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RESUMO

A piracanjuba é uma espécie em perigo de extin¢do classificada como (EN) A2c no
Livro vermelho da fauna brasileira ameacada de extingéo e, portanto, tem sido alvo de estudos
e de programas de repovoamento. No entanto, tem sido observado que a criacdo desta especie
em ambiente artificial altera a proporgdo sexual dos descendentes, sendo a maioria machos.
Esta alteragdo é indesejada para o uso destes animais como reforco de estoque em ambiente
natural, podendo afetar a reproducdo dos mesmos no ambiente natural. Visando compreender
0 motivo de tais alteracdes na proporcdo sexual, este trabalho teve como objetivos estudar os
aspectos bésicos de diferenciacdo sexual desta espécie, tal como caracterizar o periodo de
diferenciacdo sexual, avaliar a expressédo de genes relacionados a diferenciacdo, bem como
verificar uma possivel influéncia do canibalismo no periodo larval como um fator para alteracédo
da proporc¢éo sexual. A analise da expressao génica foi realizada em odcitos, larvas de 8 dias
pos-fertilizagdo, juvenis e adultos para os genes sox9, dmrtl, foxl2, cyp19a, ddx20 e ddx4. Foi
feita a extracdo de RNA e sintese de cDNA de todas as amostras, seguida da PCR convencional
e os produtos de amplificacdo analisados em gel de eletroforese. Gonadas de juvenis de 6 a 12
meses foram processadas para histologia para caracterizacao do periodo de diferenciacao sexual
e a relacdo com a expressdo dos genes. Lavas do terceiro dia pds-fertilizacdo foram submetidas
a dois tratamentos de criacdo até o sétimo dia, sendo realizado com larvas individualizadas e
em grupo. Ap6s 12 meses, foram coletadas as gdnadas e analisadas por meio de histologia e
PCR para analisar a proporcdo sexual entre os diferentes tratamentos. Os resultados da
expressao génica indicaram que ddx4 e dmrtl sdo especificos das gbnadas, os demais, também
foram expressos em outros tecidos. Os genes dmrtl, foxI2 e sox9 apresentaram expressdo
dimorfica em gonada de macho e fémea por meio da anélise de eletroforese, sendo eleitos bons
genes para analise quantitativa. Em larvas ndo foi detectada apenas a expressao de dmrtl, sendo
0s demais genes expressos, porém de dificil relagdo com diferenciacdo sexual. Em juvenis, a
identificacdo de ovario foi realizada a partir do sexto més e de testiculos ao décimo més por
meio da histologia. Na analise histologica deste periodo de desenvolvimento gonadal foi
observada a presenca de individuos intersexo. Na analise de proporgdo sexual nos tratamentos
de criagcdo em grupo e individualizados ndo houve desvio de proporg¢éo, sendo a mesma de 1:1.
Os resultados obtidos forneceram conhecimentos importantes para estudos futuros visando a

compreensdo do processo de diferenciacdo sexual nesta espécie.
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1.

INTRODUCAO

Os estoques naturais de muitas espécies de peixes nos rios brasileiros vém sofrendo
um continuo processo de reducdo, conduzindo varias espécies ao estado de ameacgadas de
extingdo ou até mesmo ao desaparecimento. Uma das principais causas é a interferéncia
antropica nos recursos hidricos, tais como a poluicdo, pesca predatdria, desmatamento e
alteracdes no curso dos rios. Essas interferéncias causam grandes impactos nas populacdes
de peixes, afetando assim a biodiversidade aquéatica (ICMBIO, 2018; LOPERA-
BARRERO, 2009).

