético materno, mantendo ainda a sua viabilidade em ser

fertilizado e desenvolver (Arai et al., 1992).

Esta etapa é imprescindivel para o sucesso da técnica de androgénese, tendo em
vista que fragmentos cromossomicos derivados do genoma materno na progénie
androgenética devido a uma incompleta faixa de irradiacdo UV podem acarretar
anormalidades no embrido e comprometer a viabilidade e a sobrevivéncia das progénies
(Ocalewicz et al., 2009). Dessa forma, o estabelecimento de uma faixa ideal de
irradiacdo UV dos odcitos e também das condi¢des ideais de manutencdo dos mesmos
durante o processo de manipulagdo sdo duas etapas imprescindiveis para o sucesso da

técnica e que devem ser estabelecidos para cada espeécie.

Para que isso seja possivel, € necessario atender alguns requisitos basicos para
manutencdo dos odcitos apds a extrusao. A irradiacdo deve, ao mesmo tempo, ser eficaz
na inativacdo do material genético materno e manter a viabilidade do odcito irradiado
ainda ndo fertilizado. Para tanto, o meio de irradiacdo deve apresentar baixa viscosidade
e toxicidade para os gametas. SolucGes sintéticas sdo as mais recomendadas, ja que

79



Tese de Doutorado Matheus Pereira dos Santos

solucBes naturais, como plasma seminal ou fluido do ovério, podem mostrar diferentes
concentracdes devido a variacdo sazonal, e ndo sdo prontamente disponiveis em todo o

ano (Yasui et al., 2009; 2010).

Diante da importancia em inativar totalmente o material genético materno
durante o processo de irradia¢do, sdo fundamentais as ferramentas de confirmacao desta
etapa. A anélise cromossdmica e a citometria de fluxo s&o métodos de analise muito
importantes para averiguar o conteiddo do DNA nas progénies e consequentemente

confirmar o sucesso da inducgdo a androgénese (Lin e Dabrowski, 1998).

O trabalho foi conduzido com o objetivo de estabelecer um protocolo de
manipulacdo otimizado para inativacdo completa do material genético materno para
inducdo a androgénese na espécie de caracideo Astyanax altiparanae, um interesse
modelo de manipulacdo cromossémica para espécies nativas neotropicais, baseado na
necessidade de um protocolo para estabelecer a solugdo ideal para o processo de

estocagem do odcito e da faixa ideal de irradiacdo UV.

Material e Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica no
uso de Animais do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade

Aquatica Continental (CEUA / CEPTA # 02031.000007/2016- 65).
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Etapa | - Determinacdo de solugdo para estocagem dos odcitos

Coleta dos Gametas

A Figura 1 esquematiza as principais metodologias realizadas nesta etapa dos
experimentos. Foram utilizadas fémeas maduras da mesma idade da espécie Astyanax
altiparanae (aproximadamente cinco meses de idade, com 9 cm de comprimento),
morfologicamente aptas para a reproducdo através de caracteristicas como abdémen
arredondado, papila urogenital avermelhada e tamanho e coloragdo uniformes dos
oocitos. Apds esta selecdo prévia, os animais foram transferidos para ambientes de
temperatura controlada (28°C) e receberam tratamento hormonal para inducdo a
reproducdo, com hormdnio sintético Ovopel ® (D-Ala, Pro-Net-mGnRH) (Unic-trade,
Hungria), na concentracdo de 3mg kg™, em dose Unica. Ap6s aproximadamente seis
horas, os animais foram transferidos para solucdo anestésica de mentol para 0s
procedimentos de extrusdo artificial e coleta dos odcitos, que foram transferidos para
placa de Petri de plastico de 100 mm coberta com uma pelicula de plastico, em

ambiente de temperatura controlada a 26°C (ver Pereira — Santos et al., 2016).

O sémen foi coletado de machos maduros, da mesma idade das fémeas
utilizadas, apds tratamento com o mesmo protocolo de inducdo hormonal. Com cerca de
seis horas de acdo do hormonio, os mesmos foram separados das fémeas e transferidos

para solucdo anestésica de mentol para o procedimento de coleta. O sémen foi coletado
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utilizando uma micropipeta de 1000 pL Eppendorf (Eppendorf, Alemanha) e
imediatamente transferido para um tubo de 1,5 mL contendo 400 pl de solugdo de
Ringer modificado (NaCl 128,3 mM, KCI 23,6 mM, CaCl, 3,6 mM, MgCl;, 2,1 mM)
sendo, em seguida, mantido a 2,5°C. A qualidade espermatica foi mensurada com base
na motilidade dos espermatozoides (ver Yasui et al., 2009, 2012), e apenas amostras
apresentando motilidade progressiva acima de 80% foram utilizadas para os ensaios de

fertilizacdo.

Solugdes e intervalos de estocagem

Foram utilizados trés diferentes meios de solugdes:

1- Solugdo de Ringer (7,5 g/L NaCl, 0.2 g/L KCI, 0,2 g/L CaCl,) contendo 0,5% de

BSA (Bovine serum albumin - albumina do soro bovino);

2- Solugao de Hank’s — HBSS (137mM NacCl, 5.4 mM KClI, 0,25 mM Na,HPQ,, 0,44
mM KH,POy,, 1,3 mM CaCl,, ImM MgSQ,, 4,2 mM NaHCO3) contendo 0,5% de

BSA;

3- Solugdo de DPBS - Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (Sigma #D5773) (9,6g/L),

contendo 0,5% de BSA.
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Cada solucdo recebeu uma aliquota de odcitos, que eram fertilizados com a
mesma amostra de sémen apds 30, 60, 90 e 120 minutos pds extrusdo com 10 pL de
sémen. Uma das aliquotas foi fertilizada imediatamente apds a extrusdo e mantida em
agua com temperatura ambiente (26°C), atuando como um controle para os tratamentos.
Os parametros de integridade do odcito avaliados foram ocorréncia de hidratacdo dos
mesmos nas diferentes solucdes, os indices de fertilizacdo apds os intervalos testados, e

0s percentuais de sobrevivéncia ao longo do desenvolvimento embrionario.

Anélise do Desenvolvimento Embrionério

O experimento foi realizado em triplicata. Os embrides (aproximadamente 232
embrides para cada tratamento) foram mantidos sob temperatura controlada a 26°C e
incubados em sistema de acordo com o descrito em Pereira — Santos et al. (2016) para a
especie Astyanax altiparanae. Os treze tratamentos — controle, dPBS 30, 60, 90 e 120,
Hanks 30, 60, 90 e 120 e Ringer 30, 60, 90 e 120 — tiveram sua embriogénese descrita e
a sobrevivéncia analisada durante os estagios de fertilizacdo, clivagem, blastula,
gastrula, segmentacdo e eclosdo. Durante a ecloséo, as larvas foram classificadas como
normais e anormais de acordo com padrées morfologicos da espécie descritos

previamente por Pereira — Santos et al. (2016). A embriogénese foi descrita sob
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estereomicroscopio Nikon SMZ 1500 (Nikon, Tokyo, Japédo), acoplado ao equipamento

automaético de fotomicrografia CCD (Nikon SMZ 1500, Nikon, Tokyo, Japéo).

Fertilizag3o
(Minutos pés - extrusdo)
Ringer /f _. 30 minutos 60 minutos 90 minutos 120 minutos
—
o
26°C Hanks -
l’
Controle
00,0
8 0.5
000 -
000 © dPBS -
—
—_—
—

Figura 1: Metodologia de estocagem e fertilizacdo dos odcitos.

Etapa Il - Faixa de Irradiagdo UV

Os procedimentos de inducdo e coleta dos gametas foram 0s mesmos descritos

na Etapa |. Esta etapa também foi realizada em triplicata.

Irradiacdo dos odcitos de Astyanax altiparanae em camara UV

A Figura 2 esquematiza as etapas subsequentes para determinacdo da dose
Otima de irradiacdo UV para inativacdo do material genético dos oocitos da espécie

Astyanax altiparanae. Uma aliquota de odcitos (aproximadamente 130 odcitos) foi

84



Tese de Doutorado Matheus Pereira dos Santos

depositada em placa de Petri (135 mm de diametro), juntamente com 8,0 mL da solugéo
com os melhores resultados em manutencdo da morfologia e hidratagdo observadas na
primeira etapa. Os odcitos foram irradiados em cadmara UV conforme descrito por

Fujimoto (2007) nas doses de 30, 60, 90, 120 e 150 mW/cm?.

As aliquotas de odcitos (cerca de 130 odcitos) das diferentes doses de
irradiacdo foram fertilizadas com aproximadamente 18 pL de sémen fresco de Astyanax
altiparanae e os gametas ativados com a adi¢do de 20 mL de &gua do tanque, sendo 0s
ovos incubados em placas de Petri a temperatura ambiente de 26,0°C (temperatura
controlada). Como controle, uma aliquota de cerca de 100 odcitos intactos da mesma
desova utilizada na irradiacdo também foi fertilizada com 18 pL de sémen fresco de
Astyanax altiparanae, os gametas ativados com a adi¢cdo de 20 mL de agua do tanque e
0s ovos incubados em placas de Petri sob as mesmas condi¢cbes mantidas nos
tratamentos de irradiacdo. Trocas parciais de agua foram realizadas periodicamente no

decorrer do periodo de incubacgdo nas placas de Petri.

Andlise do Desenvolvimento Embrionério

O desenvolvimento embriondrio foi acompanhado por meio de
estereomicroscopio (Nikon SMZ 1500, Tokyo, Japdo) e imagens digitais tomadas
através de uma camera CCD (Nikon DS-F1, Nikon, Toktyo, Japan) empregando-se 0

software Nis-Ar Elements (Nikon, Tokyo, Japan).

Foram descritos e observados os estagios de duas células, blastula, gastrula,

segmentacao e eclosdo, sendo possivel averiguar a “Sindrome Haploide” dos embrides
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caracterizada por diversas anormalidades. Para a aferigdo da taxa de fertilizagdo foram
contabilizados os embrifes vivos e mortos. A taxa de eclosdo também foi mensurada
verificando-se a porcentagem de larvas normais e anormais (ver Pereira-Santos et al.,

2016).

Desova Irradiagdo UV Fertilizagdo Desenvolvimento

; embrionario
-
-
o9 o
—> |3l 0 |— o

®g0 ©
30’
‘L 60’
90’
Controle 120’
—_=" 150’

.ﬁ -

Figura 2: Metodologia de irradiagdo e fertilizag&o dos odcitos.

Citometria de fluxo

As larvas recém eclodidas foram transferidas para microtubo de 1,5 mL
contendo 120 pL de solugdo de lise. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos com agitacdo em vortex por intervalos de 5 minutos e
coradas com adicao de 800 L de Dulbecco's PBS (Sigma #D5773) contendo 1 pg mL™
de corante DAPI. As amostras foram ent&o filtradas por peneira de 30 um (Celltrics,
Partec, Germany) e analisadas por citometro de fluxo Partec CyFlow Ploidy Analyzer

(Partec GmBH, Alemanha) com filtro especifico DAPI (358 nm). Foi utilizado um kit
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comercial adotado para andlises em aquicultura e agricultura (Partec CyStain DNA 2-

step, Partec GmBH, Alemanha).

Oberservacéo dos pronucleos dos odcitos apds irradiacdo UV

Para observacdo e descricdo da fusdo dos prondcleos, os ovos foram
analisados sob microscopio de fluorescéncia, no Laboratdrio de Biotecnologia de Peixes
do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao de Peixes Continentais, Cepta/ICMBIo,
em Pirassununga, apés o estabelecimento da faixa ideal de irradiacdo pela citometria de

fluxo.

Embrides correspondentes a 0 a 14 minutos pds-fertilizacdo foram corados
com 5 ug de corante fluorescente 4,6-diamidino-2-fenilindone dihidroclorido (DAPI,
SIGMA D9542) + solucdo dPBS 200x ml™ (0,000005 g mL™), diluidos, analisados e
fotomicrografados em microscopio de fluorescéncia (Nikon SMZ 1500, Tokyo, Japéo),
acoplado a camera CCD (Nikon DS-F1, Nikon, Toktyo, Japan), com filtro de
comprimento de onda de 254 nm. Os embrides foram posicionados com o p6lo animal

voltado para o plano de observacéo.

Para avaliar se a irradiacdo afetou o tempo de fusdo dos prondcleos da
espeécie, os dados foram comparados com os resultados da andlise realizada por Pereira-

Santos et al. (2016) em embribes ndo irradiados da espécie Astyanax altiparanae.
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Estatistica

Os dados sdo apresentados como média £+ EP (erro padrdo). Todos os
experimentos foram realizados em trés repeticdes, usando diferentes fontes de odcitos.
Os dados foram verificados quanto a normalidade utilizando o teste Liliefor’s, em
seguida, comparados usando ANOVA seguida pelo teste de Tukey (0,05). O software

Statistica 11 foi utilizado para a analise estatistica.

Resultados

Determinacdo de solucéo para estocagem dos odcitos — Etapa |

Os o0citos da espécie Astyanax altiparanae apresentam morfologia e estrutura
uniformes, com coloracdo homogénea que pode apresentar variacdes de acordo com a
desova e as condi¢bes ambientais onde as fémeas se encontram. O coérion estad bem

aderido a superficie do odcito, que apresenta adesividade.

