RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo desta tese
seré disponibilizado somente a partir

de 17/08/2019.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

Pimelodus maculatus: RASTREAMENTO DE
CELULAS GERMINATIVAS PRIMORDIAIS E
COLETA DE SEMEN

Mariana Machado Evangelista

Jaboticabal, Sdo Paulo
2018



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA — UNESP
CENTRO DE AQUICULTURA DA UNESP

Pimelodus maculatus: RASTREAMENTO DE
CELULAS GERMINATIVAS PRIMORDIAIS E
COLETA DE SEMEN

Mariana Machado Evangelista

Orientador: Dra. Elizabeth Romagosa
Coorientador: Dr. George Shigueki Yasui

Tese apresentada ao Programa de
Pos-graduacdo em Aquicultura do
Centro de Aquicultura da UNESP -
CAUNESP, como parte dos requisitos
para obtencéo do titulo de Doutora.

Jaboticabal, Sdo Paulo
2018



P693p

Piva, Mariana Machado Evangelista

Pimelodus maculatus : eastreamento de células germinativas
primordiais e coleta de sémen / Mariana Machado Evangelista Piva. —
— Jaboticabal, 2018

xi, 58 p. :il. ; 29 cm

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista, Centro de
Aquicultura da UNESP, 2018

Orientadora: Elizabeth Romagosa

Banca examinadora: Gisele Cristiane de Melo Dias, José Augusto
Senhorini, Paulo Sérgio Monzani, Dr. Sérgio Ricardo Batlouni

Bibliografia

1. Micromanipulagdo. 2. Reproducao induzida. 3. Banco genético.
I. Titulo. Il. Jaboticabal-CAUNESP.

CDU 639.3

Ficha Catalografica elaborada pela STATI - Biblioteca da UNESP
Campus de Jaboticabal/SP - Karina Gimenes Fernandes - CRB 8/7418



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u n e s p Unidade Complementar - Jaboticabal

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO DA TESE: Pimelodus maculatus: rastreamento de células germinativas primordiais e coleta de
sémen

AUTORA: MARIANA MACHADO EVANGELISTA
ORIENTADORA: ELIZABETH ROMAGOSA
COORIENTADOR: GEORGE SHIGUEKI YASUI

Aprovada como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de Doutora em AQUICULTURA, pela
Comissao Examinadora:

é\)\Q,(}’\/\/\ CO QL

Profa. Dra. ELIZABETH ROMAGOSA
Centro de Pesquisa em Peixes Ornamentais / Instituto de Pesca, IP, Sdo Paulo-SP

/ /
Prof. Bf. JOSE AUGUSTO SENHORINI

./ Centro Nagjonal de Pesquusa e Conservagéo de Peixes Continentais / CEPTA/ ICMBIO

b//(z UL/A;/ T2

Profa. Dra) GISELE CRISTIANE DE MELO DIAS
Instituto dﬁ Ciéncias Buomédlcas / Universidade de S&o Paulo - S&o Paulo/SP

?/‘/ S : /E/ ¢
Prof. Dr. PAULO SERGIO MONZANI
Departamento de Medicina Veterinaria / Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos da USP

Prof. Dr. ATLOUNI

Jaboticabal, 17 de agosto de 2018

Centro de Aguicultura - Unidade Complementar - Jaboticabal -
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellani, s/n°, 14870000, Jaboticabal - Sdo Paulo
hitp:/iwww .caunesp.unesp.bri#!/pos-graduacao/



