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ANDROGENESE: TECNICAS E SUAS PRINCIPAIS APLICACOES

Aline de Assis LAGO®: Rilke Tadeu Fonseca de FREITAS?

RESUMO

Os peixes oferecem vantagens técnicas em relacdo aos demais vertebrados por apresentarem um sistema
biolégico menos especializado, permitindo certas manipula¢fes que sdo impraticaveis em outros. Algumas
das facilidades sdo: fecundacdo externa, alta fecundidade e diferenciacdo sexual controlavel. Desta forma o
desenvolvimento de novas tecnologias com o dominio da técnica de androgénese possibilita sua aplicagdo na
conservacao de espécies ameacadas de extingcdo, revitalizacdo e no melhoramento genéticos de espécies de
interesse econdmico e ambiental.

Palavras-chave: conservacao de germoplasma; manipulacdo gamética; efeito materno; reproducéo;
biotecnologia

ANDROGENESIS: TECHNICAL AND MAIN APPLICATIONS

ABSTRACT

Fish offer technical advantages compared to other vertebrates because they have a less specialized biological
system, allowing certain manipulations that are impractical in others. Some facilities are: external
fertilization, high fertility and controllable sexual differentiation. Thus the development of new technologies
in the field of androgenesis technique enables its application in conservation of endangered species,
revitalization and genetic improvement of species of economic and environmental interests.

Keywords: germplasm conservation; gametic manipulation; maternal effect; reproduction; biotechnology

1 INTRODUCAO

Atualmente a aquicultura encontra-se em fase de grande crescimento e
desenvolvimento em todo mundo e o Brasil destaca-se devido as suas condi¢des climaticas,
geograficas e sua diversidade, demonstrando grande potencial. Porém, devido a construcéo

de barragens hidroelétricas, desmatamento, poluigdo, destruicdo das lagoas marginais e a
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pesca predatdria, 0s estoques naturais de peixes vém diminuindo, entre estes estdo incluidos
peixes ameacgados de extin¢do. Nesse quadro de degradacdo ambiental, a fauna ictiologica é
rapidamente atingida. Especialistas em aquicultura enfatizam a importancia dessas espécies
na pesca profissional, e a necessidade de serem criados mecanismos para a preservacdo em
seu ambiente natural e seu cultivo em cativeiro. Entretanto, a falta de mdao-de-obra
especializada e tecnologia prejudicam seu cultivo. Tanto em espécies migratérias como em
espécies de ambiente Iéntico, que ndo realizam a piracema, as perdas na larvicultura ainda
s80 expressivas.

As empresas hidroelétricas, por mais que se esforcem em qualificar suas equipes,
ndo conseguem aumentar as taxas de sobrevivéncia nos periodos iniciais de vida dos
peixes, ameacando a sobrevivéncia de algumas espécies. Para evitar esse fato, emprega-se a
técnica de criopreservacao de sémen, que permite preservar o material genético da espécie
por vérios anos, inclusive com espécies ameacadas de extin¢do. Protocolos para
criopreservacao de sémen de especies nativas foram estudadas e avaliadas com sucesso. No
entanto a preservacdo criogénica de ovodcitos e embribes permanece inviavel. A
androgénese é capaz de sanar tal limitacdo, pois &€ uma técnica que permite o
desenvolvimento do embrido contendo apenas informacdo genética do pai, uma vez que, 0
material genético da mae ¢ inativado por meio de irradiagdo ultravioleta. Assim, é possivel
conservar uma espécie em extin¢do tendo somente seu sémen criopreservado e multiplica-
la fertilizando ovocitos, com o DNA nucleolar inativado, doados por outras espécies
filogeneticamente proximas que ainda estdo disponiveis na natureza.

