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RESUMO

ROSERO ALPALA J. M. Rastreabilidade in vivo de células germinativas
primordiais do bagre-sapo Pseudopimelodus mangurus. 2023. 82 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo. 2023.

O bagre sapo Pseudopimelodus mangurus € um peixe siluriforme distribuido
na bacia do rio Prata, cuja popula¢do vem se esgotando na ultima década. Estratégias
de conservacao e manutencéao da diversidade genética tornam-se entdo necessarias,
como o criobanco e a producdo de quimeras germinativas por meio do transplante de
células germinativas primordiais (PGCs). O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
procedimento para rastreabilidade de PGCs de bagre sapo, utilizando as regides 3'-
UTR de mRNAs enddgenos ddx4 e dndl a fim de sintetizar mRNA artificial (gfp-Pm-
ddx4 3'UTR/ DsRed -Pm-ddx4 3'UTR) e entdo injetados em zigotos (1 célula) de P.
mangurus. Além disso, 0 mesmo mRNA foi utilizado em espécies Characiformes
(Astyanax altiparanae e Prochilodus lineatus) para verificar a aplicacdo em outras
espécies. Os genes ddx4 e dndl foram escolhidos como marcadores, considerando
sua expressao durante o desenvolvimento embrionario e em tecidos larvais e adultos
de P. mangurus. Células GFP ou DsRed positivas (presumiveis PGCs) foram
observadas pela primeira vez por fluorescéncia em P. mangurus na fase de
segmentacao com 28 somitos, na fase gastrula com 70% de epibolia em A. altiparanae
e segmentacdo com 6 somitos em P. lineatus. A porcentagem de marcagdo em
embrides de P. mangurus (n = 521) foi de 3%, em A. altiparanae (n = 512) foi de 29%,
em P. lineatus (n = 253) foi de 16%. A visualizacdo de PGCs em P. mangurus foi
possivel apenas quando mRNA contendo o repérter DsRed foi usado. A sobrevivéncia
embrionaria foi de 12,2 + 1,8% (p = 0,0006) em P. mangurus. No experimento de
expressao génica semiquantitativa, verificou-se a expresséo de ddx4 e dnd1 apenas
no desenvolvimento embrionario e nas gébnadas, desde a fase de zigoto até a blastula,
diminuindo a intensidade das bandas na géastrula com 50% de epibolismo e clivagem,
mas a expressao ainda foi observada na fase de eclosdo. Em tecidos adultos, ddx4
foi expresso em testiculo e ovario, enquanto dndl foi expresso apenas em ovario. Os
resultados indicaram que a marcacao de PGCs em outras espécies foi mais eficiente
do que em P. mangurus, sugerindo que existem problemas intrinsecos para a
visualizacdo de PGCs nesta espécie, principalmente antes da eclosdo. Os dados
acima permitem, pela primeira vez na literatura, a rastreabilidade in vivo de PGCs no
bagre sapo e espécies de Characiformes usando ddx4 3'UTR de uma espécie
Neotropical. Os resultados obtidos neste estudo podem ser aplicados para produzir
quimeras germinativas como uma agao conservacionista e estabelecimento de
criobancos para P. mangurus.

Palavras-chave: Conservagédo, Desenvolvimento inicial, Banco de genes,
Peixes neotropicais, PGC.



ABSTRACT

ROSERO ALPALA J. M. In vivo traceability of primordial germ cells of the
marbled catfish Pseudopimelodus mangurus. 2023. 82 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, Sado Paulo. 2023.

The marbled catfish Pseudopimelodus mangurus is a Siluriform fish distributed in the
Prata river basin in which population is being depleted in the last decade. Strategies
for the conservation and maintenance of genetic diversity becomes then necessary,
such as cryobanking and the production of germline chimeras through transplantation
of primordial germ cells (PGCs). The objective of this work was to establish a
procedure for traceability of PGCs from marbled catfish, using to the 3'-UTR regions
of MRNAs of endogenous ddx4 and dndl in order to synthetize artificial mMRNA (gfp-
Pm-ddx4 3'UTR/ Dsred-Pm-ddx4 3'UTR) and then injected into zygotes (1 cell) of P.
mangurus. In addition, the same mMRNA was used in Characiform species (Astyanax
altiparanae and Prochilodus lineatus) to verify the application in other species. The
ddx4 and dndl1l genes were chosen as markers, considering their expression during
embryonic development and in larval and adult P. mangurus tissues. GFP or DsRed
positive cells (presumptive PGCs) were observed for the first time by fluorescence in
P. mangurus at segmentation phase with 28 somites, in the gastrula phase with 70%
epiboly in A. altiparanae and segmentation with 6 somites in P. lineatus. The
percentage of marking in P. mangurus embryos (n = 521) was 3%, in A. altiparanae (n
= 512) it was 29%, in P. lineatus (n = 253) it was 16 %. Visualization of PGCs in P.
mangurus was fesible only when mRNA containing the DsRed reporter was used. The
embryo survival was 12.2 + 1.8% (p = 0,0006) in P. mangurus. In the semiquantitative
gene expression experiment, the expression of ddx4 and dnd1 was verified only in the
embryonic development and in the gonads, from the zygote to the blastula stages,
decreasing the intensity of the bands in the gastrula with 50% of epibolism and
cleavage, but expression was still observed in the hatching phase. In adult tissues,
ddx4 was expressed in testis and ovary, while dnd1 was expressed only in ovary. The
results indicated that the marking of PGCs in other species was more efficient than in
P. mangurus, suggesting that there are intrinsic problems for the visualization of PGCs
in this species, especially before hatching. The above data allow, for the first time in
the literature, the in vivo traceability of PGCs in marbled catfish and Characiformes
species using ddx4 3'UTR from a Neotropical species. The results obtained in this
study could be applied to produce germline chimera as a conservationist action and
establishment of cryobanks for P. mangurus.

Keywords: Conservation, Early development, Genebanking, Neotropical fish, PGC.
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1. INTRODUCAO

Aproximadamente 400 novas espécies de peixes de agua doce sdo descritas
no mundo a cada década(AGOSTINHO; THOMAZ; GOMES, 2005). Atualmente, cerca
de 33.000 espécies de peixes continentais de 4guas doces foram descritas, das quais
24% estao distribuidos na regido neotropical (ALBERT; TAGLIACOLLO; DAGOSTA,
2020). Na América do Sul, mais de 104 novas espécies de agua doce séo identificadas
anualmente, sendo descritas até o0 momento 4.475 espécies, das quais 74% sao
classificadas nas ordens Characiformes (1.700 espécies), Gymnotiformes (212
espécies) e Siluriformes (2.328 espécies), sendo 21% dessas espécies encontradas
no Brasil(REIS et al., 2016).

Apesar da grande diversidade da ictiofauna na regido neotropical, os peixes
estdo constantemente submetidos as acbes antrépicas, principalmente devido as
modificagbes dos habitats, como a construcdo de hidrelétricas, desmatamento,
poluicdo das &guas decorrente da urbanizacdo, industria e da agricultura,
desencadeando uma variedade de impactos na dindmica reprodutiva de espécies
migratdrias e na cadeia alimentar de espécies ndo migratérias (ARANTES et al., 2019;
MONAGHAN et al., 2020). Soma-se a esses fatores os impactos sobre a ictiofauna
nativa causada pela sobrepesca e introducdo de espécies exéticas. Tais atividades
impactam diretamente as espécies de peixes nativas e a colocam sob estado de
ameaca de extin¢do de varias espécies de peixes (AZEVEDO-SANTOS et al., 2021,
PELICICE et al., 2017).

Diante desse cenario de acdes antrdpicas e subsequente ameaca de extincéo,
torna-se necessario € mesmo imperativo que sejam levantadas caracteristicas
biolégicas basicas e que permitam o manejo adequado dos recursos pesqueiros, de
modo a promover o desenvolvimento sustentavel. Dentro deste contexto, o
Pseudopimelodus mangurus (Valenciennes, 1835), conhecida popularmente como
bagre sapo, é uma espécie da familia Pseudopimelodidae, que se distribui na bacia
do Prata, a qual inclui as bacias dos rios Uruguai, Parana, Paraguai e seus afluentes
(RESTREPO-GOMEZ et al.,, 2020), e que na atualidade, as informacdes nos
ambientes naturais sobre esta espécie sdo escassas. Recentemente, alguns trabalhos
sobre a biologia desta espécie foram reportados na literatura, incluindo a reproducao,

desenvolvimento embrionario, larvicultura e alevinagem (ARASHIRO et al., 2018,
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2020; SHIGUEMOTO et al., 2021), assim como isolamento e criopreservacao de
células tronco (PESSOA, 2023).

Em 2014, no Estado de Sao Paulo, o P. mangurus foi listada entre as espécies
em perigo de exting&o na classificagéo de vulneravel (VU) segundo Decreto N° 60.133,
DE 7 DE FEVEREIRO DE 2014 do estado de S&o Paulo, assim como no Livro
Vermelho da Fauna Ameacada do Estado de Sdo Paulo (ICMBio/ MMA, 2014). No
entanto, nas avalia¢des feitas em 2018, esta espécie foi incluida na categoria pouco
preocupante e atualmente néo foi incluida na lista de espécies avaliadas no estado de
Sédo Paulo (ICMBio / MMA, 2018). Ainda ndo se tem dados claros acerca desta
espécie, evidenciando assim que a longo prazo possa ter um impacto sobre a sua
biodiversidade dentro dos sistemas aquaticos.

Por se tratar de uma espécie critica (pelos deficientes dados), se torna
necessario os estudos da sua biologia, bem como a criagcdo de um banco genético ex
situ, que garanta a manutencéo da diversidade genética das populacdes. Uma das
metodologias promissérias para o uso de material genético armazenado em
criobancos é a producéo de quimeras de linha germinativa por meio do transplante de
células germinativas primordiais (PGCs), oriunda da sigla em inglés (Primordial germ
cells). As PGCs séo as primeiras linhagens de células germinativas, que participam
da formacdo das gbnadas por meio da migracdo ativa até a crista gonadal durante o
desenvolvimento embrionario (BLASSER et al., 2005; HYTTEL et al., 2010). Nas
gbnadas, as PGCs séo diferenciadas em espermatogbnias e oogobnias-tronco, via a
diferenciacdo espermatogénica (masculina) e oogénica (feminina), respectivamente,
juntamente com a ajuda das células somaticas (BLASER et al., 2005; RIESCO et al.,
2012).

As PGCs podem ser usadas para a geracdo de quimeras germinativas,
transplantando-as de um peixe para outro, como por exemplo, transplantar PGCs de
uma espécie ameacada, a um receptor estéril. Esse receptor passara a produzir
gametas da espécie doadora, servindo, portanto, como uma ferramenta de
reconstituicido de espécies ameacadas. Embora seja uma tecnologia promissora, é
necessario o estabelecimento de etapas para geracdo da quimera germinativa, como
a lidentificacdo e isolamento das PGCs do doador e preparacdo do receptor
(esterilizacdo) para transplante (ROBLES et al., 2017). Essa estratégia pode ser
promissora para a conservacdo e manutencdo da diversidade genética das

populacdes de P. mangurus.
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A tecnologia do quimerismo germinativo utilizando PGCs isoladas como células
doadoras, depende de metodologias apuradas para a identificacdo e isolamento de
PGCs viaveis do doador, bem como para sua posterior caracterizacdo e analise
funcional de tais células no hospedeiro. Um dos procedimentos utilizados para a
identificacdo de PGCs in vivo durante sua especificacdo e posterior migracéo, € a
expressdo de um gene reporter, como da proteina fluorescente verde (GFP),
fusionada com a regiao 3'UTR de mRNA expressos especificamente em PGCs (SUN
et al., 2017). Esta regidao 3’'UTR € uma regido reguladora da tradugdo destes mRNA
(siglas dadas pelo nome em inglés messenger Ribonucleic Acid) provenientes da
heranca materna, os quais sao distribuidos em células especificas durante as
primeiras clivagens do embrido e que dardo origem as PGCs (ABRAMS; MULLINS,
2009; LUBZENS et al., 2017).

A identificacdo in vivo de PGCs durante o desenvolvimento embrionario é feita
mediante a microinjecdo de mMRNA sintético produzido a partir dos transcritos das
regides 3'UTR dos mRNAS especificos de PGCs, tais como dazl (LI et al., 2016),
dnd1(ZHU et al., 2018), nanos3 (XIAO et al., 2019), buc e ddx4 (SONG et al., 2021,
ZHOU et al., 2020), pois a regidao 3’'UTR de genes especificos de PGCs atuam na
regulacédo da traducdo do mRNA nas PGCs, e estas sequéncias séo utilizadas para
controlar a traducédo de um gene repoérter nas PGCs dos embrifes, quando 0 mRNA
sintético é microinjetado em zigotos, possibilitando a identificagdo das PGCs. Esta
técnica de marcacao de PGCs foi bem-sucedida em diferentes espécies de peixes,
tais como carpa (KAWAKAMI et al., 2011), esturjao (SAITO et al., 2014a) e pikeperch
(GURALP et al., 2017), dentre outras, possibilitando a visualizagdo das PGCs pela
microscopia de fluorescéncia.

Na atualidade, a visualizacdo das PGCs de uma espécie pode ser obtida
utilizando regibes 3’UTR de mRNA de outras espécies, obtendo com sucesso a
marcacgao das PGCs na maioria dos casos (COELHO et al., 2019, 2021; SAITO et al.,
2006). Isso é possivel devido a conservagao das sequéncias destas regides 3'UTR
entre 0S organismos Vivos, pois 0s genes podem ser bem conservados entre as
espécies (XIAO et al.,, 2019; ZHOU et al., 2020) ao compartilhar um grau de
similaridade no genoma nestes segmentos de DNA.

O inicio da visualizacdo de PGCs varia de espécie para espécie (MERCER et
al., 2021) e do gene empregado para se sintetizar o mRNA, por exemplo, com 0 uso

de nosl 3'UTR de peixe zebras, as PGCs foram observadas durante o estagio de
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gastrula com 50% de epibolia em medaka e em peixe zebra (SAITO et al., 2006),
durante a fase de segmentacdo em espécies neotropicais como pacu (Piaractus
mesopotamicus) e curimba (Prochilodus lineatus) (COELHO et al., 2019, COELHO et
al., 2021). Por outra parte, dnd1l 3’ UTR permitiu a identificacdo das PGCs durante a
segmentacdo em Oryzias celebensis (ZHU et al., 2018) e ddx4 3’'UTR durante a
segmentacdo em bagre amarelo (Pelteobagrus fulvidraco) (GE et al., 2020). Assim,
as fases do desenvolvimento nas quais foram visualizadas as PGCs evidenciam as
divergéncias entre as espécies nos processos de transcri¢cdo e ativagdo de genes e
proteinas durante o desenvolvimento embrionario (MERCER et al., 2021).

Assim, nas espécies neotropicais as rotas migratorias de PGCs foram
determinadas pela microinjecdo de mRNA sintetizado in vitro, contendo a regido
reguladora de traducao 3'UTR do nanosl de peixe zebra fusionada ao gene repoérter
gfp em Astyanax altiparanae (SILVA, 2016) e Prochilodus lineatus (COELHO et al.,
2019). Estes estudos servem de base para a compreensdo de como as rotas
migratérias de PGCs nas familias destas espécies neotropicais devam ocorrer. A rota
migratéria de PGCs pode ser rastreada ap0s o inicio da expressdo de proteinas
fluorescentes (presuntivamente PGCs) durante desenvolvimento embrionario
(somitogénese), até a posterior migracao ativa até a crista genital na fase de ecloséo
e nas larvas onde as PGCs fluorescentes sdo observadas (Figura 1), sendo uma base
importante para determinacdo das rotas em outras espécies neotropicais, 0 que
permite definir os padrdes migratérios e de proliferacédo celular (ROBLES et al., 2017).
Além disso, as informacfes acerca do inicio de visualizacdo e migracdo sao
indispensaveis para o isolamento, cultura e transplante das PGCs.

Apesar do uso da regido 3'UTR de uma espécie ser capaz de ser utilizado na
identificacdo de PGCs de outras espécies, foi verificado que em algumas espécies
endémicas da regido neotropical, a regido 3'UTR de uma espécie pode nao ser
funcional em outras, como no caso de P. mangurus, onde as PGCs ndo foram
identificadas pela expressao de GFP utilizando a regido 3’'UTR do nanosl de peixe
zebra (SHIGUEMOTO et al., 2022). Os autores também nao conseguiram identificar
as PGCs de bagre sapo mesmo com mRNA sintetizado construido com a regiao

3'UTR de buc e nanos3 de bagre sapo.



20

Figura 1- Rotas migratérias de PGCs in vivo nas principais espécies neotropicais usando o marcador
nosl 3’'UTR de peixe zebra

Inicio da visualizacdo de / -\\ .
| |
Q D

PGCs ‘

Rota migratdria

Acompanhamento em
larvas

FONTE: ROSERO J.M., 2023

LEGENDA: A- Embrido P. lineatus em segmentacdo com 6 somitos, B- Embri&o A. altiparanae em
segmentacdo com 6 somitos, C- Embrido P. lineatus em segmentacdo com 20 somitos, D- Larva recém
eclodida P. lineatus, E- Larva de P. lineatus 10 dpe, F- Area magnificada da quadricula em E. Os pontos
verdes indicam as PGCs.

