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blastula, incubados sob diferentes solucGes. Note na morfologia da blastoderme (BL). (a)
Controle (agua do aquario). (b) Holtfreter. (c) Characin. (d) Ringer. (¢) Hanks. (f) D-PBS,
observe que os blastdmeros desprenderam-se da blastoderme. (g) MEM, a blastoderme
apresentou-se irregular. (h) Viséo geral dos ovos imersos em solugdo de MEM. (i) Visdo geral
dos ovos incubados em solucdo de Holtfreter. Abreviagdes: BL, blastoderme; PV, polo
vegetativo; seta indica blastomero saliente na blastoderme. Barra de calibracdo: (a-g) 500 pum;
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Fig. 2. Preparacdo de blastdmeros para criopreservacdo (vitrificacdo). Os ovos foram
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Fig. 1. Esquema da localizacdo das CGPs em B. amazonicus durante os estagios de
desenvolvimento. (a) — embrido em estagio final de segmentacdo e momento em que as CGPs
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Abreviacdes: TD, tubo digestorio; V, VItelo. ...........cccoveiiii i 117
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Fig. 2. Células germinativas primordiais coradas com GFP-nosl 3'UTR mRNA em B.
amazonicus durante os estagios de desenvolvimento inicial. (a) ¢ (a’) - estdgio final de
segmentacéo e (b) — larva com 2 dpe. (a) Embri&o visto sob estereomicroscopia com regido de
extensdo do vitelo bem evidente (seta aberta). (a’) Embrido visto sob estereomicroscopia
equipada com fluorescéncia, com CGPs (cabeca de seta) localizadas sobre a regido de
extensdo do vitelo (seta). (b) Larva com 3 dpe, sob fluorescéncia, com regido de extenséo do
vitelo reduzida (seta) e com o tubo digestorio em formacdo (}), note que as CGPs (cabeca de
seta) migraram, ainda no estagio larval, e permaneceram acima do tudo digestério.
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Resumo Geral