Sabe-se que a célula animal possui dois tipos de DNA. O DNA nucleolar,
proveniente da permuta genética entre os pais e 0 DNA mitocondrial, uma heranca
exclusivamente materna, salvo raras exce¢des, e ndo é destruido pelos raios UV. Diversos
estudos mostram que o desempenho e caracteristicas fenotipicas de individuos provenientes
de cruzamentos reciprocos interespecificos foram diferentes. Alem de varios outros fatores,
esse DNA mitocondrial poderia ser o responsavel pela divergéncia entre individuos

provenientes de cruzamentos reciprocos interespecificos.
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Neste contexto a técnica de Androgénese pode, também, ser uma ferramenta
importante no estudo da contribuicdo das informacdes genéticas presentes no citoplasma do
ovocito sobre a variacdo fenotipicas nas progénies produzidas, uma vez que torna possivel
isolar o efeito citoplasmatico, comparando-se progénies normais (material genético
nucleolar oriundo de ambos os pais) com progénies androgenéticas (material genético
nucleolar procedente somente do pai).

2.1 CONSERVACAO DE GERMOPLASMA

O acesso ao patrimonio genético das espécies vem se tornando uma iniciativa
preponderante no que e refere ao reconhecimento e preservacao da diversidade bioldgica, a
identificacdo de genomas com potencialidades de agregacdo de valor comercial aos
estoques, bem como a conservagdo de espécies ameacadas de extingdo.

De acordo com Perez (2008) um total de 34 projetos genoma vinham sendo
desenvolvidos no Brasil, com as mais variadas categorias de organismos: virus, bactérias,
fungos, plantas e animais. Tendo em vista tal panorama, acerca do reconhecimento do
genoma das espécies, é sabido que num futuro em médio e longo prazos, tornar-se-ao
poténcias aquelas nacbes que, ao longo da sua evolugdo ou revolugdo socioecondmica,
destinaram a devida atencéo a identificacdo, ao entendimento das inter-relagbes bem como
a preservacdo de seus recursos bioldgicos (TORRES, 2003).

Atualmente existem diversos tipos de Bancos de Germoplasma (Bancos de
Sementes, Bancos de Campo, Bancos in vitro, Bancos in situ, etc.) usados principalmente
para espécies vegetais. Em relacdo a peixes, ha dois exemplos mais comuns de Bancos de
gens, um é preservacao do proprio habitat de origem da espécie que se deseja conservar ou
“Banco in situ”, outro exemplo ¢ a criopreservacdao de gametas ou “Banco in vitro”, sendo
que as duas maneiras de conservagdo apresentam problemas crénicos. Devido da grande
demanda por energia e do descontrole da polui¢do, o crescimento e desenvolvimento da

sociedade é uma grande ameaca aos locais de origens das espécies de peixes principalmente
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nativas, ja as técnicas de criopreservacao, apesar de bastantes avancadas para 0s gametas

masculinos, ainda ndo estdo dominadas para conservacao de 6vulos ou embrides de peixes.

2.2. CRIOPRESERVACAO E RESFRIAMENTO DE SEMEN

Existem poucas publicacdes sobre a estocagem de sémen dos peixes brasileiros, mas
algumas pesquisas tém obtido resultados promissores. A criopreservacdo espermatica é
uma importante técnica na aquacultura e tem produzido significativas contribui¢bes na
preservacdo a longo prazo do sémen para reproducdo artificial de muitas espécies de peixes,
como, por exemplo, o dourado (Salminus maxillosus); a piracanjuba; o bagre africano; o
matrinxd, o curimbatd, e a tilapia-nilética (Oreochromis niloticus) (VIVEIROS &
GODINHO, 2009).

O sémen de peixe, ao ser congelado, necessita previamente de diluicdo em solucdes
contendo diluidor(es) e crioprotetor(es). Um diluente criopreservativo € projetado nédo
somente para prevenir as crioinjdrias dos espermatozéides, mas também a iniciacdo da
motilidade. As proporcOes de diluicdo do sémen variam entre espécies e mesmo entre
pesquisadores.