Ainda neste trabalho, através da técnica de WISH, utilizando sonda antisense
do mRNA da regido codificadora de nanos3 de bagre sapo, foi obtido o padrao de
distribuicdo dos transcritos de nanos3 durante as clivagens iniciais e a identificacao e
migracdo das PGCs durante o desenvolvimento embrionario de P. mangurus. O
esquema de distribuicdo dos mRNAs de nanos3 nas etapas iniciais de clivagem e a
migracdo de PGCs observado no desenvolvimento embrionério de bagre sapo, esta
ilustrado na Figura 2. Este trabalho foi utilizado como referéncia para a localizagao
das PGCs in vivo, nos embrides microinjetados com mRNA sintético contendo a regido
3'UTR de ddx4 de bagre sapo.
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Figura 2- Distribuicdo dos transcritos de nanos3 durante a embriogéneses de Pseudopimelodus
mangurus usando a sonda antisense de RNA de nanos3 de bagre sapo
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FONTE: ROSERO J.M., 2023

LEGENDA: A-Clivagem com 4 células, B- blastula em doma, C- gastrula com 70% de epibolia, D-
segmentacdo com 8 somitos, E- segmentacdo com 20 somitos. Os pontos azuis claros indicam os
sinais de nanos3.
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O bagre sapo € uma espécie com reproducdo sazonal, sendo o principal
periodo reprodutivo entre os meses de novembro e dezembro, faz com que as
atividades que envolvam a reproducédo desta espécie sejam limitadas a este periodo
reprodutivo. Devido a esta limitacdo, torna-se necessario o uso de outras espécies
gue apresentem mais que uma reproducao durante o ano para o estabelecimento de
procedimentos a serem utilizados no bagre sapo durante o periodo reprodutivo.

No presente trabalho busca se a identificagdo in vivo das PGCs de P.
mangurus, o qual requer a construcao de um vetor de transcricdo para a sintese de
MRNA in vitro, contendo um gene reporter (GFP ou DsRed) fusionada a regiao 3UTR
de ddx4 e dndl de bagre sapo e a microinjecdo em zigotos de duas espécies de
Characiformes (A. altiparanae e P. lineatus), para avaliacdo da funcionalidade e
conservagao da regiao 3’'UTR anterior ao uso no bagre sapo. Além disso, foi realizada
a verificacdo da expressdo dos genes ddx4 e dndl nos estagios iniciais do
desenvolvimento embrionario de P. mangurus para a validacdo do uso das regides
3'UTR desses genes para marcagao de PGCs. Também foi avaliada a especificidade

da expressao em diferentes tecidos de adultos.
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Considerando que as rotas de migracdo podem variar entre as espécies, as
informacgdes obtidas usando diferentes marcadores especificos de PGCs também
podem ser indispensaveis para o acompanhamento de PGCs transplantadas no
quimerismo da linhagem germinativa. A partir dessas informagdes, objetiva-se
consolidar criobancos de germoplasma de bagre sapo, que futuramente podem ser
utilizados para a propagacao mediada, usando o transplante das PGCs em receptores
hibridos estéreis, contribuindo com a manutencado e diversidade populacional desta
espécie, além de utilizar os mMRNAS sintéticos gerados para a marcagédo de PGCs de

outras espécies.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 HIPOTESE

As regides 3'UTR de dndl e ddx4 de bagre sapo fusionadas como a regido
codificadora de uma proteina fluorescente podem regular in vivo a traducéo do gene
reporter, como ocorre para 0s MRNAS de ddx4 e dndl em PGCs de bagre sapo

durante o desenvolvimento embrionario, sendo efetivas para a marcagcédo de PGCs.

2.2 OBJETIVO GERAL

Rastrear a rota migratéria das células germinativas primordiais in vivo durante
o desenvolvimento embrionario do bagre sapo (Pseudopimelodus mangurus),
utilizando as regides 3'UTR reguladoras da tradugcao dos mRNAs especificos destas
células (dndl e ddx4).

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenhar mRNA sintético utilizando os genes repérteres GFP e DsRed
fusionados as regides 3’'UTR dos transcritos de mRNA de ddx4 e dndl de P.
mangurus.

e Avaliar a expressao relativa dos genes dndl e ddx4 de P. mangurus ao longo
do desenvolvimento e em tecidos de adultos, para validagao do uso das regioes
3'UTR destes genes especificos de PGCs na marcagéo destas células.

¢ Identificar PGCs de bagre sapo através da microinjecdo do mRNA sintético em
zigotos de P. mangurus.

e Avaliar a funcionalidade e eficiéncia de marcagcdo de PGCs de Astyanax
altiparanae e Prochilodus lineatus utilizando mRNA sintético contendo as

regides 3’'UTR provenientes de bagre sapo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Pseudopimelodus mangurus

A ordem Siluriformes dos teledsteos constitui um dos maiores grupos de peixes
contendo 3975 espécies descritas no mundo (RESTREPO-GOMEZ et al., 2020),
sendo 54 espécies pertencentes a familia da Pseudopimelodidade (FRICKE,
ESCHMEYER & FONG., 2022). Esta familia € considerada a menos conhecida entre
0s bagres neotropicais que se distribuem exclusivamente em agua doce na América
do Sul e Panama.

O género Pseudopimelodus inclui seis espécies (P. atricaudus, P. bufonius, P.
charus, P. magnus, P. mangurus e P. schultzi), embora a diversidade genética dos
peixes da familia Pseudopimelodidae, como do género Pseudopimelodus, ainda nao
€ documentada em sua totalidade, devido a alta divergéncia genética observada entre
os espécimes dos rios (RESTREPO-GOMEZ et al., 2020). Dentro deste género, se
encontra o bagre sapo (Pseudopimelodus mangurus) que € com a distribuicao restrita
as Bacias Paraguai, Parana e Uruguai (FERRARIS, 2007; VERA-ALCARAZ; RIOS;
EMHART VULETICH, 2017).

Esta espécie apresenta caracteristicas morfoldgicas que a destacam, sendo de
tamanho robusto, alcancando até 70 cm de comprimento e 10 kg peso, com uma
coloracdo parda-amarelada com manchas escuras e olhos pequenos cobertos por
pele (SHIBATTA et al., 2021; VERA-ALCARAZ; RIOS; EMHART VULETICH, 2017).
Os detalhes reprodutivos, alimentais e comportamentais seguem o padréo de outras
espécies carnivoras do género Pseudopimelodus, pois habitam fundo de rios e
corregos, e se alimentam de peixes que ficam entre as raizes e rochas, considerando-
se como peixes oportunistas(SHIBATTA et al., 2021; SHIGUEMOTO, 2020).

Embora, as informacdes de alimentacdo, manejo e reproducado do bagre sapo
em cativeiro foram recentemente reportadas(ARASHIRO et al., 2020; SHIGUEMOTO,
2020), os detalhes acerca da populacéo (reproducéo, idade de maturacdo gonadal,
diversidade genética) atual de P. mangurus dentro do habitat natural sdo escassos.
No estado de Sao Paulo, nos estudos recentes de identificacdo da ictiofauna no
afluente da bacia Parana (rio Mogi Guacu) ndo foram evidenciadas amostras de ovos
ou larvas de P. mangurus nas coletas realizadas durante o periodo reprodutivo, de
novembro a dezembro de 2017 e 2019 (OMURA; COSTA, 2021). Considerando que
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ao ser uma espécie com distribuicdo em areas geograficas pequenas, 0 pouco
conhecimento acerca desta espécie dificulta as estratégias de conservacao in situ e
ex-situ.

A principal forma para manutencao da diversidade genética por meio de bancos
genéticos é utilizar as PGCs, que sao células altamente especializadas e precursoras
de gametas que envolvem od6citos e espermatozoides como material de preservacao
e reconstituicdo por meio do transplante de PGCs entre embrides, contribuindo com a
propagacdo do material genético nas seguintes geragfes, sendo uma técnica
promissora para a propagacao de espécies ameacadas (SIQUEIRA-SILVA et al.,
2018).

3.2 CELULAS GERMINATIVAS PRIMORDIAIS

As células germinativas primordiais ou primordial germ cells (PGCs pela sigla
em inglés) sdo células embrionarias responsaveis pela formacdo da linhagem
germinativa (espermatogbnia e oogdnias-tronco) que dardo origens aos 00citos nos
ovarios ou espermatozoides nos testiculos (HYTTEL et al., 2010), sendo fundamentais
para dar continuidade a propagacao de uma espécie.

Nos teledsteos, durante a oogénese, os mMRNAs e proteinas maternas séo
sintetizados e acumulados no ovo e cuja funcdo serd indispensavel durante a
embriogénese inicial até a ativacdo do genoma do zigoto (ABRAMS; MULLINS, 2009;
LUBZENS et al., 2017). Estes componentes maternos, sdo utilizados nos processos
biossintéticos basicos para sobrevivéncia do embrido determinado o destino e o
padrao celular inicial (OMURA; LOTT, 2020; TADROS; LIPSHITZ, 2009). Entre os
componentes do germoplasma estdo os RNAs codificantes e ndo codificantes,
proteinas, ribossomos e mitocondrias que formam particulas eletrodensas chamadas
granulos germinativos também conhecido como Ribonucleoproteinas (RNPS)
(HANSEN; PELEGRI, 2021; PORRAS-GOMEZ; VILLAGRAN-SANTACRUZ;
MORENO-MENDOZA, 2021).
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3.2.1 Especificacdo de PGCs

A heranca materna indispensavel para a especificacdo das PGCs € encontrada
nos componentes do germoplasma, pois apds a maturacdo do ovocito e subsequente
ativacao do ovo e fertilizagdo, a maioria dos RNPs do germoplasma que se localizam
ao longo do blastodisco (pélo animal) e se deslocam nos sulcos de clivagem, conforme
ao avanco das divisbes até o estagio de doma onde os agregados de germoplasma
(RNPs e RNAs) preenchem o citoplasma da célula predestinada como a PGC
(D'ORAZIO et al.,, 2021; HANSEN; PELEGRI, 2021). Tem sido relatado que a
guantidade do germoplasma depositado nos ovos durante a maturacdo dos odcitos é
o fator limitante que determina o numero de PGCs, assim quanto maior a quantidade
de germoplasma no oécito, maior serd o nimero de PGCs no embrido (HANSEN;
PELEGRI, 2021; HERPIN et al., 2007).

Existem transcritos que sao traduzidos e mantidos nas PGCs, durante a
especificacao e posterior migracdo, em quanto outros transcritos de origem materno
sao degradados (BLASER et al., 2005; D’'ORAZIO et al., 2021; TADROS; LIPSHITZ,
2009). Um dos principais transcritos de origem materna, envolvido na especificagao,
€ buc que codifica a proteina bucky ball. Este gene é bem conservado entre as
espécies e estd relacionado com a orientacdo na distribuicdo do germoplasma,
determinando assim o numero de PGCs em peixe zebra e medaka (ROBLES et al.,
2017; SONG et al., 2021).

Outro importante mRNA é o nanos, 0 qual se expressa no inicio do
desenvolvimento da linhagem germinativa e esta envolvido na sobrevivéncia das
PGCs (ABRAMS; MULLINS, 2009). Nanos, atua durante a especificacdo se ligando
aos RNAs maternos necessarios para a proliferacdo e autorrenovacao das células
germinativas (LUBZENS et al.,, 2017). Vasa (Ddx4) tem atividade de helicase
dependente de RNA é critico para ativacao e traducdo de mRNAs, incluindo o nanos
em Drosophila, contribuindo assim com a especificacdo das PGCs e ativacao das
proteinas necessarias para o desenvolvimento continuo de células germinativas
(LUBZENS et al., 2017).

No entanto a localizagédo dos RNAs de origem materno, como 0S mecanismos
utilizados para a determinacéo das PGC durante o desenvolvimento embrionério em

peixes podem ser dependentes da espécie (NARAINE et al., 2022).
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3.2.2 Migracao de PGCs

Os mecanismos de migracdo sdo acionados desde que as PGCs séao
especificadas até atingirem a regido da crista gonadal, onde a gbnada seré constituida
(FERNANDEZ et al., 2015; SAITO et al., 2006). Sabe-se que os padrdes de migracéo
estéo ligados em cada espécie pelo tamanho espacial (ou tamanho do oocito) e pelas
mudangas temporais nos dominios quimioatraentes (GOTO; SAITO, 2019; GURALP
etal., 2017). Os dados obtidos em espécies como o peixe zebra ou medaka sé podem
ser tomados como referéncia para a caraterizacdo de migracdo em outras espécies
de teledsteos de agua doce.

A migracado é obtida a partir do conjunto de fatores celulares e de sinalizacéo
que conduzem as PGCs até a crista gonadal, e que na maioria dos peixes inicia-se
durante a somitogénese (GOTO; SAITO, 2019). Em quanto as sinalizagdes externas,
no peixe zebra a quimiocina conhecida como fator de crescimento derivado do
estroma (SDF-1) é considerado o principal sinalizador que direciona 0s movimentos
das PGCs até a crista genital, gracas ao receptor especifico CXCR4 localizado nas
PGCs (FERNANDEZ et al., 2015; WONG; ZOHAR, 2015). Desta forma as PGCs
seguem os altos niveis de expressao de sdf-1 mMRNA nas células sométicas (ROBLES
et al., 2017). Por outra parte, os fatores celulares estdo ligados as funcdes das
proteinas traduzidas a partir dos transcritos de mRNA localizados no citoplasma das
PGCs que influenciam os processos de diferenciacdo, migracdo, manutencdo e
supervivéncia de PGCs, bem como na colonizacdo na crista genital e formacéo de
gametas em peixes, sendo bem definidos os mMRNAs dos genes ddx4, dazl, dnd1l,
nanos3 (nos3) (DUANGKAEW et al., 2019; RIVERS; DALY; UMA, 2020)

Em relacéo ao padrdo de migracdo, em termos gerais as PGCs se deslocam
pela parte ventral da endoderme e, via mesentério, se distribuem dorsalmente ao
intestino primitivo em direcdo a crista genital inicial (FERNANDEZ et al., 2015;
NAGASAWA et al., 2013; SAITO et al., 2014; YAMAHA et al., 2010). O modelo de
deslocamento de PGCs foi observado em espécies de teledésteos como medaka (ZHU
et al., 2018), peixe zebra (SAITO et al., 2006; YAMAHA et al., 2010) e truta (KNAUT
et al., 2002). Em espécies neotropicais (curimba e pacu) as PGCs se encontraram em
ambos lados do eixo dorsal e migraram dorsolateral a extensdao do vitelo até o
primordio gonadal (COELHO et al., 2019, 2021).
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3.2.3 Colonizacéo

A crista genital inicial ou tecido gonadal inicial € constituido por populacdes
celulares do mesénquima e células derivadas do epitélio celémico (HYTTEL et
al.,2010), sendo o alvo da chegada das PGCs. O numero inicial de PGCs que se
proliferaram na crista gonadal ja foi relacionado com a determinacdo sexual do
individuo adulto, assim no peixe zebra, foi verificado que um elevado nimero de PGCs
promove o desenvolvimento de gonada feminina (GE et al., 2020; SONG et al., 2021;
YE et al., 2019), enquanto o numero reduzido ou mesmo a auséncia de PGCs, ocorre
a formacéo de testiculos (HERPIN et al., 2007; SUN et al., 2017). No entanto, fatores
externos como temperatura, densidade populacional, pH, entre outros, também vao
influenciar na diferenciacéo sexual durante o crescimento do individuo (RAJENDIRAN
et al.,, 2021), porém as PGCs ndo sdo as Unicas células responsaveis pela
determinacao sexual em peixes.

O entendimento dos mecanismos de migracdo comec¢ando da posicdo em que
as PGCs séao especificadas até a regido onde a gbnada vai ser formada devem ser
claros ao produzir quimeras da linha germinativa de uma espécie. Por isso a
identificacdo das PGC e sua via migratoria durante a embriogénese sao investigadas

usando genes proprios das células germinativas primordiais.

3.3 MARCADORES CELULARES

Durante a fase de blastula, comeca a regulacéo seletiva de mMRNAs maternos
bem como a ativacdo da transcricdo do genoma do embrido (CIRUNA et al., 2002;
MISHIMA et al., 2006), pois a maioria dos mMRNASs provenientes da heranca materna,
comecam a ser degradados por RNAse em acdo coordenada por
microRNAs(OSMAN; PEK, 2021; TADROS; LIPSHITZ, 2009). Um dos principais
microRNAs envolvidos na degradacdo do mRNAs de origem materna € o microRNA-
430 (miR-430), que é expresso no inicio da transcri¢cdo zigobtica e que no peixe zebra
nao faz parte dos RNA de origem materna (LUBZENS et al., 2017).