Algumas alternativas foram criadas e vém sendo empregadas na tentativa de reduzir
0 impacto sobre as populacGes de peixes em ambientes naturais. Um exemplo disso, é o
controle da pesca, regulando a malhagem e comprimento das redes, evitando, desse modo,
que juvenis sejam capturados e ndo tenham a oportunidade de reproducdo, além da protecéo
dos locais onde as espécies realizam as desovas e o periodo de defeso, em que a pesca de
espécies migratorias € proibida na época de reproducdo, evento conhecido como piracema.
No entanto, para que essas estratégias sejam idealizadas e aplicadas eficazmente, os
conhecimentos prévios dos aspectos basicos da biologia e fisiologia dessas populacdes sdo
de extrema importancia (AGOSTINHO et al., 2005).

Estudos sobre o desenvolvimento embrionario (SANTOS et al., 2021; ARASHIRO,
et al., 2018), biologia reprodutiva (CORDEIRO et al., 2019), nutricdo (MELO et al., 2020;
BORBA et al., 2006), incubacéo dos embrides e larvicultura (VILELA & HAYASHI, 2001)
nos fornecem informacdes importantes para a conservacao das espécies. Tais estudos, desde
0 momento da fertilizacdo dos odcitos até o momento em que a espécie esti apta a
reproducdo, podem auxiliar o desenvolvimento de técnicas a serem aplicadas em agdes
conservacionistas. Varias biotécnicas vém sendo desenvolvidas e utilizadas como medidas
de conservacdo, tais como a criacdo de bancos genéticos (INOUE et al., 2012; HOLT &
PICKARD, 1999), o quimerismo ou propagacdo mediada (YASUI et al.,, 2011) e a
criopreservacdo de embrides (HIGAKI et al., 2009; BABIAK et al., 2008) (ainda néo
estabelecida) e gametas (XIN et al., 2019; MARIA et al., 2006), as quais podem ser
utilizadas em programas de repovoamento dos rios.

A piracanjuba (Brycon orbignyanus) é uma das principais espécies do género

Brycon, com grande importancia na aquicultura, pois € apreciada comercialmente, além de



ser produzida para a pesca esportiva (TONELLA et al., 2019; MARIA et al., 2006; BORBA
etal., 2006). Esta espécie € nativa da bacia formada pelos rios Uruguai e Parana e atualmente
a sua distribuicdo encontra-se cada vez mais limitada (FEIDEN & HAYASHI, 2005). A
espécie vem sofrendo reducdes de suas populacdes naturais, e por este motivo é atualmente
listada como “em Perigo” de extingdo no Livro Vermelho da Fauna Ameacada de Extin¢do
(AKAMA et al., 2018), sendo classificada na categoria como (EN) AZ2c, isso porque a
espécie sofreu um declinio de extensdo de 92% da area de ocupacéo original (ICMBIO,
2014).

Esta espécie tem sido utilizada para o desenvolvimento de biotecnologias que visam a
sua producéo em larga escala e, principalmente, sua conservagéo no ambiente natural. Sendo
assim alvo de estudos que tém como foco a manutencdo e recuperacdo das populacdes ainda
existentes. No entanto, durante etapas da producdo em larga escala da piracanjuba, ainda
sdo encontrados entraves, tal como o comportamento canibal nos primeiros dias de vida,
que faz com que haja alta mortalidade entre as larvas (FEIDEN & HAYASHI, 2005). Além
disso, existem dificuldades na reproducdo, incubacdo e larvicultura em condicdes
laboratoriais, que acabam gerando uma alta taxa de individuos machos, fato que limita
bastante os esforcos para a conservacao da espécie (ZARDO et al., 2021).