Os oocitos recém extrusados de forma artificial apresentaram morfologia
integra, sem sobreposicdo de células ou de camadas de células em diferentes niveis de
divisdo (Fig. 3A). Aléem disso, ndo apresentou hidratacdo no fluido ovariano,

caracteristica essencial para o sucesso da fertilizacao.

Esses aspectos, observados no grupo controle de odcitos recém extrusados e
posteriormente fertilizados sem tempo de estocagem, foram os pardmetros de qualidade
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considerados na avaliagdo da qualidade das solugdes em estocar e manter a integridade

dos odcitos nos diferentes tratamentos, para posterior fertilizacao.

Os tratamentos com dPBS nos tempos de 30 e 60 minutos pds extrusdo (mpe)
ndo apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P = 0,14),
mantendo caracteristicas e aspectos morfologicos semelhantes aos dos odcitos recém
fertilizados. Os gametas estocados ao longo desse intervalo de tempo na solucdo néo
apresentaram hidratacdo, além de morfologia externa uniforme, sem sobreposicdo de
camadas ou anormalidades. Apresentava de uma forma geral, 0 mesmo aspecto do

grupo controle recém extrusado.

Entre os odcitos estocados por 30, 60, 90 e 120 minutos pds extrusdo em
solucdo de Hanks, foi possivel destacar algumas alteracdes morfoldgicas que causaram
consequentes influéncias sobre a incubacdo pdés fertilizacdo. Os o00citos apresentavam
ligeira a moderada hidratacdo, com grupos apresentando morfologia externa alterada
por sobreposi¢do de camadas de células, chegando a se soltar do o6cito. Devido a tais
alteracdes os odcitos estocados em solucdo de Hanks aparentavam estar em estagios
diferentes de maturacdo, mesmo sendo provenientes da mesma desova utilizada nos

demais tratamentos.

Tais aspectos foram observados com maior incidéncia de acordo com o
aumento do intervalo de incubacgdo, sendo mais visiveis a partir dos 90 minutos pés
extrusdo. Entre as caracteristicas negativas da estocagem pelas solugdes, a hidratacédo
observada nesses tratamentos € um dos comportamentos que podem refletir mais
negativamente sobre a posterior fertilizacdo, principalmente entre aqueles fertilizados

apos intervalo maior de estocagem (Fig. 3).
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Considerando todos os pardmetros morfolégicos relacionados a integridade e
viabilidade dos od6citos p6s extrusdo como indicativos de qualidade, os tratamentos
estocados em solucdo de Ringer foram o0s que apresentaram maior indice de
anormalidades. Ainda com 30 minutos de incubacdo, a solugdo néo foi eficaz em evitar

a hidratacdo dos gametas, que ja passaram a apresentar espaco perivitelino.

Com o avangar do tempo de incubacdo, gradativamente os odcitos passaram a
apresentar alteracGes em sua morfologia, chegando a aparentar divisdes celulares pos
fertilizacdo, como estdgios de bléastula ou gastrula (Figs 3 C, D). Essas alteracdes,
aliadas a constante hidratacdo dos odcitos, refletiram muito sobre a fertilizacdo e

consequente sobrevivéncia posteriores.

Desenvolvimento pds fertilizacdo — Etapa |

Os resultados de sobrevivéncia ao longo dos estagios de desenvolvimento
embrionario nos diferentes tratamentos sdo apresentados na Tabela 1. Os odcitos
estocados em solucdo de dPBS apresentaram os maiores indices de fertilizacdo em
todos os tempos de incubacdo, sendo 0s mais proximos ao observado no grupo controle
(Figs 4 A-F). Os oocitos fertilizados apds 120 minutos de estocagem em solucdo de
Ringer apresentaram diferenca estatistica em relacdo aos demais tratamentos (P = 0,99),

com 65,88 £ 15,49 % de fertilizagéo.

Os estagios mais criticos de incubacdo foram os de géastrula, segmentacéo e
ecloséo, refletindo diretamente sobre a sobrevivéncia e morfologia das larvas. Nesses

momentos, 0s resultados mais promissores de viabilidade e sobrevivéncia foram
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observados entre os embrides cujos oocitos estavam estocados em solucdo de dPBS.
Todos os intervalos observados durante a estocagem nessa solugdo ndo apresentaram

diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (P = 0,90).

Apesar de aumentar gradativamente de acordo com o avanco no periodo de
incubacéo, o percentual de eclosdo de larvas anormais observado nos tratamentos com
solugdo de dPBS ndo apresentaram diferenca significativa com relacdo ao grupo
controle (P = 0,14), apontando para a viabilidade de aplicagdo como solugdo de

mantenca.

Os embrides cujos odcitos foram estocados em solucdo de Hanks
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao controle nos estagios de blastula,
gastrula, segmentacdo, eclosdo e, posteriormente, nos indices de larvas normais e
anormais (P = 0,05). Nos tratamentos com 90 e 120 minutos de incuba¢do dos odcitos,
0s embrides apresentaram sobrevivéncia significativamente inferior nas fases do estagio
de blastula (P = 0,05) e, a partir desse momento, em todos 0s estagios em comparagdo

ao controle.

O percentual de sobrevivéncia caiu consideravelmente a partir do estagio de
gastrula em todos os intervalos de incubacdo nesta solugcdo. Nos tratamentos de 60, 90 e
120 minutos pos extrusdo, a sobrevivéncia foi, respectivamente, de apenas 0,79 * 0,79,
9,85 +9,85¢e 2,74 + 2,11%. A partir do estagio de segmentacdo, foi significativamente
inferior ao observado no grupo controle, em todos os intervalos de incubacdo em dPBS

e no proprio intervalo de 30 minutos em Hanks (P = 0,05).

No tratamento com solucdo de Ringer como meio de estocagem pré-
fertilizacdo, os resultados foram significativamente discrepantes do observado no grupo

controle (P = 0,012). Os embrides cujos odcitos foram fertilizados apds mais de 30
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minutos de estocagem ndo apresentaram sobrevivéncia até a eclosdo, com grande

mortalidade a partir do estagio de gastrula.

Os indices de sobrevivéncia observados ao longo do periodo de incubagédo
neste tratamento ndo foram satisfatorios para posterior incubacdo e manipulagdo
cromossémica, principalmente devido as anormalidades observadas ao longo da
embriogénese (Fig. 4). No tratamento com odcitos incubados por 30 mpe, Unico que
apresentou ecloséo, 100% das larvas eram anormais e apresentavam deformidades que

inviabilizariam sua sobrevivéncia posterior.
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Tabela 1: Desenvolvimento embrionario de Astyanax altiparanae cujos odcitos foram estocados em solucfes de dPBS, Hanks e Ringer por 30,
60, 90 e 120 minutos apds a extrusao artificial.

N° de Estagios do Desenvolvimento (%0)
0Vv0S Nao Fert. Clivagem Blastula Gaéstrula Segmentacgio Ecloséo Normais Anormais
Controle 263 1,62 +0,13*  98,38+0,13* 97,53+0,83° 8854+7,292 8611+868 9540+2,86° 97,39 +0,55° 2,60+ 0,55
dPBS 30° 260 3,46+ 1,63 96,54 +163  9355+221  8363+078  79,17+2512 9398+213% 9326+1,02¢ 6,74 +1,02
dPBS 60’ 204 2,82+0,36 97,18+0,36  92,52+1,15 77,07 +3,15% 7291+4,34® 8279+11,23% 88,94+322¢ 11,06+ 3,222
dPBS 90’ 206 4,51 +0,25 9549+0,25  90,42+1,35 62,73+12,67% 4893+12,74° 97,18+2,06% 88,12+4,07¢ 11,88 + 4,07
dPBS 120’ 237 3,91+1,56 96,06 + 1,56  82,81+7,26 69,25+1336* 5576+8,33° 92,08+175%° 80,90+9,39° 19,10 + 9,39
Hanks 30’ 205 8,73+ 2,32 91,27 + 2,32 7296+421 2656 +2127° 20,55+ 18,50° 56,67 +28,48° 47,78 +26,97° 52,22 +26,97°
Hanks 60’ 214 9,25 + 4,17 90,75+ 4,17 65,24 + 9,33 0,79 +0,79° 0,26 +0,26°  33,32+33,32" 33,33+33,33" 66,67 + 33,33"
Hanks 90’ 207 19,01+10,85 80,99+10,85 38,28+2549" 985+ 9,85° 7,58 +7,58° 16,67 + 16,67" 0 100°
Hanks 120’ 224 17,29 + 8,85 82,71+8,85 2455+9,76° 2,74+211° 0,77+0,77° 16,67 + 16,67" 0 100°
Ringer 30’ 227 7,95 + 4,38 92,05+4,38 77,48+1041 1,33%0,85 0,39+0,39° 16,67 + 16,67 0 100°
Ringer 60’ 249 4,67 + 0,60 95,33+ 0,60 73,08+14,85  145+1,45° 0 0 0 0
Ringer 90’ 261 5,26 + 1,16 94,74+1,16 66,58 +23,19 0,44 +0,44° 0 0 0 0
Ringer 120’ 255 34,12 +1549° 65,88+ 1549° 9,23 +535° 0 0 0 0 0
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Figura 3: Odcitos da espécie Astyanax altiparanae recém fertilizados ap0s a extrusdo

(A) e estocados em solucdo de dPBS (B), Hanks (C) e Ringer (D) por 120 minutos ap6s

a extrusdo, para posterior fertilizacdo. MF: Mal formac&o. Barra de escala: 100 pum.
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Controle

120’ dPBS

120° Hanks

120’ Ringer

Figura 4: Desenvolvimento embriondrio de Astyanax altiparanae nos estagios de
blastula, gastrula e segmentacgdo, cujos odcitos foram fertilizados imediatamente apds a
extrusdo (A, B, C) e cujos odcitos foram fertilizados ap6s 120 minutos de extrusdo em
trés solugdes: dPBS (D, E, F), Hanks (G, H, I) e Ringer (J, K, L). Setas indicam células
que se desprenderam dos embrides. Asteriscos destacam malformagdes durante os
movimentos de epibolia. Meia lua aponta auséncia de espago perivitelino. Estrelas
destacam malformacdes na blastoderme e o tridngulo indica malformacéo de coluna.

Barra de escala: 100 pum.
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Faixa de Irradiacdo UV — Etapa Il

A partir dos resultados obtidos com a etapa I, foi possivel estabelecer a solugédo
ideal para estocagem e as faixas de irradiacdo UV dos o0citos da espécie Astyanax
altiparanae. Dessa forma, todos os tratamentos foram irradiados com odcitos diluidos

em solucgéo de dPBS.

Os resultados observados nos seis tratamentos de intervalos de irradiagédo séo
apresentados na Tabela 2. As anormalidades observadas ao longo da embriogénese
apresentaram maior frequéncia de incidéncia de acordo com a faixa testada. O
tratamento de irradiagdo com 30’°, no entanto, ndo apresentou malformagdes acentuadas

em relacdo ao controle (Figs. 5 A-D).

Com 60°, as malformacGes mais observadas ocorreram nos estagios de bléastula e
segmentacdo (Fig. 5E). No estagio de blastula, os embrides apresentavam blastoderme
com divisdes celulares assincrénicas, destacando-se regides com células mortas que
provocavam deformidades acentuadas. No estagio de segmentacdo, problemas na
formacdo da coluna foram os mais destacados. Apesar das malformacdes morfoldgicas,
no entanto, ndo houve diferenca significativa nesses estagios com relagdo ao grupo

controle (P = 0,83).

Os embrides cujos oodcitos foram irradiados com 90’ de UV apresentaram
indices satisfatorios de sobrevivéncia ao longo da embriogénese. As malformacdes mais
evidentes foram observadas nos estagios de clivagem, blastula e segmentacao (Fig. 5G).
No entanto, a sobrevivéncia ndo foi afetada nesse periodo, sendo de 82,58 + 12,90,

62,36 £ 27,11 e 74,56 £ 5,89%, respectivamente.
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As malformacgdes mais frequentes nesse periodo foram observadas nas divisdes
celulares da clivagem, com pouca sincronia e disformidade de tamanho, nas divisoes
celulares da blastula e também na diferenciacdo dos primeiros somitos no estagio de
segmentacdo. Nessa faixa, 100% das larvas eclodidas foram classificadas como

anormais, apresentando algum tipo de deformidade.

A faixa de irradiagdo por 120’ apresentou acentuadas anormalidades nos
estagios de gastrula e segmentacdo. No estagio de segmentacao (Fig. 51), a diferenca foi
significativa em relagdo aos demais tratamentos (P = 0,027). As malformacdes
observadas foram acentuadas nas fases dos movimentos morfogenéticos de epibolia e
fechamento do blastéporo, com maior frequéncia nas fases de 50 e 70% de epibolia. Na
segmentacdo, lenta diferenciacdo da cabeca e cauda comprometeram significativamente
a ocorréncia dos demais eventos, como surgimento das vesiculas otica e Optica. Todas

as larvas eclodidas nesse tratamento foram classificadas como anormais.

No tratamento de irradiagdo por 150°, a mortalidade foi acentuada a partir do
estagio de segmentacdo. Nao houve sobrevivéncia e eclosdo nessa faixa, sinalizando um

limite de tempo para irradiacdo UV dos odcitos da espécie.