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt e e et e e e as Vi
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt ettt e e e bt e e e e nte e e e e nees viii
AGRADECIMENTOS ...ttt ettt e ettt e e e e s e e e e e e amte e e e e aanbeeaeaasnteeaeeannrneaaans iX
APOIO FINANCEIRO ..ottt e et e e et e e e e annneaeeans Xi
RESUMO ...ttt et e oo ekttt e e ekttt e e e e bbbt e e e e nbe e e e e e st e e e e e e nbneaeeanrneeas 1
AB STRACT ittt e e ettt e e e ettt e e e e e bttt e e e e R b et e e e e hbe e e e e e nar e e e e e anraraaeaanraeaaaans 2
INTRODUGAO GERAL ..ottt ettt ettt ettt ae e st eaeeeeeaeanens 3
OBUIETIVOS. ...ttt ettt ettt e e e ettt e e e e bttt e e e e bbbt e e e e bbb e e e e e anbe e e e e anees 5
OBUJETIVO GERAL ...ttt ettt e ettt e e e et e e e et e e e e e nnneeas 5
OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 5
REFERENCIAS ...ttt ettt b e e e s e e 6
ARTIGO 1: Primordial germ cells (PGCs) traceability in Pimelodus maculatus ......... 9
AB STRACT ittt ettt ettt e ettt e e e e ettt e e e e e a bttt e e e e b e et e e e et be e e e e e nreee e e e ntreaeeaanreeeas 10
INTRODUGCTION . ...ttt ettt e ekt e e e ettt e e e et e e e e e nbn e e e e e nneeeeas 11
MATERIAL AND METHODS ..ottt e e 12
INDUCED REPRODUCTION. ... .utitiiiiiiiieaaiiiie et e sitea e e ssteeaa e s snsaeeeeasnsaeeaessneaeeaeans 12
EXPERIMENT oo e e e e e e e e e e et e e e aneees 13
EXPERIMENT 2 ..ttt e et e et e e e e neae s 14
MRNA SYNTHESIS ... e e et eeaas 14
TRACEABILITY OF PRIMORDIAL GERM CELLS......ccoiii e 14
STATISTIC ANALYSIS .ottt e et e et a e nees 15
=S U 1S S PP POPPRP 16
EXPERIMENT oo e e e e e e e e e e et e e e aneees 16
EXPERIMENT 2 ..ttt e et e et e e e e neee s 19
DISCUSSION ...ttt ettt e e bt e e e ettt e e e e s bbbt e e e e b be e e e e e nbbe e e e e e nnbneeeeanees 23
ACKNOWLEDGEMENTS ... e et e e e eeas 25
BIBLIOGRAPHY ..o e e e e e e e e et e e e 26

ARTIGO 2: Non-lethal procedure for collection of Pimelodus maculatus semen:
morphology of spermatozoa and histology of testes ... 32
A B S T R A C T i e e e a e aaan 33
INTRODUCTION. ...t e e e e e e e et e e e e e et e e et e e et aeaaeeeens 34
MATERIAL AND METHODS ..ottt e e e a e e 35
EXPERIMENT L ..ottt ettt ettt ettt e et e e e e e st e e e e e nte e e e e e neeeeas 35
SEMEN COLLECTION ...ttt 35
SPERM ANALYSIS .ottt ettt e e e ettt e e e e e nee e e e e e neeeaeeanees 36
EXPERIMENT 2 ..ttt ettt e ettt e e e et e e e e e nte e e e e e nte e e e e e aneeeeas 37

Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

SPERM ANALY SIS .. 38
MICROSCOPY AND MORPHOMETRY OF SPERMATOZOA ..., 38
STATISTICAL ANALYSIS .ot e e e e e e eennnes 39
RESULTS .. 40
EXPERIMENT L oot e e e e e e ennne 40
SPERM ANALYSIS .o e e 40
EXPERIMENT 2 .ottt bnnnnes 42
SPERM ANALYSIS oottt b bbb bbb bbb b rbr e annnnes 42
MORPHOMETRY OF SPERMATOZOA ... e 45
DISCUSSION ... e et e e e et e e e e e s e e e e e e e ennnraaaaaeeeeas 49
ACKNOWLEDGEMENTS ...ttt 51
REFERENGCES. ... oottt e e et e e e e e e e e nnnr i a e e e e e e 52
v

Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

LISTA DE FIGURAS

ARTIGO 1

Figure 1. Dechorionated eggs of Pimelodus maculatus in blastula stage kept in different
incubation solutions. A. Water (with chorion). B. Characin. C. DPBS. D-E. Hanks. F.
Holtfreter. G. MEM. H-I. Ringer. Arrows indicate blastomers detaching from blastoderm,

arrowheads indicate deformities on the blastoderm. Bar: 250 pm. ...........coooeeeeeeeeenn. 18

