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RESUMO 

 

A região Neotropical concentra uma das ictiofaunas mais ricas do globo. No tocante as 

espécies de água doce, a família characidae é o maior grupo e é amplamente distribuída por 

toda a região Neotropical. Dentre os caraciformes, o gênero Brycon sp. é particularmente 

importante devido à sua importância econômica para a pesca continental como fonte de 

alimento.  Este gênero engloba 17 espécies das quais 6 são consideradas ameaçadas (ver 

Livro Vermelho das Espécies em Extinção), enfatizando a adoção de estratégias de 

conservação como o quimerismo  por transplante de células embrionárias. Esta ferramenta é 

interessante para a genética da conservação, pois a espécie receptora das células germinativas 

poderá produzir gametas da espécie doadora. Desse modo, o objetivo do presente trabalho é 

utilizar um receptor intra-genérico Brycon cephalus como receptor de células germinativas de 

espécies ameaçadas B. insignis e B. orbignyanus. Primeiramente, foram desenvolvidos 

protocolos de micromanipulação para as espécies doadoras e receptoras. Foi avaliada a 

remoção do córion empregando-se enzimas (tripsina, pepsina, pronase, papaína, bromelaína e 

tioglicolato de cálcio) e o córion foi removido utilizando pronase (0.03%) e tripsina (0.15%) 

para todas as espécies. No caso de B. cephalus, embriões decorionados foram cultivados em 

um meio de cultura desenvolvido nesse projeto (characin medium - 12 mM NaCl, 1 mM KCl, 

1,5 mM CaCl2, 1,5 mM MgCl2, 5 mM NaHCO3). Após a remoção do córion utilizando 

pronase e tripsina, as taxas de eclosão foram 61.4 ± 5.4% e 59.2 ± 38%, respectivamente. No 

grupo controle, no qual havia ovos intactos, a taxa de eclosão foi 82.4 ± 0.8%. Estes 

resultados permitem protocolos de micromanipulação que serão realizados nas próximas 

etapas desse projeto.  
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ABSTRACT 

 

The Neotropical region concentrates one of the richest ichthyofauna in the world. Regarding 

the freshwater species, the family characidae is the largest group and it is widely distributed in 

all Neotropical region. Among the characiforms, the genera Brycon sp. is particularly 

important because of its economical importance for inland fisheries for food supply. This 

genera comprises 17 species in which 6 are considered endangered (see "Red List of 

Endangered Species"), emphasizing the utilization of conservation strategies such as 

chimerism by transplantation of embryonic cells. This is a interesting tool for conservation 

genetics because the host species may produce gametes from donor species. So, the aim of 

this work is to use a intra-generic host Brycon cephalus as a host species for endangered 

species B. insignis and B. orbignyanus. Firstly, we developed a micromanipulation 

procedures for donor and host species. We evaluate the removal of chorion by enzymes 

(trypsin, pepsin, pronase, papain, bromelain and calcium thioglycolate) and the chorion was 

successfully removed using pronase (0.03%) and trypsin (0.15%) for all the species. In the 

case of B. cephalus, dechorionated embryos were cultured in a culture medium developed in 

this project (characin medium - 12 mM NaCl, 1 mM KCl, 1,5 mM CaCl2, 1,5 mM MgCl2, 5 

mM NaHCO3). After removal of chorion with pronase and trypsin and subsequent culture in 

this medium, the hatching rate was 61.4 ± 5.4% and 59.2 ± 38%, respectively. In control 

group, in which intact eggs were used, the hatching rate was 82.4 ± 0.8%. These results 

permits the micromanipulation protocols that will be performed in the following stages of this 

project.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 O gênero Brycon pertence à classe de peixes teleósteos, e representa mais de 70 

espécies distribuídas pela região Neotropical. Algumas espécies do gênero Brycon sp. 

apresentam potencial para a aquicultura, conforme já constatado na piracanjuba (B. 

orbignyanus), matrinxã (B. cephalus), piraputanga (B. opalinus), piabanha (B. insignis). Em 

contraste, outras espécies ainda não foram inclusive domesticadas, caso da B. vermelha e B. 

ferox. As primeiras tentativas de propagação artificial nessas duas espécies foram realizadas 

recentemente no Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio-

Pirassununga). Embora as potencialidades zootécnicas e a importância ecológica dessas 

espécies de Brycon, seis delas (B. opalinus, B. insignis, B. ferox, B. vermelha, B. 

orbignyanus) já constam no Livro Vermelho das Espécies Ameaçadas de Extinção (MMA, 

2009). Considerando que essas espécies são endêmicas de uma Bacia ou rio específico, e da 

crescente ação antrópica nos recursos hídricos, existe uma possibilidade evidente de perda 

definitiva desse patrimônio ictiogenético, antes mesmo de conhecermos aspectos da biologia 

básica ou consolidarmos estratégias de propagação artificial.  