No entanto, alguns dos mMRNAs maternos que desempenham funcdes
essenciais para as PGCs sdo mantidos nestas células durante o toda a embriogénese

e podem ser utilizados como marcadores dessas células. Entre os transcritos mais
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importantes de PGCs estédo os dos genes ddx4, dazl, dndl, nanos3 (nos3), buc, tdrd7
que sdo expressos durante o desenvolvimento embrionario, e estdo associados a
formacao, migracédo, sobrevivéncia de PGCs, colonizacao na crista genital e formagéo
de gametas em peixes, sendo observado niveis variaveis de expressédo de genes
entre as espécies, durante a embriogénese (D’ORAZIO et al., 2021; DUANGKAEW et
al., 2019; RIVERS; DALY; UMA, 2020).

Assim, durante a especifica¢cdo, migracao e colonizagao os genes com funcdes
vitais para as PGCs séo utilizados para identificac&o e rastreabilidade de PGCs, por
exemplo o dazl ao antagonizar o miR-430 promove a correta especificacdo da linha
germinativa no peixe zebra (TAKEDA et al., 2009), em quanto em medaka a expressao
de dazl afeta o numero das PGCs durante a especificacado (LI et al., 2016)

O ddx4, também conhecido como vasa, tem sido utilizado nos estudos de
PGCs. Este gene pertencente a familia DEAD-box (Asp-Glu-Ala-Asp), codifica uma
RNA helicase dependente de ATP, sendo identificado pela primeira vez em Drosophila
melanogaster como determinante materno na formacdo das células germinativas
(DUANGKAEW et al., 2019; RAZ, 2000; YON; AKBULUT, 2015). O ddx4 ¢ essencial
na estabilizacdo dos mRNAs presentes nas PGCs, desempenhando acbes na
regulacao, diferenciacdo e migracédo de PGCs durante o desenvolvimento embrionario
e durante a gametogénese nos adultos de peixe zebra (WU et al., 2018; ZHOU et al.,
2020).

Outro gene bastante estudado em PGCs é o dndl, cujas funcdes estédo
relacionadas com a protecdo de mRNAs nas PGCs durante a embriogénese inicial,
se ligando as regides ricas em uracila da regidao 3'UTR de nanos3, nanosl e
tdrd7(KEDDE et al., 2007). Dndl liga-se a um motivo trinucleotidico UU(A/U)
predominantemente nas regides 3'UTR dos mRNAs e neutraliza a funcéo de varios
microRNAs (miRNAs), impedindo que se liguem aos mRNAs alvo e, portanto,
prevenindo a degradacdo e decaimentos desses mRNAs nas PGCs (ABRAMS;
MULLINS, 2009; WONG; ZOHAR, 2015; YE et al., 2019). Gracas a essa repressao
mediada por Dndl, especificamente na linhagem germinativa, e ndo em células
somaticas, Dnd1 promove a expressao especifica de genes nas PGCs.

Em ratos, durante o desenvolvimento embrionario a perda da expressao do
dndl pode levar a formacdo de tumores testiculares pela deficiéncia de células
germinativas primordiais o que provoca a esterilidade nos adultos (BHATTACHARYA
etal., 2008; Ll et al., 2018; NORTHRUP et al., 2011) evidenciando a importante funcao
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de Dndl por meio da regulacdo translacional de genes do ciclo celular,
desencadeando a parada da mitose em células germinativas masculinas(COOK et
al., 2011; YOUNGREN et al., 2005) considerado se um fator critico para o
desenvolvimento da linha germinativa de peixes e mamiferos(BALOCH et al., 2019;
RIVERS; DALY; UMA, 2020).

No entanto, existem algumas diferencas nas funcfes destes genes, proprias de
cada espécie, que influenciam nos tempos de especificagdo, migracdo e
estabelecimento das rotas migratérias das PGCs (LUBZENS et al., 2017;
RESTREPO-GOMEZ et al., 2020). Por exemplo, ddx4 ndo estad associado a
proliferacdo e sobrevivéncia de PGC em medaka, mas ainda € necessario para a
migracdo destas células (NAGASAWA et al., 2013). Em fémeas de peixe zebra, dndl
parece ser necessario para o desenvolvimento do ovario, mas ndo € necessario para
a determinacdo do testiculo (NOBLE, et al., 2019) e considerando que a migracao
direcionada de PGC requer dndl funcional, este gene pode ser utilizado para
identificar PGC (JIN et al., 2018).

Gracgas aos recentes desenvolvimentos técnicos de manipulacdo de embrides,
€ possivel identificar as PGCs e rastrea-las durante sua migracdo ao local de
desenvolvimento nas gbnadas e diferencia-las de outras células somaticas, mediante
uso das regides reguladoras de traducao (5’UTR e 3'UTR) presentes nos transcritos
de mRNA desses genes especificos (LINHARTOVA; SAITO; PSENICKA, 2014;
NAGASAWA et al., 2013)

As regides 3'UTR dos transcritos de mRNA sao importantes para a protegao de
degradacdo dos mRNA, regulacao da traducao incluindo a modulacdo do transporte,
eficiéncia da traducéo e localizac&o celular do produto génico (MIGNONE et al., 2002),
proporcionando a estabilidade do mRNA com a posterior expressao do gene nas
PGCs (SUN et al., 2017; YE et al., 2019). Desta forma, as regides 3'UTR dos mRNAs
especificos de PGC tais como dndl e ddx4 podem ser utilizadas para a detec¢édo da
traducao destes mMRNAs em PGCs durante o desenvolvimento embrionario, utilizando
a regiado codificadora de um gene reporter (proteina fluorescente), fusionado com a

regido 3’'UTR dos genes acima mencionados nas células alvo.
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4. MATERIAL E METODOS

As matrizes e reprodutores de bagre-sapo (Pseudopimelodus mangurus) foram
capturados, com licenca de coleta SISBIO - 31836-10, no rio Mogi Guacu, na cidade
de Pirassununga durante o periodo reprodutivo de novembro a dezembro (2021-
2022). As reproducgdes foram induzidas hormonalmente nas dependéncias do
Laboratério de Biotecnologia de Peixes, do Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacao da Biodiversidade Aquatica Continental do Instituto Chico Mendes de
Conservacédo da Biodiversidade (CEPTA/ICMBIo0), em Pirassununga (SP). O manejo
dos reprodutores foi feito de acordo com o Comité de Etica no Uso de Animais do
CEPTA-ICMBIo (CEUA 02031.000114/2022-31) e da USP (CEUAX N 3595161122)

4.1 INDUCAO HORMONAL, COLETA DE GAMETAS E FERTILIZACAO

4.1.1 Bagre sapo

As reproducbes foram feitas seguindo os protocolos estabelecidos por
ARASHIRO et al., (2018) e SHIGUEMOTO et al., (2020). Adultos de P. mangurus
foram selecionados pelas caracteristicas externas relacionadas com a aptidao para a
reproducdo induzida como coloragdo avermelhada na area da papila urogenital e
aumento de volume na regido abdominal.

Assim, 4 casais capturados foram mantidos em caixas circulares de 2000 L com
fluxo constante de agua numa temperatura de 26°C. A inducdo hormonal foi feita
usando hipdéfise desidratada de carpa comum (CCPE, Hoepers Produtos
Agropecuarios, Rio do Sul, Brazil) diluido em soro fisiologico 0,9%. Nas fémeas foram
aplicadas duas doses de CCPE, a primeira de 0,6 mg/kg e a segunda de 6 mg/kg,
com intervalo de 6 h (168 horas grau) entre as aplicagcdes. Os machos receberam uma
Unica dose de CCPE, na concentracdo de 6 mg/kg, sendo a administracao realizada
no mesmo momento da segunda dose nas fémeas. A solu¢cdo de CCPE foi injetada
na base da nadadeira pélvica dos animais.

Para a coleta do sémen, os machos (1 por cada fémea induzida) foram
eutanasiados com uma overdose de solucdo anestésica de eugenol (500 mg/L)
(Biodindmica®, Ibipora-PR, Brazil), e as gbnadas foram excisadas longitudinalmente
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na regiao ventral e trituradas em uma solucédo imobilizadora de espermatozoides MEM
(Minimum Essential Medium Eagle, Sigma # M0268, St. Louis, USA). Seis horas ap0s
a segunda dose, as fémeas foram anestesiadas em 100 mg/L de eugenol e os 00citos
foram extrusados manualmente por massagem abdominal em recipientes secos. A
inseminacao foi realizada adicionando-se o sémen diluido sobre a massa de o0citos
e a ativacdo dos gametas foi realizada pela adicdo de agua. Para otimizar a
fertilizac&o, foram realizados movimentos circulares por 90 segundos para assegurar
0 acesso dos espermatozoides aos o00citos. Apds cerca de 2 minutos, tempo
aproximado de motilidade espermatica as aliquotas de ovos foram utilizadas para a

microinjecdo de mRNA.

4.1.2 Espécies controle para avaliagdo de mRNA sintético

As reproducdes foram feitas seguindo as indicagdes para lambari (YASUI et al.,
2015) e para curimba (COELHO et al., 2019).

Assim 3 casais de P. lineatus e A. altiparanae foram selecionados pelas
caracteristicas externas relacionadas com a aptiddo para a indugdo hormonal. As
fémeas de lambari e curimba apresentaram coloragdo avermelhada na érea da papila
urogenital e aumento de volume na regido abdominal. Os machos de curimba
apresentaram o som carateristico e a liberacdo de sémen apds a massagem na regiao
abdominal. Os machos de lambari foram selecionados pelo dimorfismo sexual, pela
presenca de espiculas na nadadeira anal.

Os reprodutores selecionados de A. altiparane foram distribuidos em aquarios
de 100 L e mantidos em temperatura controlada de 26°C, enquanto que os de P.
lineatus, foram mantidos em caixas circulares de 2000 L com fluxo constante de agua,
na temperatura de 26°C. A indug&o hormonal foi feita usando CCPE, diluido em soro
fisiologico a 0,9%, sendo injetado na base da nadadeira pélvica, com duas
administracdes para fémeas (curimba e lambari), nas dosagens de 0,5 mg/kg e 5
mg/kg, com o intervalo de 6 horas para lambari e 8 horas para curimba. Os machos
receberam uma uUnica aplicacdo, na dosagem de 5 mg/kg, administrado junto com a
segunda aplicacdo nas fémeas. Nas seguintes 6 horas em lambari e 8 horas em
curimba, apds a segunda aplicacdo, os gametas foram coletados e realizada a

fertilizacéo pelo método seco.
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Para a coleta de gametas, os animais foram anestesiados em solucdo de
eugenol (Biodinam®, lbipord-PR, Brasil). Os ovos obtidos pela extrusdo de lambaris
foram dispostos em placas de Petri (100 x 20 mm) coberta com filme plastico,
formando uma superficie concava. O sémen foi coletado utilizando uma micropipeta
de 200 ul (Eppendorf, Hamburg, Alemanha) e imediatamente transferido para um
microtubo de 1,5 mL contendo 400 ul de solugéo de Ringer modificada (128,3 mM de
NacCl, 23,6 mM de KCI, 3,6 mM de CaClz e 2,1 mM de MgCl2) e mantido a 25°C. Para
a fertilizacdo, o sémen diluido em Ringer foi adicionado a massa de odcitos, seguido
pela ativacdo dos gametas pela adicdo de agua, bem como a hidratacdo dos ovos,
mantendo a placa em movimentos circulares durante 2 minutos.

Os odcitos de curimba foram obtidos pela extrusdo em recipientes plasticos
secos, seguido pela adicdo de sémen, e posterior adicdo de agua. Os ovos foram
mantidos durante dois minutos com movimentos circulares constantes. Apos
fertilizacdo as aliquotas de ovos de curimba e lambari foram utilizadas para a

microinjecao de mRNA.

42 COLETA DE AMOSTRAS E TECIDOS PARA AVALIACOES
MOLECULARES

A partir da desova e fertilizacdo do bagre sapo, amostras de diferentes fases
embrionarias foram coletadas, incluindo os estagios de desenvolvimento (ovos nao
fecundados, embrido com duas células, embrido com oito células, blastula, gastrula
com 50% de epibolia, segmentacdo com 10 somitos e eclosdo). As larvas foram
coletadas durante sete dias apds a eclosdo, sendo 0 niumero de larvas coletadas
variavel de acordo com a fase. No primeiro dia, iniciou se com 14 larvas e terminou
com quatro larvas no sétimo dia ap0s a ecloséo. Para a obtencéo dos tecidos, 1 macho
e 1 fémea adultos foram sacrificados com uma overdose de solucdo anestésica de
eugenol (500 mg/L) e as gbnadas, cérebro, figado, rim e musculo foram coletados

para a posteriores analises moleculares.
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4.3 EXTRACAO DE mRNA DAS AMOSTRAS COLETADAS

A extracdo do RNA total das amostras coletadas de P. mangurus foi realizada
utilizado o reagente TRIzol (Ambion #15596026, Carlsbad, USA), seguindo as
instrucdes do fabricante. O RNA foi quantificado e a pureza avaliada pela relagdo das
absorbancias A260/A280 utilizando o espectrofotdmetro microfluidico UV-visivel
QIAxpert (QIAGEN, Hilden, Alemanha). As amostras de RNA extraidas foram
armazenadas a -80°C até seu uso. Antes da sintese da primeira fita de cDNA, 1 ug de
RNA total foi tratado com DNase 1 (Sigma AMPD1-1KT, St Louis, USA) para

degradacédo de qualquer contaminante de DNA gendmico.

4.4 DESENHO DE PRIMERS

As sequéncias das regides codificadora e 3’UTR do mRNA de ddx4 e dnd1 de
P. mangurus foram obtidas a partir do transcriptoma de ovo (depositado no NCBI:
BioProject ID: PRINA819998). As sequéncias codificadoras dos mRNAs de ddx4 e
dndl foram obtidas com o uso do programa Open Reading Frame Finder
(https://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), bem como a determinacdo do inicio da
regido 3’UTR de cada mRNA. Os primers especificos forward (GSP) das regides
3'UTR de ddx4 e dndl foram desenhados a partir do inicio da sequéncia dessas
regides (Tabela 1). Para as sequéncias codificadoras de ddx4 e dndl, os primers
forward e reverse foram desenhados com a ajuda do programa Primer Blast
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), visando o desenho de primers
especificos para estes genes, utilizando como referéncia as sequéncias do
Pangasianodon hypophthalmus, uma vez que as sequéncias do bagre sapo ainda nao
estavam disponiveis no NCBI. Os primers desenhados para a detec¢do da expressao
destes genes durante o desenvolvimento embrionario, larval e em tecidos de adultos,

também se encontram na Tabela 1.
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Tabela 1- Sequéncias dos primers desenhados para amplificagdo das regides codificantes e 3’'UTR de
dnd1l e ddx4, e para a construcéo dos vetores de transcricdo.

Primer Sequéncia (5’-3’) Uso Tamanho (pb)
dnd1 3UTR-F GCTTTGACCATCATGTGTTTTG RACE 560
ddx4 3’'UTR-F ATACTAGGAGTTACTTTTATG RACE 511
AUAP-R CGGCCACGCGTCGACTAGTAC RACE -
ddx4 3'UTR Xbal-F | TCTAGAATACTAGGAGTTACTTTTATG | Construgéo 516
AUAP- EcoRI- R GAATTCGGCCACGCGTCGACTAGTAC | vetor

EmGFP-F AAGCTTATG GTGAGCAAG GGC GAG | Construcéo 220
EmGFP-R TCTAGATTACTTGTACAG CTC GTC vetor
Dsred-express-F AAGCTTATGGCCTCCTCCGAGGAC Construcéo 674
Dsred-express-R TCTAGACTACAGGAACAGGTGGTG vetor

Actb -Fw CGTGCTGTCTTCCCATCCA PCR 86
Actb -Rv TCACCAACATAGCTGTCCTTCTG

Ddx4-Fw ATCAGAGCCCAGTTGTGTTTT PCR 150
Ddx4-Rv TCCCAAAACTACCGCTACTG

Dnd1-Fw AAGAAGATGTACGGCGTGTC PCR 114
Dnd1-Rv CATGGATTTCAGACCGGGAG

4.5 AMPLIFICACAO E CLONAGEM DAS REGIOES NAO TRADUZIDAS
(3'UTR) DE ddx4 E dnd1

O RNA total proveniente de ovo néo fertilizado e gbnada de fémea foi utilizado
na sintese de cDNA utilizando o kit 3' RACE System for Rapid Amplification of cDNA
Ends (Invitrogen #18373-027, Madison, USA), seguindo as instru¢des do fabricante.
Para sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o primer adaptador (AP) contendo
o oligo (dT) proveniente do kit, visando a amplificacdo completa da sequéncia 3’'UTR
do ddx4 e dndl. As regides 3'UTR foram amplificadas utilizando o cDNA gerado e os
primer GSP forward (dnd1 3'UTR-F e ddx4 3'UTR-F) desenhados (Tabela 1) de cada
gene e o primer AUAP (reverse) do kit 3' RACE.