Figure 2. Visualization of primordial germ cells (PGCs) in embryos and larvae of Pimelodus
maculatus injected with GFP-nosl 3UTR mRNA. A-B. Embryo in somite stage (10
somites) with PGCs in the medial region. C. Detail of the region highlighted in B. D-E.
Embryo in somite stage (24 somites) with PGCs near the posterior extremity of the
yolk extension region (arrowheads). F. Detail of the region highlighted in E. G-H. Newly
hatched larvae with PGCs on the genital ridges (arrowheads). I. Detail of the region
highlighted in H. (B, E and H are images captured under fluorescence of A, D and G,

respectively). Bar: 250 JIM. .....cooiiiiiiiiie e 22

ARTIGO 2

Figure 1. Pimelodus maculatus spermatozoa collected by different methods. A-B.
Spermatozoa obtained by maceration of testes observed by scanning electron
microscopy (A) and light microscopy (B); spermatozoa with intertwined tails are clearly
seen (arrow head), fragment of tissue (thin arrow) and red blood cell (asterisk). C-D.
Spermatozoa obtained by extrusion observed in scanning electron microscopy (C) and
light microscopy (D). Bar = 20 M. ....uuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieibeeeeeee e 44

Figure 2. Pimelodus maculatus spermatozoa observed by scanning electron microscopy. A.
General view of the spermatozoon (thick arrow). B. Detail of head (thin arrow), middle

piece (asterisk) and tail (arrow head). Bar = 3 M ...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieene 46

Figure 3. Testes of Pimelodus maculatus. A. Anterior region with lumen full of spermatozoa
(asterisk) and germ cells at previous stages of development (arrow head). B. Detail of
anterior region, showing a spermatogonium (thin arrow), spermatocytes (arrow head),
spermatids (thick arrow) and spermatozoa (asterisk). C. Middle region revealing lumen

Vi
Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

with flaccid walls (thin arrow), but still full of spermatozoa (asterisk) and with germ cells at
previous stages of development (arrow head). D. Detail of middle portion showing
spermatocytes (arrow head). E. Posterior region with semi-depleted lumen. F. Detail of

posterior portion, showing traces of spermatozoa (thin arrow). Bar =50 pm. .............. 48

Caunesp

vii



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1

Table 1. Survival rates of dechorionated eggs of Pimelodus maculatus kept in different
solutions of incubation during embryo development, and percentage of normal and

ADNOIMAL LAIVAE. ... e e e 17

Table 2. Survival rate of embryos of P. maculatus for control with chorion, control
without chorion and dechorionated embryos injected with GFP-nos1 3'UTR mRNA

during embryo development, and percentage of normal and abnormal larvae. ...21

ARTIGO 2

Table 1: Concentration, viability, curvilinear velocity (VCL), average path velocity
(VAP), straight line velocity (VSL), sperm motility (MOT), motility duration (MOT 50:
50% of immobile spermatozoa, MOT 100: 100% of immobile spermatozoa) of
semen samples collected from Pimelodus maculatus submitted to different

protocols of hormonal INAUCHION. ........cooiiii i 41

Table 2: Concentration, viability, curvilinear velocity (VCL), average path velocity
(VAP), straight line velocity (VSL), sperm motility (MOT), motility duration (MOT 50:
50% of immobile spermatozoa, MOT 100: 100% of immobile spermatozoa) of

semen samples collected from Pimelodus. maculatus using different methods. .43

viii
Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

AGRADECIMENTOS

A Profa. Dra. Elizabeth Romagosa pela orienta¢do, valiosos ensinamentos,
amizade, conselhos, paciéncia, incentivo e dedicacéo de sempre.

Ao Dr. George Yasui, pelo conhecimento transmitido e auxilio na conducéo dos
experimentos.

Ao Centro Nacional de Pesquisa e Conservacao da Biodiversidade Aquatica
Continental (CEPTA-ICMBI0o) e ao Laboratorio de Biotecnologia de Peixes, por
disponibilizar a infraestrutura necessaria para a realizacao deste trabalho.

A AES Tieté Energia AS pela concessdo de bolsa de estudos (julho/2015 a
fevereiro/2017) e suporte financeiro (Projeto ANEEL 4690000174).

A CAPES (Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)
pela concesséao de bolsa de estudos (margo/2017). (O presente trabalho foi realizado
com apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil
(CAPES) - Cédigo de Financiamento 001).

A Universidade Estadual Paulista Jdlio de Mesquita Filho, ao Centro de
Aquicultura da UNESP e ao Programa de Pdés-Graduacdo em Aquicultura pela
infraestrutura e oportunidade. A todos os docentes e funcionarios pela contribuicdo na
minha formacdao profissional e por todo ao auxilio.