 Estratégias de conservação já foram empregadas em algumas espécies como a 

propagação artificial (Andrade-Talmelli, 1998, 2001; Andrade e Yasui, 2003; Camargo et al., 

2008; Dias et al., 2011; Narahara et al., 2002; Romagosa et al., 2001a), levantamento da 

biologia reprodutiva (Ganeco et al., 2001; Gonçalves et al., 2006) e genética (Matsumoto e 

Hilsdorf, 2009; Rodriguez-Rodriguez et al., 2010). Devido a iminente redução dos estoques 

naturais, também foram adotadas estratégias para a constituição de bancos genéticos através 

da criopreservação do sêmen (Murgas et al., 2003; Viveiros et al., 2012a, 2012b). O sêmen 

criopreservado pode ser efetivo na manutenção da variabilidade genética, visto que sêmen de 

vários machos podem ser estocados e posteriormente utilizados na fertilização artificial. 
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Contudo, em espécies já extintas ou em vias de extinção, a reconstituição dos peixes a partir 

do sêmen criopreservado deve ser realizada através de androgênese, uma técnica que pode 

gerar indivíduos unicamente a partir do genoma paterno. Embora factível, essa técnica resulta 

em baixíssima sobrevivência para a maioria das espécies, além de gerar problemas com a 

redução da variabilidade genética, maturação e proporção sexual, conforme descrito em 

nossos recentes trabalhos (Yasui et al., 2010; Fujimoto et al., 2010). Outro agravante é que, o 

sêmen criopreservado não preserva componentes maternos importantes como o DNA 

mitocondrial e o plasma germinativo.  

 A técnica mais promissora para a constituição de bancos genéticos é preservação de 

células germinativas primordiais, que podem ser transplantadas para um organismo receptor 

constituindo então uma quimera germinativa. A quimera germinativa resultante poderá então 

produzir gametas da espécie doadora, o que significa que uma espécie em extinção poderá ser 

reconstituída através do quimerismo e subsequente propagação mediada.  Contudo, até onde 

se sabe, não há casos de linhagens germinativas da quimera na literatura indexada em 

espécies de peixes nativas, o que nos levou a elaborar o presente projeto. 

2 Quimerismo em peixes  

2.1 Definição e potencialidades 

 

Após a fusão de pronúcleos de ambos, ovócito e espermatozóide, ocorre a formação 

do zigoto. Essa célula única passa por sucessivas divisões mitóticas até a formação de um 

organismo completo, ou seja, ocorre a diferenciação em tipos celulares mais especializados. 

Em peixes, existem pré-determinantes citoplasmáticos de origem materna (basicamente 

mRNA, grânulos polares, mitocôndrias e proteínas) conhecidos como plasma germinativo e 

que se distribuem assimetricamente durante as primeiras clivagens (Olsen et al., 1997; Yoon 

et al., 1997; Braat et al., 2000; Shinomiya et al., 2000, Yoshizaki et al., 2000a; Hashimoto et 

al., 2004). Essa forma de distribuição heterogênea origina dois tipos celulares: a linhagem 
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germinativa (contendo o plasma germinativo) e a linhagem somática. Entre os estágios de 

blástula e gástrula, as células que possuem o plasma germinativo se diferenciam em células 

germinativas primordiais (CGP), que são precursoras dos gametas (Braat et al., 1999a; 

Takeuchi et al., 2003).  