As reacoes de amplificacbes das regides 3’'UTR de dndl e ddx4 foram
realizadas utilizando o termociclador MultiGene (Multigene OptiMax Thermal Cycler
TC9610, Labnet, Foster city, USA) em um volume final de 50 pl. A informacéo
detalhada da PCR se mostra no apéndice A.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a
1%, utilizando TBE 0,5X (Tris, acido bérico e EDTA) e 3,5 uL do corante SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen™ #S33102) para cada 70 mL de gel. Os tamanhos dos

fragmentos amplificados foram verificados pela comparagcdo com o DNA referencial
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de 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen #10787018, Carisban, EUA). As bandas nos
tamanhos esperados foram recuperadas do gel agarose a 1%, seguindo o protocolo
do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega #A9281, Madison, USA).
O DNA recuperado foi diluido em 30 pl de agua DEPC e armazenado a -20°C.

Para a clonagem dos DNA recuperados correspondentes as regides 3’'UTR foi
utilizado o vetor pGEM-T easy (pGEM-T System |, Promega #A3600, Madison, USA).
As reacg0Oes de ligacéo foram realizadas em um volume final de 15 pL, usando a enzima
T4 DNA ligase, seguindo o protocolo do vetor de clonagem pGEM-T easy da Promega.
A incubacéo foi feita a temperatura ambiente durante 5 horas

Os produtos das ligacdes foram utilizados para a transformacéo de bactérias
DH-5a competentes por CaClz. A transformacao foi realizada por choque térmico a
42°C durante 90 segundos e 2 minutos no gelo. A incubacdo das bactérias
transformadas foi feita durante 1 hora a 37°C com a adicédo de 800 yL de meio de
propagacédo L.B. (L.B Broth, sigma #L3022-250G, Saint Louis, USA). As bactérias
foram centrifugadas a 13.000 x g durante 1 minuto, o pellet de bactérias suspenso em
100 uL de meio LB e inoculadas em 20 mL de meio LB sélido, contendo 1% de &gar,
50 pg/mL de ampicilina, 0,5 mM de IPTG e 125 ug/mL do substrato cromogénico X-
gal. As placas foram incubadas a 37°C durante uma noite. As colbnias brancas foram
selecionadas e cultivadas em meio de propagacdo LB contendo 50 ug/mL de
ampicilina e mantidos sob agitacéo de 250 rpm a 37°C, durante uma noite.

Os vetores foram recuperados e purificados por minipreparacgao utilizando o kit
PureYield™ Plasmid Miniprep System (Promega #A1223, Madison, USA). Apés a
recuperacao dos plasmideos, foram avaliadas a concentracao e qualidade do DNA no
espectrofotometro QIAxpert (Qiagen, Hilden, Alemanha). Os vetores foram
armazenados em microtubos (eppendorf, Alemanha) de 1,5 mL a -80°C.
Posteriormente, foi verificada a clonagem das regidées 3’'UTR por PCR. Para isso,
foram utilizados os primers GSP foward (ddx4 e dndl) e o primer AUAP (reverse),
bem como os primers T7 e SP6 do vetor de clonagem. A reacéo de PCR foi realizada
nas mesmas condi¢gdes da amplificagdo das regides 3'UTR descritas no apéndice A,
com o uso de 1 pL dos vetores recuperados. Aos produtos de amplificagcdes foram
visualizados em gel de agarose a 1% e os plasmideos pGEM-T-ddx4 3’'UTR e pGEM-
T-dndl 3'UTR foram enviadas para o sequenciamento para confirmagao das

sequéncias.
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4.6 SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES 3'UTR CLONADAS

As sequéncias obtidas a partir da clonagem nos plasmideos foram alinhadas
com as sequéncias das regides 3’'UTR de ddx4 e dnd1 obtidas no transcritoma do ovo
de P. mangurus utilizando 0 programa Multalin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/). Apds a confirmacdo, as sequéncias
alinhadas foram analisadas utilizando o programa BLAST Nucleotides
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para verificacao de identidade destas regides
com outras espécies de siluriformes, como o Pangasianodon hypophthalmus e

Tachysurus fulvidraco.

4.7 CONSTRUCAO DO VETOR DE TRANSCRICAO

Através do sequenciamento, foi verificado que a regido 3’'UTR de dndl nao
apresentava identidade com a sequéncia obtida no transcritoma de odcito de P.
mangurus. Varias tentativas de clonagem incluindo o desenho de novos primers para
diferentes regides, bem como o sequenciamento, foram realizadas. No entanto, ndo
foi obtida a clonagem da regido 3’'UTR de dndl. A partir destes dados, a construcéo
do vetor de transcrigdo prosseguiu utilizando apenas a regidao 3’'UTR de ddx4 que era
idéntica aquela vinda do transcritoma. Apds a confirmacdo da sequéncia da regido
3'UTR de ddx4 pelo sequenciamento, novos primers foram desenhados (ddx4 3’'UTR
Xbal-F e AUAP- EcoRI- R), incluindo os sitios de restricdo (Tabela 1). Os primers
foram utilizados para amplificar a regido 3'UTR de ddx4, utilizando como molde o vetor
pGEM-T-ddx4 3’'UTR, previamente construido. A amplificagao foi realizada utilizando
as mesmas condi¢des descritas para a amplificacdo da regido 3’'UTR de ddx4 e dnd1.
O produto da amplificacao foi recuperado em gel de agarose a 1%, clonado no vetor
pGEM-T easy, propagado em bactérias e recuperado por minipreparacdo, como
descrito no subtitulo 4.5.

A regiao 3’'UTR de ddx4 incluindo os sitios de restricbes clonada no pGEM-T
easy foi utilizada para a construcdo dos vetores de transcrigcdo, a serem usados na
sintese de RNA in vitro. Os vetores pSP64-gfp e pSP64-DsRed, os quais contém os
genes reporteres para as proteinas fluorescente verde e fluorescente vermelha, ja

haviam sido previamente construidos no laboratério, utilizando o vetor de transcrigdo
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pSP64 (Promega, Madison, USA). Os genes reporteres GFP e DsRed foram inseridos
no vetor pSP64 utilizando as enzimas de restricdo Hindlll (IVGN0O166, Anza™,
Invitrogen™) e Xbal (IVGNO0126, Anza™, Invitrogen™).

Os vetores pGEM-T-ddx4 3’'UTR contento os sitios de restricdo, pSP64-gfp e
pSP64-DsRed foram clivados com as enzimas de restricdo Xbal e EcoRI (IVGN0014,
Anza™  Invitrogen™), em reacOes separadas, em um volume final de 30 pL, contendo
3 pg de vetor e 3 pL de cada enzima. As reacdes foram incubadas a 37°C durante 15
minutos e submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%. As bandas
correspondentes aos vetores pSP64-gfp, pSP64-DsRed e ddx4 3’'UTR foram
recuperadas do gel. O fragmento de DNA correspondente a regido ddx4 3’'UTR foi
ligado nos vetores pSP64-gfp e pSP64-DsRed com o uso da enzima T4 DNA ligase
como descrito previamente. Os produtos das ligagbes foram transformados em
bactérias DH-5a competentes por CaClz, colbnias de bactérias foram propagadas em
meio LB liquido contendo 50 pg/mL de ampicilina e os vetores recuperados por
minipreparacgao (ver secgao 4.5) Os vetores recuperados foram quantificados no por
espectrofotometro QIAxpert (Qiagen, Hilden, Alemanha).

A construcao dos vetores foi avaliada por mapa de restricdo, sendo a clivagem
realizada usando 1 pL de cada endonuclease (Hinlll, Xbal e EcoRl), buffer 1X, 1 ug
dos vetores em reacdo com volume final de 30 pL, seguindo as instru¢cdes do
fabricante (Anza™, Invitrogen™). Os produtos de clivagem obtidos da reagao foram

visualizados em gel de agarose de 1% sob a exposi¢cao ao UV.

4.8 SINTESE DE mRNA in vitro

Os vetores pSP64-gfp-Pm-ddx4 3’'UTR e pSP64-DsRed-Pm-ddx4 3’'UTR foram
utilizados para sintese do mRNA in vitro. Para isso, foram utilizados 2 pug de cada
construto, 2 pL da enzima EcoRI para a linearizacdo do vetor em uma reacdo com
volume final de 20 uL. O mRNA foi sintetizado in vitro utilizando um kit comercial
MMESSAGE MACHINE Kit® (AM 1340, Ambion®, Life Technologies™), de acordo
com as instrugbes do fabricante. O mRNA sintetizado foi precipitado por LiCl e
suspenso em 200 mM de KCI na concentragao final de 100 ng/uL. A concentragéo e

qualidade do mRNA foi avaliada no espectrofotometro QlAxpert (Qiagen, Hilden,
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Alemanha). O mRNA sintético foi separado em aliquotas de 10 pL e armazenados a -

80°C em microtubos de 0,2 mL até seu uso na microinjecao.

4.9 AVALIA(;AO DOS MARCADORES CELULARES NA IDENTIFICAQAO DE
PGCs in vivo

4.9.1 Microinjecdo de mRNA em zigotos de P. mangurus e espécies

controle

Foi necesséaria a remocdo enzimética de corion dos ovos recém fertilizados
utilizando pronase (Sigma # SLMQ2345V, St. Louis, USA) diluidas nas respetivas
solucBes de manutencdo embrionaria para cada espécie, sendo 0,15% de pronase
em solucédo de Characin (12 mM NaCl, 1 mM KCI, 1,5 mM CaClz e 1,5 mM MgCl2)
para as aliquotas de ovos de P. mangurus (~400), 0,05% de pronase em solucéo de
Holtfreter (10 mM NacCl, 0,67 mM KCI, 0,90 mM CaClz e 2,40 mM NaHCO3) para as
aliquotas de A. altiparanae (~200), e 0,1% de pronase em solucdo salina Characin
para as aliquotas de P. lineatus (~200). As concentracdes de pronase usadas em
curimba e lambari seguiram as recomendacdes de COELHO et al., 2019 e SILVA et
al., 2016.

Todos os zigotos foram distribuidos em placas de Petri (100 x 20 mm) sendo
homogeneizados nas respetivas solu¢cdes por movimentos circulares até a obtencéo
do 80% de zigotos sem corion, para posterior transferéncia dos zigotos nas placas de
Petri cobertas por uma capa de agar 1% em solucdo manutencdo Characine (P.
lineatus e P. mangurus) e Holtfreter (A. altiparanae). A remocao foi visualizada sob
esteromicroscopio (SMZ18, Nikon®, Toquio, Japéo),

A microinjecéo foi realizada utilizando micropipeta de boro-silicato com 10 ym de
diametro (Drummond, Eugene, EUA) conectada a um microinjetor (CellTram vario,
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha), acoplado ao micromanipulador (M-152, Narishige,
Toquio, Japao) e efetuada sob esteriomicroscopio (SMZ18, Nikon®, Toquio, Japao).
Aproximadamente 10 nL da solu¢cdo de mRNA de ddx4 3'UTR (gfp-Pm-ddx4 3'UTR/
DsRed-Pm-ddx4 3’UTR) foram microinjetadas nos ovos recém fertilizados sem corion
no estagio de uma célula, para a identificagcédo e acompanhamento da rota de migragao

das PGCs. A média de odcitos microinjetados foi obtido a partir de trés repeticdes que
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correspondem a trés desovas diferentes. Foram utilizados ovos com corion e sem
corion nao injetados como os grupos controles, mantidos nas mesmas condicdes que

0S microinjetados.

4.9.2 Identificacdo de PGCs in vivo no desenvolvimento embrionario

de P. mangurus e espécies controle

O desenvolvimento embrionario foi avaliado sob estereomicroscopio de
fluorescéncia (Nikon SMZ18, Téquio, Japéo), e uso de camera CCD (DS-Ri2, Nikon,
Toquio, Japéo). As imagens digitais foram capturadas usando o Nis-Ar Elements
(Nikon, Toquio, Japdo). Foram analisadas a fertilizacdo (no estagio de duas células),
a sobrevivéncia durante as fases do desenvolvimento (clivagem, blastula, gastrula,
segmentacéao, eclosao) e porcentagens de larvas normais e anormais. Em bagre sapo
foram realizadas trés repeticoes para cada gene reporter (gfp/dsred), enquanto que o
MRNA dsred-Pm-ddx4 3'UTR foi microinjetado apenas em uma desova de A.

altiparanae e P. lineatus.

4.9.3 Ddx4 3’'UTR de bagre sapo como marcador de PGCs nas

espécies neotropicais

As rotas migratérias de PGCs nas trés espécies foram descritas a partir do inicio
da visualizacéo até o desaparecimento da fluorescéncia nas PGCs no estagio larval.
Dois genes reporteres foram utilizados na marcacdo de PGCs para comparar a
eficiéncia destes genes reporteres quanto a melhor identificacdo de PGCs. Também
foram avaliados a porcentagem de marcacao durante o desenvolvimento embrionario
e o periodo (dias) que as fluorescéncias de GFP e Dsred em P. mangurus e P. lineatus
e A. altiparane nas larvas.

A porcentagem de embrides com PGCs gfp/dsred positivas foi avaliada em dois
estagios do desenvolvimento. A primeira avaliacdo foi realizada na fase de
segmentagdo, momento em que a fluorescéncia das PGCs é diferenciada da
fluorescéncia (ruido) observada nos outros tipos celulares, sendo consideracdo o
namero de embrides com PGCs marcadas por fluorescéncia e o nimero de embrides

microinjetados A segunda avaliagéo foi realizada na eclosdo sendo considerado as
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larvas PGCs gfp/dsred positivas e o numero de larvas vivas. As avaliacbes de
marcacado foram feitas em triplicata para as espécies P. lineatus e A. altiparane
utiizando o mRNA gfp-Pm-ddx4 3’'UTR. As imagens e tamanho de células de P.

mangurus foram avaliadas no ImageJ.

4.10 AVALIACAO DA EXPRESSAO SEMI-QUANTITATIVA E TECIDO
ESPECIFICA DE ddx4 E dndl

1 ug de RNA total de cada amostra das fases do desenvolvimento embrionario
(ovo ndo fecundado até eclosao), larvas e tecidos de macho e fémea (gbnadas,
cérebro, figado, rim e muasculo) foram tratadas com DNAse | e utilizadas na sintese
de cDNA, com o uso do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems #4368814, Vilnius, Lithuana). Os primers para a regido codante dos
MRNAs de ddx4 e dndl (Tabela 1) foram utilizados para a avaliagdo da expressao
génica, sendo utilizando como gene enddgeno a B-actina (actb).

As reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 30 yL. Os detalhes
do procedimento estdo descritos no apéndice A. Os produtos da PCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 2%, usando os reagentes e volumes
descritos no apéndice A.

Também foi realizado o alinhamento das sequencias proteicas de Dnd1 e Ddx4
para identificar a identidade destas proteinas com as mesmas proteinas oriundas de
outras espécies de teleésteos. Para o alinhamento mudltiplo foram utilizadas as
sequencias de nucleotideos da regido codificadora de dndl e ddx4 de bagre sapo
para a posterior inser¢cao no programa Blastx (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
para a obtencdo da sequéncia de aminoacidos. As sequéncias de Ddx4 e Dndl de
bagre sapo foram alinhadas com as sequéncias das proteinas Ddx4 e Dndl de
espécies da ordem siluriformes e characiformes obtidas no NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). As regides correspondentes aos motifs como o0s
dominios foram determinadas pela plataforma Blastx e podem ser visualizadas no
apéndice B. O alinhamento foi feito no  programa  MUTALIN

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

Para as trés espécies os dados obtidos do desenvolvimento embrionario e das
avaliac6es de marcacdo foram apresentados como médias + erro-padrdo. As médias
foram resultantes de trés repeticdes correspondentes a trés desovas diferentes. Para
a rastreabilidade em larvas de bagre sapo (h = 5) os dados das PCGs foram
apresentados como médias + erro-padrdo. Os dados da comparacdo das rotas
migratérias de PGCs dos embrides (n = 5) de cada espécie foram apresentados como
medias. Os dados foram verificados para a distribuicdo normal utilizando-se o teste
de normalidade de Liliefors e, sucedida de ANOVA e teste de Tukey para a
comparacao mdultipla entre as médias. Para todas as andlises foi utilizada uma
probabilidade de 0,05. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
Statistica 11 para Windows.
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5. RESULTADOS

5.1 AMPLIFICAGAO E CLONAGEM DAS REGIOES 3'UTR DE ddx4 E dndl

O mRNA de ddx4 de P. mangurus possue 2.685 nucleotideos, sendo
encontrados 158 na regido 5’UTR, 2016 na regi&o codificadora e 511 na regido 3’'UTR.
O mRNA de dndl é constituido por 1.972 nucleotideos, sendo 264 localizados na
regiao 5’UTR, 1.149 na regido codificadora e 560 na regidao 3’'UTR. As sequéncias do
MRNA de ddx4 e dndl1 foram obtidas através do transcriptoma do ovo de P. mangurus
(depositado no NCBI: BioProject ID: PRINA819998).