Anélise da ploidia por Citometria de Fluxo

Os resultados das analises em citometria de fluxo com as larvas eclodidas em
cada tratamento sdo apresentados na Tabela 3. Nenhum tratamento com irradiacédo
apresentou larvas diploides, e o grupo controle (fertilizado a fresco e sem irradiacdo) foi

analisado como 100% normal diploide.
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Na faixa de irradiagdo com 30°, 62, 50% (10/16) das amostras eram haploides,
possivelmente expressando apenas o material genético paterno. Do total de amostras
analisadas, 37,50% (6/16) das larvas eram mosaicos. No tratamento com 60°, o indice
de larvas haploides subiu para 78,57% (11/14), com 21,43% (3/14) das amostras como

mMosaicos.

A faixa de irradiagdo UV com 90’ apresentou os resultados mais promissores.
Nesse tratamento, 100% das larvas analisadas (20/20) eram haploides e a sobrevivéncia,
como descrito anteriormente, foi satisfatoria, com 87,01 + 6,58% de eclosdo. O fato de
100% das larvas eclodidas nesse tratamento serem classificadas como anormais reforca
a ploidia apontada pela analise em citometria, expressada pela chamada Sindrome

Haploide.

Os embrides cujos odcitos foram irradiados por 120’ foram igualmente 100%
haploides, ndo apresentando, porém, um indice satisfatério de sobrevivéncia para
posteriores manipulacfes (28,68 + 27,34%). No tratamento de irradiacdo por 150°, ndo

houve sobrevivéncia e as amostras ndo tiveram sua ploidia analisada.

Dessa forma, a faixa de intervalos testada foi capaz de expressar o limite de
tolerdncia dos odcitos da espécie Astyanax altiparanae para irradiacdo UV. Através do
protocolo de solugéo para estocagem estipulado na etapa I, a irradiacdo dos gametas foi
possivel e a faixa ideal, unindo sucesso em inativar o material genético materno e

manter a viabilidade e sobrevivéncia, estabelecida.

A observacgdo dos pronucleos por meio de microscopia de fluorescéncia mostrou
que a irradiag¢@o dos odcitos na faixa de 90’ ndo afeta o tempo de fusdo ja descrito para a

especie (Fig. 6).
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n° de Desenvolvimento Embrionario (%)
oocitos N. Fert. Clivagem Blastula Gastrula Segmentacao Ecloséo Normal Anormal

Controle 179 1,15+0,63 9885+0,63 8885+7,79 86,71+912 96,15+£1,96% 98,63+0,79 99,77 £0,23? 0,23 £ 0,23

30° 126 6,19+433 9381+433 77,75+1124 9159+221 89,26+8,66% 83,45+ 259 0 100°

60’ 100 1455+ 11,24 8545+11,24 68,33+17,59 75,38+10,73 81,12+13,63* 89,98 +5,38 6,45 + 6,45 93,55 + 6,45"

90’ 101 17,42 +£1290 82,58+ 1290 62,36 +27,11 8351+4,78 7456+589  87,01+6,58 0 100°

120° 109 34,16 + 28,93 6584+2893 80,20+295 8820+7,02 19,60+16,03" 28,68+ 27,34 0 100°

150° 135 17,71 +861 8229+861 70,33+840 7653+4,38 17,83+17,832 0 0 0

Tabela 2: Desenvolvimento embrionério de Astyanax altiparanae cujos odcitos foram fertilizados a fresco (controle) e irradiados com UV por

30, 60, 90, 120 e 150 minutos ap6s a extrusao.
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Ploidia
N° de odcitos 1n 2n Mosaico
Controle 20 0 20/20 0
30 20 10/16 0 6/16
60’ 20 11/14 0 3/14
90’ 20 20/20 0 0
120° 20 717 0 0

Tabela 3: Ploidia das larvas de Astyanax altiparanae cujos odcitos foram fertilizados a fresco (controle) e irradiados com UV por 30, 60, 90 e

120 minutos apds a extrusao.

100



Tese de Doutorado Matheus Pereira dos Santos

Figura 5: EmbriGes da espécie Astyanax altiparanae nos estagios de segmentacao e
eclosdo. Embrido que ndo foram expostos a irradiacdo (controle) (A, B); embrides cujos
odcitos foram irradiados por 30 segundos (C, D); embrifes cujos oocitos foram
irradiados por 60 segundos (E, F); embribes cujos odcitos foram irradiados por 90
segundos (G, H) e embribes cujos odcitos foram irradiados por 120 segundos e
posteriormente fertilizados (I, J). Asteriscos indicam malformacg6es na cauda; setas finas
apontam padrdo anormal de diferenciacdo do vitelo; setas grossas destacam
diferenciacéo cranial anormal e estrelas a malformacéo e distribuicéo de vitelo. Barra de

escala: 100 pm.
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Figura 6: Observacdo dos prondcleos nos ovos da espécie Astyanax altiparanae
irradiados por 90°. Ovos com seis minutos pos fertilizagdo, com pronucleos ainda
individualizados (A), ovos com oito minutos poés fertilizagdo, com pronucleos evidentes
e ainda individualizados (B), ovos com dez minutos pds fertilizacdo, com pronucleos
totalmente fundidos (C) e ovos com doze minutos pos fertilizacdo fusionados (D). Setas

indicam a localizacdo dos pronucleos. Barra de escala: 100 pum.
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Discussao

Foi determinado um meio ideal para estocagem dos odcitos para irradiacdo e
manipulacdo cromossémica na espécie Astyanax altiparanae. Além disso, uma faixa
confiavel de intervalos de irradiacdo foi estabelecida, com um tratamento ideal para

inativacdo do material genético materno.

Para inducdo a androgénese, essas etapas sdo fundamentais, sendo ja
investigadas em algumas espécies. Em todos esses estudos, a desnucleacdo dos o0citos
hospedeiros por meio de irradiagdo UV e a manutencdo da sua capacidade em ser
fertilizado e se desenvolver é a primeira etapa primordial para o sucesso da inducgdo e
aplicacdo do protocolo. Além disso, quando a irradiacdo ndo é realizada em um meio de
diluicdo ideal, os resultados sdo significativamente alterados (Myers et al., 1995;

Komen e Thorgaard, 2007).

Lin e Dabrowski (1998) estabeleceram sete meios de incubacao dos odcitos para
irradiacdo UV e posterior fertilizacdo na espécie Esox masquinongy, entre elas o fluido
ovariano artificial da propria espécie e uma combinacdo de solugbes de Ringer com
tripsina e BSA. Os autores destacaram bons resultados de embriogénese e eclosdo
posterior nos oocitos estocados nessas solugdes, que foram capazes de manter a

viabilidade dos gametas por 10 minutos, tempo suficiente para a irradiacdo UV.

Resultados similares foram relatados para a espécie Oncorhynchus mykiss, com
as mesmas diluices e solugdes (Erdahl et al.,, 1987), evidenciando diferencas
significativas com relacdo ao observado na espécie Astyanax altiparanae no presente

estudo, que apontou a solugdo de Ringer como um meio inadequado para estocagem dos
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odcitos. Essas etapas devem ser, desta forma, estabelecidas para cada modelo em

estudo, visto que depende de caracteristicas altamente espécie-especificas.

Além disso, a utilizacdo do préprio fluido ovariano pode ndo ser o meio ideal,
visto que podem apresentar diferentes teores devido a variacdo sazonal, e ndo sdo
prontamente disponiveis em todo o ano (Yasui et al., 2010), comprometendo a

possibilidade de replicacao dos ensaios.

Os mecanismos relacionados a alteracdes na morfologia dos odcitos causadas
pela exposic¢do a um tipo especifico de solucdo ndo sdo bem conhecidos (Brooks et al.,
1997; Lin e Dabrowski, 1998). Apos o estabelecimento da solucdo e da faixa de tempo
em que ela é capaz de manter a viabilidade dos od6citos, o presente estudo concluiu que

a irradiacdo UV é capaz de inativar o material genético materno.

As faixas obtidas no presente protocolo foram semelhantes ao observado por
Bongers et al (1994), Myers et al (1995), Arai et al (1995) e Lin e Dabrowski (1998)
para irradiacdo UV de odcitos nas espécies Oreochromis niloticus, Misgurnus
anguillicaudatus, Cyprinus carpio e Esox masquinongy, respectivamente. No entanto,
destaca-se a diferenca percentual de sobrevivéncia nesses trabalhos com relacdo ao

presente estudo.

Em Astyanax altiparanae, o percentual de sobrevivéncia de embribes 100%
haploides em decorréncia da irradiacdo dos odcitos foi de 87,01 + 6,58%, muito
superior ao obtido nestes trabalhos: 22,9% em Oreochromis niloticus (Myers et al.,
1995), 22% em Misgurnus anguillicaudatus (Arai et al., 1995) e 22,5% em Esox

masquinongy (Lin e Dabrowski, 1998).

O resultado descrito por Bongers et al (1994) com Cyprinus carpio deixa ainda

mais evidente a eficacia do nosso estudo com Astyanax altiparanae. Os autores relatam
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incidéncia de 53,9% de individuos haploides apds a irradiagdo UV, enquanto que o
presente estudo destacou 100% de haploides na faixa com 90 segundos de irradiacéo. Ja
Lin e Dabrowski (1998) s6 alcancaram 100% de individuos haploides a partir de 240

segundos de irradiacao.

Esta sensibilidade variavel a irradiacdo UV entre as espécies pode ser explicada,
principalmente, por diferencas na estrutura do cdérion, tamanho do odcito e posi¢éo
relativa do prondcleo feminino (Myers et al., 1995). Além disso, a radiacdo pode
desencadear aberracfes cromossdmicas estruturais em diferentes niveis de acordo com
cada espécie, produzindo uma dispersdo aumentada de DNA celular em populacdes de

células em proliferacdo e, consequentemente, malformac6es (George et al., 1991).

Esses danos cromossdmicos induzidos pela exposicéo a radiacdao UV pode ser a
causa da ocorréncia do aumento nas varia¢fes de contetdo de DNA observadas nas
analises em citometria de fluxo (Lamb et al., 1991). Lin e Dabrowski (1998) também

observaram esses comportamentos utilizando a mesma metodologia de analise.

Assim como destacado por Lin e Dabrowski (1998), foi possivel observar uma
grande incidéncia de larvas no momento da eclosdo que apresentavam malformacdes
estruturais e musculares que caracterizam a “Sindrome Haploide”. Os autores afirmam
que o conteudo de DNA destas larvas anormais ndo apresentavam diferenca com
relacdo as do grupo controle, mas a citometria de fluxo apontava mosaicismo entre as
mesmas. Com Astyanax altiparanae, destacamos uma incidéncia de 37,5% de mosaicos
no tratamento com irradiagdo por 30 segundos e de 21,43% no tratamento com 60

segundos.

Lin e Dabrowski (1998) destacam, ainda, que a ocorréncia de mosaicos nesses

casos indicam que a irradiacdo UV em diferentes dosagens pode causar mutagdes nos
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genomas dos peixes, resultando em embrides anormais com as mesmas caracteristicas

morfologicas dos individuos haploides.

Os resultados do presente estudo trazem dois importantes protocolos para
inducdo a androgénese na espécie Astyanax altiparanae: foi estabelecida uma solugéo
ideal para estocagem dos o0citos para irradiacdo, por um tempo que supre de forma
eficiente o periodo da exposicao; e uma faixa 6tima para inativacdo do material genético
materno foi padronizada com confianca, representando um limite para a sobrevivéncia e
viabilidade dos embrides. O trabalho serve como base para o desenvolvimento de
biotecnologias inéditas na manipulacdo cromossémica e producao de androgenéticos em

Astyanax altiparanae.
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Capitulo I11: Fertilizacdo dos odcitos irradiados da espécie Astyanax altiparanae com
machos de Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albinos.
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Resumo

Em peixes, uma alternativa para recuperar a diploidia dos embribes apds a
irradiacdo UV dos oo6citos para producdo de androgenéticos pode ser a aplicacdo de
choques de temperatura para inibir a primeira clivagem ou ainda a fertilizagdo com mais
de um espermatozoide. O objetivo deste trabalho foi induzir androgenéticos das
espécies Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino,
utilizando odcitos de Astyanax altiparanae e um método para fertilizagdo com mais de
um espermatozoide. Os odcitos de Astyanax altiparanae foram irradiados com 90
mW/cm? de radiacdo UV, e tiveram o cérion removido com enzima pronase (0,05%).
Posteriormente, eles foram separados em aliquotas e fertilizados com sémen de
Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino. Aliguotas
de odcitos frescos (ndo irradiados) e sem remocdo de corion também foram fertilizadas
com sémen de cada espécie, atuando como controle para os tratamentos. Todos 0sS
tratamentos que receberam radiacdo UV e ndo tiveram o corion removido com pronase
foram haploides, apresentando anormalidades e malformacdes caracteristicas da
“Sindrome Haploide”. Os odcitos que tiveram corion removido com pronase e foram
fertilizados com sémen de Astyanax fasciatus ndo apresentaram sobrevivéncia, e o
tratamento com irradiacdo e remocdo do coOrion com pronase apresentou indice de
eclosdo de 25,00 £ 25,00. Os odcitos fertilizados com sémen de Hyphessobrycon
anisitsi albino que foram previamente irradiados e tiveram o cérion removido com
pronase apresentaram um percentual de ecloséo de larvas normais de 7,90 £ 4,30%,
diferindo significativamente do controle de odcitos frescos fertilizados com sémen da
espécie, que foi de 87,36 + 12,26% (P = 0,08). Os tratamentos com irradiacao,

remocdo do corion e fertilizagdo com sémen de Astyanax altiparanae e de
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Hyphessobrycon anisitsi albino apresentaram, respectivamente, 6,75% e 18,12% de
embrides diploides, sinalizando uma alternativa para a producdo de androgenéticos

diploides em espécies neotropicais.

