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RESUMO 

No Brasil os siluriformes neotropicais são o segundo grupo mais ameaçado de 

extinção com 91 espécies. Neste trabalho, foi empregada a técnica de 

quimerismo usando duas espécies de siluriformes neotropicais o mandi 

(Pimelodus maculatus) e o bagre sapo (Pseudopimelodus mangurus), visando 

a reconstituição da segunda espécie. Para tal foi estabelecido um protocolo de 

isolamento, separação, transplante e criopreservação de células germinativas 

tronco. As gônadas de P. mangurus foram digeridas enzimáticamente e as 

células germinativas tronco foram separadas por gradiente descontinuo de 

densidade, marcadas com PKH26 e transplantadas via papila urogenital em 32 

receptores triploides de P. maculatus. Oito gônadas de P. maculatus que 

receberam transplantes foram analisadas por cortes histológicos e microscopia 

de epifluorescência para identificação das células germinativo tronco 

transplantadas, sendo encontradas células do doador em duas gônadas 

receptoras. Parte das gônadas, bem como do tecido muscular de P. maculatus 

e de P. mangurus foram utilizados para a extração do DNA genômico e serão 

utilizados para análise molecular, por a construção de primers, para 

confirmação do quimerismo. O protocolo estabelecido de criopreservação de 

células germinativas-tronco de P. mangurus permitirá transplante via 

intraperitoneal em larvas triploides, durante o período reprodutivo. Este trabalho 

é pioneiro no transplante de células germinativas-tronco em espécies de 

siluriformes neotropicais, usando receptores adultos triploides. Os resultados 

obtidos neste deste estudo poderá ser futuramente empregado em outras 

espécies nativas que están em perigo de extinção ou de importância na 
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aquicultura. Palavras chave: Célula germinativas-tronco, transplante célular, 

criopreservação. 

ABSTRACT 
 

In Brazil, Neotropical siluriformes are the second more endangered group with 

91 species. In this work, the technique of chimerism was used  with two species 

of  Neotropical  siluriformes,  □mµandi□(¶ Pimelodus  maculatus)  and  □baµgre  sapo□¶□ 

(Pseudopimelodus mangurus), aiming the reconstitution of the second species. 

Therefore, was established a protocol for isolation; separation and 

transplantation of stem germ-cells. The gonads of P. mangurus were enzymatic 

digested and the stem germ-cells separated using a discontinuous density 

gradient, labeled with PKH26 and transplanted through the urogenital papillae in 

32 triploids recipients of P. maculatus. The gonads of eight fish that have 

received the stem germ-cells were analyzed by histology and fluorescent 

microscopy for identification of the germ-cell transplanted, and cells from the 

donor fish were identified in the recipient gonads. For confirmation of  

chimerism, part of the gonads, as well the muscle tissue of P. maculatus and P. 

mangurus was used for extraction of genomic DNA, for primers construction 

and confirmation of the chimerism. The developed protocol for cryopreservation 

of stem germ-cells of P.mangurus will allow the transplant via urogenital papila 

in triploid larvae during the spawning season. This work is pioneer in the 

transplant of stem germ-cells in Neotropical siluriformes using adult triploids as 

recipients. The results of this study may be applied in future endangered native 

species or with importance to aquaculture. 
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1. INTRODUÇÃO GERAL 

 
Na região neotropical foram identificadas 4.475 espécies de peixes em 

águas continentais (REIS; KULLANDER e FERRARIS, 2003), sendo que cerca 

de 77% das espécies foram classificadas na classe Ostariophysi, a qual inclui 

as ordens Characiformes, Siluriformes e Gymnotiformes (ALBERT; PETRY e 

REIS, 2011). O Brasil, o qual está localizado na região neotropical, foram 

identificadas 2.587 espécies de peixes de águas doces, totalizando cerca 10% 

das espécies de peixes identificados no mundo (BUCKUP; MENEZES e 

GHAZZI, 2007). A ordem Siluriforme é a mais abundante com 1.915 espécies 

conhecidas, compreendidas em 15 famílias (REIS; KULLANDER  e  

FERRARIS, 2003; REIS et al., 2016). 

Os impactos causados nas bacias hidrográficas, como a pesca 

predatória, introdução de espécies exóticas, contaminação aquática, destruição 

das matas ciliares e a construção de barragens para produção de energia pelas 

usinas hidrelétricas, refletem na acentuada redução das populações da 

ictiofauna brasileira (REIS; KULLANDER e FERRARIS, 2003; AGOSTINHO; 

THOMAZ e GOMES, 2005; BELLARD; CASSEY e BLACKBURN, 2016). 

Estima-se que 312 espécies de peixes continentais se encontram em perigo de 

extinção, como pode ser verificado no Livro Vermelho da fauna Brasileira 

ameaçada de extinção, onde os Siluriformes são o segundo grupo mais afetado 

com 91 espécies ameaçadas (ICMBIO, 2016). 
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Por tanto, em vista das problemáticas acima citadas, a aplicação de 

biotecnologias reprodutivas, tais como manipulação cromossômica, 

criopreservação de gametas em nitrogênio líquido, androgênese, ginogênese e 

quimerismo, podem ser usadas para auxiliar na conservação e reconstituição 

de espécies ameaçadas de extinção, bem como na produção de peixes de alto 

valor comercial na aquicultura (YAMAHA et al., 2007; LUJIC et al., 2015). 

1.1 Transplante de células germinativas 
 

As células germinativas primordiais (PGCs) são células precursoras das 

células germinativas-tronco (espermatogônias ou oogônias), e estas últimas 

têm a capacidade de se reproduzirem indefinidamente, possuem alta 

plasticidade sexual podendo diferenciar-se em gametas de ambos sexos 

(OKUTSU et al., 2006; CINALLI; RANGAN e LEHMANN, 2008; NÓBREGA et 

al., 2010). As células germinativas-tronco transmitem informação genética para 

a geração seguinte, tanto pela herança citoplasmática como pela nuclear, e são 

importantes para manter a variabilidade genética de uma população (YASUI; 

FUJIMOTO e ARAI, 2010; LEE et al., 2013). Portanto, as PGCs e as células 

germinativas-tronco são alvos atrativos para a aplicação de biotécnicas 

reprodutivas, como o quimerismo, bem como para formação de banco genético 

através da criopreservação a longo prazo em nitrogênio líquido. 