A amplificacédo da regidao 3’ UTR foi obtida no tamanho esperado, utilizando os
primers GSP ddx4 3’'UTR-F e o AUAP-R (Figura 3, A). Enquanto que para a regiao
3'UTR de dndl, nédo foi obtida uma banda definida no tamanho esperado, utilizando
os primers GSP dndl 3'UTR-F e AUAP-R (Figura 3, B). Alternativamente, outros
primers foram desenhados na tentativa de amplificagdo da regido 3’'UTR do dnd1.
Uma estratégia foi desenhar primers amplificando parte da regido codificadora junto
com a regiao 3'UTR, para tal foi desenhado o primer GSP dndl 3'UTR-F2
(TCTTCTTACTCCACCCTCTC) para um produto de amplificacdo com 950 pb. No
entanto, o produto amplificado ndo correspondia ao dndl. Outro primer foi desenhado
apés o inicio da regidao 3UTR de dnd1, o primer GSP dndl 3'UTR-F3
(TCATGTGTTTTGGGTGAG) para um produto de amplificacdo de 550 pb. A banda
recuperada também nao apresentava similaridade com a sequéncia de dnd1. Desta
forma, a regido 3'UTR de dnd1 nao foi possivel de ser utilizada para a construgao do

vetor de transcricao.
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Figura 3- Amplificagéo da regido 3’'UTR de ddx4 e 3’'UTR de dnd1 utilizando cDNA da gbnada de fémea
como molde. Visualizag&o em gel de agarose a 1%.

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — A- (L) Ladder. (1) Amplificagcdo do GSP da regido 3'UTR com tamanho esperado de 520 pb.
B- (L) Ladder. (1) Amplificag@o utilizando o primer GSP dnd1 3’'UTR-F da regido 3'UTR com tamanho
esperado do amplicon de 560 pb. (2) Amplificacdo utilizando o primer GSP dndl 3’'UTR-F2 com
tamanho esperado do amplicon de 950 pb. (3) Amplificacdo utilizando o primer GSP dndl 3'UTR-F3
com tamanho esperado do amplicon de 550 pb.

A avaliacéo do construto pGEM-T--ddx4 3'UTR foi feita pela PCR, utilizando os
primers GSP ddx4 3'UTR-F e AUAP-R e os primers T7 e SP6 promoter (Figura 4).
N&o foram obtidas similaridades de sequéncias entre os produtos de amplificacéo
clonados, utilizando os diferentes primers desenhados, com a sequéncia 3’'UTR de

dndl1 encontrada pelo transcriptoma do ovo de bagre sapo.

Figura 4- Amplificagdes da regido 3’'UTR de ddx4 clonada no vetor pGEM-T easy (pGEM-T-ddx4
3'UTR), visualizadas em gel de agarose a 1%.

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.
Legenda — (L) ladder. (1) amplificag&o obtida pelos primers GSP ddx4 3'UTR-F e AUAP-R no tamanho
esperado de 520 pb. (2) amplificacao obtida utilizando os primers T7 e SP6 promoter.
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5.2 SEQUENCIAMENTO DAS REGIOES CLONADAS

A sequéncia de nucleotideos obtida, ap6s o sequenciamento do plasmideo

pPpGEM-T-ddx4 3’'UTR, foi alinhada com o transcrito obtido pelo transcriptoma da regiao

3'UTR de ddx4 (Figura 5), sendo obtida a confirmacéo da sequéncia completa da

regiao 3’'UTR de ddx4 de P. mangurus. A sequéncia foi utilizada de entrada no

programa BLASTN, sendo encontrado alta identidade, 81,85% e 75,20%, com as

sequéncias da regido 3'UTR de ddx4 das espécies Pangasianodon hypophthalmus e

Tachysurus fulvidraco, respetivamente (Figura 6). Esses dados indicam que a regiédo

utilizada para construgao do vetor de transcri¢cao é realmente a regido 3’'UTR de ddx4

e que

esta regido parece ser bem conservada entre os siluriformes, como em P.

hypophthalmus e T. fulvidraco.

Figura 5 - Alinhamento das sequéncias de nucleotidicas da regidao 3’'UTR de ddx4 obtidas pelo
sequenciamento, utilizando os primers SP6 e T7, com a sequéncia oriunda do transcritoma do ovo de
bagre sapo, utilizando o programa MultAlin
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TATATAGGAGTTACTTTTATGTTT-TTTGTTGTGLGGTATT-TTGTGTTCGTTTTTTTATTTTTTACGT TARAGAARAGCCTATGGGCCCARAG-GARTAGARAATGGCAG-CCTTGAG--TTGGC-CTG

4 ATACTAGGAGTTACTTTTATGTTTCTTTGTTGTGCGGTATTCTTGTGTTCGTTTTTTTATTTTTTACGT TRARAGARRAGCCTATGGGCCCARAGAGAATAGARAATGGCAGGCCT TGAGCTATGGCACTG

ATACTAGGAGTTACTTTTATGTTTCTTTGTTGTGLGGTATTCTTGTGTTCGTTTTTTTATTTTTTACGT TARAGARRAGCCTATGGGCCCARAGAGARTAGARAATGGCAGGCCT TGAGCTATGGCACTG
akacTAGGAGTTACTTTTATGTTTeTTTGTTGTGLGGTATTcTTGTGTTCGTTTTTTTATTTTTTACGT TARAGARRAGCCTATGEGCCCARAGAGAATAGARAATGGCAGECCTTGAGCLaTGGCACTG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

I |
ARAAAGARCC-CAGGT T--GCCTGACG-GARGCTTC-CARTTTARTGTCAAATTTTGGGATTGAATC-CTGAAATGCTTGRGT—-TTGCACTTAATGTTTTT-TTTTGGTTTT-TAGTAGAACTG-TAAT
ARAARGAACCACAGGT TCGACCTGACGTGARGC TTCACARTTTARTGTCAAATTTTGGGAT TGAATCACTGAAATGCTTGTGTGT TTGCACTTAATGTTTTTCTTTTGGTTTTCTAGTAGRACTGCTAAT
ARAARGAACCACAGGT TCGACCTGACGTGARGC TTCACARTTTARTGTCAAATTTTGGGAT TGAATCACTGAAATGCTTGTGTGTTTGCACTTAATGTTTTTCTTTTGGTTTTCTAGTAGAACTGCTAAT
AAAARAGAACCACAGGT TegaCCTGACGEGARGCTTCACARTTTARTGTCARATTTTGGGATTGAATCACTGAAATGCTTGEGT gt TTGLACTTARTGTTTTTeTTTTGGTTTTcTAGTAGAACTGCTART

261 270 280 290 300 o 320 330 340 50 360 370 380 390

I |
AGGTAGATC-CTGTG-GGATTTTTCAGTAC-CAARRGT-CATTGATTTTGTARRAGCCTT TAARCTGAAGGTTGLTT--GCCCT-TTTCARCAAATAGCTTTTTT-TGCCGARAGTTTCC-GGTT—-CTTT

7 AGGTAGATCACTGTGTGGATTTTTCAGTACACAAARGTACATTGATTTTGTARRAGCCTTTARCTGAAGGTTGCATCTGCCCTCTTTCARCARATAGCTTTTTTCTGLCGARRGTTTCCAGGTTGCATTT

AGGTAGATCACTGTGTGGATTTTTCAGTACACAAARGTACATTGATTTTGTARRAGCCTTTARCTGARGGT TGCATCTGCCCTCTTTCARCARATAGCTTTTTTCTGLCGARAGTTTCCAGGTTRCATTT
AGGTAGATCaCTGTGLGGATTTTTCAGTACACAAARGTaCATTGATTTTGTARRAGCCTTTARCTGARGGTTGLaTctGCCCTeTTTCARCAAATAGCTTTTTTe TRLCGARAGTTTCCAGGT Tgcal TT

391
1
TGATC-GTATTT
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|

TTTGTTGTLE TGTTGCCAATGTTTTGCC-TGCCARTARRTTCCCAC GARGTTT)

4  TGATCAGTATTTGTGTGAAGGCGTTTGT TGTCCARARARARARATGT TGCCAATGTTTTGCCATGCCAATARRTTCACACARCAGAAGTTTA

TGATCAGTATTTGTGTGRAAGGCGTTTGT TGTCCARRARARRAATGT TGCCAATGTTTTGCCATGCCARTARATTCACACARCAGAAGT TTATTTCTGCAGTGTTTTTTTATATATATACAG
TGATCaGTATTTGLgtGaRgGeGTTTRTTGTCL TGTTGCCAATGTTTTGCCaTGCCAATAARTTCACACaacaGARGTTTA, ... v.s@svissrvss.daad,a,a,a,a,,

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.
Legenda- Alinhamento realizado usando o programa MultAlin. Letras em vermelho evidenciam as
regides conservadas.
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Figura 6- Alinhamento multiplo da regido 3'UTR de ddx4 de P. Mangurus com a mesma regido de outras
espécies.
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Pangasianodon RAGACTGGGAGTAGATTTACTTTTAGGTTTCTTTT======= TTGTGCARTATTCCTGTGTTCTGTTTTATATTTTT-ATGT TARRGAAAAGRAGCC TATGGACC TACAGAGAGAT T TGCAGAGARAGTAT
Tachysurus CGACTGGGAGTAGATTTACTTTTAGGAT TCAT TGCARCATTTCATTTAGGATTTCTGTGTTCTGTTTTA-CTTTTTTATGT TRARGAAAAGRAGCCTATGGGCCCARAGAGARGTGTGCAGAGARAGT TG
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Pseudopinelodus ARRATGGCAGGCCTTGAGCTATGGCACTGARARAGAACCACAGGTTCGACCTGACGTGAAGCTTCACAATTTARTGTCA-—ARTTTTGGGATTGARTCACTGARATGCTTGT-GTGTTTGCACTTARTGT
Pangasianodon AGRAATGGCAGGCCTTGAGCTARTGTGCAGARARAGAGCCACAGGTTCARCCTGAAGTTARGCTTCACAAT TTAATGTCAGGAAAT TTGGGAT-GARTCACTTARCTGCTCAR-GTGTTTGCACTTARTGT
Tachysurus ARTGTGGCAGACCTTGAGCTARGGARCC-ARARGGAGCCACAGGT TCAGCCTGATGATAAGCAGC ——--TTCACAGTAT--AATTTTTGGT—-GARTCACTCARCTGCTARTTGTGTTTGCACTTGGTTT
Consensus RaaalGGCAGECCTTGAGCTAagG. aC. gAAARaGAgCCACAGGTTCaaCCTGA, GLLAAGCLLCacaal TLAatGTca., . AALTTTgGGat . GAATCACT ,ARCTGCT . at LGTGTTTGCACT TaaTgT
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Pzeudopinelodus TTT====TCTTTTGGTTTTCTAGTAGARCTGCTARTAGGTAGAT=<CACTGTGTGGATTTTTCA========GTACACARARGTACATTGATTTTGTARARGCCTTTARCTGAAGGT TGCATCTGCCCTC
Pangasianodon TTTCTTTTCTTTTGGTTTTCCAGTAGARTTGCTARTAGGTAGATTTCACTGTGTGGATTATTCA GTACAC TGATTTTGTAGARGCCTTCARCTGAAGGT TGCATCTGCCCTC
Tachysurus GTG====TTTTTTGGTTTTCCTGTAGAT===<TAGTAGGTAGAR=-GTCCGTGTGGATTATTCACAT TGTCAGTATGCARARGTACATTGATTTTGTARARGCCTTTARCTGAGGGT TGTCTCTGGCCTC
Consensus LTt, ... TeTTTTGGTTTTCcalGTAGAa, tgcTRATAGGTAGAL , ,caCbGTGTGGATTATTCA, . 4 vsaas GTAcaCaaaagtacat TGATTTTGTAAARGCCTTLARCTGRAGGT TGeaTCTGeCCTC
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Pseudopinelodus TTTCARCARATA--GCTTTTTTCTGCCGARRGTTTCCAGGTTGCATTTTGATCAGTATTTGTGTGARGGCGTTTGT TGTC—-—--CARARARARARTGT TG—-—--CCARTGTTTTGCCATGCCARTARA
Pangasianodon TTTCARCARATA--GCTCTTTTCTGTCAGATGTTTCCAGGTTGCATTTTGATCARTAT-~GTGTGAAGGCATTTGTTGT TGGGGGARARAARARARCGTTGTTTTGCCARTGT---GCCATGCCARTARA
Tachysurus TTTAAGTAARTAARGCTCTTTTCTGCCAGAGGTTTCCATGTTGCATTTTGATGAAT———=GTGTGARGGCATTTGTTTTCARTGGARARRRAGTTTT-TTGTTTT-—-TTTTTTCTGTCATGCCAATARA
Consensus  TTTcAacARATA, .GCTcTTTTCTGeCagA. GTTTCCAgGTTGCATTTTGATCAaTat . LGTGTGRAAGGCATTTGTTgTc. . . ggaffffARaaaatg TTGLLLL .cocaaTg Tt .LGeCATGCCARTARA
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| 1
Pseudopinelodus TTCACACARCAGARGTTTATTTCTGCAGTGTTTTTTTATATATATACAG
Pangasianodon TTCACACAACAGAR
Tachysurus TTCACACARCAGAGGTTTTCCTCTGCAGTGTTTCATATTTA
Consensus TTCACACAACAGAagbiL, . .tcbgcagbgbbb, b b ouiouaaas

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda- Alinhamento realizado usando o programa MultAlin. Letras em vermelho evidenciam as
regibes conservadas entre as diferentes espécies. Os IDs GenBank para ddx4 usados foram:
XM_026941979.2 de Pangasianodon hypophthalmus e XM_027141187.1 de Tachysurus fulvidraco.

5.3 CONSTRUCAO DOS VETORES DE TRANSCRICAO COM AS REGIOES
3'UTR DE ddx4

O construto (pGEM-T-Pm-ddx4 3'UTR contendo os sitios de restricao) e o vetor
de transcricdo pSP64-gfp foram clivados com as endonucleases. Os produtos da
reacao de clivagem, foram visualizados no gel de agarose a 1% (Figura 7). As bandas
esperadas nos tamanhos de 3750 pares de bases (pb) e 511 pb que correspondem
ao vetor pSP64-gfp e a regiao 3’'UTR de ddx4, respectivamente, foram recuperadas
do gel e ligados com T4 DNA ligase para a posterior clonagem.

Quatro colénias do novo construto pSP64-gfp-Pm-ddx4 3'UTR, foram
recuperadas por miniprep e avaliadas no mapa de restricdo apresentando se quatro
bandas correspondentes ao vetor clivado (2951pb) por Hindlll e EcoRI, uma banda de
726 pb que corresponde a GFP clivada por Hindlll e Xbal, uma banda de 352pb de
corresponde a 3'UTR ddx4 Clivada por Xbal e EcoRI (Figura 8). A regidao 3’'UTR de
ddx4 apresenta o sitio de restricdo para Hindlll que gerou uma segunda banda de

aproximadamente 165 pb.
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Figura 7- Visualizacdo dos vetores clivados pPSP64-gfp e pGEM-T-Pm-ddx4 3’'UTR. Clivados com as
enzimas de restricdo Xbal e EcoRlI, observados em gel de agarose a 1%.
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FONTE: ROSERO, J.M., 2023.
Legenda — (L) ladder. (1) vetor pPSP64-gfp clivado. (2) vetor pGEM-T 3’'UTR ddx4 com enzimas apo6s

a clivagem. Pontas das setas sinalizam as bandas recuperdas.

Figura 8- Mapa de restricdo do vetor de transcricdo pSP64-gfp—Pm-ddx4 3'UTR apds a clivagem com
Xbal, Hindll e EcoRI. Visualizado em UV, em gel de agarose a 1%.

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.
Legenda — (L) ladder. (1-4) vetor de transcricdo pSP64-gfp-Pm-ddx4 3’'UTR
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Na Figura 9, € mostrado o mapa ilustrativo dos vetores construidos indicando

0s sitios de restricdes.
Figura 9- Mapa dos vetores de transcri¢cdo construidos com o inserto de 3’'UTR de ddx4

7 Hindll (2) 7 Hindlll (2)
DsRed

691 Xbal (1)
856 Hindlll (2)

733 Xbal (1)

898 Hindlll (2)

pSPB4-GFP 3UTR ddx4 pSP64-DsRed 3'UTR ddx4

4194 bp 4152 bp

1250 EcoRI (1) 1208 EcoRI (1)

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — (A) pSP64 e a regido codificadora de gfp. (B) pSP64 e a regido codificadora de DsRed. Os
sitios de restricdes sdo mostrados nos mapas. Os mapas foram desenhados utilizando o programa A
plasmid editor (ApE).