Células embrionárias podem ser transplantadas de um indivíduo para outro, e o 

organismo resultante da coexistência de células exógenas e endógenas é conhecido como 

quimera. No organismo receptor, as células transplantadas podem originar as linhagens 

germinativas e somáticas (Nilsson e Cloud, 1992; Chen et al., 2003; Takeuchi et al., 2004; 

Tanaka et al., 2004). Caso sejam transplantadas células germinativas primordiais (CGP) ou 

suas precursoras, essas poderão se diferenciar, originando então os gametas provenientes do 

organismo doador (Fig. 1). Assim, células germinativas de peixes de difícil manejo 

reprodutivo podem ser transplantadas para embriões de espécies com protocolos de 

reprodução bem estabelecidos. Além disso, a linhagem germinativa apresenta potencialidades 

para a preservação dos recursos genéticos (Nakagawa et al., 2002; Yoshizaki et al., 2003). 

Outra forma de quimerismo utilizando transplante de células pode ser realizado utilizando-se 

espermatogônias (Okutsu et al., 2006; Lacerda et al., 2006), embora não seja o foco do 

presente estudo. 

Conforme destacado por alguns autores (Takeuchi et al., 2002; Yamaha et al. 2006) 

entre as principais potencialidades do quimerismo germinativo para a aquicultura estão: 

controle do ciclo reprodutivo, entre espécies de ciclo longo e curto; controle da produção de 

ovos entre espécies de grande e pequeno porte; preservação da variabilidade genética, 

utilizando células germinativas multi-parentais; preservação dos estoques genéticos contra 

patógenos, utilizando linhagens resistentes como receptoras; produção de peixes marinhos a 

partir de espécies de água doce.  
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Fig 1. Procedimentos utilizados na produção de quimeras germinativas, com finalidade de 

propagação mediada.  

 

2.2 Obtenção de quimeras germinativa em peixes 

 

Existem alguns casos de linhagens germinativas da quimera, sendo a maioria delas 

transplantes de células intra-específicas. Em Misgurnus anguillicaudatus, Nakagawa et al. 

(2002) obtiveram quimeras utilizando exemplares de coloração cinza como doador (fenótipo 

dominante) e receptores de coloração laranja (fenótipo recessivo). Um em cada quatro 

animais quiméricos produziu gametas heterólogos, característica confirmada através de testes 
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de progênie. Utilizando metodologia similar, os índices de quimerismo foram de 17,9 % em 

Danio rerio (Lin et al., 1992), 16,7 % em Oryzias latipes (Wakamatsu et al., 1993) e 31,5 % 

para Oncorhynchus mykiss (Takeuchi et al., 2001). Em “zebrafish” os índices de 

sobrevivência e quimerismo foram menores que 4% (Ma et al., 2001; Cardona-Costa et al. 

2009). Em trutas (O. mykiss), os índices de quimerismo foram de 16% no caso de machos e 

14% para fêmeas (Takeuchi et al. 2003 e 2004). Para a mesma espécie, Kobayashi et al. 

(2007) utilizando CGP criopreservadas, a produção de gametas heterólogos ocorreu apenas 

em 5,6 - 12,1 %, embora a contribuição genética à F1 resultante de apenas 0,09 - 16,3 %. 

Yamaha et al. (2001) transplantaram blastômeros de Carassius auratus langsdorfii para 

Carassius auratus e das quimeras obtidas verificaram contribuição de genética nos 

descendentes de 3,1 a 89,3%. 

Quimeras interespecíficas foram obtidas em transplantes de CGP provenientes de 

Onchorhyncus mykiss, O. masou e Salmo trutta para embriões de O. mykiss (Yoshizaki et al. 

2005). Nos transplantes intra-específicos (O. mykiss x O. mykiss), 12,3 % dos animais 

transplantados apresentaram CGP incorporadas às cristas genitais aumentando para 24,4 %  

no quimerismo intragenérico (O. masou x O. mykiss) e 9,4% no transplante intergenérico (S. 

trutta x O. mykiss). Yamaha et al. (2003) utilizaram Carassius auratus como espécie doadora 

e híbridos estéreis de C. auratus x Cyprinus carpio, como receptores, e verificaram que 

alguns peixes quiméricos foram capazes de produzir espermatozóides da espécie doadora.  