O quimerismo consiste em remover as células germinativa (PGCs, 

espermatogônias ou oogônias) do doador para ser transplantadas em receptor 

estéril, onde as células proliferaram e se desenvolverem em gametas com 

características genéticas do doador (OKUTSU et al., 2007; NÓBREGA et al., 

2010; YOSHIZAKI, GORO et al., 2010; YOSHIZAKI, G et al., 2010). 
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Diferentes metodologias foram desenvolvidas para a geração  de 

quimera germinativa em peixes. As PGCs têm sido utilizadas no transplante 

para embriões receptores no estágio de blástula, sendo coletadas de embriões 

doadores e transplantada em embriões receptores mediante o uso de 

micromanipulação (CIRUNA et al., 2002; YOSHIZAKI et al., 2002; SAITO et al., 

2008; LI et al., 2016). Além disso, as PGCs e as células germinativas-tronco 

também podem ser transplantadas na cavidade peritoneal, perto da crista 

genital, de larvas triploides recém eclodidas (OKUTSU et al., 2007; 

YOSHIKAWA et al., 2017). 

O método mais utilizado em adultos é o transplante de células germinativas- 

tronco em peixes estéreis, via papila urogenital. Para isso, os receptores são 

previamente tratados com busulfan, que é um agente quimioterápico e atua na 

supressão endógena das células germinativas. No entanto, a esterilização por 

este método químico não é permanente, uma vez que após alguns meses as 

células endógenas do receptor começam a se proliferar novamente (LACERDA 

et al., 2008; NÓBREGA et al., 2010; MAJHI et al., 2014; DE SIQUEIRA-SILVA 

et al., 2015). Alternativamente, biotécnicas de manipulação cromossômica, 

como a triploidização, podem ser usadas para esterilização do receptor, já que 

organismos triploides são geralmente estéreis ou inférteis (TAKEUCHI et al., 

2016), sendo considerados receptores ideais de células exógenas, visando a 

geração de quimeras germinativas. 

1.2 Criopreservação de células germinativas 

 
A criopreservação de gametas de peixes é considerada uma estratégia 

de geração de banco genético, para estocagem a longo prazo e posterior 

reprodução artificial (LABBÉ; ROBLES e HERRAEZ, 2013). A criopreservação 
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de sêmen é uma técnica que tem sido eficientemente aplicada, podendo estes 

gametas serem utilizados para a manutenção de variabilidade genética em 

reprodução artificial ou reconstituição de espécies por androgênese. No 

entanto, o sêmen não preserva o material genético materno, como o plasma 

germinativo e DNA mitocondrial (YASUI; FUJIMOTO e ARAI, 2010), que são 

importantes para manter a variabilidade genética de uma população, bem como 

a manutenção das características genéticas da espécie. A criopreservação de 

oócitos e embriões de peixes ainda não foi obtida devido as características 

fisiológicas, como grande tamanho e grande quantidade de vitelo que dificulta a 

ação das moléculas crioprotetoras (LABBÉ; ROBLES e HERRAEZ, 2013). Em 

vista das desvantagens da criopreservação de espermatozoides e as 

dificuldades mencionadas anteriormente para criopreservar oócitos e embriões, 

as PGCs e as células germinativas-tronco são uma alternativa para a 

criopreservação e sua estocagem a longo prazo, devido ao tamanho reduzido e 

ausência de vitelo (RIESCO et al., 2012). 

1.3 Espécies modelos 
 

O grande número de espécies ameaçadas de Siluriformes no Brasil e a 

escassez de trabalhos envolvendo a técnica de quimerismo visando a 

conservação das espécies desta ordem, foram aspectos motivadores para a 

realização do presente trabalho. Duas espécies de Siluriformes neotropicais 

foram usadas como modelo experimental, visando o emprego da técnica de 

quimerismo para geração de banco genético e conservação de espécies 

ameaçadas. A espécie doadora escolhida foi o Pseudopimelodus mangurus, 

conhecido comumente como bagre sapo, e que ocorre nas bacias dos rios 

Paraná, Paraguai e Uruguai; e que foi categorizada como espécie vulnerável 
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no Livro Vermelho de Fauna Ameaçada na bacia do rio Paraná, principalmente 

no Estado de São Paulo (ABILHOA; DUBOC e MIKICH, 2004; PAULO, 2014). 

A espécie selecionada como receptora foi o Pimelodus maculatus, 

popularmente conhecido como mandi amarelo, a qual é encontrada na bacia 

dos rios Paraná, Prata, Uruguai e Iguaçu, e apresenta boa aceitação na pesca 

comercial (GODOY, 1987; LOLIS e ANDRIAN, 1996; ALBERT; PETRY e 

REIS, 2011). As principais características para a escolha do mandi como 

espécie receptora foram as facilidades de reprodução, manejo e cultivo em 

cativeiro. Características que permitem a aplicação de metodologias 

laboratoriais como a produção de peixes triploides estéreis, por meio de 

choque de temperatura, tornando esta espécie ideal para ser receptores de 

células germinativas e desenvolver unicamente gametas da espécie doadora. 
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2. OBJETIVOS 

 
2.1. Geral: 

 

 Produzir quimeras germinativas para a propagação mediada de bagre 

sapo, utilizando o transplante de células germinativas-tronco de bagre 

sapo para mandis adultos triploides. 

2.2. Específicos: 

 

 Estabelecer um protocolo de isolamento de células germinativas-tronco 

da espécie Pseudopimelodus mangurus, utilizando a dissociação 

enzimática das gônadas associado ao fracionamento celular por 

gradiente de densidade. 

 Realizar transplante das células germinativas-tronco de 

Pseudopimelodus mangurus para a espécie Pimelodus maculatus 

triploide. 

 Avaliar a geração de quimera germinativa através de técnicas 

histológicas e moleculares. 

 Estabelecer um protocolo de criopreservação de oogônias-tronco de 

Pseudopimelodus mangurus, avaliando diferentes crioprotetores em 

diferentes concentrações molares. 
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Capitulo I: Isolamento e transplante de células germinativas-tronco de 
 

Pseudopimelodus mangurus em Pimelodus maculatus triploide 

 
 
 

Este capitulo descreve o protocolo de isolamento de células 

germinativas-tronco da espécie P. mangurus usando um gradiente de 

densidade de Percoll, e seu subsequente transplante, utilizando receptores 

triploides da espécie P. maculatus. 

3.1 Materiais e métodos 

 
3.1.1. Coleta dos animais 

 
O experimento foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa e 

Conservação da Biodiversidade Aquática Continental do Instituto Chico  

Mendes de Conservação da Biodiversidade (CEPTA/ICMBio) em Pirassununga 

- SP, nas instalações do Laboratório de Biotecnologia de Peixes. O projeto foi 

aprovado no Comitê de Ética em Experimentação Animal do CEPTA 

(CEUA/CEPTA, #010/2015) e SISBIO número 55725-1. As espécies utilizadas 

durante o experimento P. mangurus e P. maculatus, foram coletados no Rio 

Mogi Guaçu, na cidade de Pirassununga-SP. 