A construcdo do vetor de transcricdo pSP64-DsRed-Pm-ddx4 3’'UTR foi obtido
com os mesmos procedimentos e enzimas de restricdes da construgdo do vetor
pSP64-gfp-Pm-ddx4 3'UTR. O mapa de restricdo do vetor de transcricdo usando a
regido codificadora de DsRed mostrou quatro bandas, sendo a banda correspondente
ao vetor clivado de 2951 pb, a do gene repérter DsRed de 674 pb clivada por Hindlll
e Xbal e uma banda de 352 pb de correspondente a 3’UTR ddx4 clivada por Xbal e
EcoRI. A banda de 165 pb proveniente da regido 3’'UTR do ddx4 clivada pela enzima
Hindlll,

Os vetores construidos pSP64-DsRed-Pm-ddx4 3'UTR e pSP64-gfp-Pm-ddx4
3'UTR, utilizando a regido 3'UTR do mRNA de ddx4 de bagre sapo, foram utilizados
para sintese in vitro dos mRNAs denominados DsRed-Pm-ddx4 3'UTR e gfp-Pm-ddx4
3'UTR suspensos em 200 mM de KCI na concentragao final de 100 ng/uL.
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5.4 AVALIACAO DOS MARCADORES CELULARES NA IDENTIFICACAO DE
PGCs in vivo

5.4.1 Identificacdo de PGCs in vivo no desenvolvimento embrionario

de P. mangurus

O inicio da deteccao da fluorescéncia de DsRed/GFP nos embrides de P.
mangurus, ocorreu no estagio de blastula (Figura 10 A, A’), sendo que aparentemente,
os embrides com DsRed apresentavam maior intensidade de fluorescéncia do que os
embrides contendo a GFP. No entanto, foi observada o aumento na intensidade da
fluorescéncia das duas proteinas reporteres apenas no inicio da fase de gastrula. A
identificacdo de PGCs in vivo nos embrides de P. mangurus foi obtida através da
analise de microscopia de fluorescéncia da proteina DsRed, em ovos microinjetados
com o mRNA dsred-Pm-ddx4 3'UTR.

Durante a segmentacao inicial (6-10 somitos) ndo foram evidenciadas as PGCs
e 19 horas apés a fertilizacdo (hpf), na fase de segmentacao final com 28 somitos,
previamente a eclosdo, PGCs-DsRed positivas foram visualizadas no plano lateral
acima da extensao do vitelo, na regido medial do embrido, em sentido ao eixo dorsal-
caudal dos embrides entre sétimo e decimo primeiro somitos (Figura 10 B, B’). Durante
o acompanhamento na segmentacdo com 28 somitos as PGCs-DsRed positivas se
encontram distribuidas individualmente, e em alguns embrides, as PGCs se
concentraram na regido precursora a crista gonadal. Os experimentos foram
realizados a 25°C e a eclosao ocorreu em 20 hpf, quando os embrides apresentavam
de 29 a 30 somitos (Figura 10, C’, D’). O rapido desenvolvimento das larvas de bagre-
sapo permitiu observar a diferenciacédo das estruturas do trato digestoério 2 horas apos
a ecloséo (hpe), no inicio do periodo larval (22 hpf). Neste periodo, as PGCs estavam
localizadas acima da regido precursora do tubo digestoério, abaixo dos somitos entre
0 sétimo até decimo quito somito (Figura 11 A, A’). Alguns embrides apresentaram
PGCs com menor intensidade de fluorescéncia nas regiées correspondentes descritas
acima.

Durante o acompanhamento da rota de migracdo das PGCs, no primeiro dia
apos a eclosao (dpe), ap6s 46 hpf, as PGCs distribuidas acima do intestino primitivo

se deslocaram ligeiramente entre o oitavo e decimo primeiro somito, além disso
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tornaram se mais evidentes devido a diminuicdo da fluorescéncia (background) das
células somaticas, (Figura 11 B, B’). O embrido que apresentou PGCs entre o sétimo
e 0 decimo quinto somito durante a eclosédo nao sobreviveu até o 1 dpe. Nesta fase (1
dpe), as PGCs DsRed-positivas encontravam-se separadas determinado se o
tamanho em meédia de 25 um, igual ao apresentado durante as 19 hpf. Apds este
periodo, as PGCs foram observadas com menor intensidade de fluorescéncia, e no 2
dpe (70 hpf) ndo foi possivel visualizar as PGCs-DsRed positivas nas larvas,
evidenciando a rapida degradacdo do mRNA nas PGCs assim como ao aumento da
pigmentacdo externa dos animais dado ao rapido crescimento das larvas de bagre

sapo.
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Figura 10- Inicio da expressdo dos genes repdrter e visualizacdo de PGCs in vivo durante o

desenvolvimento embriondrio de P. mangurus, pela microinjecdo do mRNA sintético DsRed-Pm-ddx4
3'UTR, sob estereomicrospio em luz normal e fluorescéncia.

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — Legenda — A, A’- Embrido em fase de blastula com luz normal e sob fluorescéncia
respetivamente. B, B’- Embrido em fase de segmentacdo com 28 somitos (19 hpf) com luz normal e
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sob fluorescéncia respetivamente. C, C’ Embrido em fase de segmentacdo com 30 somitos (20 hpf)
com luz normal e sob fluorescéncia respetivamente. D, D’- embrido em menor aumento regido
magnificada em C e C’ com luz normal e sob fluorescéncia, respetivamente. As pontas das setas
brancas sinalizam as PGCs. Estrela sinaliza a extenséo do vitelo. Seta cinza sinaliza abertura anal em
formacdo. A barra representa 200 um.

Figura 11- Visualizacdo de PGCs in vivo em larvas de P. mangurus ap0s a eclosao e no primeiro dia
apos a ecloséo, pela microinjecdo do mRNA sintético DsRed-Pm-ddx4 3'UTR, sob estereomicrospio
em luz normal e fluorescéncia

A

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — A, A’- larva com 30 somitos (22 hpf) visualizada sob luz normal e fluorescéncia,
respetivamente. Pontas das setas sinalizam as PGCs. Setas pretas com borda branca sinalizam PGCs
com menor intensidade de fluorescéncia. Colchete sinaliza o tubo digestor primitivo. Asterisco sinaliza
a abertura anal em formacéo. Estrela indica a reducéo da extenséo do vitelo. B, B’- larva de 1 dpe com
32 somitos (46 hpf) com luz normal e sob fluorescéncia, respetivamente. As pontas das setas sinalizam
as PGCs. Setas pretas com borda branca sinalizam PGCs com menor intensidade de fluorescéncia.
Colchete sinaliza o tubo digestoério primitivo mais desenvolvido. Estrela indica mucos no aparato
digestério. A barra representa 200 pm.

5.4.2 Ddx4 3'UTR de bagre sapo como marcador de PGCs nas

espécies neotropicais

Para avaliar se a regidao 3’UTR do mRNA de ddx4 de bagre sapo era funcional
para a marcacao de PGCs, bem como se esta regido era conservada para diferentes
espécies, os mMRNAs sintéticos produzidos foram microinjetados em ovos recém

fecundados de A. altiparanae e P. lineatus. Em embrides de A. altiparanae
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microinjetados com o MRNA gfp-Pm-ddx4 3’UTR, a visualizacdo das PGCs foi
inicialmente observada durante a fase de gastrula com 70% de epibolia (Figura 12 A).
O numero de PGCs durante esta fase foi entre 4-5 células, localizando se no epiblasto,
as quais conforme ao avanco dos movimentos de convergéncia, as PGCs se
deslocaram lateralmente em direcdo a placa neural em formacdo durante a fase de
gastrula com um 90% de epibolia. Os detalhes do padrao migratério das PGCs no
desenvolvimento embrionéario de lambari encontram se no apéndice C.

ApGs a formagao da notocorda as PGCs se distribuiram acima do saco vitelino
a ambos lados dos somitos e foram bem definidas durante a migracdo gracas a
diminuicdo do background na fase de segmentacdo com 10 somitos (Figura 12 B, C).
Em P. lineatus, as PGCs foram visualizadas com menor intensidade de fluorescéncia
durante a fase de segmentagdo com 6 somitos, quando os zigotos foram injetados
com gfp-Pm-ddx4 3’'UTR (Figura 12 D). Similarmente aos dados obtidos com lambari,
a melhor identificacdo das PGCs s6 foi possivel com o avanco do desenvolvimento
embrionario (Figura 12 E, F). Nas larvas marcadas com DsRed foi observado maior
background, dificultando a efetiva visualizacdo das PGCs em gastrula 70% de epibolia
e segmentacdo com 6 somitos, sendo possivel identificar as PGCs-Dsred positivas
nos embrides na fase de segmentacdo com mais de 15 somitos em ambas espécies.

A marcacdo de PGCs pela microinjecdo do mRNA DsRed-Pm-ddx4 3'UTR
resultou em melhor definicdo das PGCs nas 3 espécies, durante a fase de
segmentacdo final e na eclosdo (Figura 13). No entanto, na andlise das rotas
migratorias das PGCs, a observacao da duracéo da fluorescéncia foram feitas usando
0 marcador que propiciou a visualizacdo das PGCs mais precocemente, sendo GFP
para curimba e lambari e DsRed para bagre sapo, pois nos embrides de bagre sapo
que foram microinjetados com o mRNA contendo o reporter GFP, nao foi possivel a
identificar as PGCs durante a segmentacdo final devido a baixa intensidade de
fluorescéncia nas PGCs e alto background de fluorescéncia nas células somaticas
(Figura 13). Isso dificultou a identificagdo das PGCs nos embrides e nas larvas recém
eclodidas. Além disso, as larvas com PGCs-GFP positivas ndo apresentaram

fluorescéncia 1 dpe.
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Figura 12- Inicio da visualizacdo de PGCs em larvas de A. altiparanae e P. lineatus pela microinjecao
do mRNA gfp-pm-ddx4 3’'UTR, sob estereomicrospio com fluorescéncia.

ONTE: ROSERO, J.M., 2023.
Legenda - A, B, C-- Embrido de A. altiparanae. A -Embrido em fase de gastrula com 70% de epibolia.
B- Embrido com 10 somitos. C - Area magnificada da quadricula em B. D, E, F -Embrido de P. lineatus.

D — Embrido com 6 somitos. E- Embri&o com 12 somitos. F- Area quadricula em E amplificada. Pontas
das setas brancas indicam as PGCs. A barra representa 200 pm.
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Figura 13- Diferencas na intensidade de fluorescéncia (GFP/DsRed) nas PGCs de P. mangurus, P.
lineatus e A. altiparanae durante a eclosdo. Embri6es microinjetados com os mRNAs gfp-Pm-ddx4
3'UTR e DsRed-Pm-ddx4 3’'UTR, sob fluorescéncia

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — A, A’-Larva recém eclodida de A.altiparanae, B, B’- Larva recém eclodida de P. lineatus. C,
C’- Larva recém eclodida de P. mangurus. Pontas das setas brancas indicam as PGCs. A barra
representa 200 pm.

Apos a ecloséo, foi feito o acompanhamento das larvas com PGCs-GFP/Dsred
positivas (n = 5), sendo observada a diminuicdo do background 1 dpe (Figura 14).
Além disso observou-se o rapido desenvolvimento dos sistemas organicos das larvas
de P. mangurus 1 dpe, em relagéo aos Characiformes utilizados, tais como a presenca
de muco no tubo digestor em desenvolvimento, a pigmentacédo externa das larvas

(olho e cabecga) e a definicdo da estrutura bucal em formagé&o. Estes acontecimentos
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podem estar relacionados com o fato de ndo ser mais observada as PGCs apds este
periodo.

Figura 14- Duracdo da intensidade de fluorescéncia nas PGCs em larvas de P. mangurus, P.
lineatus e A. altiparanae a partir do 1 dpe até a desaparicdo da fluorescéncia. Embrides
microinjetados com 0s mMRNAs gfp-Pm-ddx4 3’'UTR e DsRed-Pm-ddx4 3'UTR, sob estereomicrospio

A

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — A, - Larva de P. mangurus 1 dpe sob luz normal e fluorescéncia. B - Larva de P. lineatus 1
dpe sob luz normal e fluorescéncia. C - Larva de A. altiparanae 1 dpe sob luz normal e fluorescéncia.
A’, B’, C’- areas magnificadas das quadriculas em A, B, C. D, D’ - Area amplificada da regi&o da crista
gonadal da larva de A. altiparane com 9 dpe sob luz normal e fluorescéncia. E, E’- Area amplificada da
regido da crista gonadal da larva de P. lineatus 7 dpe sob luz normal e fluorescéncia. Pontas das setas
brancas indicam as PGCs. Seta cinza indica a boca em formacé&o. A barra representa 250 pm.

O acompanhamento das larvas permitiu evidenciar o periodo em que as PGCs
podem ser ainda observadas pela fluorescéncia com o avanco dos dias de
desenvolvimento. Nas larvas de A. altiparanae as fluorescéncias da GFP e Dsred
foram observadas durante 9 dpe (Figura 14 D, D’), enquanto nas larvas de P. lineatus,
a fluorescéncia da GFP e Dsred foram observadas até 7 dpe (Figura 14 E, E’).

Em bagre sapo foi avaliado o nimero de PGCs a partir da primeira visualizagao

e durante a migracdo, bem como o periodo de visualizacdo o da fluorescéncia do
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DsRed em larvas de P. mangurus nas PGCs. Para P. mangurus o acompanhamento
em larvas so foi possivel quando os zigotos foram microinjetados com o construto que
contendo o DsRed, sendo observada a diminuicdo do niumero de PGCs apos a
eclosdo (Figura 15, A). A comparacdo do inicio da visualizacdo e o periodo de
visualizacéo da fluorescéncia nas PGCs, definiu-se quatro momentos de analises de
visualizacdo de PGCs, sendo o primeiro durante a fase de gastrula com 70% de
epibolia, segmentacéo inicial (de 6 a 15 somitos), segmentacéo final quando o vitelo
comeca se estender (mais de 16 somitos) e durante a eclosdo (Figura 15, B). Nas
espécies de Characiformes verificou-se a proliferacdo celular durante o
desenvolvimento embrionario e o decaimento visual da intensidade de fluorescéncia
no nimero médio PGCs nas larvas conforme ao avanco dos dias. A fluorescéncia nas
PGCs nao foi mais observada no 8 dpe em curimba, enquanto que em lambari foi
observada fluorescéncia até o 9 dpe, com o inicio da proliferacdo das PGCs (Figura
15, B).
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Figura 15- Namero médio PGCs-DsRed postivas de P. mangurus, e PGCs-GFP positivas de
A. altiparane e P. lineatus marcados pela microinjegdo de mRNA sintético durante o
desenvolvimento embrionario até a fase larval. Embries e larvas mantidos a 25°C.
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FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda- A- Numero médio de PGCs de bagre sapo durante o inicio da visualizacdo até a até a fase
larval ainda possivel de observar as PGCs por fluorescéncia. B- Comparagéo do nimero médio PGCs
de P. mangurus, A. altiparane e P. lineatus a partir do inicio da visualizacé@o até periodo larval que as
PGCs ainda séo possiveis de serem observadas.

Em bagre sapo, um total de 521 zigotos (oriundos de trés repeticfes) foram
micronjetados usando o gene reporter dsred, obtendo 3% de PGCs-DsRed positivas
durante a fase de segmentacao final, porcentagem obtida a partir do nimero de
microinjetados. A partir da eclosdo (n = 59), 29 + 0,16% das larvas apresentaram
PGCs-DsRed positivas. Além disso, duas outras das larvas de 1 dpe, que ndao haviam
mostrado PGCs fluorescentes anteriormente, evidenciaram PGCs-DsRed positivas,
acrescentando 3,3% na marcacao de PGCs em larvas, sendo a marcacao total de
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PGCs apo0s a ecloséo de 32,3%. Resultados semelhantes foram obtidos quando 547
oocitos recem fertilizados de bagre sapo foram microinjetados com o0 mRNA gfp-pm-
ddx4 3’'UTR. Durante a eclosao, a porcentagem de marcacéo de PGCs-GFP positivas
foi de 3%. No entanto, um dia apds eclosdo, ndo foi possivel observar PGCs
fluorescentes nas larvas. Nao foi observada diferenca significativa ha marcacao final
e sobrevivéncia dos embrides microinjetados com gfp-Pm-ddx4 3'UTR ou DsRed-Pm-
ddx4 3'UTR.

Em A. altiparanae foram microinjetados 512 zigotos obtendo-se 29 + 0,03% de
marcacao até a eclosdo e partir das larvas vivas apés a eclosao (n =260) um 59 +
0,14% das larvas apresentaram PGCs-GFP positivas. Em P. lineatus foram
micronjetados 253 zigotos, obtendo 16 + 0,00% de marcacdo até a eclosdo e nas
larvas apés a eclosdo (n = 66), 72 £ 0,16% apresentaram PGCs-GFP positivas. A
visualizacdo do maior numero de embrides com PGCs marcadas foi observado na

fase da segmentacao final (Tabela 2), nas trés espécies.

A porcentagem de sobrevivéncia na eclosao (Tabela 3) dos embrides de P.
mangurus microinjetados foi de 12,2% * 1,8, demostrando a sensibilidade dos
embrides a micromanipulacao, quando comparado com o controle sem cérion (31,7%
+ 4,7) e controle com corion (72,5 + 5,9), apresentando diferenca significativa (p =
0,006) entre o tratamento microinjetado com DsRed-Pm-ddx4 3'UTR mRNA e os
grupos controles. Em relacdo a larvas normais e anormais, ndo foi observada
diferenca significativa entre os embrides microinjetados e os controles.