O transplante de células germinativas primordiais (CGPs) é uma abordagem
promissora para area da Aquicultura, mas para isso € necessaria a compreensao dos
estagios de desenvolvimento embrionario e larval como também a padronizacdo de
técnicas relacionadas a micromanipulacdo do embrido e de células germinativas a fim de
obter com sucesso quimeras germinativas. Assim, 0s objetivos desta pesquisa foram
avaliar o efeito de trés temperaturas (22°C, 26°C e 30°C) sob o desenvolvimento inicial de
B. amazonicus (espécie doadora); desenvolver protocolos para micromanipulacédo de ovos,
de células embrionéarias e de criopreservacdo de blastbmeros em Astyanax altiparanae
(espécie receptora); identificar as CGPs e a rota de migracdo dessas células em ambas as
espécies, além da producdo de quimeras germinativas através do transplante de células
embrionérias a fim de que a espécie receptora estéril (3n) produza gametas da espécie
doadora. Para isso, 0s reprodutores das espécies envolvidas foram induzidos
hormonalmente a reproducdo, os gametas foram extrusados e fertilizados pelo método a
seco. Para avaliar o desenvolvimento inicial, ovos recém-fertilizados foram distribuidos em
aquarios com oxigenacdo e temperatura controlada, coletados em momentos pre-
estabelecidos e analisados sob estereomicroscopio. Para o desenvolvimento do protocolo
de micromanipulacdo de ovos de Astyanax altiparanae, inicialmente avaliou-se a eficacia
na remocgdo do corion em aliquotas de ovos recém-fertilizados distribuidas em placas de
Petri contendo pronase (0,05%) ou tripsina (0,15%) diluidas em solucéo salina (Holtfreter;
Characin; Ringer; Hanks; D-PBS ou MEM) e foi observada a solucdo enzimatica mais
eficiente sem afetar a viabilidade do embrido. Posteriormente, os ovos foram submersos
nas mesmas solucdes salinas testadas para remocao do corion, livres de enzimas. Para
determinar a melhor solucéo salina de incubacdo foi observada a morfologia desses ovos.
Ovos decorionados de A. altiparanae foram microinjetados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC-coloracdo verde) durante as primeiras clivagens e na fase de blastula,
0s blastdmeros foram dissociados e imersos em solucdes crioprotetoras com diferentes
osmolaridade e concentracGes para vitrificacdo. Apds o descongelamento, a viabilidade foi
analisada com auxilio de iodeto de propidio (cora em vermelho as células mortas). Para
visualizacao e rastreabilidade das CGPs enddgenas, ovos decorionados de A. altiparanae e
B. amazonicus foram microinjetados com GFP-nosl 3’'UTR mRNA no estigio de 1-2
células e mantidos em solugdo de Holtfreter e Characin, respectivamente e observados em
cada estagio do desenvolvimento. Para o transplante, ovos da espécie doadora foram
microinjetados com FITC no blastodisco para marcacdo celular, os ovos da espécie
receptora foram submetidos a choque térmico para triploidizacdo (3n). Quando as duas
espécies atingiram o estadgio de blastula, os blastdmeros corados (doador) foram
transplantados na blastoderme de embrides receptores ndo corados. A taxa de peixes
quiméricos e a migracdo dos blastdbmeros do doador no embrido receptor foram
mensuradas. Os resultados mostraram que a duracdo dos estagios de desenvolvimento foi
maior em 22°C e menor em 30°C, e a fase de 512-1000 blastémeros, no estagio de blastula,
fase de interesse para o transplante celular, foi de 1 h 30 min a 22°C e limitada a 25 min
nas demais temperaturas, afetando também o tempo de eclosdo. A solucdo mais eficiente
para remocdo do corion em A. altiparanae foi de Characin com pronase (1:44 min) e para
incubacdo dos ovos foi a solucdo de Holtfreter por apresentar blastdmeros com tamanhos
semelhantes, formando uma massa uniforme similar aos do controle. Apds a
criopreservacdo, 10% de blastdmeros vidveis foram obtidos em quatro solucdes
crioprotetoras (DMSO, EG e sacarose) com osmolaridade de 1,5; 4,5; 6,5 e 7,5. As CGPs
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GFP-positivas foram visualizadas em ambas as espécies no estigio de somitogénese,
localizadas na regido medial do embrido, as quais migraram durante o desenvolvimento
inicial. Com o transplante de blastdmeros obteve-se uma quimera germinativa, a qual
apresentou células fluorescentes na regido das cristas gonadais, sendo observadas,
inicialmente em estagio de final segmentacdo. Estes resultados proporcionam
conhecimentos para a manipulacdo de embrides sob diferentes temperaturas, 0 que permite
acelerar ou retardar estagios especificos do desenvolvimento embrionério otimizando o
tempo de micromanipulacdo de embrides para aplicagdes em estudos biotecnoldgicos;
fornece informagdes sobre as condi¢des necessarias para 0 preparo e a manutencdo de
embrides e blastdbmeros para o transplante de células embrionérias e ainda, proporciona
conhecimento sobre a morfologia e a rota de migracdo de CGPs enddgenas de A.
altiparanae e B. amazonicus e que possibilitou a producéo de quimeras interespecificas.

Palavras-chave: desenvolvimento, transplante, embrido, rota migratoria, quimera.
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General Abstract