3.1.2. Produção de peixes triploides 

 
Fêmeas e machos da espécie P. maculatus foram submetidos a indução 

hormonal com hipófise de carpa, aplicando duas doses: a primeira dosagem de 

0,5 mg/kg e a segunda de 5 mg/kg aplicada seis horas depois. Nos machos 

foram aplicadas apenas uma dose de 5 mg/kg, juntamente com a segunda 

dose de indução das fêmeas. Seis horas depois da última dose, as fêmeas 
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foram anestesiadas com mentol na concentração de 100 mg. L-1 (Êxodo 

Científica, Brasil) e extrusadas fazendo uma leve pressão na cavidade 

abdominal, sendo os oócitos coletados em bacias de vidro secas. Os machos 

foram eutanasiados e as gônadas coletadas foram maceradas em solução de 

MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma #:021M8316) para 

imobilização dos espermatozoides. Posteriormente, o sêmen diluído em 

solução de MEM foi adicionado aos oócitos e os espermatozóides  ativados 

pela adição de água, realizando movimentos circulares. 

 

Os mandis triploides utilizados como receptores de células germinativas- 

tronco foram aqueles oriundos do trabalho de Bertolini (2018). Brevemente, os 

ovos fecundados de mandi foram submetidos a ao choque térmico de 

temperatura a 38°C, dois minutos pós-fertilização, com duração de dois 

minutos e voltados para a água a 26°C. Posteriormente, os embriões foram 

incubados em incubadoras flutuantes, alocados em aquários de 40 L, com 

aeração constante, e mantidos nas mesmas condições até a eclosão. 

3.1.3. Confirmação da ploidia 
 

As larvas foram mantidas até a idade adulta e a ploidia foi verificada por 

análise de citometria de fluxo, baseado no protocolo desenvolvido por XAVIER 

et al. (2017). Para tal, amostras da nadadeira caudal foram coletadas e 

colocadas em 120 µL de solução de lise contendo 9,53 mM de MgSO-4, 47,67 

mM de KCl, 74 mM de sacarose, 0,6% de Triton e 15 mM de Tris em pH 8,0, e 

incubadas por 10 minutos. Logo após, foi adicionado 800 µL de solução de 

0,01% de DAPI (dicloridrato de 4,6-diamidino-2-fenilindole) em solução salina 

de tampão fosfato de Dulbecco. As amostras foram filtradas em membrana de 

nylon de 30 µm e analisadas por citometria de fluxo (CyFlow Ploidy Analyzer, 
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Partec, GMBh, Alemanha). Como controle de ploidia foi utilizado sêmen de 

mandi diploide. 

3.1.4. Dissociação enzimática das gônadas 
 

O protocolo desenvolvido por LACERDA et al. (2006), para a  

dissociação enzimática dos testículos em peixes adultos, foi modificado e 

padronizado de acordo com nossos objetivos para o P. mangurus. 

Quatro exemplares (dois machos e duas fêmeas) foram eutanasiados 

em solução anestésica de mentol na concentração de 100 mg. L-1 (Êxodo 

Científica, Brasil). As gônadas foram coletadas em cabine de fluxo laminar 

(FUH12, VECO) e lavadas por 3 vezes em solução salina de  Hanks 

balanceada (Sigma-Aldrich) contendo antibiótico gentaminina (1 µl por mL) 

(Sigma-Aldrich), a qual foi denominada solução de manutenção. 

Posteriormente, as gônadas foram trituradas com auxílio de lamina de bisturi, 

lavadas repetidas vezes para retirar o excesso de sangue e então 

acondicionadas em tubo de centrifuga de 15 mL. As gônadas trituradas foram 

divididas aproximadamente em 1 g /10 mL uma solução de manutenção 

suplementada com 0,2 mg/mL de colagenase tipo I (Celostridium histolyticum 

Sigma- Aldrich) e submetidas a digestão enzimática. 

Os tubos contendo os fragmentos das gônadas e colagenase foram 

agitadas em homogeneizador (Agitador PHOENIX) para aumentar o contato da 

enzima com os tecidos e ter uma melhor digestão. Após uma hora de digestão 

era adicionado 20 µg/mL de DNase I (Sigma-Aldrich) para degradação do DNA 

das células mortas, seguindo a digestão por mais dois horas. Os pequenos 

fragmentos restantes foram dissociados mecanicamente com auxílio de pipeta 

com 1 mL. Após, a dissociação celular, o material obtido foi duplamente filtrado 
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digeridos. Após a filtragem, o material foi centrifugado a 350 x g, durante 10 

minutos (HERMLE Labnet, Z326K). O sobrenadante foi extraído e o pellet 

celular foi suspendido em solução de manutenção. 

3.1.5. Separação e purificação das células germinativas 
 

As células obtidas da dissociação e digestão enzimática das gônadas 

foram fracionadas, através de gradiente descontínuo de densidade utilizando- 

se Percoll (Sigma-Aldrich). O gradiente foi constituído de quatro concentrações 

diferentes, sendo de 10%, 20%, 30% e 40%. Colocando-se sequencialmente 

(de 40% para 10%) em um tubo de centrífuga de 15 mL. A suspensão de 

células foi depositada no topo da coluna contendo Percoll a 10%, e 

centrifugada a 800 x g durante30 minutos (HERMLE Labnet, Z326K). Devido à 

diferença de densidade, as células concentram-se nas diferentes interfaces das 

soluções de Percoll, formando bandas visíveis, que foram coletadas para 

avaliação da viabilidade e do tipo celular presente em cada uma delas. As 

bandas que apresentaram maior concentração de células germinativas-tronco 

foram utilizadas para as etapas seguintes. 

3.1.6. Avaliação da viabilidade celular 
 

As células foram avaliadas quanto a viabilidade utilizando o corante Azul 

de Trypan (Sigma-Aldrich), o qual penetra em células inviáveis, cujas 

membranas foram danificadas durante o processo de dissociação enzimática, 

marcando-as em azul. Para isto, 10 µL de solução celular de cada banda do 

gradiente de Percoll foi misturada a este corante em uma câmera 

hematimétrica de Neubauer e a verificação foi realizada através de microscópio 

(Nikon-Eclipse Ni, Tóquio, Japão). 
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3.1.7. Marcação das células germinativas dos doadores 
 

O corante fluorescente PKH26 (Red Fluorescent Cell Linker - Sigma) foi 

utilizado para marcar a membrana citoplasmática, sendo que a fluorescência 

pode ser detectada por cerca de 120 dias. Desta forma, a padronização da 

marcação de células germinativas de P. mangurus com o PKH26 foi efetuada a 

partir de uma suspenção na concentração de 2x107 células/mL, sendo usado 8 

µl de PKH26 em 1 mL de solução de manutenção e 1 mL de suspenção de 

células (1:1) por 10 minutos. Posteriormente, foi adicionado 2 mL de soro fetal 

bovino (FBS) por 1 minuto. Finalmente, o volume foi aumentado até 10 mL com 

solução de manutenção das células e centrifugado a 350 x g durante 10 

minutos (HERMLE Labnet, Z326K), sendo este procedimento repetido três 

vezes. 