O sucesso da criopreservacdo depende ndo somente da escolha certa dos
crioprotetores e diluidores, mas também do protocolo utilizado. Os crioprotetores e a taxa
de congelamento simultaneamente determinam os danos causados aos espermatozoides
devido a formacéo de cristais de gelo intracelular. Durante o processo de congelamento a
suspensdo de espermatozoides atinge temperaturas abaixo do ponto de congelamento do
meio (super resfriamento), antes que haja a formacéo de cristais. Quando os cristais de gelo
comegam a se formar, ocorre um aumento na temperatura que é necessario para a
cristalizacdo, o que pode vir a ser deletério para o espermatozoide, sendo minimizado pelo

uso de curvas adequadas de congelamento. Em temperaturas em torno de 5°C a 4gua intra e
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extracelular permanece super resfriada e nao cristaliza. Entre -5 a —10°C comegam a se
formar cristais de gelo no meio extracelular, que permanece super resfriado, ocorre troca de
agua para manter o equilibrio entre 0 meio extracelular e o intracelular, ocasionando a
desidratacdo celular. Uma desidratacdo severa promove desnaturacdo das macromoléculas e
encolhimento excessivo da célula até ocorrer um colapso da membrana (MARIA et al.,
2006).

2.3 ANDROGENESE

A androgénese consiste na producdo de organismos a partir somente do genoma
nucleolar paterno, sem a participacdo do material genético materno, e em peixes consiste
basicamente em trés passos: (i) eliminacéo ou inativacdo do material genético do 6vulo; (ii)
fertilizacdo do 6vulo inativado pelo gameta masculino hapléide do doador; (iii) restauracéo
da dipliodia pela supressdo da primeira clivagem da mitose no desenvolvimento
embrionario (PANDIAN & KIRANKUMAR, 2003).

A inativacdo do genoma nuclear dos ovocitos, inicialmente era feita utilizando
irradiagdo y ou raio-X. No entanto, este tipo de irradiacdo ndo destruia completamente o
DNA do gameta e os fragmentos de DNA remanescentes eram expressos na progénie. Em
contraste com a irradiagdo y, a irradiacdo UV, ¢ um método mais simples e barato
(KOMEN & THORGAARD, 2007). Em muitos estudos utiliza-se lampadas Ultra-violetas
— UV de 254nm, sendo que a inativacdo do DNA é otimizada variando a distancia entre a
lampada e o material a ser irradiado, ou seja variando a intensidade de radiagdo. Bongers el
al. (1994) foram os primeiros a conseguirem 100% de inativacdo do genoma de ovos de
Cyprinius carpio, usando uma dose de 250 mJ/cm? de UV. Shelton (2000), trabalhando
com uma dose de 600 J/m2, descreve a irradiacdo ultravioleta, além de mais simples e
segura, como a que melhor neutraliza o0 DNA nuclear e causa menos injdrias as demais

moléculas nos ovacitos de tilapias (Oreochromis niloticus).
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A fertilizacdo do oOvulo inativado pode ser feita com gametas masculinos
previamente congelados ou resfriados, garantindo sua disponibilidade no momento exato da
fertilizacdo. Assim, € possivel conservar uma espécie em extingdo tendo somente seu
sémen criopreservado e multiplica-la fertilizando ovocitos com o DNA nucleolar inativado,
doados por outras espécies filogeneticamente proximas que ainda estdo disponiveis na
natureza. A utilizacdo de gametas de espécies diferentes é possivel, pois 0s
espermatozdides de peixes teledsteos ndo tém acrossoma, fato que coincide com a presenca
da micrdpila nos ovocitos (PANDIAN & KIRANKUMAR, 2003). Desde que a entrada do
espermatozéide na micropila se faz possivel, a fertilizacdo em peixes é um evento nédo
espécie especifico. Na tabela 1, sdo descritas espécies doadoras de sémen e espécies
receptoras para a inseminagdo interespecifica em peixes teledsteos. A inseminacao
interespecifica bem sucedida ¢ a estratégia mais importante para clonagem ou androgénese
interespecificas (CESAR et al. 2006).

Na literatura, ndo ha relatos sobre androgénese espécies de peixes nativos do Brasil, 0 que
seria bastante interessante tanto para a conservacdo genética, como para o estudo de

heranca genética, principalmente materna.

Tabela 1 Espécies doadoras de sémen e espécies receptoras de sémen na inseminagdo

interespecifica em peixes.