Existem diversos fatores que podem levar ao desvio da proporcdo sexual em uma
populacdo, a exemplo a hipdxia, que em Danio rerio faz com que a populacdo tenha
tendéncia a masculinizacdo, uma vez que a falta de oxigenacdo pode alterar os niveis
hormonais (SHANG et al., 2006). A presenca de contaminantes na agua também podem
influenciar na proporcdo sexual, como é o caso de Oryzias melastigma, cujo individuos
tendem a dominéncia do sexo masculino na populacdo, quando expostos ao surfactante
perfluorobutanossulfonato (CHEN et al., 2019). A densidade é outro fator que pode
influenciar na proporcéo sexual, como foi observado em Anguilla anguilla, que em maior
densidade populacional aumenta a propor¢do de machos (DAVEY & JELLYMAN, 2005;
RONCARATI et al.,, 1997). Em alguns casos, a alta densidade pode aumentar a
heterogeneidade de tamanho dos individuos, sendo que segundo Francis e Barlow (1993)
em algumas espeécies individuos maiores se diferenciam em machos e 0s menores em
fémeas, essa heterogeneidade tende a gerar uma maior taxa de comportamento canibal, que
por fim pode desencadear uma alteracdo na proporgéo dos sexos (ANDRADE et al., 2004;
LUZ et al., 2000).

Os exemplos acima mencionados apresentam alteracfes causadas por fatores

ambientais e sociais, que tém grande influéncia na determinagéo e diferenciagéo sexual. A



determinacdo sexual ocorre no momento da fertilizagdo com a combinacdo de fatores
genéticos de heranca materna e paterna (BAROILLER & COTTA, 2001). A literatura
aborda dois mecanismos de determinacéo sexual, a determinacéo genotipica (GSD), que se
da por meio de cromossomos sexuais (OLIVEIRA & TOLEDO, 2006), e a determinacdo
ambiental (ESD), que é influenciada por fatores fisico-quimicos e sociais (DAVEY &
JELLYMAN, 2005). Esses dois fatores podem agir individualmente ou em conjunto em
uma mesma espécie, como € o caso do pejerrey Odontesthes bonariensis que possui
determinacdo sexual XX/XY, mas que em contato com temperaturas elevadas ou baixas
podem sofrer alteracdo fenotipica do sexo (STRUSSMANN, et al., 1996). No entanto,
ndo se sabe se os efeitos de ESD estdo agindo sobre os fatores de determinacdo ou de
diferenciacdo sexual (BAROILLER &COTTA, 2001).

Essa diversidade de formas de determinacdo e principalmente de mecanismos de
diferenciacdo sexual ainda que pouco elucidados, demonstram a alta plasticidade genotipica
em peixes (KOBAYASHI et al., 2012), o que permite a modificagcdo sexual nessas espécies,
com auxilio da temperatura, horménios ou até mesmo através da inibicdo de genes, de
forma natural ou induzida (RAGHUVEER & SENTHILKUMARAN, 2009; UCHIDA
et al., 2004).

Os genes sdo parte importante desse processo de determinacéo e diferenciagdo sexual,
pois é a sua presencga ou auséncia que vai definir a linhagem das células germinativas. Esses
mecanismos ainda sdo pouco elucidados, no entanto, muitos genes tém sido estudados e
alguns ja foram elencados como essenciais nesse processo (SHAN et al., 2021;
MANOLAKOU et al., 2006).

Em machos os genes dmrtl e sox9 tém sido apontados como de grande importéancia
na diferenciacdo testicular de varias espécies. dmrtl(Doublesex and mab-3 related
transcription factor 1) é um gene ligado ao dominio DM que em algumas espécies, a exemplo
de medaka (Oryzias latipes), esta ligado ao cromossomo sexual Y (KOBAYASHI et al.,
2004). Este é um dos genes mais conservados ao longo do processo evolutivo com funcdo em
varias espécies de vertebrados (LIARTE et al., 2007). Em camundongo, a perda de dmrtl em
células de Sertoli levou a ativacéo de outro gene (foxI2), levando a reprogramacéo das células
de Sertoli em células da granulosa (MATSON et al., 2011). Em frango dmrtl foi considerado
como um gene necessario para a determinacdo testicular (SMITH et al., 2009), e em peixes
como Astyanax altiparanae (ADOLFI et al, 2015), Acipenser baerii (BERBEJILLO et al.,
2013), Danio rerio (GUO et al., 2005) esse gene atua como determinante testicular, podendo