3.1.8. Transplante de células germinativas 
 

Trinta e dois mandis triploides, com idade aproximada de um ano e cinco 

meses, foram usados como receptores de células germinativas da espécie 

doadora. Depois de avaliar e marcar as bandas celulares selecionadas, os 

peixes receptores foram anestesiados em solução anestésica de mentol na 

concentração de 100 mg. L-1 (Êxodo Científica, Brasil), para assegurar o bem- 

estar dos animais durante os procedimentos experimentais. O transplante foi 

realizado através da papila urogenital, com uma ponteira de 200 µL, acoplada a 

uma seringa de 3 mL. Cada receptor recebeu em média 1 mL da solução 

celular, contendo cerca de 9.5 × 105 células germinais, via papila urogenital. 
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3.1.9. Avaliação de quimerismo por técnicas histológicas 

 

As gônadas de 8 mandis receptores foram coletadas aos 30 dias (n=5) e 
 

120 dias (n=3) pós-transplante. A análise foi realizada por microscopia de 

fluorescência das lâminas de gônadas de mandis transplantados com células 

germinativas de bagre sapo, marcadas com PKH26. Os exemplares 

transplantados tiveram suas gônadas removidas e fixadas, por cerca de 24 

horas, em PBS contendo 10% de paraformaldeído (Sigma-Aldrich). As 

amostras foram desidratadas em solução com concentrações crescentes de 

etanol (70%, 80%, 90% e 100%), embebidos em paraplast (Sigma-Aldrich), e 

cortados em micrótomo equipado com lâmina aço (LEICA RM 2145), na 

espessura de 7 µm. Todo o material foi examinado por microscopia de 

fluorescência (Nikon-Eclipse Ni, Tóquio, Japão) e fotografado (NikonDSRi2, 

Nikon, Tóquio, Japão). Após a análise de fluorescência, as lâminas eram 

coradas com hematoxilina-eosina para verificar a posição das células 

transplantadas na gônada receptora. 

3.1. 10. Avaliação de quimerismo por técnicas moleculares 

 

As análises moleculares das gônadas das quimeras são realizadas 

utilizando genes específicos das espécies ou com tamanhos diferentes de 

amplicons usando os mesmos primers, ou ainda por análises de regiões de 

microssatélites. No caso de P. mangurus, ainda não existe nenhuma sequencia 

gênica depositada nos bancos de dados que possam guiar as análises 

moleculares. Em relação ao P. maculatus, foi reportado na literatura primers de 

regiões de microssatélite para a avaliação de estudos populacionais. Várias 

estratégias foram utilizadas para realizar a análise molecular das gônadas dos 

animais transplantados. Inicialmente foram utilizados os primers de 
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microssatélites de P. maculatus desenhados por PAIVA e KALAPOTHAKIS 

(2008). Além disso, foi iniciada no Laboratório de Biotecnologia de Peixes 

(ICMBio-CEPTA) a construção e sequenciamento de biblioteca de 

microssatélite de P. mangurus, utilizando-se a metodologia de BILLOTTE et al. 

(1999), na busca de microssatélites específicos desta espécie para estudos de 

quimerismo e populacionais. A terceira estratégia consistiu na amplificação do 

gene nanos1 de P. mangurus utilizando primers desenhados a partir de regiões 

conservadas, obtidas do alinhamento de sequencias deste gene de peixes 

depositadas nos bancos de dados. Para tal, o DNA genômico de P. mangurus 

foi purificado com o uso do kit comercial E.Z.N.A. Tissue DNA (OMEGA) e 

utilizado para uma reação em cadeia da polimerase (PCR). Além disso, o RNA 

total de oócitos de P. mangurus foi purificado com o uso de Trizol (Invitrogen), 

transformado em cDNA com o kit SuperscriptR III First Strand  (Invitrogen) 

usado para a amplificação via PCR. O produto de amplificação foi recuperado 

em gel de agarose a 1% com o uso do kit E.Z.N.AR Gel Extration (OMEGA), 

clonado no vetor pGEM-T easy e enviado para o sequenciamento. Na tentativa 

de amplificação do gene nanos1 de P. mangurus, foram amplificados outros 

genes, cujas sequencias foram utilizadas na tentativa de encontrar genes 

específicos de P. mangurus para a análise de quimerismo. Dentre eles, os 

primers desenhados para o gene Herc^2 foram os mais promissores, 

mostrando um padrão de amplificação diferencial para o P. mangurus e P. 

maculatus. Os primers desenhados para o gene Herc^2 foram 5’- 

CTCTAATATCAAGAGTCATCGAACA-3’  e  5’-CGGGATTGGACTGCACATT-3’. 

A PCR foi realizada nas seguintes condições de ciclagem: inicialmente a 

reação  foi  incubada  por  5  minutos  a  94ºC  e  seguida  de  35  ciclos  de 
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amplificação (94ºC durante 45 segundos, 58ºC durante 30 segundos e 72ºC 

por 1 minuto e 30 segundos). A otimização dos primers para o gene Herc^2 

foram realizadas utilizando PCR com gradiente de temperatura.  A 

padronização da reação foi realizada utilizando-se os DNA genômicos do 

doador (P. mangurus), do receptor (P. maculatus) e da gônada do receptor (30 

dias pós-transplante). Os produtos de amplificação foram analisados por 

eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com SYBER Safe, visualizadas 

em transluminador de ultravioleta e fotografados (ENDUROTM GDS, Labnet 

International, Inc). 