Primordial germ cell (PGCs) transplantation is a promising approach for aquaculture area,
but it is necessary the understanding of the embryonic and larval development stages as
well as the standardization of techniques related to embryo micromanipulation and germ
cells in order to get germ chimeras successfully. Thus, the aims of this research were to
evaluate the effect of three temperatures (22°C, 26°C and 30°C) on the early development
of Brycon amazonicus (donor species); develop protocols for micromanipulation of egg,
embryonic cells and blastomeres cryopreservation in Astyanax altiparanae (host species);
identify the PGCs and their migration route in both species, also producing germ chimeras
through transplantation of embryonic cells to host sterile species (3n) in order to produce
gametes from the donor species. For this, broodstock of the involved species were
hormonally induced to reproduction, and the gametes were stripped and fertilized by dry
method. To evaluate the early development, newly fertilized eggs were distributed into
aquarium with controlled oxygenation and temperature, collected at pre-established times
and analyzed under a stereomicroscope. For the development of micromanipulation
protocol of eggs from Astyanax altiparanae, it was initially evaluated the effectiveness of
removing the chorion, in aliquots of newly fertilized eggs distributed on Petri dishes
containing pronase (0.05%) or trypsin (0.15%) diluted in saline solutions (Holtfreter;
Characin; Ringer; Hanks, D-PBS or MEM) and it was observed the most efficient
enzymatic solution without affecting the viability of the embryo. After dechorionation, the
eggs were submerged the same saline solutions tested for removing the chorion, free of
enzymes. To determine the best incubation saline solution, morphology and quantification
of the eggs were performed. Dechorionated eggs of A. altiparanae were microinjected with
fluorescein isothiocyanate (FITC, green color) during the first cleavages and in blastula
stage the blastomeres were dissociated and immersed in cryoprotectant solutions with
different concentrations and osmolarity for vitrification. After thawing, the viability was
analyzed by using propidium iodide (staining in red dead cells). For viewing and tracing of
endogenous ef PGCs, dechorionated eggs of A. altiparanae and B. amazonicus were
microinjected with GFP-nos1 3’'UTR mRNA in stage of 1-2 cells and kept in Holtfreter’s
and Characin solutions, respectively, and observed at each development stage. For
transplant, donor specie eggs were microinjetados with FITC in blastodisc for cell labeling,
the eggs of the host species were heat shocked for triploidization (3n). When the two
species reached the blastula stage, the stained blastomeres (donor) were transplanted in
blastoderm of unstained host embryos. The rate of chimeric fish and the migration of the
donor blastomeres the recipient embryo were measured. The results showed that the
duration of the stages of development was higher at 22°C and lower at 30°C, and the phase
of 512-1000 blastomeres, the blastula stage, phase of interest to the cell transplant was 1 h
30 min at 22°C and 25 min in the other temperatures, affecting also the time of hatching.
The most efficient solution for removing the chorion in A. altiparanae was Characin
solution with pronase (1:44 min) and for eggs incubation was Holtfreter's solution because
of the presentation of blastomeres with similar sizes forming a uniform mass as the control.
After cryopreservation, 10% of viable blastomeres were obtained in four cryoprotectant
solutions (DMSO, EG and sucrose) with osmolarity of 1.5; 4.5; 6.5 and 7.5. The GFP-
positive PGCs were observed in both species in the somitogenesis stage, located in the
medial region of the embryo, which were migrated during the early development. With the
blastomeres transplantation, it was obtained a germline chimera, showing fluorescent cells
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in region of gonadal ridges, being observed initially in end-stage segmentation. These
results provide knowledge to manipulate embryos under different temperatures allowing to
accelerate or retard specific stages of embryonic development, optimizing the time of
embryo micromanipulation for applications in biotechnological studies; provide
information about the conditions required for preparing and maintaining embryos and
blastomeres for transplantation of embryonic cells and provide knowledge about the
morphology and migration route of the endogenous PGCs of A. altiparanae and B.
amazonicus, which allowed the production of interspecific chimeras.

Keywords: development, transplant, embryo, migratory route, chimera.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de peixes mundial aumentou consideravelmente nas ultimas décadas,
atingindo uma producdo de aproximadamente 142 milhdes de toneladas em 2008. A
producédo de pesca de captura se estabilizou em 88-94 milhGes de toneladas ao longo da
altima década, enquanto na aquicultura tem aumentado significativamente e contribui
agora com 37% da producdo total de peixe e 46% do total destinados ao consumo humano
(OECD-FAO, 2015).