Sperm Donor Sperm recipiente

Cyprinus carpio Ctenopharyngodon idella
Carassius auratus
Hypophthalmichthys molitrix
Cirrhinus mrigala
Misgurnus anguillicaudatus
Cobitis biwae
Tinca tinca
Oreochromis niloticus

O. mossambicus
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C. auratus

C. idella

P. gonionotus

C. biwae

Barbus barbus

T. tinca

Pangasius schwanenfeldii
P. sutchi

Gnathopogan elongatus elongatus
Acipenser ruthensis

A. baeri

Salmo salar

Salmo trutta

Salvelinus fontinalis

O. kisutsch

O. tshwystcha

O. masou

S. trutta

Thymallus thymallus
Abramis brami
Poecilia velifera

P. sphenops
Oreochromis aureus

O. hornorum

C. idella
M. anguillicaudatus

O. niloticus

C. carpio

C. carpio

M. anguillicaudatus

C. carpio

O. niloticus

P. gonionotus

Clarius macrocephalus
M. anguillicaudatus
Huso huso

A. ruthensis

O. mykiss

S. salar

O. mykiss
C. carpio
P. sphenops
P. velifera
O. niloticus

O. niloticus

Revista Cientifica Eletronica de Medicina Veterinana ¢ uma publicagdo semestral da Faculdade de Medicina
Veterinana ¢ Zootecma de Garga — FAMED/FAEF ¢ Editora FAEF, mantidas pela Associagdo Cultural ¢
Educacional de Garga ACEG. Rua das Flores, 740 - Vila Labienopolis = CEP: 17400-000 - Garga/SP - Tel.:
(0**14) 3407-8000 www.revista.inf_br — www.cditorafacf.com.br — www.facf.br.



REVISTA CIENTIFICA DE MEDICINA VETERINARIA - ISSN:1679-7353 Ano XIII-
NuUmero 25 — Julho de 2015 — Periédico Semestral

O. hornorum O. mossambicus
O. macrochir O. niloticus

O. variabilis O. niloticus

O. niloticus O. spilurus niger
O. niloticus O. mossambicus
O. mossambicus O. spilurus niger
Prinotus paralatus P. alatus

Fonte: Adaptado de Pandian & Kirankumar (2003).

O terceiro passo para a androgénese € a manipulacdo genética, que trata-se
basicamente da adicdo ou da subtracdo de um conjunto completo haploide ou dipléide, na
meiose ou mitose do desenvolvimento embrionario, tornando possivel fenémenos como a
poliploidizacdo, ginogénese, androgénese e a clonagem. Os peixes oferecem vantagens
técnicas em relagdo aos demais vertebrados por apresentarem um sistema biolégico menos
especializado, permitindo certas manipulacdes que sdo impraticaveis em outros. Algumas
das facilidades sdo: fecundacdo externa, alta fecundidade e diferenciacdo sexual
controlavel.

Apos a fertilizacdo dos ovdcitos inativados é torna-se necessaria a restauragdo da
dipliodia para sobrevivéncia das larvas. A duplicacdo do genoma é conseguida através da
inibicdo da primeira divisdo mitdtica por meio de pressdo ou de choque térmico. Se
aplicado durante a préfase da mitose, o resultado serd a duplicacdo do conjunto
cromossémico hapldide, seguido de divisbes celulares normais pela supressdo da primeira
clivagem da mitose no desenvolvimento embrionario (KOMEN & THORGAARD, 2007).
H& duas divisGes categoricas nas tecnologias de alteracdo no nimero de cromossomos:
choques térmicos e choques de hiperbaricos. Choques de temperatura, geralmente, séo
choques precoces que variam de 5 a 30 minutos pos-fertilizagdo, com a finalidade de atuar
na meiose, bloqueando a eliminag&o do segundo corpusculo polar do ovocito. J& os choques
de pressdo sdo aplicados aos ovos decorridos tempos maiores apoés a fertilizagdo (de 30 a 90

minutos), sendo chamados choques tardios com o objetivo de interferir no inicio da mitose,
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impedindo a primeira clivagem mitética do zigoto que se tornaria um embrido com duas
celulas (CYRINO et al. 2004).