Saito et al. (2008) obtiveram animais quiméricos utilizando várias espécies doadoras 

(Clupea pallasii, Misgurnus anguillicaudatus, Carassius auratus, Danio albolineatus, 

Leucopsarion petersii) tendo como embrião receptor o Danio rerio. No caso do Danio 

albolineatus, que é a espécie filogeneticamente mais próxima da espécie receptora, ocorreu a 

formação de gametas heterólogos (ovócitos e espermatozóides) viáveis, confirmados por 

fertilização natural e artificial. Interessantemente, os gametas femininos apresentaram o 
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tamanho natural da espécie receptora, embora o polo animal tenha sido constituído 

geneticamente pela espécie doadora. Esse foi o primeiro relato de produção heteróloga de 

ovócitos por quimerismo interespecífico. O Danio rerio foi capaz de produzir 

espermatozóides viáveis em Misgurnus anguillicaudatus e Carassius auratus. Esses dados 

corroboram com as afirmações de Yamaha et al. (2006) e Yoshizaki et al. (2003), que 

afirmam que o quimerismo apresenta maiores chances de sucesso quando realizado em 

espécies filogeneticamente próximas.  

2.3 Esterilização do embrião receptor 

 

Após o transplante de células e diferenciação em CGP, poderão coexistir no embrião 

receptor CGP exógenas (transplantadas) e endógenas. Ambas são capazes originar a linhagem 

germinativa, e em alguns casos os peixes podem produzir gametas da espécie doadora e 

receptora simultaneamente (Lin et al., 1992; Yamaha et al., 2001; Takeuchi et al., 2001 e 

2003; Kobayashi et al., 2007). Na maioria desses casos, a transmissão germinativa costuma 

ser baixa (Lin et al., 1992; Takeuchi et al., 2001 e 2003; Kobayashi et al., 2007). Entretanto, 

para a propagação mediada objetiva-se apenas a produção de gametas heterólogos. De modo a 

contornar esse problema, podem ser utilizadas técnicas de esterilização do embrião receptor. 

Entre as principais metodologias empregadas, estão a utilização de RNA-anti-sense (Ciruna et 

al., 2002), e a utilização de peixes estéreis (híbridos e/ou triplóides) (Nilsson e Cloud, 1993; 

Yamaha et al., 2003).  

O oligonucleotídeo anti-sense, é capaz de silenciar a expressão gênica necessária para 

a migração ou manutenção das CGP do organismo receptor (Weidinger et al., 2003; 

Kurokawa et al., 2007; Li et al., 2009). Embora factível (Ciruna et al., 2002; Saito et al., 

2008), essa tecnologia se encontra sob o controle de patente, pode exigir protocolos espécie-

específicos e não permite a produção massal de peixes estéreis, podendo também causar 
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desvios na proporção sexual (Kurokawa et al., 2007; Saito et al., 2008). A utilização de 

receptores estéreis híbridos ou triplóides é interessante, pois permite a produção massal de 

peixes estéreis (Chevassus, 1983; Bartley et al., 2001; Tiwary et al., 2004) embora a 

esterilidade não seja confirmada para algumas poucas espécies (Fujimoto et al., 2008, 2010; 

Arias-Rodriguez et al., 2009, 2010). 

3  OBJETIVOS 

 

• Protocolos de micromanipulação em peixes do gênero Brycon sp., incluindo os 

processos de decorionização, cultivo de embriões decorionados, micro-injeção 

(corantes) e transplante de células. 

• Descrição detalhada do desenvolvimento embrionário das espécies doadoras e 

receptoras, incluindo os principais estágios da ontogenia, em diferentes 

temperaturas, e informações relevantes como o tamanho e intervalo de geração de 

células.  

• Protocolos de esterilização da espécie doadora através de triploidia. 

• Protocolos para a obtenção de quimeras germinativas. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Origem dos animais e obtenção dos gametas 

 

O trabalho foi desenvolvido no Centro Nacional de Pesquisa e Conservação de Peixes 

Continentais – CEPTA – ICMBio localizado a 21°55’48” latitude sul 47°22’28,1” longitude 

oeste. 



14 

 

Foram utilizados reprodutores de piracanjuba Brycon orbignyanus e matrinxãs B. 

cephalus adultos, mantidos em cativeiro no CEPTA. A piracanjuba é oriunda de reprodução 

realizada de 10 casais selvagens na Estação de Hidrobiologia e Aquicultura da CESP de Jupiá 

- SP. Os peixes foram selecionados, levados para o laboratório de reprodução e submetidos ao 

processo reprodutivo conforme Ceccarelli et al. (2005), entretanto os machos já estavam 

espermiando sobre leve pressão e não foram induzidos hormonalmente. 