A banca examinadora Dra. Gisele Cristiane de Melo Dias e Dra. Tais da Silva
Lopes, pelas contribui¢cdes e sugestdes no Exame de Qualificacéo.

A Dra. Gisele Cristiane de Melo Dias, Dr. José Augusto Senhorini, Dr. Paulo
Sérgio Monzani e Dr. Sérgio Ricardo Batlouni por aceitarem participar da banca
examinadora da Tese.

Aos amigos do Laboratério de Biotecnologia de Peixes, em especial a Dilberto
Ribeiro Arashiro, Lucas Henrique Piva, Lucia Suarez Lopez, Rafaela Manchin Bertolini
e Nycolas Levy Pereira pelo companheirismo, pelos momentos de alegria e
descontracdo, pela rica troca de experiéncias e pelo auxilio na conducdo dos
experimentos.

Aos funcionarios da Centro Nacional de Pesquisa e Conservagcdo da
Biodiversidade Aquatica Continental (CEPTA-ICMBI0), Carlos Alberto Gaspar, Noel

Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

Martins e Ricardo Torres pelos ensinamentos e por sempre estarem dispostos a ajudar
no que fosse preciso.

A minha mae, Maria Aparecida Machado, e & minha avo, Angelina Machado,
gue estiveram ao meu lado em todos 0s momentos e nao pouparam esforgos para me
proporcionar a melhor formacgéao possivel.

Ao meu marido Lucas Henrique Piva pelo amor, apoio e companheirismo
incondicionais, essenciais para a condugdo e conclusido desse trabalho. A nossa
amada filha Luana, que ja se faz presente em todos os instantes.

Aos meus sogros Inés Elisabete Meneghin Piva e Luis Antonio Piva pelo carinho
e incentivo de sempre.

A todos aqueles que contribuiram de forma direta ou indireta para a realizagéo
deste trabalho.

Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

APOIO FINANCEIRO

AES Tieté Energia SA: Bolsa de Doutorado (julho/2015 a fevereiro/2017) e suporte
financeiro (Projeto ANEEL 4690000174)

CAPES-DS: Bolsa de Doutorado (margo/2017)

Xi
Caunesp



Doutoranda Mariana Machado Evangelista Orientadora Dra. Elizabeth Romagosa

RESUMO

Nos ultimos anos, Pimelodus maculatus vem sendo utilizado como espécie modelo
para o desenvolvimento de técnicas de biotecnologia em Siluriformes. Neste estudo
foram abordados aspectos da micromanipulacdo de embribes e obtencédo de
espermatozoides de P. maculatus. Assim, o objetivo do artigo 1 foi identificar e rastrear
a rota migratoria das Células Germinativa Primordiais (PGCs) em P. maculatus.
Inicialmente, foram testadas solucdes para incubacéo de embrides decorionados, e a
solucéo de Characin apresentou resultados satisfatorios. Para identificar as PGCs, os
embrides decorionados foram microinjetados com mRNA 3'UTR GFP-nosl, e o
desenvolvimento foi monitorado em estereomicroscopio de fluorescéncia. Inicialmente,
as PGCs foram visualizadas no estagio 6-10 somitos na regido medial do embrido.
Posteriormente, as PGCs migraram gradativamente na dire¢do anteroposterior e, no
estagio 20-24 somitos, localizaram-se préximo a extremidade posterior da regido de
extensdo do vitelo. Nas larvas recém-eclodidas, as PGCs foram encontradas nas
cristas genitais. No artigo 2, foi estabelecida uma metodologia néo letal para obtencéo
de espermatozoides de P. maculatus, e também descritos aspectos da morfologia dos
espermatozoides e da histologia dos testiculos. No experimento 1, avaliamos 0s
parametros espermaticos de amostras obtidas de peixes submetidos a diferentes
protocolos de inducdo: 1) Solucao Fisiologica Salina (controle), 2) Extrato Bruto de
Hipofise de Carpa (CCPE) 10 mg kg e 3) CCPE 10 mg kg* + ocitocina 5 Ul kgt. O
protocolo que apresentou melhores resultados foi a indugdo com CCPE 10 mg kg, e
no experimento 2 foi comparado ao procedimento de indu¢do hormonal seguido de
maceracdo dos testiculos. Neste experimento, ndo houve diferenca entre esses
procedimentos quanto aos parametros avaliados, o que indicou que a indug¢éo com 10
mg kg de CCPE pode ser satisfatoriamente utilizada para a obtengdo do sémen de
P. maculatus sem a necessidade de sacrificar os machos para remocéo dos testiculos.
Com relacdo a morfologia, P. maculatus exibiu espermatozoides do tipo aquasperms,
com caracteristicas tipicas de espécies com fertilizacdo externa. A analise histolégica
dos testiculos revelou diferencgas entre as regides anterior e posterior, onde a primeira
mostrou atividade espermatogénica, enquanto a segunda apresentou atividade