Palavras — chave: Androgénese, hibrido, irradiacéo, tetra, sémen.

Introducéo

A androgénese é uma interessante biotecnologia de manipulagdo cromossdmica
porque a progénie resultante é completamente homozigética, possuindo cromossomos
originados de uma Unica fonte parental. Como técnica de manejo reprodutivo, apresenta
muitos potenciais de aplicacdo, incluindo a criacdo de linhagens puras, a possibilidade
de se produzir parentais machos homogaméticos conhecidos como "supermachos"
(especialmente nos casos em que se prefere cultivar os machos por apresentarem um
maior crescimento em relagcdo as fémeas), e a recuperacdo de espécies ameacadas a

partir de sémen criopreservado (Arai et al., 1992; Carrillo e Chacon, 1995).

A fertilizacdo do odcito inativado pode ser feita com gametas masculinos
previamente congelados ou resfriados, garantindo sua disponibilidade no momento
exato da fertilizagdo, ou até mesmos frescos, provenientes de machos da mesma espécie
ou de especies filogeneticamente proximas. A utilizacdo de gametas de espécies
diferentes é possivel, pois 0s espermatozoides de peixes teledsteos ndo tém acrossoma,
fato que coincide com a presenca da micrépila nos odcitos (Pandian e Kirankumar,

2003). Desta forma, desde que a entrada do espermatozoide na micrépila se faca
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possivel, a fertilizagdo em peixes € um evento ndo espécie especifico. Assim, a
inseminacdo interespecifica bem sucedida é a estratégia mais importante para técnicas

como a clonagem ou androgénese interespecificas (César et al. 2006).

N&o existem relatos na literatura sobre aplicacdes da androgénese em espécies
nativas ou mesmo neotropicais, 0 que seria de grande importancia tanto para a
conservacao genética de muitas espécies, como para estudos sobre heranga genética,
principalmente materna. Diante disso, a espécie Astyanax altiparanae surge como um
interessante modelo para a padronizagdo destes tipos de protocolos em espécies nativas,
por diversos motivos: sua ampla distribuicdo, a diversidade de espécies
filogeneticamente proximas na natureza que podem atuar como doadoras de
espermatozoides, a alta taxa de fecundidade, diferenciacdo sexual controlavel, manejo
reprodutivo facilitado e conhecimento da biologia reprodutiva e da embriogénese ja

bem descritos e conhecidos (Pereira-Santos et al., 2016).

Para confirmacdo do protocolo de inducdo a androgénese, o uso de
espermatozoides de espécies filogeneticamente proximas é uma interessante ferramenta,
visto que, apds a inativacdo do material genético materno, a Unica heranga genética das
progénies devera ser a paterna, de uma espécie diferente. No caso da espécie Astyanax
altiparanae, uma diversidade de espécies proximas podem ser utilizadas com sucesso
nesse sentido por apresentarem ultraestrutura dos gametas bem semelhantes, entre elas
Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albinos. Esses dois modelos séo
especialmente interessantes por apresentarem caracteristicas morfoldgicas particulares
que permitem a sua distin¢do, como a nadadeira caudal vermelha em Astyanax fasciatus
e o albinismo em Hyphessobrycon anisitsi. Tais herangas paternas seriam comprovagoes
genéticas e morfoldgicas do sucesso na inativacdo do material genético materno e

consequente androgénese.
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No entanto, apds a inativacdo do material genético materno por exposicao a
radiacdo UV, a diploidia da progénie deve ser recuperada para garantir a sobrevivéncia
das larvas. Para reverter o estado haploide provocado pela radiacdo dos odcitos, a
duplicacdo do genoma pode ser realizada através da inibicdo da primeira divisdo
mitética por meio de pressdo ou de choque térmico (Komen e Thorgaard, 2007),
fertilizacdo com gametas de individuos poliploides (Yoshikawa et al., 2008) ou ainda

com a fertilizacdo com mais de um espermatozoide (Clifton e Pandian, 2008).

Uma das maneiras de facilitar a fertilizacdo do oocito por mais de um
espermatozoide seria promovendo a remoc¢do do corion, uma das estratégias de
prevencdo a polispermia em peixes. Nesse caso, enzimas como a tripsina e a pronase
podem ser utilizadas como meios de diluicdo do cdrion para posterior fertilizacdo

(Hallerman et al., 1988; Henn e Braunsbeck, 2011).

Desta forma, o presente trabalho foi conduzido com o objetivo de padronizar a
técnica de androgénese na espécie Astyanax altiparanae, através da fertilizacdo com
sémen de Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albinos e resgatando a diploidia

da progénie por meio da remocao do cérion com pronase e posterior fertilizagdo.

O choque térmico para inibicdo da primeira divisdo da clivagem e consequente
restauracdo do estado diploide ndo foi eficaz para a espécie, onde nao foi verificado

sobrevivéncia apos a aplicagdo do choque.
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Material e Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica no
uso de Animais do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade

Aquatica Continental (CEUA / CEPTA # 02031.000007/2016- 65).

Inducéo a reproducdo e coleta dos gametas

A Figura 1 esquematiza a metodologia realizada nas etapas de irradiacdo dos
odcitos de Astyanax altiparanae, remocdo do cérion e posteriores fertilizagdes com
sémen de Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino.
Foram utilizadas fémeas maduras da mesma idade, morfologicamente aptas para a
reproducdo através de caracteristicas como abdémen arredondado, papila urogenital

avermelhada e tamanho e coloracdo uniforme dos o6citos.

Apds esta selecdo prévia, os animais foram transferidos para ambientes de
temperatura controlada (28°C) e receberam tratamento hormonal para inducdo a
reproducdo, com hormonio sintético Ovopel ® (D-Ala, Pro-Net-mGnRH) (Unic-trade,
Hungria), na concentracdo de 3mg kg™, em dose Unica. Ap6s aproximadamente seis
horas, os animais foram transferidos para solucdo anestésica de mentol para 0s
procedimentos de extrusdo artificial e coleta dos odcitos, que foram transferidos para
placa de Petri de plastico de 100 mm coberta com uma pelicula de plastico, em

ambiente de temperatura controlada a 26°C (ver Pereira — Santos et al., 2016).
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O sémen das trés espécies utilizadas foi coletado de machos maduros, da mesma
idade das fémeas (aproximadamente cinco meses, com 6 cm de comprimento), apos
tratamento com o mesmo protocolo de indug&o hormonal. Com cerca de seis horas de
acdo do hormonio, os mesmos foram separados e transferidos para solucéo anestésica de
mentol para o procedimento de coleta. O sémen foi coletado utilizando uma micropipeta
de 1000 pL Eppendorf (Eppendorf, Alemanha) e imediatamente transferido para um
tubo de 1,5 mL contendo 400 ul de solugéo de Ringer modificado (NaCl 128,3 mM,
KCI 23,6 mM, CaCl, 3,6 mM, MgCl, 2,1 mM) sendo, em seguida, mantido a 2,5°C. A
qualidade espermaética foi mensurada com base na motilidade dos espermatozoides (ver
Yasui et al., 2009, 2012), e apenas amostras apresentando motilidade progressiva acima

de 80% foram utilizadas para 0s ensaios de fertilizacéo.

Irradiacdo dos o6citos

Para irradiacdo dos odcitos, uma aliquota (aproximadamente 200 odcitos) foi
depositada em placa de Petri (135 mm de diametro), juntamente com 8,0 mL de solucéo

dPBS (ver Capitulo I1). Os odcitos foram irradiados em camara UV por 90 mW/cm?.

Aliquotas de odcitos das diferentes doses de irradiacdo foram fertilizadas com
aproximadamente 18 pL de sémen fresco de cada uma das trés espécies, e 0s gametas
ativados com a adi¢do de 20 mL de agua do tanque, sendo 0s ovos incubados em placas

de Petri a temperatura ambiente de 26,0°C (temperatura controlada).

Como controle, uma aliquota de cerca de 100 odcitos intactos da mesma

desova utilizada na irradiacdo também foi fertilizada com 18 pL de sémen fresco de
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Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino; os gametas
foram ativados com a adi¢do de 20 mL de 4gua do tanque e 0s ovos incubados em
placas de Petri sob as mesmas condi¢cdes mantidas nos tratamentos de irradia¢do. Trocas
parciais de dgua foram realizadas periodicamente no decorrer do periodo de incubagéo

nas placas de Petri.

Assim, esta etapa da metodologia totalizou seis tratamentos: um controle de
oocitos ndo irradiados e fertilizados com sémen de Astyanax altiparanae, um controle
de odcitos ndo irradiados e fertilizados com sémen de Astyanax fasciatus (hibrido), um
controle de odcitos ndo irradiados e fertilizados com sémen de Hyphessobrycon anisitsi
albino (hibrido), um tratamento com odcitos irradiados e fertilizados com sémen fresco
de Astyanax altiparanae, um tratamento de odcitos irradiados e fertilizados com sémen
fresco de Astyanax fasciatus e um tratamento de odcitos irradiados e fertilizados com

sémen fresco de Hyphessobrycon anisitsi albino.

Remocao enzimatica do corion

Para remogdo do corion dos oocitos antes da irradiacdo e fertilizagdo, aliquotas
foram divididas e diluidas em solucdo de enzima Pronase isolada de Streptomyces
griseus (Sigma #P8811-1G) (0,05%) associada a 0,5% de BSA com solugéo de dPBS
(ver Capitulo 11). Foram divididas trés aliquotas: um tratamento irradiado e fertilizado
com sémen de Astyanax altiparanae, um tratamento irradiado e fertilizado com sémen
de Astyanax fasciatus e um tratamento irradiado e fertilizado com sémen de

Hyphessobrycon anisitsi albino. Para cada uma das aliquotas, um controle de odcitos
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frescos foi fertilizado com sémen de cada uma das espécies, totalizando seis

tratamentos.

Controle Irradiagao Controle

/] |

Controle Pronase Pronase

| |

Controle Pronase

Figura 1: Esquema da metodologia realizada para irradiacdo, remocdo do cérion e
fertilizacdo de odcitos de Astyanax altipanae com sémen de Astyanax altiparanae,

Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino.
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Andlise do Desenvolvimento Embrionario

O desenvolvimento embriondrio foi acompanhado por meio de
estereomicroscopio (Nikon SMZ 1500, Tokyo, Japdo) e imagens digitais tomadas
através de uma camera CCD (Nikon DS-F1, Nikon, Toktyo, Japan) empregando-se o

software Nis-Ar Elements (Nikon, Tokyo, Japan).

Foram descritos e observados os estagios de duas células, blastula, gastrula,
segmentacao e eclosdo, sendo possivel averiguar a “Sindrome Haploide” dos embrides
caracterizada por diversas anormalidades nos tratamentos que receberam radiagéo UV.
Para a afericdo da taxa de fertilizacdo foram contabilizados os embrides vivos e mortos.
A taxa de eclosdo também foi mensurada verificando-se a porcentagem de larvas

normais e anormais (ver Pereira-Santos et al., 2016).

Citometria de fluxo

As larvas recém eclodidas foram transferidas para microtubo de 1,5 mL
contendo 120 pL de solugdo de lise. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente durante 30 minutos com agitacdo em vortex por intervalos de 5 minutos e
coradas com adicao de 800 L de Dulbecco's PBS (Sigma #D5773) contendo 1 pg mL™
de corante DAPI. As amostras foram entéo filtradas por peneira de 30 um (Celltrics,
Partec, Germany) e analisadas por citdmetro de fluxo Partec CyFlow Ploidy Analyzer

(Partec GmBH, Alemanha) com filtro especifico DAPI (358 nm). Foi utilizado um kit
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comercial adotado para andlises em aquicultura e agricultura (Partec CyStain DNA 2-

step, Partec GmBH, Alemanha).

Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EP (erro padrdo). Todos os
experimentos foram realizados em trés repeticdes, usando diferentes fontes de odcitos.
Os dados foram verificados quanto a normalidade utilizando o teste Liliefor’s, em
seguida, comparados usando ANOVA seguida pelo teste de Tukey (0,05). O software

Statistica 11 foi utilizado para a anélise estatistica.

Resultados

Os indices de sobrevivéncia nos estagios de desenvolvimento embrionario nos
tratamentos fertilizados com sémen de Astyanax altiparanae sdo apresentados nas
Tabelas 1 e 2. Todos os tratamentos fertilizados com sémen de Astyanax altiparanae

apresentaram sobrevivéncia e ecloséo.

Os tratamentos com fertilizacdo de odcitos frescos (ndo irradiados) e dos que
tiveram o coérion removido com pronase ndo apresentaram anormalidades ou
malformacdes, com indices satisfatorios de eclosdo e sobrevivéncia (Figs. 2A-F). Entre
as principais anormalidades observadas nos demais tratamentos, destacou-se, entre 0s
odcitos irradiados, malformacgdes no estdgio de bléstula (Fig. 2G), com células se

desprendendo da blastoderme com o decorrer das divisdes celulares, comprometendo os
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J4

estagios posteriores. Este evento é caracteristico da “Sindrome Haploide”, levando

consequentemente a malformacdes caracteristicas nos estagios posteriores.