4.2 Remoção química do córion 

  

 Utilizando-se a solução para caraciformes obtida acima, foram testadas várias soluções 

para remoção do córion, basicamente empregando-se enzimas proteolíticas para digestão. 

Foram testadas as seguintes substâncias: papaína 4%, tripsina 0.6%, bromelaína 1%, pepsina 

3%, pronase 0,03% e tioglicolato de calcio 4%. Ovos recém fertilizados foram imersos nas 

soluções mencionadas acima e observados ao estereomicroscópio para verificar a digestão do 

córion. Os córion foi observado nos tempos de 5, 10 e 15 minutos após a fertilização (tempo 

ideal para iniciar a micromanipulação antes da primeira clivagem). Para verificar a digestão, 

foi criada uma escala subjetiva conforme descrito na tabela 2. 

 De acordo com a mesma tabela, foi possível remover o córion em todas as espécies 

testadas, utilizando-se tripsina e pronase. Essa informação, aliada ao meio de cultura obtido 

anteriormente, nos permitiu prosseguir para a próxima etapa, de remoção do córion com 

enzimas e subsequente cultura dos embriões sem córion.  
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4.3 Meios de cultura para embriões sem córion 

  

 Ovos recém fertilizados de Brycon cephalus, e B. orbignyanus foram divididos em 

placas de Petri contendo as seguintes soluções: Eagle-MEM (Sigma), dPBS (Sigma), solução 

salina de Hanks, solução de Holtfreter (100%, 75%, 50% e 25%) e solução de Ringer. O 

córion foi removido utilizando-se pinças finas e os embriões sem córion foram transferidos 

para placas de Petri contendo a mesma solução, adicionando se 100 U.I./mL de ampicilina e 

50 U.I./mL de estreptomicina. Foram acompanhados os desenvolvimentos embrionários nos 

estágios subsequentes. Nas soluções com concentração fisiológica (dPBS, Ringer, MEM, 

Hanks) todos os embriões morreram no estágio de blástula (dados não apresentados). Na 

solução de Hanks, que possui baixa osmolaridade, o percentual de sobrevivência aumentou, 

indicando que para peixes reofílicos deve ser empregada uma solução de baixa osmolaridade.  

 Desse modo, por tentativa e erro, foi criada em nosso projeto uma solução universal 

para caraciformes - "characin medium" (12 mM NaCl, 1 mM KCl, 1,5 mM CaCl2, 1,5 mM 

MgCl2, 5 mM NaHCO3) que estão sendo testadas no período reprodutivo atual, apresentando 

resultados satisfatórios para Brycon cephalus e Brycon orbignyanus (ver seção de resultados). 

 

4.4 Esterilização da espécie receptora 

  

 A espécie Brycon cephalus será empregada como receptora de células germinativas, e 

um dos objetivos é desenvolver indivíduos triplóides estéreis nessa espécie. Ovos recém- 

fertilizados de Brycon cephalus foram divididos em alíquotas, e após 2 minutos após a 

fertilização (mpf), receberam tratamento térmico conforme a seguir: 38, 40 e 42°C por 2 

minutos e 0-3°C por 30 minutos. Após o tratamento térmico, os ovos foram transferidos para 

incubadoras do tipo funil. Uma parcela sem tratamento térmico foi incubada nas mesmas 

condições dos demais tratamentos, servindo como controle. Foi mensurada o percentual de 
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fertilização (estágio de blástula) e eclosão, com subseqüente contagem dos indivíduos 

normais e anormais. Das larvas recém-eclodidas e dos peixes parentais, foi mensurada a 

quantidade de DNA por citometria de fluxo (Partec CyFlow Plody Analyzer, Alemanha), 

utilizando 2 etapas (enucleação e quantificação por fluorescência em DAPI - ver Yasui et al., 

2010).   

5 RESULTADOS  

 

5.1 Remoção química do córion  

 

 Conforme observado na Tabela 1, embora tenham sido avaliadas várias substâncias 

para a remoção enzimática do córion em Brycon orbignyanus e B. cephalus, apenas a tripsina 

e a pronase foram efetivas para a remoção total do córion, digerindo o córion em menos de 5 

minutos. Essas duas enzimas foram selecionadas para avançar para a próxima etapa para 

avaliar qual a efetiva no tocante ao percentual de sobrevivência dos embriões sem córion. 