secretora.
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ABSTRACT

In the last few years, Pimelodus maculatus has been used as a model species for the
development of biotecnology techniques in Siluriformes. In this study were covered
aspects of embryo micromanipulation and obtainment of sperm cells of P. maculatus.
Thus, the aim of article 1 was to identify and trace the migratory route of Primordial
Germ Cells (PGCs) in P. maculatus. Initialy, it was made a screening of solutions for
incubation of dechorionated embryos, and Characin solution showed satisfactory
results. To identify the PGCs, dechorionated embryos were microinjected with GFP-
nosl 3'UTR mMRNA, and development was monitored in fluorescence
stereomicroscope. Initially, PGCs were visualized at 6-10 somites stage in the medial
region of the embryo. Later, PGCs migrated gradually in anteroposterior direction, and
in the 20-24 somites stage, were located near the posterior extremity of the yolk
extension region. In newly hatched larvae, PGCs were found in the genital ridges. In
article 2, we have established a non-lethal methodology to obtain sperm cells from P.
maculatus, and have also described aspects of spermatozoa morphology and histology
of testes. In experiment 1, we assessed the sperm parameters of samples obtained
from fish submitted to different induction protocols: 1) Physiological Saline (control), 2)
Crude Carp Pituitary Extract (CCPE) 10 mg kgt and 3) CCPE 10 mg kg + Oxytocin 5
Ul kg*. The protocol that showed the best results was induction with CCPE 10 mg kg, and
in experiment 2 it was compared to the procedure of hormonal induction followed by testes
maceration. In this experiment, there was no difference between such procedures concerning
the parameters evaluated, which indicated that induction with CCPE 10 mg kg* may be
satisfactorily used to obtain semen from P. maculatus without having to kill the fish for testes
removal. With regard to its morphology, P. maculatus exhibited aquasperm
spermatozoa, with some typical characteristics of species with external fertilization.
Histological analysis of the testes revealed differences between the anterior and
posterior regions, where the former showed spermatogenic activity, while the latter

showed secretory activity.
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INTRODUCAO GERAL

A Ordem Siluriformes € composta por 40 familias, 490 géneros e conta com
cerca de 3.730 espécies, destas 2.053 se encontram distribuidas ao longo de todo
continente americano, predominantemente em agua doce [1]. No Brasil, esta Ordem &
a segunda mais diversa em relacdo ao numero de espécies de agua doce, precedida
apenas pelos Characiformes [2]. Além disso, das 353 espécies de Actinopterygii
brasileiros ameacados de extincdo 91 sao Silurifomes, fazendo desta a segunda
Ordem mais ameacada no Brasil [3]. Tamanha representatividade enfatiza a
necessidade de avancos visando buscar informacdes bésicas sobre a biologia das
espécies desse grupo, bem como desenvolver técnicas que possam ser utilizadas
como ferramentas para conservacdo. Nesse sentido, € estratégica a utilizacdo de
espécies-modelo para alavancar o desenvolvimento de tais tecnologias e, nos ultimos
anos, Pimelodus maculatus vem sendo utilizado como espécie-modelo para

Siluriformes no Brasil.

Pimelodus maculatus é popularmente conhecido como mandi, mandi amarelo ou
mandi pintado [4], encontra-se amplamente distribuido nas bacias sul-americanas dos
Rios Parana e Sao Francisco [5], onde realizam migracdes de curta distancia [6].
Peixes dessa espécie sdo dioicos, podendo atingir cerca de 50 cm de comprimento, e
2 kg de peso [7]. Economicamente, a importancia dessa espécie reside no contexto da
pesca artesanal [8,9], além de escassos registros de producdo em cativeiro [10].
Independentemente do fim a que se destina o cultivo de exemplares dessa espécie
em cativeiro, seja para producéo comercial ou manutencédo de planteis para pesquisas,

é fato que o dominio de técnicas que permitam controlar a reproducao é essencial [11].