3.1.11. Análise de reprodução dos receptores triploides 

transplantados 

Seis fêmeas e dois machos de P. mangurus foram submetidos a indução 

hormonal com hipófise de carpa, aplicando duas doses: a primeira dosagem de 

0,6 mg/kg e a segunda de 6 mg/kg, aplicada seis horas depois para as fêmeas 

de P. mangurus. Nos machos, foi aplicada uma dose de 6 mg/kg, juntamente 

com a segunda indução das fêmeas. Posteriormente, dois machos de P. 

maculatus e quatro possíveis quimeras de P. maculatus triploides que 

receberam células germinativas-tronco de bagre sapo, também foram 

submetidos a indução hormonal aplicando uma dose única de 10 mg/kg. Os 

machos de P. maculatus e P. mangurus normais e transplantados foram 

eutanasiados em solução anestésica de mentol na concentração de 100 mg.  L- 

1  (Êxodo Científica, Brasil), as gônadas coletadas foram maceradas em solução 
 

de MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Sigma #:021M8316) para 

imobilização dos espermatozoides. Posteriormente, as fêmeas de P. mangurus, 

cinco  horas e  meia  depois da  última  dose,  foram sometidas a  uma solução 
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anestésica de mentol na concentração de 100 mg. L-1 (Êxodo Científica, Brasil), 

e extrusadas. Os oócitos coletados foram divididos em três alíquotas, 

transferidos a placas petri e fertilizadas usando o sêmen diluído em solução de 

MEM (bagre sapo, mandi e possíveis quimeras) adicionando-se aos oócitos de 

bagre sapo e os gametas ativados pela adição de água (Figura 1). 

 
 
 

 

 

Figura 1. Procedimento de coleta e fertilização Pseudopimelodus mangurus. A) Obtenção 

de oócitos de P. mangurus. B) Separação dos oócitos em três alíquotas e fertilização com 

sêmen de P. mangurus, Pimelodus maculatus e P. maculatus triploides 

 
 

 

3.1.12. Estatística 
 

Os dados foram obtidos de seis repetições e apresentados como a 

média ± EP. As porcentagens de viabilidade foram, transformadas em arco 

seno, submetidas a ANOVA e, em seguida, as medias foram comparadas 

utilizando o teste de múltiplo alcance de Tukey. Em todas as análises, foi 

utilizado o software STATISTICA (R, V 3.0.3, EUA) utilizando =.  5%. 
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3.2 Resultados 

 
3.2.1. Dissociação enzimática das gônadas e purificação das 

células germinativas 

O protocolo aplicado para a dissociação enzimática das gônadas da 

espécie P. mangurus foi considerado eficiente, quando foi utilizado animais 

adultos fora da estação reprodutiva. No gradiente de percoll foi verificado três 

bandas nas concentrações de 10%, 20% , 30% um pellet visível na fundo do 

tubo, tanto para oogônias como espermatogônias (Figura 2). Para as 

espermatogônias, a primeira banda continha unicamente debris célulares, a 

segunda banda (20%) se concentro o maior número de espermatogônias- 

tronco, com viabilidade média de 85%. A terceira banda continha 

espermatócitos, espermatozoides e algumas espermatogônias-tronco, no pellet 

foi observado unicamente espermatozoides. Para as oogônias, a primeira 

banda (10%) continha debris celulares, na segunda banda (20%) foi observada 

a maior concentração de oogônias com viabilidade média de 87%. Na terceira 

banda (30%) foi observada grande concentração de oócitos, células somáticas 

e pouca quantidade de oogônias. O pellet era constituído apenas por células 

sanguíneas (Figura 3). 
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Figura 2. Separação célular por gradiente de percoll. Banda 1: Debris célulares; Banda 2: 
Células germinativas-tronco; Banda 3: Células germinativas-tronco, espermatócitos e 
espermatozoides; Pellet: Espermatozoides e células sanguíneas. 
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Figura 3. Análise microscópica dos constituintes das bandas célulares vindas do gradiente de 

percoll: a) banda 1; b) banda 2, células germinativas (setas); c) banda 3; d) Pellet. Escalas 
=20µm. 

 
 
 

 

3.2.2. Transplante de células germinativas-tronco e análises de 

quimerismo 

As células obtidas na banda 2 do gradiente com 20% de percoll eram na 

grande maioria as células germinativas-tronco. Estas células foram marcadas 

usando PKH26 e transplantadas via papila urogenital nas gônadas dos 

receptores triploides de P. maculatus (Figura 4). Dois gônadas receptoras das 

cinco que foram sometidas analises histológicos 30 dias pós-transplante (um 

macho e uma fêmea) foram evidenciadas a presença de células marcadas com 

PKH26 da espécie doadora, estando localizadas no epitélio da gônada (Figura 

5). Aos 120 dias pós-transplante não foram observadas células marcadas nas 

gônadas dos receptores, portanto não foi possível avaliar sem as células 

transplantadas estavam proliferando nas gônadas dos receptores (Figura 5). 

Estas análises podem não ter sido satisfatória uma vez que elas foram 

realizadas no limite máximo de tempo da duração da fluorescência. 

As gônadas dos receptores sometidas a PCR, tiveram o mesmo padrão 

de amplificação que o P. maculatus, por tanto não foi possível detectar na 

gônada receptora o gene HERC^2 de P. mangurus. Estou podo haber 

acontecido talvez porque parte da gônada usada para análise de PCR tinha 

pouca quantidade de células de P. mangurus em relação com do P. maculatus. 

Já que as gônadas sometidas a PCR tinham 30 dias de haber recebido o 
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transplante de células, sendo pouco tempo para poder multiplicar-se. Além de 

isso, os primers precisam ser melhorados, para ser mais específicos, por loque 

os produtos de PCR tanto de P. maculatus e P. mangurus serão sequenciados 

novamente para refazer primers mais específicos. 

 
 
 
 

Figura 4. Marcação das células germinativas-tronco com PKH26 e transplante em mandis 

triploides: a) espermatogônias marcadas com PKH26. Escala = 50µm. b) Mandi triploide 

recebendo transplante de células. 
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Figura 5. Gônadas dos receptores coletadas aos 30 e 120 dias pós-transplante: a, b) as células 

marcadas com PKH26 são observadas 30 dias pós-transplante na gônada receptora (setas); c, 

d) gônada 120 dias pós-transplante, com presença de oogônias; e com ausência de 

fluorescência. Escalas = 50µm. 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 6. PCR usando gradiente de temperatura, para o gene hercc2. O produto de 
amplificação para P. mangurus foi visualizado acima 1Kpb (seta branca) e para P. maculatus 
de 900pb (seta vermelha), sendo a melhor temperatura de anelamento de 58 °C. 
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Figura 7. Análise dos produtos de amplificação do gene herc2 do doador, receptor e gônada 
do receptor. (1) Receptor (P. maculatus), (2) doador (P. mangurus) e (3) Gônada receptora. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

3.2.3. Análise de reprodução dos receptores triploides 

transplantados 

Para a avaliação da geração de quimeras germinativas funcionais foram 

utilizados macerado de gônadas provenientes de quatro mandis triploides, 

transplantados com células germinativas-tronco de P. mangurus, visando a 

fertilização dos ovos da espécie mencionada anteriormente. Nos resultados 

indicaram que não ouve a fertilização dos ovos das fêmeas de P. mangurus.  