Tabela 1. Tratamentos para remoção do córion. Após a fertilização, ovos foram imersos em 6 

substâncias diferentes e foram observados os níveis de digestão do córion (parcial ou total) 

em 5, 10 e 15 minutos de incubação. Números entre parênteses denotam o tempo para a 

digestão total do córion. 

 

 

* sem alteração no córion. 

** córion mais flácido, podendo ser deslocado com toque mecânico. 

*** córion bastante flácido, embora podendo ser deslocado por toque mecânico. 

**** digestão do córion visível na superfície, ovos não podem ser deslocados por toque 

mecânico devido à flacidez excessiva do córion. 

***** digestão completa (ausência). 

Enzima 
Brycon orbignyanus Brycon cephalus 

5 min 10 min 15 min 5 min 10 min 15 min 

Tripsina 0.6% *****2 ***** ***** *****0.5 ***** ***** 

Pepsina 3% *** *** *** ** ** *** 

Bromelaína 1% **** **** **** ** ** ** 

Papaína 4% ** ** ** ** ** *** 

Pronase 0.03% 
*****4.

5 

***** ***** *****0.5 ***** ***** 

Tioglicolato 4% * ** ** ** ** ** 
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5.2 Meios de cultura para embriões sem córion 

 

 Conforme explícito na Tabela 2, a pronase e tripsina apresentaram resultados similares 

em relação à fertilização (93.6 ± 6,0% e 96,6 ± 2,7%, respectivamente) e eclosão (61,4 ± 

5,4% e 59,2 ± 38,0%), embora os valores de eclosão tenham sido inferiores ao controle (82.4 

± 0,8%). Contudo, quando observados os resultados de indivíduos normais e anormais, a 

tripsina apresenta maior percentual de indivíduos normais (48.3 ± 20.1%), similar ao 

encontrado no controle (53,2 ± 0,3%). Contudo, enfatizamos que os resultados expressos 

acima são provenientes de apenas duas repetições, e outros experimentos estão em plena 

execução.  

Tabela 2. Cultura de embriões de matrinxã Brycon cephalus após a remoção do córion com 

pronase (0.03%) e tripsina (0.15%) dissolvidas em solução para caracídeos. Controle se refere 

a embriões intactos, com córion. Os ovos recém-fertilizados foram incubados em cada uma 

das soluções e observados o tempo de digestão do córion e os estágios de desenvolvimento. 

 

 

 

5.3 Esterilização da espécie receptora 

 

 

 Os dados explícitos na Tabela 3 evidenciam que os tratamentos que empregaram 

choques quentes são mais efetivos para Brycon cephalus. A 0°C, apenas 0,5±0,7% dos 

animais sobreviveram até o estágio de eclosão, todos triplóides. Quanto ao tratamento de 

42°C, nenhum animal sobreviveu até o estágio de eclosão. Já a 38°C e a 40°C a sobrevivência 

foi melhor (46,0 ± 20,1% e 61,2 ± 52,8%, respectivamente), embora ainda inferiores ao 

controle (74,1 ± 24,6%). A 38°C, baixo número de triplóides foi encontrado (1 em 39). 

Contudo, no tratamento a 40°C, 100% de indivíduos triplóides foi encontrado (n=40).      

Tratamento Fertilização Eclosão Normal Anormal 

Pronase (0.03%)  93.6 ± 6.0% 61.4 ± 5.4% 31.9 ± 4.0% 68.1 ± 4.0% 

Tripsina (0.15%) 96.6 ± 2.7% 59.2 ± 38.0% 48.3 ± 20.1% 51.7 ± 20.1% 

Controle 97.9 ± 1.4% 82.4 ± 0.8% 53.3 ± 0.3% 46.74 ± 0.2% 
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Tabela 3. Fertilização, eclosão e ploidia de larvas de Brycon cephalus, induzidas por 

tratamento térmico. Os dados se referem a duas repetições (terceira repetição em análise)  

 

Tratamento Fertilização Eclosão Normal Anormal 
Ploidia  

n 2n 3n 

0°C 57.9 ± 0.1% 0.5 ± 0.7% 0.0 ± 0.0% 100.0 ± 

0.0% 

0 3 3 

38°C 85.9 ± 

16.1% 

46.0 ± 

20.1% 

58.9 ± 

29.2%  

41.1 ± 

28.2% 

39** 1* 40 

40°C 82.4 ± 

20.5% 

61.2 ± 

52.8% 

28.0 ± 

21.9% 

72.0 ± 

21.9% 

0 40*** 40 

42°C 82.2 ± 8.9% 0.0 ± 0.0% - - - - - 

Controle 95.74 ± 

3.0% 

74.1 ± 

24.6% 

86.9 ± 9.8% 13.1 ± 9.8% 40 0 40 

*hiper-triplóide; **2n-3n mosaico; ***1 mosaico e um peixe hipo-triplóide encontrados. 