Em algumas estacdes de piscicultura, utiliza-se o choque térmico tardio e ndo o
hiperbarico, pois a aparelhagem para manutencao de temperaturas constantes oferece maior
segurancga para os operadores, além de possibilitar o trabalhno com volumes maiores de
ovos. Nos choques de pressdo sdo usados cilindros hidraulicos de ago inoxidavel, sendo
bastante caros, comportando volumes reduzidos e operando por varios minutos em altas
pressdes que oscilam por volta de mil psi (psi = libra por polegada quadrada), ocorrendo
muitas vezes riscos de rompimento (CESAR et al. 2006).

A temperatura, a duracdo, e o momento pos-fertilizacdo adequado do choque
térmico tardio sdo espécie especificos e variam de 27-36 ° C para salmonideos para até 42 °
C para peixes tropicais, como a tilapia. Para a maioria das espécies de ciprinideos, 40-41 °
C é considerada ideal. As temperaturas de choque eficazes estdo perto do limite de
tolerdncia, que atuam através da polimerizacdo e de complexos protéicos. Encontrar a
combinacdo certa de temperatura e tempo €, portanto, fundamental (KOMEN &
THORGAARD, 2007). A viabilidade de individuos haploides € extremamente baixa, deste
modo, as taxas de eclosédo e sobrevivéncia poderiam ser parametros usados para avaliar o
sucesso do protocolo usado. No entanto, isto ndo garante totalmente a origem paterna do
embrido, pois 0 método esta sujeito a falhas, sendo necesséria a aplicacdo de marcadores
moleculares a fim de averiguar a origem do zigoto. Andlises de RAPD, PCR e
microssatélites, surgem como alternativas eficientes na determinacdo da origem do material
genético de peixes gerados por androgénese (ARAI, 2001; KIRANKUMAR & PADIAN,
2003; NAGOYA, 2010).

2.4 EFEITO MATERNO

O efeito materno pode ser definido como a contribuicdo, a influéncia ou o impacto
sobre o fendpito de um individuo, atribuivel diretamente ao fen6tipo da mée, que podem ser
causas genéticas ou ambientais (WEIGENSBERG et al., 1998).
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O efeito materno é o evento mais estudado entre os mamiferos, invertebrados e
vertebrados, uma vez que a mée influencia consideravelmente a vida da prole (nascimento,
morte e mecanismos) e a dindmica populacional. Ela pode ser expressa de duas formas: na
primeira, o efeito materno é expresso por meio do fornecimento de recursos para a prole
durante o periodo de desenvolvimento. A segunda forma diz respeito a possibilidade do
efeito materno em influenciar na propagacdo de suas proles (ZEHNDER & HUNTER,
2007). As influéncias ambientais maternais sobre o fenotipo da progénie sdo uma possivel
causa do atraso no aumento da variabilidade populacional e, provavelmente, um fator
agravante sobre o equilibrio da dindmica populacional (BENTON et al., 2001).
Tradicionalmente, os efeitos maternos tém sido tratados como uma fonte de variancia
ambiental problematica que confunde nossa habilidade para estimar com acuracia a base
genética da caracteristica de interesse (KRIST, 2004).

Em peixes, as caracteristicas reprodutivas mudam sistematicamente durante o ciclo
de vida do individuo. O crescimento anual da fémea e também as varia¢cdes em condicdo
ambientais induzem variacdes em cada fator importante, como qualidade e tamanho do ovo,
a mortalidade do ovo, a flutuabilidade do ovo, a viabilidade larval e o periodo de desova
(SOLEMDAL, 1997). Estes efeitos irdo contribuir para a sobrevivéncia do embrido, que
depende do estagio de maturacéo do ovo e da idade da fémea via composi¢do da matéria do
ovo, resultando, estas relacdes progénie-ovo-parente na variabilidade da larva, em resistir a
um periodo de fome e a predacdo (KAMLER, 2005).