No entanto, as gônadas aparentemente ainda não estavam desenvolvidas e 

pouco espermatozoides podiam ser visualizados nos macerados das gônadas. 

Como controle, também foram utilizados macerados de gônadas de machos de 

P. mangurus e de P. maculatus em ambos casos a fertilização dos ovos foram 

bem-sucedidas, inclusive com os híbridos sendo viáveis. O desenvolvimento 

dos grupos controles foram acompanhados até a fase de eclosão e os não 

apresentaram diferenças estatísticas entre os grupos controles de P. mangurus 
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e dos híbridos. Os resultados para cada fase embrionária se encontram na 

Tabela 1. 
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Tabela 1. Estágios de desenvolvimento embrionário de Pseudopimelodus mangurus e dos híbridos de fêmeas de P. mangurus e machos de Pimelodus 

maculatus. Os dados foram obtidos de seis repetições e estão expressos como média ± erro padrão. 

 
 

 
 

 
 

Espécie doadora de 
sêmen 

 
 

Não 
fertilizados 

Estádios de desenvolvimento embrionário (%) 

 
Clivagem Blástula Gástrula Segmentação Eclosão Larvas normais Larvas anormal 

 

P. mangurus 3,88 ± 2,14 95,35 ± 2,32 86,26 ± 5,62 79,41 ± 7,33 58,61 ± 8,11 16,60 ± 10,76 11,73 ± 8,13 4,95 ± 2,64 

P. maculatus 3,74 ± 2,16 96,77 ± 1,75 92,71 ± 2,05 83,21 ± 1,16 57,13 ± 8.25 23,06 ± 11,20 17,95 ± 9,77 5,11 ± 1,68 

P-value 0,968 0,768 0,432 0,777 0,877 0,717 0,726 0,866 
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3. Capitulo II: Isolamento e criopreservação de oogônias-tronco de 

Pseudopimelodus mangurus 

O seguinte capitulo descreve o protocolo de criopreservação de 

oogônias-tronco da espécie P. mangurus, avaliando cinco crioprotetores em 

três concentrações diferentes. Esta etapa visou a estocagem a longo prazo, 

avaliação de viabilidade e posterior constituição de bancos genéticos. 

 

 
4.1 Material e métodos 

 
4.1.1 Animais 

 

O experimento foi realizado no Centro Nacional de Pesquisa e 

Conservação da Biodiversidade Aquática Continental (CEPTA/ICMBio) em 

Pirassununga, São Paulo, com aprovação do Comitê de Ética em 

Experimentação Animal do CEPTA (CEUA/Cepta, #010/2015) e SISBIO 55725- 

1; as instalações do Laboratório de Biotecnologia de Peixes. 

Durante o experimento três fêmeas de P. mangurus, com média de peso 

de 1,7 kg, e os procedimentos de isolamento foram realizados como 

previamente descritos no capitulo 1. As suspensões celulares de oogônias- 

tronco obtidas foram quantificadas usando câmera de Neubauer e a viabilidade 

mensurada através do corante Azul de Trypan (Sigma-Aldrich). Para isto, 10 µL 

de solução celular foi misturada a este corante em uma câmera hematimétrica 

de Neubauer e a verificação foi realizada através de microscópio Olympus 

CX41. 
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4.1.2 Criopreservação e procedimento de descongelamento 
 

As oogônias-tronco (OG) das três fêmeas foram processadas 

individualmente. Antes do congelamento a suspenção celular foi diluída 1:1 na 

solução crioprotectora (50 µl OG+ 50 µl solução crioprotectora). As soluções 

crioprotetoras foram preparadas por solução de Hanks modificada (Sigma- 

Aldrich) suplementadas com 100 mM de glicose, 1% de soro albumina bovina e 

os crioprotetores individuais (etilenoglicol, glicerol, dimetilsulfóxido (DMSO), 

dimetilacetamida (DMA) e propaneidol) em concentrações de 2 M, 3 M e 4 M. 

Após a associação da suspensão celular e solução crioprotectora, as 

concentrações finais dos constituintes das soluções caíram para a metade do 

indicado. Alíquotas contendo 70 µl solução crioprotectora e célular foram 

colocadas em paletas transparentes de criopreservação de sêmen (IMV 

Technologies). As avaliações para cada solução crioprotectora e para cada 

amostra gônadal foram realizados em triplicata. Em seguida as paletas foram 

acondicionadas dentro de Criotubos (Corning Incorporated), colocadas dentro 

de um CoolCell (Biocision) e transferidos para um freezer -80oC por duas 

horas, posteriormente foram imersos em nitrogênio líquido (-196oC), onde 

permaneceram estocados. 

O descongelamento foi realizado a 30oC em um banho-maria durante 1 

minuto, em seguida as mostras foram colocadas dentro de tubos Eppendorf de 

1,5 mL e centrifugadas a 350 x g durante 5 minutos (HERMLE Labnet, Z326K). 

O sobrenadante foi extraído e o pellet celular resuspendido em 30 µL de 

solução Hanks modificada (Sigma-Aldrich), contendo o antibiótico gentamicina 

uma concentração de 1 µg / mL (Sigma-Aldrich) e 5 µL de azul Tripan para 

marcação das células inviáveis. A contagem foi realizada por triplicata de cada 



Dissertação de Mestrado Lucia Suárez López 

28 

 

 

crioprotector e concentração molar, usando uma câmara de Neubauer e 

microscópio Olympus CX41. 