Em ambiente natural a reproducédo de P. maculatus coincide com os meses
chuvosos e de temperatura elevada, compreendidos entre novembro e janeiro [12,13].
Ao longo desse periodo ocorre desova parcelada, com maturacdo dos odécitos em
diferentes grupos [12]. Os ovos produzidos sdo ndo-aderentes e de cor amarelada [14]
com diametro pos-hidratacdo de 1838.15 + 61.53 um e espaco perivitelinico de 323.71
+ 44.28 um [15]. Em cativeiro, ainda com a utilizag&o da técnica de indu¢cao hormonal,

a desova nao ocorre espontaneamente, sendo necessaria massagem abdominal para
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liberacdo dos odocitos [16] e observada fecundidade relativa média de 132,325.00 +
24,660.00 ovos.kg fémea [15].

No caso dos machos a limitagdo da reproducao em cativeiro é ainda maior, dado
que a inducado hormonal seguida de massagem abdominal ndo garante volume
suficiente de sémen para realizacdo da fertilizacao in vitro, isso pode ser relacionado
a morfologia dos testiculos nessa espécie, que tem como peculiaridade a presenca de
projecdes digitiformes (“franjas”) [17]. Assim, para a realizacdo da reproducdo é
comumente utilizada a remocao e maceracao dos testiculos [18], o que ndo representa
uma pratica sustentavel. Dessa forma, o desenvolvimento de uma metodologia que
permita a obtencdo de células espermaticas sem que seja necessario o sacrificio de
machos faz-se necesséaria, ainda mais dentro do contexto de utilizagcdo de P.

maculatus como espécie modelo em estudos de conservagao.

Dentre tais trabalhos de conservacdo tem ganhado destague aqueles
envolvidos na utilizacdo de P. maculatus como receptor de células germinativas de
espécies de Siluriformes ameacadas de extingdo para producdo de quimeras. Nesse
sentido, o primeiro passo foi o estudo de aspectos do desenvolvimento embrionéario da
espécie visando a determinacdo da temperatura mais adequada, bem como o0s
intervalos de duracéo das diferentes fases [19]. Posteriormente foi elaborado protocolo
para triploidizacdo de embribes de P. maculatus e confirmada a efetividade da
triploidizacdo na producao de peixes estéreis [20]. Peixes adultos estéreis também ja
foram utilizados em experimentos como receptores de oogbnias e espermatogdnias
de Pseudopimelodus mangurus [21]. No contexto de tais estudos, 0 prOXimo passo
consiste na micromanipulacdo de embrides para transferéncia de células germinativas
primordiais (PGCs), o que envolve no primeiro momento a determinagéo da solugéo
ideal para cultivo de embribes decorionados, além da identificacdo das PGCs e
rastreamento da rota migratéria. Uma vez que a rota migratdria original é conhecida, é
possivel compara-la com as de PGCs transplantadas, e assim verificar se estas

seguem 0 mesmo padrao.
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CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos nos dois artigos aqui apresentados foi possivel
obter avancos no que diz respeito ao desenvolvimento de estudos de conservacao
com Pimelodus maculatus, espécie que vem sendo utilizada como modelo
experimental para peixes Siluriformes. No artigo 1 foi estabelecida uma solucdo de
manutencao para embrides decorionados de P. maculatus, além de visualizada a rota
de migracdo das células germinativas primordiais (PGCs). Tais informacfes sao de
fundamental importancia para utilizacdo em futuros trabalhos que envolvam a

micromanipulagéo de embrides de Siluriformes e formac&o de bancos genéticos.

Por outro lado, no artigo 2 foi estabelecida uma metodologia para a obtencéo
de células espermaticas de P. maculatus sem que haja a necessidade de sacrificar os
machos. Assim, tal procedimento torna mais viavel a realizagéo da fertilizag&o in vitro
nessa espécie, que comumente é utilizada em trabalhos de biotecnologia que
envolvem a manipulacdo de gametas e embrides, bem como acompanhamento do

desenvolvimento embrionario.
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