As possiveis contribuicBes da fémea para o desenvolvimento de sua progénie sao

mostradas na Figura 2.
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FIGURA 2 Dois grupos de fatores parentais que afetam a viabilidade da progénie em
peixes. Seta pontilhada: efeitos manifestados durante a embriogénise; seta solida: efeitos
manifestados em larvas com saco vitelinico e apds a absorcéo do saco vitelinico.

Fonte: Adaptado de Kamler (2005).

Efeito da qualidade do ovo é uma das principais razdes que tém sido propostas para
explicar baixos rendimentos da duplicacdo de larvas haploides. O efeito materno é
significativo sobre a sensibilidade dos ovos aos choques de calor ou pressdao. Com a
aplicacdo da androgénese € possivel distinguir os efeitos de ovo de qualidade dos efeitos da
carga genética. A qualidade dos ovos é complexa e ainda pouco compreendida. Alguns
fatores como a composicdo de &cidos graxos melhoram a fertilizago e a sobrevivéncia das
larvas, e também desempenham um papel na determinacdo da sobrevivéncia ap6s choques
de temperatura ou pressdao (KOMEN & THORGAARD, 2007).

2.5 EFEITO CITOPLASMATICO

A mitocdndria, dentre as organelas presentes no citosol, além do nicleo, é a Unica
gue contém DNA préprio (DE ROBERTIS, 2003). O genoma do DNA mitocondrial
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(mtDNA) é hapldide devido sua heranca ser estritamente materna, por isso ndo estd
submetido a processos de recombinacdo. Mas este fato, ndo faz com que o DNA
mitocondrial entre individuos da mesma espécie seja semelhante, pois esse possui uma
regido hipervaridvel chamada de D-Loop, 0 que permite uma taxa de evolucdo de 5 a 10
vezes maior do que o DNA nuclear. Dentre os varios fatores que permite essa
hipervariabilidade, esta a sensibilidade ao dano oxidativo causado principalmente por um
grande namero de radicais livres proporcionando um ambiente favoravel a mutacdo do
DNA,; ndo possui histonas, que permite um papel protetor no DNA nuclear (YAKES &
VAN OUTEN,1997) e a mtDNA polimerase possui uma pobre atividade reparadora se
comparada a polimerase nuclear. Segundo Jarreta (1999) a alta taxa de substituicdo de
bases possibilita que seja observada uma ou mais diferencas na seqiiéncia nucleotidica das
regides hipervariaveis do mtDNA, quando individuos da linhagem materna de uma familia
sdo comparados. A teoria de Jarreta poderia explicar uma das causas da variagdo entre
individuos provenientes de cruzamentos reciprocos. Reis Neto et al. (2012) encontraram em
progénies de hibridos tambacu um peso médio significativamente (P<0,05) maior quando
comparado ao hibrido paqui. Embora o autor tenha atribuido essa diferenca ao termo que 0s
melhoristas costumam chamar de heterose, poderiamos atribuir as diferencas entre 0s
hibridos ao mtDNA, que no caso das proles tambacu, herdaram o mtDNA da mae
tambaqui, espécie esta mais precoce do que a fémea pacu, a qual transferiu 0 seu mtDNA
mitocondrial a prole paqui.

Ambos raios y e radiagdo UV podem ter efeitos graves sobre o desenvolvimento dos
odcitos e embrides (KARAYUCEL & KARAYUCEL, 2003). Teoricamente, irradiacdo y
podem produzir mutagdes pontuais ou dentro do DNA mitocondrial ou mMRNA
citoplasmatico (THORGAARD et al., 1990). Poucos estudos tém abordado a questdo de
saber se 0 DNA mitocondrial é danificado durante a irradiacdo. Nestes estudos, nenhuma
evidéncia de dano mitocondrial foi encontrado (BROWN & THORGAARD, 2002). Na
maior parte dos ovos de peixes, as mitocondrias sdo concentradas no corpo Balbiani, que é
incorporado na gema. Esta grande quantidade de gema, certamente, protege a mitocondria

de radiacdo UV. Além disso, o nimero da copia grande de mitocéndrias no interior do
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ovocito do peixe pode mascarar qualquer perda ou dano menor (KOMEN &
THORGAARD, 2007).
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