 

 

 A ploidia dos animais foi confirmada através de citometria de fluxo, sendo que 

amostras de animais triplóides e diplóides foram misturadas para efeito comparativo, exibindo 

o padrão de DNA relativo explícito na Fig. 2. 

 

 
Figura 2. Conteúdo de DNA relativo de peixes diplóides (pico negro) e triplóides (pico cinza). 

Amostras de peixes diplóides e triplóides foram misturadas para verificar a quantidade de 

DNA relativo baseado em fluorescência de diamidino-fenilindole-dihidrocloreto (DAPI) 

detectados por citometria de fluxo (Partec CyFlow Ploidy Analyzer). 
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 Os peixes triplóides foram transferidos para tanques para crescimento, e o objetivo é 

coletar dados adicionais como o crescimento, diâmetro nuclear dos eritrócitos, citogenética, e 

finalmente realizar a histologia das gônadas para confirmar a esterilidade dos indivíduos 

triplóides.  

 Os dados explícitos acima são provenientes de duas repetições apenas, outros 

experimentos estão sendo conduzidos para aumentar o número de repetições. 

 

6 DISCUSSÃO 

  

 Embora ainda com dados preliminares (a maioria dos experimentos conta apenas com 

duas repetições), este é o primeiro relato de cultura de embriões utilizando-se meio específico 

para espécies Neotropicais, fato que nos permitirá prosseguir com a micro-manipulação de 

embriões. Com o tratamento enzimático, foi possível remover o córion em todas as espécies 

testadas, utilizando-se tripsina e pronase. Essa informação, aliada ao meio de cultura obtido 

em nosso projeto, nos permitiu prosseguir para a próxima etapa, de remoção do córion com 

enzimas e subseqüente cultura dos embriões sem córion.  

 No tocante à triploidização da espécie receptora, os dados foram confirmados por 

citometria de fluxo, que é o método mais preciso para esse tipo de verificação, e ainda 

teremos a confirmação por análise cariotípica e diâmetro nuclear dos eritrócitos. 

Posteriormente, quando os peixes triplóides atingirem a maturação sexual, também 

realizaremos a análise histológica das gônadas, para verificação da esterilidade dos peixes 

triplóides. Os peixes triplóides estéreis de Brycon cephalus serão então receptores de células 

germinativas de B. insignis e B. orbignyanus, e a utilização desse receptor estéril garantirá 

apenas a gametogênese a partir células transplantadas (Yamaha et al., 2006, Yasui et al., 

2011)).  
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 Embora ainda seja necessário dados complementares, como a descrição detalhada do 

desenvolvimento embrionário, a caracterização histológica das células germinativas dos 

peixes triplóides e a rastreabilidade das Células Germinativas Primordiais (PGC), os dados 

encontrados são bem promissores e inéditos, com potencial de publicação em periódicos de 

alto impacto.  
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8 ETAPAS E CRONOGRAMA DE EXECUÇÃO DO PLANO DE TRABALHO  

 

Etapa 1 – Realização de levantamento bibliográfico (Em andamento). 

Etapa 2 – Triploidização da espécie receptora (Parcialmente concluída) 

Etapa 3 – Obtenção de protocolos de micromanipulação (Parcialmente concluída) 

Etapa 4 – Verificação do desenvolvimento embrionário (Não iniciada) 

Etapa 5 - Interpretação dos resultados. (Iniciada) 

Etapa 6 – Elaboração do relatório final e encaminhamento do trabalho para publicação. (Não 

iniciada) 

 

Etapas 
Meses 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Etapa 1 x x x x x x x x x x   

Etapa 2  x x x x x x x x X X  

Etapa 3  x x x x x x x x x x  

Etapa 4      x x x x x x  

Etapa5          x x X 

Etapa 6          x x x 
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