4.1.3 Estatística 

 
Os dados foram obtidos em triplicata para cada crioprotector e 

concentração molar, apresentados como a média ± EP. As porcentagens de 

viabilidade foram, transformadas em arco seno, submetidas a ANOVA e, em 

seguida, as medias foram comparadas utilizando o teste de múltiplo alcance de 

Tukey. Em todas as análises, foi utilizado o software STATISTICA (R, V 3.0.3, 

EUA) utilizando =.  5%. 
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4.2 Resultados 
 

4.2.1. Viabilidade das oogônias-tronco antes e despois da 
criopreservação com o efeito dos crioprotetores. 

 
 

A eficácia dos cinco crioprotetores e um controle foi avaliada através da 

porcentagem das células viáveis antes do congelamento e depois do 

congelamento. A viabilidade celular das três fêmeas antes do congelamento foi 

de 93% ± 1,30%. De acordo com as análises estatísticas, não teve diferença 

significativa entre os cinco crioprotetores analisados e as diferentes 

concentrações molares (Tabela 2). No controle sem crioprotector não foi 

encontrado células viáveis. Utilizando a média para escolha do melhor 

crioprotector, o propaneidol a 1,5 M foi aquele que apresentou os melhores 

resultados com 80,00% ± 9,5% de viabilidade pós-descongelamento, seguido 

do glicerol a 2 M, com 73,00% ± 2,75%. De forma geral, foi observado um 

aumento na viabilidade quando as concentrações dos crioprotetores foram 

aumentadas de 1 M para 1,5 M, seguido da diminuição da viabilidade quando a 

concentração molar do crioprotector foi aumentada de 1,5 M para 2 M, com 

exceção de etilenoglicol que diminuiu sua viabilidade de 1 M para 1,5 M e 

glicerol que aumentou a viabilidade de 1,5 M para 2 M. 
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Tabela 2. - Porcentagem de viabilidade de oogônias-tronco pós-descongelamento de Pseudopimelodus mangurus. Os dados foram obtidos de três 

repetições e estão expressos como média ± erro padrão. 

 
 

 

Crioprotector 
Concentração Molar P-value 

1 M 1.5 M 2 M 

Controle 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 - 

DMA 58,00 ± 3,30 71,00 ± 11,6 56,00 ± 0,26 0,618 

Propaneidol 58,00 ± 8,10 80,00 ± 9,5 63,00 ± 1,91 0,173 

Glycerol 63,00 ± 10,40 67,00 ± 15,7 73,00 ± 2,75 0,851 

DMSO 60,00 ± 4,26 66,00 ± 3,80 66,00 ± 6,48 0,676 

Etilenoglicol 56,00 ± 10,53 53,00 ± 5,30 49,00 ± 5,18 0,798 

Média 59,00 ± 1,18 67,40 ± 4,37 61,40 ± 4,13 0,556 

P-value 0,971 0,479 0,303 
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4. DISCUSSÃO 

 
Os protocolos estabelecidos neste trabalho, incluindo o de isolamento de 

células-tronco, usando a dissociação enzimática e, gradiente de densidade, 

bem como o transplante interespecífico de células germinativas, via papila 

urogenital, usando peixes triploides estéreis, e a cripreservação de oogônias- 

tronco foram realizados pela primeira vez nestas espécies de peixes de 

Siluriforme Neotropicais. Na avaliação de quimerismo nas gônadas dos 

receptores por histologia, foram observadas células germinativas marcadas dos 

doadores, quando avaliadas aos 30 dias pós-transplante, em dois receptores 

de um total de cinco animais que foram avaliados. Aos 120 dias pós- 

transplante, não foram observadas células germinativas marcadas com PKH26 

na gônada dos três receptores analisados, por tanto não foi possível a 

avaliação de quimerismo neste grupo. 

Na análise molecular de apenas uma gônada do receptor de grupo 

avaliado 30 dias do transplante, não foi possível detectar a presença do gene 

herc2 de P. mangurus (doador), na gônada de P. maculatus (receptor). Apesar 

de ter sido detectado células marcadas nesta gônada por analise histológica, 

sua quantidade pode ter sido pequena em relação com as células germinativas 

do receptor ou não estarem totalmente distribuídas pela gônada. A fração da 

gônada avaliada por PCR poderia conter quantidades muito baixas de células 

germinativas do doador, ou talvez estas células poderiam estar inviáveis, uma 

vez que após 30 dias do transplante, as células foram encontradas nos dutos 

das gônadas e não em seu interior. Estes aspectos podem ter contribuído para 

a não amplificação da banda de P. mangurus na gônada do receptor. Além 

disso, os primers para o gene herc2 de P. mangurus devem ser redesenhados 
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para melhorar a especificidade da amplificação. Para isto, as principais bandas 

amplificadas de P. mangurus e P. maculatus serão enviadas para 

sequenciamento. Vale lembrar que os primers foram feitos a partir de 

sequência de cDNA e os primers foram utilizados para amplificar o DNA 

genômico, sendo os fragmentos amplificados maiores que daquele desenhado 

vindo do cDNA. Isto pode ser devido a presença de introns. 

O transplante de células germinativas para animais adultos também foi 

realizado em espécies neotropicais como Brycon orbignyanus e Rhamdia 

quelen que foram usados como doadores de células germinativas. Nestes 

trabalhos que utilizaram tratamento com busulfan como agente esterilizador de 

adultos diploides, foram acompanhados os desenvolvimentos da 

espermatogênese nas gônadas dos receptores até 120 dias pós-transplante, 

sendo identificado em cortes histológicos espermatozóides marcados com 

PKH26 e espermatozoides do receptor, porém sem avaliação da funcionalidade 

destes espermatozoides (LACERDA et al., 2008; DE SIQUEIRA-SILVA et al., 

2015). 

Resultados similares utilizando busulfan foram publicados com o peixe 

Odontesthes hatcheri como receptores. Neste estudo, os autores identificaram 

a produção de gametas funcionais da espécie doadora Odontesthes 

bonariensis na espécie receptora. Os machos da quimera germinativa foram 

utilizados para fecundar fêmeas de O. bonariensis sendo cerca de 12,6 a 

39,7% de proles pura. Enquanto que o cruzamento entre fêmeas quimeras e 

machos de Odontesthes hatcheri produziram cerca de 52% de prole pura 

(MAJHI et al., 2014). Todos os receptores mencionados anteriormente foram 

tratados com o agente químico busulfan para a supressão das células 
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endógenas, a qual não é permanente. Neste método ocorre a competição pela 

ocupação de nichos livres entre as células do doador e as células do receptor. 

A eliminação de células endógenas das gônadas dos receptores causada pela 

ação do busulfan é um fator importante, para que as células do doador possam 

se proliferar e colonizar eficientemente a gônada receptora (DOBRINSKI, 

2006). 

A producção de peixes triploides estéreis como receptores de células 

germinativas-tronco é uma opção alternativa ao método químico de 

esterilização. Esta estratégia de geração de quimeras germinativas foi 

eficientemente empregada em salmonídeos (OKUTSU et al., 2007), Nibea 

mitsukurii (HIGUCHI et al., 2011; YOSHIKAWA et al., 2017), Scomber 

japonicus (YAZAWA et al., 2010) e Seriola quinqueradiata (MORITA et al., 

2012; MORITA et al., 2015). Nestes estudos, as PGCs ou células germinativas- 

tronco foram transplantadas via intraperitoneal, no estágio larval de receptores 

triploides e na fase adulto estas quimeras produziram gametas apenas da 

espécie doadora. A grande vantagem do uso de animais triploides estéreis 

sobre a esterilização química por busulfan é que apenas os gametas da 

espécie doadora são produzidos ou viáveis. Alguns transplantes via 

intraperitoneal de espermatogônias-tronco de P. mangurus, marcadas com 

PKH26, para P. maculatus ou Astyanax altiparanae triploides foram realizados 

em nosso laboratório, e ainda serão analisados por técnicas histológicas e 

moleculares. 