Nos Characiformes, a sobrevivéncia na ecloséo foi de 52,0 = 5,7% em A.
altiparanae (Tabela 4), valor préximo ao controle sem cérion (64,9 + 5,3%) e com
corion (71,7 £ 4,371%) enquanto que em P. lineatus 26,3 + 6,5% sobreviveram na
eclosdo (Tabela 5), sendo semelhante ao controle sem cérion (31,1 +1,9%) e com
corion (64,2 + 10,5%). Portanto, para ambas espécies nao foi verificada diferenca
significativa entre os tratamentos microinjetados e 0s grupo controle. A taxa de larvas
normais e anormais ndo foi influenciada pela remocdo do coérion e ou com

microinje¢cdao, mantendo-se nos mesmos valores para todos 0s grupos.
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Tabela 2- Porcentagem de embries com PGCs marcadas pela microinjecdo de mRNA sintético durante o desenvolvimento embrionario de A. altiparanae, P.

lineatus e P. mangurus

Porcentagem de embrides com PGCs

Porcentagem de
larvas com PGCs

Espécie NUmero Reporter  Gastrula 70%  Segmentacao inicial ~ Segmentacéo final ~ Total eclosédo Larvas marcadas (%)
Injetados epibolia (%) (%) (%) (%)

A. altiparanae 512 ofp 2+0,00 12 £ 0,03 16 + 0,06 29+ 0,03 59 + 0,14 (71/260)

P. lineatus 253 ofp - 6+ 0,00 11 +0,01 16 = 0,00 72 £ 0,16 (41/66)

P. mangurus 547 afp - - - 30,00 23 £ 0,05 (18/88)

P. mangurus 521 dsred - - 310,01 310,01 29+ 0,16 (18/59)

Tabela 3- Sobrevivéncia durante o desenvolvimento embrionario e normalidade das larvas de P. mangurus, microinjetados com DsRed-Pm-ddx4 3’'UTR mRNA,
mantidos em solu¢é@o de Characin. Os controles com cdrion (CCC) e sem corion (CSC) mantidos nas mesmas condicoes.

Total Néo Fertilizados (%) Clivagem (%) Blastula (%) Gastrula (%) Segmentacéao (%) Ecloséo (%) Normal (%) Anormal (%)
CccC 225 22,6 + 0,1 77,9 + 8,2 82,6 + 51 80,8 + 51 79,02 + 50 72,52 + 59 926 + 42 74 + 4.2
CsC 241 20,1 + 0,1 79,9 + 10,1 73,6 + 41 714 + 4,7 65,9 + 6,0 31,7° + 4,7 84,7 + 4,7 153 + 47
DsRed 521 32,0 + 0,1 82,6 + 84 820 + 50 77,7 + 82 42,0° + 34 12,20 + 18 716 + 84 284 + 84
p-value 0,946 0,946 0,508 0,669 0,013 0,0006 0,213

Valores de p < 0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos controles e grupo experimental em cada estagio de desenvolvimento.
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Tabela 4- Sobrevivéncia durante o desenvolvimento embrionario e normalidade das larvas de P. mangurus, microinjetados com gfp-Pm-ddx4 3’'UTR mRNA,
mantidos em solucdo de Characine. Os controles com corion (CCC) e sem corion (CSC) mantidos nas mesmas condi¢cées

Total N&o Fertilizados (%) Clivagem (%) Blastula (%) Gastrula (%) Segmentacao (%) Eclosao (%) Normal (%) Anormal (%)
CccC 301 18,1 + 0,1 819 + 10,4 810 + 65 795 + 6,7 7342 + 93 6812 + 114 9262 + 43 74 + 43
CsC 284 23,1 * 0,1 76,9 £ 10,6 75,7 + 72 697 * 95 53,9 + 14 321 £+ 54 720° + 17 280 + 1,7
GFP 547 32,0 * 0,1 66,1 =+ 0,8 59,1 + 5,7 445 + 10,7 33,7 + 78 154 + 21 748° + 52 252 + 52
p-value 0,583 0,583 0,206 0,153 0,047 0,016 0,049
Valores de p < 0,05 indicam diferenca significativa entre os grupos controles e grupo experimental em cada estagio de desenvolvimento.
Tabela 5- Sobrevivéncia durante o desenvolvimento embrionario e normalidade das larvas de A. altiparanae, microinjetados com gfp-Pm-ddx4 3’UTR mRNA,
mantidos em solu¢éo de Holtfreter. Os controles com cérion (CCC) e sem corion (CSC) mantidos nas mesmas condi¢des
Total N&o Fertilizados (%)  Clivagem (%) Blastula (%) Gastrula (%) Segmentacédo (%) Eclosé&o (%) Normal (%) Anormal (%)
CCC 225 5,2 + 00 94,8 + 3,6 896 + 3.8 84,9 + 55 79,7 + 56 71,7 + 43 948 + 52 7.2 + 3,7
CSC 299 3,5 + 00 965 + 15 886 * 4.1 79,6 + 8,3 77,6 + 7,3 64,9 + 53 90,8 + 10 972 + 1,0
GFP 512 51 + 0,0 949 + 32 862 + 55 68,2 + 37 57,9 + 22 52,0 + 57 834 + 80 1438 + 27
Nao houve diferenca significativa entre os grupos controles e grupo experimental em cada estagio de desenvolvimento (p < 0,05).
Tabela 6- Sobrevivéncia durante o desenvolvimento embrionério e normalidade das larvas de P. lineatus microinjetados com gfp-pm-ddx4 3’'UTR mRNA,
mantidos em solugdo de Characin. Os controles com cérion (CCC) e sem cérion (CSC) mantidos has mesmas condi¢ces
Total Na&o Fertilizados (%)  Clivagem (%) Blastula (%) Gastrula (%) Segmentacdao (%) Eclosao (%) Normal (%) Anormal (%)
CcCC 217 15,2 + 0,1 84,8 + 8,2 855 * 48 81,8 + 49 79,6 + 50 64,2 + 10,5 71,7 + 74 283 + 74
CsC 214 57 + 0,0 943 + 23 791 + 31 73,3 + 4,7 59,8 + 7,0 31,1 + 19 776 + 32 224 + 3,2
GFP 253 10,7 + 01 893 + 7,2 7710 £ 59 66,4 + 59 50,3 + 123 26,3 + 65 850 + 39 150 + 3,9

N&o houve diferenca significativa entre os grupos controles e grupo experimental em cada estagio de desenvolvimento (p < 0,05).
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5.5 AVALIACAO DA EXPRESSAO SEMI-QUANTITATIVA E TECIDO
ESPECIFICA DE ddx4 E dnd1

Os primers de ddx4 e dnd1 (Tabela 1) foram testados em cDNA das diferentes
fases embrionérias e larvais. Durante o desenvolvimento embrionério foi detectada a
expressao de ddx4 em ovo nao fertilizados, nas fases de duas e oito células e blastula,
sendo observado diminuicdo na intensidade das bandas, em gastrula com 50% de
epibolia, segmentacdo, mas ainda perceptivel na fase de eclosédo (Figura 10). A
expressdo de dndl foi detectada em quase todas as fases avaliadas do
desenvolvimento embrionario, com a excecao de gastrula com 50% de epibolia e
segmentacao (Figura 16). Durante o inicio do periodo larval os genes ddx4 e dndl
ndo foram expressos demostrando que a expressao neste periodo nao pode ser
detectada quando utilizando larvas inteiras, de 1 até 7 dias apés a eclosdo, para a
extracdo do RNA total. A expressdo do enddégeno actb foi detectada em todas as
amostras do desenvolvimento embrionério e larval.

Figura 16- Amplificagdo de dndl, ddx4 e actb a partir do cDNA de amostras do desenvolvimento
embrionério de P. mangurus, visualizadas em gel de agarose a 2%.

1 2 3 4 5 6 7

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.
Legenda — (1) ovo, (2) duas células, (3) oito células, (4) blastula, (5) gastrula com 50% de epibolia, (6)
segmentacdo com 10 somitos, (7) ecloséo.

Em tecidos de macho e fémea adultos, o gene ddx4 so6 foi expresso nas
gbnadas de ambos sexos, enquanto que dndl foi expresso somente em gonada de
fémea adulta (Figura 17). A expresséao do gene endbégeno actb, foi detectada em todas

as amostras avaliadas.
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Figura 17- Eletroforese da amplificacdo de dndl, ddx4 e actb em tecidos de fémea e macho de
P.mangurus em gel de agarose de 2%.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda — (1) rim, (2) cérebro, (3) musculo, (4) figado e (5) gbnada de fémea adulto e (6) rim, (7)
cérebro, (8) musculo, (9) figado e (10) gbnada macho adulto.

No alinhamento multiplo dos aminoécidos de Ddx4 foi verificada alta identidade
entre as sequéncias utilizadas, demostrando que os dominios DEAD-box helicase e
da helicase C-terminal (Figura 18) sdo bem conservados entre estas espécies, pois
estes dominios estdo envolvidos em processo celulares, como o desenrolamento e
degradacdo de RNA e splicing. O grau de identidade de ddx4 de bagre com outras
espécies de siluriformes foi de 90,55% com Ictalurus punctatus e 85,25% Rhamdia
quelen e com o characiformes apresentou 80,75% (Astyanax mexicanus). A proteina
Dndl de bagre sapo apresenta menor identidade com as sequencias de outras
espécies, comparado a identidade obtida usando Ddx4. A regido conservada
corresponde ao inicio do motivo Il (Figura 19), conhecido como um dos dominios de
ligacdo de RNA, com a funcdo de reconhecimento e ligagdo de RNA. As regides
correspondentes aos motivos como os dominios foram determinadas pela plataforma

Blastx.



64

Figura 18- Alinhamento mdltiplo dos aminoacidos de Ddx4 de P. mangurus, Pangasianodon
hypophthalmus, Ictalurus punctatus, Rhamdia quelen, Astyanax mexicanus
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Pseudopinelodus  VIGRGKYGLSKVRYLYLDEADRHLDHGF EPDHRRL YNSPGHPSKEEROTLHFSATYPEDIORAARDFLKYD YLFLAYGYYGGACSO VEQHITOVTOYSKREQLLELLKT TGTERTHYFYE TKRSADFIAT
Pangasianodon TIGRGKVGLSKVRYLVLDEADRHLDHGFEPOARKLYNSPGHPPRKEERDTLHFSATYPEDIORLARDFLEYDYLFLAYGYVGGACSO IEQHITOVTOYSKREQLLELLKT TGTORTHYFYETKRSADFIAT
Ictalurus VIGRGKYGLSKILYLYLDEADRHLDHGFEPDHRKLYNSPGHPPKEEROTLHFSATYPEDIORLARDLLEYDYLFLAYGYYGGACSOVEQHIIOVTOYSKREQLLDLLKATGTERTHYFYETKRSADFIAT
Rhandia ITHRGKVGLSKIRFLYLDEADRHLDHGFEADHRKLYNSPGHPSKEEROTLHFSATYPEDIOKLARDFLEYD YLFLAYGYVGGACHO IEQHITOVTOYSKREKLLDLLKTTGTORTHYFVETKRSADF IAT
Astyanax TIGRGKYGLSKLRYLYLDEADRHLDHGF EPDHRKLVSSPGHPAKEERDTLHF SATYPEDIORLARDFLKYD YLFLAYGYVGGACSD VEQHITOVDOYSKREQLLELLKT TGTERTHVFVETKRSADFIAT
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Pzeudopinelodus  FLCOEKYPTTSIHGOREQREREKALSOF RTGOCPYLYATSVARRGLDIEHYOHVVNFOLPKDIDEYVHRIGRTGRCGHTGRAYSFFOPEAD TPLARSLVKVLSGAODEVPSHLEEIAFSAHGT TGF HPRII
Pangasianodon FLCOEKYPTTSIHGDREQREREKALGOFRTGOCPYLYRTSYARARGLDYEHYOHYYNFOLPKDIDEY YHRIGRTGRCGHNTGRAYSFFDOPDSOTPLARSLYKYLSGAODEYPSMLEETRFSAHGT TGFHPRG
Ictalurus FLCOEKYPTTSIHGDREDREREKALSDFRTGRCPYLVATSYARRGLDIEHYOHYYHFOLPKSIDEYVHRIGRTGRCGHTGKAYSFFDPAPDTPLARSLVEYLSGADDEYPSHLEEIAFSAHGT TGFHPHG
Rhandia FLCOEKHPTTSIHGDREQRERE TALROFRTGOCPYLYATSYARRGLDIEHYOHYYHFOLPKEIDEYVHRIGRTGRCGNTGRAYSFFDPEADTPLARSLYEVLSERQUEVPSHLEETALGAHGT TGFNPRG
rﬂslww FLCOEKYPTTSIHGDREQREREKALSDFRTGOCPYLYATSYARRGLOTEHYQHYVHFOLPNNIEE Y YHRIGRTGRCGHTGRAYSFFYPESDTPLARSLYKYLTGAOQEYPPHLEEIAFSAHGT TGFHPRG
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Ictalurus  NVFASCOSRRGGSFHKNOA--POPPAOST-TAEADE-DHE
Rhandia KYFASTOSRRGGSFTRHLA--POPAROSTYTARADDDOHE
RAstyanax KYFASTDTRKGGSFOKHORARPPPAROSTGARADDDEEHE
Consensus  kVFASLDLRrGGSF  kNqa, .PopaaliSt LA, agk, e

FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda- As molduras indicam o inicio das regiées conservadas entre as espécies. Moldura preta inicio
do dominio DEAD-box helicase e moldura amarela inicio da helicase C-terminal. Os IDs GenBank para
ddx4 usados para este estudo foram: XP_026797781.2 de Pangasianodon hypophthalmus,
XP_017345568.1 Ictalurus punctatus, AHL68988.1 de Rhamdia quelen, XP_022536980.1 de Astyanax
mexicanus. Alinhados com o programa MultAlin.

Figura 19- Alinhamento multiplo dos amino&cidos de Dndl de P. mangurus. Pangasianodon
hypophthalmus, Ictalurus punctatus, Tachysurus fulvidraco, Astyanax mexicanus
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FONTE: ROSERO, J.M., 2023.

Legenda- A moldura indica o inicio de um dos dominios de ligagdo de RNA. Os IDs GenBank para dnd1
usados para este estudo foram: XP_026774658.1 de Pangasianodon hypophthalmus,
XP_017340221.1 Ictalurus punctatus, XM_027141187.1 de Tachysurus fulvidraco, XP_007253662.3
de Astyanax mexicanus. Alinhados pelo programa MultAlin.
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6. DISCUSSAO

A regiao 3’UTR do mRNA de ddx4 de bagre sapo proporcionou a regulacdo da
traducéo do gfp e dsred em trés espécies neotropicais, e sua expressao foi mantida
por mais tempo em PGCs do que em células somaticas gragas aos mecanismos de
estabilizacdo como é a interagdo da regido 3’'UTR como os microRNA (miR-430), que
promovem a degradacdo dos mRNAs de origem materno (LABBE; ROBLES;
HERRAEZ, 2017; MIGNONE et al., 2002; SAITO et al., 2011). Indicando assim, que
caracteristicas intrinsecas da migragdo de PGC em P. mangurus poderiam ter
impedido a visualizagdo das PGCs durante as fases inicias do desenvolvimento
embrionario desta espécie.

Além disso, outras regides 3’'UTR de nanos3 (P. mangurus), nanosl (Danio
rerio) e buc (P. mangurus), previamente avaliadas para marcacao de PGC de bagre
sapo, nao foram efetivas na marcacao (SHIGUEMOTO et al.,, 2022), tornando-se
necessario a avaliagcdo do mRNA sintético utilizando a regidao 3'UTR de ddx4 em
espécies com as rotas migratérias das PGCs ja descritas, como no lambari (SILVA,
2016) e curimba (COELHO et al., 2021), no intuito de verificar a funcionalidade dos
construtos, devido ao fato que P. mangurus é uma espécie de reproducao sazonal, de
dificil captura e reproducédo em cativeiro No entanto, novos resultados foram obtidos
em lambari em rela¢éo ao inicio da visualizacdo de PGCs.

Nas espécies de Characiformes microinjetadas com o mRNA gfp-Pm-ddx4
3'UTR foi obtida a identificacdo das PGCs, demostrando a funcionalidade e
conservacao da sequéncia 3° UTR do mRNA de ddx4 nas espécies das diferentes
ordens taxondmicas avaliadas, sendo que a capacidade das regides 3'UTR
funcionarem em diferentes espécies ja € de conhecimento na literatura (SAITO et al.,
2006; NAGASAWA et al., 2013; COELHO et al., 2019, 2021). Assim as PGCs foram
evidenciadas gracas a diferenciacdo das células soméaticas que apresentam uma alta
taxa de divisdo celular em relagédo as PGCs, diminuindo a concentracdo das proteinas
fluorescentes nestas células subsequentes, e devido a degradacédo do mRNA sintético
microinjetado, uma vez que as células somaticas ndo possuem as proteinas
especificas de ligacao a regidao 3’'UTR dos mRNAs especificos de PGCs que inibem
degradacgéo destes mRNASs.