ser responsavel também pela manutencdo dos testiculos em adultos.
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sox9 (SRY-Box Transcription Factor 9) é um fator de transcricéo ligado ao dominio
HMG. Em humanos é expresso em condrocitos e € considerado um regulador de colageno tipo
Il (HEALY et al., 1999; Bl et al., 1999). A auséncia desse gene pode levar a mutacdes em
humanos causando displasia capomélica e também levando a reversdao sexual XY e sua
duplicacdo pode levar a reverséo sexual em XX (HUANG et al., 1999; WAGNER et al.,
1994). Em camundongo e em frango o gene também esté ligado a diferenciacao dos testiculos
(KENT et al., 1996). Em peixes a funcdo de sox9 é semelhante, demonstrando importancia
principalmente na diferenciacdo de testiculos, a exemplo de A. atiparanae (ADOLFI et al,
2015), Oncorhynchus mykiss (TAKAMATSU et al., 1997) e Cynoglossus semilaevis (DONG
et al., 2011) em que sox9 é apresentado com expressao dimdrfica, especifica para testiculo.
No entanto, em medaka (Oryzias latipes), esse gene é predominante nos ovarios, podendo ser
observado também em outros tecidos, como cartilagem craniana, demonstrando que a fungédo
de sox9 na formacdo da cartilagem é mantida em peixes (YOKOI et al., 2002).

Na cascata de diferenciagcdo em fémeas, os genes foxI2 e cypl9ala sdo considerados
importantes para a formacdo e desenvolvimento do ovario em muitas espécies. cypl9
(aromatase cytochrome P450) é responsavel pela producdo da aromatase, que por sua vez,
converte andrdgenos em estrogénio. Esse gene possui algumas variantes, sendo que cypl9al
(cytochrome P450 family 19 subfamily A member 1) é especifico de humanos, expresso em
ovario e em cérebro (SIMPSON et al., 1993). Em peixes sdo encontradas duas variantes desse
gene, cypl9ala (cytochrome P450 family 19 subfamily A, polypeptide 1a) que é especifico
para gbnadas e cypl9alb cuja expressdo é encontrada em cérebro (LIU et al., 2007;
CHESHENKO et al., 2007; CHIANG et al., 2001). cyp19ala é relacionado principalmente
ao ovario adulto, embora, seja expresso em ambos 0s sexos durante a fase inicial do
desenvolvimento, antes da diferenciacdo histologica, como ocorre em Odontesthes
bonariensis (SARIDA et al., 2019; ZHANG et al., 2018), Acanthopagrus schlegeli (WU et
al., 2008) e Danio rerio (HINFRAY et al., 2018; RODRIGUEZ-MARI et al., 2005).

foxI2 (forkhead box L2) € um gene importantissimo em humanos, ja que sua mutacao
causa insuficiéncia ovariana prematura (POF) e também anormalidades nas palpebras causadas
pela sindrome da blefarofimose (BPES) que esté associada a insuficiéncia ovariana (SCHMIDT
et al., 2004; CRISPONI et al., 2001). Alem disso foxI2 é considerado responsavel pela ativagdo
da aromatase em cabras (PANNETIER et al., 2006), aves (GOVOROUN et al., 2004) e em
algumas espécies de peixes, como é o caso da tilapia (Oreochromis niloticus), sendo foxI2
responsavel pela ativacao de cypl9al (WANG et al., 2007). Além dessa funcdo na tilapia, esse

gene € considerado de grande importancia para o desenvolvimento de odcitos e, quando
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superexpresso em individuos XY, por mais que ndo leve a reversdo de sexo, pode gerar
degeneracdo tecidual e proliferacdo de células somaticas na génada (WANG et al., 2007,
WANG et al., 2004). Outras espécies de peixes tém foxI2 como um regulador ovariano a
exemplo de Oncorhynchus mykiss (BARON et al., 2004) e Cynoglossus semilaevise (DONG et
al., 2011).