Durante o estagio de gastrula, foram descritas malformacdes na conformacao e
estrutura do vitelo, consequencia de uma assincronia nos movimentos de epibolia (Fig.
2H). Os embrides nesse tratamento encontravam-se em diferentes niveis de
desenvolvimento ao longo das fases de gastrula. No estagio subsequente, a segmentacao
apresentava nimero reduzido de somitos (Fig. 2H) em relacdo aos demais embrides de
outros tratamentos no mesmo intervalo, sinalizando um retardo no desenvolvimento
embrionario que posteriormente afetou a sobrevivéncia e eclosdo de larvas normais.
Além disso, os embrides também apresentavam malformacdes na regido caudal (Fig.

21).

No tratamento com irradiacdo UV e remoc¢do do corion com pronase, 0S
embrides apresentaram malformacbes bem caracteristicas ao longo dos estagios de
blastula, gastrula e segmentacdo. No estagio de blastula, persistiram as malformacoes da
blastoderme, caracteristica de embrides haploides (Fig. 2J). Os embrides em estagio de
segmentacdo (Fig. 2K) apresentaram malformacdes na cauda, cabeca e conformacéo do
vitelo. Além disso, também apresentavam células se desprendendo em diferentes

camadas, comprometendo sua sobrevivéncia (Fig. 2L).

Os resultados observados com os tratamentos de fertilizacdo com sémen de
Astyanax fasciatus sdo apresentados na Tabela 1. No tratamento com remocéo de cdrion
com pronase sem irradiacdo UV, ndo houve sobrevivéncia e eclosdo, com mortalidade
total dos embribes a partir do estadgio de segmentacdo. Esses resultados indicam uma
maior sensibilidade dos embrides hibridos destas espécies a exposi¢do por pronase e

consequente auséncia de protecdo mecénica do cérion.
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As principais malformacdes e anormalidades observadas ao longo do
desenvolvimento embrionario dos tratamentos foram persistentes também nos estagios
de bléstula, gastrula, segmentacdo e eclosdo (principalmente nos tratamentos com
irradiagdo). A fertilizacdo dos odcitos sem irradiacdo e sem remocao de corion deu
origem a embriGes com padrfes normais de desenvolvimento ao longo dos estagios de
embriogénese (Figs 3 A-C). O percentual de eclosdo de larvas normais foi de 77,55 +

16,66% (Tab. 1).

As principais malformagdes observadas no tratamento com remogéo de cdrion
e fertilizacdo foram descritas nas fases do estagio de gastrula (Fig. 3,H) representadas
por assincronia dos movimentos morfogenéticos de epibolia caracteristicos deste
estagio, além de méa conformacdo e distribuicdo de vitelo. No entanto, ndo houve
diferenca significativa entre os demais tratamentos durante a sobrevivéncia neste estagio

(P=0,08).

No tratamento com irradiacdo dos odcitos e posterior fertilizacdo, os embribes
apresentaram malformacdes mais evidentes nos estagios de gastrula e segmentacdo
(Figs. 3H,l). No estagio de gastrula, persistiram anormalidades nos movimentos de
epibolia e convergéncia, e na segmentacdo destacaram-se anomalias na diferenciacdo da
cabeca e da cauda, fases iniciais do estagio de segmentacdo. Nesse estdgio, houve
diferencga significativa com relacdo ao grupo controle (odcitos frescos néo irradiados) (P

=0,08).

No tratamento com irradiacdo dos odcitos, remocgdo do cérion e fertilizacdo
com sémen de Astyanax facistus, as malformagdes observadas foram recorrentes nos
estagios de blastula, gastrula e segmentacdo (Figs. 3J,K,L). No estagio de blastula,

foram descritas diversas malformacfes nas divisdes celulares da blastoderme, que
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acabaram refletindo sobre as primeiras fases do estagio de gastrula. Nesse momento, 0s
embrides apresentavam malformagdes nos movimentos de epibolia, que mostraram-se
assincronicos. No estdgio de segmentacdo, as malformacBes observadas nesse
tratamento foram durante a diferenciagdo da cabeca e da cauda, aléem da estrutura e
conformacdo do vitelo. A principal anormalidade observada foi a assincronia no
crescimento com relacdo aos demais tratamentos. Os embrifes apresentavam numero
reduzido de somitos, indicando retardo no desenvolvimento. Todos os tratamentos com
irradiagdo UV e fertilizagcdo com sémen de Astyanax fasciatus néo apresentaram eclosao

de larvas normais.

A sobrevivéncia ao longo da embriogénese dos tratamentos cujos odcitos de
Astyanax altiparanae foram fertilizados com sémen de Hyphessobrycon anisitsi albino
é apresentada na Tabela 2. Ndo foram observadas anormalidades e malformacdes ao
longo do desenvolvimento embrionario do cruzamento hibrido que pudessem
comprometer a sobrevivéncia pos-eclosdo. No entanto, os tratamentos cujos odcitos
receberam radiacdo UV antes da fertilizacdo apresentaram padr8es constantes de

anormalidades, persistindo até a fase larval, caracterizando a “Sindrome Haploide”.

A sobrevivéncia foi comprometida devido a tais anormalidades, tanto no
tratamento com odcitos irradiados e fertilizados com sémen de Astyanax altiparanae
guanto no tratamento com od0citos irradiados e fertilizados com sémen de
Hyphessobrycon anisitsi albino. O percentual de ecloséo de larvas normais foi 0 mais
comprometido nesses tratamentos, diferindo significativamente dos demais tratamentos

(P = 0,070).

No tratamento de irradiacdo e fertilizacdo com sémen de Hyphessobrycon

anisitsi albino, as principais malformacdes foram observadas nos estagios de géastrula e
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segmentacdo (Figs. 4H, 1). No estagio de géastrula, os embrides apresentavam algumas
disfuncbes nos movimentos morfogenéticos de epibolia, sendo que a maioria das
amostras analisadas apresentava uma distribuicdo desuniforme de vitelo. No estagio de
segmentacdo, as principais malformacdes observadas foram na regido ceféalica e caudal,
com um numero de somitos inferior ao observado nos tratamentos sem irradiacdo no
mesmo periodo de incubacdo, sinalizando um retardo no desenvolvimento propicio ao

surgimento de anormalidades.

A agressividade dos tratamentos submetidos a remogdo de cdrion com a
enzima pronase também se manifestou entre os embribes fertilizados com sémen de
Hyphessobrycon anisitsi albino, caracterizando-se por perda de células durante as
divisbes ao longo de todos os estagios da embriogénese, causando malformacdes leves a

moderadas (Figs 4. J, K, L).

Citometria de fluxo

Os resultados das andlises em citometria de fluxo sdo descritos na Tabela 3.
Os tratamentos que ndo afetaram 0s odcitos com radiagdo UV ou remocgédo de corion
com pronase foram 100% diploides, atuando como controle para os demais. Os
cruzamentos hibridos, que apresentaram sobrevivéncia e eclosdo satisfatorios, também

foram 100% diploides.

A remocdo do corion com pronase e posterior fertilizacdo com sémen de
Astyanax altiparanae ndo alterou a ploidia dos embrides, que tiveram 100% das

amostras analisadas como diploides. No mesmo tratamento e fertilizagdo com sémen de
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Astyanax fasciatus, ndo houve sobrevivéncia e ecloséo e no tratamento com fertilizagéo
com sémen de Hyphessobrycon anisitsi albino, 2,50% das amostras analisadas eram

mosaicos, sendo o restante diploide.

Todos os tratamentos que receberam radiagdo UV e cujo corion ndo foi
removido com pronase apresentaram-se 100% haploides, confirmando a eficicia do
protocolo de inducdo (ver Capitulo II). A fertilizacdo com sémen das trés especies
originaram embrides haploides que apresentaram aspectos morfologicos que

caracterizam a “Sindrome Haploide”.

A irradiacdo UV associada a remocdo do corion dos odcitos antes da
fertilizacdo, estratégia para inducdo de androgenético com restauracdo da ploidia sem
choque, apresentou resultados interessantes nos tratamentos fertilizados com sémen de
Astyanax altiparanae e Hyphessobrycon anisitsi albino. No caso de Astyanax
altiparanae, 6, 75% das amostras eram diploides, sendo 12,50% mosaicos. O indice de
embribes diploides sinaliza a fertilizacdo com dois espermatozoides. Em
Hyphessobrycon anisitsi albino, o indice de embrides diploides foi ainda maior,

chegando a 18,12%, sendo 81,88% haploides.

N&o houve sobrevivéncia nesse tratamento com fertilizagdo com sémen de
Astyanax fasciatus. Os resultados obtidos sugerem um protocolo alternativo na inducéo

de androgenéticos diploides.
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Tabela 1: Desenvolvimento embrionario de Astyanax altiparanae cujos odcitos foram fertilizados com sémen de Astyanax altiparanae e
Astyanax fasciatus. Legenda dos tratamentos: L x L (cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae), L x F (cruzamento de fémea
de A. altiparanae com macho de A. fasciatus), L x L p (cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae, cujos oocitos foram
expostos a pronase), L x F p (cruzamento de fémea de A. altiparanae com macho de A. fasciatus, cujos oocitos foram expostos a pronase), L x L
UV (cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae, cujos odcitos foram expostos a radiacdo UV), L x F UV (cruzamento de fémea
de A. altiparanae com macho de A. fasciatus, cujos odcitos foram expostos a radiagdo UV), L x L UV p (cruzamento de fémea com macho da
espécie A. altiparanae, cujos odcitos foram expostos a pronase e a radiacdo UV) e L x F UV p (cruzamento de fémea de A. altiparanae com

macho de A. fasciatus, cujos o6citos foram expostos a pronase e a radiacdo UV).

N° de Estagios do Desenvolvimento (%)
0Vv0S Nao Fert. Clivagem Blastula Gaéstrula Segmentacao Eclosao Normais Anormais
LxL 377 3,16 +£2,11 9685+2,11 9839+1,03 82,70+14,31 89,14+279? 90,56 + 4,752 82,06 + 9,682 17,94 £ 9,68
LxF 294 388+216 96,12+216 97,86+0,82 77,58+17,19 89,14+4,60*°  86,93+584% 77,55+ 16,66 22,45 + 16,66
LxLp 351 12,33+539 87,67+539 87,44+898 7447+16,64 20,13+16,32" 27,27+2434* 17541750 32,50 £17,50
LxFp 303  18,00+6,22 82,00+6,22 91,74+4,72 9045+225 12,78+12,78" 0° 0° 0
LxLUV 206 853+2,25 9147+225 9751+085 82,31+1512 2503+1250° 38,54+ 22 66% 0° 50,00 + 28,87
LxFUVv 201 10,31 +3,60 89,69+3,60 96,07+1,62 92,05+298 27,90+1556° 37,95+ 22,34% 0° 50,00 + 28,87
LxLpUV 158 535+235 9465+235 9518+1,27 89,39+4,56 0,50 + 0,50° 12,5 + 12,50% 0° 25,00 = 25,00
LxFpUV 134 857+224 9143+224 9125+391 90,44+435 0,14+0,15° 2500 + 25,00® 0° 25,00 + 25,00
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Tabela 2: Desenvolvimento embrionario de odcitos da espécie Astyanax altiparanae fertilizados com sémen de Astyanax altiparanae e

Hyphessobrycon anisitsi albino. Legenda dos tratamentos: L x L (cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae), L x A

(cruzamento de fémea de A. altiparanae com macho de H. anisitsi albino), L x L p (cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae,

cujos odcitos foram expostos a pronase), L x A p (cruzamento de fémea de A. altiparanae com macho de H. anisitsi albino, cujos odcitos foram

expostos a pronase), L x L UV (cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae, cujos odcitos foram expostos a radiacdo UV), L x A

UV (cruzamento de fémea de A. altiparanae com macho de H. anisitsi albino, cujos odcitos foram expostos a radiagdo UV), L x L UV p

(cruzamento de fémea com macho da espécie A. altiparanae, cujos oocitos foram expostos a pronase e a radiacdo UV) e L x A UV p

(cruzamento de fémea de A. altiparanae com macho de H. anisitsi albino, cujos o6citos foram expostos a pronase e a radiacdo UV).

N° de ovos

Estagios do Desenvolvimento (%0)

Nao Fert. Clivagem Blastula Gastrula Segmentacao Ecloséo Normais Anormais
LxL 137 0+0° 100+0° 100+0,00%  81,60+11,90 88,15+3,39  9521+0,92 87,36+12,26° 12,64+ 12,242
LxA 157 0,90+0,50* 99,10+0,50% 99,76+0,14%® 70,39+12,21  79,39+8,07  73,44+824 69,15+8,69° 30,85+8,69%"
LxLp 190 1,59+0,47%° 08,42+0,47% 098,01+1,42% 80,41+9,27  62,28+11,58 59,60+19,41 64,04+17,59% 35,96+17,59%°
LXAp 138 1,72+0,42% 08,28+0,42% 98,67+0,40%  68,36+3,43 55,20+6,07 65,54+4,14 46,86+8,55® 53,14+855%°
LxLUV 135 1,36+0,75%° 098,64+0,75% 99,42+0,43% 79,74+10,44  65,89+10,90 63,11+14.87 1,36+1,36° 08,64+1,36"
LxAUV 161 2,35+0,63%° 97,65+0,63%* 99,00+0,55%® 68,45+10,04 62,28+13,25 47,75+12,84 0+0,00° 100+0,00°¢
LxLUVp 149 7,16+3,42° 92,84%342° 9511+2,30° 71,42+#1329  51,77+#19,95 4530+£20,40 6,84+6,08° 93,16+23,41*°
LxAUVp 133 8,69+4,12° 91,31+412° 96,24+1,25°  76,64+587  48,12+17,50 34,83+20,08 7,90+4,30" 92,10+22.63%¢
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Tabela 3: Citometria de fluxo dos doze tratamentos com irradiagdo, remogao de corion

e fertilizac&o.