No Brasil isso ndo foi diferente, a producdo nacional de pescado foi de 1.241.807
toneladas em 2013, obtendo a maior participagdo da pesca, com 765.288 toneladas do total
produzido, demonstrando a predominancia da pesca em relacdo a aquicultura (Oliveira,
2015). Este cenario mostra que a situacdo atual é de sobre-exploracdo dos estoques
pesqueiros, tanto continentais quanto marinhos (MPA, 2015). Mesmo assim, a producdo da
aquicultura tem sido significativa, com uma taxa media de crescimento de cerca de 9% ao
ano na ultima década, sendo que os principais aumentos estdo relacionados as espécies de
agua doce. As perspectivas para aquicultura brasileira sdo boas, com um crescimento
esperado na producdo acima de 52% de 2012 até 2024, impulsionado pelo aumento da
demanda interna (OECD-FAO, 2015).

Contudo, a piscicultura ainda apresenta resultados modestos de desenvolvimento
devido aos processos de producdo adotados e a falta de informacbes sobre as espécies
nativas com potencial zootécnico (Beerli et al., 2004; Yamaguchi et al., 2008). Isso sugere
a aplicacdo de tecnologias que conservem as espécies Neotropicais e incremente a
producdo de pescado através da aquicultura, como é o caso do quimerismo, que Se resume
no transplante de células embrionarias de um individuo (doador) para outro (receptor), no
qual as células transplantadas podem originar células da linhagem germinativa e obter
prole do doador (Nilsson e Cloud, 1992; Chen et al., 2003; Takeuchi et al., 2004).

Os peixes semelhantemente aos organismos que se reproduzem sexuadamente
apresentam duas linhagens celulares: as células somaticas fundamentais, as quais formam o
corpo do organismo e as células germinativas, que sdo responsaveis pela transferéncia do

genoma para a seguinte geracao (Cinalli et al., 2008).

Durante o desenvolvimento embrionario, os peixes apresentam células precursoras

das células germinativas que sdo conhecidas como células germinativas primordiais
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(CGPs), e que se diferenciam em espermatozoide nos machos ou ovocito nas fémeas apds
diferenciagdo gonadal (Yoshizaki et al., 2003; Yamaha et al., 2007). As CGPs sdo
distinguiveis das células somaéticas, durante o desenvolvimento embrionario, por
apresentarem heranga materna citoplasmatica denominada de germoplasma ou plasma
germinativo (Shinomiya et al., 2000). Essas células germinativas, originarias de uma
regido particular do embrido, muitas vezes surgem a uma distancia relativamente grande de
onde irdo permanecer definitivamente, tendo que realizar, portanto a migracdo para o
futuro local das gbnadas, conhecido como cristas gonadais, e posteriormente, estas células
irdo se diferenciar em células germinativas maduras (Raz e Hopkins, 2002; Molyneaux e
Wylie, 2004).

Com o transplante dessas células embrionarias se objetiva apenas a producdo de
gametas ex0genos, mas para que isso seja possivel, deve-se empregar embrides receptores
estéreis, como é o caso de alguns hibridos (Yamaha et al., 2003) ou triploides (Felip et al.,
2009; Feindel et al., 2011; Hamasaki et al., 2013).

No entanto, para a obtencdo de quimeras germinativas em peixes, diferentes
metodologias tem sido desenvolvidas utilizando receptores em diferentes fases do
desenvolvimento, tais como, embrides em estagio de blastula, larvas recém-eclodidas e
peixes sexualmente maduros (Lacerda et al., 2013). As técnicas mais utilizadas sdo o de
transplante de blastdmeros (Takeuchi et al., 2001; Nakagawa et al., 2002; Saito et al.,
2008); de uma porcdo da blastoderme (Kazama-Wakabayashi et al., 1999); de células
espermatogoniais (Okutsu et al., 2006) e de células germinativas primordiais (CGPS)
(Takeuchi et al., 2003; Yamaha et al., 2003; Saito et al., 2008). Dessa forma, células
germinativas de peixes de dificil manejo reprodutivo ou de espécies que estdo ameacadas
de extingdo podem ser transplantadas para embribes de espécies com protocolo de

reproducdo bem estabelecido (Nakagawa et al., 2002).