Outros genes como ddx4 e ddx20, sdo alvo também de muitos estudos, por serem
genes importantes para a formagdo gonadal de ambos 0s sexos estando presentes desde o
inicio da formacdo dos individuos (SHAN et al., 2021; TIAN et al., 2017; KROVEL &
OLSEN, 2004). ddx20 (DEAD-Box Helicase 20) é considerado um importante gene para o
desenvolvimento embrionario em mamiferos, assim como também tem demonstrado
importancia na composicao dos ovarios (MOUILLET et al., 2008), e sua coo-expressao com
foxI2 provoca infraregulacdo da expressdo de vitelogenina. Além disso, eles também sédo
responsaveis pela apoptose de células ovarianas em crustaceos e mamiferos (LI et al., 2015;
LEE et al., 2005).

ddx4 (DEAD-Box Helicase 4) também conhecido como vasa é um gene de extrema
importancia, que esta ligado principalmente as células germinativas primordiais (CGPs),
sendo altamente conservado entre as espécies (Revisado em RAZ, 2000). Em humanos é um
regulador positivo de células cancerosas do sangue sendo assim alvo de muitos estudos que
envolvem seu uso na quimioterapia (SCHUDROWITZ et al., 2017). Estudos demonstram
que a sua expressao é essencial na formacdo e na migracao das PGCs (LI et al., 2009). Em
ovario humano é expresso nos foliculos (CLARKSON et al., 2019) e em peixes estdo
presentes desde a fertilizacdo até a fase adulta, como ocorre em Danio rerio (KNAUT et
al., 2000; BRAAT etal., 1999; YOON et al., 1997) e em Oryzias latipes (LI et al., 2009).

O conhecimento dos mecanismos de diferenciagdo sexual fornece informagdes
importante sobre o funcionamento e desenvolvimento de uma espécie, auxiliando no
desenvolvimento de medidas que podem auxiliar a vencer os problemas observados no
desvio de proporcao sexual dos descendentes de piracanjuba criadas em cativeiro, asssim
como causas e possiveis solucdes, possibilitando uma melhoria nas a¢6es a serem aplicadas

na conservacdo desta espécie.
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4. CONCLUSAO

Todos os genes analisados demonstraram estar envolvidos na diferenciacdo sexual, no
entanto, ndo se sabe quais deles sdo essenciais nesse processo. Desses genes dmrtl, sox9,
ddx20 e foxl2 apresentaram dimorfismo sexual perceptivel em eletroforese,
possibilitando a identificacdo do sexo em adultos, sendo dmrtl possivelmente um gene
determinante no processo de diferenciacdo testicular, no entanto para uma melhor analise
de dados se faz necessario uma andlise quantitativa (QPCR).

Nesse estudo, os individuos de piracanjuba apresentaram diferenciagdo de fémeas aos
6 meses e o primeiro sinal de machos também aos 6 meses de idade em um individuo
intersexo, sendo que testiculos em desenvolvimento foram encontrados apenas a partir dos 10
meses de idade. Analises em periodos anteriores ao apresentado aqui devem ser feitas para
confirmar se as fémeas e machos se desenvolvem antes disso.

Até os 12 meses de idade a proporcao sexual ndo mostrou desvio, sendo de 1:1. Além
disso essa proporcdo ndo apresentou diferenca entre os tratamentos de criacdo de larvas
individualizadas e em grupo.

A identificacdo de sexo precoce na espécie, realizada por meio das larvas ndo foi
possivel pelo fato dos genes utilizados apresentarem expressdo em variados tecidos alem da
gbnada, e 0 gene dmrtl que ndo é expresso em outros tecidos, ndo apresenta expressao na fase
larval. No entanto, através da quantificacdo desses genes pode ser possivel identificar
diferenga na expresséao entre os individuos.

Para que este estudo seja mais completo e tenha maiores detalhes sobre a expressao
desses genes se faz necessario analises de qPCR, podendo utilizar os genes aqui listados como

bons marcadores sexuais na espécie.
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