Ploidia (%)
N° de 1n 2n Mosaico
larvas
Astyanax
altiparanae
LxL 20 0 100 0
LxLp 10 0 100 0
LxLUV 10 100 0 0
LxLUVp 17 80,75 6,75 12,50
Astyanax
fasciatus
LxF 20 0 100 0
LxFp 0 0 0 0
LxFUV 14 100 0 0
LxFUVp 0 0 0 0
Hyphessobrycon
anisitsi albino
LxA 20 0 100 0
LxAp 20 0 97,50 2,50
LxAUV 20 100 0 0
LxXAUVp 16 81,88 18,12 0
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Figura 2: Desenvolvimento embrionario de Astyanax altiparanae nos estagios de
blastula, gastrula e segmentacdo, cujos odcitos foram fertilizados imediatamente apds a
extrusdo (A, B. C); cujo cérion do odcito foi removido antes da fertilizacdo (D, E, F);
cujo odcito foi irradiado e posteriormente fertilizado (G, H, 1) e cujo odcito foi
irradiado, com remocdo do corion, e posteriormente fertilizado (J, K, L. Asteriscos
destacam malformacgdes na regido de diferenciacdo da cauda, setas apontam para
deformidades na regido cranial, estrelas células se desprendendo do embrido em divisao,
circulos mal conformacédo no vitelo, tridngulo nimero reduzido de somitos no mesmo
periodo de incubacdo, quadrado malformacGes nos movimentos de epibolia do estagio

de gastrula e losango malformacdes nas blastoderme. Barra de escala: 100 pm.
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Figura 3: Desenvolvimento embrionario do hibrido de Astyanax altiparanae com
Astyanax fasciatus nos estagios de blastula, gastrula e segmentacdo, fertilizados
imediatamente apos a extrusdo (A, B, C); cujo coérion do odcito de A. altipanae foi
removido antes da fertilizagdo com sémen de A. fasciatus (D, E, F); cujo odcito foi
irradiado e posteriormente fertilizado com sémen de A. fasciatus (G, H, 1); cujo odcito
foi irradiado, com remocdo do corion, e posteriormente fertilizado com sémen de A.
fasciatus (J, K, L). Asteriscos destacam malformag6es na cauda, setas deformidades na
regido cranial, circulos malformacdes no vitelo, tridngulo numero reduzido de somitos
no mesmo periodo de incubacdo, quadrado malformagdes nos movimentos de epibolia
do estagio de gastrula e losango malformacdes nas divisdes celulares da blastoderme.

Barra de escala: 100 pm.
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Figura 4: Desenvolvimento embrionario do hibrido de Astyanax altiparanae com
Hyphessobrycon anisitsi albino nos estagios de blastula, gastrula e segmentacéo,
imediatamente fertilizados ap6s a extrusdo (A, B, C); cujo coérion do odcito foi
removido antes da fertilizacdo (D, E, F); cujo odcito foi irradiado e posteriormente
fertilizado (G, H, 1) e cujo odcito foi irradiado, com remocdo do coérion, e
posteriormente fertilizado (J, K, L). Asteriscos destacam malformacdes na cauda, setas
deformidades na regido cranial, estrelas células se desprendendo do embrido, circulos
malformacdes no vitelo, tridngulo nimero reduzido de somitos no mesmo periodo de
incubacdo, quadrado malformacgdes nos movimentos de epibolia do estagio de gastrula e

losango malformacdes nas divisdes celulares da blastoderme. Barra de escala: 100 pm.
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Discussao

Os resultados sugerem um protocolo para inducdo de androgenéticos diploides
em espeécies neotropicais. A diploidia foi recuperada em dois tratamentos que receberam
irradiacdo e foram posteriormente fertilizados. A inducdo de androgenéticos diploides a
partir da fertilizacdo com espermatozoides poliploides ou com mais de um

espermatozoide ja vem sendo estudada em outras espécies.

Yoshikawa et al (2008) destacam as possibilidades de fertilizacdo de odcitos
irradiados com sémen diploide obtido de peixes tetraploides ou até mesmo de mosaicos
2n-3n em Misgurnus anguillicaudatus para producdo de androgenéticos diploides.
Paschos et al (2001) obtiveram androgenéticos diploides da espécie Carassius auratus a
partir da irradiacdo dos odcitos, fertilizacdo com sémen haploide e choque de
temperatura para inibir a primeira divisdo da clivagem. Os autores destacam, no entanto,
baixos indices de sobrevivéncia, assim como observado por Christopher et al (2014)
aplicando a mesma metodologia na espécie Heteropneustes fossilis. Desta forma, a
fertilizacdo com gametas poliploides ou com mais de uma célula seria uma alternativa
menos invasiva na recuperacao da diploidia, principalmente considerando o fato de que

0 odcito ja foi exposto a doses substanciais de radiacdo UV.

A recuperacdo da diploidia na inducdo & androgénese é fundamental para
obtencdo de indices satisfatorios de sobrevivéncia. A irradiacdo dos odcitos e
consequente inativacdo do material genético materno, associada a fertilizagdo com
espermatozoide normal haploide ird gerar uma progénie haploide, com severas
malformacdes e anormalidades que caracterizam a “Sindrome Haploide”, ja descrita por

Lin e Dabrowski (1998), Paschos et al (2001), Kirankumar e Pandian (2004) e

134



Tese de Doutorado Matheus Pereira dos Santos

Christopher et al (2014), em trabalhos de inducdo a androgénese nas espécies Esox
masquinongy, Carassius auratus, Puntius conchonius e Heteropneustes fossilis,
respectivamente. Os mesmos padrdes de malformacbes foram observados nos
tratamentos deste trabalho, com a fertilizacdo de odcitos irradiados e fertilizados com

sémen das trés diferentes espécies.

A recuperacdo do estado diploide das progénies ap0s irradiagdo foi alcangada
neste trabalho por meio da fertilizacdo dos od6citos com mais de um espermatozoide,
através da remocéo do corion — ou decorionacdo — dos gametas. Este processo pode ser
realizado fisica ou quimicamente, sendo mais eficazes os métodos de remocao quimica,
com diversos protocolos de diferentes concentracGes enzimaticas que variam entre as

espécies (Henn e Braunbeck, 2011; Keivanloo e Sudagar, 2015).

Yamaha et al (1986) relataram remocdo completa do cérion na espécie
Cyprinus carpio utilizando a enzima tripsina na concentracdo de 0,1%. Os autores
destacaram a importancia em ndo permanecer com 0s 00citos expostos a solucdo apos a
remocao completa do corion, o que poderia comprometer a morfologia e o posterior
desenvolvimento embrionario. No presente trabalho, essa remocdo completa foi
alcancada com a enzima pronase (0,05%), atentando igualmente para o tempo de agédo

para ndo manter os gametas expostos a acdo enzimatica de digestao.

A técnica de decorionagdo ja vem sendo muito explorada na biotecnologia
aplicada como ferramenta para possibilitar a micromanipulacdo, em estudos que
envolvem transplante celular (Suzuki et al., 1997), producdo de quimeras (Morrison, et
al., 2003), producéo de transgénicos (Zhu et al., 1985; Khoo, 1995) ou até mesmo em
ensaios sobre resisténcia a agentes toxicos (Mizell e Romig, 1997; Henn e Brawbeck,

2011) e desenvolvimento embrionario (Mizell e Romig, 2002; Paes et al., 2013; Pereira-
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Santos et al., 2016). A possibilidade em controlar os mecanismos de fertilizacdo € a

maior vantagem que a técnica permite manipular (Hallerman et al., 1988).

A abordagem de fertilizacdo por mais de um espermatozoide por meio da
decorionacdo do odcito para restaurar a diploidia da progénie dispensa os protocolos
subsequentes de inibicdo da segunda divisdo meidtica ou da primeira divisdo mitotica,
favorecendo um acréscimo na sobrevivéncia final das progénies, visto que a

sobrevivéncia relatada nesses estudos € geralmente baixa (Komen e Thorgaard, 2007).

Sdo inexistentes os trabalhos com remocéo do cérion e fertilizacdo dispérmica
em espécies nativas de peixes, sendo que o presente estudo traz, desta forma, resultados
inéditos sobre esta estratégia de inducdo a androgénese dispérmica nas espécies
Astyanax altiparanae, Astyanax fasciatus e Hyphessobrycon anisitsi albino, com
possibilidades para estruturar uma linha de pesquisa em reproducdo uniparental e

conservacao dos recursos genéticos em espécies nativas.
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Capitulo 1V: Fatores que afetam a androgénese dispérmica em peixes: baixa dose
inseminante aumenta indice de diploides
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de inducéo a androgénese
dispérmica em Astyanax altiparanae através da fertilizacdo com sémen fundido. O
sémen fundido teve a sua viabilidade avaliada e parametros relacionados a morfologia e
ultraestrutura foram observados por meio de microscopia eletrénica de varredura. Para
fertilizacdo, foram estabelecidos cinco tratamentos: um controle com o dobro da dose
inseminante necessaria, sem passar pelo protocolo de fusdo e com o006citos nao
irradiados (1), o dobro da dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados
(2), cinco vezes a dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (3), dez
vezes a dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (4) e cem vezes a
dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (5). Os odcitos foram
enucleados por irradiacdo UV por 90 segundos. A ploidia foi avaliada por citometria de
fluxo. O protocolo utilizado para fusdo dispérmica apresentou 95,5% de viabilidade
(células vivas) e a fusdo se estendeu da regido da cabeca até o flagelo. A microscopia
eletrbnica apontou a ocorréncia de agregados de espermatozoides e fusdo com células
sem flagelo. O tratamento com sémen fundido em menor concentracdo de dose
inseminante (2) apresentou percentual de fertilizagdo de 39,08%, com eclosédo de
40,06%. Destacou-se um percentual de eclosdo de larvas normais de 34,13% nesse
tratamento. Além disso, o tratamento 2 também apresentou o maior indice de individuos
diploides, com 33,33%. Os resultados apontam para um protocolo de inducdo a
androgénese dispérmica na espécie, sugerindo que apesar da fertilizacdo ser menor em
tratamentos com dose inseminante reduzida, o percentual de individuos diploides é

maior, devido a possibilidade de fertilizacdo com mais espermatozoides fusionados. O
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protocolo pode ser aplicado em estudos de conservagdo dos recursos genéticos e

manipulacdo cromossémica em espécies nativas.

Palavras-chave: Espermatozoide, fertilizacédo, fusdo, irradiacdo, ultraestrutura.

Introducéo

Em peixes, a producdo de androgenéticos pode ser viavel através da introdugéo
de um ou mais espermatozoides de uma espécie em o6citos com material genético
inativado por irradiacdo UV, ou até mesmo por supressdo da primeira divisdo mitotica
dos embricdes. A técnica pode ser empregada como ferramenta de propagacdo mediada,

através da utilizacdo de o0citos inativados de espécies filogeneticamente préximas.

Essa manipulacdo cromossdmica torna-se um processo muito mais facilitado
com estes modelos de vertebrados, uma vez que sdo capazes de tolerar uma diversidade
de genomas multiplos, provenientes unicamente de genoma materno, paterno ou até

mesmo de espécies parentais (Kirankumar e Pandian, 2004; Clifton e Pandian, 2008).

A diploidia da progénie androgenética é necessaria para garantir a sobrevivéncia
dos embribes e consequente viabilidade do protocolo. Usualmente, uma das
metodologias utilizadas com esse objetivo € através da supressao da primeira divisdo da
clivagem dos embribes fertilizados, dando origem a diploides androgenéticos

homozigdticos (Parsons e Thorgaard, 1985; Komen e Thorgaard, 2007).
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No entanto, a viabilidade deste protocolo geralmente é baixa, devido a uma serie
de fatores, como a expressdao homozigdtica de genes recessivos letais e a agressividade
do tratamento de choques de temperatura para inibicdo da primeira clivagem, logo em
seguida a exposicao dos odcitos a radiacdo para inativar o material genético (Scheerer et

al., 1986).

Desta forma, outra abordagem alternativa pode ser através da fertilizacdo dos
o6citos com mais de um espermatozoide, possivel através da utilizagdo de sémen de
individuos tetraploides (Thorgaard et al., 1990). A utilizacdo de machos tetraploides na
inducdo de androgenéticos diploides ja vem sendo bem explorada em algumas espécies
de teledsteos, como Misgurnus anguillicaudatus (Yoshikawa et al., 2008; Hou et al.,
2013). Contudo, uma série de estudos prévios deve ser desenvolvida para que se possa
adotar essa técnica com sucesso, como a padronizacdo de protocolos de producdo de

individuos popliploides, que devem ser estudados e estabelecidos para cada espécie.

A fusdo dispérmica e posterior fertilizacdo pode ser uma nova alternativa nesse
propdsito. Menos agressivo, o protocolo pode dar origem a uma progénie de individuos
androgenéticos diploides com material genético exclusivamente paterno. Essa fusdo de
espermatozoides pode ter variacdes de protocolos por ser muito espécie-especifica e

devendo, portanto, ser investigada para cada espécie de interesse.