O uso da regidao 3'UTR de ddx4 para marcacédo de PGCs em lambari, permitiu
a identificacdo das PGCs na fase gastrula com 70% de epibolia com visualizagdo do
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deslocamento espaco-temporal durante a fase de gastrula, somitogénese até a
eclosdo, enquanto que para a regiao reguladora 3’UTR de nanosl de peixe zebra o
inicio da visualizacdo de PGCs ocorreu na fase de somitos (SILVA, 2016). As PGCs
de A. altiparanae, observadas a partir da fase de gastrula, € relacionado as funcdes
dos genes para cada espécie (KAWAKAMI et al.,, 2011; MISHIMA et al., 2006;
OMURA; LOTT, 2020). No entanto, as diferencas entre as fases de visualizacdo das
PGCs entre as espécies dependem de interagdes complexas entre proteinas e mRNA
ao regular a traducdo dos mRNAs especificos de PGCs e a degradacdo dos mRNAs
de origem materno num processo que depende do tamanho do embrido e tempo do
desenvolvimento do embrido em cada espécie (MERCER et al., 2021; SAITO et al.,
2006; YAMAHA et al., 2010).

A manutencdo dos embrides de P. mangurus durante o desenvolvimento
embrionario foi de dificil execucdo, resultando em poucos embrides vivos até a
somitogénese final (12,2 £ 1,8%), etapa onde foi obtida a visualizacdo de PGCs, se
obtendo um 29 + 0,16% de marcacao. Apds a micromanipulacdo, a manutencéo da
viabilidade dos embrides sem cérion de bagre e curimba que sao espécies migratorias
(MACEDO-SOARES, 2006) foi limitada pelas demandas carateristicas dos ovos
demersais (CARVALHO et al., 2022). No entanto, o 3% de marcacéo total, pode ser
incrementada ao melhorar a sobrevivéncia dos embrides microinjetados.

Entre as carateristicas préprias dos ovos demersais é a marcada coloracao do
vitelo (KUNZ, 2004), sendo verde esmeralda em bagre sapo, amarelo-marrom em
lambari e cinza em curimba. Nesse contesto, existe uma relacdo entre o nivel de
coloracdo dos ovos dados pelos carotenoides acumulados com a disposicao do
oxigénio do ambiente, sendo observados ovos mais coloridos em entornos de baixa
concentragéo de oxigénio (KUNZ, 2004).

Assim os carotendides se tornam suscetiveis a oxidacdo, em entornos com
maiores concentragfes de oxigénio (NAKANO; WIEGERTJES, 2020), atuando como
pré-oxidante, quando o radical carotendide reage com oxigénio (O2) formando um
radical carotendide peroxila, o que promove o dano oxidativo em biomoléculas como
DNA e proteinas (RIBEIRO et al., 2018). Sendo que o vitelo pode estar em contato
direto com o meio de manutengdo apos a retirada do corion além das laceracdes
produzidas pela microinjegao.

A baixa sobrevivéncia também pode estar ligada ao volume da solucdo do

MRNA injetado, pois como foi testado em A. altiparanae e P. lineatus espécies, baixos
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volumes de mRNA (~10 nL na concentracédo de 100 ng/uL) ndo foram eficientes para
obtencdo de fluorescéncia pela proteina GFP/DsRed nas PGCs (dados néo
publicados). Considerando-se que cerca de 20 nL de mRNA sintético (100 ng/uL)
proveniente dos vetores construidos, utilizando as regides codificadoras gfp e dsred
promoveram a correta marcacao das PGCs durante o periodo de segmentacao nas
espécies controle, foi o volume com que se obteve a efetiva marcacéo in vivo de PGCs
de P.mangurus. Diante dessa possivel problematica, uma saida para tal problema
seria aumentar a concentracdo de mRNA sintético a ser injetado, diminuindo-se o
volume injetado em cada embrido.

Utilizando o gene reporter DsRed, as PGCs de P. mangurus foram visualizadas
no estagio de segmentacdo com 28 somitos, na regido da crista gonadal. O estagio
no qual foram visualizadas as PGCs poderia estar relacionado a espécie como
também ao tipo de marcador usado. A transcricdo do gene ddx4 em mamiferos
(camundongo) e anfibios urodeles (axolotes) inicia logo apos as PGCs colonizarem a
crista genital com a ativacdo transcricional (PORRAS-GOMEZ; VILLAGRAN-
SANTACRUZ; MORENO-MENDOZA, 2021). Em Pangasianodon hypophthalmus
(siluriforme), foi observada a expresséo de ddx4 em PGCs em larvas 2 dpf- 10 dpf,
indicando o inicio da migracdo das PGCs até a crista gonadal (DUANGKAEW et al.,
2019). No entanto, em lambari e curimba, onde na fase de segmentacédo € observada
marcacao das PGCs, indica se que a traducao do gene reporter esta sendo realizada
nesta fase e a tradugéo se da pela regulagdo 3’'UTR de ddx4. Portanto, as variacdes
na traducao de ddx4 entre outros genes de origem materno diferem estre as espécies
(MERCER et al., 2021).

No entanto, as expressfes de dndl e ddx4 detectadas durante o
desenvolvimento embrionario de P. mangurus, sugerem que mantiveram uma
expressdo semelhantes ao descrito na literatura (SHIGUEMOTO et al., 2022). Embora
a expressao destes genes tenha sido evidenciada apenas por PCR convencional, ndo
sendo confirmado o nivel de expresséo génica ou dos seus produtos génicos,

Durante o desenvolvimento embrionario de bagre sapo os genes ddx4 e dndl
foram nitidamente expressos nos estagios de ovo néo fertilizado, duas e oito células
e blastula, com a progressiva diminuicdo da expressdo para ambos genes nas
seguintes fases de gastrula, segmentacdo e eclosdo. A expressao de dndl foi
detectada em todos os estagios do desenvolvimento embrionario, similar aos
resultados de outros teledsteos (COOK et al., 2011; YOUNGREN et al., 2005),
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ressaltando as funcdes do gene na regulacdo da traducdo e expressdo de fatores
criticos nas células-tronco embrionarias (LI et al., 2018).

No caso de ddx4, a expressdo foi quase que indetectavel nos estagios de
gastrula e segmentacdo com 10 somitos, apresentado uma banda mais definhada
durante a ecloséo, contrario aos resultados achados em salméo, onde o ddx4 foi
detectado nos estagios de duas células até a segmentacdo com 10 somitos
(NAGASAWA et al., 2013). Os niveis de expressao de ddx4 podem variar entre as
espécies, devido ao papel divergente do gene durante o transcurso da especificagdo
das PGCs e mecanismos adotados por cada espécie (SKVORTSOVA et al., 2019;
TAYLOR et al., 2017).

Na expressdo tecido especifica, ddx4 foi verificado apenas em gbnadas de
macho e fémea, ndo sendo detectada em outros tecidos. Estes resultados indicam
que as funcdes do gene sdo sustentadas ao longo do desenvolvimento das células
germinativas, com a posterior expressdo em espermatides pos-meidticas e
00citos(GASSEI et al., 2017). Por outro lado, dnd1 nao foi expresso na gbnada de
macho adulto o que pode evidenciar uma divergéncia numas das importantes funcdes
de dndl, na interacdo especifica com o complexo de edicdo de apolipoproteina B3
(APOBEC3), que desempenha um papel na manutencédo, viabilidade das células
germinativas e na prevencao do desenvolvimento de tumores de células germinativas
(BHATTACHARYA et al., 2008; RUTHIG et al., 2021).

No alinhamento dos aminoé&cidos, obtidos a partir dos transcritos de mRNA dos
genes avaliados de bagre sapo, foi verificado a presenca de regides conservadas nas
sequéncias das proteinas Dndl e Ddx4 entre diferentes espécies de teledsteos,
indicando que as funcdes carateristicas destes genes sdo mantidas entre espécies
distantes.

A identificacéo tardia de PGCs na fase de desenvolvimento, apds 20 somitos,
dificulta o seu uso no transplante ao apresentar migracdo ectopica nos receptores
(KAWAKAMI et al., 2011), pois as PGCs sao mais propensas a migrar para a crista
gonadal do receptor quando séo obtidas precocemente (10-15 somitos), levando em
consideracdo que os transplantes de PGCs sé@o realizados nos estagios de blastula
(KAWAKAMI et al., 2011; SAITO et al., 2014b), ou em larvas receptoras (TAKEUCHI;
YOSHIZAKI; TAKEUCHI, 2003; YOSHIZAKI; LEE, 2018). As PCGs visualizadas
durante a somitogénese e transplantadas em blastula precisam migrar em direcéo a

regido de formacdo das futuras gbnadas, antes de estarem associadas as células
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somaticas gonadais (INOUE et al., 2012; WU et al., 2018). Como em bagre sapo a
identificacdo das PGCs foi obtida na fase final da somitogénese, as PGCs poderiam
apresentar a capacidade de migracdo diminuida, apesar que os transplantes destas
PGCs identificadas ainda serdo avaliados.

As PGCs sao células essenciais para a propagacdo mediada, tornando-se
indispensavel o uso de novas técnicas para utilizacdo das PGCs em transplante
quando séo identificadas em estdgios avancados do desenvolvimento embrionério.
Dentre outras técnicas, a reprogramacao celular pode ser uma alternativa atrativa. Um
estudo recente em ratos, demostrou que a partir da inducdo das células-tronco
embrionarias (ESC) em PGCLCs (primordial germ cell-like cells) obteve-se a producéo
de espermatozoides, apos o transplante no testiculo estéril, estabelecendo os meios
de cultivo celular que propiciaram os diferentes mecanismos genéticos e epigenéticos
para a inducao especificacéo e, posterior diferenciacdo das células transplantadas em
gametas nessa espécie (OIKAWA et al., 2022). Em primatas, PGCLCs obtidas a partir
da indugdo de células-tronco embrionarias atingiram a maturagdo programada, mas
ainda sem a producao de gametas (SOSA et al., 2018).

A reprogramacéo de ESC para geracédo de PGCs em bagre sapo pode ser uma
alternativa promissora, tendo em conta que os transplantes de espermatogdnias foram
bem-sucedidos quando foram transplantados nas cavidades peritoneais em larvas
receptoras estéreis (YOSHIZAKI; LEE, 2018) e larvas triploides estéreis (ZHOU et al.,
2021) com a producdo de espermatozoides viaveis do doador. No transplante de
espermatogobnia-tronco de Brycon orbignyanus (espécie neotropical), em adultos
hibridos triploides de A. altiparane livres de células germinativas nas goénadas
apresentaram a colonizacao das células germinativas, podendo vir a produzir sémen
da espécie doadoras (SUAREZ et al., 2022). Assim PGCLCs obtidas a partir de ESC
de bagre sapo podem ser uma alternativa para obtencao de quimera germinativa, o

gue requer estudos aprofundados acerca desta area.
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7. CONCLUSOES

Foi possivel a identificacdo in vivo das PGCs durante o desenvolvimento
embrionario de Pseudopimelodus mangurus, mediante a expressao do gene reporter
dsred com regulagdo da traducdo pela regido 3’UTR do mRNA de ddx4 de P.
mangurus. Além disso, foi verificada a funcionalidade desta regido em espécies
distantes taxonomicamente, evidenciando novas informacdes acerca da rota
migratoria de A. altiparanae. Porém, compreender as intera¢cdes dos mRNAs com as
diferentes proteinas e regides 3’'UTR as quais tem um efeito regulador na expressao
e traducdo dos mRNAs durante o desenvolvimento embrionario normal continua
sendo crucial nas espécies neotropicais para a obtencédo das quimeras germinativas,
dada divergéncia no inicio da expressdo dos genes nas PGCs durante as fases
ontogénicas.

O uso daregido 3’'UTR de ddx4 de uma espécie neotropical é inédito permitindo
a visualizacdo de PGCs em bagre sapo durante a segmentacdo final, sendo os
resultados reforcados pelas avaliagcbes de expressdo génica feitas pelo PCR
convencional, sendo que as expressdes de ddx4 foram obtidas a partir de ovo até a
eclosdo contribuido assim com a investigacdo do quimerismo interespecifico da
linhagem germinativa, utilizando o método de transplante de PGCs, de uma espécie
ameacada ou de alto valor comercial como doador, para um hospedeiro estéril. Esses
resultados fornecem informacdes na tecnologia de quimerismo da linhagem
germinativa que é imprescindivel para sua aplicacdo na conservacao das espécies
endémicas ou ameacadas, seja através de posteriores repovoamentos ou geracdo de
criobancos.

Os avancos obtidos para o bagre sapo sao fundamentais para sua conservacao
e os procedimentos desenvolvidos podem ser expandidos para outras espécies de
siluriformes. O transplante de PGCs-Dsred positivas em receptores estéreis na fase
de blastula traria informac¢des quanto a capacidade destas células migrarem para a
regido da crista gonadal nos embrides receptores, e consequentemente, gerarem

quimeras germinativas.
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8. PERSPECTIVAS

A partir dos dados obtidos neste trabalho, podera ser realizado o transplante
de PGC de bagre sapo em blastula de receptores estéreis (mandi triploide, hibrido de
mandi e bagre sapo ou lambari hibrido triploide) para avaliacdo da capacidade de
migracéo destas PGCs e consequente geracao de quimeras germinativas.

O lambari tem se tornado uma espécie modelo emergente de peixes
neotropicais devido a facilidade na reproducdo, cultivo e tamanho, além da facilidade
na micromanipulagdo. No entanto a sintese do mRNA sintéticos a partir de genes
oriundos do transcriptoma do lambari poderiam ser usados para futuros trabalhos de
identificacdo de PGCs em estagios inicias do desenvolvimento embrionario, tanto do

lambari como para outras espécies neotropicais.
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APENDICE A — Condicdes para amplificacdo das regides 3'UTR e regides
codificadoras de ddx4 e dndl. A tabela 1 descreve os reagentes e as concentracdes
utilizadas para a realizacdo da PCR. A tabela 2 descreve os passos, condi¢cdes de
temperatura e tempo para a amplificacdo das regides 3’'UTR de ddx4 e dndl pela
PCR. A tabela 3 descreve os passos, condicdes de temperatura e tempo para a
amplificacdo de ddx4, dndl e g-actina pela PCR. Foram usados 35 ciclos das etapas
desnaturacao, anelamento e extensdo da PCR. Foram utilizados 1 e 2 yl de cDNA
para nas reacfes de 30 ul e 50 ul de volume final de reacéo, respectivamente.
Tabela 1

Reagentes Concentracao | Concentragéao
inicial final
Solucao tampéao 10X 1X
MgClz 50 mM 1,5mM
cDNA ~1200 ng/ul 40 ng/ pl
Tag DNA polimerase 5 U/l 0,05 U/ul
Mix primers F-R 10 uM 0,5 uM
dNTP 10 mM 0,2 mM
Agua DEPC - -
Tabela 2
Etapa Temperaturaem |[Tempo em
°C minutos
Desnaturacéo inicial |94 5
Desnaturacéao 94 0,45
Anelamento 60 0,30
Extensao 72 1
Extensao final 72 10
Finalizacdo PCR 4 infinito
Tabela 3
Etapa Temperaturaem |[Tempo em
°C minutos
Desnaturacéo inicial |94 5
Desnaturacao 94 0,45
Anelamento 57 0,30
Extensao 72 1
Extensao final 72 10
Finalizagdo PCR 4 infinito
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APENDICE B- Analise das sequéncias de aminoacidos de Ddx4 e Dnd1 de P. mangurus usando o programa Blastx do NCBI (National
Center for Biotechnology Information) para identificacdo dos motivos proteicos. Imagem A- Regifes dos motivos envolvidos na funcéo
de helicase dependente de ATP. O DEAD-box helicases sdo uma familia diversificada de proteinas envolvidas no desenrolamento
do RNA dependente de ATP, necessarias em uma variedade de processos celulares, incluindo splicing, biogénese de ribossomos e
degradacédo de RNA. Local de ligacdo do ATP no dominio conservado SF2_C_DEAD. Imagem B- Regifes dos motivos funcionais
caracteristicos de Dnd1. DND1 contém dois motivos de reconhecimento de RNA (RRMs) e um motivo de ligacdo de RNA de fita
dupla C-terminal (DSRM) que néo € especifico de sequéncia, mas é altamente especifico para dsSRNAs de varias origens e estruturas.
Motivo de reconhecimento de RNA 1 (RRM1) ou motivo de ligacdo de RNA, codifica a proteina de interacdo de fita simples que é
essencial para a manutencado de células germinativas viaveis em vertebrados interagindo com a regido 3' UTR de multiplos RNAs

mensageiros (MRNAS) e previne a repressdo de mRNA mediada por micro-RNA (miRNA).

i 2510 S TE0 100 1250 1500 1750
1 1 1 1 1
RF #1 sassas r Emam' & ' sa——
putative ATP binding zite ATPF binding zite
DEAD box helicasze motif
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RNA bBindina site
Hon-specific hinRHFE—R—8 DSRA_DND1
BEES RRM1_DND1 OND1_DSRH
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APENDICE C- Padrdo de migracédo de PGCs in vivo durante o desenvolvimento de A. altiparanae. Figura A- gastrula com 70% de
epibolia, B- gastrula com 90% de epibolia, C- segmentacdo com 10 somitos, D- segmentacdo com 20 somitos, E- ecloséo. As barras

representam 200 um. Nas ilustracdes representando as imagens em A, B, C, D e E, observa se a blastoderme (b), vitelo (v), placa

neural (p), somitos (s) e saco vitelinico (s.v). As zetas indicam os deslocamentos das PGCs (pontos vermelhos) apresentados durante
as fases do desenvolvimento mencionadas.