O transplante via intraperitoneal é realizado em um período específico 

da a fase larval, a fim de evitar rejeição das células transplantadas. Portanto, 

esta metodologia deve ser aplicada somente no período reprodutivo, no qual o 
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isolamento de células germinativas-tronco é impossibilitado nas fêmeas devido 

ao estágio vitelínico dos oócitos. No macho ocorre a diferenciação celular das 

espermatogonias em espermatozoides, levando a baixa concentração das 

células germinativas-tronco. Desta forma, o isolamento das células 

germinativas-tronco durante a fase de multiplicação destas células é mais 

eficiente. O uso da criopreservação deste tipo celular é uma estratégia 

interessante para a formação de bancos genéticos, e seu posterior transplante 

em receptores estéreis, tanto adulto como em larvas (durante o período 

reprodutivo), principalmente se a espécie se torne ameaçada de extinção. 

O isolamento de células germinativas-tronco das gônadas de peixes 

adulto é mais fácil que o isolamento de PGCs de embriões, podendo ser 

injetado um grande de número de células germinativas-tronco dentro da 

cavidade peritoneal (SAITO et al., 2008; YOSHIZAKI et al., 2010). Pensando no 

uso desta metodologia durante o período reprodutivo, foi desenvolvido um 

protocolo de criopreservação de oogonias-tronco para o P. mangurus, com 

média de células viáveis em torno de 80% pós-descongelamento, para o 

melhor crioprotetor avaliado. O objetivo de estabelecer bancos genéticos in 

vitro é de se manter maior nível de diversidade genética (OKUTSU et al., 2006; 

YOSHIZAKI et al., 2011; LINHARTOVÁ et al., 2014). A criopreservação de 

células germinativas-tronco de P. mangurus permitirá o transplante via 

intraperitoneal em larvas triploides, durante o período reprodutivo, como foi 

reportado em truta arco íris (LEE et al., 2015; LEE; IWASAKI e YOSHIZAKI, 

2016), Brachymytax lenok (LEE e YOSHIZAKI, 2016). 

Esta é a primeira vez que peixes triploides adultos de P. maculatus são 

utilizados como receptores de células germinativas-tronco. Antes de ser 
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realizado o transplante de células do doador, as gônadas dos receptores 

estaba ocupada por células germinativas iniciais endógenas, e de acordo 

autores como (NÓBREGA et al. (2010); LACERDA et al. (2012)), as células 

germinativas do doador precisam de um nicho livre para poder colonizar e 

desenvolver-se na gônada receptora, afim de evitar a competição com as 

células germinativas do receptor. Por tanto, uma estratégia para melhorar a 

eficácia do transplante em peixes triploides adultos, seria a combinação de 

outros métodos como o uso de busulfan, o qual atuariam na supressão das 

células germinativas endógenas, abrindo lacunas nas gônadas do receptor, 

para que as celulas germinativas do doador podam se proliferar e colonizar. 

Os resultados da não fertilização dos ovos de P. mangurus usando 

sêmen de quimeras de P. maculatus, podo haber acontecido porque as 

gônadas das quimeras utilizadas estavam fase de desenvolvimento contendo 

pouco espermatozoides como foi visualizado nos macerados das gônadas. De 

acordo com o trabalho de Bertolini (2018), os machos triploides de P. 

maculatus não produzem espermatozóides, desenvolvendo unicamente 

espermatócitos. Os híbridos obtidos da fertilização de ovos de P. mangurus e 

sêmen de P. maculatus, serão futuramente analisados e sometidos a técnicas 

como a triploidização para ser possíveis receptores de células germinativas- 

tronco, com o objetivo de minimizar a rejeição de células em o transplante de 

larvas e peixes adultos triploides. 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O isolamento e transplante de células germinativas-tronco foi realizado 

pela primeira vez em duas espécies de siluriformes neotropicais, usando como 

receptores peixes adultos triploides. Os primers utilizados para avaliação de 

quimerismo precisam ser melhorados, por tanto os produtos de PCR de P. 

maculatus e P. mangurus serão sequenciados novamente para refazer primers 

mais específicos, e posteriormente serão avaliadas todas as gônadas usadas 

nos estudos histológicos e de fertilização. Além disso, serão feitas a construção 

e sequenciamento de biblioteca de microssatélite de P. mangurus, na busca de 

microssatélites específicos desta espécie para posteriores estudos de 

quimerismo e populacionais. 

A criopreservação de oogônias-tronco de P. mangurus foi estabelecida 

com sucesso, sendo o propaneidol 1.5 M o melhor crioprotector para sua 

estocagem a longo prazo em nitrogênio líquido. Este foi um passo importante 

para a constituição de bancos genéticos de oogônias de  P. mangurus visando 

o transplante via intraperitoneal em larvas triploides de P. maculatus. Esta 

estratégia é importante para a conservação e restauração de espécies 

amaçadas de extinção ou de importância na aquicultura, utilizando receptores 

com reprodução mais rápidas e com sucessivos eventos reprodutivos. 

A rejeição nos transplantes tem sido discutida por vários pesquisadores 

e, portanto, a produção de receptores que apresentem menor rejeição é 

fundamental para o sucesso da aplicação das técnicas de quimerismo 

germinativo. O uso de híbridos triploides de P. mangurus e P. maculatus pode 

ser uma estratégia que minimize a rejeição do transplante tanto em adultos  

com em larvas. 
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A proliferação de células germinativas-tronco em gônadas de receptores 

adultos depende da formação de nichos livres de células germinativas 

endógenas. Por tanto o uso de busulfan em triploides adultos receptores, 

anterior ao transplante, pode ser uma estratégia que aumente a eficácia desta 

técnica de quimerismo germinativo. 

Pouco se sabe sobre a rejeição de células transplantadas em peixes, por 

tanto, o estúdio da ação imunológica básica é fundamental, para a ação do uso 

de imunossupressores em o transplante de células germinativas em peixes. A 

avaliação do uso de imunossupressor anterior à transplante pode ser uma 

estratégia que pode melhorar a eficácia da técnica de quimerismo. 

Com tudo, os resultados obtidos em esta pesquisa serviram como base 

para realizar outros estudios que permitam gerar com sucesso uma quimera 

germinativa. 
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