Araki et al. (1995), por exemplo, relataram um protocolo de fuséo dispérmica na
especie Oncorhynchus mykiss com 85 mM de CaCl,. Yasui et al. (2012), no entanto,
relataram concentracbes de 2,5 mM de ions de calcio e magnésio como solucbes
eficazes na inducéo da fus@o dispermica na especie Misgurnus anguillicaudatus. Apesar
de serem escassos 0s estudos realizados com a finalidade de elucidar estes protocolos, o

caracideo Astyanax altiparanae possui um protocolo de sucesso na inducéo da fusédo
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dispérmica, através de concentracbes de MgCl, (Spandri, 2014), o que torna possivel a

utilizacdo do protocolo de producdo de androgenéticos diploides na espécie.

Desta forma, o presente estudo foi conduzido com o objetivo de padronizar um
protocolo eficaz de inducdo de androgenéticos diploides na espécie Astyanax
altiparanae por meio de inativacdo do material genético materno com irradiacdo UV e
posterior fertilizacdo com sémen fundido da espécie, padronizando uma dose

inseminante ideal ap6s fusdo com maior indice de individuos diploides entre a progénie.

Material e Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o Comité de Etica no
uso de Animais do Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da Biodiversidade

Aquatica Continental (CEUA / CEPTA # 02031.000007/2016- 65).

Inducéo a reproducéo e coleta dos gametas

Foram utilizadas fémeas maduras da mesma idade, aptas para a reproducéo
através de caracteristicas como abdémen arredondado, papila urogenital avermelhada e

tamanho e coloracdo uniforme dos odcitos.

Apos esta selecdo prévia, os animais foram transferidos para ambientes de
temperatura controlada (28°C) e receberam tratamento hormonal para inducdo a
reproducdo, com hormonio sintético Ovopel ® (D-Ala, Pro-Net-mGnRH) (Unic-trade,
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Hungria), na concentracdo de 3mg kg™, em dose Unica. Ap6s aproximadamente seis
horas, os animais foram transferidos para solucdo anestésica de mentol para 0s
procedimentos de extrusdo artificial e coleta dos odcitos, que foram transferidos para
placa de Petri de plastico de 100 mm coberta com uma pelicula de plastico, em

ambiente de temperatura controlada a 26°C (ver Pereira — Santos et al., 2016).

O sémen foi coletado de machos maduros, da mesma idade das fémeas, apos
tratamento com o mesmo protocolo de indugdo hormonal. Com cerca de seis horas de
acdo do hormonio, os mesmos foram separados e transferidos para solucéo anestésica de
mentol para o procedimento de coleta. O sémen foi coletado utilizando uma micropipeta
de 1000 pL Eppendorf (Eppendorf, Alemanha) e imediatamente transferido para um
tubo de 1,5 mL contendo 400 ul de solucdo de Ringer modificado (NaCl 128,3 mM,
KCI 23,6 mM, CaCl, 3,6 mM, MgCl, 2,1 mM) sendo, em seguida, mantido a 2,5°C. A
qualidade espermatica foi mensurada com base na motilidade dos espermatozoides (ver
Yasui et al., 2009, 2012), e apenas amostras apresentando motilidade progressiva acima

de 80% foram utilizadas para os ensaios de fertilizagéo.

Fusao dispérmica

Para fusdo dos espermatozoides, foi utilizado o protocolo estabelecido por
Spandri (2014). A amostra de sémen foi ativada com uma diluicdo de 20X com &gua
destilada, coberta com laminula prépria e a motilidade foi observada em microscopio
Nikon Ci, Tokio, Japdo. Sequéncias de video foram tomadas utilizando-se uma camera
tipo CCD (Nikon DsF1, Tokio, Japdo) conectada a um software de captura de imagens

(Nikon Nis-Ar Elements, Tokio, Japéo).
147



Tese de Doutorado Matheus Pereira dos Santos

A concentragdo  espermédtica também foi mensurada utilizando-se
hemocitdmetro. Cinco amostras com motilidade progressiva acima de 80% e
concentracdo acima de 8,4 x 10° sptz mL™ foram selecionadas para os testes de fusdo
espermatica. As amostras foram diluidas com solugdo de Ringer modificada de modo

que a concentracéo final fosse de 7 x 10% em 250pl.

O sémen foi analisado separadamente para a observacdo da motilidade
espermatica (%) em uma Camara de Makler. Apds a dilui¢do, foram utilizados 10 pl do
sémen e misturado com 10 pl de solucéo de 60 mM de MgCl,, por 10 minutos a 25°C, e

posteriormente foram mensurados 0s parametros espermaticos.

Viabilidade espermética

Apds a determinacdo da concentracdo e motilidade espermatica e da realizacéo
do protocolo de fusdo dispérmica, a viabilidade espermatica foi analisada de uma
amostra fresca e de uma amostra com fuséo, em citdmetro de fluxo BD Accuri C6
(EUA). Para cada 50 pL de amostra de sémen, foram adicionados 0,2 pL de SyBR
Green (Sigma #S9430) e 0,4 pL de iodeto de propidio (Sigma #P4170), para

pigmentacéo das células vivas e mortas.

Pela conjugacdo dos reagentes utilizados, foi possivel distinguir duas populagdes
de espermatozoides: viaveis (vivos) e celulas mortas. O percentual foi quantificado pela

citometria, gerando os graficos de viabilidade espermatica.
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Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do sémen fundido

O material foi encaminhado para a Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(USP) para processamento do material em microscopia eletrénica de Varredura (MEV).
As amostras previamente fixadas em solucdo de 2,5% de glutaraldeido + PBS foram poés
— fixadas em tetréxido de 6ésmio a 1% por duas horas, lavadas em tampao de sodio
fosfato pH 7,4 e desidratadas em séries graduais de etanol. Em seguida, as amostras
foram secas no ponto critico em secador de CO; liquido, montadas em stubs e revestidas
em ions de ouro paladio (DENTON Vacumm Desk I1) e subsequentemente observadas
e eletronmicrografadas em microscépio eletrénico de varredura (Jeol-JSM 5410,

Akishima, Tokyo, Japéo).

Fertilizagdo e desenvolvimento embrionério

A Figura 1 esquematiza a metodologia realizada nas etapas de coleta dos
gametas e fertilizagdo normal e dispérmica de Astyanax altiparanae. Para cada
tratamento, 50 pL de odcitos (aproximadamente 280 odcitos) foram separados para
fertilizacdo. Considerando a dose inseminante previamente estabelecida para a espécie
Astyanax altiparanae por Pereira-Santos (2014) de 2390 espermatozoides por mL™,
estimou-se a dose para fertilizacdo ideal dos 50 pL de odcitos a partir da concentragdo
do sémen coletado. A partir desses valores, adaptou-se a concentracdo espermatica para

o protocolo de fus&o (7 x 10%), considerando uma diluicdo em 250 pL.
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Assim, foram estabelecidos entdo os cinco tratamentos de fertilizagdo: um
controle com o dobro da dose inseminante necessaria, sem passar pelo protocolo de
fusdo e com odcitos ndo irradiados (1), o dobro da dose inseminante com sémen fundido
em odcitos irradiados (2), cinco vezes a dose inseminante com sémen fundido em
odcitos irradiados (3), dez vezes a dose inseminante com sémen fundido em odcitos

irradiados (4) e cem vezes a dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados

).

Apos a fertilizacdo em cada tratamaneto, o desenvolvimento embrionario foi
acompanhado por meio de estereomicroscopio (Nikon SMZ 1500, Tokyo, Japdo) e
imagens digitais tomadas através de uma camera CCD (Nikon DS-F1, Nikon, Toktyo,
Japan) empregando-se o software Nis-Ar Elements (Nikon, Tokyo, Japan), durante os
estagios de fertilizacdo, clivagem, blastula, gastrula, segmentacdo e eclosdo. As larvas
eclodidas foram classificadas como normais ou anormais de acordo com 0s parametros

estabelecidos por Pereira-Santos et al (2016).
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Figura 1: Esquema da metodologia de fertilizacdo dos odcitos com sémen haploide
normal e com sémen fundido.

Citometria de fluxo

As larvas recém-eclodidas foram transferidas para microtubo de 1,5 mL

contendo 120 pL de solugdo de lise. As amostras foram incubadas a temperatura
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ambiente durante 30 minutos com agitacdo em vortex por intervalos de 5 minutos e
coradas com adicao de 800 pL de Dulbecco's PBS (Sigma #D5773) contendo 1 pg mL™
de corante DAPI. As amostras foram entdo filtradas por peneira de 30 um (Celltrics,
Partec, Germany) e analisadas por citometro de fluxo Partec CyFlow Ploidy Analyzer
(Partec GmBH, Alemanha) com filtro especifico DAPI (358 nm). Foi utilizado um kit
comercial adotado para andlises em aquicultura e agricultura (Partec CyStain DNA 2-

step, Partec GmBH, Alemanha).

Estatistica

Os dados sdo apresentados como média + EP (erro padrdo). Todos os
experimentos foram realizados em trés repeticdes, usando diferentes fontes de odcitos.
Os dados foram verificados quanto & normalidade utilizando o teste Liliefor’s, em
seguida, comparados usando ANOVA seguida pelo teste de Tukey (0,05). O software

Statistica 11 foi utilizado para a analise estatistica.

Resultados

A viabilidade do sémen utilizado antes e depois do protocolo de fusdo é
apresentada na Figura 2. O sémen apresentou concentragdo de 9,2 x 10®
espermatozoides por mL™. A andlise de viabilidade destacou percentual de 94,4 % de

células vivas e 1,9% de células mortas (Figs. 2A, C). Ap6s o procedimento de fusdo, a
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viabilidade manteve-se satisfatoria, com 96% de células vivas e 1,5% de células mortas,

evidenciando que o protocolo ndo afeta a viabilidade espermatica (Figs. 2B,D).

A andlise em microscopia eletrénica de varredura evidenciou a ultraestrutura e
fusdo dos gametas. Foi possivel evidenciar como a aplicagdo do protocolo afeta a
morfologia celular e, consequentemente, o potencial de fertilizacdo. O protocolo de
fusdo dispérmica foi eficaz para a espécie, com muitas células apresentando fuséo
(Figura 3). Os espermatozoides agregaram-se entre si a partir da cabeca até a extensao

dos flagelos (Figs 3A, B) ou apenas pela cabeca (Figs. 3C, D).

Alguns aspectos desfavoraveis ao objetivo do protocolo de fusdo, no entanto,
foram descritos (Figura 4). Destacou-se que a fusdo pode promover adesdo entre mais
de duas células, dificultando a fertilizacdo (Figs. 4 A, B). Além disso, células com
malformacdes ou deformidades podem se agregar a células viaveis normais, 0 que
também pode contribuir na reducdo da fertilizacdo. Foi possivel destacar fusdo de

espermatozoides vidveis com outros que ndo apresentavam flagelo (Fig. 4C).

Dependendo da concentracdo espermatica, a fusdo pode provocar a formacéo de
“grumos” de células, com muitos espermatozoides fundidos. Esse evento podde ser
observado, com pouca frequéncia, no protocolo utilizado (Fig. 4D). A fusdo também
pode ocorrer em pontos diferentes entre cada espermatozoide e envolver mais de duas
células (Fig. 4E). Por fim, € importante destacar que a aplicacdo do protocolo de fuséo,

apesar de eficaz, ndo é completa.

Alguns espermatozoides permanecem isolados apés a fusdo (Fig. 4F),
justificando a importancia do estabelecimento de uma dose inseminante para
fertilizacdo, visto que estas células isoladas terdo maior motilidade e consequente

potencial para fertilizar um odcito que poderia ser fertilizado por duas células fundidas,
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com motilidade inferior. A reunido destes aspectos analisados na ultraestrutura pode

justificar a baixa fertilizacdo dos odcitos por sémen fundido.

A andlise do desenvolvimento embrionério apresentou indices satisfatorios de
sobrevivéncia em todos os tratamentos (Figura 5). A fertilizagdo foi aumentando
gradativamente conforme o aumento da dose inseminante em cada tratamento,
chegando préxima ao controle. A menor dose inseminante, correspondente ao
tratamento 2, apresentou o menor percentual de fertilizacdo, com diferenca significativa

entre os demais tratamentos (P = 0,05) (Tabelal).

No estagio de blastula, o tratamento 2, com o dobro da dose inseminante de
sémen fundido, continuou a apresentar sobrevivéncia inferior com relacdo ao controle
(tratamento 1) e ao tratamento 5, com cem vezes a dose inseminante (P=0,08). Essa
sobrevivéncia inferior aos dois tratamentos se justifica pelo fato da fusdo provocar uma
gueda na motilidade espermatica e consequente capacidade de fertilizacdo, em
comparacdo com sémen fresco ndo fusionado (controle). Ela também é inferior ao
tratamento 5, uma vez que o incremento em cem vezes da dose inseminante necessaria
apos fusdo aumenta a possibilidade de fertilizacdo de mais o6citos. Mesmo assim, todos

0s tratamentos analisados apresentaram ecloséo.