Para aplicar a técnica de transplante celular durante a fase embrionaria ou larval é
fundamental compreender o desenvolvimento inicial das espécies envolvidas, com
descricdo detalhada para facilitar @ manipulacdo dos embribes (Fujimoto et al., 2006)
inclusive sob diferentes temperaturas (Nakauth et al., 2015), buscando otimizar o tempo de
micromanipulacdo em embrides e larvas e também conhecer a melhor condicdo para

manté-los sem afetar seu desenvolvimento normal.
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Neste estudo foi utilizada como espécie doadora o matrinxa (Brycon amazonicus),
espécie de grande porte e desova anual e, como receptora o lambari-do-rabo-amarelo
(Astyanax altiparanae), que apresenta pequeno porte e desova intermitente. Estas espécies
foram selecionadas devido aos aspectos reprodutivos e sua relevancia econdmica e

ecoldgica.

Quando se trata de transplante celular entre duas espécies distintas, a utilizacdo da
técnica de criopreservacao pode facilitar a manipulacdo das CGPs, podendo auxiliar na
producdo de quimeras germinativas através de CGPs criopreservadas. Essa forma de
preservacao in vitro também pode dar suporte a programas de melhoramento genético
auxiliando a conservacdo ex situ através da preservacdo dos genomas de espécies

ameacadas (banco de germoplasma) (Tsai e Lin, 2012).

Para a confirmacdo do quimerismo ou a visualizagdo das CGPs pode-se empregar
marcadores fluorescentes ligados ao gene especifico dessas celulas, possibilitando a
identificacdo e rastreabilidade in vivo. Isso € possivel usando mMRNA sintetizado a partir de
um gene responsavel pela traducéo da proteina fluorescente verde (GFP), a qual é fundida
com a regido ndo traduzida 3' do gene especifico encontrado apenas nas CGPs, como vasa,
nanos (nos-1 ou nos-2) (Koprunner et al., 2001; Otani et al., 2002; Saito et al., 2006; Wu
et al., 2011; Lin et al., 2012; Presslauer et al., 2012); e olvas (Tanaka et al., 2001; Saito et
al., 2007). Outra forma de confirmacéo € através da utilizacdo de técnicas histoldgicas, que
segundo Yamaha et al. (2010), as CGPs se diferenciam das células somaticas por se
apresentarem redondas, relativamente grandes com um nucleo ocupando a maior parte

volume citoplasmatico e membrana nuclear clara.

A aplicacdo do quimerismo em peixes € promissora, podendo ser usada para
aumentar o tamanho de uma dada populacéo, preservar ou recuperar espécies ameacadas
de extincdo (YYamaha et al., 2003), reduzir a sazonalidade da oferta de alevinos, e ainda,
através de CGPs criopreservadas pode-se alavancar tecnologias de preservacdo do
patrimdnio ictiogenético (bancos genéticos) (Saito et al., 2008; Kawakami et al., 2010) que
futuramente poderdo ser empregadas em outras espécies onde a propagacdo é considerada

critica.

Para elucidar os resultados, a tese foi dividida em quatro artigos, 0s quais foram

desenvolvidos de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité de Etica em
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Experimentacdo Animal da UNESP, campus de Jaboticabal-SP, sob numero 018413/13
(Anexo 1), que seguem:

Artigo I: “Manipulagio da temperatura sob o desenvolvimento inicial de Brycon
amazonicuss Spix & Agassiz, 1829 como ferramenta para a biotecnologia”.

Artigo II: “Protocolo de micromanipulagdo, criopreservagao e observagdo de
células germinativas primordiais (CGPs) em Astyanax altiparanae Garutti & Britski,
20007,

Artigo III: “Rastreabilidade de células germinativas primordiais (CGPs) in vivo

usando GFP-nosl 3’'UTR mRNA em Brycon amazonicus Spix & Agassiz, 1829”.