A citometria de fluxo realizada entre as larvas provenientes de cada tratamento
destacou um percentual de 33,33% de larvas diploides no tratamento 2 (Tabela 2). Os
tratamentos 3, 4 e 5, apresentaram, respectivamente, 4,44; 5,00 e 4,17% de larvas
diploides ap0s a fertilizagdo dos odcitos irradiados com sémen fundido. A relagdo entre
as analises do desenvolvimento embrionario e a ploidia por citometria de fluxo apds

eclosdo evidenciaram que a fertilizacdo aumenta conforme o acréscimo da dose
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inseminante, mas que o percentual de embrides diploides é inversamente proporcional

a0 aumento dessa dose.
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Figura 2: Viabilidade do sémen de Astyanax altiparanae antes e ap6s do protocolo de

fusdo. Viabilidade espermética antes da aplicacdo do protocolo (A) e apds a aplicacéo
do protocolo (B). Analise da motilidade espermatica em microscopia de luz, antes da
aplicacdo do protocolo (C) e apds a aplicacdo do protocolo de fusdo (D). Setas indicam

espermatozoides com fuséo. Barra de escala: 1pum.
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Figura 3: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do sémen de Astyanax

altiparanae apos protocolo de fusdo dispérmica, evidenciando os locais de adesdo entre
0s gametas. Fusdo a partir da cabeca se estendendo por todo o flagelo (A, B) e fuséo
pela cabeca (C, D). Barra de escala: 1um.
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Figura 4: Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) do sémen de Astyanax

altiparanae apos protocolo de fusdo. A inducdo & fusdo pode provocar agregagdo de
mais de duas células (A, B), bem como fusdo de espermatozoides viaveis com células
anormais, apresentando aspectos como auséncia de flagelo (C), juncdo de um grupo de
células proximas, formando “grumos” (D), ou de mais de duas células com
espermatozoides sem flagelo (E). O protocolo ndo garante a fusdo total de todos os
espermatozoides, sendo possivel individualizar algumas células isoladas (F). Barra de

escala: 1um.
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100 pm

Figura 5: Desenvolvimento embrionario de Astyanax altiparanae nos estagios de
clivagem, blastula, gastrula e segmentacdo, respectivamente, em cada um dos cinco
tratamentos de fertilizacdo. Em A, B, C e D, controle (tratamento 1); em E, F, G e H,
tratamento 2; em I, J, Ke L, tratamento 3; em M, N, O e P, tratamento 4;eem Q, R, S e
T, tratamento 5. Asteriscos indicam divisdes celulares irregulares no estagio de
clivagem e setas destacam células mortas se desprendendo do embrido. Barra de escala:

100 pm.
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Tabela 1: Desenvolvimento embrionario de Astyanax altiparanae ao longo dos cinco tratamentos de fusdo. Legenda: controle com o dobro da
dose inseminante necessaria, sem passar pelo protocolo de fusdo e com odcitos ndo irradiados (1), o dobro da dose inseminante com sémen
fundido em odcitos irradiados (2), cinco vezes a dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (3), dez vezes a dose inseminante
com sémen fundido em odcitos irradiados (4) e cem vezes a dose inseminante com sémen fundido em odcitos irradiados (5).

N° de Estagios do Desenvolvimento (%)

0Vv0S Nao Fert. Clivagem Blastula Gastrula Segmentacao Ecloséo Normais  Anormais
1 276 0,92+0,75%  99,08+0,75* 98,35+1,30* 90,79+6,33 91,09+2,95 71,75+7,31  96,99+0,38  3,01+0,38
2 267 60,92+7,44° 39,08+7,44° 70,87+8,66° 73,35+8,45  61,88+10,36  40,06+2553 34,13+19,26 65,87+19,26
3 256 13,40+6,67* 86,60+6,67% 91,26+571* 79,19+8,24 67,86+£7,71  27,02+17,32 35,59+29,18 64,41+29,18
4 266 2,96+1,12° 97,04+1,12° 94,92+3,56* 70,37+13,38 59,31+20,15 28,70+15,60 32,37+31,03 67,63+31,03
5 258 1,34+0,75*° 98,66+0,75° 97,04+2,33°  90,5448,2 84,98+7,59  65,48+19,05 65,27+32,64 34,73+32,64
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Ploidia (%0)
N° de 1n 2n
larvas
1 - Controle 20 0 100
2-2xDlI 9 66,67 33,33
3-5xDl 12 95,56 4,44
4 -10x DI 20 95,00 5,00
5-100 x DI 19 95,83 4,17

Tabela 2: Citometria de fluxo das larvas de Astyanax altiparanae provenientes dos

cinco tratamentos. Legenda: DI: Dose Inseminante.
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Discussao

O presente estudo permitiu estabelecer um protocolo de inducdo a androgénese
dispérmica na espécie Astyanax altiparanae, a partir de irradiacdo UV dos odcitos e
fertilizacdo com sémen fundido. A fuséo espermatica em espécies de peixes teledsteos é
pouco estudada na literatura, mesmo tendo uma vasta possibilidade de aplicacdes para

manipulagdo cromossomica.

Alguns estudos destacam a eficiéncia de aplicacdo de céation divalentes para
inducdo a fusdo dispérmica em algumas espécies. Em Misgurnus anguillicaudatus,
solucBes de 1,25 mM de magnésio e calcio apresentaram agregamento de células e
fusdo espermaética (Yasui et al., 2012). Os resultados sdo semelhantes ao observado por
Spandri (2014) para Astyanax altiparanae, onde a fuséo ocorreu em solugéo de 80 mM

de cloreto de magnésio e cujo protocolo foi utilizado no presente estudo.

Araki et al (1995) também relatam a eficacia de aplicacdo de céations divalentes
na inducdo a fusdo dispérmica em peixes. Os autores obtiveram percentuais de fusao
utilizando solucbes de 85 mM de cloreto de calcio em gametas da espécie
Oncorhynchus mykiss. A utilizacdo de solugdes de calcio como indutores de fusdo
espermatica também foi testada com sucesso por Ueda et al (1988) na espécie

Oncorhynchus mykiss, associado a um pH mais elevado.

No entanto, outros estudos apontam que o0s protocolos de fusdo dispérmica
podem sofrer variagOes e sdo especie-especificos. Clifton e Pandian (2008) destacam
resultados satisfatérios na inducdo a fuséo dispérmica na espécie H. caudovittatus com

solucdes de 2,5% de polietilenoglicol. Esses resultados foram semelhantes ao observado
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por Kirankumar e Pandian (2004), que relatam o uso de polietilenoglicol a 1% na fuséo

espermatica da espécie Puntius conchonius.

O polietilenoglicol também apresentou resultados satisfatorios em concentracoes
mais elevadas, como destacado por Nagoya et al (2010) na espécie Oncorhynchus
masou ishikawae. Os autores relataram uma concentracdo de 50% da solucdo para
inducdo a fusdo dispérmica. Estes resultados, que contrastam com o descrito por Araki
et al (1995) para Oncorhynchus mykiss, deixam mais evidente a especificidade do

protocolo a cada espécie, mesmo quando se trata do mesmo género.

Além da fusdo em si, outros parametros devem ser levados em consideracdo para
0 estabelecimento de um protocolo especifico. Fatores como motilidade antes e apds a
fusdo, integridade da célula e viabilidade devem ser igualmente avaliados (Yasui et al.,
2012; Spandri, 2014). O presente estudo p6de destacar a ocorréncia de agregados
celulares e alteracbes na ultaestrutura dos espermatozoides, como auséncia de flagelo.
Essas caracteristicas podem afetar diretamente a fertilizacdo posterior, e nesse sentido a

dose inseminante deve ser sempre levada em consideragéo.

Os resultados de Spandri (2014) mostram que ainda € possivel haver fecundacéao
dos odcitos pelos espermatozoides fundidos, mesmo observando uma queda na
motilidade pds fusdo. Esses dados foram corroborados com os resultados do presente
estudo, onde foi possivel observar fertilizacdo e eclosdo em todos os tratamentos de
fertilizacdo com sémen fundido, apesar das alteracbes pontuais na morfologia e

ultraestutura descatadas pela microscopia eletrénica.

Araki et al (1995) também relatam baixo indice de fertilizacdo com sémen
fundido na espécie Oncorhynchus mykiss. Os autores apontam que a principal causa da

fertilizacdo comprometida foi a motilidade espermaética, que caiu consideravelmente
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entre as células fundidas em relacdo as intactas. A fertilizacdo por sémen fundido foi
avaliada através da ocorréncia de embriGes diploides apds fertilizacdo de od6citos

enucleados por irradiacao, assim como no presente trabaho.

A citometria de fluxo realizada ap6s eclosdo das larvas em cada tratamento
apontou indices de androgenéticos diploides em potencial nos quatro tratamentos
testados. O percentual de diploides foi inversamente proporcional a dose inseminante,
aumentando conforme sua menor concentracdo. Esse resultado corrobora a hipotese
levantada com o observado na fertilizagdo dos tratamentos, de que uma dose

inseminante menor favorece a fertilizagcdo por espermatozoides fundidos.

Nagoya et al (2010) destacam um percentual de fertilizacdo com sémen fundido
de 53,3% na espécie Oncorhynchus masou ishikawae com od0citos enucleados por
irradiacdo. O percentual de eclosdo observado nesse estudo foi de apenas 0,22%. No
presente estudo, foram observados resultados mais promissores no tratamento que
apresentou maior percentual de individuos diploides, com 39,08% de fertilizacdo e

40,06% de eclosao.

Neste tratamento, obteve-se um percentual de 33,33% de individuos diploides
apos fertilizacdo com sémen fundido de odcitos enucleados por irradiacdo UV. O
protocolo mostrou-se mais eficaz em sobrevivéncia e incidéncia de individuos diploides
quando comparado ao relatado na literatura indexada com enucleacdo por irradiacdo UV

e choque de temperatura para inibir a primeira clivagem e restaurar a diploidia.

Adotando essa segunda metodologia, Nagoya et al (2010) destacam um
percentual de eclosdo de apenas 0,09% na espécie Oncorhynchus masou ishikawae,
sendo que o controle (sem irradiacdo e sem choque de temperatura) apresentou

percentual de 94,4% de eclosdo. Os autores, que realizaram a inducdo a androgénese
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dispérmica pelos dois métodos — fertilizacdo com sémen fundido e por choque de
temperatura para inibir a primeira divisdo mitdtica — também chegam a concluséo de

que a primeira abordagem é mais eficiente e menos agressiva.

Os resultados obtidos com o presente estudo apontam para o estabelecimento da
técnica de inducdo a androgénese dispérmica através da fertilizacdo com sémen fundido,
com percentual de sobrevivéncia e viabilidade satisfatério em comparagdo com o0s

dados relatados na literatura indexada.
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O trabalho desenvolvido ao longo de quatro anos e reunido aqui como tese de
doutorado é o resultado de pesquisas aplicadas, estudos constantes, da preocupagdo
sempre presente pelo refinamento dos dados e, acima de tudo, de uma parceria valiosa
que envolveu professores, pesquisadores e alunos dos mais diversos niveis e areas de

formacéo.

Os dados apresentados sdo, portanto, resultados de refinamento e
apriomoramento constantes das pesquisas realizadas que, compiladas, representam um
valioso pacote tecnoldgico de manipulacdo cromossdmica na espécie Astyanax
altiparanae, que pode ser adaptado e servir de base para o aprimoramento de estudos

em espécies nativas.

A irradiacdo UV dos odcitos seguida por fertilizacdo e choque de temperatura
para inibir a primeira divisdo mitética € uma técnica mais usual na inducdo a
androgénese. O protocolo ndo foi apresentado neste trabalho porque mostrou-se inviavel
com a espécie Astyanax altiparanae. Foram realizadas trés repeticdes seguindo essa

metodologia, sem observar sobrevivéncia apos a aplicacdo do choque de temperatura.

A fertilizacdo com sémen fundido ap6s a irradiacdo apresentou, no entanto,
resultados promissores, com sobrevivéncia em todos os tratamentos e indice de
individuos diploides entre as progénies. Os resultados gerados em cada capitulo
representam, dessa forma, um importante avango sobre os mecanismos de manipulagao

cromossdmica e androgénese, inéditos em espécies nativas.

Eles podem subsidiar novos estudos nas areas de biotecnologia aplicada a
reproducdo e conservacao de espécies. Como foi demosntrado ao longo desta pesquisa,

a androgénese apresenta uma diversidade de aplicag0es em peixes, e esses mecanismos
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podem comecar a ser explorados para potencializar os estudos e pesquisas na area com

espécies nativas.

Para publicacdo em periodicos de relevancia internacional na area, 0 projeto
apresenta algumas direcdes futuras e refinamentos, como a realizacdo de analises em
biologia molecular e testes de paternidade com as progénies (em cada experimento
realizado em todas as etapas foram coletadas e congeladas amostras para realizacéo
destes ensaios), além da repeticdo dos protocolos com mais resultados de individuos

diploides para criacdo e reproducao de lotes de androgenéticos da espécie.

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

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

A realizagdo deste trabalho permitiu um desenvolvimento e amadurecimento
profissional e académico, possibilitado por uma jornada em que foi possivel aprimorar
aptiddes, definir areas de interesse de atuacdo e crescer como pesquisador. Todo o
trabalho realizado permitiu a visdo do quanto € imprescindivel o estudo e atualizacdo
constantes, bem como a importancia da realizacdo de um bom trabalho de base para

estruturar uma pesquisa aplicada.

O desenvolvimento destas tecnologias s6 foi possivel gracas a uma série de
estudos e pesquisas detalhadas sobre os mecanismos de fertilizagdo, biologia e
reproducdo das espécies. Com isso, foi possivel o delineamento de um pacote
tecnologico para manipulagdo cromossémica e reproducdo uniparental, que devera

fornecer subsidios para uma série de pesquisas aplicadas na area.
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