Artigo IV: “Produgao de quimera germinativa utilizando Astyanax altiparanae
Garutti & Britski, 2000 como modelo biologico: uma alternativa para preservacdo de

espécies ameagadas de extingao”.

2. OBJETIVO GERAL

Produzir quimeras germinativas através de transplante de células embrionérias entre
duas espécies de peixes nativas do Brasil, para que a espécie receptora (Astyanax

altiparanae) produza gametas da espécie doadora (Brycon amazonicus).
2.1 Objetivos especificos

Avaliar o efeito de trés temperaturas controladas (22°C, 26°C e 30°C) sob o
desenvolvimento inicial de B. amazonicus.

Identificar as células germinativas primordiais (CGPs) e a rota de migracao
dessas células na espécie doadora (B. amazonicus) e receptora (A. altiparanae).

Estabelecer condicbes apropriadas (protocolo) para micromanipulacdo de

embrides e de células embrionarias de B. amazonicus e A. altiparanae.

3. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, nosso grupo de pesquisa que abrange o Laboratorio de
Biotecnologia, localizado no Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo da
Biodiversidade Aquatica Continental CEPTA/ICMBIo, no municipio de Pirassununga-SP,

Brasil e do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, campus da UNESP de



Tese de Doutorado Regiane Cristina da Silva b’

mesma fase pode diferenciar ndo s em células sométicas, mas também nas células
germinativas (Ho e Kimmel, 1993). Corroborando ao relatado por estes autores, neste

estudo foi obtida quimera germinativa com o transplante de blastdmeros.

Neste estudo, a espécie A. altiparanae proporcionou ovos de facil manejo e
resistentes a micromanipulagdo, sendo sugerida para a utilizacdo como modelo biol6gico
experimental. Levando em conta que esta espécie apresentou todos os requisitos basicos
que Bolis et al. (2001) declararam ser necessarios para uma espécie modelo, tais como,
possuir ciclo de vida curta, produzir ovos em grandes quantidades, proporcionar gametas e
ovos facilmente manipulaveis e que o desenvolvimento embrionario possa ser
acompanhado. A quantidade de quimeras somaticas obtidas neste estudo foi superior em
relacdo as quimeras germinativas, sendo necessario avaliar o efeito dos blastdmeros
transplantados de B. amazonicus para A. altiparanae. Pois, Nakagawa e Ueno, (2003)
mostraram que 0s loach quiméricos somaticos apresentaram pigmentacdo semelhante ao

do doador quando adultos.

5. CONCLUSOES

Com a utilizagdo do FITC foi possivel identificar e rastrear as células
transplantadas no embrido receptor. No entanto, a metodologia de transplante de
blastbmeros corados com este corante fluorescente durante o estagio de blastula ndo foi
eficiente para produzir em larga escala quimeras germinativas, gerando em sua maioria,

quimeras somaticas.

A aplicacdo da biotecnologia com a producdo de quimeras germinativas na
aquicultura pode ser uma alternativa para conservacdo de espécies ameacadas de extingéo.
E embrides de A. altiparanae sdo resistentes a micromanipulacdo podendo ser empregados

como receptor de células embrionarias para tal finalidade.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Esta pesquisa proporciona a compressdo de mecanismos basicos para a realizacédo
do transplante durante o estagio de blastula e direciona a pesquisa biotecnoldgica para
atingir o objetivo de produzir em massa quimeras germinativas. Contudo, a autora propde a
utilizacdo de marcadores moleculares fluorescentes com a finalidade de marcar

especificamente as células germinativas primordiais (CGPs) para que sejam somente
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transplantadas estas células em embrifes receptores estéreis, a fim de alcancar taxas mais

elevadas de quimera germinativa.

Outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa (dados ndo publicados) foi
possivel visualizar e rastrear as CGPs em A. altiparanae utilizando GFP-nosl 3’UTR
MRNA, podendo ser este corante fluorescente empregado para tal finalidade em B.
amazonicus. Possibilitando também, aplicar a técnica de criopreservacdo das CGPs.
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